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1) La fluorescencia y sus
propiedades




La fluorescencia y sus propiedades

é¢Qué es la fluorescencia?

Es un fendmeno fisico por el cual ciertas moléculas (fluorocromos) emiten
luminiscencia tras ser excitadas previamente por un haz de luz de una
determinada longitud de onda (A)

En base a esto, la microscopia de fluorescencia es una herramienta de gran
utilidad cientifica que utiliza la fluorescencia para la visualizacion y el estudio de
la localizacién celular de estructuras biolégicas que han sido previamente
etiguetadas con fluorocromos




La fluorescencia y sus propiedades

Fundamento de la fluorescencia: diagrama de Jablonski
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La fluorescencia y sus propiedades

Fundamento de la fluorescencia: diagrama de Jablonski
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1) La absorcion de energia durante Ia
excitacion genera una inestabilidad quimica
dentro de las moléculas fluorescentes, de
modo que alcanzan un estado energético
excitado denominado S’



La fluorescencia y sus propiedades

Fundamento de la fluorescencia: diagrama de Jablonski
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2) En el estado S, (alrededor de 10°
segundos) tienen lugar cambios
conformacionales e interacciones con el
entorno que provocan que una parte de la
energia del estado S, se (disipe,
generandose un estado de menor energia
denominado S,
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Fundamento de la fluorescencia: diagrama de Jablonski
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3) Una vez finalizada la excitacion, la molécula vuelve a su estado energético basal (S,),
emitiéndose en el proceso fotones de luz de una menor energia y mayor longitud de
onda que los presentes en la fuente de excitacion debido a la disipacidon interna de

energia entre los estados S,y S;



La fluorescencia y sus propiedades

La fluorescencia esta definida por una serie de propiedades que dependen de la
naturaleza y el tipo de fluorocromo y de factores externos:

1. Coeficiente de extincion molar (g): es la eficiencia de absorcion de energia en
una longitud de onda determinada (suele referirse a la A de excitacidon
maxima).

2. Rendimiento cudntico (¢p): expresa la proporcion de fotones emitidos en
funcidn de los fotones absorbidos.



La fluorescencia y sus propiedades

3. Vida media de fluorescencia: tiempo medio que una molécula fluorescente
puede estar en estado excitado antes de volver a su estado energético basal.

4. Fotoblanqueo (fotobleaching): fotodestruccion de los fluorocromos que
estamos excitando de forma irreversible. Se debe a un dafio quimico inducido

por fotones y a modificaciones covalentes fruto de la interaccidon con otras
moléculas.

5. Desactivacion de la fluorescencia (quenching): disminucién de la intensidad
de la fluorescencia emitida debida a agentes oxidantes e interacciones entre
moléculas del fluorocromo. Es reversible






Fluorocromos y su eleccion

Existe gran variedad de fluorocromos diferentes, y todos ellos vienen definidos por un
espectro de excitacion y otro de emisidn caracteristicos

1. El espectro de excitacion muestra la intensidad de la emisidn
fluorescente a diferentes A de excitacion

2. El espectro de emision muestra la intensidad de la fluorescencia de
emision a diferentes A cuando se excita con la A de excitacion maxima

Espectro de excitacion (----) v de emision (—) de FITC

Infansidad de ludrascencia
L

Longitud de gnda (nm)

Ejemplo de los espectros de emisidn y excitacion de FITC



Fluorocromos y su eleccion

Criterios a tener en cuenta a la hora de elegir los fluorocromos:

1. Su especificidad frente a la molécula que queramos estudiar

La mayoria de fluorocromos utilizados en
microscopia de  fluorescencia estan
acoplados a anticuerpos secundarios
(inmunofluorescencia indirecta), lo que ‘ 3
asegura una alta especificidad : J



Fluorocromos y su eleccion

2. Que los espectros de excitacion y emision sean los adecuados (tamaiio,
solapamiento, adecuacion a los sistemas de excitacion, etc.)

En ensayos en los que se utilizan simultaneamente dos o mas fluorocromos, es
importante:

Comprobar que no se produce solapamiento
entre los espectros de excitacion ni que la
emision de un fluorocromo sea capaz de
excitar a un fluorocromo adyacente

Que los espectros de los
fluorocromos sean lo mads
estrechos posible



Fluorocromos y su eleccion

3. El brillo, que viene determinado por el coeficiente de extincién molar (g) y el
rendimiento cuantico (¢p) del fluorocromo. A mayor valor de la ecuacién € x
¢, mayor brillo tendra el fluorocromo

4. Su resistencia al footblanqueo y a la desactivacion de la fluoresdencia

5. Su viabilidad celular (permeabilidad, que no produzcan toxicidad en la célula,
compatibilidad para ensayos in vivo)



3) Elementos y funcionamiento
basico de un microscopio de
fluorescencia



Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

Microscopio de fluorescencia convencional

Principales tipos

Microscopio confocal espectral

Aunque existen notables diferencias entre ellos, ambos tipos de microscopio
presentan unos elementos basicos que permiten la deteccidn de las sefales de
fluorescencia: una fuente de excitacion, un filtro de excitacion, un espejo dicroico,
un filtro de emision, los objetivos, el prisma y los sistemas detectores



Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia
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Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

Q emitida

Haz de excitacion




Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

1. Lafuente de excitacion: emite un haz de fotones a una determinada longitud de
onda.

Las fuentes de excitacion mas comunes son:

v Ldmparas de mercurio
v Lamparas de Xenon
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Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

2. El haz de excitacion llega al filtro de excitacidn, que deja pasar unicamente los rayos
con una longitud de onda determinada.

Existen 3 tipos de filtros de excitacion:

v

Filtros Short Pass: dejan pasar el espectro por debajo de un valor
determinado de longitud de onda y bloquea lo que esta por encima.

Filtros Long Pass: dejan pasar el espectro por encima de un valor
determinado y bloquea lo que esta por debajo.

Filtros Band Pass: dejan pasar una banda determinada del espectro vy
bloquea el resto por encima y por debajo.
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3. La luz filtrada impacta sobre el espejo dicroico y es reflectada hacia los objetivos,
los cuales concentran el haz de luz sobre la muestra de estudio.

4. Al ser excitada la muestra, los fluorocromos emiten fluorescencia, que al ser de una
longitud de onda mayor a la presente en la fuente de excitacion puede atravesar el
espejo dicroico y dirigirse hacia el filtro de emisidn.

Los filtros de emisidn son filtros Band Pass que dejan pasar uUnicamente la
fluorescencia emitida por la muestra



Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

El espejo dicroico y los filtros de excitacion y emisiéon forman parte de una
estructura denominada cubo de filtros.

Fluorescence Emission
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Figure 2
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Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

La fluorescencia de la muestra filtrada choca contra un prisma que proyecta la luz
hacia los sistemas de deteccion del microscopio (camaras, fotomultiplicadores),
haciendo posible su visualizacidon por el investigador .

Eficiencia cuantica de un sistema detector: indica el % de fotones que logra
arrancar un electron y por tanto producir una sefal eléctrica detectable por el
detector



Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

Limite de resolucidn: determina la minima distancia a la que dos objetos pueden verse
separados. Depende principalmente de:

v'  La apertura numérica de los objetivos (relacion directamente proporcional)
v'  LaAde la luz empleada (relacidon inversamente proporcional)

®© ® @

Aumento de resolucidon



Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

La apertura numeérica del objetivo es un niumero adimensional que determina
el rango de angulos en los que el sistema optico puede recoger luz.

AN = nsin#

n = indice de refraccion del medio en el que se
encuentra la lente

O]
I

mitad del angulo de aceptacion maximo de la :
lente

aire iInmersion

Tomado de Kapitza H G. Microscopy from the very begining



Elementos y funcionamiento basico de un microscopio de fluorescencia

La apertura numérica y el medio de inmersion que necesita el objetivo, entre
otros parametros, suelen aparecer detallados en los objetivos.

. T Objective Class
Medio de | Indice de
inmersion | refraccion Magnification
1x/1.25x B
. 1.6x/2x [+
Aire 1 Magnification / 25x/32x B
Numerical Aperture ix/5x =
Agua 1,333 Immersion
Correction Collar 6.3x/8x bl
Glicerol 1.451 Confocal Scanning 10x/12.5x
’ 16x/20x
80% (H20 Correction Collar
( ) Corrects for variation in i;xizzx =
. coverglass thickness and temperature X/ PU%
Glicerol 1,462 i
Immersion
100x O
Aceite 1,518 water [0
il i
Glycerin I

Principales medios de inmersion y sus

Ejemplo de un objetivo (Leica mycrosistems) con sus caracteristicas detalladas
indices de refracciion



