Microscopia de

fluorescencia

FRANCISCO SALIDO-RENGELL*

0s METODOS DE MICROscoPia de fluorescencia han tomado mds y mas
L importancia en los dltimos afios, especialmente desde que se ha
logrado marcar a los anticuerpos con un colorante fluorescente, sin qui-
tarles su propiedad inmunoldgica. A esta forma de aplicar el método
de fluorescencia se le ha llamado “Técnica de los Anticuerpos Fluores-
centes”.

Por lo general, puede decirse, que cuando una particula extraiia
entra al organismo, provoca una reaccién netamente especifica. Es decis,
que esa particula se comporta como un antigeno. Muchas sustancias pue-
den comportarse de esta manera. Por ejemplo, los polisacaridos de la
pared bacteriana; proteinas del capside viral, etc. La respuesta del orga-
nismo al estimulo antigénico es la formacién de anticuerpos. Encontrar
los sitios donde estos anticuerpos se forman o localizar al antigeno en los
tejidos de un organismo son los problemas basicos que pueden resolverse
con las técnicas de inmunofluorescencia.

Los colorantes que se usan en histologia, por lo general, tifien por
absorciéon, proceso en el cual no hay una verdadera reaccién quimica
entre el sustrato y el colorante. Luego, el primer problema que se planted
fue encontrar la forma de unir quimicamente a los anticuerpos con un
colorante. Al transformar a la fluoresceina en isotiocinato se resolvid la
dificultad, ya que este grupo tiene una gran afinidad por la molécula de
proteina.

El propésito de este trabajo es dar a conocer las bases teéricas de la
fluorescencia v su uso en microscopia.
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Para entender el fenémeno de la fluorescencia es necesario saber
qué pasa si una molécula absorbe luz. La luz es una onda electromagneética,
es decir, que oscila periédicamente. Esta periodicidad esta dada por la
fuerza de un campo eléctrico. Si una onda electromagnética choca con
ina molécula los electrones de ésta, que no esta firmemente unidos,
oscilan cuando la luz pasa entre ellos por razéon de la carga eléctrica. Este
fenomeno requiere cnergia; la energia sélo puede ser aprovechada de la
luz que pasa al través de la molécula y entonces se dice que se ha ab-
sorbido luz. La energia que se ha tomado de la luz no se pierde. Esta
energia puede aparecer en diversas formas, como calor, como encrgia
que activa una reacciéon quimica, y también puede ser transformada en
luz de mayor longitud de onda; como en la luminiscencia. Siempre que
una molccula emite luz, al fendémeno se le llama “luminiscencia’.

Esta luminiscencia que se produce por absorcidn de luz se llama
“fotoluminiscencia” v la luz emitida siempre e¢s de mayor longitud de
onda que la luz excitadora.

En todos los procesos de fotoluminiscencia hay un lapso entre la
absorcién o excitaciéon y la emisién de luz por la molécula. Si el lapso
entre uno y otro proceso es de mds 10-* segundos al fenémeno se le lla-
ma fosforescencia, en tanto que, si el lapso es de menos de 10-* sc-
gundos se le lama fluorescencia.

Si se toma en cuenta que la longitud de onda de la luz varia entre
400 mu y 800 mu, puesto que cada uno de los colores del espectro lumi-
noso tiene una longitud de onda distinta, siendo la del rojo la mayor v
la del violeta la menor, visibles por el ojo humano. Ahora bien, la luz
no es un flujo continuo de energia, sino que es un flujo intermitente.
Cada emision de energia puede decirse que es una unidad llamada “quan-
tum” de energia es mayor. Por lo tanto la energia producida por la luz
ultravioleta es superior a la de la luz roja o infrarroja.

Basicamente, la fluorescencia consiste en una serie de fenémenos
sucesivos. Una onda luminosa llega a una molécula; esta molécula absor-
be la luz y entra entonces en un estado de “excitacién”. La luz que es
absorbida proporciona la energia y la molécula excitada emite luz propia
de mayor longitud de onda que la luz excitadora y por lo tanto de color
diferente.
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Para que la fluorescencia se produzca en condiciones éptimas deben
reunirse los siguientes requisitos:

1. La luz excitadora debe ser de una longitud de onda muyv pe-
quefia para que produzca una gran cantidad de energia. La mejor fuente
para obtener la mayor cantidad de luz adecuada es la de mercurio, que
proporciona gran cantidad de luz ultravioleta y azul violeta.

2. Las sustancias deben manejarse a baja tcmperatura pues las ele-
vaclones térmicas aceleran los procesos de absorcion y emision de luz por
las moléculas fluorescentes.

3. Desde el punto de vista quimico los compuestos con radicales
OH-, OCH-;, =CH.,, NH-,, y N(CIl;), aumentan la eficiencia de pro-
duccién de energia. Las moléculas con radicales CO-, COOH-, CN-,
CH=0, NO-; y —CH=CH— la disminuyen.

4. La viscosidad de las soluciones aumenta también la eficiencia
de produccién de energia. Por lo tanto, conviene trabajar con soluciones
de alta viscosidad.

5. El pH de las soluciones es también de mucha importancia y por
ello debe trabajarse con solucicnes amortiguadoras de pH 74 a 7.6 o
bien a pH 9.0, segtin la parte del proceso que se esta llevando al cabo.
Tampoco debe concentrarse el colorante, pues se pierde la eficiencia de
la fluorescencia; lo mds ventajoso es usar compuestos que produzcan
fluorescencia verde pues este color es el que capta mejor el ojo humano.

FL MICROSCOPIO DE FI'UORESCENCIA

Cualquier microscopio ordinario es util para hacer observaciones con
luz ultravioleta. Desde luego debe equiparse con el equipo adicional que
se menciona a continuacion.

Primero, debe contarse con una fuente luminosa muy intensa v rica
en rayos ultravioleta y azul violeta. Las lamparas de mercurio a presion
son las mejores. Naturalmente la ldmpara debe estar cubierta con una
campana metalica con ventilacion suficiente para que el observador est¢
protegido debidamente de la luz intensa.

Frente a la fuente luminosa deben colocarse filtros que absorban
¢l calor de los rayos luminosos y delante, filtros excitadores que dejen
pasar solamente rayos ultravioleta y azul violeta. (Los filtros Schott nos
han dado excelentes resultados). En la figura 1, se ilustra la disposicion



a. Rayos caléricos
b. Ondas luminosas no ultravioletas.
¢.  Ondas ultravioletas (luz excitadora)

d. Luz emitida de mayor longitud
de onda que la ultravioleta.
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Fig. 1

Dracrarza prL DISPOSITIVO DE FLUORESCENCIA

1. Limpara de Mercurio.
2. Filtro de rayos catodicos.
3. Filtro excitador.

4. [Espejo de aluminio.
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Condensador cardioide.
Preparacion.

Objetivo.

Filtro inhibidor.
Ocular.
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de los filtros en relaciéon con la 6ptica del microscopio para la mejor
compresion de lo que aqui se expone.

Para la correcta iluminacién del microscopio y para evitar la pérdida
de luz ultravioleta, se recomicnda el uso de espejos de aluminio que han
demostrado ser los mas adecuados.

Para trabajar con anticuerpos fluorescentes, la iluminacion correcta
se logra con condensadores de campo obscuro que deben tener apertura
namerica mayor que el objetivo que se estd usando. En esta forma sc
obtiene el verdadero campo obscuro. El condensador de campo obscuro
con apertura numérica 1.20 6 1.40 es lo que puede tomarse como mas
util.

Sobre la lente frontal del condensador se pone una gota de aceite de
mmersiéon que no tenga fluorescencia propia y siempre debe tenerse cui-
dado de que no se formen burbujas de aire. El vidrio de las laminillas
portaobjetos y cubreobjetos debe ser de la mejor calidad optica.

En general, los objetivos de 10x, 25x y 40x son los que dan al ob-
servador todas las posibilidades para la observacion. De cualquier ma-
nera, ¢l objetivo de inmersion ya sea de 90x 6 de 100x debe estar provis-
to de un diafragma iris con objeto de poder ampliar la apertura numé-
rica y conseguir mejor visualizacion.

Fntre los objetivos y los oculares o bien entre los oculares v el oj0
del observador, debe intercalarse un juego de filtros (Schott) llamados
inhibidores v que evitan el paso de todos los rayos ultravioletas o azul vio-
leta que no excitan al colorante fluorescente v que sélo dejan pasar la
luz propia de la fluorescencia. El color del filtro para obtencr mejores
resultados es el amarillo ambar.



