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Prélogo

Juan Peragdn Sénchez, M.? Angeles Peinado Herreros

Editores

La investigacién que se realiza actualmente en las dreas de Biologia Molecular y Ce-
lular estd orientada a la resolucién de los principales problemas sanitarios de nues-
tra sociedad y a la obtencién de nuevas herramientas tecnolégicas con proyeccién
en el dmbito farmacéutico-sanitario, agricola, ganadero, industrial y ambiental.

El objetivo de esta obra es doble. En primer lugar, difundir la investigacién
que se realiza en estos campos en nuestra universidad y entidades colaboradoras
y, en segundo, escribir un texto que pueda servir como obra de referencia para
los alumnos del Mdster Universitario en Biotecnologia y Biomedicina por la
Universidad de Jaén.

Concretamente, este volumen estd dedicado a describir técnicas y fundamen-
tos de biologia molecular y celular en los que la contribucién particular de los
integrantes de los grupos de investigacién implicados en dicho mdster es muy
destacada.

En el primer capitulo se describen las técnicas de microscopia mds actuales
y su uso como herramientas para localizar y analizar moléculas o estructuras
celulares. El Dr. Juan Angel Pedrosa Raya y sus colaboradores describen las
técnicas inmunocitoquimicas a microscopia 6ptica, de fluorescencia, confocal y
a microscopia electrénica y sus aplicaciones.

En el segundo capitulo se describen las herramientas de bioinformatica que
se utilizan para el andlisis de datos procedentes de tecnologias de andlisis masivo
de proteinas o 4cidos nucleicos. El Dr. Francisco Esteban Ruiz y sus colabora-
dores describen los principales programas informadticos utilizados, con ejemplos
concretos que permiten entender la Biologia de Sistemas como herramienta de
integracion y diagndstico.

En el tercer capitulo, el Dr. Francisco Navarro Gémez y sus colaboradores
explican la estructura y funcién de las subunidades comunes, presentes en las
ARN polimerasas de células eucariotas. Estas enzimas son las responsables de
la transcripcién de la informacién genética, y en la regulacion de su actividad
descansa, en gran medida, la regulacién de la expresién génica.
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En el cuarto capitulo, el Dr. Diego Franco Jaime y sus colaboradores se cen-
tran en la descripcién de los microARNs y su funcién durante la cardiogéne-
sis. Son ARNSs pequefios no codificantes que regulan la expresiéon génica de
miltiples procesos bioldgicos en diferentes 6rganos y tejidos. En este trabajo
se describen los microARNs implicados en las diferentes etapas del desarrollo
cardiaco y en patologias asociadas.

A continuacién, en el quinto capitulo, el Dr. Juan Bautista Barroso Alba-
rracin y colaboradores describen la funcién del éxido nitrico como modulador
del estrés celular y su contribucién a la generacién y regulacién de procesos
de cardcter patol6gico en sistemas animales. El 6xido nitrico, ademds de estar
implicado en sistemas de sefializacién celular, puede originar modificaciones
funcionales de proteinas y de otras moléculas implicadas en multiples procesos
celulares.

Por dltimo, en el sexto capitulo, el Dr. Francisco Luque Vidzquez y colabora-
dores describen la biologfa y métodos de deteccién temprana de la verticilosis
del olivo, una de las principales enfermedades que actualmente afecta a este
cultivo. Se describe el agente que la produce, la interaccién entre el hongo y la
planta, aquellos factores asociados a la tolerancia o susceptibilidad varietal a esta
enfermedad, asi como los métodos de diagndstico més novedosos.

Como editores de esta obra esperamos que sea 1til a los objetivos propuestos,
subrayando muy especialmente la contribucién de los grupos de investigacién
de la universidad de jaén al conocimiento y difusién de la ciencia, en un campo
de tanto interés y actualidad como es el de la biologia molecular y celular.
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celulares mediante distintos
tipos de microscopia
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* Departamento de Biologia Experimental, Universidad de Jaén; ** Departamento de Fisioterapia,
Universidad de Jaén; *** Departamento de Biologia Celular, Universidad de Granada

jpedrosa@ujaen.es

Resumen

Desde mediados del siglo pasado y hasta la actualidad, los investigadores
en diferentes campos de las ciencias de la vida han llegado a disponer
de un amplio abanico de técnicas, mediante las cuales han podido cono-
cer detalladamente la estructura celular, asi como identificar la ubicacién
exacta en un determinado compartimento celular de priacticamente cual-
quier molécula de interés biolégico. Tal tecnologia careceria de utilidad
si no se acompafiara con el empleo de instrumentos de visualizacién ade-
cuados, como son los microscopios. La observacién de las muestras con
cada uno de sus variados tipos aporta una informacién siempre diferente,
pero a la vez complementaria, de las estructuras bioldgicas. Por otra par-
te, no solo es importante conocer la localizacién concreta de las estructu-
ras y moléculas que las componen, sino también cuantificar su expresion,
tanto en condiciones normales como experimentales, mediante el uso de
aplicaciones informdticas al efecto (programas de andlisis de imagen).

En cuanto a las técnicas descritas, destacan las inmunocitoquimicas, de
aplicacién para microscopia 6ptica convencional, de fluorescencia, con-
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focal y las mds actuales de superresolucién (STORM y STED), ademds
de la microscopia electrénica. Un interesante aspecto de estas técnicas,
que permite estudiar las interrelaciones entre dos o mds moléculas en
el contexto celular y tisular, es el de su colocalizacién en la misma
muestra, a través de los distintos tipos de microscopios. Por otro lado,
la transferencia 6ptico-electrénica permite la observacién del mismo
campo de una muestra, primero con el microscopio 6ptico y luego con
el electrénico, sirviendo asi de eficaz enlace en el estudio con ambos
instrumentos.

Palabras clave: inmunocitoquimica, andlisis de imagen, microscopios
Abstract

Since the middle of the last century to the present day, researchers in different
Jeelds of life sciences have at their disposal a wide range of techniques that have
allowed 1o know in detail the cell structure and to identify the exact location
in a particular cell compartment of practically any molecule of biological
interest. For this technology to be useful, it must be accompanied by suitable
visualization instruments, such as microscopes. The observation of the samples
with each rype of microscope provides a different bur complementary information
of the biological structures. It is not only important to know the specific location
of structures and molecules inside cells or tissues, but also to quantify their
expression, both in normal and experimental conditions, through the use of
image analysis software.

Concerning  the previously mentioned techniques, we will focus on the
immunocytochemistry, which can be used for conventional light microscopy,
Sfluorescence microscopy, confocal microscopy and the most curvent superresolution
microscopy (STORM and STED), as well as for electron microscopy. Interestingly,
the immunocytochemistry allow to study the intervelations between two or more
molecules inside a cell or a tissue, using the different types of microscopes, through
their colocalization in the same sample. On the other hand, the optical-electronic
transfer allows to observe the same field of a sample, first with the optical microscope
and then with the electronic microscope, thus serving as an effective link for the
study of a sample with both instruments.

Keywords: immunocytochemistry, image analysis, microscopes
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Introduccidén

Desde mediados del siglo pasado y hasta la actualidad, los investigadores en
diferentes campos de las ciencias de la vida han llegado a disponer de un amplio
abanico de técnicas, mediante las cuales han podido conocer detalladamente
la estructura celular, asi como identificar la ubicacién exacta en un determi-
nado compartimento celular de pricticamente cualquier molécula de interés
bioldgico. Tal tecnologia carecerfa de utilidad si no se acompafiara con el em-
pleo de instrumentos de visualizacién adecuados, como son los microscopios.
La observacién de las muestras con cada uno de sus variados tipos aporta una
informacién siempre, diferente pero a la vez complementaria, de las estructuras
biolégicas. En el presente capitulo se estudiardn algunas de las mencionadas
técnicas, concretamente aquellas que tienen su base en las reacciones inmuno-
histoquimicas, dada su extremada especificidad en la deteccién de multiples
moléculas presentes en los diferentes compartimentos celulares y tisulares. Los
productos de tales reacciones pueden visualizarse a través de cualquier modelo
de microscopio, con las consiguientes ventajas en cuanto al tipo de informacién
suministrada en cada caso. Por ello se tratardn por separado las técnicas referidas
a la microscopia de luz, por un lado, y a la electrénica, por otro. Igualmente, y
dado que no solo es importante conocer la localizacién concreta de las estructu-
ras y moléculas que las componen, sino también cuantificar su expresién, se tra-
tard ademds del uso de aplicaciones informdticas (programas de andlisis de imagen)
capaces de llevar a cabo este cometido.

Técnicas inmunohistoquimicas

Se basan en la existencia de dos tipos de moléculas presentes habitualmente en
los seres vivos (anticuerpos y antigenos) y su capacidad para unirse especificamente
entre si, dando un complejo antigeno-anticuerpo. Tal complejo puede visualizarse,
bien directamente o tras su unién a determinados marcadores que lo ponen en
evidencia a través de los diferentes microscopios. Concretamente, estas técnicas
tratan de conocer la ubicacién a nivel celular de cualquier compuesto biolégico
con cardcter antigénico, por su capacidad de unirse a un anticuerpo especifico
que se pone en contacto con una muestra obtenida del individuo, durante el
tiempo y a la concentracién necesaria para que se produzca el citado complejo
de unién. Cuando posteriormente sea observada al microscopio la muestra, se-
gun el tipo de marcaje empleado, se hard perfectamente visible la localizacién
exacta de la molécula problema, pudiendo incluso cuantificarse su expresién. En

13
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el caso de la microscopia de luz y dada la alta especificidad de la reaccién, sola-
mente se observardn las estructuras marcadas, permaneciendo el fondo transpa-
rente, siendo necesaria la aplicacién de colorantes convencionales (¢7ncidn de con-
traste) para la oportuna orientacién topogréfica con el resto de componentes
tisulares. En la Figura 1 se presentan varios ejemplos de los resultados obteni-

NS

Figura 1. Composicién fotogréfica mostrando el resultado de varias inmunotinciones, en las que se
han utilizado diferentes anticuerpos. A: Proteina S100 en intestino (neuronas en ganglio mientérico,
flecha). B: Proteina glial fibrilar 4cida (GFAP) sobre higado, marcaje de células estrelladas (flechas)
en torno a un vaso sanguineo (V). C: Receptor de hormona concentradora de melanina (MCH-II)
sobre higado, marcaje de células de Kupffer. D: glutation S transferasa (GST7) sobre corte semifino
de higado, contratefiido con azul de toluidina, marcaje en negro de célula estrellada (flecha) (prepa-
racién procedente de transferencia éptico electrénico; explicacion en el texto). E: vimentina sobre
higado, contratefiido com hematoxilina, marcaje de célula estrellada. F: isoforma neuronal de éxido
nitrico sintetasa, sobre cerebro, marcaje de neurona.
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dos con este tipo de técnicas a nivel de microscopia de campo claro. Existe una
abundante literatura, a la cual se remite al lector, donde se recogen los detalles
de estas metodologias (Peinado ¢t al., 1996; Polak y Van Noorden,1997; Mar-
tin-Lacave, Garcia-Caballero, 2012; Burry, 2010; Polak y Priestley, 1992), ex-
poniéndose a continuacién solo algunos aspectos generales de los protocolos, no
sin antes dar una breve idea de qué es un anticuerpo y cudles son sus tipos.

Estructura de un anticuerpo

Se trata de macromoléculas del tipo de las inmunoglobulinas G (IgG), formadas
por dos cadenas ligeras y otras dos pesadas, ambas idénticas entre si y unidas por
puentes disulfuro, adoptando una forma de Y (Figura 2). Cada cadena presenta
una region variable, con una secuencia de aminodcidos tipica del anticuerpo en
cuestidn, a través de la cual se establece la unién con los gpiropos o determinantes
antigénicos en el tejido, y
una region constante, carac-
teristica de la especie que
corresponda. Cuando la
molécula de anticuerpo se
degrada enzimdticamente,

se descompone en dos CP
fragmentos: Fab, conte- : ,:

niendo las regiones varia-

bles, y Fe, incluyendo las " m
ﬁJaS~ Fab Q0 ShE .. Fab
0 b M Ve ..
En la puesta a punto : =’ 5
de cualquier técnica in- oL — ~cL

munohistoquimica, una

vez elegida la molécu-
la con poder antigénico L —j

Unién antigeno

cuya ubicacién se quiere
determinar, es necesario Flg'ura 2. Representacion esquematica de una molécula de
anticuerpo, donde aparecen las cadenas pesadas (CP) y las

ante t isponer n
e todo d spone de u ligeras (CL), de menor tamafio, unidas por puentes disulfuro

anticuerpo que se una es- (pequefios segmentos). Se indican también las zonas de unién

pecfﬁcamente a los epfto— con el antigeno complementario, asi como las regiones Fc
pos existentes en el tej ido. y Fab (en lineas de puntos). Las regiones constantes de cada
cadena aparecen en azul (gris claro) y las variables, en gris
oscuro.

Para ello se utiliza un ani-
mal de experimentacidn,
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al cual se inyecta la molécula con poder antigénico, con la finalidad de que su
sistema inmunolégico produzca el anticuerpo esperado. No obstante, existen
dos tipos posibles de anticuerpos a obtener: policlonales y monoclonales.

Anticuerpos policlonales

Su obtencién es bdsicamente como se ha comentado antes: inyeccién del anti-
geno a un animal (conejo, cabra, oveja, ratén son los mds utilizados), con lo que
éste queda inmunizado. Posteriormente se hacen otras dos inmunizaciones a
intervalos de tiempo determinados, con lo que se consigue finalmente una alta
concentracién en plasma sanguineo del anticuerpo deseado, el cual habri de ser
separado y purificado de la sangre extraida al animal. Se trata de un anticuerpo
policlonal, puesto que realmente es una mezcla de distintos anticuerpos frente
a diferentes epitopos del mismo antigeno, cada uno derivado de un clon de lin-
focitos B, las células responsables de su produccién.

Anticuerpos monoclonales

El procedimiento de extraccién, més complejo que en el caso anterior, fue pues-
to a punto por Kohler y Milstein (Premios Nobel de Medicina y Fisiologia en
1985). Se inicia con la inyeccién al animal de experimentacién del antigeno
complementario al anticuerpo que se quiere obtener. Seguidamente, se extrae
el bazo del animal y una suspensién de los linfocitos B que contiene, capaces de
producir anticuerpos especificos frente diferentes epitopos del antigeno utilizado
en la inmunizacién. A continuacién, mediante técnicas de ingenierfa genética, se
fusionan dichos linfocitos con una suspensién de células de un tumor (mieloma)
procedentes de un cultivo. De esta forma, aislados en un medio de seleccién, se
obtienen hibridomas, células capaces de crecer de forma indefinida, produciendo
un Gnico tipo de anticuerpo, ya que proceden de un solo clon de linfocitos B
(monoclonal). Estos anticuerpos gozan de una mayor especificidad que los poli-
clonales, puesto que reconocen un solo epitopo, y no varios como aquellos.

Métodos inmunohistoquimicos para
microscopia optica

Segin su mayor o menor complejidad, estas técnicas pueden ser de dos tipos:
directas o indirectas, segin que se utilice una sola molécula de anticuerpo (pri-
mario) o dos o mds que luego se unirdn entre si (secundario, terciario).
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Métodos directos

Consisten en una reaccién de un dnico paso, en el que un anticuerpo que ha sido
marcado tras su obtencidn (primario) se une, a través de la zona de unién de su
molécula, con el correspondiente determinante antigénico presente en las célu-
las o tejidos. El marcaje se hace uniendo el anticuerpo a sustancias que hagan
visible al microscopio el complejo de unién epitopo-anticuerpo, tales como
fluorocromos, materiales radioactivos, enzimas, etc. (Figura 3).

En estos métodos, al igual que en los indirectos, que se expondrdn a continua-
cién, es imprescindible la realizacion de controles para tener la seguridad de que
el resultado observado obedece a la reaccién esperada y no a uniones inespecificas
que den falsos positivos. Dichos controles consisten en la omisién de alguno de
los pasos de la reaccidn (negativos) o en el procesado de muestras donde se sabe con
seguridad que existe el antigeno buscado (posizivos). Es habitual llevar a cabo de
forma previa a la reaccién inmunohistoquimica el tratamiento con un detergente
que abra poros en las membranas celulares para facilitar el paso de los anticuerpos.
También es importante el cdlculo previo de la dilucién mds idénea en tampén
del anticuerpo marcado para obtener una sefial dptima. Si esta dilucién no es la

Fluorocromo Aminodcido
marcado (H?)
AC AC
E E

FLUORESCENCIA AUTORRADIOGRAF{A

Peroxidasa
AC

+DAB + HO,
Complejo observable
al microscopio éptico
Figura 3. Esquema de un método inmunocitoquimico directo, utilizando un anticuerpo primario
(AC), unido a diferentes marcajes (flouorocromo, compuesto marcado radiactivamente o peroxidasa),
el cual se une especificamente al epitopo situado en el tejido (E), dando una sefial visible al micros-
copio de fluorescencia u éptico, segiin cada caso.
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adecuada, no se obtendr4 la intensidad necesaria en la reaccién de inmunotincién
o esta serd demasiado intensa, ocasionando un fondo inespecifico en la preparacién
histolégica obtenida. En el procedimiento general de preparacién de las muestras,
antes de ponerlas en contacto con el anticuerpo, es necesario tener en cuenta facto-
res que intervienen en el proceso, tales como el tipo de fijador utilizado (algunos
pueden afectar a la antigenicidad del tejido, disminuyendo o eliminando la sefial)
o el uso de determinados medios habituales de inclusién como la parafina, que
necesita altas temperaturas que podrian afectar también a la antigenicidad.

Métodos indirectos

Ademds del anticuerpo primario, se utilizan uno o dos mds (secundario, terciario),
marcado el Gltimo de ellos, que se van uniendo entre si, hasta dar un complejo final
de elevado tamafio que incrementa la sefial inmunohistoquimica. El anticuerpo se-
cundario se habrd producido en un animal diferente al del primario, mientras que,
si se usa un terciario, este volverd a estar desarrollado en la misma especie que el pri-
mario. En caso de utilizarse tres anticuerpos, el secundario estard a una dilucién baja
con respecto al primario para evitar que sus dos regiones Fab se unan al primario y
quede una libre que lo haga con el terciario. Frente a los métodos directos, tienen la
ventaja de amplificar la sefial inicial, como ya se ha comentado, pues a cada anticuer-
po primario se unen varios secundarios, con lo que al final se origina mayor cantidad
de producto de reaccién, siendo por esta razén los procedimientos mds utilizados.

Como ejemplo de un método indirecto con tres anticuerpos se describe a

continuacién el que utiliza la enzima peroxidasa, procedente del rdbano picante,
la cual se utiliza luego para poner en evidencia (revelar) la sefial visible del com-
plejo de unién, mediante una reaccién de tipo histoquimico. Los pasos a seguir
son los siguientes (Figura 4):

1. Bloqueo previo de la peroxidasa endGgena existente de forma natural en
el tejido, afiadiendo el sustrato de la enzima (agua oxigenada).

2. Incubar con el anticuerpo primario contra el antigeno que se quiere
demostrar, obtenido por ejemplo en conejo, durante el tiempo y a la
dilucién previamente establecidos.

3. Incubar con el anticuerpo secundario, complementario al primario, ob-
tenido en diferente especie que este (oveja).

4. Incubar en el anticuerpo terciario, obtenido en conejo, contra el secun-
dario y marcado con el complejo peroxidasa-antiperoxidasa, PAP.

5. Revelado mediante una reaccién histoquimica de oxidacién-reduccion,
afiadiendo agua oxigenada que se reduce, en presencia de un donador de
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C‘ 30 /-\
complejo PAP
(conejo) REVELADO

Complejo PAP + H,O,

(CROMOGENO)
PAP + H,O
AC 2° de conejo i
en oveja Precipitado coloreado

observable
al microscopio

AC 1°anti-X
en conejo

Antigeno-X

Figura 4. Esquema simplificado del método indirecto con peroxidasa-antiperoxidasa. Se utilizan
sucesivamente tres anticuerpos. El revelado del complejo final PAP se lleva a cabo con agua oxige-
nada en presencia de un cromégeno (DAB), lo cual da un precipitado de color marrén, visible al
microscopio, quedando libre el complejo PAP para poder intervenir en otra reaccién, amplificdindose
asf la sefial.

electrones (cromdgeno), que se oxida, dando un producto coloreado y agua.
Uno de los cromdgenos mds utilizados es la diaminobencidina (DAB),
que al oxidarse pasa de incoloro a un marrén caracteristico, visible al
microscopio. Este paso permite amplificar la reaccién, ya que el produc-
to final se recupera de nuevo tras la formacién del complejo coloreado y
puede reaccionar de nuevo con mds cromdgeno y agua oxigenada.

6. En caso de que la sefial obtenida no sea muy intensa, puede recurrirse

a una intensificacién de la misma mediante un tratamiento posterior
al revelado a base de sulfato de niquel, cloruro de amonio, D-glucosa y
DAB. Seguidamente, se afiade glucosa oxidasa, la cual provoca un viraje
del color marrén al azul intenso.

Otro procedimiento indirecto utilizado también frecuentemente es el que se
basa en el empleo de un complejo avidina-biotina (ambas sustancias presentes,
respectivamente, en la clara y la yema de huevo). También se utiliza un anti-
cuerpo primario contra el antigeno a determinar, con el que se incuba la mues-
tra. Luego se vuelve a incubar con un secundario desarrollado contra el prima-
rio, unido a biotina, y finalmente se pone la muestra en contacto con una mezcla
de avidina y biotina (complejo) unida a peroxidasa. El revelado se lleva a cabo
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como en el caso anterior, utilizando DAB u otro cromdégeno. La eficacia de este
método reside en su gran poder de amplificacién de la sefial en el tejido, dado
el gran ndmero de complejos de avidina conjugada a peroxidasa que se forman.

Tipos de marcaje utilizado

Tanto en los métodos inmunocitoquimicos directos como en los indirectos, se
pueden utilizar diferentes tipos de marcador (molécula que se une al dltimo anti-
cuerpo para suministrar una sefial visible en segiin qué tipo de microscopio). Los
mas utilizados son diferentes enzimas, flouorocromos o sustancias radiactivas.

Marcaje enzimatico: se emplea una enzima unida a uno de los anticuerpos,
la cual reaccionard después con su sustrato especifico, en presencia de un cro-
mdgeno, para dar un precipitado coloreado, observable al microscopio. Suele
utilizarse en métodos indirectos y se ha descrito en el apartado anterior (técnicas
de peroxidasa, glucosa oxidasa o fosfatasa alcalina).

Marcaje con fluorocromos: en este caso, el tltimo anticuerpo de la reac-
cién se une con una molécula (fuorocromo) capaz de emitir fluorescencia visible
cuando se excita con una radiacién luminosa de una determinada longitud de
onda. Existe en el mercado un amplio abanico de estas sustancias, las cuales se
diferencian por sus espectros de absorcién y emisién y los variados colores de
la fluorescencia emitida, tales como FITC (isotiocianato de fluoresceina, ver-
de), TRICTC (isotiocianato de rodamina, rojo), DAPI (diaminofenil indol,
azul), GFP (proteina verde fluorescente), RODAMINA (rojo), etc. Para este
tipo de marcaje es necesario contar con un microscopio de fluorescencia o de
tipo confocal, los cuales disponen de una fuente de iluminacién de longitud
de onda controlada (un l4ser en el confocal) y los correspondientes filtros de
excitacién y barrera adecuados al tipo de fluorocromo empleado. Hay que te-
ner en cuenta, por un lado, la elevada sensibilidad de este procedimiento vy,
por otro, la atenuacién de la sefial fluorescente con el tiempo, por lo que las
preparaciones no son en modo alguno permanentes y no deben exponerse a la
luz. (Figura 5).

En la dltima década se han desarrollado nuevos tipos de microscopios de
fluorescencia que permiten la localizacién y perfecta visualizacién de estruc-
turas marcadas con una resolucién mucho mayor que la convencional para
microscopia 6ptica (superresolucidn, MSR). Estas técnicas fueron desarrolladas
principalmente por E. Betzig, S. Hell y W.E. Moerner (Lippincott-Schwartz,
2015), por lo que obtuvieron el Nobel de Quimica en 2014, suponiendo una
auténtica revolucién en el concepto de resolucién en microscopia 6ptica. Has-





