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INTRODUCCION

1. LA EXOCITOSIS: PRINCIPIOS GENERALES

1.1. La exocitosis: una necesidad biolégica

Todo organismo vivo ha de comunicarse con su entorno para sobrevivir.
En el caso de las células eucariotas, esta comunicacion tiene lugar a través de su
membrana plasmadtica, empleando diferentes mecanismos que, por ejemplo, les
permite captar macromoléculas por un proceso denominado endocitosis y liberar
al exterior celular sustancias no permeables a través de la membrana plasmatica
mediante un proceso denominado exocitosis (Alberts y col., 1994; Lindau y
Almers, 1995).

La liberacién de productos de secrecion especificos por parte de las células
secretoras se inicia con la sintesis de proteinas en el reticulo endoplasmatico

rugoso, se transportan al aparato de Golgi y posteriormente se almacenan en
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pequefios organulos rodeados de membrana denominados vesiculas o granos
secretores (Palade, 1975).

Cuando las vesiculas de secrecion inmaduras emerjen de la red del trans
Golgt, su cubierta de clatrina es eliminada y su contenido se condensa (Griffiths y
Simons, 1986; Kelly, 1985). La condensacién es debid}; a la acidificacion del
lumen de la vesicula, inducida por una bomba de H™ impulsada por ATP de la
membrana vesi_cular. En las células cebadas, los granulos secretores contienen una
molécula altamente cargada e hidrofilica constituida de proteoglicano de heparina
(Rabenstein, 1987). En ellos estan condensados 'la histamina, serotonina, ATP y
Ca®* (Nicaise y col., 1992). Debido a que las vesiculas maduras son tan densas, la
célula secretora libera grandes cantidades de material por exocitosis en cuanto es

necesario (Davidson y col., 1992a).

1.2. Exocitosis constitutiva y exocitosis regulada

A vpartir de la red del trans Golgi, divergen dos rutas exocitéticas: la
constitutiva y la regulada o estimulada (Burgess y Kelly, 1987). La exocitosis
constitutiva estd presente en todas las células eucaridticas, y ocurre de forma
continuada sin necesidad de que aparezcan sefiales especificas que la induzcan.
Tiene especial relevancia la insercién en la membrana celular de proteinas como
los canales idnicos y los receptores de membrana (caso del receptor de la
Transferrina o el receptor para la LDL; Goldstein y col., 1985).

Por otra parte, la exocitosis regulada o estimulada requiere la llegada de un
preciso mensajero intracelular, el cual desencadena una cascada de reacciones que
culmina con la fusién de las vesiculas con la membrana plasmatica y la posterior
liberacién de las sustancias que contienen. Este segundo tipo de exocitosis se
encuentra presente en células especializadas de naturaleza secretora, como las
células cebadas, que exocitan, por ejemplo, en respuesta a iondforos de Ca™",ya
un secretagogo, el compuesto 48/80 (Breckenridge y Almers, 1987b; Poon y col,,

1981).
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1.3. Independencia exocitética de los segmentos membranarios

La histamina es una pequefia molécula segregada por las células cebadas,
mediante la ruta regulada, como respuesta a ligandos especificos que se unen a los
receptores de su superficie. La histamina es la responsable de muchos sintomas
tales como el prurito o los estornudos que acompaiian a las reacciones alérgicas.

Si se incuban células cebadas en un medio que contenga un estimulante
soluble, se observa que la exocitosis se produce por toda la superficie celular. Sin
embargo, ésta no es una respuesta generalizada de toda la célula, ya que si el
ligando estimulador esta artificialmente fijado a una superficie s6lida-de modo
que solo puede interaccionar con una regién localizada de la superficie de la
célula cebada, la exocitosis queda restringida a la regién en que la célula entra en
contacto con el ligando. Por lo tanto, distintos segmentos de la membrana
plasmatica pueden actuar de forma independiente. Como resultado de ello, la
célula cebada, a diferencia de una célula nerviosa, no responde como un todo
cuando est4 estimulada; la activacién de los receptores, las sefiales intracelulares
resultantes y la exocitosis posterior estan localizadas en la regién particular de la

célula que ha sido excitada (Lawson y col., 1978).

1.4. Poblacién y trafico vesicular

Cuando las vesiculas han completado el proceso de sintesis y estan
cargadas, se acumulan constituyendo el contingente de vesiculas en reserva. Estas
vesiculas no experimentan la exocitosis inmediatamente, sino que aparecen
inmovilizadas unidas al citoesqueleto celular hasta que llega la sefial que indica
que han de aproximarse a la membrana plasmatica. Por otra parte, junto a la
membrana plasmatica, se encuentra otro grupo de vesiculas, el contingente de
vesiculas listas para fundirse (Neher y Zucker, 1993a).

Desde el contingente de vesiculas en reserva los granos secretores tienen
que emigrar al lugar de secrecién, donde deben esperar hasta que la célula reciba
la seflal que desencadene la liberacion. En algunas células (las nerviosas

proporcionan el ejemplo mas extremo), el lugar de secrecién estd lejos del
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complejo de Golgi. Las proteinas, como los neurotransmisores peptidicos que
deben ser liberados al final del axdn, son sintetizadas y empaquetadas en vesiculas
del cuerpo celular, donde se sittan los ribosomas, el reticulo endoplasmatico y el
complejo de Golgi. Entonces deben viajar a lo largo del ax6n hasta alcanzar el
terminal axonico, recorriendo distancias de hasta un metro. Las vesiculas utilizan
proteinas motoras unidas a su superficie para propulsarse a lo largo de los
microtubulos axonales, la orientacién de los cuales guia este trafico a lo largo del

axon en la direccién apropiada (Burgoyne y Morgan, 1993).

1.5. Maquinaria proteica de la exocitosis

Las sinapsinas son proteinas mediadoras del trafico intracelular de
membrana (Greengard y col., 1993). La sinapsina I se une por un extremo a la
membrana de la vesicula y por el otro a la actina que forma parte del citoesqueleto
de la célula. De esta forma la vesicula queda inmovilizada. Las sinapsinas son
proteinas que se fosforilan en presencia de calcio. Cuando esto ocurre, la
sinapsina I se despega de la actina y de la membrana vesicular, quedando libre la
vesicula para aproximarse a la membrana. Ante un estimulo repetido la entrada de
calcio activa la fosforilacién de la sinapsina I, se incrementa el nimero de
vesiculas que llegan hasta la membrana y aumenta la liberaciéon del
neurotransmisor. En células cromafines, se ha propuesto recientemente que el
Ca* promueve directamente el movimiento de vesiculas desde el contingente de
reserva al contingente submembranario (Heinemann y col., 1993; Riden y Neher,
1993). Se ha demostrado que las elevaciones mantenidas en rangos moderados de
la concentracidn de calcio facilitan este trasiego. El ion Ca* es, por tanto, no sélo
un mediador directo de la exocitosis de las vesiculas (Douglas, 1968; Katz y
Miledi, 1965c¢), sino que actua como modulador y tiene un papel muy importante
en fenomenos de adaptacion celular como la facilitacién sinaptica. Por ello, es de
gran importancia funcional conocer como y en qué puntos de la via de secrecidn

actuaa.
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Durante los ultimos afios se ha avanzado notablemente en el conocimiento
de los mecanismos proteicos responsables del trafico vesicular, tales como las
reacciones producidas durante la fusién inmediatamente antes de la liberacion.

El ciclo de la vesicula sinaptica (exocitosis, liberacidn, endocitosis y
regeneracion) es el mas estrictamente regulado y el que ocurre con mayor rapidez.
Con nuevos modelos moleculares (Jahn y Stdhof, 1994; Siidhof, 1995), el
conocimiento de los mecanismos involucrados en la funcién neuronal es cada dia
mayor.

Técnicas como la purificacion, el clonado y el andlisis funcional
exhaustivo de las proteinas responsable del trafico de membrana, han conducido
al aislamiento del llamado complejo de fusion, formado por un grupo de proteinas
encargadas del acercamiento Gltimo y fusién de la vesicula de secrecién sobre la
membrana (Séllner y col., 1993a). Este complejo distingue fundamentalmente dos
tipos de proteinas: proteinas solubles citosélicas y proteinas unidas a membranas.
Se han identificado como proteinas solubles el NSF (Factor sensible a la N-etil-
maleimida), que liga ATP y resulta imprescindible en gran nimero de reacciones
intracelulares de fusion, y las SNAPs, que se unen al NSF formando el complejo
NSF-SNAP.

Las proteinas unidas a la membrana plasmatica hasta ahora identificadas
son la Sintaxina y la SNAP-25 (proteina derivada de los sinaptosomas numero 25
0 t-SNARE), y las proteinas unidas a la membrana de la vesicula secretora son las
Sinaptobrevinas, también conocidas como VAMP o v-SNARE (Séllner y col,,

1993b).

2. ESTUDIOS CLASICOS DE LA EXOCITOSIS

Tradicionalmente, la exocitosis se ha estudiado con técnicas morfologicas
y bioquimicas que han permitido establecerla como un proceso celular bésico en
el que la liberacion al exterior de macromoléculas se produce a través de la fusion
de las vesiculas que las contienen con la membrana plasmatica.

Las técnicas morfolégicas se han basado en experimentos

autorradiograficos seguidos de estudios seriados de microscopia electrénica,
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mientras que las segundas realizan una medida del material segregado (Palade,
1975). Con las técnicas de microscopia electrénica es extremadamente dificil
reconstruir el tamafio exacto de los granulos secretores, dado que en las secciones
ultrafinas, el corte se produce de manera no selectiva, por lo que las técnicas
morfométricas pueden unicamente medir vesiculas de volumen casi esférico y de
grandes dimensiones. En el caso concreto de agregados multigranulares, la
estructura vesicular se perderia por efecto del plano de seccién (Alvarez de
Toledo y Ferndndez, 1990).

Las técnicas bioquimicas miden exocitosis en funciéon del material
segregado por poblaciones de células. Estos experimentos se han encéminado
principalmente a dilucidar el papel de los mensajeros intracelulares en el control
de la exocitosis (Cockroft y Gomperts, 1979; Del Castillo y Katz, 1954; Douglas
y Rubin, 1961). El principal inconveniente de ésta metodologia experimental lo
constituye el hecho de que los datos obtenidos se refieren, en todos los casos, a
valores promedio de la poblacién celular estudiada (Armstrong-James y Fox,
1981).

La técnica de medicion de la superficie de la membrana plasmatica por la
determinacién de la capacidad eléctrica de la misma (Ferndndez y col., 1984;
Neher y Marty, 1982), permite estudiar la exocitosis desde puntos de vista
distintos a los ofrecidos por técnicas morfoldgicas y/o bioquimicas. La principal
ventaja que presenta esta técnica es que permite medir la exocitosis en células
individuales, medir la fusién de vesiculas de secrecidn, seguir el curso temporal
de la secrecion en una tUnica célula y estudiar la accién de segundos mensajeros

sobre la exocitosis.

3. TECNICAS ELECTROFISIOLOGICAS APLICADAS AL ESTUDIO DE LA
EXOCITOSIS EN CELULAS UNICAS

Para investigar el mecanismo celular que controla la exocitosis, es
importante la observacién en una tnica célula, porque dentro de una poblacién de

células, los fendmenos transitorios tienden a permanecer ocultos debido a la
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variabilidad y asincronia de las células individuales, dificultando el estudio
momentaneo de los eventos que conducen a la liberacién exocitética.

Cuando en una poblacién celular se libera sélo una parte del producto
secretor disponible, puede deberse bien a una secrecidon completa de alguna de las
células, bien a una respuesta secretora parcial de todas ellas. La tunica forma de

diferenciar estas dos respuestas es el estudio de células individuales.

3.1. Medida de la superficie de la membrana plasmitica mediante la

determinacion de la capacidad eléctrica de la misma

Para el desarrollo de esta técnica fueron fundamentales las aportaciones de
Philipson (Philippson, 1921), que equiparé la estructura molecular de la
membrana plasmatica a un circuito eléctrico equivalente del tipo resistencia-
condensador en paralelo. La bicapa lipidica constituye en si un condensador
eléctrico en el que las placas conductoras son los dos medios idnicos, intra y
extracelular, y el dieléctrico es la bicapa misma. Esto define el componente
capacitativo de la membrana, mientras que el componente resistivo viene dado por
la presencia de canales i6nicos insertos en el espesor de la bicapa lipidica, a través
de los cuales permean selectivamente los iones.

En el proceso de fusién, la membrana vesicular se une a la membrana
plasmatica. Esto se traduce en un incremento de la superficie celular que puede
monitorizarse eléctricamente como un incremento en la capacidad de la superficie
de membrana (Gillespie, 1979; Jaffe y col., 1978). Cuando la instrumentacion es
suficientemente sensible (Neher y Marty, 1982), el incremento de capacidad
ocurre en una secuencia de pasos, cada uno de los cuales representa la fusién de
un grano secretor con la membrana celular (Almers y Neher, 1987; Ferndndez y
col., 1984).

Existen diversas configuraciones de registro que emplean la técnica de

“patch-clamp” descrita inicialmente por Neher y Sakman (Neher y col., 1978),

que permiten registros electrofisioldgicos en células de reducido tamafio. Esta
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técnica consiste en aislar un 4rea o parche de membrana celular mediante la unién
de la punta de una micropipeta de vidrio sobre la cara externa de la membrana
plasmatica. Cuando se obtiene este sello entre la pipeta y la membrana plasmatica,
se alcanza la denominada configuracion en “cell-attached”, en la que se conserva
la integridad de la membrana, permitiendo registrar corriente a través de la
superficie que permanece en contacto con la solucién de la micropipeta.

En esta situacidn, la aplicacidén de una presidn negativa a la pipeta provoca
la rotura del parche de membrana, delimitado por la punta de vidrio, poniendo de
esta forma en comunicacién el medio intracelular con la solucién de la
micropipeta, hasta lograr la didlisis del contenido celular. Esta es la llamada
configuracién en “whole-cell” o de célula completa, que permite el célculo de la
capacidad total de la célula y su variacién a lo largo del tiempo. Ofrece la
posibilidad de controlar el medio intracelular a través de la micropipeta, lo que
permite introducir segundos mensajeros o indicadores colorantes en el citosol.
También permite controlar el potencial de membrana y registrar corrientes
transmembranarias.

Esta técnica ha permitido establecer, en células cebadas, que las vesiculas
secretoras se funden reversiblemente con la membrana plasmatica (Alvarez de
Toledo y Feméandez-Chacén, 1993; Femandez y col., 1984) mediante la
formacion transitoria del poro de fusion, el canal acuoso que conecta el interior de
la vesicula con el medio externo (Almers y Tse, 1990a; Alvarez de Toledo y

Fernandez, 1988; Breckenridge y Almers, 1987a).

3.2. Cuantificacién de la liberacion de neurotransmisor con técnicas de

deteccion electroquimica

La monitorizacién de la capacidad eléctrica nos permite estudiar el proceso
de fusién de las vesiculas durante la exocitosis, pero no podemos conocer la
dindmica de las moléculas secretadas. Desde los afios 70 se vienen utilizando
técnicas de deteccién electroquimica para estudiar la liberacion de
neurotransmisor, en el cerebro completo de animales vivos (Adams, 1969). La

aplicacién, en células aisladas, de estas técnicas (Tatham y col.,, 1991), que



Introduccién

aprovechan la propiedad oxidativa de determinadas sustancias y su deteccién
electroquimica con microfibras de carbéon (Stamford y col., 1993), permite un
mayor conocimiento de la biologia celular de la secrecion.

Las técnicas de deteccion electroquimica cuantifican la corriente eléctrica
generada al oxidarse ciertas moléculas cuando se les aplica un determinado
potencial, caracteristico de cada una, denominado potencial de oxidacién.

Para aplicar dicho potencial se utiliza un electrodo de vidrio con una
microfibra de carbono en su interior, a través del cual fluirdn los electrones
liberados en la oxidacién. El numero de electrones, y por tanto la corriente
generada, serd proporcional al nimero de moléculas oxidadas.

Cada sustancia tiene una curva corriente-voltaje caracteristica, que se
denomina voltamograma. En el voltamograma aparecen los picos de oxidacién y
reduccién especificos de cada sustancia. En la dopamina, por ejemplo, para cada
molécula oxidada se movilizan dos electrones.

La voltametria y la amperometria son técnicas electroquimicas de gran
transcendencia en el estudio de la exocitosis. La voltametria consiste en la
aplicacion de ciclos de rampas de voltaje, en cada uno de los cuales se lleva a
cabo la oxidacién y posterior reduccién de la sustancia. Permite, por una parte,
monitorizar la liberacién simultdnea de diferentes productos de secrecién e
identificarlos. Por otra, determinar las variaciones de la concentracion del
producto, para lo cual es necesario calibrar el electrodo utilizado.

En la amperometria, el voltaje que se aplica es un voltaje constante y
suficiente para oxidar la sustancia que se desea medir. Tiene mayor resolucion
temporal que la voltametria y mide directamente la corriente que se produce por la
oxidacién. No es necesario calibrar el electrodo. El numero de moléculas se
calcula a través de la carga eléctrica que soporta la corriente registrada, conocida
la carga que aporta cada molécula en su reaccién especifica de oxidacion.

La liberacion de granos Unicos se observa como una forma de onda tipica
con espigas correspondientes a la corriente amperométrica. A menudo tales
espigas vienen precedidas por un pequefio pedestal llamado “foot”, que representa
una lenta liberacién de material secretor al espacio extracelular, a través de un

estrecho poro de fusion en los primeros milisegundos de su formacion (Chow y
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col., 1992) y durante las fusiones transitorias de vesiculas (Alvarez de Toledo y
Ferndndez-Chacén, 1993). Estudiando la cantidad de serotonina liberada de
grandes vesiculas en mastocitos y midiendo simultdneamente la conductancia del
poro de fusién se ha podido establecer la proporcionalidad directa existente entre
ambos eventos, asi como la aleatoriedad en la apertura de los “flicker” (fusién
transitoria que precede a la dilatacion del poro de fusién) durante el “foot” en el
poro de fusién (Alvarez de Toledo y Fernandez-Chacén, 1993).

La amperometria presenta una elevada resolucion temporal y una gran
sensibilidad en la deteccion (Alvarez de Toledo y Fernandez-Chacon, 1993; Chen
y col., 1994; Chow y col., 1992; Kennedy y col., 1993; Leszczyszyn y col., 1991;
Parras y Kennedy, 1995; Wightman y col., 1991), por lo que permite medir muy
bajas concentraciones de sustancias liberadas (Cahill y col.,, 1996; Cahill y
Wightman, 1995; Crespi, 1991; Schroeder y col., 1992).

Combinando las técnicas de “patch-clamp” y amperometria, se determind
que a la fusién de una vesicula de liberacién, detectada por el incremento de la
capacidad eléctrica de membrana, le seguia una espiga de oxidacién
amperométrica, confirmando de manera directa (al menos en mastocitos y
cromafines) la hipétesis de la secrecidn granular (Alvarez de Toledo y Fernandez-
Chacon, 1993; Fernandez-Chacon y col., 1997; Oberhauser y col., 1996;
Robinson y col., 1995).

10
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Fig. 1. Monitorizacién de la exocitosis con técnicas electrofisiologicas. A) Célula cebada sometida
a didlisis intracelular a través de una pipeta de “patch-clamp”. Las dos imagenes muestran las
diferencias morfolégicas antes y después de la degranulacién. B) El aumento de superficie de
membrana se registra mediante la determinacién de la capacidad eléctrica. De forma simultanea se
detecta electroquimicamente la liberacion de serotonina. C) Registro similar al ilustrado en B, pero
al que se le ha dado mayor ganancia. Se observa que los aumentos de capacidad se corresponden
con aumentos discretos de la superficie celular. A cada incremento (salto) le corresponde la fusién
de una unica vesicula de secrecién. En la parte inferior se muestra cémo cada evento de fusion
lleva aparejado una liberacidn de serotonina desde el interior de cada vesicula.

11
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3.3. Amperometria en parche: una nueva técnica que combina medida de

capacidad y amperometria

Una nueva técnica, la amperometria en parche (Albillos y col., 1997; Alés,
1998), permite registrar en un parche de membrana, y de forma simultanea, el
proceso de fusiéon de vesiculas sindpticas con la membrana y la subsiguiente
liberacion de los productos de secrecion en granos individuales. La aportacion
principal de esta técnica es la posibilidad de resolver fusiones de vesiculas de muy
pequefio tamafio en las que por primera vez se pueden estudiar la dindmica de
expansion del poro de fusién y la liberacién no cuantica durante la apertura del
mismo.

Esta técnica, mediante la que, paralelamente, se determina la capacidad
eléctrica de la membrana y la corriente generada por la liberacion de las moléculas
liberadas por las vesiculas, combina la configuracion en “cell-attached” (con la que
se pueden resolver fusiones de vesiculas sindpticas mayores de 60 nm de radio) y la
amperometria (que determina la cantidad de productos secretados al interior de la
pipeta de “patch-clamp”). Para ello se requiere un “holder” especial para la pipeta
de “patch-clamp”, que permite aproximar la fibra de carbono muy cerca de la punta
de la pipeta, al objeto de que la distancia a la que se detectan los productos de
secrecion sea inferior a 5-10 pwm (Albillos y col., 1997).

En los modelos celulares estudiados hasta la fecha (mastocitos, células tipo |
del cuerpo carotideo), el registro de capacidad se ha realizado en condiciones de
didlisis del citosol que recrean nuevas condiciones citosélicas y eliminan parte de
los componentes intracelulares responsables del control del proceso secretor,
evitando de esta manera que el estimulo secretor sea lo suficientemente modulable
para provocar fusiones reversibles de vesiculas (“flicker”). Una de las ventajas de
utilizar la amperometria en parche es que se realiza una determinacién de la
capacidad eléctrica de la membrana sin dializar el citosol. En esta situacién el
estudio de la exocitosis se realiza en condiciones més parecidas a las fisioldgicas.

Esta técnica ha sido desarrollada por nuestro grupo en colaboracién con el
grupo del Dr. Manfred Lindau (Max-Planck Institute fiir Medizinische Forschung,

Heidelberg, Alemania).
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4. TECNICAS FLUORIMETRICAS
4.1. Colorantes vesiculares especificos

Las células cebadas poseen un gran contenido de aminas biogénicas como
la histamina y serotonina (Bergendorff, 1975; Wasserman, 1979). Estas aminas,
junto con gran cantidad del mucopolisacaridos anidnicos heparina y enzimas
proteoliticas, se almacenan masivamente en los granos osmofilicos de las c€lulas
cebadas (Jacques, 1975; Uvnis, 1974a). Con tamafios comprendidos entre 300 y
800 nm, las vesiculas esféricas de los mastocitos pueden distinguirse facilmente a
través de un microscopio optico (Behrendt y col., 1976).

Aunque la histamina es sintetizada a partir de la histidina en el citosol de
las células cebadas (Jacques, 1975), la microscopia de fluorescencia ha
establecido que la histamina estd localizada en altas concentraciones solo en los
granos secretores (Jannson, 1971).

Aprovechando la ventaja que supone estudiar este tipo celular por tener
sus vesiculas un gran tamafio, se determiné el pH de los granos mediante técnicas
fluorescentes utilizando como indicador el 9-amino acridina (9-AA) (Casadio y
Melandri, 1977; Daemer y col., 1972; Johnson y col., 1980). Este fluoréforo se
acumula en el interior de organelos acidicos, difundiéndose a través de la
membrana plasmatica en su forma no cargada.

Para analizar el comportamiento de la secrecién vesicular durante el
“flicker” y valiéndose del caracter acidico de las vesiculas (Johnson y col., 1980),
se utilizé la quinacrina como marcador vesicular. Este indicador fluorescente
actia de forma similar al 9-AA, y durante el curso de la degranulacién de las
vesiculas, la fluorescencia se pierde por difusién del colorante al medio
extracelular. De esta forma, y combinando medidas de fluorescencia con medidas
de capacidad, se ha evidenciado que el “flicker” representa un poro acuoso, poro
de fusidn, que conecta el lumen de la vesicula con el medio extracelular, y es tan

estrecho que la quinacrina sélo puede escapar de forma inapreciable
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(Breckenridge v Almers, 1987b), hasta que la dilatacién del poro permita la
liberacién de todo el colorante.

En célula unica, es usual correlacionar la liberacién de productos
secretores con la medida de otras variables que acompaiian la activacion como la
medida de [Ca™] intracelular mediante colorantes fluorescentes, tales como el
indo-1 o el fura-2.

| A principios de los 90 se utilizaron colorantes que permitian la deteccién

de la liberacién exocitética en un volumen celular. Por ejemplo, en mastocitos
extraidos del peritoneo de rata, la secrecién de aminas vasoactivas tales como
histamina y enzimas tales como la 3-N-acetilglucosaminidasa, podian ser medidas
por indicadores fluorescentes (Cockroft y Gomperts, 1979; Gomperts y col,
1983). Sin embargo, aunque estos fluoroforos eran sensibles y permitian
cuantificar, no eran indicados para monitorizar la liberacion en célula unica, ni
para combinarlos con técnicas electrofisiologicas.

En 1991 se monitorizé la exocitosis en célula Unica de mastocitos
mediante “fast voltammetry” (Tatham y col., 1991). Se utilizaron rampas de
voltaje con electrodos de fibra de carbon para estudiar la secrecién. Ademas, se
emplearon fluoréforos como la quinacrina, que se acumula en los granos
secretores, para correlacionar la amplitud de la sefial electroquimica observada
durante la degranulacion con la pérdida de fluorescencia debida a la liberacion de
la quinacrina del grano secretor. Ambos métodos fueron empleados
simultaneamente para registrar la secreciéon en mastocitos como respuesta a

sucesivas aplicaciones del compuesto 48/80.

4.2. Colorantes marcadores de membrana

Durante el desarrollo del sistema nervioso de los vertebrados, se produce
una reduccién en el numero de innervaciones axonicas. Este fenémeno, conocido
como eliminacion sindptica, ha sido estudiado fundamentalmente en uniones

neuromusculares. Lichtman y col. describieron por primera vez en reptiles la
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eliminaciéon sindptica con una nueva técnica que implicaba la captacion y
liberacion de colorantes fluorescentes (Lichtman y col., 1985).

Sin embargo, la sulforodamina y otros colorantes usados por estos
cientificos no servian en otras preparaciones diferentes a la de los reptiles. Un
notable avance fue el desarrollo de nuevos colorantes que tifien vesiculas
sinapticas y endosomas en una amplia variedad de preparaciones (Betz y Bewick,
1992¢; Betz y col,, 1992a), de los cuales cabe destacar el estiril FM1-43 (que
emplea los filtros de la fluoresceina) y el FM4-64 (que emplea los filtros de la
rodamina).

La utilidad del colorante fluorescente para el estudio de la cuantia del
trafico endosomal depende fundamentalmente de tres atributos: primero, debe
unirse inmediata y reversiblemente con la membrana; segundo, no debe permear a
través de la membrana; por Gltimo, debe ser fluorescente solamente cuando se una
a la membrana.

Estas tres caracteristicas determinan tres partes bien diferenciadas en la
molécula: la cola hidrofobica, que se une a la membrana (Loew y Simpson, 1981);
la cabeza, dicatiénica, que previene la permeabilidad; y el cuerpo o nucleo, que
contiene anillos aromadticos y dobles enlaces que determinan las propiedades
espectrales del colorante.

Siguiendo estas pautas, Betz y col. sintetizaron el FM1-43, que se une a la
cara externa de la membrana, expuesta al colorante. El fluoréforo puede ser
internalizado por endocitosis y posteriormente liberado al exterior por exocitosis.
Una importante caracteristica es el espectacular incremento de fluorescencia (350
veces) que experimenta, con respecto al que estd presente en solucién acuosa,
cuando se une a la membrana. Esto facilita la adquisicién de imégenes de
fluorescencia mientras el colorante sigue estando disuelto en el medio extracelular
(Lagnado y col., 1996; Smith y Betz, 1996).

En algunos estudios, los estiril colorantes unicamente marcan estructuras
de interés tales como terminales presinapticos (Bindokas y Miller, 1995; Liu y
Tsien, 1995; Stevens y Tsujimoto, 1995), mientras que en otros casos han sido
utilizados como herramienta principal para el estudio del reciclado de vesiculas

sindpticas, particularmente en terminales del nervio motor de la rana (Betz y
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Bewick, 1992c; Betz y Henkel, 1994) y en sinapsis de neuronas cultivadas del
“hipocampo (Kraszewski y col., 1995; Ryan y col., 1993; Ryan y Smith, 1995).
Combinando la utilizaciéon de FM1-43 y fura-2 para monitorizar la
concentracién de calcio intracelular, se ha estudiado la farmacologia de los
mecanismos de transporte de calcio en células cultivadas del hipocampo (Cousin

y col., 1995; Reuter, 1995) y en células endocrinas (Betz y Wu, 1995).

4.3. Indicadores para Ca**

Actualmente existe una extensa variedad de indicadores fluorescentes que
observan una respuesta espectral cuando se unen a iones especificos (H™, Na*, K7,
Cl, Mg** y Ca™, lo que ha permitido estudiar los cambios producidos en sus
respectivas concentraciones (Minta y Tsien, 1989; O'Neill y col., 1991; Tsien y
Pozzan, 1989b; Tsien, 1989a; Tsien, 1989c¢). De todos ellos, el sensible al Ca* ha
sido el mas utilizado, debido a su importancia como mensajero intracelular y a la
necesidad de medir variaciones de su concentracion en el citosol ante cambios en
el potencial de membrana o a la ocupacién de un receptor (Marin y col., 1996).

La concentracién de Ca>" libre citosolico, por ejemplo, esta implicado en
la regulacién de la contraccién muscular, el metabolismo y la secrecidn celular
(Berridge, 1987a; Berridge, 1987b; Williamson y Monck, 1989). Por este motivo,
es importante desarrollar técnicas capaces de medir dichas concentraciones.

| Los colorantes fluorescentes, junto con técnicas como la microscopia de
fluorescencia (Blinks y col.,, 1982), la citometria y la espectroscopia de
fluorescencia, han permitido estudiar cambios producidos en las concentraciones
de Ca®" intracelular (Garcia-Sancho y col., 1982). Estos indicadores fluorescentes
proceden de quelantes de Ca®* no fluorescentes como el EGTA Y BAPTA.

Hasta mediados de los afios 80, el colorante més empleado en la
determinacion de la [Ca®"]; fue el quin2 (Tsien y Rink, 1983), que en su estado
éster permeaba a través de la membrana. Un incremento de [Ca2+]i, implicaba un
aumento de la intensidad de fluorescencia.

Sin embargo, presentaba algunos inconvenientes como la corta longitud de

onda requerida para la excitacion, el bajo coeficiente de extincidn, el escaso
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desplazamiento entre la curva de excitacién y emision, la poca resolucion en la
determinaciéon de la concentracion y la elevada afinidad sobre otros cationes
divalentes como el Mg*". Por estos motivos, surgi6 la necesidad de sintetizar
nuevos colorantes ( stil 1, stil 2, indo 1, fura-1, fura-2 y fura-3) que tuviesen unas
caracteristicas espectroscopicas mds favorables para la experimentacion
(Grynkiewicz y col., 1985). De ellos, el indo-1 fue el primer candidato para
citometria, mientras que el fura-2, después de mas de una década, sigue siendo,
por sus preciadas caracteristicas, utilizado en diferentes tipos celulares, a pesar de
la necesidad de emplear dos longitudes de onda de excitacién (colorante
ratiométrico), y de la consiguiente calibracion que ello conlleva.

La combinacién de medidas con fura-2 y los avances en imagen digital y
computacionales, hicieron posible detectar cambios espaciales y temporales de la
concentracién de Ca’" en célula tnica (Cohan y col., 1987; Connor y col., 1987;
Monck y col., 1990b; O'Sullivan y col., 1989; Rooney y col., 1990; Valdeolmillos
y col., 1993; Wier y col., 1987).

En células cebadas, la exocitosis no esta tnicamente vinculada a la [Ca®'];
como en las células excitables. Esto queda establecido aplicando la técnica
combinada de medidas de la fluorescencia con fura-2 y de la capacidad de
membrana (Neher, 1988; Neher y Almers, 1986b; Penner y Neher, 1988; Penner y
col., 1987). Si realizamos tales experimentos con células cromafines o células-f3
pancredticas e incrementamos la [Ca®*]; (cargando las células con "buffers" de
alto calcio o estimulando el influjo de dicho i6n mediante la depolarizacién) se
observa a continuacidn un incremento en la capacidad (Neher y Marty, 1982;
Penner y Neher, 1988). Por el contrario, en los mastocitos, una elevada [Ca2+]i,
por si misma, no induce la secrecién a menos que se eleve la [Ca2+]i a altos
valores no fisiologicos durante largos periodos (Neher, 1988; Penner y Neher,
1988). Pero si emparejamos esta accién con otro estimulo, el incremento de

2+ . , . P , . .,
[Ca™ ]; en rangos fisiologicos inicia un dréastico aumento de la secrecion.
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4.4. Microscopia de reflexion interna total

Un avance notable en la microscopia de fluorescencia lo constituye la
aplicacion de una onda evanescente (“evanescent wave”) como luz de excitacién
(Axelrod, 1981). Cuando un haz de laser incide sobre la superficie de un sélido
transparente en contacto con un liquido, el haz de excitacién penetra una distancia
extremadamente corta en la interfase liquido soélido. Esta superficie
electromagnética es denominada “evanescent wave”, y puede excitar
selectivamente moléculas del liquido colindante a la interfase (Axelrod y col,
1983). En microscopia de “evanescent wave” o microscopia de reflexion interna
total, la iluminacién del especimen se restringe a una fina capa sobre el substrato,
del orden de varios centenares de nandmetros (Omann y Axelrod, 1996).

Recientemente se ha observado, gracias a esta técnica, que los granos
secretores de células cromafines tefiidas con Acridine Orange (Steyer y col,
1997) o colorantes acidotrépicos (Oheim y col., 1998), pueden ser resueltos
individualmente y estudiar el movimiento en la vecindad de la membrana, su
anclaje, asi como la liberacién del colorante por exocitosis.

Las neuronas conservan una poblacién de vesiculas sinapticas que
permanecen ancladas en zonas activas a la espera de intervenir en el proceso de
exocitosis (Broadie y col., 1995; Hunt y col., 1994). Por el contrario, las células
endocrinas liberan un gran numero de granos de nicleo denso que no tienen zonas
activas y existe controversia sobre el tamafio (Gillis y col,, 1996) e incluso la
existencia (Trifaro y Vitale, 1993) de una poblacion anclada. No se conoce como
y con qué rapidez las vesiculas secretoras son reemplazadas en posiciones
secretoras tanto en neuronas como en cé€lulas endocrinas, por lo que se exploran
nuevas técnicas de microscopia que resuelvan dichas cuestiones.

Gracias al microscopio electronico se han podido identificar (Steyer y col.,
1997) una poblacién de granos anclados en células cromafines que se reduce
cuando la célula exocita.

La dindmica de los cambios morfoldgicos fue estudiada en células vivas
mediante microscopia de fluorescencia (Terakawa y col., 1991) y fluoréforos

como el acridine orange. Para ver granos tnicos debajo del plasmalema, la
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microscopia confocal tiene insuficiente resolucidn, causaba una répida pérdida de
fluorescencia (“bleaching”) y presentaba fototoxicidad.

Para tomar imagenes de finas capas del citosol, y evitar estos
inconvenientes, Steyer y col. utilizaron un método no aplicado anteriormente en
neurobiologia y que requeria menos intensidad de iluminacién. La fluorescencia
fue excitada selectivamente en una fina capa (300 nm) del citosol, adyacente a la
superficie de vidrio, utilizando la “evanescent wave” con un rayo laser que sufria
una reflexion total en la interfase célula vidrio (Stout y Axelrod, 1989).

Una imagen tipica observa dispersos puntos fluorescentes. Debido a que
los granos son con diferencia los organelos mas abundantes cerca del plasmalema,
la mayoria de los puntos fluorescentes deben representar granos proximos al
plasmalema, en el lugar donde se adhiere al vidrio.

Cuando estimulaban con alto [K'], los puntos fluorescentes desai’aarecian
debido a que la fusién de los granos con la membrana, hacian verter el ﬂuoréforé
al medio extracelular. Los granos que tocaban el plasmalema fueron perdiéndose
selectivamente; del orden del 53 % de ellos, se perdieron durante dos minutos de
estimulacion. Sin embargo, no es de esperar una selectiva reduccién de granos
anclados pasados los dos minutos, si los granos anclados y citosélicos alcanzan el
equilibrio pasado ese tiempo.

Por ejemplo, la rapida liberacion del “pool” de vesiculas secretoras en
células cromafines (Moser y Neher, 1997a) y neuronas (Stevens y Tsujimoto,
1995), es repuesto con una constante de tiempo de 10 segundos. En células
cromafines esto puede suceder sin el anclaje de nuevos granos.

Estudios no invasivos mediante técnicas fluorescentes en células
neuronales han resuelto algunas cuestiones acerca de cdmo funciona el terminal
presinaptico (Betz y Bewick, 1992¢c; Ryan y col., 1993; Wu y Betz, 1996). En
estos estudios, las vesiculas sindpticas fueron selectivamente tefiidas con FM1-43
mientras se desarrollaban los procesos de endo y exocitosis. Este método es

efectivo porque las membranas de vesicula sindpticas, una vez en contacto con el
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medio externo, son recicladas en cuestion de minutos, para formar nuevas
vesiculas sindpticas.

Junto a las vesiculas sinapticas, los terminales presinapticos contienen
granos secretores de nucleo denso que secreta hormonas y peptidos
neurotransmisores. En células endocrinas, tales granos forman los organelos
secretores dominantes. En células frescas, los granos de nucleo denso 1o pueden
ser facilmente tefiidos con esteril colorantes, porque sus membranas y proteinas
son empaquetadas conjuntamente en la biogénesis del grano, y no queda claro que
después de la endo y exocitosis los componentes de la membrana sean
especificamente reunidos con nuevos péptidos para formar nuevos granos
secretores.

Para resolver este problema, se recurri a la proteina “green fluorescent”
(GFP) (Chalfie y col., 1994; Cubitt y col., 1995). La GFP es una potente
herramienta que permite visualizar eventos celulares y compartimentos en vivo
(Cole y col., 1996; Gerisch y col., 1995; Kaether y Gerdes, 1995; Rizzuto y col.,
1995; Wacker y col., 1997).

Thorsten Lang y col (Lang y col., 1997) expresaron en células PC12 la
proteina “green fluorescent” (GPF) (Chalfie y col., 1994; Cormack y col., 1996;
Cubitt y col., 1995) fusionandola con la cromogranina B humana o con el
neuropéptido Y, lo cual producia puntos fluorescentes. Estos puntos,
colocalizados con granos secretores enddgenos, son marcadores de la dopamina
B-hidroxilasa.

La estimulacién de células PC12 con elevada [K'], o permeabilizadas con
Ca2+, provoc6 una pérdida de intensidad de fluorescencia dependiente de Ca®" en
las neuritas. Las imé4genes de granos individuales fluorescente, fueron adquiridas
mediante la técnica microscopia de fluorescencia “evanescent wave”. Se observo
la migracién de los granos secretores, que se detenian en sitios de anclaje a la
membrana y de repente su fluorescencia desaparecia como consecuencia de la

exocitosis. La GFP unida a los péptidos secretados, es un marcador fluorescente
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para granos de nucleo denso y puede ser utilizado para resolver mediante

microscopia, granos individuales.
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OBJETIVOS

La fusidn de las vesiculas con la membrana celular, es un evento universal
en células eucaridticas, pero no son del todo conocidos los mecanismos que
acontecen, desde que se produce el estimulo para la secrecién, hasta que tiene
lugar la exocitosis.

Gran parte del conocimiento adquirido en los ultimos afios, ha llegado de
forma paralela a la innovacién de nuevas técnicas que han contribuido a responder
a multiples cuestiones sobre el mecanismo secretor. Cabe destacar las tecnicas
electrofisioldgicas y moleculares, si bien, la sintesis de colorantes especificos y su
registro de fluorescencia, también han aportado datos importantes.

Por este motivo, y como objetivo general del presente trabajo, ha sido el
desarrollo de un sistema de iméagenes, que afiade una técnica més al laboratorio,
que nos permita conocer mas aspectos relacionados con los mecanismos que

participan en la fusién de las vesiculas de secrecidon con la membrana plasmatica.
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Los objetivos especificos, que de forma secuencial se cubrieron durante el

desarrollo del proyecto, fueron:

1. Montar un sistema de fluorimetria de bajo coste, que permita estudiar,
con una elevada resolucion, dénde y en qué momento se produce la fusion de la

vesicula con la membrana plasmatica.

2. Programar una aplicacién que adquiera imagenes a partir de una CCD,

las procese y las analice de forma rapida y versatil.

3. Estudiar los diferentes colorantes existentes en el mercado, conocer sus

caracteristicas espectroscopicas y su aplicabilidad a distintos tipos celulares.

4. Validar la metodologia anterior en células cebadas, que han sido
estudiadas de forma extensiva para el estudio de la exocitosis, teniendo en cuenta
que los mecanismos importantes por los que se rige el proceso secretor en
mastocitos debe ser también relevante en otros modelos de células excitables tales

como cromafines o neuronas.

5. Con este sistema, analizar la focalizaciéon de la exocitosis en células
cebadas. Determinar que existen zonas membranarias especializadas en el proceso
secretor, y que cuando se induce dicho proceso en una region, la exocitosis no se
produce como un “todo o nada” sino que por el contrario afecta unicamente a esa

region.

6. Determinar y cuantificar, si lo hay, el movimiento de la vesicula antes
de su fusién con la membrana. En funcidn de tal cuantificacién, determinar los
posibles estados del grano (movimiento del grano desde citosol a la membrana, de
la membrana a los lugares secretores o si estd anclado y por tanto no sufre

desplazamiento).

23



Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

1. PREPARACION CELULAR
1.1. Tipos de células

Para estudiar el proceso de exocitosis, asi como el papel que desempefia el
calcio en dicho proceso, estudiamos principalmente las células cebadas, también
llamadas mastocitos. Se originan a partir de las células madre hematopoyéticas y
juegan un importante papel en los procesos inflamatorios gracias a la liberacion de
mediadores que dirigen la accién de neutrdfilos, macréfagos y linfocitos. También
pueden actuar como mediadores en reacciones alérgicas dependientes de
Inmunoglobulinas E. Son facilmente identificables al microscopio ¢ptico por su
aspecto granulado y su nucleo diferenciado.

La eleccién de dicho tipo celular se fundamenté en la gran cantidad y
adecuado tamafio de sus vesiculas secretoras, 0.7 = 0.23 um (media £ desviacion

estandar) (Helander y Bloom, 1974). Por otra parte, la inexistencia de canales de
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calcio permitiria un mayor control de los posibles cambios que se produjesen en la
concentracion de dicho ion en el citosol.

Fueron extraidas de ratas macho adultas (tres meses). Poseian un peso de
200-300 g y pertenecian a la cepa Wistar.

El tamafio de las vesiculas permite una aceptable resoluciéon espacial en la
adquisicion de imagenes, lo que queda especialmente patente cuando se tifien con
colorantes especificos que se unen a la membrana o con acidifilicos que se cargan

en el interior vesicular.

1.2. Método de extraccion de células cebadas

1.2.1. Obtencién de células cebadas

Transcurrido el periodo de incubacién de la solucién de extraccidn, se
anestesia la rata con cloroformo, se decapita con la guillotina y se desangra el
animal para evitar que, durante el protocolo de extraccidn, aparezcan eritrocitos.

Ya desangrado, le inyectamos en la cavidad peritoneal, a través de la piel,
la solucién de extraccién (15 ml). Procedemos a.un suave masaje peritoneal
durante un par de minutos para favorecer el desprendimiento de las células
cebadas de la serosa peritoneal. Posteriormente, y con unas tijeras, se realiza un

“corte longitudinal en la piel abdominal para acceder a la cavidad peritoneal y, con
una pipeta Pasteur, se aspira el liquido peritoneal. Para que la extraccion haya sido
exitosa, el liquido extraido sera limpio y transparente.

Centrifugamos el liquido peritoneal (centrifugadora Sorvall RT6000B,
Dupont, EE.UU.) en un tubo de ensayo durante 2 minutos a 800 r.p.m.

Transcurrido este tiempo, aparecera un pellet blanquecino en el fondo del
tubo. Se retira el sobrenadante, que es sustituido por solucién de extraccion fresca
(12 ml), y se resuspenden las células. La cantidad de solucién fresca afiadida
guarda una relacién inversa a la concentracién de células. En nuestro caso, el
interés radicaba en una poblacién con células suficientemente aisladas unas de
otras, para que, al observar la fluorescencia de una célula, no existiesen

interferencias o ruido debido a la fluorescencia de células vecinas.
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1.2.2. Cultivo primario

En una camarita fabricada en metacrilato, y utilizando como fondo un
cubreobjetos, se sembraron las células, depositando en cada una de ellas un
volumen de 70 pl de la suspension celular. Se mantuvieron durante una hora a
37°C en una atmdsfera humeda con un 5% de CO, y un 95% de aire. Este periodo
de incubacién permite que las células se adhieran al sustrato y no se muevan en el
transcurso del experimento.

Si observamos la preparaciéon al microscopio (Axiovert 35 Zeiss,
Alemania), podemos distinguir, junto a las células cebadas, otros tipos celulares
tales como los linfocitos o macréfagos. Sin embargo, los mastocitos, de apariencia
circular, son facilmente diferenciables del resto debido al aspecto rugoso de su
superficie, consecuencia de la abundancia de vesiculas secretoras, y por su

destacado nucleo redondeado.

1.2.3. Incubacién de mastocitos con indicadores fluorescentes

a) Fura-2 AM (acetoximetil). Una vez que las células, tras el periodo de
incubacion, estan adheridas al sustrato, se afiaden en las camaritas 20 pl de fura-2
AM (2.5 uM) y se mantiene el cultivo en la incubadora de 15 a 30 minutos.
Durante este tiempo, el fluoréforo, presente en estado éster, atraviesa de forma
pasiva la membrana celular.

En algunos casos, y para favorecer la entrada del fluoréforo al interior
celular, se utilizd plurénico diluido en DMSO. La concentracién final de fura-2 en
este caso, fue de 4 pM, aunque en ocasiones se redujo dicha concentracién a 2
uM. Transcurrido el periodo de incubacidn, se debe someter la preparacion a un
lavado con solucion externa para eliminar restos del fluoréforo, que evitard una
indeseable fluorescencia debida al colorante presente en el medio extracelular.

b) Quinacrina (6-Cloro-9{(-dietilamino)-1-metil-butil] amino-2-metoxi
acridina; Mecrapina, de Sigma). Se realiza de forma similar al indicado con fura-
2. Unicamente varia el tiempo de incubacién que es de tan sélo 10 minutos,

tiempo suficiente para que la quinacrina penetre al interior celular y tifia las
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vesiculas y en general todos los compartimentos acidicos. La cantidad de
fluoréforo empleado debe ser minima (5 pl a 2 mM) para evitar dafio celular.

c) FM1-43 AM (N-(3-trietilaminopropil)-4-(4-(dibutilamino) piridinium
dibromidio, Molecular Probes). Diluimos inicialmente el colorante hasta ImM en
solucién externa, y posteriormente, antes de los experimentos, se diluye de nuevo
a 10 pM. La tincién se realiza aproximando la punta de una micropipeta, llena con
el colorante, a la superficie de Ié membrana celular. Una presion neumadtica
positiva sobre la solucién de la pipeta controla la cantidad de fluordforo

administrado al medio extracelular.

2. SOLUCIONES

Para todas las soluciones, el agua empleada la tratamos previamente con la
técnica de osmosis inversa (Milli-Ro 6 Plus, Millipore) y la desionizamos en
resina de intercambio i6nico (Milli-Q Plus, Millipore), con una resistividad de
18.2 MQ /ecm. Los reactivos quimicos utilizados eran de Sigma. En el proceso de
elaboracion de las soluciones, se monitorizé el pH de las mismas con un Phmetro
(MicropH 2002 Crison) calibrado previamente con disoluciones tampon pH 4 y
pH 7.02. La osmolalidad de las soluciones fue medida con un osmémetro de

presién de vapor (Wescor, Utah, EE.UU.).

2.1. Soluciones de extraccién e incubacién

En nuestro caso, para las células cebadas, las soluciones de extraccion e
incubacién son las mismas. Para su preparacion, afladimos a la solucién externa
estandar 45 mM de CO;NaH, 2mM de tampon fosfato y 6 mM de glucosa. Se
prepara fresca y se utiliza después de permanecer en un incubador (Forma
Scientific 3862, EE.UU.) durante | hora a 37 °C, en una atmoésfera humeda, con
un 5% de CO, y un 95% de aire. Bajo estas condiciones, la presion parcial del
dioxido de carbono es de 38 mm de Hg y el pH final esperado, 7.69, de la solucién
carbonatada, es ligeramente basico. El pH se ajusté con NaOH a 7.25 y la

omolalidad oscilé entre 335-350 mmol/Kg.
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En la tabla I, se muestra, de forma esquematica, la composicién de la

solucién descrita anteriormente.

CINa | HEPES | KOH |CLMg |Cl,Ca | COsHNa | PO4 HNa; | Glucosa
140 10 3 2 1 45 0.4 6

Tabla [. Composicién de la solucidn de extraccion (en mM).

2.2. Solucidén interna para inducir exocitosis en mastocitos

La composicién de la solucion interna estidndar para dializar las células
cebadas durante los experimentos de célula completa, queda reflejada en la tabla
II. La degranulacién de las células fue inducida por GTPy-S (sal tetralitica de 3-
tiotrifosfato de guanosina), un ntcleétido de guanina no hidrolizable que activa de

forma irreversible la proteina G.

Glutamato Potésico |Cl,C |HEPES |KOH |Mg-ATP |EGTA-K;|GTPy-S
a

125 7 10 0.2 0.07 10.005-0.1

(WS

Tabla I1. Composicidn de la solucidn interna con la que se induce exocitosis (en mM).

3. METODOS FLUORIMETRICOS. PRINCIPIOS GENERALES

En este apartado se revisardn diferentes conceptos relacionados con la
fluorimetria, y aunque algunos de ellos fueron ya descritos en tesis anteriores
(Toledo-Aral, 1992; Marin-Caballos, 1995) no queriamos dejar' de sefialarlos, con
el fin de no perder la continuidad en la elaboracion de la metodologia seguida

durante el proyecto de tesis.
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3.1. Atributos de la microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una importante herramienta biofisica
para el estudio de célula Unica y preparaciones in vitro. Algunas moléculas
fluorescentes pueden incorporarse a células en las que se quieren conocer cambios
fisiolégicos del citosol, tales como pH, [Ca**] o potencial de membrana.

Antes de pasar a describir con detalle la metodologia y técnicas aplicadas
en nuestros experimentos, definiremos algunos conceptos, relacionados con la
fluorescencia y con la microscopia, que iran apareciendo a lo largo de este trabajo:

1. Especificidad. Es una propiedad selectiva por la cual las moléculas
fluorescentes absorben y emiten luz Unicamente a unas determinadas longitudes
de onda.

2. Sensibilidad. Define el nimero de moléculas fluorescentes que pueden
ser detectadas. Con microscopia de fluorescencia, pueden ser detectadas,
aproximadamente, cincuenta moléculas en un micrémetro cibico.

3. Espectroscopia. Estudia la dispersion de un conjunto de radiaciones y
las clasifica en funcién de sus frecuencias.

Las moléculas fluorescentes pueden ser disefladas para ser
extremadamente sensibles al entorno fisico-quimico. Existe una gran variedad de
parametros espectroscopicos que se pueden utilizar para medir propiedades
quimicas y moleculares como el pH, la concentracién de calcio libre, el potencial
de membrana, la hidrofobicidad, la distribucion de carga, la microviscosidad, las
distancias moleculares, los coeficientes de difusion y las orientaciones
moleculares.

4. Resolucién temporal. Este parametro define el intervalo de tiempo
necesario entre dos eventos para que ambos sean registrados. La medida de la
fluorescencia estd limitada por la resolucion temporal de aquellos eventos que
ocurran con una frecuencia igual o mds grande que el inverso del tiempo
transcurrido entre la absorcién y la emisién de luz. De esta forma, es posible
detectar y medir procesos bioldgicos que ocurren a una frecuencia del orden de

10® segundos™ o menores.
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5. Resolucion espacial. Determina la distancia minima necesaria para que
dos elementos observados puedan ser identificados, sin ser confundidos como un
tnico elemento. La resolucion de diferentes estructuras estd limitada al poder de
resolucién de la luz en el microscopio, que es funcién tanto de la apertura

numérica del objetivo como de la longitud de onda de emision.

3.2. Bases fisicas de la fluorescencia

La fluorescencia es un tipo de luminiscencia en el que la luz es emitida por
moléculas durante un corto periodo de tiempo, después de llevarse a cabo una
absorcién de luz. La absorcion de un fotén provoca la excitacion de un 4tomo de
un estado energético inicial, a otro superior. Si el proceso es reversible, es decir,
vuelve al estado inferior a través de una serie de saltos correspondientes a niveles
energéticos intermedios, se emiten tantos fotones como niveles energéticos sean
necesarios para volver al estado energético inicial.

Cuando el retraso entre la absorcidén y la emision es aproximadamente de
108 segundos 0 menos, se produce lo que se denomina fluorescencia, mientras
que si es mayor que esta cantidad lo conocemos como fosforescencia.

Cuando la luz interacciona con la materia, puede ser dispersada (luz
difractada) o absorbida. La absorcién de la luz ocurre en cantidades discretas

llamadas quanta. La energia de un quantum esté dada por:

E= h'v =hc/A (1)

donde “h ” es la constante de Planck, “c” es la velocidad de la luz en el vacio, “A”
es la longitud de onda de la luz y “v” es la frecuencia de vibracion de la luz.
La potencia de la luz en watios se define como la cantidad de energia

producida por unidad de tiempo, es decir,

P=dW/dt=Fdr/dt=Fv ()

Las unidades en que se mide la potencia en el sistema MKS, CGS y en funcién de

sus unidades fundamentales son respectivamente,
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1 W =1 Julio/seg = 107 ergios/seg = 1 Kg'm?® /seg’

La potencia por unidad de seccién transversal estd definida como la

intensidad (I) o irradiacidn, tal que:
[=W/em? (3)

Cuando un quantum de luz es absorbido por una molécula, un electrén
pasa a una orbita de mayor energia, es decir, a un estado excitado. Cuando este
electrén vuelve a su original nivel energético, se emite un quantum de luz. Un
atomo puede absorber un fotén si y sélo si su energia /v corresponde a la
diferencia de energia entre un nivel energético ocupado del 4tomo y un nivel
excitado disponible.

En la fig. 1 se muestran dos niveles energéticos E| y E,. La diferencia entre
dichos niveles seria la energia necesaria para provocar la transicidn al estado
excitado.

El espectro de absorcion de una molécula depende del nimero de posibles
niveles energéticos que puede tener la molécula. En la fig. 2, se representan dos
posibles estados energéticos del electrdn, asi como su posible transicion de un
estado de minima energia, a un estado de excitacién energética. Dentro de un
mismo nivel energético (representado por S o por G), el electron puede poseer

diferentes subestados debido a su energia vibracional (lineas horizontales).
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Transicibn

fiv = EZ-E

1

Fig. 1.La flecha horizontal indica la energia absorbida correspondiente a un fotén, y la vertical, la
transicién de un estado energético a otro superior.

%4
Niveles de / /— S

Energia energ(:a. -—"\
patencial electrdnica a A
del electrdn

Transicién

Vibracional

L
7
/

Distancia intemuclear

Y

Fig. 2.Diagrama de la energia potencial del electron, en estado basal, G, y excitado, S.
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La absorcién ocurre sélo en longitudes de onda de la luz cuyo quantum
energético es equivalente a la diferencia de energia entre la tierra y el estado
excitado. Para un dtomo, hay pocos niveles energéticos posibles, y la absorcion de
luz ocurre sélo en longitudes de ondas discretas de equivalente energia luminosa.

La fluorescencia ha sido descrita como un proceso de relajaciéon que
comienza con la absorciéon de la luz y acaba con su emision. La longitud de onda
de la fluorescencia emitida es generalmente mayor que la longitud de onda de la

luz absorbida (ley de Stokes) debido a que la energia absorbida es mayor que la

emitida.
Como,
E =hvi=hce/)
E;=R'vy=hce/h,y
si,
E >E;
entonces,
A< A

ya que la energia es inversamente proporcional a la longitud de onda.

Desplazamiento de Stokes

Excitacidn Emision

y

Longitud de ondar

Fig. 3. Espectro de excitaciéon y emision de una molécula fluorescente. El desplazamiento
observado obedece a la ley de Stokes, por la cual la energia absorbida es mayor que la emitida y
por tanto la A de excitacién es menor que la de emision.
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3.2.1. Reversibilidad del proceso de excitacion

La fluorescencia es una de las posibles vias de la reversibilidad del proceso
de excitacién, mediante el cual un electrdn, en estado excitado, aporta una energia
al volver a su estado original.

Definimos el periodo de vida de la fluorescencia como el tiempo medio
que una molécula permanece en el estado excitado. El tiempo requerido en el
proceso de absorcion (~10"" segundos) es instantdneo respecto al periodo de vida
de la fluorescencia (~10™ segundos). La fluorescencia, y como consecuencia, la
emision de luz, se retrasa alrededor de 10 segundos si el electrén excitado se
traslada a un estado prohibido antes de volver al estado inicial.

La fosforescencia comienza con una transicién al estado prohibido. En
contraste con el retraso de la fluorescencia, la emision ocurre mediante la
transicién del electrén excitado desde un nivel energético inferior, al estado
original. La fosforescencia tiene un periodo de vida mucho mas prolongado en el
estado excitado (varios segundos) y el espectro de emision se traslada al rojo en
comparacion con la fluorescencia.

Existen otras alternativas a esta reversibilidad, como la emisién no
radiativa: la energia del electron excitado puede ser disipada por interaccién con

otras moléculas.

3.2.2. Relacién entre la fluorescencia y la concentracion del colorante

La intensidad de fluorescencia de una solucién es directamente
proporcional a la concentracién del indicador fluorescente. Sin embargo, en altas
concentraciones, la intensidad de la fluorescencia puede decrecer. Hay tres
razones principales que pueden explicar este fendmeno. La primera de ellas se
debe al efecto del filtro interno, que ocurre cuando la luz de excitacion no penetra
a través de la muestra debido a la absorbancia de la misma. De esta forma, todos
los fluoréforos no tienen la misma absorbancia. Esto puede ocurrir en muestras

muy gruesas y/o muy concentradas.
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La fluorescencia puede también decrementarse para altas concentraciones
del fluoréforo debido a la formacién de dimeros en el estado no excitado o de
dimeros formados Unicamente en el estado excitado (excimeros). Habitualmente,
estos complejos causan un apagamiento de la fluorescencia (“‘quenching”). De
manera adicional, puede ocurrir que se produzca un fenémeno de reabsorcion del
espectro de emisién, de manera que se solapa con el de excitacion.

La presencia del efecto de la concentraciéon puede ser valorada
experimentalmente, incrementando y decrementando la concentracion de la sonda
fluorescente utilizada. Un sintoma inequivoco de que la concentracién afiade un
artefacto es la medida del incremento de la fluorescencia cuando se decrementa la

concentracion del fluordforo.

3.2.3. Naturaleza de las sondas fluorescentes

La autofluorescencia es la fluorescencia que se produce de forma natural
en moléculas de ciertas células. La mayoria de la autofluorescencia en células
excitadas de mamiferos, producida cerca de las regiones ultravioleta y azul del
espectro, es debida a las coenzimas NADH, riboflavina y flavina. Cambios en la
autofluorescencia han sido utilizados para medir reacciones moleculares en el
transporte electronico mitocondrial (Kohen et al., 1981). Sin embargo, la
fluorescencia ocurrida de forma natural se estudia menos en biologia molecular
que la fluorescencia debida a fluoréforos exdgenos. De hecho, la
autofluorescencia es una gran fuente de ruido en muchos experimentos.

Los fluordforos o fluorocromos son colorantes fluorescentes que se afiaden
a las células. Son elegidos o sintetizados, segin diferentes criterios, para
aplicaciones particulares. Estos criterios incluyen espectros de absorcion y
emision, coeficiente de extincion, rendimiento cudntico, efectos en el entorno y
reactividad quimica.

Actualmente existe un gran numero de fluoréforos disefiados para conocer
el comportamiento de diferentes iones (ver Tsien, 1989 a y b; Valdeolmillos y

Eisner, 1991). De todos ellos, los mas empleados son los que permiten conocer la
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variacién o concentracién del ion Ca*" o del pH. Los utilizados en este trabajo son
los siguientes:

a) Fura-2. Es uno de los mds conocidos y utilizados para conocer la
concentracién de calcio. Se presenta en forma sal o éster. Fue desarrollado por el
Dr. Roger Tsien y sus colegas (Grynkiewicz, Ponie y Tsien, 1985) y procede del
BAPTA, 1,2-bis-(2-aminofenoxi) etano-N, N, N’, N’-4cido tetraacético, quelante
selectivo al calcio, no fluorescente. ‘

Cuando se utiliza en estado éster (acetoximetil, AM), sus moléculas
atraviesan pasivamente la membrana celular debido a su:natuialeza hidrofobica, y
una vez en el citosol, los grupos ésteres son enzimdticamente hidrolizados,
generando la forma 4cida libre cargada, la cual pﬁede unir calcio de manera que la
probabilidad de difundir libremente fuera de la célula se hace muy pequeiia. En la
fig. 4 se muestra su estructura quimica antes y después de ser hidrolizado por las

esterasas intracelulares.
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Fig. 4. Diagrama esquemadtico del proceso relacionado con la carga de fura-2 AM en la célula, en
el que se observa su estructura quimica, antes y después de atravesar la membrana celular. Es
importante destacar la formacidn de dcido acético y formaldehido, potencialmente tdxicos.

La constante de disociacién, Kg, de la unién del Ca?* al fura-2 suele estar
en el rango de 135 a 224 nM (Grynkiewicz y col., 1985). La emisién del fura-2 es
de color verde y sus picos de intensidad se sitiian en el rango de 505-520 nm. Si la

longitud de onda de excitacién es de 380-390 nm, la intensidad de la fluorescencia
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es inversamente proporcional a la concentracion, mientras que para 345-360 nm,
la relacion es directamente proporcional.

En la fig. 5 se muestra el espectro de emision del fura-2. Una caracteristica
interesante mostrada en la grafica es el punto isosbéstico. Dicho punto representa

un valor constante de la intensidad para diferentes concentraciones del ion.
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Fig. 5. Espectro de emision del fura-2. Se representa grdficamente la variacion de la intensidad
luminosa en funcién de la longitud de onda de excitacion y de la concentracion de ca™.

Entre las ventajas més destacable del fura-2 estd la escasa fotolisis que
presenta, de forma que la fluorescencia de la muestra perdura durante un tiempo
prolongado, pudiendo llegar en algunas ocasiones a media hora.

En cuanto a las desventajas, podemos citar que en algunos tejidos la
hidrélisis no es completa (Highsmith y col., 1986; Scanlon y col., 1987), que se
puede producir una compartimentalizacion en organelos (Almers y Neher, 1985;
Malgaroli y col., 1987; Steinberg y col., 1987) y, por tltimo, que en algunos casos
las moléculas de fura-2 son devueltas al medio extracelular mediante mecanismos
de transporte i6nico (DiVirgilio y col., 1988).

La compartimentalizacion ocurre cuando, al cargar la célula, la

distribucién del indicador fluorescente no es homogénea, sino que, por el
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contrario, se acumula en organelos. Este fendmeno es mas acusado a altas
temperaturas.

b) Fluo-3. Como el anterior, se disefi¢ para ser utilizado en la medicién
del Ca** intracelular. Fue desarrollado por Tsien y colaboradores y precisa fuentes
de excitacion con espectros en el rango de la luz visible.

Su principal caracteristica es presentar escasa fluorescencia en ausencia de
Ca™, mientras que al unir dicho ion aumenta de 100 a 200 veces. Para
concentraciones de Ca®" libre en el citosol, bajo condiciones normales, y el
colorante en saturacidn, el aumento de fluorescencia es del orden de 5 a 10 veces,
lo cual hace que el uso del Fluo-3 esté especialmente indicado para medir la
cinética de los transientes de Ca**. En la fig. 6 se muestra la dependencia respecto

al Ca™* del espectro de emisidn.

r £x =488 nm
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Fig. 6. Espectro de emision del Fluo-3 en funcién de la concentracién de Ca®*. Es destacable el
importante aumento de intensidad respecto a cambios de concentracién.

¢) Quinacrina. A diferencia de los anteriores fluordforos, éste no es
quelante de calcio. La propiedad que lo caracteriza, y que lo hizo especialmente
util en nuestros experimentos, es su localizacién selectiva en aquellos organelos

que poseen caracter 4cido, tales como los granos secretores que tienen un pH=5.5.
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Por este motivo, las células cebadas, después de incubarlas con quinacrina,
presentan una extraordinaria emisién de fluorescencia irradiada desde el interior
de las vesiculas.

El inconveniente observado fue el dafio celular provocado por este
fluor6foro cuando se sometia a una prolongada excitacién (fototoxicidad), por lo
cual es impréscindible el uso de obturadores que reduzcan la excitacién
Unicamente al tiempo que perdura la exposicién al detector.

c) FMI-43. Este fluordforo es un marcador de membrana frecuentemente
utilizado para estudiar los procesos de endocitosis y exocitosis. En neuronas
tratadas con este fluordforo, éste se internaliza cuando las vesiculas sinapticas son
recicladas en el proceso exocitdtico.

Es un colorante no tdxico soluble en agua, en cuyo medio no presenta
fluorescencia, pero que al unirse a la cara externa de la membrana celular adquiere
dicha propiedad. Los primeros en utilizar este fluoréforo fueron Betz vy
colaboradores (Betz y col., 1992a), que observaron las vesiculas en terminales
nerviosos.

El esterilpiridinium FM1-43 ha sido empleado como marcador en
investigaciones sobre el reciclado sinaptosomal en diferentes especies. También
facilita el estudio de mutaciones ocurridas en el reciclado de vesiculas sindpticas.

Recientemente, Charles F. Stevens y Venkatesh N. Murthy emplearon este
colorante para cuantificar la intensidad de fluorescencia por vesicula durante los
procesos de endocitosis (internalizacién de la membrana y, por tanto, del .
colorante) y exocitosis en neuronas del hipocampo.

El juego de lentes para la fluoresceina es dptimo para utilizarse con este
colorante, ya que sus picos de absorcién y emisién estdn proximos a los que
presenta el FM 1-43. En la fig. 7 se representa en el mismo diagrama el espectro
de absorcién y emisién de este indicador.

Su estructura quimica posee un grupo lipofilica (cola) que se une a un
grupo piridinium cargado catiénicamente (cabeza) mediante un doble enlace
(nucleo). La cola lipofilica consta de dos cadenas hidrocarbonadas alifaticas. La

cola del FM1-43 contiene de 1 a 18 atomos de carbono que hacen que el brillo de
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la sefial sea reversible mediante lavado. La cabeza del colorante es una importante
determinacion de su permeabilidad respecto a la membrana.

La A de emisién del colorante es determinada en el ntcleo (formado por
dos anillos aromdticos y un puente de doble unién), y no le afectan ni la longitud

_ni la naturaleza de la cabeza y cola de la estructura quimica. Los colorantes con
niayor numero de enlaces dobles tienen mayor longitud de onda de excitacién y
emision. La emisién del FM1-43 es amarillo-anaranjada.

Durante la aplicacion del FM1-43 se ha observado que se bloquean
reversiblemente los receptores de acetilcolina en musculo de rana (Bewick GS,
Betz WJ 1994). Por otra parte, este colorante exhibe diferentes propiedades
espectrales en diferentes tipos celulares.

Este fluoréforo presenta una gran fotoestabilidad (Grinvald A., Frostig
RD, 1988), aunque presenta extincidn foténica para largos periodos de exposicién

(Betz WJ, Mao 1992; Liu G, Tsien RW , 1995). También para largas exposiciones

se observa fototoxicidad.
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Fig. 7. Espectro de absorcion y emisién del FM 1-43. Presenta los picos espectrales en 479 nm y
598 nm respectivamente.
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3.2.4. Parametros de las sondas fluorescentes

El coeficiente de extincidn ¢ y el rendimiento cudntico ¢, asi como la vida
media T, son los tres pardmetros basicos que definen la fluorescencia de un
colorante. El coeficiente de extincion indica la probabilidad de absorcién. Un gran
coeficiente de extincién indica que existe una alta probabilidad de absorcion.
Como consecuencia, si existe una alta probabilidad de absorcién para moléculas
fluorescentes, entonces hay también una alta probabilidad de emisién, ya que la
vida media es inversamente proporcional a la probabilidad de absorcion.

El rendimiento cudntico mide la eficacia de la fluorescencia en relacién
con todas las posibles formas por las que un electron en estado excitado vuelve a
su estado original. El rendimiento puede ser expresado como el cociente entre el
numero de quanta emitidos y el nimero de quanta absorbidos.

La intensidad de fluorescencia es también funcién del rendimiento

cuantico:

Tfuorescencia = 1o” ¢ 'e'C’l 4)

donde “I,” es la intensidad de luz incidente, “C” es la concentraciéon de la

CCI”

sustancia y “1” es el espesor atravesado por la luz.
La vida media de fluorescencia t es el tiempo medio que una molécula
permanece en el estado excitado. La vida media intrinseca 1, es la maxima vida

media posible. Esto ocurre cuando ¢ es maximo.

3.2.5. Extincion fotonica de la fluorescencia

La extincién foténica, o fotoblanqueo, se define como la permanente
destruccién de la fluorescencia por una conversion, inducida por la luz, del
fluoréforo a otro compuesto no fluorescente. Este proceso requiere, ademas de
luz, oxigeno molecular en la mayoria de los fluoréforos utilizados. La magnitud
de estas consecuencias adversas es funcién del nimero de moléculas fluorescentes

excitadas por la sefial luminosa.
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Se han utilizado dos técnicas para evitar este dafio: eliminar el oxigeno y
reducir la intensidad y duracién de la iluminacién. En la préctica, este ultimo
método suele ser el mas viable, ya que quitar oxigeno no es una buena solucién
cuando se estudian células vivas, por lo que la Gnica opcidn es regular la luz.

Al ser la extincion foténica proporcional a la integral del flujo luminoso de
excitacion, se debe balancear la intensidad de iluminacién y su duracién para
adquirir la imagen con el minimo dafio a la preparacién. Esta es la principal razén
por la-que se utilizan obturadores frente a la fuente luminosa. Gracias a este
procedimiento, nos aseguramos de iluminar la muestra sélo durante el tiempo que
dura la medida.

La excitacion de baja irradiacién durante periodos relativamente largos de
tiempo es utilizada con intensificadores de imdgenes, mientras que para camaras
CCD (Charge Coupled Device) se utilizan irradiaciones altas durante un breve
periodo de tiempo.

La generacion de compuestos toxicos (incluyendo radicales libres durante
la extincién foténica) es un problema adicional. La solucién a estos problemas
conlleva elegir fluordforos fotoestables, decrementar la iluminacion disminuyendo

el nimero y duracién de los periodos y aumentar la sensibilidad del detector.

3.3. Eleccion del microscopio: conceptos basicos

El principio fundamental en el disefio de un microscopio de fluorescencia
es maximizar la adquisicién de luz fluorescente mientras se minimiza la luz de
excitacion. Ademas, se debe tener en cuenta que la intensidad de fluorescencia es
normalmente de varios 6rdenes de magnitud més pequefia que la intensidad de
iluminacién. Las imdgenes de fluorescencia deben ser registradas usando
videocamaras que capten bajos niveles de luz o bien camaras CCD digitales, que
son convenientemente enfriadas a muy bajas temperaturas con la finalidad de
evitar ruido eléctrico. El contraste de la imagen depende, criticamenfe, de la
habilidad del microscopio para dejar pasar luz de fluorescencia al detector

mientras bloquea temporalmente la excitacion luminosa.
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La sensibilidad y contraste de la microscopia de fluorescencia depende de
la configuracion optica, de la iluminacién, del camino éptico de la luz y de los
componentes del microscopio.

La microscopia de fluorescencia es similar a la microscopia estandar. Su
diferencia basica radica en el tipo de iluminacién. Hay tres tipos basicos de
iluminacién en la microscopia de fluorescencia: iluminacion mediante luz
transmitida con apertura completa, transiluminacién en campo oscuro e

tluminacidén mediante luz incidente.

a) Iluminaciéon mediante luz transmitida con apertura completa. La
microscopia de fluorescencia puede llevarse a cabo a partir de un microscopio
convencional, insertando filtros de excitacion entre el iluminador y el
condensador, asi como filtros de emisién (también llamados filtros de supresion)
entre el objetivo y el elemento de registro. Los filtros de excitacion son de paso de
banda con el propdsito de dejar pasar la luz en el espectro de absorcién del
fluoréforo, mientras que bloquean la luz para longitudes de onda mayor que el
espectro de fluorescencia.

En contraste, los filtros de emision se eligen para dejar pasar la luz del
espectro de emision mientras bloquean la luz del espectro de excitacion.

La ventaja de este tipo de iluminacién radica en las sencillas
modificaciones que se deben practicar en un microscopio convencional. Las
desventajas son que incluye la posible presencia de efectos de filtrado en muestras

gruesas y la dificultad de alinear el condensador y el objetivo.

b) Iluminacidn en campo oscuro. Hasta alrededor de 1970, el problema de
eliminar la luz de excitacion fue resuelto primariamente usando configuracion de
iluminacién en campo oscuro. Un condensador de campo oscuro produce un cono
anular de iluminacién cuya apertura es mayor que la apertura del objetivo. El
contraste de la imagen era superior que con objetivos de iluminacién depapertura

completa, usando los filtros de excitacién y de emision disponibles en esa década.
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La mayor desventaja de este disefio es que la eficiencia de adquisicién de la
fluorescencia de emision, a través del objetivo, se reduce considerablemente.
Aquellos especimenes que tienen una débil fluorescencia son dificiles de detectar,
y la adquisicién de la luz emitida por la preparacién depende de la apertura
numeérica del objetivo en el orden de la segunda potencia.

Para la luz de excitacién en campo oscuro, la apertura del objetivo debe
ser menor Que la apertura de iluminacion. Se deben utilizar objetivos con apertura
de diafragma, la cual no suele ser mayor de NA=0.7. Por lo general, se considera
NA=1.4 ya como una buena calidad de objetivo. La reduccidn en la intensidad de
fluorescencia es en este caso (0.7/1.4)’=0.25. Esta reduccién es el mayor
inconveniente para la deteccién y medida cuando hay una débil fluorescencia,

aunque conlleva la prevencion de la extincion foténica.

¢) lluminacién mediante luz incidente o epiiluminacion. Los problemas de
iluminacién y contraste fueron Optimamente resueltos a finales de los 60,
mediante la modificacién de iluminadores verticales, afiadiendo nuevos filtros de
interferencia (Ploem, 1967).

Como se observa en la figura, la epiiluminacién ocurre a través del
objetivo. El objetivo es a la vez condensador y objetivo. El nuevo componente del
sistema es un espejo llamado dicroico. Este espejo posee una capa que le infiere
un gran poder de reflexion a 45° para las longitudes de onda transmitidas por el
filtro de excitacién mientras que tiene una alta transmitancia para las longitudes de
onda del filtro de emisién. En la fig. 8 se muestran las dos circunstancias posibles
en relacion con la incidencia de la luz sobre el espejo dicroico. En el caso a), la
luz de excitacién es reflejada, ya que posee una A menor que la caracteristica de
corte del dicroico, mientras que en b), la luz de emisién se transmite al tener una A
mayor.

En epiiluminacién con apertura completa del objetivo, y en combinacién
con filtros de excitacién y emisién, se obtiene un excelente contraste en

preparaciones que tengan una débil fluorescencia. Al utilizar el objetivo como
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condensador, es facil la alineacién. Ademads, la fluorescencia para gruesos
especimenes es mas brillante que en luz transmitida.

Una importante ventaja de la epiiluminacién es que puede ser combinada
con métodos convencionales de transiluminacién tales como contraste de fase,

polarizacién y contraste diferencial.

a) Muestra fluorescente b) Muestra fluorescente
—_— —_—
A
_ | —t
\ i
Objetivo- { | Objetivo- |
condensador | ; condensador :
E : !
— I —
Filtro de excitacidn
_};;/'
7

_}% Dicroico &fmcroico

a) Excitacion de la muestra.
b) Emision de luz de la muestra (fluorescencia).

Fig. 8. Esquema de la epiiluminacion. a) Luz de excitacion. b) Luz de emisién. El objetivo hace de
condensador El dicroico posee distintas propiedades de reflexién y transmisién dependiendo de la
A de la luz incidente.

3.3.1. Iluminacion de Koehler

El camino de la luz incidente es disefiada de acuerdo a los principios de
Koehler. En la iluminacién de Koelher, la imagen de la fuente de luz (L) es
focalizada en el iris del diafragma (L') que es también conjugado a la entrada de la

pupila (L"L'™) del objetivo (Obj), mientras que la imagen del diafragma de campo
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(FD) es focalizada en el plano del espécimen (SP). Cuando el diafragma de campo
estd focalizado en el plano del espécimen, la imagen de la fuente de luz esté fuera
de foco. Esta disposicion produce luz uniforme del campo del espécimen a pesar
de la desigual intensidad luminosa tipica de la mayoria de las fuentes luminosas.
El diafragma de campo controla el tamafio del area iluminada del espécimen sin
afectar la intensidad del 4rea iluminada. El diafragma del iris controla el tamafio
de la fuente de luz proyectada en la pupila-de la entrada del objetivo. Abriendo y
cerrando el diafragma del iris, se incrementa y decrementa la intensidad de
iluminacion del espécimen sin afectér el tamafio del campo iluminado. Si el
diafragma del iris no estd incluido en el disefio de la iluminacién, entonces la
intensidad de iluminacién del espécimen es ajustada insertando filtros de densidad
neutra en el camino de iluminacién en la adecuada posicion donde la imagen de la
superficie de los filtros estard fuera de foco en el plano del espécimen.

En la fig. 9 se esquematiza la iluminacion de Koehler. En el diagrama, A,
B y C son lentes, el filtro de excitacion es EX, el espejo dicroico se representa por
DM, y BF es el filtro de supresién. Los planos conjugados del espécimen son O,
SP, O’ y O’° mientras que para la ldmpara se emplea la notacion L, L’, L”’, L’ y

L?”’
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Fig. 9. En el diagrama se muestra un esquema de iluminacion de epifluorescencia empleado en la
microscopia de fluorescencia. El diafragma de campo (FD) estd conjugado con el espécimen,
mientras que la imagen del filamento de la ldampara o arco (L) lo estd con la parte posterior del
plano focal del objetivo (L’’, L.°""). A esta relacion se le conoce como iluminacién de Koehler.
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3.3.2. Fuentes luminosas y obturadores

Los obturadores son criticos en la microscopia de fluorescencia. Una
continuada iluminacién del espécimen puede reducir su fluorescencia debido a la
extincion fotdnica, ademas de no ser muy saludable para las células.

Por otra parte, la fluorescencia no es deseable cuando se observa el
espécimen mediante transiluminaciéon. Habitualmente se sitla un obturador
mecanico con el fin de controlar el paso de luz. Estos obturadores (Uniblitz,
Vincent Associates, Rochester, New York) permiten regular la iluminacion
mediante control remoto.

Existen diferentes tipos de lamparas de luz blanca asi como laseres que
frecuentemente son utilizados en microscopia de fluorescencia. Cuando tomamos
la primera opcidn, debemos observar estas diferentes caracteristicas:

| e el espectro de radiacion de la lampara;

e ¢l tamafio del filamento o arco comparado con area del plano focal
del objetivo (condensador en epiiluminacion);

e estabilidad de la fuente de luz a lo largo del tiempo y del espacio;

o uniformidad de la iluminacién del campo;

Las lamparas pueden ser caracterizadas en términos radiométricos por la
densidad de radiacion espectral (B). Esta medida fisica es independiente de la
sensibilidad visual humana, y es especifica para cada lampara. Una porcion del
area de la superficie luminosa de una lampara emite luz con un dngulo sélido que

posee un particular rango espectral:

B, = f/(FwDl) )

donde fes el flujo radiante en watios, F es el area de la superficie luminosa en
cm?, w es el angulo solido del cono de luz emitido en esterradianes, y Dl es el
ancho de banda espectral seleccionado en nandmetros. By viene expresada en las
siguientes unidades: Wem 2sr'nm™

Este valor representa el flujo radiante por unidad de area, unidad de angulo

sélido y unidad de ancho de la banda espectral. El valor absoluto dependera de la
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forma en que se ajuste el microscopio. El flujo radiante es determinado por el
tamafio de la superficie luminosa seleccionada por el diafragma del iris de la
epiiluminacion. El dngulo sélido del cono de luz emitido es determinado por la
apertura numérica (NA) de la lente del iluminador. El ancho de banda del espectro
es determinado por los filtros y/o monocrdémetro empleado.

La luz emitida por la ldmpara se ajusta con un buen colector situado de
formavque el filamento o arco esté cerca de su principal punto focal. En la
iluminacién de Koelher el colector hace de fuente de luz secundaria. Una imagen
del filamento o arco debe ser proyectada sobre el plano focal del objetivo, que
sirve de condensador, durante la excitacion en epiiluminacién. El filamento o arco
llena la apertura del objetivo para maximizar la radiacion y asegurar una
iluminaciéon uniforme del campo mediante la iluminacién de Koelher. En
ocasiones se coloca frente a la lampara un cristal para maximizar la iluminacién
uniforme, especialmente con ldmparas de arco que tienden a producir puntos de
gran intensidad luminosa.

La iluminacién del espécimen debe ser constante en el tiempo y en el
espacio. La estabilidad de la fuente de luz también es critica para asegurar la
precision de la medida. La inestabilidad a lo largo del tiempo refleja las
fluctuaciones temporales de la radiacion de la ldmpara y es derivada
primariamente de la variaciéon en el suministro eléctrico de la ldmpara. La
inestabilidad de la ldmpara en el espacio es detectada a menudo en ldmparas de
arco, y se caracteriza por fluctuaciones en la iluminacién. Esta vibracién ocurre
cuando diferentes elementos de la superficie de la l[dmpara de arco presentan
diferentes fluctuaciones de la migracién del plasma a través de los electrodos.
Estas variaciones espaciales pueden ser debidas a pequefias alteraciones de la
resistencia de los electrodos, fluctuaciones en la potencia suministrada y/o
vibraciones mecanicas.

Las fuentes de luz basadas en un filamento son muy estables,
especialmente cuando funcionan a una corriente constante. Por el contrario, las
lamparas de arco son inherentemente mas inestables. Gracias al funcionamiento de

las lamparas de arco en DC, se ha podido aumentar su estabilidad
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considerablemente. Se ha demostrado que en las lamparas de arco, a menor
distancia entre electrodos, mayor estabilidad. De la misma forma, una lampara de
arco de xenon es mas estable que una de mercurio. Afiadir un pequefio porcentaje
de xendn a una ldmpara de arco de mercurio hace que ésta aumente su estabilidad
(Oriel, Strattford, Conneticut). Las lamparas de arco tienen un proceso de
envejecimiento en el cual el metal se deposita gradualmente en la superficie de la
bombilla, lo cual se puede apreciar a simple vista.

Resumiendo, debemos seguir los siguientes paso para optimizar el sistema:

1. Seleccionar la fuente de luz y el condensador adecuados, para que el
plano focal del objetivo se rellene con la imagen del filamento u arco.

2. Tener precaucién en que la radiacién de la ldmpara sea estable en el
espacio y en el tiempo.

3. El microscopio deberd, finalmente, ser ajustado mediante la iluminacidén

de Koeler.

3.3.3. Fuente de luz blanca

Basandonos en las caracteristicas de las lamparas descritas anteriormente,
se utilizan diferentes tipos de luz blanca en microscopia de fluorescencia. La
eleccién depende del espectro de radiacién de excitacién sobre el rango de
longitudes de onda requerido y la estabilidad requerida de la radiacién. Las
principales ldmparas son de: tungsteno, haldégeno-cuarzo, 50-100W de arco de

mercurio y 75W de arco de xenén.

3.3.4. Laser

La utilizacién de laseres nos asegura estabilidad y una intensa luz
monocromatica. Hay dos picos de intensidad principales en un laser de ion argon,
uno en 488nm y otro en 514nm. La emision del laser puede tener una de las lineas
o ambas sintonizando una determinada frecuencia resonante del laser. La linea de
488 es ideal para excitar la fluoresceina. La linea de 514 se utiliza para excitar la

rodamina.

49



Material y Métodos

En general, se utilizan diferentes tipos de l4ser para distintos espectros de
emision. Los laseres de gran potencia y con una buena estabilidad de la fuente
luminosa, son relativamente caros y dificiles de mantener.

Actualmente, el laser es una fuente de luz ideal para su aplicacién en

microscopia de fluorescencia y més particularmente en microscopia confocal.

4. SISTEMA DE ADQUISICION DE IMAGENES

El sistema de adquisicion de imagenes montado en nuestro laboratorio,
esta formado por un microscopio invertido dotado de iluminacién de fluorescencia
(Axiovert-35, Carl-Zeiss, Oberkochen, Alemania), una camara CCD (MCD220,
SpectraSource Instruments, California, USA), una tarjeta convertidora analégico-
digital (AT-MIO-16, National Instrument, Texas, USA) y un PC con un
microprocesador Pentium a 133 Mhz con 16 Mb de memoria RAM y 1.2 Gb de

disco duro. Ver fig. 10.

;_ _L Camara CCD

Célula
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Lampara d <>I]
P (1)

I (2)

==

| p—
N
AN /
(1) Rueda de Filtros ; (2) Dicroico Ordenador (PC)

Fig. 10. Esquema del sistema de adquisicion de imagenes, que incluye el microscopio dotado de
luz de epifluorescencia, la cdmara CCD y el sistema computerizado de adquisicion de imagenes.
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A continuacidén se describen los diferentes elementos que forman este

sistema de adquisicion, desarrollandolo con mayor profundidad.

4.1. Iluminacién de epifluorescencia

Para los experimentos que se describen en este trabajo, se utilizaron
fluoréforos como quinacrina, fura-2 y FM1-43. En los tres casos, y debido a sus
caracteristicas intrinsecas, las longitudes de onda de excitacién necesarias son de
360, 390 y 460 nm. Por ello, y puesto que el espectro de radiaciones asi lo
requeria, se utilizé una ldmpara de mercurio resistente a altas presiones (Osram
HBO 100, Berlin, Alemania).

El espectro de emisién que a continuacién se describe alcanza desde los
340 a los 650 nm. Cada zona del espectro equivale a un color. Esto es lo que se

conoce comunmente como temperatura de color.

Emision
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1 i 434 Hg
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3 546
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1.- Cristal de cuarzo de alta resistencia.
2.- Catodo.

3.- Arco de luz. -
4.- Camara de combustion (contiene mercurio).

5.- Anodo.

Fig. 11. Descripcién de la lampara y de su espectro de emisiéon. Los picos representan una
acentuada intensidad de iluminacién y se correlacionan con una determinada A.
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El rango de longitudes y su correspondencia con un color determinado es

el siguiente:

1.-340-400 nm ....oovvrriiierenne. Cerca del ultravioleta (UV)
2.-400-430 1M oo Violeta

3.-430-500 nm ..ooverrieiiiiinnee, Azul

4.-500-560 nm oo, Verde .

5.-560-620 nm ....c.ooovenrnninee. Amarillo a Naranja

6.-620-700 M ..o Naranja a Rojo

7.- >7000M .o Cerca del infrarrojo (IR) — Invisible

Tal como se describe en la fig. 11, se colocan dos electrodos (cdtodo y
anodo) en una lampara de cristal de cuarzo resistente a altas presiones. La camara
de encendido contiene una pequefia cantidad de Hg.

Entre los electrodos se prende un arco de luz provocado por una
sobretension transitoria que se mantiene con una fuente de alimentacion. El calor
resultante vaporiza el Hg a gas y se crea una enorme sobrepresion en la lampara.
Esta se calienta e irradia una luz extremadamente brillante con una alta proporcién
de luz ultravioleta (UV).

La energia luminosa irradiada se distribuye en determinadas longitudes de
onda llamadas “lineas de mercurio”. La capacidad para cambiar a diferentes lineas
de intensidad y estrecho rango espectral constituye una gran ventaja de este
emisor, y es muy util en fluorescencia.

La excitacion se provoca con una sola “linea” y, debido al cambio en la
longitud de onda de emisién descrita por la ley de Stokes, la fluorescencia se ve en
una longitud de onda en la cual la luz del iluminador no causa précticamente

ninguna perturbacién.

4.2. Filtros

Existen diferentes tipos de filtros: de densidad neutra, filtros de vidrio,
filtros de vidrio coloreados, filtros de gelatina y filtros de interferencia.

Los filtros de densidad neutra atentan uniformemente todos los colores del
espectro. Se construyen, frecuentemente, depositando una fina capa de metal sobre

una superficie plana de vidrio. Esta superficie se sella con otra lamina de vidrio.

n
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Los filtros de vidrio coloreados transmiten la luz en regiones limitadas del
espectro debido a la absorcion de luz, dependiendo ésta de la composicién
metélica del vidrio.

Los filtros de gelatina constan de una capa de gelatina que contiene
colorantes organicos. Esta capa suele estar protegida por dos superficies planas de
vidrio.

Los filtros de interferencia estdn construidos por multitud de capas de
diferente indice de refraccion selladas por dos superficies planas de vidrio. La
caracteristica de transmision de este tipo de filtros se produce por la interferencia
de la luz reflejada en las diferentes capas. Es importante destacar que la luz no
transmitida por un filtro de interferencia es reflejada. Los filtros de interferencia
disefiados para seleccionar parte de la regién del espectro mediante reflexion se
denominan espejos dicroicos. Los filtros de interferencia pueden ser diseflados
para transmitir o reflejar luz en anchos de banda discretos, desde el UV a la region
del infrarrojo en el espectro.

Los filtros se caracterizan por sus coeficientes de transmisién y reflexion.
Los filtros paso de banda se identifican por sus picos en la longitud de onda de
transmision, el porcentaje de luz incidente en la longitud de onda transmitida y la
media del ancho de banda de dicha longitud de onda. Los filtros de paso de banda
de alta calidad tienen una caracteristica de transmisiéon marcadamente cortante.

Los filtros que dejan pasar sefiales por encima o por debajo de una
determinada longitud de onda, también tienen una caracteristica similar al anterior
entre el rango de la longitud de onda transmitida y la absorbida o reflejada. Los
filtros coloreados y de gelatina, en cambio, no suelen tener esta acentuada longitud
de onda de corte. Los mejores resultados, por tener acentuada esta caracteristica,
se obtienen con los filtros de interferencia.

La longitud de onda de los filtros de ancho de banda y de corte se eligen
con el fin de maximizar la transmision de energia sin pérdida de la fluorescencia

al atravesar diferentes filtros.
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4.2.1. Filtros utilizados en la microscopia de fluorescencia

Los filtros que se describen a continuacidén se colocan entre la fuente
luminosa de excitacién y el condensador (objetivo), asi como entre la preparacion
y la cdmara CCD digital.

a) Filtro de excitacion. Estos filtros suelen ser de ancho de banda, y se
denominan asi por permitir el paso Unicamente a la luz que tenga longitudes de
onda definidas en un estrecho espectro. De esta forma, si un filtro se define como
BP 340/10, nos asegura el paso de longitudes de onda de 340+ 10 nm. El resto del
espectro serd absorbido o reflejado.

b) Dicroico. Es un filtro paso de banda (transmite por encima de una A) y
viene definido por una longitud de onda de corte. Esta propiedad origina un
curioso comportamiento, de tal forma que, al incidir radiaciones con longitudes de
onda superiores a la de corte, éstas son transmitidas, mientras que las que poseen
longitudes de onda inferiores son reflejadas. Gracias a esta propiedad, y a la
disposicién en 45° que adopta el dicroico en el cajetin del microscopio, la luz de
excitacion es reflejada, mientras que la que llega de la luz de fluorescencia de la
preparacion (la luz de emision) es transmitida, ya que esta ultima tiene una
longitud de onda mayor que la de corte del filtro.

c) De emision. Suele ser de paso de banda, aunque en ocasiones se utiliza
de ancho de banda. En este tltimo caso, nos aseguramos la eliminacién de ruido,
pues la posible luz emitida por elementos ajenos a la preparacion es filtrada y sélo
se transmite la luz de emision de la fluorescencia.

En la fig. 12, se pueden contemplar las caracteristicas particulares de los
filtros empleados. Es importante conocer con exactitud los espectros de los filtros,
para poder optimizar nuestro sistema con el disefio de un filtrado ideal que

favorezca una maxima fluorescencia emitida, para una minima excitacion.
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Espectro de los filtros utilizados para la Quinacrina
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Fig. 12. Los espectros de los filtros fueron obtenidos con un espectrofotémetro (Beckman
Instruments, Inc. Fullerton, California, USA). Las caracteristicas intrinsecas de las moléculas de
los colorantes hacen que se deba utilizar una determinada longitud de onda de excitacién y, como
consecuencia, un determinado juego de filtros.
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4.3. Objetivos

La intensidad de la imagen de fluorescencia varia segin sea el objetivo
empleado. Se puede determinar tedricamente el brillo relativo de la imagen, si
ignoramos los efectos de la transmisién y reflexion de los elementos dpticos de los
objetivos. La intensidad de luz que pasa a través de un objetivo varia con el
cuadrado de su apertura numérica. La NA es la medida de la apertura a través de la

cual la luz pasa por el objetivo. Est4 definida como:

NA =n'senq (6)

(3P

donde “n” es el indice de refraccién entre la muestra y el objetivo, y “q” es la
mitad del dngulo del cono de los rayos que entran al objetivo.

Ademas, el brillo de la imagen varia con el inverso del cuadrado del
aumento del objetivo. En la fluorescencia con luz transmitida, el condensador
habitualmente permanece fijo, mientras que es el objetivo el que cambia. Cuando
se utiliza una gran magnificacion del objetivo con un condensador fijo, la luz de
iluminacién del condensador es difuminada fuera del campo, y se observa mayor
que la visualizada desde el objetivo. Por este motivo se pierde parte de la
intensidad luminosa. Por lo tanto, podemos expresar el brillo de la luz de

fluorescencia transmitida como:
brillo de la imagen o [(NA del objetivo)’* (NA del condensador)]/(magnificacién)*  (7)

En epiiluminacién, el objetivo también sirve como condensador. Al
incrementar la magnificacion del objetivo, se focaliza la misma intensidad de luz
sobre una campo mas pequefio. El resultado es que el brillo de la imagen es

proporcional a:
Brillo de la imagen o (NA del objetivo)® / (magniﬁcacz’o’n)z (8) |

Una regla practica consiste en magnificar la NA del objetivo y minimizar

la magnificacién total cuando se realizan imdagenes electrénicas. En niveles de
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baja intensidad luminosa, cuando la luz es una limitacién, es a menudo mads
importante incrementar el cociente entre sefial y ruido a expensas de la
magnificacién. Ploem ha descrito el uso de la demagnificacion de las lentes en
combinacion con una alta NA del objetivo para maximizar el brillo de la imagen.
La necesidad de minimizar la irradiacién de la luz de excitacion para evitar la
extincién de la fluorescencia hace que se deba considerar este hecho en la eleccién

de los componentes.

4.4. Camara CCD digital

a) Propiedades del silicio. Puesto que las CCD estan fabricadas de silicio,
el estudio de las propiedades de este elemento nos permitirda comprender mejor el
funcionamiento de este dispositivo de adquisicién de imégenes.

En la forma cristalina, cada dtomo de silicio esta unido covalentemente a
su vecino. Se necesita una energia superior a la de enlace, que es
aproximadamente de 1.1 V, para romper la unién y crear un par electrén-hueco.
Una radiacién electromagnética incidente en forma de fotones, con una longitud
de onda menor que 1 m, puede romper la unién y generar pares electrén-hueco.
Bajo una iluminacién constante, se establece un equilibrio entre el flujo que entra
y la recombinacién de carga.

En la fig. 13 se ilustra como pueden romperse las uniones a causa de la
incidencia de fotones, y se muestra que existe una estrecha relacién entre el tipo
de radiacién incidente y la intensidad de absorcién; una longitud de onda corta
implica una menor penetracion en el silicio. Este sera transparente en longitudes
de onda préximas a 1100 nm, mientras que es practicamente opaco a longitudes de
onda menores de 400 nm.

Es importante conocer que particulas de alta energia, rayos-X y rayos
cosmicos pueden romper miles de uniones, puesto que una exposicién excesiva
puede dafiar el cristal.

Otra posibilidad es que las uniones se rompan por agitacion térmica. En las
camaras CCD digitales esto supone ruido, por lo que normalmente se somete el

cristal a un enfriamiento.
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Fig. 13. Representacion bidimensional de un cristal de silicio tridimensional en diferentes estados
de excitacion. Podemos observar que diferentes tipos de radiaciones incidentes provocan la ruptura
de diferente niimero de uniones, segin sea su penetracion en el cristal.

b) Pozo de Potencial. Para medir la carga producida por los fotones
incidentes, se construyen los fotodetectores. Tal como se esquematiza en la fig.
14, se crece una fina capa de dioxido de silicio sobre una seccién de silicio. Se
afiade una puerta conductora (“gate”) sobre el 6xido. Asi, serd posible aplicar un
potencial eléctrico positivo a la puerta, lo que crea una region donde pueden ser
almacenados los electrones libres generados por los fotones incidentes. Es
importante destacar la imposibilidad de distinguir entre electrones generados por
agitacion térmica, por particulas de alta energia o por la interaccion fotdnica. Por
este motivo, la carga producida por agitacion térmica es indeseable.

El pozo de potencial se continda llenando hasta un cierto limite. La

capacidad del pozo de potencial suele sobrepasar el millon de electrones.
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Luz incidente Conexion eléctrica
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Fig. 14. Representacion esquemdtica de un pozo de potencial donde son almacenados los
electrones libres que han sido generados al romperse enlaces entre dtomos de silicio.

C) Principios bdsicos de funcionamiento de la CCD. Tipicamente las CCD
se fabrican a partir de finas rodajas de cristal de silicio. Sus dimensiones suelen
tener varios centimetros cuadrados de superficie y 500 pum de grosor. En dicha
oblea se dispone una estructura formada por miles de pozos de potencial. Esta
estructura puede disponerse con muchas fases, de forma que los pozos de
potencial son capaces de propagarse a través del cristal de silicio. En la fig. 15 se
ilustra el corazén de una camara CCD digital. Aunque dentro de la carcasa de la
camara hay otros componentes, el representado en la figura es el que nos permite
reconocer cuanta luz emite o refleja un espécimen.

Estd compuesta de un agrupamiento de pozos de potencial dispuestos en
columnas. La geometria de los canales establece las columnas y la imposibilidad
de migracién de carga entre columnas. La carga es almacenada a lo largo de las
columnas en fotodetectores individuales gracias a patrones de potenciales

aplicados en la “gate”.
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La CCD es cuadrada y esta integrada por 192 x 165 pixeles. Cada pixel
tiene un tamafio de 16 um x 13.75 um, lo que supone un area activa de 0.264cm x
0.264cm. Cada pixel es una unidad independiente que permite almacenar la carga

del electrén inducida por radiacién foténica.
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Fig. 15. Esquema de la CCD de la cdmara utilizada en los experimentos. Se especifican algunos
datos dados por el fabricante, tales como nuameros de pixeles y dimensiones de los mismos.
Sabiendo estos datos y la magnificacién del objetivo, podemos conocer, por ejemplo, las
dimensiones del espécimen observado por el microscopio.

Esta agrupacién bidimensional de pozos de potencial es conocida como
registro paralelo. Una imagen focalizada sobre el registro paralelo proporciona
una distribucién de carga proporcional a la integracion del flujo total incidente de
cada fotodetector. La independencia de almacenes de carga individuales se

mantiene durante todo el proceso de forma que no se entremezclan las cargas de
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diferentes pozos. Ademas, la transferencia de carga se puede producir cientos de
veces sin pérdida alguna.

El principio de transferencia de carga es un concepto esencial para
comprender el dispositivo de acoplo de carga. En realidad, la carga no se transmite
por la superficie del silicio, sino que lo hace a través de canales enterrados bajo su
superficie. Esto permite evitar interferencias y asegura la mdxima eficiencia en el
proceso de transferencia.

La calidad de la CCD depende de la eficacia en el transporte de la carga
desde el fotodetector hasta la salida del amplificador. Este parametro suele venir
identificado en las caracteristicas técnicas. Para nuestra camara, la eficacia de
transferencia es del 99.998%.

El funcionamiento de este mecanismo de lectura queda descrito en la fig.

16.
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Fig. 16. Mecanismo de lectura en el registro serial.

En la parte superior de la fig. 16 se distingue el registro serial, que juega
un papel fundamental en la lectura de la CCD. Un cambio en el potencial de la
“gate” provoca que toda la carga almacenada en un registro paralelo cambie hacia

el registro serial, fila a fila. Una vez en el registro serial, la carga se transfiere al
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amplificador de salida. Este produce una sefial, susceptible de ser medida,
proporcional a la carga.

Después de que el registro serial se vacia de carga, una segunda fila de
cargas se transfiere desde el registro paralelo para finalmente llegar de nuevo a la
salida del amplificador. Este mecanismo se repite hasta vaciar completamente las
filas de carga, de manera que podemos de nuevo exponer la CCD y repetir el

proceso.

5. DETERMINACION DE LA [Ca]** POR METODOS FLUORIMETRICOS
5.1. Introduccion

En algunos casos, como por ejemplo los indicadores de calcio fura-2 e
Indo-1, o indicadores del pH tales como el BCECF, SNARF Y SNAFL, el ion
libre y el ion en su forma fluorescente tienen diferente espectro de excitacidén o
emisién. Con este tipo de indicadores, el cociente de las sefiales 6pticas se puede
utilizar para calcular la concentracién del ion. La medida del cociente de
intensidades de fluorescencia elimina la distorsién debida a la extincién de la
fluorescencia, asi como las variaciones en la carga de la sonda y las posibles

fluctuaciones provocadas por la falta de estabilidad de la fuente luminosa.

5.2. Métodos basados en el cociente de intensidades de fluorescencia

Estos métodos consisten basicamente en medir la intensidad de
fluorescencia provocada por la excitacién de la muestra a dos longitudes de onda
diferentes. La gran ventaja de estos métodos radica en la cancelacién de
variaciones artifactuales de la sefial de fluorescencia.

Para aplicar el método de la razén de intensidades, es conveniente
substraer la fluorescencia de fondo ("background") antes de proceder al calculo
del cociente. El cociente de dos intensidades de fluorescencia con opuestas
respuestas al ion sensible produce el mayor rango dindmico posible. En otros
casos, el cociente se realiza entre intensidades sensibles al ion con otro que

permanece invariable a la concentracidn de dicho ion (punto isosbéstico).
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En la fig. 17 podemos observar de qué forma una disminucién de
fluorescencia debida a diferentes factores tales como la extincion fotdnica, es
eliminada cuando se realiza el cociente de intensidades de fluorescencia

correspondientes a diferentes longitudes de onda.

Ayl Ay

/\.1/ An

Intensidad de Fluorescencia

A

f >

Tiempo

Fig. 17. Diagrama representativo de la importancia de la técnica del cociente de intensidades de
fluorescencia. El ejemplo muestra un indicador idnico que exhibe un aumento de intensidad de
fluorescencia a una A, mientras que se decrementa para A;. El punto isosbéstico corresponde a A,
donde la intensidad de fluorescencia es independiente de la concentracién del ion. La intensidad de
fluorescencia del indicador se decrementa en el tiempo debido al fenémeno de extincion fotdnica u
otro proceso. Sin embargo, este fendmeno no se aprecia cuando sometemos el registro al método

del cociente de intensidades.

5.2.1. Método del cociente de intensidades de fluorescencia

Con este método (Grynkiewicz y col., 1985) se calcula el cociente de

intensidades de fluorescencia, R=F; / F, para dos longitudes de onda (F360 y
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F390). La [Ca®*] depende de la constante de disociacién Kq de fluoroforo y de B,
es decir, del cociente de las intensidades de fluorescencia con la longitud de onda
de 390 nm con 0 Ca*' y con saturacién de Ca®".

Considerando S y Sp coeficientes de proporcionalidad relativos a 4, y 4,
cuando el colorante esta libre; Sy; y Sy, cuando el colorante estd ligado a Ca2+; S¢

y Sy las concentraciones del indicador libre y ligado respectivamente, tenemos:

1}

i

S4Cy
C

- 8,,C, ©)
S,Ci+ S,,C

! 52

1
2

m N

]

Sin embargo, Sty S estan relacionados con [Ca®*] por la ecuacién:

(10)
C, = C, [Ca?/K

d

donde K es la constante de disociacion efectiva. La razén de fluorescencia, R:

. (11)
S”Cf+ Sb,Cb B} SH +Sb1[C82 ]/Kd B

S/2 Cl * sz CD S/z - S;z [Ca Z.]/Kd

F1
FZ
Despejando de esta ultima expresion obtenemos el valor de [Ca™:

R-(S,/S,) S, (12)

(Ca?] =K, — L "2
(Sp1/ S, -R S,

N

. L, . +

teniendo en cuenta que S¢/Sp, es el valor limite que R puede tomar para [Ca®"]=0
lo consideraremos como Ry, mientras que Sy /Sy; puede ser escrito de forma
analoga como Rnax, ya que expresa el cociente maximo para una [Ca®*] saturada.

Podemos escribir entoces:
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Si utilizamos valores de intensidad para una tnica longitud de onda, la

ecuacion quedaria como:

[Ca 2-] =K. " min (14)

5.2.2. Determinacién de la [Ca]** mediante técnicas de imagen

Para poder aplicar el método anteriormente expuesto, debemos registrar la
intensidad de fluorescencia a dos A distintas. Una forma de registrar dicha sefial es
utilizar un fotomultiplicador, que transforma la sefial luminosa en eléctrica y la
amplifica. Otro método consiste en captar imagenes de fluorescencia y promediar
la intensidad luminosa de los pixeles correspondientes a una region determinada.
En realidad, las bases fisicas de estos dos métodos de registro son similares, ya
que en ambos casos existe una transformacidon de la sefial luminosa en sefial
eléctrica.

Sin embargo, hay dos diferencias importantes que hay que tener en cuenta
para valorar estas dos técnicas de registro:

1. El fotomultiplicador permite tiempos extremadamente cortos en la
adquisicion de la sedial, respecto al que necesita la CCD. Es decir, tiene una
maybr resolucion temporal.

2. La CCD, frente al fotomultiplicador, tiene la ventaja de conservar la
informacién de forma espacial, es decir, podemos conocer la intensidad luminosa
emitida en cada regidn de la imagen adquirida. Esto nos permitira, en el analisis,
escoger la regién que nos interese de la imagen original, para calcular la razéon en

la misma.

6. ANALISIS Y PROCESAMIENTO DE IMAGENES

6.1. Introducciéon

Determinadas diferencias, muy sutiles, de valores de intensidad son

dificilmente perceptibles por el ojo humano. Por ello, se recurre a procesamientos
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digitales que permiten una mejora sustancial y, por consiguiente una mayor
resolucién para nuestra visién. En la fig. 18 se muestra de qué manera, en una
imagen con una escala gradual y continua de tonos de gris, no podemos distinguir
entre valores préximos de intensidad. Por el contrario, si conseguimos transformar
esta imagen en otra mas contrastada, los valores de gris presentan saltos discretos

que son facilmente distinguibles por el 0jo humano.

Intensidad Intensidad
A A

> >
Posicion Posicion

Fig. 18. En la parte superior se muestran las imagenes de la escala de gris antes y después de
aplicar un cambio en el contraste. En la parte inferior se grafican los cambios de intensidad
luminosa respecto a la posicién. En el primer caso la grafica es continua y el cambio de intensidad
respecto a dos puntos proximos es minimo. En cambio, en el segundo caso podemos ver un cambio
brusco de intensidad entre dos posiciones vecinas. Esto es lo que se conoce como "aumento de
contraste”.

Por otra parte, la mera observacion de una imagen no siempre nos da toda
la informacion que de ella requerimos; es preciso un analisis, mediante diferentes

algoritmos, para profundizar en los detalles que nos interesen.
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Por ejemplo, la idea basica en el procesamiento de imagenes consiste en
resaltar la diferencia de intensidad entre dos puntos proximos mediante
tratamientos digitales que eliminen el ruido, aumenten el contraste de la imagen
y/o transformen una escala de gris en otra de color. En la fig. 19 se muestra cémo
puede afectar a un determinado pixel o conjunto de pixeles la informacién que lo
rodea. El tratamiento de eliminaciéon del fondo luminoso en una imagen digital

provoca el efecto descrito.

Fig. 19. Los cuadros interiores en las cuatro figuras son idénticos. Sin embargo, los contornos que
los rodea hacen que parezcan diferentes. Concretamente, el cuadrado interior de la Gltima figura
parece mas luminoso que el primero.

Las propiedades opticas de los microscopios convencionales dotados de
iluminacién de epifluorescencia no producen una imagen perfecta del espécimen.
Por el contrario, la imagen observada es una version filtrada paso de baja y es
contaminada con informacion fuera de foco. Como resultado, la imagen tiene un
reducido contraste y un incremento de la profundidad de campo. Este problema es
especialmente importante en medidas de [Ca®*] localizado.

Una solucién a este problema es adquirir imagenes con la técnica de
microscopia confocal que sélo detecta informacion que esté a foco. Pero esto tiene
varias desventajas en medidas de baja luz de fluorescencia en células vivas. Como
alternativa se recurre al procesamiento digital y a un algoritmo de perfilado que

elimine informacion fuera de foco.
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En el procesamiento digital se recurre a manipular nimeros que expresan
la cantidad de iluminacién que presentaba la imagen adquirida. Dicho de otra
forma, la imagen que observamos en el microscopio ha sido traducida, en nuestro
caso, a una matriz de 192 x 165, de forma que cada elemento es un niimero, tanto
mas alto cuanto mayor es la intensidad luminosa de la imagen. Esta matriz de
numeros, por lo tanto, serd la fuente del procesamiento digital. En la fig. 20 se

representan los diferentes pasos requeridos en la obtencion de una imagen digital.

CCD

Preparacion celular

h 4
75|53| 92|22/ 13 92 22 Sefial JV*(“L

15ai
89/ 31| 75| 53|25/ 17| 50 anaiogica

|
13 92 2219222/ 13| 33 l
75| 92 22|75(13/92| 22
89| 17| 50| 89| 92 22|13 92, 22, 23, ... Tarjeta
< digitalizadora
641392 22 | 92/ 22|13

Fig. 20. Los fotones reflejados o emitidos por la preparacién celular llegan a la CCD, donde son
transformados en una sefial eléctrica (analdgica). Posteriormente, esta sefial se transfiere a un
convertidor que transforma dicha sefial analdgica en digital.
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Existe un niimero ilimitado de manipulaciones que pueden realizarse con
las imagenes digitales; tales manipulaciones pueden ser clasificadas en dos
categorias:

1.- Analisis de imagenes. Nos referimos a todas aquellas rutinas de
programacién que producen informacién descriptiva de la imagen digital. Se
suelen designar como caracteristicas de la imagen (calculo del didmetro de la
célula, valor de la [Ca®"], ...).

2.- Mejora de la calidad de la imagen. En esta segunda categoria, las
rutinas para manipulacion de imagenes permiten que la observacién de la imagen
sea mas clara, sin que en ningin momento aporte informacion descriptiva sobre la
misma.

Ejemplos de este tipo de rutinas son la substraccion de dos imégenes
adquiridas en diferente lapso de tiempo para poder detectar el movimiento, o la
sustitucion de una escala de gris por otra de color (seudocolor) para exagerar el

contraste.

6.2. Sistema de digitalizacion de imagenes

Un sistema de este tipo consiste en una serie de componentes que
convierten una imagen Optica en una imagen digital. Dicho sistema genera valores
numéricos discretos para cada localizacion de la imagen que miden su intensidad
luminosa. Estos niimeros son conocidos como valor o nivel de gris. En la mayoria
de los casos, este valor se escribe en cddigo binario, de forma que el maximo
rango de valores de gris es una potencia de dos. Asi, un sistema digitalizador de 8
bits produce 2° = 256 valores diferentes de gris.

Normalmente, cuando se mide la intensidad de luz en diferentes
localizaciones de la imagen, se trasladan dichos valores a una matriz ordenada de
elementos o sistema de ejes cartesianos en donde es posible identificar cada
elemento de la imagen original por sus coordenadas. Ademads, este valor binario
que hemos adquirido guarda una relacion lineal con la intensidad luminosa de

dicha localizacién. De esta forma, mediante una funcién lineal de transferencia, y
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a partir del valor de gris de un pixel individual, podemos determinar el brillo que

habia en el correspondiente punto de la imagen original.

6.3. Resolucion de la imagen digital

Una imagen digital debe ser una fiel representacién de la imagen Optica
original. Esta sera tanto mds exacta cuanto mayor sea la resolucion de la imagen
digital. Podemos contemplar, atendiendo a la resolucion, dos categorias:

o Resolucion en el rango de valores de grises. Viene determinada por el
sistema digitalizador. De esta forma, un sistema de 8 bits (2°=256) tendrd menos
resolucién que uno de 12 bits (2'2=4096).

En ocasiones, cuando la imagen presenta diferencias sutiles en el contraste,
se precisaran 256 6 mas valores de gris para una correcta representacion de la
misma. Otras veces, por el contrario, cuando se pretende representar unicamente
el tamafio de un objeto para su clasificacidon, no serd necesaria tanta resolucion y
se reducird el nimero de diferentes valores de gris con el propésito de aumentar la
velocidad y disminuir la memoria necesaria para su almacenamiento.

Si, por ejemplo, en una aplicacidon, una imagen de 8 bits puede expresarse
en cuatro diferentes valores de gris (una imagen de 2 bits), entonces la memoria
necesaria se reducird en un factor de cuatro. Algunas imdgenes pueden ser
almacenadas utilizando un Unico bit de valor de gris. Se llaman imégenes binarias
y contienen pixeles que pueden ser blancos o negros.

La resolucion de valores de gris estd limitada por el ruido debido a las
propiedades intrinsecas de la CCD y a los componentes electronicos que
participan en la digitalizacién. La precisiéon del proceso de digitalizacién viene
expresado por el nimero de bits necesarios para almacenar la desviacion estandar
de la componente del ruido.

A veces, el ruido puede reducirse mediante la acumulacion y el célculo de
la media de varias imagenes digitales “idénticas” tomadas en diferentes instantes.
Este tipo de manipulacion seria eficiente si la imagen digital se pudiera modelar
mediante la suma de la imagen verdadera y una funcion independiente del ruido,

distribuida normalmente y aditiva. Acumulando N imagenes, el componente de la
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imagen real vendra incrementada por un factor N, mientras que el componente del
ruido se incrementa s6lo en un factor YN (Castleman, 1979).

Cuando el propésito del procesamiento digital es crear una imagen nitida,
el numero de diferentes valores de gris de la misma debe ser mayor que los que
percibe el ojo humano. Nosotros podemos distinguir solamente 40-80 diferentes
valores de gris en un monitor de video (Castleman, 1979); por lo tanto, una
imagen con 6 ¢ 7 bits de resolucion (64 6 128 valores de gris) seria suficiente para

obtener una buena calidad de reproduccion.

e Resolucién espacial. Viene determinada por el espacio entre pixeles, y
por la fidelidad de la tarjeta digitalizadora. El valor de cada pixel en la imagen
digital representa la intensidad media de una localizaciéon de la imagen Optica
sobre un espacio finito. Por esta razon, las caracteristicas de la imagen que sean
menores que el espacio entre pixeles no se representaran con exactitud en la
imagen digital. Para preservar la resolucion espacial, la tarjeta digitalizadora debe
tener un espacio de al menos la mitad del tamafio de la caracteristica méas pequefia
resoluble, o lo que es equivalente, dos veces la mas alta frecuencia espacial

(criterio de Nyquist).

6.4. Histograma de la imagen

El histograma de nivel de gris es una funcién discreta que especifica el
numero de pixeles que aparecen en la imagen para cada valor de gris. Mediante la
observacion del histograma de nivel de gris, podemos obtener importante
informacién de la imagen Optica.

Por ejemplo, nos puede interesar el area ocupada por una célula que
aparece como una mancha oscura sobre un fondo claro. La solucién a este
problema pasaria por contabilizar el nimero de pixeles que tienen un valor
correspondiente a la zona oscura y multiplicarlo por el drea de cada pixel

Mediante el histograma, representado en la fig. 21, de dicha imagen digital
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podremos distinguir dos picos, uno correspondiente a los valores de gris de la
célula y otro correspondiente al fondo.
Tomando como referencia el valor de T podemos conocer el nimero de

pixeles correspondientes a cada zona. Numéricamente, se describe como:

ri
Area = Z H(GV) (15)

GV=0

donde GV es el valor de gris de cada pixel y H(GV) es el nivel de gris en el
histograma.

El valor de gris que separa diferentes regiones de un histograma, tales
como T, en este caso, es llamado umbral de los valores de gris y es
frecuentemente utilizado en manipulaciéon de imagenes (Weszka, 1978). Una

formula mas general para encontrar areas entre dos umbrales del histograma es:

- 2 (16)
Area(T, T,) = 3 H(GY)
GV-T,
donde T; y T, son el umbral més bajo y mas alto, respectivamente, que definen la

regidn de interés en el histograma.

—>

Nitimero de pixeles

P
T

0 : >
T, 250 Vvalor de gris

Fig. 21. En el histograma se representan el nimero de pixeles que poseen un determinado valor de
gris. T, seria el valor de referencia que separa dos poblaciones de pixeles con caracteristicas de
intensidad luminosa muy diferentes.
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6.4.1. Modificacién del contraste a través del histograma

Una vez que la imagen esta almacenada en forma digital puede ser
manipulada de forma que se altere el contraste (se define contraste entre pixeles
vecinos como la diferencia entre sus respectivos valores de gris) y el brillo de la
imagen. Tales manipulaciones afectan tan sélo a los valores de gris de pixeles
individuales y no altera para nada la informacion espacial.

De esta forma, dada una imagen digital I;, obtendremos otra I, aplicando

la funcion f(I), llamada funcién de transformacion de intensidad (ITF):

L (1) = £ [L (L)) (17)

donde I, (i,j) representa el pixel original definido posicionalmente mediante la fila
“1” y la columna “”. Es importante destacar que el pixel de salida (el pixel
procesado a partir del original, llamado de entrada) depende solamente del valor
del nivel de gris del pixel de entrada y no de los pixeles circundantes. Por esta

razdn, la ITF puede expresarse mediante,
GV2=f(G V[) (18)

donde GV es el valor de gris de salida de la imagen I, y GV es el valor de gris de
entrada de la imagen [;.

Una ITF muy utilizada es la funcién lineal,
GV;=mGV;+b (19)

donde la pendiente “m” indicara el grado del contraste y “b” el brillo de la imagen.
En la figura siguiente se observa la relacion entre el histograma de entrada y el de
salida mediante la aplicacion de la ITF. Cada valor de gris en H; es transformado,

mediante dicha funcién, en un valor de gris en H.
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Fig. 22. Cada valor de gris en H, es transformado, mediante la funcién ITF, en un valor de gris en
H,.

6.5. FILTRO DIGITAL Y CONVOLUCION ESPACIAL

Anteriormente hemos descrito manipulaciones digitales que se producian
punto a punto, cada valor de gris del pixel de salida venia determinado
tnicamente por el correspondiente pixel de entrada. Estas operaciones alteraban
propiedades como el brillo o el contraste, permaneciendo inalterada la
informacioén espacial.

El término "filtrado digital", por el contrario, describe manipulaciones que
afectan a la informacion espacial, tales como suprimir el ruido afiadido o resaltar

detalles parciales de la imagen.
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Un ejemplo de rutina de filtrado digital es la convolucién espacial. Una
operacion de convolucidén sobre una imagen digital implica multiplicar punto a
punto cada valor de los pixeles de la imagen de entrada por los pixeles de una
segunda imagen, conocida como mascara de convolucién o kernel. Normalmente
el kernel contiene un ntmero impar de filas y columnas y suele ser una matriz
cuadrada.

La operacién de convolucién se realiza de forma individual sobre cada
pixel de la imagen de entrada y consta de tres operaciones aplicadas
secuencialmente:

1. La mascara de convolucién es superpuesta sobre la imagen original, de
manera que el pixel central del kernel coincida con la localizacion del
pixel al que se aplica la convolucién (en adelante nos referiremos a él
como pixel diana).

2. El valor de cada pixel de la imagen original se multiplica por el
correspondiente valor del kernel.

El valor de gris del pixel diana se sustituye por la suma de los productos

LI

determinados en el caso anterior.

Algunos algoritmos requieren cierta cantidad de imdagenes bidimensionales
tomadas en diferentes planos focales, aunque el algoritmo de enfoque de vecinos
proximos sélo requiere una imagen por encima y otra por debajo del plano de la
imagen.

Existe una modificacién de este algoritmo que consiste en construir un
simple filtro inverso, el cual extrae informacién fuera de foco con resultados
similares al obtenido con el algoritmo de vecinos préximos, pero sin la necesidad
de utilizar secciones adyacentes de la imagen.

La fig. 23 esquematiza los tres pasos descritos anteriormente, y describe un

ejemplo de mascara de convolucidn y de qué forma actda sobre el pixel diana.
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Sobreposicion de la mascara
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Fig. 23. La operacion de convolucion se realiza de forma individual sobre cada pixel. En la imagen
final de salida s6lo se especifica el pixel descrito en la convolucion. Los seiialados con “0” deben
considerarse también como resultado de la convolucién.

Para realizar la convolucién sobre una imagen completa, la secuencia de
operaciones descritas se debe repetir para cada pixel de la imagen original.
Podriamos considerar que la propiedad de convolucion tiene elemento neutro, y
seria la aplicacion del filtro digital mediante un kernel que tuviese valor 1 en el
pixel central y valor 0 en los circundantes, con lo cual obtendriamos una imagen
idéntica a la original.

La operacion de convolucién se describe matemdticamente, en su forma

discreta como:

S (20)

n L liejmmy Mo )

- et
m

n

76



Material y Métodos

donde B es el pixel en la fila “i” y la columna “j” en la imagen de salida, I;j es
el correspondiente pixel en la imagen de entrada y M(mn) s el pixel en la fila “m”

y columna “n” del kernel. Esta operacidn se representa a menudo en la forma
B=1*M 1)

donde el simbolo * representa la operacion de convolucidn.

6.5.1. Ejemplos de mascaras de convolucién

Dependiendo del tipo de analisis y de la informacién que queramos
obtener, podremos aplicar a nuestra imagen original diferentes tipos de filtrado y,
por tanto, diferentes mascaras de convolucion:

a) Filtro suavizador. Si a la convolucién de la imagen le aplicamos la
mascara descrita en la fig. 24, correspondiente a dicho filtro, el valor de gris de
cada pixel se sustituye por la intensidad promedio de sus ocho vecinos mds
proximos. Si el valor de gris de alguno de estos nueve pixeles es, de manera
inusual, mas bajo o mas alto que de los vecinos como consecuencia del ruido
afiadido, el valor medio tendera a reducir el efecto de dicho ruido debido a que es

distribuido entre los pixeles circundantes.

| I
18 1/91}1/9, |
e Uelel G 1 1] x1/9
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Fig. 24. Kemnel aplicado en la convolucion destinada a suavizar el contraste de la imagen.
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La convolucién con una mdscara de este tipo se interpreta como una
operacién que suprime la contribucién de alta frecuencia espacial. El término
frecuencia espacial es andlogo a la frecuencia temporal, y describe la rapidez con
que una determinada sefial cambia, con respecto a la posicion en la imagen. Una
funcién senoidal tiene una baja frecuencia espacial si presenta sélo unos pocos
ciclos a través del ancho de una imagen, mientras que tiene una alta frecuencia si
observa muchos ciclos a su través. La mas alta frecuencia espacial que se puede
representar en una imagen digital tiene un periodo de longitud igual al ancho de
dos pixeles.

El ruido randémico de una imagen suele poseer una frecuencia espacial
alta, por lo que podra eliminarse mediante un filtro suavizador, haciendo que la
imagen se desdibuje. Este efecto serd tanto mds acusado cuanto mayor sea el
numero de filas y columnas del kernel.

b) Filtros Laplacianos-o perfiladores. Se diseflan normalmente para
aumentar la nitidez de la imagen y detectar bordes. Los kernel con los que

aplicamos la convolucién se describen en la fig. 25.

05-1jo i-1 1| -1 1] 2] 1]
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Fig. 25. Ejemplos de mascaras destinadas a perfilar contornos en la imagen.

En este caso, el efecto que provoca es el de acentuar la alta frecuencia
espacial a la vez que suprime las bajas frecuencias.
Es interesante destacar que un filtro perfilador puede separarse en dos

mascaras, tal como se demuestra en el esquema de la fig. 26.
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Filtro sharpening Separacion en dos mascaras
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Fig. 26. Un filtro perfilador puede descomponerse en dos mascaras aplicadas de forma sucesivas.

La primera de las dos mascaras descritas en la fig. 26 corresponde al
elemento neutro que, tras la convolucidn, produce una imagen idéntica y la
segunda es la que se utiliza para suavizar una imagen. Por lo tanto, el efecto de un
filtro Laplaciano es similar al efecto de sustraer, de la imagen original, una imagen
desdibujada. En la fig. 27 se representa en el sistema de ejes cartesiano la

intensidad de cada pixel frente a su situacién espacial.

79



Material y Métodos

.UA
©
E . .
@ imagen original
2
£
X
‘OA
@
2
%) ﬁ '
3 Imagen suavizada
o

X

<

Imagen sustraida

Intensidad
l————b
>

X

Fig. 27. En este esquema puede observarse el efecto que provoca la sustraccién de la imagen
suavizada a la original.

6.5.2. Filtros digitales mediante transformadas de Fourier

- Las técnicas més poderosas para procesamiento digital son aquéllas que
recurren al andlisis mediante transformadas de Fourier. Se basan en un teorema
que establece que una funcién armonica puede ser representada por una serie de
funciones seno y coseno que difieren en la frecuencia, amplitud y fase. La
transformada de Fourier es una funcién cuya frecuencia y amplitud estan
relacionadas con las componentes del armoénico de la funcion original de donde
deriva. Por ejemplo, si tenemos una funciéon de la forma f(x)=cos(2n-f-x), la

transformada de Fourier es de la forma representada en la fig. 28.
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Fig. 28. Transformada de Fourier de una funcion trigonométrica.

Mediante la transformada de Fourier, convertimos una funcién que varia
con el espacio, en otra que varia con la frecuencia.

Gracias a esta técnica, y con el disefio de filtros de Fourier adecuados, se
consigue eliminar altas y bajas frecuencias espaciales. El método es especialmente
poderoso cuando se pretende filtrar ruido armdnico.

Otra caracteristica importante de la aplicaciéon de la transformada de
Fourier es la semejanza que ofrece en su resultado con la convolucién descrita en
el apartado anterior. La operacién de convolucién sobre un pixel implicaba las
operaciones del producto y la suma, asi como méscara de convolucion. Esta
operacién es similar al filtro de Fourier, donde cada valor del filtro de Fourier es
multiplicado por su correspondiente pixel en la transformada de Fourier de la
imagen.

Las dos operaciones estdan relacionadas porque la operacién de
convolucidn es idéntica a la operacion de filtro de Fourier cuando dicho filtro es la
transformada de Fourier de la méascara de convolucién. Por lo tanto, se podra

utilizar cualquiera de estas dos técnicas con idéntico resultado. La unica diferencia
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radica en trabajar en el “espacio de la imagen” o hacerlo en el “espacio de
Fourier”.

La decision de aplicar una u otra operacion depende de algunas
consideraciones:

e La transformada de Fourier conlleva un considerable tiempo de
computerizacion y de memoria, por lo que resulta més lento que el
uso de la convolucién mediante una méscara pequeiia.

e Sin embargo, cuando la mascara es grande, la transformada de

Fourier es mas rapida que la operacion de convolucidn.

7. PROGRAMACION DEL SISTEMA DE IMAGEN

7.1. Introduccion

En el sistema de adquisicion de imagenes, 1a programacién del software
utilizado ha tenido una gran relevancia. El programa que se describird a
continuacién ha sido disefiado e implementado integramente en el laboratorio, lo
cual ha permitido un mayor control de los experimentos, al ser desarrollado en
funcién de las exigencias de los mismos.

Cuando nos planteamos un lenguaje de programacion, nos decidimos por
Visual Basic. La eleccién se basé en la facilidad y rapidez para desarrollar una
aplicacién, asi como, en un segundo término, la apariencia profesional que
muestra en pantalla. Sin embargo, tanto en la adquisicion como en el
procesamiento de las imagenes, presentaba el inconveniente de la lentitud con que
realizaba estas tareas. Debido a esto, recurrimos a ciertas librerias de Windows
Api (Application Programming Interface) que mejoraban esta carencia. En este
punto es donde se justifica plenamente la eleccién de Visual Basic, por ofrecer la
posibilidad de incorporar DLL (Dinamic Link Libraries), siendo €sta una de sus
mejores virtudes y que lo hace extraordinariamente potente.

Pero en el mercado no existian todas las librerias que necesitdbamos, con
lo cual solo nos quedaba el recurso de crear nuestras propias librerias en lenguaje

“C”. De esta forma, todas las funciones que gobiernan la camara, tales como abrir
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y cerrar el obturador, integrar y limpiar los valores de la CCD o regular el tiempo

de exposicién, se construyeron sobre una tnica DLL. También se programaron

otras DLL para realizar diferentes tratamientos y andlisis de las imdgenes que en

Visual Basic habrian requerido mucho tiempo de procesado. Todas ellas fueron

programadas en “C” e invocadas desde Visual Basic.

[\

En sintesis, abordamos las tareas de programacion del siguiente modo:

En Visual Basic se crearon las formas, es decir, las pantallas que daban
acceso a las utilidades del programa mediante los comandos. También se
programd en este lenguaje la gestion de ficheros, la presentacion en
pantalla de las imégenes vy la seleccion de las variables que se emplean en
la adquisicidn.

En “C” se programaron las DLL que incluyen todas las funciones de
gobierno de la CCD. Otras DLL escritas en este lenguaje generan BitMaps,
calculan valores de intensidad luminosa, convierten formatos, procesan
imagenes y determinan su centro de gravedad. En ultima instancia, estos
programas fueron invocados desde Visual Basic siguiendo el protocolo

habitual que se utiliza con las funciones de Windows Api.

En la fig. 29 se esquematizan los diferentes recursos de programacion

empleados y las diferentes utilidades de la aplicacién utilizada en nuestros

experimentos.
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Fig. 29. Representacion de los lenguajes de programacion utilizados en nuestra aplicacion y
descripcién de algunas de sus principales funciones.

7.2. Programacién de las DLL

Las DLL juegan un importante papel en la filosofia del entorno Windows.
Su principal caracteristica es la de ser llamadas en el periodo de ejecucion de
cualquier aplicacién. Dicho de otro modo, una DLL es una libreria de funciones a
las que un programa puede acceder de forma dindmica en el transcurso de su
gjecucion. Las direcciones de memoria que necesita el programa para acceder a la
libreria de funciones se fija cuando se crea el fichero ejecutable y permanece
inalterado durante su ejecucion. Ejemplos de DLL en Visual Basic son todos los
controles que se utilizan en el disefio de la aplicacion.

Existen varias razones por las que es recomendable el uso de las DLL:
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1. Posibilita el acceso a funciones “Run-Time” de “C”. Estas funciones no
serfan reconocidas por Visual Basic de no ser DLL.

2. Las DLL permiten compartir una sola copia de una funcidn ejecutable. Es
decir, si hubiese diez programas ejecutindose en un entorno multiproceso,
y cada uno de ellos utilizara una misma funcién, no se necesitarian diez
copias de esa funcién, sino que una es compartida por los diez programas.

3. Da acceso a funciones de Windows API (Application Programming
Interface). Estas funciones son de gran utilidad, ya que, debido a la amplia
libreria disponible, facilitan la programacién de Visual Basic.
Normalmente se requieren rutinas de llamada para permitir su
incorporacion a este lenguaje de programacion.

4. Mayor velocidad debido a la proximidad del lenguaje “C” al cédigo
maquina.

S. Los cddigos y datos de las DLL solo se cargaran si son necesarios. Como
consecuencia, se requerira menos cantidad de memoria y menos tiempo
cuando se inicialice el programa.

6. Si la funcién ejecutable, la DLL, es mejorada, puede ser sustituida por la
version antigua sin tener que modificarse ni reprogramar las aplicaciones

que la utilizan.

7.3. Tipos de ficheros

En la mayoria de los programas, existe la necesidad de leer y/o grabar
datos de un fichero. Como el tipo de informacién puede ser muy diferente,
también lo es el tipo de fichero al que se desea acceder. De esta forma, tanto en
Visual Basic como en “C” se distinguen tres tipos: de acceso aleatorio, secuencial
y binario.

1. Acceso aleatorio. Es el mas utilizado cuando el programa gestiona una

base de datos en la que cada registro estd compuesto de diferentes
campos. Por ejemplo, una agenda digital contemplaria la posibilidad de

leer y escribir los datos de una persona, de forma que un registro
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estaria compuesto por los campos nombre, apellidos, teléfono, etc...
Cada registro ocuparia el mismo numero de bytes independientemente
de si se completan o no (puede que los datos no ocupen la misma
extension, por ejemplo el nombre de dos registros diferentes). La
principal ventaja de este tipo es acceder a un registro cualquiera y, por
lo tanto, a todos los campos del mismo.

Acceso secuencial. Mientras que en el fichero de acceso aleatorio se
accede registro a registro, en el secuencial se hace linea a linea. Asi,
tanto cuando se lee, como cuando se escribe en un editor, leemos o
escribimos linea a linea, en el fichero, dicho texto. Es la manera mas
adecuada de gestionar ficheros de texto.

Acceso binario. En este tipo, el acceso es byte a byte. En nuestro caso,
y debido a la propia estructura fisica del hardware, es el mas
conveniente a la hora de registrar y leer las imdagenes. Posibilita
localizar bytes especificos que nos permiten una mayor versatilidad en

el procesamiento de los mismos.

Los tipos de fichero utilizados para grabar y de esta forma conservar,

procesar y analizar las imagenes, son los formatos “SSI” y “BMP”.

7.3.1. Estructura del fichero en formato SSI

Este es el formato natural de la tarjeta digitalizadora de la cdmara. El
sensor que utiliza la camara estd compuesto por 31680 pixeles (192 x 165) y la
sefial adquirida por cada uno de ellos es convertida a un valor de resolucién de 12

bits, es decir precisa 2 bytes para almacenar el valor de cada pixel.

Los datos de la imagen son transferidos linea a linea (cada una formada

por 192 pixeles) hasta completar las 165 lineas que componen la CCD. Asi el

numero total de bytes transferido es de 63360 bytes.

Es importante tener en cuenta que la disposicién de los bytes no mantiene

el orden secuencial, sino que el primer byte es el menos significativo y el segundo,
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el mas significativo. Si queremos conocer el valor decimal correspondiente que se
archiva en este formato, deberemos multiplicar el valor decimal del segundo byte

(el mas significativo) por 256 y sumarle el valor decimal del primero.

7.3.2. Estructura del fichero en formato BMP

Si bien es cierto que el formato SSI era el que mayor resolucion tenia
(puesto que se aprovechaba la maxima resolucion de 12 Bits de la cdmara) y, por
lo tanto, era el considerado para los andlisis de la imagen, sin embargo, en algunos
casos, presentaba ciertas dificultades y se optd por la conversion a otro formato
mas universal, concretamente al BMP.

La conversién a este formato se fundamenté en la comodidad que
presentaba para ser exportado a otras aplicaciones, como editores graficos o de
texto, de uso general (Word Perfect, Corel Draw, Power Point...).

En esta estructura se contemplan dos bloques bien diferenciados: uno es el
cabecero (“header") en donde se definen todos los aspectos relacionados con la
presentacion de la imagen (tamaiio, tipo de fichero, resolucién, numero de colores
empleados, paleta utilizada...); el otro es la informacién propiamente dicha de la
imagen (“Info”), donde se graban los valores correspondientes a la intensidad

luminosa de cada pixel.

8. DESCRIPCION DEL PROGRAMA DE ADQUISICION Y ANALISIS
8.1. Introduccion

Antes de comenzar a programar nos preguntdbamos como seria nuestra
aplicacién y qué esperdbamos obtener de ella. En primer lugar, queriamos un
programa que pudiera adquirir imagenes y asi poder tener el maximo control sobre
dicha adquisicién. El programa debia ser especifico para la cédmara que
empledramos y para los experimentos que disefidsemos.

Por esta razdn, al describir la aplicacién, la subdividiremos en tres
apartados. Uno de ellos se basarda en la adquisicidon y los otros, en el

procesamiento y andlisis.
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8.2. Adquisicion de imagenes

Partiendo del ment principal y seleccionando el modo de adquisicién, nos
situamos en una pantalla independiente en donde todos los controles estan
relacionados con las propiedades inherentes a la adquisicién y con otras que se
ven involucradas en la misma.

Lo primero que debemos hacer antes de proceder a la exposicion de la
CCD es activar el dispositivo que enfria el sensor. Este dispositivo provocara un
enfriamiento del cristal de silicio evitando de esta forma ruido eléctrico.

El segundo paso es la seleccion del modo de exposiciéh, que puede ser
unico o continuo. En ambos casos se deberd sefialar el tiempo de exposicién
adecuado. Si se trata de exposiciéon continua, escogeremos el intervalo de tiempo
que transcurrird entre exposiciones. Si se considera 0 ms, el tiempo real entre
adquisiciones lo marcara el tiempo necesario para la integracién por parte de la
tarjeta digitalizadora. Se contempla también la posibilidad de que las imagenes
adquiridas se muestren en seudocolor y no en blanco y negro.

Otros comandos utiles son los que gobiernan otros periféricos, como el
obturador que intercalamos entre la fuente de excitacion y el espécimen, y la rueda
de filtros que selecciona la longitud de onda de excitacion.

El primero fue especialmente importante para preservar las preparaciones
cargadas con quinacrina de una innecesaria iluminacion de excitacion, mientras
que el segundo nos permitia, gracias a una sefial de voltaje aplicada a un motor
que hacia girar la rueda de filtros, poder adquirir imagenes de fluorescencia a dos
longitudes de onda diferentes.

Por ultimo, es posible, en esta misma pantalla de adquisicién, decidir el
directorio donde se ubicaran las imagenes adquiridas y el nombre del fichero.

En la fig. 30 se ilustra la pantalla a la que se hace referencia y pueden verse
los comandos a los que acede el usuario y que ya han sido descritos en este

apartado.
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Fig. 30. La imagen adquirida se presenta siempre en pantalla, bien sea la adquisicién unica o
continua. El obturador que se antepone entre la lampara y la preparacion puede regularse de forma
automdtica y sincronizada con el obturador de la cdmara o manual, para que permanezca abierto
durante todo el proceso de adquisicion. Respecto al filtro empleado, s6lo contemplamos la
posibilidad de seleccionar el filtro antes de la adquisicion.

8.3. Procesamiento de las imagenes

Una vez hechos los experimentos y obtenidas las imagenes, se recurre al
procesamiento y analisis de las mismas. El programa nos permite modificar el
contraste y brillo de la imagen. También, dependiendo del tipo de anélisis y de la
informacién que queramos obtener, podremos aplicar diferentes mascaras de
convolucién.

En el primer caso, una pantalla de dialogo permite controlar el grado de
contraste y/o brillo de la imagen procesada. El algoritmo utilizado en este proceso

consisti6 en relacionar el histograma de entrada y el de salida mediante la
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aplicacion de una ITF (ver el apartado 6.4.1- Modificacién del contraste a través
del histograma).

Respecto a la mascara con la que se realiza la convolucidn, el programa
contempla diferentes mascaras prefijadas, asi como la posibilidad de incorporar
otras de tercer orden, definida por el usuario, asignando los valores del kernel.

Otro procesamiento usual consistié en la conversién de formato. Para que
fuera eficaz, se disefi6 una utilidad que permite acumular en una lista todos los
ficheros del tipo SSI que deban ser convertidos, y el programa en pocos segundos
los convierte secuencialmente al formato BMP evitando la operaciéon de hacerlo
uno a uno, tal como se muestra en la fig. 31.

Por otra parte, cuando quisimos determinar la pérdida de fluorescencia, el
centro de gravedad o los transientes producidos en una region determinada, se
generaba un nuevo fichero correspondiente a esa region, de manera que se

consideraba a todos los efectos como si fuese una imagen independiente.
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Fig. 31. Seleccionando el directorio (primera columna) donde se ubican los ficheros que se desea
convertir y marcando los mismos con el ratén (segunda columna), se van acumulando en la tercera
columna. Una vez finalizada la seleccion de los ficheros, se activa el proceso de conversion que
trabajar4 secuencial y automaticamente sobre todos los ficheros hasta convertirlos.
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8.4. Anailisis de las imdgenes

La base principal del andlisis consistié fundamentalmente en cuantificar la
intensidad luminosa en regiones concretas de la imagen. De esta forma pudimos
conocer diferentes parametros objeto de nuestro estudio, como la fusién de
vesiculas, que implicaba perdida de fluorescencia, las fluctuaciones en la
intensidad de fluorescencia, que indicaban transientes de calcio o la movilidad del
centro de gravedad de la imagen. Por otra parte, poder cuantificar la intensidad de
fluorescencia, bien de forma global, bien en regiones de interés, permite aplicar el
método del cociente de intensidades de fluorescencia para calcular la
concentracion intracelular del ion calcio.

En la fig. 32 se muestra de qué forma cuantificdbamos y representamos
graficamente la intensidad de ﬂuoreséencia. Esto nos permitia ver de forma
inmediata las fluctuaciones de la intensidad de fluorescencia, tanto de forma

cualitativa como cuantitativa.
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Fig. 32. Cada vez que seleccionabamos un fichero, se visualizaba su imagen correspondiente, y un
algoritmo —escrito en “C” ¢ invocado como una DLL— permitia leer el valor de cada pixel.
Mediante el sumatorio de todos los que componian la imagen, podiamos conocer el valor de
intensidad luminosa de la region seleccionada.
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En los experimentos que hicimos con quinacrina era interesante poder
observar de una forma cémoda de qué manera se producia la fusién. A veces, al
comparar dos imagenes, separadas en el tiempo, de mastocitos a los que se les
indujo la exocitosis con el secretagogo 48/80 (producto condensado del N-metil-p-
metoxi-fenetilamina con formaldehido) a una concentracién de 2mM, era posible
apreciar la fusién de un grano secretor. Sin embargo, para facilitar esta
observacién, programamos una utilidad que nos permitia visualizar una pelicula
del mastocito degranuldndose, a partir de las imagenes adquiridas previamente. En
esta pelicula selecciondbamos las imédgenes que la componian, asi como la
velocidad o intervalo entre imagenes. De esta forma pudimos observar maés
claramente el proceso de exocitosis y estudiar su cinética, teniendo en cuenta el

punto de aplicacién del secretagogo que origina dicho proceso.
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RESULTADOS

1. EXISTE UNA RELACION ENTRE LA INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA
EN CELULAS CEBADAS CARGADAS CON QUINACRINA Y LA EXOCITOSIS
INDUCIDA POR 48/80

La observaciéon mediante microscopia de fluorescencia, junto con la
utilizacién de técnicas de imdgenes, permiten estudiar el transcurso temporal de la
exocitosis en células cebadas cargadas con quinacrina.

Para tefiir las c€lulas, han de estar en contacto con el colorante durante 10
min. aproximadamente, con el fin de que éste penetre de forma pasiva al interior
celular y se aloje en las vesiculas. El resto de fluoréforo, que permanecia en el
medio extracelular, se elimina mediante un intenso lavado con solucidon externa,
evitando, de esta forma, el ruido ocasionado por la indeseable fluorescencia de
estas particulas.

Es muy importante determinar el periodo de incubacién 6ptimo para que
las vesiculas queden tefiidas, y no sobrepasarlo, con el objeto de evitar durante la
experimentacion el exceso de colorante que incrementa el dafio celular ocasionado

por la fototoxicidad atribuida a la quinacrina.
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El intervalo de tiempo entre adquisiciones consecutivas fue de 4 seg. y la
magnificacion del objetivo empleado de x63 de inmersidn de aceite. La exocitosis
se indujo aplicando a la preparacién el secretagogo 48/80, un policatién que
activa el proceso de degranulacion.

La degranulacién del mastocito provoca una pérdida de fluorescencia
debida a la difusion al exterior celular del colorante que permanecia atrapado en el

interior de las vesiculas.

1.1. Las células cebadas cargadas con quinacrina, cuando exocitan, presentan

una pérdida de intensidad de fluorescencia en un breve periodo de tiempo.

La observacién directa al microscopio pone de manifiesto que las c€lulas
cebadas cargadas con quinacrina experimentan una atenuacién de su intensidad de
fluorescencia cuando se activa el proceso de exocitosis con 48/80. Para cuantificar
dicha observacidn, se adquirieron imédgenes con una cdmara CCD digital, lo cual
permite registrar y analizar la variacién de la fluorescencia emitida por la célula
durante el transcurso temporal de la degranulacién.

En la fig. 33 puede apreciarse, de izquierda a derecha y de arriba abajo,
cémo disminuye la intensidad de la fluorescencia de una célula cebada cargada
con el colorante a medida que nos desplazamos por la secuencia de imagenes.

Inmediatamente después de adquirir el segundo fotograma, se aplicd a la
preparacion, mediante una micropipeta, el compuesto 48/80, lo que provocéd una
rapida degranulacién celular y, como consecuencia, la disminucién de la
intensidad de fluorescencia a la que nos referimos, motivada por la difusion del

colorante al medio extracelular una vez que la vesicula se funde con la membrana.
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Fig. 33. Célula cebada cargada con quinacrina. Inmediatamente después de adquirirse la imagen, se
aplico a la preparacion el compuesto 48/80 para inducir la degranulacién. Cuantificando la
intensidad de fluorescencia, podemos observar un decrecimiento exponencial de la misma y en
funcion de un ajuste exponencial, se determind su constante de tiempo, que fue de 25.35 seg.
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1.2. Cuantificando la intensidad de fluorescencia de las imdgenes, se

evidencia un decrecimiento de tipo exponencial.

Mediante el disefio de nuestros propios algoritmos y de su implementacién
en nuestra aplicacién informatica, pudimos cuantificar la intensidad de
fluorescencia emitida por la célula. Este procedimiento, encuadrado dentro del
analisis de imagenes, consiste en leer el valor numérico de cada pixel y realizar el
sumatorio sobre todos los que componen la imagen. Para que los valores finales
correspondientes a cada imagen puedan ser evaluados de forma mas cémoda, se
normalizan de manera que el valor de intensidad maximo de una imagen respecto
a las de su secuencia seria del 100%.

En la fig. 34 se representa dicha cuantificacién. El eje de abscisas
representa el tiempo expresado en segundos, y el eje de ordenadas, la intensidad
de fluorescencia en porcentaje. En la grafica puede verse una meseta inicial
correspondiente a la adquisicién antes de aplicar el compuesto 48/80, seguida de
una fuerte pendiente que corresponde al decrecimiento de la intensidad luminosa
provocada por la degranulacion celular.

La meseta inicial se debe a la constante intensidad de fluorescencia que
provoca el almacenaje del fluoréforo en el interior celular. Sin embargo, cuando
se inicia el proceso de exocitosis, esta circunstancia cambia a medida que las
vesiculas se funden con la membrana y secretan su contenido, entre ellos el
colorante que difunde al medio extracelular.

Siguiendo un ajuste exponencial sencillo, descrito mediante la funcion,
— A X

podemos encontrar la constante de tiempo correspondiente al decrecimiento de
intensidad luminosa, que, como puede verse, se ajusta en gran medida a dicha
funcién exponencial. De esta forma, en diferentes experimentos de este tipo,

calculamos la constante de tiempo, que era del orden de 20-30 seg.
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Fig. 34. En las dos figuras se representa el decaimiento de la intensidad de fluorescencia después
de inducir, tras la adquisicion de la segunda imagen, la degranulacion con el compuesto 48/80. En
la fig. a) se han unido los puntos que representan la intensidad de fluorescencia mediante una linea
poligonal. Para poner de manifiesto la forma en que decrece dicha intensidad, realizamos en la fig.
b) un ajuste a una curva exponencial y determinamos la constante de tiempo de la misma.
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1.3. La pérdida de intensidad de fluorescencia guarda una relacién

inversamente proporcional a la capacidad eléctrica de la membrana.

En el registro de la capacidad eléctrica de la membrana adquirido en
nuestro laboratorio (fig. 35) se representa el cambio de capacidad, dado en pF,
respecto al tiempo, dado en ms. La curva tiene tres fases bien diferenciadas. La
primera corresponde a un estado previo a la exocitosis en el que la superficie de la
membrana permanece constante. Posteriormente, aparece una fase de subida
ocasionada por la fusién de las vesiculas a la membrana plasmética que hace
aumentar su superficie y, por tanto, la capacidad eléctrica de la célula. Por ultimo,
en la tercera fase, cuando la degranulacion es completa, no se aprecia cambio de

capacidad y la superficie de membrana permanece de nuevo constante.

20
18
16 —
14 —
12

10

Capacidad eléctrica de membrana (pF)

T I j l T
0 10 20 30 40x10°
Tiempo (ms)

Fig. 35. Representacién del cambio de capacidad eléctrica de la membrana en el transcurso
temporal de la degranulacion. Esta capacidad viene expresada en pF y la unidad de tiempo es el
ms. El registro corresponde a experimentos realizados en nuestro laboratorio (cedidos por Rafael
Fernandez Chacén), e ilustra el aumento de la superficie de la membrana durante la exocitosis. La
degranulacién se indujo con 48/80.
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En los registros que expresan la pérdida de fluorescencia de los mastocitos
durante la exocitosis se evidencia una cierta similitud. A una fase de constante
intensidad de fluorescencia, previa al proceso secretor, sigue una fase decreciente
correqundiente al periodo de degranulacién celular.

Corroborando nuestra hipétesis inicial, en esta ultima fase existe una
correlaciéon inversa entre los registros de capacidad y de intensidad de
fluorescencia. Mientras que en el primer caso la capacidad aumenta, en el segundo
la fluorescencia disminuye.

En la fig. 36 pueden verse los registros antes descritos y la forma
exponencial de la fase de subida, en el caso de la capacidad, y de la fase de bajada,
en el de la intensidad de fluorescencia.

La razén que explica la relacién inversa entre ambas magnitudes se basa
en el hecho de que cada vesicula, al fundirse con la membrana, aporta a ésta un
incremento de su superficie, mientras que simultineamente resta un cierto
porcentaje de intensidad de fluorescencia al eliminar el colorante al medio
extracelular.

En la fig. 37 se ilustra, en el primer sistema de ejes coordenados, la
capacidad y la intensidad de fluorescencia respecto al tiempo para mostrar la
relacion inversa entre ambas magnitudes. En el segundo sistema de ejes, se
representa capacidad frente a fluorescencia para reflejar el decremento de una

magnitud respecto a la otra.
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Fig. 36. En la fig. a) se muestra un registro (cedido por Rafael Fernandez Chacén) de capacidad
obtenido en nuestro laboratorio. El aumento de capacidad de la membrana plasmatica durante el
proceso de degranulacién es exponencial y guarda una estrecha relacién con la disminucion de la
intensidad de fluorescencia en células cebadas cargadas con quinacrina, tal como se muestra en la
fig. b). El aumento de capacidad se ha normalizado a 100.
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Fig. 37. En este caso se ha representado en el mismo sistema de ejes, fig. a), la capacidad eléctrica
de la membrana y la intensidad de fluorescencia. Puede verse como mientras una exponencial es
creciente (aumento de la superficie de membrana durante la degranulacién), la otra es decreciente
(disminucion de la intensidad de fluorescencia). En la fig. b) se representa en el eje de abscisas la
capacidad eléctrica de la membrana, y en el de ordenadas la intensidad de fluorescencia. De esta
manera, se pone de manifiesto su relacién inversamente proporcional durante el curso temporal.
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1.4. La pérdida de intensidad de fluorescencia no es uniforme.

Tomando como origen imagenes que muestren la pérdida de
fluorescencia, y escogiendo dos regiones distintas de la misma célula, puede
observarse que la pérdida de intensidad de fluorescencia no es uniforme en toda la
célula, sino que se produce de forma local debido a que el proceso de exocitosis es
focal y, como consecuencia, esta perdida de fluorescencia dependera del nimero
de vesiculas que se fusionen a la membrana plasmatica y de la localizacién de las
mismas.

En la fig. 38 se escogieron dos regiones distintas de la célula para analizar
las diferencias existentes entre ambas durante el periodo exocitético.

En la regién a), situada en la parte izquierda de la imagen, la disminucidén
de intensidad se produce de forma muy tenue, casi inapreciable, mientras que en la
region b) este fendmeno es mucho més acusado.

Cuantificando la intensidad de fluorescencia en ambas regiones por
separado, y representando el curso temporal de las mismas, se evidencia la
irregular pérdida de fluorescencia. Este hecho es, por tanto, una demostracién

inequivoca de la selectividad local que poseen estas células durante la secrecion.
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Fig. 38. El decrecimiento de la intensidad de fluorescencia no es uniforme, sino que depende de la
region que se estudie. En la figura puede verse que en la regién a) el valor de intensidad a lo largo
del tiempo practicamente no varia, mientras que en la b) el decrecimiento es muy acusado.
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Fig. 39. Cuantificando la intensidad de fluorescencia en dos regiones correspondientes a la misma
célula, podemos observar que la pérdida de intensidad, cuando se induce la degranulacién con
48/80, no es uniforme, sino que, por el contrario, varia de una forma muy acusada.
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2. EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE IMAGENES ES UNA POTENTE
HERRAMIENTA QUE PERMITE ESTUDIAR, EN EL AMBITO DE GRANO
UNICO, EL TRANSCURSO TEMPORAL DE LA EXOCITOSIS EN CELULAS
CEBADAS CARGADAS CON QUINACRINA.

Tal como se describié detalladamente en “Material y métodos”, las
propiedades Opticas de los microscopios convencionales dotados de iluminacién
de epifluorescencia, no producen una imagen perfecta del espécimen, sino que,
por el contrario, estd contaminada con informacion fuera de foco. Como resultado,
la imagen tiene un reducido contraste y un incremento de la profundidad de
campo. Este problema es especialmente importante cuando se pretende tener ﬁna
alta resolucion espacial que permita la observacion detallada de las vesiculas.

Este inconveniente se resolveria adquiriendo la imagen con la técnica de
microscopia confocal que sélo detecta informacién que esté a foco. Sin embargo,
tiene la gran desventaja de provocar una alta fototoxicidad en células cargadas con
quinacrina, ocasionada por la gran energia que conlleva la excitacion con léaser.

Una alternativa es recurrir al procesamiento digital y a algoritmos que
eliminen informacién fuera de foco.

En los resultados que se describen en este apartado, asi como en las
imagenes expuestas a continuacién, se han recurrido a las siguientes
manipulaciones que clasificaremos en dos categorias:

1.- Andlisis de imdgenes (producen informacion descriptiva de la imagen
digital). Como ya hemos detallado, se cuantifica el valor de intensidad de
fluorescencia de la imagen leyendo los valores de cada pixel.

El desarrollo de la programacién de nuestros propios algoritmos en el
laboratorio permite una gran versatilidad en la lectura de la intensidad de
fluorescencia de la imagen, de forma que es posible realizarla en pixeles
individuales o regiones aisladas que sean de interés.

2.- Mejora de la calidad de la imagen (no aporta informacion descriptiva).

A partir de las imdgenes adquiridas durante los experimentos, se genera otra
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secuencia correspondiente a regiones de interés que forman parte de las imagenes
originales.

Seguidamente se procesan estas regiones, alterandose el contraste y el
brillo de la imagen. Tales manipulaciones afectan tan sélo a los valores de gris de
pixeles individuales y no alteran para nada la informacion espacial.

Como consecuencia de estos dos tratamientos digitales, se obtiene una
gran definicion de las vesiculas de modo que se puede seguir el curso temporal de
la degranulacion con una gran resolucion espacial.

El procesamiento empleado habitualmente consistié en una transformacién
del contraste y brillo de la imagen mediante la implementacién de nuestros
propios algoritmos basados en los descritos en la literatura y ya expuestos con
anterioridad.

El procedimiento consiste en representar las iméagenes, cuantificando los
valores numéricos de los pixeles que la forman, en histogramas de frecuencias.
Considerando una tabla de doble entrada y aplicando una transformacién segtin
una funcion lineal, se hace corresponder al valor de cada pixel original, otro valor
resultado de dicha transformada.

Siguiendo la descripcidn grafica de la fig. 40, y tomandola como ejemplo,
a los pixeles que tienen valores numéricos de 50 y 100 (valor de X) de intensidad
de fluorescencia, se les hace corresponder mediante la funcion lineal Y =2 * X +

50 los valores de:

Y=2*50+50=150
Y =2*100+50=250 (23)

Esto significa que dos pixeles vecinos con intensidades de 50 y 100, se
transforman en dos pixeles que tienen una mayor diferencia en sus valores
numeéricos correspondientes, 150 y 250, es decir aumenta el contraste de la

imagen.
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Fig. 40. En el eje de abscisas se representan los valores iniciales correspondientes a los pixeles de
la imagen original antes de ser procesada. Levantando la proyeccién vertical de cada valor inicial
hasta que corte a la recta descrita por la funcién afin correspondiente, y proyectando sobre el eje de
ordenadas dicho punto, se obtiene el valor de salida, es decir, el valor que tendria cada pixel de la
imagen una vez procesada.
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Fig. 41. Estas imdgenes, correspondendientes a la misma célula cebada y cargada con quinacrina,
sirven para ilustrar como afecta el cambio del brillo y contraste. a) En la imagen superior,
correspondiente a la adquirida inicialmente por la camara CCD digital, queda poco patente el
contorno no sé6lo de los granos, sino incluso de la propia célula. Ademas, presenta una elevada
fluorescencia en el medio extracelular que no ha de cuantificarse por no ser debida a la
fluorescencia de la propia célula. b) Sin embargo, tras el procesado (parte inferior de la figura), en
la imagen se destacan més claramente tanto el contorno de la célula como la propia vesicula. La
fluorescencia que proviene del exterior ha sido excluida.

108



Resultados

2.1. La pérdida de intensidad de fluorescencia se produce en saltos discretos

que corresponden a fusiones individuales de granos secretores.

Nuestro programa de analisis tiene la opcidn de visualizar una pelicula a
partir de imagenes adquiridas de forma secuencial. En esta pelicula se puede
especificar la rapidez en la presentacion de los diferentes fotogramas que la
forman, con lo que se tiene una mayor facilidad para observar las fusiones
individuales de los granos secretores con la membrana plasmatica.

Siguiendo esta metodologia, generamos una secuencia de nuevas imagenes
a partir de las originales, pero considerando tan sélo la region delimitada por las
coordenadas establecidas en dicha seleccidn.

El siguiente paso es cuantificar la intensidad de fluorescencia de estas
nuevas imagenes, que corresponderian a un nimero muy reducido de vesiculas.
Representando dicha cuantificacion a lo largo del tiempo en unos ejes cartesianos,
queda patente que cada salto corresponde a la fusién de una vesicula y que se
manifiesta en las imagenes como un agujero negro donde antes habia una vesicula
fluorescente.

En la parte superior de la fig. 42 se muestra la seleccién de la region hecha
sobre una célula cebada cargada con quinacrina. El estudio de dicha region a
través del tiempo nos muestra la desapariciéon de la fluorescencia grano a grano,
mientras dura el proceso de fusion. En la grafica inferior, mediante diagrama de
barras, se representa la intensidad de fluorescencia (en porcentaje) respecto al
tiempo. Cada descenso en la altura de las barras indica la fusién de una vesicula y,

por consiguiente, una disminucidn de la fluorescencia.
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2.2. Los histogramas de frecuencias que representan el niumero de pixeles
frente a la intensidad de fluorescencia constituyen un procedimiento eficaz

para detectar vesiculas.

En la literatura se describen algoritmos cuyo objetivo es separar regiones
representadas con diferente intensidad luminosa. Por ejemplo, mediante un
histograma de frecuencias se puede distinguir a una célula de su entorno.

Nosotros hemos desarrollado un algoritmo que se basa en el ya descrito, y
en el cual realizamos una lectura de intensidad de fluorescencia en una linea de la
imagen.

El algoritmo consiste en ir leyendo linea a linea los valores de intensidad
de los pixeles que las componen. Cada vez que la lectura de intensidad devuelva
un valor superior a un determinado valor umbral, y esta lectura se repita
secuencialmente al menos un nimero determinado de veces, nos encontramos con
una vesicula.

El inconveniente de este método radica en la posibilidad de que dos o mas
vesiculas se encuentren tan juntas que la lectura de la linea no se interrumpa y las
considere como una Unica vesicula.

Para solventar este problema, aislamos regiones de la imagen celular en las
que se identifiquen vesiculas unicas, de forma que no queden enmascaradas con

otras vecinas que permanezcan demasiado proximas.
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3. EL CONCEPTO DE CENTRO DE GRAVEDAD Y SU DETERMINACION EN
UNA SECUENCIA DE IMAGENES PERMITE EL SEGUIMIENTO LOCAL DE
LA VESICULA DURANTE EL TRANSCURSO TEMPORAL DE LA
EXOCITOSIS.

Cuando representamos una imagen como una matriz ordenada de nimeros,

se define el centro de gravedad (CG) de la misma como,

CG =% A4 (24)

({352}

donde “i” y “j” son las filas y las columnas respectivamente de la matriz, y 4, es
un elemento de la misma.

La importancia del concepto de centro de gravedad estriba en su
correspondencia con la vesicula cargada con quinacrina, por poseer €sta una
mayor intensidad de fluorescencia y, como resultado, un mayor valor numérico en

las lineas que la recorren.

3.1. El centro de gravedad en una secuencia de imagenes sufre, en ocasiones,

desplazamiento.

A partir de una secuencia de imégenes adquiridas con una latencia de 4
seg., generamos otras tantas correspondientes a subregiones de las mismas y que
definen a una tnica vesicula.

A estas nuevas imagenes les aplicamos el protocolo de lectura descrito
anteriormente para calcular sus respectivos CG. Una vez cuantificada la posicidn
del CG en cada imagen, se representa la secuencia temporal de los mismos en dos
sistemas de ejes cartesianos. En el primero, la posicion respecto al eje horizontal
de la imagen, y en el segundo respecto al eje vertical. Se considera el origen del
sistema de referencia en el vértice inferior izquierdo de la imagen.

En la fig. 43, se ilustra el transcurso temporal de una vesicula antes de
fundirse. En las imagenes 11 y 12 se pierde la fluorescencia debida a la fusion del
grano.
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La variacion que se describe en este caso es significativa. Una ﬁnidad de
desplazamiento en los ejes X 6 Y supone, considerando el didmetro de la vesicula
de 0.7 um, una movilidad de 80 nm aproximadamente, lo que nos hace suponer
que dicha vesicula no permanece anclada a la membrana ya que necesitoé emigrar,
y por tanto moverse, a las posiciones secretoras de la membrana, antes de su
fusién.

Por el contrario, en la secuencia presentada en la fig. 44, el centro de
gravedad no sufre practicamente ningin desplazamiento, y ello indica que la
vesicula permanece anclada. A partir de la imagen 10, la célula cebada comienza
acusando el efecto fototdxico ocasionado por la prolongada excitacién y no se
considera representativo el cambio producido en su fluorescencia en cuanto al
estudio de la movilidad vesicular se refiere.

En las figs. 45 y 46 se ilustra el proceso seguido hasta la obtencién de las

vesiculas aisladas objeto de estudio.
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Fig. 43. Secuencia de imagenes ampliadas donde se ilustra el transcurso temporal de una vesicula
hasta su degranulacién. Calculando el centro de gravedad de la vesicula en cada imagen, y
representando sus coordenadas espaciales respecto al tiempo, puede estudiarse su movilidad.
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Fig. 44. En esta secuencia de imagenes, se observa que el centro de gravedad de la vesicula no
sufre desplazamiento sobre el sistema de ejes bidimensional. En cuanto al movimiento respecto al
eje Z, que serfa el perpendicular al plano focal y que no se cuantifica, tampoco es apreciable ya

que no se produce un cambio de foco del grano.
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10 11 12

Fig. 45. A partir de la imagen original i) se ha generado una nueva imagen mediante la seleccién de
la region especificada en el rectangulo. Este proceso que se muestra en sucesivos pasos, ii) e iii),
para ilustrar el tamafio de la vesicula respecto a la imagen original, en realidad se realiza
directamente una vez que se determina la region especifica que define a un grano unico.
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10

Fig. 46. En este caso, al determinar las posiciones del CG en las sucesivas imégenes, no se detecta
movimiento vesicular. En las dos tltimas imagenes se aprecia un cambio en la fluorescencia que no
debe considerarse importante puesto que coincide con cambios morfolégicos no relacionados con
la exocitosis y si con los efectos fototoxicos.
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4. EL COLORANTE FM1-43 PERMITE, AL IGUAL QUE LA QUINACRINA,
ESTUDIAR EL CURSO TEMPORAL DE LA EXOCITOSIS.

Puesto que no habia antecedentes en el Departamento sobre la utilizacién
de este marcador de membrana, frecuentemente utilizado para analizar los
procesos de endocitosis y exocitosis, comenzamos observando sus propiedades en
diferentes situaciones, para centrarnos posteriormente en la importante
informacion que puede facilitar.

Para estudiar la exocitosis, y poder controlar mejor los experimentos que
se describen a continuacién, se emplearon dos posibles vias para inducir la
degranulacion en células cebadas. Una de ellos es la incorporacién del secretagogo
48/80 al medio extracelular. El otro consiste en aproximar una micropipeta de
“patch-clamp” a la membrana de la célula cebada y sellar la punta con la
membrana plasmatica. Después de acceder al citosol y dializar el interior celular a
través de la pipeta (previamente llenada con solucion interna estandar y GTPyS),
comienza el proceso de degranulacién.

Esta via por la que se induce la exocitosis permite seleccionar una unica
célula y controlar el instante en que se producira la secrecidn. El otro método,
empleando el secretagogo 48/80, no es selectivo a la célula diana que queremos
observar y, por lo tanto, induce la degranulacién de todas las células cebadas
presentes en la preparacion.

En la parte superior de la fig. 47 puede apreciarse la sombra de la
micropipeta que formard una unién (sello) con la membrana. En la imagen
inferior, la célula cebada ya estd completamente degranulada y puede identificarse
mds claramente la micropipeta de “patch-clamp” que origing, por medio del

GTPyS, la exocitosis.
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Fig. 47. El acusado cambio morfolégico presente en estas dos iméagenes de la misma célula cebada,
en diferentes instantes de tiempo, es ocasionado por la degranulacién inducida a través de la
micropipeta de “patch-clamp” con GTPyS.
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4.1. El FM1-43 es un colorante no fluorescente en solucién acuosa que al

unirse a la membrana provoca que ésta adquiera dicha propiedad.

Puesto que el FM1-43 se une a la cara externa de la membrana celular,
mantuvimos ésta en contacto con el fluordforo, durante el tiempo en que
transcurr16 el experimento, mediante una micropipeta de “patch-clamp” situada en
la vecindad de la célula. Cada vez que se ejercia una presion positiva sobre la
pipeta llena con el colorante, éste difundia al medio extracelular y se unia a la
membrana, con el consiguiente incremento de la intensidad de fluorescencia.

El aspecto inicial de la imagen celular en fluorescencia es el de un anillo
fluorescente que define la forma y tamafio celular. Sin embargo, transcurrido
cierto tiempo (10 6 15 minutos), la fluorescencia del anillo correspondiente a la
membrana plasmatica queda enmascarada por la disminucién del contraste que
provoca la gran luminosidad que proviene del citosol.

Aunque el FM1-43 es un colorante que no permea a través de la
membrana, sino que se ancla a la misma, existen otros mecanismos tales como la
endocitosis constitutiva que internaliza el colorante y ofrece una explicacién sobre
la tincién que ocurre en el interior celular. En la imagen superior de la fig. 48,
tomada en el inicio del experimento, destaca un anillo que irradia fluorescencia,
mientras que ni en el citosol ni en el medio extracelular es apreciable dicho
fenémeno. En la imagen inferior en cambio, la fluorescencia se irradia desde el
interior celular.

El siguiente paso experimental fue inducir la exocitosis, lo que conlleva
una serie de cambios morfolégicos que favorecen un mayor numero de uniones
entre las moléculas del colorante y la membrana plasmatica, cuando éste reside en
el medio extracelular. Mientras que en un instante previo a la degranulacion la
fluorescencia tiene forma de anillo, después de la induccién de la degranulacién
con el compuesto 48/80 se produce un notable incremento de la intensidad de
fluorescencia, proporcional a la cantidad de superficie de membrana aportada

durante las sucesivas fusiones de los granos secretores.
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(@)

(0)

Fig. 48. En la imagen a), tomada en el inicio del experimento, la fluorescencia tiene forma de
anillo. Las moléculas del colorante permanecen adheridas a la membrana. En b), transcurridos 15
minutos, las moléculas del fluoroforo se han internalizado debido a la endocitosis constitutiva.
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En el momento en que se produce la fusiéon de la vesicula con la
membrana, las moléculas de fluoréforo entran a través del poro y tifien la
membrana vesicular. Cuando esta circunstancia se da repetidamente, ocasionara
una gran fluorescencia que puede confundirse con la producida cuando un
colorante permea al citosol. En la figura fig. 50 se ilustra la forma que tiene de
internalizarse el colorante, sin que esto signifique que haya permeado, atravesando
la membrana plasmatica, al interior celular.

La diferencia entre la fluorescencia de moléculas que han difundido por
endocitosis constitutiva y las que lo hacen durante el proceso exocitético, es que

esta ltima no necesita periodo de difusidn, sino que es inmediata a la secrecién.
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(b)

Fig. 49. a) Fluorescencia con forma de anillo correspondiente al instante anterior a la
degranulacion. El colorante permanece continuamente en el medio extracelular. b) Tras inducir la
degranulacién con el compuesto 48/80, las moléculas del FM1-43 se internalizan, con lo que
aumenta la intensidad de fluorescencia. En esta situacién, la fluorescencia anular queda
enmascarada por la mayor fluorescencia que proviene de los granos secretores.
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b) Vesiculas

Citosol ,

Membrana plasmatica

Fig. 50. En la imagen superior a), pueden distinguirse las vesiculas fluorescentes tras la
degranulacion. El dibujo b) representa la incorporacién de la membrana vesicular a la membrana
celular lo que facilita el anclaje de moléculas del colorante a regiones internas y que simulan una

fluorescencia irradiada desde el citosol.
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4.2. Cuando se ainade al medio extracelular el compuesto 48/80 inactivo, el
FM1-43 tifie no solamente la membrana vesicular sino también la matriz de
proteoglicano.

Para conseguir una buena resolucién que permita distinguir y observar con
claridad los granos, afiadimos al medio extracelular el compuesto 48/80 en estado
inactivo, lo cual provoca que se tifia la matriz de proteoglicano ademas de la
membrana vesicular. La observacién directa al microscopio evidencia cémo sin el
48/80 tan sélo quedan tefiidas las membranas vesiculares y no la matriz.

La exocitosis se induce con una micropipeta que contiene solucién interna
estandar con GTPyS (100uM). En la fig. 51 pueden verse el anillo fluorescente, ya
descrito en el apartado anterior, asi como algunas matrices que permanecen junto

a la membrana celular.
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Fig. 51. La imagen muestra una célula cebada en la que se ha iniciado el fendmeno secretor.
Pueden distinguirse puntos densos de fluorescencia producidos por la tincién de la matriz de
proteoglicano junto a la esperada coloracidn de la membrana vesicular.
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4.3. La induccién lenta de la degranulacion con el compuesto 48/80 permite
visualizar su desarrollo paso a paso, facilitando la posibilidad de registrar
simultineamente cambios de capacidad de membrana y relacionarla con la

intensidad de fluorescencia.

Provocando la degranulacion celular con el secretagogo 48/80 muy diluido
(0.2 uM), ésta ocurre de forma muy lenta. Asi podemos visualizar, mediante el
sistema de adquisicion de imégenes, como se desarrolla este proceso, teniendo en
cuenta que cada grano fundido con la membrana plasmatica aporta a la misma una
emisidn de fluorescencia adicional, en proporcion a la superficie vesicular, ya que
esta ampliacion de la superficie que entra en contacto con el espacio extracelular
permite el anclaje de nuevas moléculas de FM1-43. La tincién afecta no solamente
a la membrana, sino que la matriz de proteoglicano también queda tefiida, lo que
favorece la observacidn de las sucesivas etapas de la degranulacion.

Si pudiéramos registrar simultaneamente la capacidad eléctrica de la
membrana, seria posible relacionar superficie de membrana con intensidad de
fluorescencia. Una calibracion de este tipo favoreceria, mediante el método de
iméagenes y en funcién de la intensidad de fluorescencia, el conocimiento acerca
del numero de vesiculas que se han fundido o endocitado.

En la fig. 52 es facilmente distinguible la fluorescencia de dos vesiculas
que se funden con la membrana plasmatica momentos después de iniciarse la
exocitosis. El hecho de poseer una elevada y uniforme intensidad de fluorescencia
indica que sus correspondientes matrices de proteoglicano no han difundido al

medio extracelular.
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Fig. 52. a) Imagen de un mastocito en campo claro antes de iniciarse la degranulacién. b) Segundos
después de afiadir al medio extracelular el secretagogo 48/80 muy diluido (0.2 uM), se inicia la
exocitosis, que queda patente en esta imagen donde se observan dos granos que se han fundido con
la membrana plasmdtica y por tanto permiten la incorporacién del FM1-43 a sus respectivas
membranas vesiculares, asi como a las matrices de proteoglicano.
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4.4. Las matrices de proteoglicano, después de que el grano se ha fundido,
presentan comportamientos diferentes: unas quedan atrapadas en el interior

vesicular y otras difunden al medio extracelular.

En los experimentos en los que se indujo la exocitosis, quedd de
manifiesto con el FM1-43 que algunas matrices de proteoglicano, tras la fusién del
grano con la membrana plasmatica, quedan atrapadas en su interior mientras que
otras son liberadas al medio extracelular donde difunden libremente. En la imagen
de fluorescencia de la fig. 53 se aprecia un rosario de vesiculas cuya fluorescencia
es debida tanto a la membrana vesicular como a su matriz de proteoglicano. La
luminiscencia de la membrana plasmatica, observada en otras imagenes, no es

apreciable debido a su escasa intensidad respecto a la que emiten los granos.
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Fig. 53. Aunque la célula no queda definida por el anillo fluorescente correspondiente a la
membrana plasmadtica, se puede intuir por la disposicion de un gran nimero de granos
fluorescentes en el extrarradio celular. La flecha a) indica un grano que permanece anclado en la
membrana y que, por lo tanto, carece de movilidad. Por el contrario, una matriz de proteoglicano,
sefialada en b), ha sido expulsada al medio extracelular, donde seguird un movimiento aleatorio
propio de la difusion de las moléculas en dicho medio.
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4.5. La focalizacién de la exocitosis se manifiesta por un incremento de la

intensidad de fluorescencia en una determinada region celular.

De la misma manera que se estudio la focalizacién de la exocitosis con la
quinacrina, este nuevo colorante permite seguir el curso de la degranulacién de
manera que, a medida que se funde un grano, éste aporta un incremento de
intensidad de fluorescencia. Asi, en la fig. 54 se muestran imégenes adquiridas en
intervalos de 4 seg. cuya intensidad de fluorescencia es superior en una regién

especifica y va aumentando a medida que transcurre el tiempo.
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Fig. 54. Las imagenes fueron adquiridas con intervalos de 4 seg. El medio extracelular contenia
FM1-43, por lo que, a medida que progresaba la degranulacion, se iba incrementando la intensidad
de fluorescencia. Destaca la focalizacion de la intensidad de fluorescencia que se va incrementando
alrededor de una tnica region.
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4.6. Mediante el analisis de imagenes, podemos estudiar el movimiento de las
matrices y determinar si estin ancladas, si presentan un desplazamiento
predeterminado o si estin sujetos a la aleatoriedad de la difusion en el medio

extracelular.

De la misma forma que pudimos detectar si habia 0 no movimiento de las
vesiculas cargadas con quinacrina antes de su incorporacion a la membrana
celular, ahora se puede estudiar dicho comportamiento después de la
degranulacién

En la fig. 55 se representa la posicion de una matriz de proteoglicano que
ha difundido al medio extracelular y que, por tanto, esta sometida al movimiento

Browniano que viene descrito para la difusién de moléculas en un medio acuoso.
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Fig. 55. La matriz de proteoglicano presenta una intensa fluorescencia, lo que permite estudiar su
movilidad a lo largo del tiempo. En este caso, la matriz no se halla anclada a la membrana y, por
tanto, puede difundir libremente por el medio extracelular siguiendo un movimiento Browniano.
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5. LA ADQUISICION DE IMAGENES CON UNA CAMARA CCD DIGITAL
PUEDE SER EMPLEADA COMO HERRAMIENTA DE REGISTRO PARA
DETERMINAR CAMBIOS EN LA CONCENTRACION DE Ca®* CITOSOLICO

La elevacion de la concentracidén de calcio intracelular, [Ca2+]i, es el
principal factor desencadenante de la secrecién en células excitables. Sin
embargo, existen diferencias en la cuantia que debe alcanzar la [Ca®']; para causar
secrecidn en distintos tipos celulares. Por ejemplo, en células neuroendocrinas,
donde parece que el grado de acoplamiento entre el canal de calcio y la
maquinaria secretora es escaso, los niveles que debe detectar el hipotético sensor
de calcio, responsable de la fusién de membranas, deben ser pequefios (1-10 mM).

Por el contrario, en sinapsis, parece que el sensor de calcio esta
estrechamente ligado a la maquinaria secretora, por lo que sélo detectaria niveles
de [Ca™); por encima de 100 mM; esta baja sensibilidad permitiria una respuesta
rapida y de corta duracién (fdsica) en la transmisién sindptica. Para intentar
abordar este problema, desarrollamos un sistema de monitorizacién de los niveles
de [Ca2+]i con la idea de que tuviera una resolucién espacial y temporal suficiente
para detectar las modificaciones de este idn.

En los estudios preliminares se adquirieron secuencias de iméagenes de
células cebadas cargadas con fura-2, excitadas a una tnica longitud de onda (390
nm). La primera imagen fue tomada a 360 nm, para un posterior calculo de la
razon de intensidades y la determinacién de la [Ca"];.

En la fig. 56 se ilustra una secuencia de imégenes en la que puede
observarse un cambio de intensidad de fluorescencia. Este cambio se produce de
forma espontanea, significando un cambio en la concentacién de Ca®* citosélico.
Entre cada dos imégenes consecutivas transcurre un periodo de tiempo de 20 seg.
Por las caracteristicas espectroscopicas intrinsecas del colorante, una disminucién
de intensidad de fluorescencia, cuando se excita a 390 nm, implica una

disminucion de [Ca®*];
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En la fig. 57 se muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
a lo largo del tiempo, demostrando que la [Ca®*]; sufre variaciones espontineas
durante el transcurso temporal.

Se ha recurrido al seudocolor (ver fig. 58) para favorecer la observacién
del cambio de intensidad de fluorescencia. Se sustituyo la paleta correspondiente a
la escala de grises por otra escala de color. La imagen obtenida en color muestra
los gradientes de intensidad més evidentes, debido a que el ojo humano detecta

mas facilmente las diferencias en la escala cromatica que en la escala de grises.
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Fig. 56. De izquierda a derecha y de arriba abajo se muestra la secuencia temporal de imagenes de

una célula cebada cargada con fura-2. Puede observarse la variacién de intensidad de ﬂuoregcenma
roet . . ., +

que conlleva, por las caracteristicas del colorante quelante de calcio, una variacién en la [Ca™];.
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Fig. 57. Correlacionando la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia y el tiempo, se
evidencia la variacion, producida de forma espontanea, de la [Ca®"]; Aunque entre cada dos puntos
se tomaron 9 imdgenes més, se presentan intervalos de 20 seg. con la idea de resaltar dicho
cambio.
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255

Fig. 58. EI seudocolor es un procesamiento de imagenes habitual cuando se pretende observar
sutiles variaciones de intensidad de fluorescencia. A partir de la imagen original, adquirida en una
escala de grises, se produce una reasignacion arbitraria de color a cada valor de intensidad
luminosa.
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DISCUSION

1. ESTUDIO DE LA EXOCITOSIS CON TECNICAS FLUORESCENTES EN
MASTOCITOS

Para estudiar la exocitosis hemos aplicado la técnica de microscopia de
fluorescencia, y hecho uso de colorantes muy diferentes entre si: la quinacrina y el
FM1-43 para monitorizar el fenémeno en si de la exocitosis; y el fura-2 para
estudiar los cambios de la concentracién de Ca®* intracelular. El uso de los
colorantes fluorescentes de quinacrina y FM1-43 ha servido para estudiar
mediante técnicas de procesamiento de imagenes los fendmenos que tienen lugar
durante la fusién de vesiculas con la membrana plasmatica, pero mostraindonos

estos dos colorantes aspectos diferentes y complementarios del fenémeno secretor.

La quinacrina es un colorante que se almacena en los compartimentos
acidicos de la célula ya que se introduce mediante un transporte de protones. Esta
caracteristica de la quinacrina, pues, permite que las vesiculas secretoras presenten
un aspecto amarillo intenso al cargarse de colorante y que, en el momento de la

exocitosis, pierdan esta fuerte intensidad fluorescente debido a la dilucién del
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colorante en el espacio extracelular. Ademads, la quinacrina tiene la particularidad
de modificar su intensidad en funcién del pH del compartimento donde se
acumula. Sin embargo, no es posible cuantificar los cambios de pH ya que,
ademas de cambiar sus propiedades en funcion de la concentracién de protones,
volumen, concentracioén de colorante, pKa, presenta una desviacion en el espectro
de emisidén hacia el rojo que hace muy dificil su calibracién. Dadas estas
limitaciones, hemos utilizado este colorante tnica y. exclusivamente para estudiar
coémo se produce la exocitosis, y si ésta se produce de forma focalizada a lo largo
de la superficie celular, ya que su fuerte intensidad de fluorescencia lo hace apto

para captar imagenes fluorescentes.

El FM1-43 es un fluoréforo derivado de los colorantes sensibles al voltaje
que ampliamente se han utilizado para estudiar los cambios de potencial de
membrana en grupos celulares mediante la aplicacién de técnicas de imagen
(Taylor y Wang, 1989). Estos colorantes tienen la particularidad de ser lipofilicos,
ya que presentan una cadena alifitica de longitud variable que hace que el
colorante se reparta en una interfase agua-lipido. Los colorantes de la familia del
FM tienen la particularidad de no ser muy sensibles al voltaje y repartirse entre los
lipidos en funcién de la longitud de la cadena hidrocarbonada. Esta familia de
colorantes fue utilizada a principos de los noventa por el laboratorio del W. Betz
(ver Betz, Mao y Smith, 1996), y aplicada al estudio del reciclado vesicular en la
placa neuromuscular (Betz y Bewick, 1992, Angleson y Betz, 1997) y células
cromafines bovinas (Smith y Betz, 1996). El estudio del reciclado de vesiculas se
basa en que el colorante, cuando se deposita en el medio extracelular y entra en
contacto con el ambiente hidrofébico de la membrana plasmatica, modifica sus
propiedades de fluorescencia, siendo facilmente identificable bajo un microscopio
de fluorescencia dotado con filtros similares a los utilizados para visualizar la
fluoresceina. Para estudiar el reciclado vesicular, Betz y col., lavan el medio
extracelular, permaneciendo Ginicamente fluorescente el colorante que ha quedado
atrapado en el interior celular. En etapas posteriores es posible volver a estimular

el terminal nervioso y ver que el colorante que habia quedado atrapado puede

141



Discusion

focalizada (Lawson, Fewtrell y Raff, 1978), no se habia realizado ningtin estudio
del curso temporal de dicho fenomeno. En el presente trabajo hemos realizado el
estudio sobre la secrecion desde dos perspectivas complementarias: una,
relacionando la pérdida total de intensidad de fluorescencia de la quinacrina con
los incrementos de superficie de membrana que tienen lugar durante la exocitosis
(Fernandez, Neher y Gomperts, 1984); dos, poniendo de manifiesto lugares de

focalizacion durante el proceso secretor.

Para estudiar la exocitosis hemos estimulado los mastocitos con el
compuesto 48/80, que se sabe que es un potente activador de la secrecién (Rohlich
y col., 1974). La aplicacién se realizé mediante una micropipeta alojada a una
distancia variable (100-300 um) de la membrana celular. En estas condiciones
asumimos que el estimulo se produce de forma global en la célula y que, por tanto,
la secrecion debe ocurrir de forma uniforme sobre la superficie celular. El
incremento de capacidad debido a la fusién de vesiculas secretoras se produce de
forma sigmoidal (Fernandez y col.,, 1987), estando el comienzo ligeramente
enlentecido debido probablemente al tiempo que tarda en activarse el proceso
secretor en la superficie celular. Con la monitorizacién de la fluorescencia de la
quinacrina, hemos podido observar que el decremento en la intensidad de
fluorescencia se produce de forma paralela al incremento de capacidad de la
membrana, lo que demuestra que el fendémeno secretor observado con la pérdida
de fluorescencia de quinacrina es un buen marcador de la exocitosis. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Breckerindge y Almers (1987) en
mastocitos del ratdn mutante “beige”, donde pudieron relacionar la pérdida de
fluorescencia de quinacrina en vesiculas Gnicas (mediante la utilizacién de un
fotomultiplicador) con los incrementos de capacidad de la membrana plasmatica.
En nuestro caso, esta comparacion se ha realizado en mastocitos normales y
utilizando la técnica de procesamiento de imagenes, habiéndose obtenido
resultados similares. Un abordaje diferente para correlacionar la pérdida de
fluorescencia de quinacrina con la secrecion, la han realizado Tatham y col (1991)

mediante la determinacién con voltametria de la liberacidén de serotonina. Estos
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autores mostraron que la integral del registro voltamétrico, es decir, la cantidad
acumulada de serotonina oxidada en el detector electroquimico, se correlacionaba
muy bien con la pérdida de fluorescencia de quinacrina. Ambos abordajes indican

que la determinacién de la pérdida de fluorescencia de la quinacrina es una

medida fiable para cuantificar la exocitosis.

La gran ventaja de las técnicas de imégenes es que permiten resolver
espacialmente el lugar donde se produce la exocitosis. Este tipo de estudio no se
habia realizado hasta la fecha. Aunque no es objeto de los resultados de este
trabajo de tesis, en los registros globales de incrementos en la superficie de la
membrana plasmatica,el ajuste a la ecuacién descrita por Eckstein y col. (1987) no
es perfecto, ya que se observan a veces incrementos rapidos en el registro de
capacidad. Estas desviaciones del ajuste no han sido tratadas en la literatura ya que
en muchas ocasiones no es mas que una apreciacién subjetiva, y afin no se ha

mostrado el origen de estos incrementos transitorios.

En nuestros experimentos de analisis de imagenes hemos podido observar
que la desgranulacion tiene lugar de forma bastante uniforme a lo largo de la
superficie celular, o que la pérdida de fluorescencia de quinacrina se produce de
manera mas focalizada. Por ejemplo, en la fig. 38 se ha mostrado un registro
donde, en la parte a) de la figura, la pérdida de fluorescencia es muy poco
apreciable, mientras que en la zona 4), esta pérdida se produce de forma mas
evidente. En este experimento la aplicacion se realizé de forma global, por lo que
el inicio de la desgranulacién, en principio, no es atribuible a una exposicion local
de la zona b) al compuesto 48/80. Mas bien nos inclinamos a pensar que el
proceso secretor comienza en una zona concreta de la membrana celular, y a partir
de esa zona, y a través de los mensajeros intracelulares que se han generado, se
amplifica el fenémeno secretor a zonas adyacentes. No obstante, como se ilustra
en la fig. 38, la exocitosis puede tener lugar en varias zonas de la superficie

celular. Por ejemplo, en la zona a) de esta figura, a pesar de ser muy constante el
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nivel de fluorescencia del 4rea, se observa un ligero decremento en la intensidad

de fluorescencia.

Para realizar el analisis de la exocitosis a nivel de vesicula tnica se ha
hecho necesario tratar las imégenes con diversos filtros para incrementar el
contraste. Con técnicas de andlisis de imagenes se puede resolver la exocitosis
compuesta, algo que no puede ser detectado mediante la determinacion de la
capacidad eléctrica de membrana, ya que no distingue entre dos vesiculas tnicas
que se funden simultdneamente en localizaciones diferentes de la membrana y una
vesicula que se funde con una segunda cuando la primera se funde con la
membrana plasmatica. Experimentos de este tipo no se habian realizado hasta la
fecha en mastocitos. En la fig. 42, gracias al incremento de contraste de la imagen,
se pueden visualizar vesiculas secretoras unicas y cdémo, en una secuencia de
imagenes, una vesicula secretora pierde su intensidad de fluorescencia. Este tipo
de registros muestra, por primera vez, la exocitosis compuesta mediante técnicas
de imagenes. Desafortunadamente, debido a que las vesiculas secretoras se
encuentran en distintos planos, es muy dificil realizar, con técnicas de imagenes
en un microscopio convenc'ional, un estudio cuantitativo que ponga de manifiesto
cual es la velocidad de desgranulacion en vesiculas que se han fundido con la
membrana vesicular de otras vesiculas previamente fundidas con la membrana
plasmatica (exocitosis compuesta). Este tipo de estudios serian muy utiles para
establecer cudl es la probabilidad de fusién de una vesicula secretora con la
membrana plasmadtica y cudl es la probabilidad de fusién de una vesicula con la
membrana de otra vesicula secretora. Para llevar a cabo este tipo de estudios de
manera cuantitativa haria falta monitorizar la capacidad de la membrana
plasmatica en la modalidad de célula completa y simultineamente determinar con
técnicas de imdagenes el lugar donde se produce este incremento de capacidad.
Para realizar este tipo de investigacion, haria falta implementar en nuestro sistema
de imagenes la posibilidad de adquirir imagenes a distintos focos, para asi poder
observar si la pérdida de fluorescencia de quinacrina de varias vesiculas secretoras

se corresponde con los incrementos de capacidad de la membrana. Estudios
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realizados en esta direccidon pondrian de manifiesto si realmente la exocitosis

compuesta justifica los cambios rapidos de capacidad.

Como ya se apuntaba en la introduccién, en células endocrinas existen
controversias sobre el tamafio (Gillis y col., 1996) e incluso la existencia de
vesiculas ancladas a la membrana (Trifaré y Vitale, 1993). Por otra parte, no se
conoce con exactitud la forma y rapidez con que las vesiculas son reemplazadas
en sus posiciones secretoras. Recientemente, Steyer y col. (Steyer y col., 1997)
identificaron en células cromafines bovinas, mediante microscopia electrénica, un
conjunto de vesiculas que permanecen ancladas a la membrana, y que se reducen
de forma selectiva cuando se provoca la exocitosis. Tomando esta referencia como
punto de partida, analizaron el movimiento de las vesiculas, tefiidas con naranja de
acridina, adquiriendo imagenes de fluorescencia. Para excitar la preparacion
emplearon una onda evanescente (microscopia de reflexion interna total), que
evita la extincion de la fluorescencia (el estimulo luminoso posee un bajo nivel
energético) y conlleva una estrecha profundidad de campo que reduce la
contaminacion ocasionada por planos focales préximos al que se focaliza.

Ademas, utilizan algoritmos que mejoran la calidad de la imagen.
Concretamente, y en este caso, sustraen de la imagen original otra versién de la
misma al que aplican un filtro paso de baja.

En el presente trabajo hemos estudiado la movilidad de las vesiculas
secretoras antes y durante el proceso de la exocitosis. Para realizar este estudio
hemos tomado imégenes a distintos tiempos y determinado la posicién de las
vesiculas con relacién a un objeto fijo que habiamos identificado previamente
bajo el microscopio. Esta maniobra permite alinear la vesicula secretora con el
objeto de eliminar movimientos globales de la preparacion, la cédmara, o el
microscopio. En general, podemos decir que las vesiculas secretoras de los
mastocitos se encuentran fijas en el citoplasma y/o la membrana plasmatica
durante el proceso de la exocitosis.

Sé6lo en fechas muy recientes se ha podido estudiar la movilidad de las

vesiculas secretoras mediante el microscopio de reflexion interna total. Steyer y
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col. (1997) estudiaron las etapas por las que atraviesa una vesicula secretora en
células cromafines bovinas. Esta técnica permite estudiar la movilidad de las
vesiculas de secrecion en el plano donde se produce la reflexion del haz de luz.
Dependiendo de las caracteristicas dpticas del sistema, este plano se circunscribe a
unos 300-400 nm de la membrana plasmatica, que se encuentra reposando sobre el
cubreobjetos de la preparacion. Steyer y col., (1997) consiguieron identificar
granos cromafines que, si bien poseian una movilidad en el citoplasma (de hasta
114 nm/s), cuando entraban en contacto con la membrana plasmatica sufrian una
retencién en la misma, probablemente debido a anclajes moleculares que serian
los responsables del “docking” vesicular. En otras ocasiones, estos anclajes podian
ser reversibles; es decir, una vesicula secretora podia fijarse transitoriamente con
la parte interna de la membrana plasmatica y volver a circular libremente por el
citosol. Otro aspecto importante en estos estudios es que las vesiculas, en el
citosol, no se mueven aleatoriamente en todas las direcciones del espacio. Por el
contrario, Steyer y col., (1997) demostraron un trasiego direccional de las
vesiculas secretoras preferentemente hacia la membrana plasmatica. Estos datos
indican un papel predominante del citoesqueleto en la aproximacién de vesiculas a
la membrana. En nuestros experimentos, hemos observado que las vesiculas de
mastocitos se encuentran fijas durante todo el proceso secretor, no observandose
modificaciones apreciables en su transporte citosélico. Unicamente hemos
observado cambios en la forma de la vesicula cuando se ha producido la
exocitosis, lo cual puede ser indicativo de la difusion al espacio extracelular de la

matriz de heparina del grano secretor.

Los experimentos realizados con el colorante FM1-43 han permitido
monitorizar qué ocurre después de que tenga lugar la exocitosis. En estos
experimentos el colorante se aplicé al medio extracelular y posteriormente se
estimuld para la exocitosis con el compuesto 48/80. Hemos podido observar que
la tincién por FM1-43 se limit6 fundamentalmente a la matriz del grano secretor,
hecho que se hizo mucho maés patente cuando las células fueron estimuladas con

48/80 para segregar. En estas condiciones, la fluorescencia se limitd a las zonas
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donde se habia producido la exocitosis, a diferencia de lo que ocurre con la
quinacrina, donde la exocitosis aparece como un vacio en la tincién de la célula.
El colorante FM1-43 tifié la matriz vesicular de heparina, como lo pone de
manifiesto la fuerte intensidad fluorescente que adquirieron las matrices que
habian sido expulsadas al espacio extracelular. Estas permanecieron fluorescentes
incluso después de ser eliminada la célula del campo bajo el microscopio. Sin
embargo, en algunos experimentos donde la secrecién se indujo mediante la
dialisis citosolica con un nucleétido no hidrolizable de guanina (GTPYS), en
ausencia de 48/80, la tincidn del FM1-43 ofrecié imagenes muy difusas, donde no
se pudo observar la tincién de la matriz intragranular. Estos datos indican que el
FM1-43 es un buen marcador no sélo de la membrana plasmatica sino que,
ademds, en presencia del polication 48/80, puede tefiir la matriz intragranular. Esta
caracteristica es muy util en nuestros experimentos ya que nos permite ver la

focalizacidn de la exocitosis.

El FM1-43 se ha utilizado ampliamente para estudiar el ciclo de las
vesiculas sindpticas ya que se reparte en la interfase lipido-agua (no atraviesa la
membrana). Esta caracteristica hace que, si una zona de membrana plasmatica es
internalizada mediante endocitosis, la vesicula endocitada permanecera con
fluorescencia en el interior celular. Murthy y Stevens (1998), muy recientemente
han demostrado, con la utilizacién de este colorante, que las vesiculas sinapticas
son internalizadas y susceptibles de volver a liberar el FM1-43 en una segunda
estimulacién sin necesidad de tener que atravesar una nueva via de sintesis de
vesiculas sindpticas. La interpretacién de estos experimentos se basa en que si el
FM1-43 tuviera que diluirse en una mayor cantidad de membrana endosomal, la
concentracién del colorante disminuiria a unos niveles casi imperceptibles. Esto
conllevaria que una nueva estimulacién produciria la pérdida total de
fluorescencia. Nuestros experimentos muestran, en mastocitos, que esta via de
endocitosis es poco relevante y que el andlisis cuantitativo puede estar

contaminado por la tincién adicional de la matriz del grano secretor.
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En el Departamento donde se ha realizado la presente investigacion,
existen diferentes antecedentes sobre la determinacién del cambio en la [Ca®];
utilizando el colorante quelante de calcio fura-2, sobre diferentes tipos celulares
(Marin y col., 1996; Marin-Caballos, 1995; Toledo-Aral, 1992; Urefia y col.,
1994), £

En todos los casos, la técnica empleada coﬁsisﬁé éﬁ la determinacién de la
intensidad de fluorescencia por medio de un fotomultiplicador. En nuestro caso, el
sistema de registro fue la camara CCD digital, con la idea de poder determinar si
en la proximidad de la vesicula, durante el proceso secretor, existen variaciones en
la concentracién de [Ca®'];.

Frente a la ventaja que supone poder establecer, con la cadmara digital,
regiones puntuales de la célula para seguir el curso temporal de los niveles de
[Ca®");, existen varios inconvenientes que nos disuadieron de seguir empleando
dicha técnica.

El primero de ellos fue la lenta frecuencia de adquisicién de la cédmara.
Aunque era posible tomar | 6 2 imagenes por segundo, sin embargo la emisién de
fluorescencia no era lo suficientemente intensa para permitir la adquisicién. Por
otra parte, teniendo en cuenta la importancia de registrar sutiles variaciones de
intensidad, se hace imprescindible la adquisicién a mayor velocidad para realizar
el promedio de varias imagenes y eliminar de esta forma el ruido intrinseco a la
adquisicion.

Un segundo problema afiadido es el de sincronizar a altas velocidades, el
giro de la rueda de filtros y la adquisicién de imagenes a dos longitudes de onda.

Por este motivo, sélo se presentan en los resultados aquellos experimentos

previos en los que detectamos cambios de fluorescencia, que indican cambio de

[Ca2+]i, pero sin llegar a cuantificar dicha concentracién.
. » . . <= . rye . .
Las imdgenes obtenidas de los niveles de Ca®" citosdlico son cualitativas

ya que no hemos realizado el cociente de intensidades de fluorescencia. Aunque

. . .y 2+ .
nuestros registros ponen de manifiesto que la concentracién de Ca®" es focal, sin
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embargo no hemos podido determinar si existe un paralelismo entre estos cambios

en los niveles de Ca®* y los lugares de focalizacién de la exocitosis.

2. JUSTIFICACION DEL DESARROLLO DE UN SISTEMA DE ADQUISICION
Y ANALISIS DE IMAGENES. ASPECTOS RELACIONADOS CON EL MISMO

Aunque existen muchos métodos de adquisicion y anélisis en el mercado,
éstos se han desarrollado para aplicaciones concretas que miden, por ejemplo, la
concentracion de iones sensibles a marcadores como el fura-2, fluo-3 o quin-2.
Por otra parte, conviene destacar que las apiicaciones existentes en el mercado
fueron fruto de las investigaciones llevadas a cabo por grupos cientificos, que
necesitaban nuevas herramientas que respondieran a preguntas concretas.

Actualmente, cada vez es mayor el nimero de colorantes que se sintetizan
para tareas muy especificas, y que poseen propiedades espectrales muy dispares.
Tienen diferentes longitudes de onda de excitacidén y emisidn, presentan una
caracteristica de fluorescencia en lugares concretos que varian espacialmente a lo
largo del tiempo, se unen a diferentes iones, etc. Ello conlleva necesariamente
sistemas de adquisicién y algoritmos particulares en el andlisis para cada

aplicacién y colorante.

2.1. Etapas cubiertas en el desarrollo

En la realizacién del sistema de adquisicién y analisis, desarrollado en
nuestro propio laboratorio, y con el objetivo de estudiar la exocitosis en células
cebadas, se cumplieron distintas etapas que se pasan a discutir a continuacion:

1. Puesta a punto del microscopio, para optimizar la iluminacién de
epifluorescencia. Esto supone focalizar la lampara de mercurio para maximizar la
intensidad de excitacién. Mas tarde, durante los experimentos realizados con la
quinacrina, observamos que era mas aconsejable el desenfoque de la misma, para
evitar una excesiva intensidad luminosa sobre la célula cargada con el colorante,

que inducia una gran fototoxicidad.

150



Discusion

2. Disefio del filtrado necesario para la luz de epifluorescencia, que
serviria, entre otras cosas, para excitar la preparacion a una determinada longitud
de onda. La disposicién que teniamos en el laboratorio de filtros compatibles con
las propiedades espectroscépicas de la quinacrina, el bajo coste de dicho colorante
y la posibilidad de utilizarlo como marcador vesicular, nos llevaron a elegir este
fluoréforo para las primeras observaciones de las células cebadas utilizando la
técnica de microcoscopia de fluorescencia. En el cajetin, dispuesto para tal fin en
el microscopio (Axiovert-35, Carl-Zeiss), instalamos los filtros requeridos por la
quinacrina y testeamos el sistema de fluorescencia. Para verificar que los filtros
eran los adecuados, se midieron sus propiedades espectroscépicas (transmision y
absorbancia) y se vio la adecuacién de los mismos a las propiedades del colorante
dadas por el fabricante. Este estudio permite conocer el grado de optimizacion que
se realiza con los filtros de excitacidn, dicroico y emision.

3. Determinacion de los tiempos de incubacion mas favorables para cargar
el colorante. Aunque esta etapa no pertenece estrictamente al montaje del sistema,
sin embargo es importante para poder controlar y verificar su funcionalidad.

Es muy importante conocer el tiempo que deben permanecer las células en
contacto con el colorante, de forma que los granos secretores, de caracter acido, se
carguen lo suficiente para poder observar fluorescencia, sin que se vea afectada
excesivamente la preparacion por la fototoxicidad del colorante. Si sobrepasaban
este tiempo de incubacidn, la exocitosis no se contemplaba como una disminucién
paulatina de la intensidad de fluorescencia a medida que se fundian los granos,
sino que provocaba la fotodestrucidn celular, manifestada por intensidades de
fluorescencia irregulares, posiblemente por el cambio morfolégico que
presentaban los mastocitos sin que necesariamente hubieran degranulado, asi
como por la falta de sensibilidad al compuesto 48/80 que inducia la
degranulacién.

4. Existen diferentes sistemas de registro de la fluorescencia, como los
fotomultiplicadores, cdmaras de video y camaras CCD digitales. Nos decidimos
por esta ultima opcion, frente a la videocamara, ya que poseia mejor resolucion.

Las camaras de video tienen como sensor una CCD, la sefial que registran es
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analdgica y su resolucion estd limitada a un byte. Ademads, la sensibilidad es
mucho menor debido a la diferente forma de aplicar la etapa de ganancia respecto
a las camaras digitales. Por otro lado, estas Gltimas presentan una menor relacién
seflal-ruido. Un ultimo inconveniente es que la informacidn es unidireccional, de
modo que no permite controlar algunos aspectos de la adquisicién como el
numero de pixeles o la region de la CCD que seran expuestos (“subframes”).

Respecto al fotomultiplicador, que empleamos en nuestros primeros
experimentos, fue descartado porque realizaba una lectura global de la intensidad
de fluorescencia. Aunque tenia una gran resolucién temporal, y podia restringirse
la region celular con un diafragma, sin embargo presentaba una gran diﬁcﬁltad la
seleccion de dicha regién.

Por el contrario, tomar una imagen celular con la camara CCD digital,
permite que el 4rea ocupada por la oblea de silicio funcione como multiples
fotomultiplicadores independientes, que registran de forma individual la
intensidad de fluorescencia en puntos concretos de la preparacion.

5. En los primeros experimentos en los que adquirimos imagenes de
fluorescencia, utilizamos el software que el fabricante distribuye con la cdmara.
Este programa tenia algunas carencias importantes que nos obligaron a desarrollar
nuestro propio software de adquisicién. Por ejemplo, no permitia adquirir las
iméagenes en un formato que fuera posible visualizar en otras aplicaciones de uso
general como editores de texto, editores graficos, etc. Era dificil controlar los
tiempos de exposicion y los intervalos entre adquisiciones. No era posible
controlar otros periféricos, como tarjetas multifuncionales. No permitia la
visualizacién de las imdgenes en adquisicidon continuada. Estas limitaciones
pudieron ser solventadas con la aplicacién que programamos.

En definitiva, las ventajas que aporta el desarrollo de un sistema propio
son:

e Accesibilidad a posibles modificaciones que deban ser realizadas
durante la elaboracion de distintos protocolos experimentales.
e Flexibilidad respecto a la posibilidad de suprimir o incorporar nuevos

elementos (de hardware o de software) al sistema.
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e Conocimiento mds profundo de la tecnologia empleada y, por
consiguiente, de las posibilidades y opciones disponibles para la
observacion de fenémenos biologicos.
e Economia, ya que un sistema de este tipo, por lo general, no se puede
adquirir por menos de dos millones de pesetas en el mercado.

Para resaltar la idea de un sistema modular, flexible y exportable, cabria
destacar que a partir del disefio que hicimos en el laboratorio para una aplicacién
concreta, el estudio de la exocitosis, se disefid otro sistema de adquisicidén y
andlisis, con una camara similar montada en un microscopio diferente, que
adquiria imagenes en campo claro, no fluorescentes, y permitian estudiar en otro
tipo celular, ovocitos, la variacion de su volumen celular cuando eran sometidos a

un choque hiperosmético.

2.2. Comparacion con sistemas existentes en el mercado

Debido a la amplia variedad de sistemas comerciales de adquisicién y
procesamiento de imagenes y a la diferencia de precios que presentan, el futuro
usuario se pregunta en qué radican dichas diferencias. En general, los pardmetros
objetivos, referidos al hardware, especifican ciertas propiedades fisicas, mientras
que los subjetivos, acerca del software, dependen del gusto, preferencias y
requisitos del usuario.

Respecto a las camaras CCD digitales, las caracteristicas fisicas mas
importantes que se deben tener en cuenta son:

o La calidad del sensor, dado por el numero de pixeles erroneos.
e Ruidos de lectura y electronico (sobre todo, para sefiales de baja sefial
luminosa).
e Respuesta espectral (que sea lineal).
e Refrigeracion.
e (Calidad de la electrdnica.
A continuacién se detallan algunas empresas que distribuyen sistemas de

iméagenes, con alguna de sus caracteristicas y precios de los mismos.
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Photon Technology International. Los productos de esta casa, que
distribuye en Espafia Optilas, estan basados en sistemas que miden el cociente
entre intensidades de fluorescencia. Ofrece hasta 50 sistemas, mas que el resto de
las compaiiias competidoras juntas. Divide en cuatro grandes grupos sus sistemas
fluorimétricos en funcién de la preparacion que se estudie: células en suspension,
tejidos y células adheridas (Grupo I); concentracién de iones en célula unica
(Grupo II); sistema de imdagenes, con medidas de la razén de fluorescencia (Grupo
[1I); centro multifuncién (Grupo IV).

Sin duda es un gran fabricante, que ofrece un amplio abanico de
posibilidades, lo que supone, practicamente, disefiar un sistema a la medida de las
necesidades del usuario. Por tanto, una de sus caracteristicas mas notables es la
flexibilidad. Los equipos que incorporan un sistema de imagen montan camaras
CCD digitales con intensificadores. Disponen de tres modelos (IC-110, IC-200 y
IC-300) cuyos precios oscilan entre 900.000 pts. y 3.000.000 pts. Sus mejores
virtudes son la velocidad de adquisicién (30 imagenes por segundo) y su
sensibilidad (200, 300 y 800 pA/lum). Los intensificadores tienen ganancias de
10.000, 15.000 y 30.000, y la CCD contiene 768 x 494 pixeles.

Till Photonics. Distribuye un completo sistema de adquisicién de
imagenes, que comprende diferentes fuentes de excitacién (iluminacion a
multiples longitudes de onda y lamparas de arco de Xenén), cdmaras CCD
digitales y el software que permite elegir entre diferentes protocolos de
adquisicion.

Dispone de dos camaras CCD digitales con prestaciones diferentes. Una
tiene un drea de 640 x 480 pixeles, la otra 1280 x 1024, siendo el tamaiio del pixel
99 x99 umz y 6.9 x 6.9 pmz respectivamente. La cdmara mds barata cuesta
12.000 ddlares (1.800.000 pts.).

La eficiencia cuantica, para una longitud de onda de 500 nm, es del 40%.
Posee una resolucion de 12 bits (4096 valores de gris). Es importante destacar en
esta camara su velocidad de muestreo (30 imégenes por segundo exponiendo la
totalidad de la CCD, o 140 iméagenes en la opcion “subframes”) y la velocidad del

obturador electronico (2.5 us). Los pozos de potencial de cada pixel permiten
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alojar 35.000 6 25.000 e, dependiendo del tipo de cdmara. La frecuencia de
muestreo es de 12.5 MHz, para la cual posee un ruido equivalente a la carga de 13
¢". En oscuridad, debido al efecto térmico, pueden observarse, como mucho, 2
pixeles con una carga superior a la correspondiente a méas de S e’.

SpectraSource Instruments. Esta es una compaiiia joven (1989), que
inicialmente vendia cdmaras CCD digitales destinadas exclusivamente a la
observacion astronoémica. De hecho, en su logotipo aparece la letra inicial de la
empresa sobre un fondo azul con nubes.

Sin embargo, el bajo precio que tenian sus camaras (desde 225.000 pts. la
mads barata hasta 500.000 pts. la mdas cara), sirvid, en algunos casos, como
justificacion para que algunos cientificos se decidiesen a montar un sistema de
imagenes de bajo coste destinado a estudios bioldgicos.

Una de las fuertes bazas con las que tratan de convencer a sus potenciales
clientes es la opcién de compra sobre las librerias que gobiernan la camara. Esta
es, sin duda, una de las caracteristicas mas importantes cuando nos decidimos a
comprar sus camaras (MCD220 y MCDA400), que formarian parte de nuestro
sistema de imagen. Las especificaciones técnicas de estas cdmaras estan incluidas
en el apéndice.

Quizds la desventaja de estas camaras sea su limitada velocidad de
muestreo respecto a otras camaras del mercado. Sin embargo, excepto para los
estudios relacionados con la determinacion de la [Ca®*];, éste no ha sido un factor

limitante.

2.3. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia

Testeando modelos cldsicos mediante microscopia de fluorescencia,
Murthy y Stevens (Murthy y Stevens, 1998) cuantificaron la intensidad de
fluorescencia emitida por el colorante FM1-43 cuando se unfa a la membrana.
Demostraron de esta forma que la cantidad de colorante internalizado por cada
vesicula durante la endocitosis era equivalente al liberado por exocitosis.

La metodologia empleada por estos autores consistid en identificar como

region de interés (ROI) los puntos luminosos correspondientes a la fluorescencia



Discusién

de la vesicula. Posteriormente, se determiné el centro de masa de dicha region, y

alrededor de €l, en una matriz 7 x 7, se hizo el promedio de la intensidad de

fluorescencia de los pixeles que la formaban.

El valor de intensidad de fluorescencia de cada pixel estaba comprendido
entre 0 y 255, lo que suponia que la resolucion era de 8 bits, la misma que
nosotros empledbamos cuando analizdbamos las imagenes en formato “BMP”.
Esto representa una pérdida de resolucion respecto a las imagenes adquiridas
originalmente por la cAmara (en nuestro caso de 12 bits, 4096 valores).

La metodologia que se ha seguido en este trabajo ha sido muy similar. Se
aislaba la region de interés y se cuantificaba la intensidad de fluorescencia. Sin
embargo, existen algunas diferencias importantes:

a) La regidn de interés quedaba restringida a la correspondiente a una vesicula.
Esto supone, en células cebadas cargadas con quinacrina, que la region es
extremadamente pequeifia (10 x 10 pixeles como méaximo), ya que las vesiculas
cargadas con el colorante estan muy proximas entre si y se debe evitar la
lectura de mas de una vesicula.

b) Dependiendo del tipo de analisis que se hiciera, se calculaba o no el centro de
masas. Si se registraba la perdida de fluorescencia con el fin de correlacionarla
con la fusion de las vesiculas, no tenia utilidad conocer el centro de masas,
puesto que Unicamente se realizaba la media de intensidad de fluorescencia en
la regién de interés. El centro de masas solamente fue calculado cuando se
estudiaba la movilidad de la vesicula.

c) El tamafio de la matriz correspondiente a puntos circundantes al centro de
masas no era siempre el mismo, sino que dependia del ancho de la region de
interés. Esta circunstancia es intrinseca a la heterogénea distribucion de las
vesiculas. Normalmente nuestro objetivo eran aquellas vesiculas que
permanecian relativamente aisladas y, por lo tanto, facilitaban la obtencién de

una regién donde no hubiera mas de un grano secretor.

Sin duda, la mejor forma de aprovechar la resolucién de la cdmara, para

cuantificar la intensidad de fluorescencia, seria adquiriendo las imagenes en su
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formato original. Sin embargo, aunque existe la posibilidad de implementar una
forma de adquisicidén que delimite una region particular de la imagen, tiene el

inconveniente de la dificultad de conocer cudl es la region que verdaderamente

tendra interés a lo largo del experimento.

2.4. Adquisicion de imagenes

En el mismo se tiene la posibilidad de activar el mecanismo que enfria la
CCD para evitar ruido eléctrico (peltier) asi como seleccionar el tiempo de
exposicion. Podemos realizar una tnica adquisiciéon o bien continua. En este
ultimo caso, se especificara el intervalo de tiempo existente entre exposicion y
exposicién. Este pardmetro viene delimitado por el tiempo de integracién
necesario en la toma de la imagen, y puede ser reducido en funcién del nimero de
pixeles que se expongan y del soporte de grabacidn, disco duro o memoria RAM.

Tanto en la adquisiciéon dnica como en la continua, las imégenes son
archivadas en diferentes formatos: SSI (que aprovecha la maxima resolucién de la
camara, 12 bits) y BMP. Este dltimo formato permite exportar las imédgenes a
cualquier editor grafico. Cuando se realiza algin tipo de andlisis sobre la imagen,
es conveniente realizarlo sobre la imagen en el formato que aprovecha la maxima
resolucién. Sin embargo, cuando no son importantes las sutiles diferencias de
intensidad luminosa entre imdagenes sucesivas, puede hacerse el analisis, por
comodidad, en las iméagenes de 8 bits. Por ejemplo, en medidas de calcio, es
imprescindible analizar las iméagenes de 12 bits, pero no es tan decisivo en la
determinacién del curso temporal de la degranulacién de mastocitos cargados con
quinacrina.

El sistema, ademas, controla la rueda de filtros y un obturador externo
mediante una tarjeta multifuncién de entrada-salida que también programamos ¢
integramos en nuestra aplicacién. Esto nos permitié una perfecta sincronizacién
del obturador de la cdmara con el que se intercalaba entre la lampara de excitacion
y la preparacién, asi como con el filtro que empledbamos en cada momento. El

obturador que delimita la excitacién de la preparacion en el instante en que se
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realiza la adquisicién, es pieza fundamental en el sistema de microscopia de
fluorescencia. Gracias a €l se puede controlar el experimento, al evitar los
problemas que conlleva un prolongado tiempo de exposiciéon a la luz de
excitacidn.

Pruebas realizadas con la quinacrina y el FMI1-43, en las que no
empleamos dicho obturador, hicieron patente la fototoxicidad del colorante, que

evitaba la actuacion del compuesto 48/80 para inducir la degranulacion.

2.5. Procesamiento de imigenes

El registro de imagenes de fluorescencia mediante microscopios
convencionales de epifluorescencia esta limitado, debido a que la finita apertura
numérica del objetivo provoca la distorsion de la imagen y reduce su contraste. La
luz procedente de una fuente puntual ideal, se difumina y adopta una forma
tridimensional (Agard, 1984; Castleman, 1979). Como resultado, la imagen
observada es borrosa y estd contaminada con luz fuera de foco.

Una alternativa, para corregir la distorsion de la imagen, asi como para
eliminar la informacién fuera de foco, es el procesamiento digital. Un
procedimiento relativamente sencillo es el esquema de eliminacién de la
borrosidad de vecinos proximos (Monck y col., 1992b). La contribucién de la luz
de secciones vecinas es estimada adquiriendo imagenes adyacentes borrosas,
mediante la convolucién de la imagen fuera de foco, y posteriormente son
sustraidas de las imdgenes a foco, para finalmente aplicar a las imdagenes
resultantes un filtro Wiener inverso.

Sin embargo, el sistema mas sencillo consiste en sustraer de la imagen
original otra versién suavizada. En definitiva, el objetivo del procesamiento de
imagenes es eliminar la débil fluorescencia de células vecinas alejadas del plano
focal.

El procesamiento que nosotros hemos realizado se basa en esta
metodologia. Mediante un cambio de contraste (ver “Material y métodos™), hemos

conseguido aumentar la diferencia de intensidad de fluorescencia entre vecinos
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proximos. Asi, aquellos pixeles con bajas intensidades de fluorescencia
(correspondientes a la fluorescencia de planos fuera de foco), después del
procesamiento seguiran teniendo una débil fluorescencia, mientras que los que
estan a foco aumentan notablemente su intensidad en la nueva version.

Si bien es verdad que no se consigue eliminar esa débil fluorescencia
correspondiente a la informacion fuera de foco, sin embargo el tratamiento digital
resuelve dos importantes problemas:

a) Identificar el contorno vesicular De esta forma es posible observar con gran
nitidez, en mastocitos peritoneales de rata, granos Unicos cargados con
quinacrina.

b) Evitar que la fluorescencia de vesiculas que estdn por debajo o por encima

enmascaren la lectura de la intensidad luminosa del grano objeto de estudio.

2.6. Software

La aplicacién informatica, que permite la adquisicién y procesamiento de
imagenes bajo el entorno Windows, se desarrollé en Visual Basic y en lenguaje
“C”. Visual Basic, porque permite, de forma rdpida e intuitiva, disefiar e
implementar las pantallas con las que el usuario puede acceder a las utilidades de
la aplicacién, y “C” porque es el lenguaje de programacion mas cercano al
lenguaje maquina (de bajo nivel) y, por tanto, posibilita una mayor rapidez en la
ejecucién de los diferentes algoritmos presentes tanto en la édquisicién como,
sobre todo, en el analisis. Para comprobar la diferencia en la rapidez de procesado,
se empled el mismo algoritmo de conversidén de formato y se programé en “C”y
Visual Basic. El primero fue 20 veces mas rapido que el segundo en convertir una
imagen grabada en formato “SSI” a formato “BMP” (1 y 20 seg. respectivamente).

El Visual Basic permite la incorporacién de las DLL (ver “Material y
Métodos™) que fueron previamente escritas en “C”. De esta forma podemos
fusionar ambos lenguajes y sacar partido de las mejores cualidades de cada uno.
La gran ventaja que tiene incorporar las DLL al programa escrito en Visual Basic

es que puede permanecer el esqueleto completamente inalterado, de forma que, si
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se quiere introducir una modificacién, s6lo habra que realizarla sobre la DLL sin
que cambie para nada el esqueleto del programa.

En la aplicaciéon podemos destacar dos fases bien diferenciadas: la
adquisicién de imdagenes (ver apartado 1.4 de esta "Discusién™) y el analisis.

a) Sistema de adquisicion. Existen diferentes aspectos que suponen una
notable mejora respecto a la aplicacién de uso general que distribuye el fabricante
junto con la camara. En primer lugar, la accesibilidad sobre los diferentes
parametros que controlan la adquisicion, y que aparecen en todo momento en la
pantalla. En segundo, la presentacion de cada imagen en pantalla cuando se
seleciona la adquisicién continua. Por ultimo, la posibilidad que existe de grabar
durante la adquisicién en formato SSI, BMP o en ambos simultineamente. Esta
caracteristica favorece la rapidez de procesamiento y andlisis.

b) Sistema de andlisis. Gracias a €l se procesan las imagenes para mejorar
su definicidn, se delimita la zona de la imagen objeto de estudio (ROI), se
cuantifica la intensidad luminosa y se determina el centro de gravedad de la
imagen.

La mayoria de los datos obtenidos en el analisis (cuantificaciéon de la
intensidad y célculo del CG) son grabados en archivos que pueden ser exportados
a procesadores de datos comerciales como Igor o Sigma Plot, donde es posible

proceder a un exhaustivo analisis de los datos obtenidos.
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CONCLUSIONES

1.- Hemos desarrollado un sistema para el registro de imagenes
fluorescentes con resolucion espacial y temporal suficiente para ser aplicado en el
estudio de la exocitosis en células cebadas. Este sistema también puede ser
utilizado en células neurosecretoras que contienen vesiculas secretoras de menor

tamano.

2.- El sistema puede incorporarse a cualquier sistema convencional de
fluorescencia dotado de fotomultiplicador, permitiendo un andlisis combinado con
resolucidn espacial o temporal en funcidn de las necesidades de cada experimento.
En nuestro caso, hemos utilizado el sistema con la cdmara CCD digital y obtenido

imagenes con una resolucion temporal de hasta 2 imagenes por segundo.

3.- El andlisis de las imagenes se ha disefiado para cuantificar la intensidad
de fluorescencia emitida por una célula unica. De esta forma podemos seguir el
curso temporal de la desgranulaciéon en mastocitos, con los colorantes
fluorescentes quinacrina o el FM1-43, y detectar cambios en su [Ca®*];, con el
fura-2, mediante la determinacién de la razén de fluorescencia emitida cuando se

excita la preparacién a dos longitudes de onda.

4.- El disefio modular de este sistema de imagenes permite modificar o

incorporar nuevos elementos al mismo. Esta posibilidad deja un amplio margen de
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maniobrabilidad para optimizar el sistema en funcién de nuevas necesidades

técnicas requeridas en nuevos experimentos.

5.- La aplicacion de este sistema a mastocitos ha revelado que la pérdida
de fluorescencia de quinacrina que tienen lugar durante el proceso secretor se
corresponde fielmente con la cinética de la exocitosis que tiene lugar en los
mastocitos, como lo demuestra la buena correlacion inversa existente entre el

registro fluorimétrico y el incremento de la capacidad eléctrica de la membrana.

6.-El uso de la quinacrina ha permitido ver la exocitosis en mastocitos en
vesiculas unicas. Para la obtencién de estos registros se ha hecho necesario un
tratamiento de imdgenes consistente en el aumento de contraste y filtrado de la
sefial. Estos registros han permitido observar iméagenes de fusién en cadena que se
pudieran corresponder con la exocitosis compuesta que se sabe tiene lugar en

estas células.

7.- Las vesiculas de secrecién en los mastocitos permanecen casi
inmoviles en el citosol, indicando que durante el proceso secretor las vesiculas, a
diferencia de lo que ocurre en otros tipos celulares como en las células cromafines
bovinas, se encuentran ancladas y listas para ser fundidas con la membrana
plasmatica ante la llegada del estimulo secretor. La inmovilidad de las vesiculas
de secrecidn obliga a que el fendmeno secretor en los mastocitos deba producrise
a través de exocitosis compuesta, es decir, a través de la fusion de las vesiculas

con la membrana de vesiculas previamente fundidas.

8.- La utilizacion del colorante FM1-43 ha mostrado ser una herramienta
atil para monitorizar la exocitosis en mastocitos una vez producida la
desgranulacién. Esta herramienta es particularmente Gtil cuando se afiade al medio
un policatién, como el compuesto 48/80, que permite la tincién por el colorante de
la matriz de heparina del grano secretor. Con este abordaje se puede hacer un

mapa de la superficie celular donde ha tenido lugar la exocitosis. Sin embargo, la
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tincion adicional de la matriz complica el analisis de la endocitosis en este tipo

celular.

9.- El uso combinado de técnicas fluorescentes y de tratamiento de
iméagenes es una herramienta muy poderosa para el estudio de la exocitosis y su
regulaCién. Ademés; la aplicacién combinada con técnicas electrofisiolégicas y/o
de determinacién electroquimica de sustancias, permitira estudiar de forma
escalonada las distintas etapas del proceso secretor. La realizacion de este tipo de
estudio en células neurosecretoras y sinapsis del sistema nervioso, abrird nuevas
perspectivas en el conocimiento del acoplamiento estimulo secrecion y del ciclo

vital de las vesiculas sinépticas.
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APENDICE

APENDICE I:

ESPECIFICACIONES TECNICAS, DE LAS CAMARAS CCD
UTILIZADAS EN LA ADQUISICION DE IMAGENES

Las dos cdmaras descritas a continuacién fueron adquiridas a Spectra

Source Instruments (31324 Via Colinas, Suite 114 Westlake Village, CA 91362):

1.

2.

MCD220 CCD

» Formato: 192x165 pixeles

» Tamaiio del pixel: 16x13.75 um

> Area activa: 0.264 cm x 0.264 cm

» Eficacia cudntica: > 50 % a 650 nm

> Eficacia en la trasferencia de carga: 99.998 %

> Corriente en oscuridad: <1.3 e/seg/pixel a -36° C

» Capacidad del pozo de potencial: ~150,000 e/pixel

» Temperatura de la CCD: -30° C a 20° C de temperatura ambiente
> Duracién de la exposicion: de 0.01 a 4000 seg

» Resolucion del conversor A/D: 12 bits (4096 niveles de gris)

» Velocidad max. de adquisicion: 2 imagenes/seg modo “subframe”

MCD400 CCD

» Formato: 243x336 pixeles

» Tamaiio del pixel: 10 um x10 um

> Area activa: 0.336 cm x 0.243 cm

> Eficacia cudntica: > 63 % a 650 nm

» Eficacia en la trasferencia de carga: 99.998 %

» Corriente en oscuridad: <0.6 e/seg/pixel a -36° C

» Capacidad del pozo de potencial: ~150,000 e/pixel

» Temperatura de la CCD: -30° C a 20° C de temperatura ambiente
» Duracién de la exposicion: de 0.01 a 4000 seg

» Resolucion del conversor A/D: 16 bits (65536 niveles de gris)

» Velocidad max. de adquisicion: 2 imagenes/seg modo “subframe”
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APENDICE II:

CONFIGURACION DE LA TARJETA MULTIFUNCIONAL
AT-MIO-16

Las caracteristicas mas importantes de la tarjeta multifuncional AT-MIO-
16 (National Instruments Corporate Headquarters, Austin, Texas, USA) son las
siguientes:

* Conversor A/D de 12 bits.

* Ocho entradas analdgicas (existe la posibilidad de configurarla para 16).

* Dos salidas de voltaje.

* Ocho lineas TTL (digitales).

* Tiempo de conversion: 9 us.

* Puede alcanzar un ratio de adquisicion de 100 kH.

* Las funciones de interfase de la tarjeta nos permiten la adquisicion de

datos mediante doble buffer, salida analdgica, generacion de formas de

onda, I/O digital, operaciones de contador, mensajes de error, €tc.

* Existe la posibilidad de configurar mediante hardware y software el

rango de configuracion con el fin de aprovechar el rango dinamico para

aumentar la precisién hasta 2.44 mV (basta cambiar la ganancia para las

diferentes configuraciones):

-de0a+l0V (de0alV,de0a0.1V,de0mV a20mV)

-de-5a+5V (de-0.5a05V,de-50a50mV,de-102a 10 mV)

-de-10a+10V(de-1alV,de-0.120.1V,de-20mV a20mV)

FUNCIONES DE LA INTERFASE DE USO MAS FRECUENTE:

1.- NI DAQ Mem _Alloc. Reserva memoria para un "array" de tamafio el producto
del namero de elementos por el tamafio de cada elemento (viene especificado por
los parametros que se le pasa).

Sintaxis:  status = NI DAQ Mem_Alloc  (handle, elementSize,
numElements, memType, memSource)
2.- NI DAQ Mem_Lock. Incrementa el contador para el “handle” y devuelve el
“lockedHandle” de la memoria alojada por NI_DAQ_Mem_Alloc.

Sintaxis: status = NI_DAQ Mem_Alloc (handle, lockedHandle)
3.- DAQ_ Rate. Convierte el ratio de adquisicion de datos en la base de tiempo y el
intervalo de muestreo necesarios para proporcionar el ratio deseado.

Sintaxis: status = DAQ Rate (rate, units, timebase, samplelnterval)
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4.- DAQ Start. Inicializa un canal asincrono de adquisiciéon de datos y lo
almacena en un "array".

Sintaxis: status = DAQ_Start (deviceNumber, chan, gain, buffer, count,
timebase, smplnterval)
5.- AI VRead. Lee por un canal una seflal analdgica de entrada (inicia una
conversion A/D sobre un canal de entrada) y devuelve el resultado escalado a
voltaje. Las unidades vienen dadas en voltios.

Sintaxis: status = AI_VRead (deviceNumber, chan, gain, voltage)
6.- AO_VWrite. Acepta un valor de voltaje en punto flotante, lo transforma al
numero binario correspondiente y escribe dicho niimero como salida analégica en
el canal especificado.

Sintaxis: status = AO_VWrite (deviceNumber, chan, voltage)
7.- WFM_Load. Asigna un buffer donde se almacena la informacion que se
generard en la salida.

Sintaxis: status = WFM Load (deviceNumber, numChans, chanVect,
buffer, count, iterations, mode)
8.- WFM_Clock _Rate. Especifica el ratio y el retraso de una salida analdgica para
un grupo de canales.

Sintaxis: status = WFM _ClockRate (deviceNumber, group, whichclock,
timebase, interval, mode)
9.- WFM_Group _Control. Controla la generacién de la forma de onda para un
grupo de canales de salida analdgica.

Sintaxis: status = WFM Group Control (deviceNumber, group,
operation)
10.- CTR_Pulse. Genera un pulso especificado por el contador, el retraso y el
ancho del mismo.

Sintaxis: status = CTR_Pulse (deviceNumber, ctr, timebase, delay,
pulseWidth)
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APENDICE III:
ESTRUCTURA E INVOCACION DE LAS DLL

1. Estructura de una DLL

Toda DLL debe constar necesariamente de tres partes:

* LibMain. Su finalidad es la de inicializar la DLL y es invocada una sola vez
cuando ésta es cargada. Los pardmetros que son pasados a LibMain son:
HANDLE, WORD, WORD y LPSTR.

* Wep (Windows Exit Procedure). Permite descargar limpiamente la libreria de
funciones. En general es conveniente incluirla en el médulo de definicion (.DEF).
* Funciones de exportacion. Estas son las funciones propiamente dicha que son
requeridas en la DLL. Al igual que la Wep, se suelen declarar en el modulo de

definicion.

2. Llamada de las DLL desde Visual Basic

En Visual Basic, todas las funciones, entre las que se incluyen las DLL,
deben ser declaradas. La declaracién puede hacerse en una “Form” en cuyo caso
seria privada a la misma, o en un “Module” si queremos que sea transparente a
todas las partes del programa. Un ejemplo de declaracion es el siguiente:

Declare Function CCDCameraExpose% Lib "c:\dll\runccd.dll" (ByVal MiliSec&,
ByVal AntiBloom%, ByVal Looklnterval%)

La “Lib” runccd.dll es la libreria DLL donde reside la funcién. Esta tiene
tres argumentos que se le deben pasar y que, tal como se especifica, son dados por
valor.

Las DLL pueden retornar o no un valor. En el primer caso se declarard la
misma como un “Function”, mientras que si no devuelve valor alguno, se
declarara como una “Sub”. Una vez que se declara la funcién, ésta es llamada
como cualquier otra de Visual Basic. Es importante destacar que los parametros
utilizados en “C” y en Visual Basic no siempre coinciden, por lo que se debe

prestar especial atencion a encontrar el tipo de dato apropiado que se le pasa a la
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funcién.
Por defecto, Visual Basic pasa todos los argumentos por referencia; sin
embargo, muchas DLL necesitan pasar los argumentos por valor. Por esta razén se

debe especificar en los argumentos, si procede, “ByVal”.
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APENDICE IV:
ESTRUCTURA DE UN FICHERO BITMAP (BMP)

1.- Header (tamafio: 14+40+1024=1078 bytes)
1.1 Bitmapfileheader (14 bytes):

- Tipo de fichero (2 bytes) = BM
- Tamafio de la imagen (4 bytes)
- Bytes activados a cero (2 bytes)
- Bytes activados a cero (2 bytes)
- Bytes en que comienza “Info” (4 bytes)

1.2 BitmapInfo (40+1024 bytes). Se subdivide en:
1.2.1 Bitmapinfoheader (40 bytes):

- Tamafio del bitmapinfoheader en bytes (4 bytes)

- Anchura de la imagen en pixeles (4 bytes)

- Altura de la imagen en pixeles (4 bytes)

- Numero de planos para el dispositivo blanco (2 bytes)

- Namero de bits por pixeles (2 bytes)

- Tipo de compresion (4 bytes)

- Tamaiio en bytes de la imagen (4 bytes)

- Resolucidn horiz. en pixeles/m del dispositivo blanco (4 bytes)
- Resolucion vertical en pixeles/m del dispositivo blanco (4 bytes)
- Nimero de colores usados por el bitmap (4 bytes)

- Numero de colores importados para el bitmap (4 bytes)

1.2.2 Rgbquad (1024 bytes). Es lo que cominmente se conoce como
“paleta de color” o LUT y define los colores del bitmap. Esta paleta es del tipo
RGB (red-green-blue) y en funcién de la proporcion de cada uno de estos colores
primarios se genera uno nuevo, haciendo corresponder el color resultante a un
determinado valor de intensidad luminosa.

- Intensidad de color azul (1 byte)

- Intensidad de color verde(1 byte)

- Intensidad de color rojo (1 byte)

- Bytes no usado, activado a cero (1 byte)

2. - Info. Es la informacion correspondiente a los valores de intensidad luminosa,
es decir, de la imagen propiamente dicha (carga almacenada en cada pixel de la
cdmara). Se almacena pixel a pixel en forma binaria comenzando desde la esquina
superior izquierda hasta la esquina inferior derecha fila a fila.
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APENDICE V:
SUBRUTINAS DE CONTROL DE LA CAMARA

1. Programa: RUNCCD.C

- Este programa esta escrito en “C” y el ejecutable es una “DLL”. Esta DLL es
llamada desde Visual Basic para la adquisicién de imagenes. Gobierna diferentes
funciones de la cadmara como inicializar, enfriar la CCD, abrir y cerrar el
obturador, limpiar o Ilevar la tension almacenada de los pixeles a tierra, exponer el
cristal de silicio, integrar los valores y digitalizarlos.

#include <stdio.h>
#include "c:\dll\camara.h"
#include <windows.h>
#include <string.h>
#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>
//**************************************************************
HANDLE hmodDLL;
WORD PixelArray[256];
int YOffset, YSize;
int XOffset, XSize;
FILE *f;
J] A ARk sk ko R ok Rk ok ok RS Rk ek ok ko ok Rk ok ek
VOID FAR PASCAL _export CCDCameraCooler (BOOL bOn) // Enfria la CCD
{
bOn=bOn;
CameraCooler(bOn);
return;
}
// La siguiente funcidn asigna una determinada direccién de memoria
BOOL FAR PASCAL _export CCDCameralnitialize (WORD wPortAddress)
{
wPortAddress=0x120;
#ifdef MAC
Cameralnitialize();
#else
Cameralnitialize(wPortAddress); /*Inicializa a la direccién de memoria
especificada/
#endif
return TRUE;
}
// Esta funcién abre el obturador de la CCD
VOID FAR PASCAL _export CCDCameraOpenShutter (VOID) {
CameraOpenShutter(); /*Abre el obturador de la cAmara/
return;
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}

// Esta funcién descarga a tierra la carga de la CCD
VOID FAR PASCAL _export CCDCameraClearCCD (VOID)
{
CameraClearCCD(); /*Descarga los pozos de potencial a tierra */
return;
}
// Esta funcion integra los valores de la CCD
VOID FAR PASCAL _export CCDCameraBeginIntegrate (VOID)
{
CameraBeginIntegrate(); /*Comienza la integracién de los valores
asignados a la carga de cada pixel, mediante la tarjeta digitalizadora */
return,;
}
// Esta funcién determina el tiempo de exposicién de la CCD
BOOL FAR PASCAL _export CCDCameraExpose (ULONG MiliSec, WORD
AntiBloom, WORD LookInterval)
{
MiliSec=MiliSec;
AntiBloom=AntiBloom:;
Lookinterval=LooklInterval;
CameraExpose (MiliSec,AntiBloom,LookInterval);
/* Expone el sensor de la CCD durante el tiempo especificado por las variables y
con la posibilidad de AntiBloom*/
return FALSE;
}
// Esta funcién regula la integracion de la CCD
VOID FAR PASCAL _export CCDCameraEndIntegrate (VOID)
{
CameraEndIntegrate(); /*Finaliza la integracién */
return;
}
// Esta funcidn cierra el obturador de la CCD
VOID FAR PASCAL _export CCDCameraCloseShutter (VOID)
{
CameraCloseShutter(); /*Cierra el obturador de la cdmara */
return,

}

/* A continuacidn estan programadas las funciones de digitalizaciéon y archivo de
la imagen*/
VOID FAR PASCAL _export CCDSampleDigitize (VOID)
{ .
mnt y;
long d;
char *p;
YOffset = 0; /* >0 = salta YOffset lineas */
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XOffset=0; /* >0 = salta XOffset columnas */
YSize = 165; /*165 lineas, para nuestro sensor */
XSize =192; /*192 pixeles/linea lineas, para nuestro sensor */
bHardware = TRUE;
/* Especificamos el nombre del fichero donde se almacena la imagen asi como el
tipo. En nuestro caso es un fichero de acceso binario de lectura y escritura. */
if( I(f = fopen("c:\\image\\temp.sst”, "wb+" )))
{
return;
}
CameraCCDParallel(Y Offset);
/* A continuacidn se digitaliza linea a linea */
for (y=0; y < YSize; y++)
.
CameraDigitizeLine( &PixelArray(0], Xsize, Xoffset, FALSE, 1, 1);
p =(char *) &PixelArray[0]; /* direccionamos el puntero al buffer */
for( d=0; d<XSize; d++)
{
/*el primer argumento indica la direccidn, el segundo sizeof (char) el tamafio el
tercero el numero de datos y el cuarto el puntero del fichero */
fwrite( p,sizeof(char), 1, f); /*byte més significativo */
fwrite( pt1,sizeof(char), 1, f); /*byte menos significativo */

p+=2;
}

}

fclose( f);

}

] HA AR KRR RO K R R R R R R R K o K K o K

/*El siguiente médulo forma parte de la estructura de una DLL*/
int FAR PASCAL LibMain (HANDLE hModule, WORD wDataSeg, WORD
cbHeapSize, LPSTR IpszCmdLine)
{
wDataSeg=wDataSeg;
cbHeapSize=cbHeapSize;
lpszCmdLine=lpszCmdLine;
hmodDLL=hModule;
return 1;
}
#if ( MSC_VER<610)
int FAR PASCAL WEP(int fSystemExit);
#pragma alloc_text(WEP_TEXT,WEP)
int FAR PASCAL WEP
(
int fSystemExit
)
{
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{SystemExit=fSystemExit;
return 1;

}
#endif//C6

2. Programa: SSI_BMP.C

Este programa ha sido también compilado para ser una DLL que ser4
utilizada en el entorno Windows. Concretamente, contiene la funcién “CCDwrite”
empleada en la adquisicién de imagenes invocada desde el programa desarrollado
en Visual Basic. Esta funcién traduce el archivo SSI que aprovecha la resolucion
de 12 bits de la camara, en un archivo BMP que nos permitird visualizar la imagen
en cualquier programa de uso comercial.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include "c:\dll\camara.h"

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>
//*****************************************************
HANDLE hmodDLL;

int vall,val2;

int value;

long valfloat;

int cont;

int j;

int dato;

int datol;

long ValLut;

char ValLutRGB;

/I"**** Definimos el cabecero del BIT MAP (g) ****#skk s iornkkskok
int bftype = 19778,

int bfsize = 14 +40 + 1024 + 192 * 165;
int bfreservedl = 0;

int bfreserved2 = 0;

long bfoffbits = 1078;

long bisize = 40;

long PixWidth360 = 192;

long PixHeight360 = 165;

int bitplanes = 1,

int bibitcount = §;

long bicompression = 0;

long bisizeimage = 31680; /*bfsize-bfoffbits */
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long bixpelspermeter = 1;  /*cm/pixel ; factcal% */
long biypelspermeter = 1;  /*cm/pixel ; factcal% */
long biclrused = 256;
long biclrimportant = 0;
[] *****% Se termind de definir el cabecero del BIT MAP *#kkkkxx
VOID FAR PASCAL _export CCDwriteFile (VOID)
{
/* Se abren tres fichero simultineamente, uno de lectura de la imagen (formato
SSI), el otro de lectura de la paleta usada y el tltimo el fichero de almacén de la
nueva imagen una vez convertida. */
FILE *fptr;
FILE *lut;
FILE *ssi;
if ( (fptr=fopen("c:\\image\\temp.bmp","wb+") ) ==NULL) /* Nombre del
fichero BMP*/ '

{
return;

}

/[*** Escribimos en el fichero el cabecero del BIT MAP (ea) ***
fwrite(&bftype,sizeof(int),1,fptr);
fwrite(&bfsize,sizeof(long),1,fptr);
fwrite(&bfreservedl,sizeof(int),1,fptr);
fwrite(&bfreserved2,sizeof(int), 1 ,fptr);
fwrite(&bfoffbits,sizeof(long), 1, fptr);
fwrite(&bisize,sizeof(long), 1 ,fptr);
fwrite(&PixWidth360,sizeof(long), 1,fptr);
fwrite(&PixHeight360,sizeof(long), 1,{ptr);
fwrite(&bitplanes,sizeof(int), 1, fptr);
fwrite(&bibitcount,sizeof(int),1,fptr);
fwrite(&bicompression,sizeof(long),1,fptr);
fwrite(&bisizeimage,sizeof(long),1,fptr);
fwrite(&bixpelspermeter,sizeof(long),1,{ptr);

fwrite(&biypelspermeter,sizeof(long),1,fptr);
fwrite(&biclrused,sizeof(long),1,fptr);
fwrite(&biclrimportant,sizeof(long), 1,{ptr);

[/ ****%** Finaliza el cabecero del BIT MAP *¥¥kksskokokd ko skokdonk

[/ **%*%% Escribimos en el fichero el LUT del BITMAP (ees) ***

if ( (lut=fopen("c:\image\\redlut.dat","rb+") ) ==NULL) /*Fichero donde se

almacena la paleta */

{

return;

¥
while (fread(&ValLut,sizeof(long),1,lut)==1)

{
fwrite(&ValLut,sizeof(long),1,fptr);

b
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fclose(lut);
/] ¥**%%* Finaliza el LUT del BIT MAP *%#k ks ok ook ok ok
/] ¥***  Se abre el fichero SSI Para ser leido ***#*¥xkkkrkdkttk
if ( (ssi=fopen("c:\\image\\temp.ssi", "rb+" ) ) ==NULL)
{

return;

}

for(cont=0;cont<165;cont++)

{
for(j=0; j<192; j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
vall= dato;
fread(&datol,sizeof(char),1,ssi);
val2=datol;
valfloat=(float)(val2*256+val1)*256/4096;
value =(int) valfloat ;
fwrite(&value,sizeof(char),1,{ptr);
}

}

fclose(ssi);
fclose(fptr);
}

3. Programa: CAMARA.C

Este programa esta compilado bajo el sistema operativo MS-DOS. Ejecuta
diferentes funciones de la cAmara para tomar una imagen, pero no la archiva en
disco. Fue el primer programa que escribimos a partir de un ejemplo que incluia el
fabricante en el software que distribuye.

#include <stdio.h>
#include "c:\dll\camara.h"
#define  WINDOWS H
#ifdef MSC_VER
#defineasm  _asm
#define inport _inpw
#define inportb _inp
#define outport _outpw
#define outportb _outp
#endif

// sk sk sk sk ok e sk sk sk ok ok ok 3k 3k e ok B Ak sk sk %k ok sk sk ok ok ok ok ok Ak ok 3k ke le o ok ok ok ke sk sl ok ofe ke ke ok Ok Sk ke ksk ok
WORD PixelArray[192];
int YOffset, YSize;

int XOffset, XSize;
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long ExposureTime;
int AntibloomInterval;
FILE *f;
int SampleDigitize(void)
{ .
inty;
intd;
char *p;
printf("\nExposing...");
CameraClearCCD();
CameraOpenShutter();
CameraBeginIntegrate();
CameraExpose(ExposureTime, AntibloomlInterval, 0);
CameraCloseShutter();
CameraEndIntegrate();
CameraCCDParallel(YOffset);
for (y=0; y <165; y++)
{
CameraDigitizeLine(&PixelArray[0],192,0,TRUE,0,0);
p =(char *) &PixelArray[0]; /*puntero al buffer */
for( d=0; d<192; d++)
{
/*el primer argumento indica la direccidn, el segundo sizeof(char) el tamafio el
tercero el numero de datos y el cuarto el puntero del fichero */
fwrite( p,sizeof(char), 1, f); /* byte mas significativo */
fwrite( p+1,sizeof(char), 1, f); /* byte menos significativo */
p+=2;
}
printf("\linee %d: %d \r",y, PixelArray[10]);

}
CameraCooler(FALSE); /*TRUE activa el colore */

}
/* a continuacién, el fichero DATA.RAW contiene el valor de cada pixel
ordenado secuencialmente byte a byte. */
void main(void)
{
#ifdef MAC
Cameralnitialize();
#else
Cameralnitialize(0x120);
#endif
CameraCooler(TRUE); /*TRUE activa el cooler */
printf("done!\n");
YOffset =0; /* >0 = salta YOffset lineas */
XOffset = 0; /* >0 = salta XOffset columnas */
YSize =165; /*165 lineas, para la camara utilizada */
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XSize =192; /* 192 pixeles/linea para nuestra camara */
printf("\nDuracion de la exposicion?: ");
scanf("%i", &ExposureTime );
AntibloomlInterval = 0; /* no activa el Antibloom */
bHardware = TRUE;
if( !1( = fopen("C:\CCD\D", "wb+")))
{
printf("\n\nFILE OPEN ERROR. EXITING.\n");
return;
}
SampleDigitize();
fclose( f);
}
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APENDICE VI:

SUBRUTINAS EMPLEADAS EN EL PROCESAMIENTO Y
ANALISIS DE IMAGENES

Todas la subrutinas descritas a continuacion fueron escritas en Quick “C”
y compiladas como Windows DLL. De esta forma, y tras ser declaradas en la

aplicacion desarrollada en Visual Basic, fueron invocadas en tiempo de ejecucion.

1. Programa: BIT400.C

Descripcion: Genera, a partir de una imagen BMP adquirida con la cdmara
MCD400 (244x336 pixeles), otra correspondiente a una subregion especifica,
definida mediante las coordenadas determinadas por el usuario.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>

// sk e ok ok sk e ol o ok st ok dfe ok K sk e sfe ok ok ok ol ok ok ke ok ol ko sl sde sk ok ok ok e ol vk ok dfe ok vk e ok ok ok sk ke K ok ok ok kK

HANDLE hmodDLL;

int value,dato;

int ancho, alto;

long valfloat;

long cont;

int j;

long ValLut;

char ValLutRGB;

long offset;

/] ¥**** Definimos el cabecero del BITMAP *¥* ¥k xkkkskkskkkkkx
)

/] *¥*%*** FEinaliza el cabecero del BITMAP ¥ #kkkadokkkkkokkxx

long FAR PASCAL _export BitBMP400

(

)

{
FILE *fptr;
FILE *lut;
FILE *ssi;

] R K K o kR K S o ok R R K K kR R R R R SR ok K ok %

if ( (ssi=fopen("c:\\image\\temp.bmp", "rb+" ) ) ==NULL)

int X1,int Y1,int X2,int Y2
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{

return 1;

}

for(cont=0;cont<18;cont++)

{
fread(&dato,sizeof(char),1,ss1);

}

for(cont=0;cont<1;cont++)
{ ,

// Calculo el ancho de la imagen
fread(&ancho,sizeof(long),1,ssi);
}

for(cont=0;cont<1;cont++)
{

//Calculo el alto de la imagen
fread(&alto,sizeof(long),1,ssi);

}

[ FA AR ROk R KRS KRR KRR R R KR ok ok

ImageWidth=Y2-Y1;
ImageHeight=X2-X1; .
bfsize = 14 + 40 + 1024 + ImageWidth * ImageHeight; * L

bisizeimage=bfsize-bfoffbits; e
// 3¢ 2k ok 2k ok e dfe 2k otk ok e ok s b e ofe sfe ofe 3k sfe e o ok e ke ok e sfe dfk e ik ok sk e dke s 3k ok K ok e ske ke 2k e dfe e ok e e ok ke ok ﬂb"-,?’? .

&

if ( (fptr=fopen("c:\\image\\tempbit.bmp","wb+") ) ==NULL) ™~
{
return 1;
}
/[ ¥***%* Escribimos en el fichero el cabecero del BIT MAP  ****
(e0)
/[ *¥***** FEinaliza el cabecero del BIT MAP #¥dxkkkiokkkkdokxk*
/] ¥***x* Eocribimos en el fichero el LUT del BITMAP  ***¥*k**x
(o)
// %k o 3k ok sk Finaliza el LUT del BIT MAP 3k sk s ofe ok R sfe 2k sk e 3k ok 3k o ke ke e ole ke
for(cont=X1;cont<X2;cont++)
{
offset=cont*336+Y1+1078;
fseek(ssi,offset,0);
for(j=Y1; j<Y2; j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
value=dato;
fwrite(&value,sizeof(char),1,fptr);
}
}

fclose(ssi);
fclose(fptr);
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return 1;

2. Programa: CONTRAS.C

Descripcién: Modifica, a partir de una imagen BMP, el contraste y el
brillo de la misma. Se especifica la pendiente y la ordenada en el origen de la recta
definida por la funcién de transformacion.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>

// A ke ok o ok ok ok e 2k ok ok ke ke le sk dke ok sk sk sk ok sk ok sk ode ok ok ol ole e ik kel le ke B e ke fe sde ke ok sk sk ok ok ok ok ok

HANDLE hmodDLL;

float m; // variable para calcular el contraste (la pendiente)

int b; // variable para calcular el contraste (la ordenada en el origen)

float r;

int value,dato;

long ValLut;

int ancho, alto;

long cont;

long offset;

long filesize;

/1 **%%* Definimos el cabecero del BITMAP *¥¥kkkdoik sk kokokokokosk
®)

[/ *****% Finaliza el cabecero del BITMAP ¥k kokokkodok sk dekkokokk

long FAR PASCAL _export ContrasBMP

(

)

{
FILE *fptr;
FILE *ssi;
FILE *lut;

[ R R R ok ek s ok otk ks ok ok ok ko R o ok ks ok ok ok ok e ko o ok

if ( (ssi=fopen("c:\\image\\temp.bmp", "rb+" ) ) ==NULL)

int X1,int Y1

{
return 1;
}
for(cont=0;cont<18;cont++)

{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
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}
for(cont=0;cont<1;cont++)
{
//Calculo el ancho de la imagen
fread(&ancho,sizeof(long), 1,ss1);
}
for(cont=0;cont<1;cont++)
{
//Calculo el alto de la imagen
fread(&alto,sizeof(long),1,ss1);
}
filesize=ancho*alto+1078;//filelength(fileno(fptr));
bfsize = filesize;
PixWidth360 = ancho;
PixHeight360 = alto;
bisizeimage = ancho*alto; //bfsize-bfoffbits
// K 3 o ok ok 3 e e ol ok ke e e 3k e ok 3k ok ofe o e Sk o ok 3k e sl sk 3k sk e ok ke dde ke ok e dke ol sk K sk ok e sfe ok dde e ode sk ok e ke ke

if ( (fptr=fopen("c:\\image\\tempcon.bmp","wb+") ) ==NULL)

{
return 1;
}
/1 ¥**%%* Escribimos en el fichero el cabecero del BIT MAP  ***

(00)
[ ¥*¥**** Einaliza el cabecero del BIT MAP #¥kk¥kkkrkkikkxrx
/] *¥**¥x* FEscribimos en el fichero el LUT del BITMAP  *****xx*
(eee®)
Jf ¥**%x% Einaliza el LUT del BIT MAP * %% %k ko skokesohode ok sk e
offset=1078;

fseek(ssi,offset,0);
for(cont=0;cont<filesize-1078;cont++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ss1);
m =1+ X1*4E-2;
b=YIl;
dato = dato * m + b;
if(dato < 0)
{
dato=0;
b
if(dato > 254)
{
dato=254;
}
fwrite(&dato,sizeof(char), 1 fptr);
}
fclose(ssi);
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fclose(fptr);
return 1;

}

3. Programa: CREABIT.C

Descripcién: Genera, a partir de una imagen en formato SSI adquirida con
la camara MCD220 (192 x 165 pixeles), otra correspondiente a una subregién
especifica, definida mediante las coordenadas determinadas por el usuario.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>

// Kl ok ol 3 sfe ok ofe 2k e ok e 3k sk ake dle ad¢ e sk o ke ke e okl ok e ok e 3k ok ok ke o ok e ok ok e ok ke K ok le ke ke ok dk ok ok ok

HANDLE hmodDLL;

int vall,val2;

int value;

long valfloat;

long cont;

int j;

int dato;

int datol;

long ValLut;

char ValLutRGB;

long offset;

char Buffimage[32768];

long t;

/] *¥**** Definimos el cabecero del BITMAP **¥¥*xkkxkacxsokxkx*
@)

[/ ¥***** Finaliza el cabecero del BITMAP *¥*xdkdkxskakxkdohdd

long FAR PASCAL _export BitBMP

(

)
{
FILE *fptr;
FILE *lut;
FILE *ssi;
[/ R R SR R R KR ok ok ko o Kk R R R R R R R R R R s ok Rk ok ok
if ( (ssi=fopen("c:\\image\\temp.ssi", "rb+" ) ) ==NULL)
{

retun 1;

}

int X1,int Y1,int X2,int Y2
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t=0;
for(cont=X1;cont<X2;cont++)
{
offset=((cont*192)+Y1)*2;
fseek(ssi,offset,0);
for(G=Y1,; j<Y2; j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
vall= dato;
fread(&dato1,sizeof(char),1,ssi);
val2=datol;
valfloat=(float)(val2*256+val1)*256/4096;
value =(int) valfloat ;
=t+1;
Buffimage[t]=value;
3
}

fclose(ssi);
// ok 3 2k sk ok o ok e o ok ok %k ke sk e dle 3k ke skl 3k sk ok ke K ok 3 ol ke ok ke ke Kk 3k ofe sk Kk ke sk ke ok K sk ke e ok ke ok ke ok e ok ok
ImageWidth=Y2-Y1;
ImageHeight=X2-X1;
bfsize = 14 + 40 + 1024 + ImageWidth * ImageHeight;
bisizeimage=bfsize-bfoffbits;
// Sk g 34 3k 3k e ok o e sk K ke dfe 3¢ o e sk ofe ok ok 3k e afe ok K dle sk ol A dk e sk ofe Kk ok ok ke vk ok e sk e K e 2k e K ok 2k ofe ok ok kK
if ( (fptr=fopen("c:\\image\\temp.bmp","wb+") ) ==NULL)
{

return 1,
}

/] *¥***x%k Focribimos en el fichero el cabecero del BIT MAP  #****
(o0)
[/ *¥***** Einaliza el cabecero del BIT MAP H¥¥#rkkikoksiokdokk*
/] *¥¥*%*% Eocribimos en el fichero el LUT del BITMAP ¥ ¥**xk**
(eee) _
// % ok ok ofe ko Finaliza el LUT del BIT MAP ok 2% 3¢ ok ok 3k ok vk ode e ok df¢ e ok sk ok e ok sk ke
for(cont=1;cont<=t;cont++)
{
value=Buffimage[cont];
fwrite(&value,sizeof(char),1,{ptr);
}
fclose(fptr);
return 1;
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4. Programa: GRAVCEN.C

Descripcidn: Determina a partir de una imagen en formato BMP el centro
de gravedad de la misma. La funcidn lee, fila a fila y columna a columna, hasta
encontrar las correspondientes lineas cuyo sumatorio de intensidades sea maximo.
La interseccién de ambas lineas serd el centro de gravedad.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <io.h>

#include <windows.h>

#include <fcntl.h> /* _O_ constant definitions */
#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>
//*****************************************************
HANDLE hmodDLL,;

int handle;

int cont,j;

int dato;

int MaxFila,MaxColumna;

unsigned long PesoGravedad;

unsigned long PesoGravedad2;

long ancho,alto;

long sum,;

long MaxValor;

long filesize;

long offset; :
//*****************************************************

long FAR PASCAL _export ReadCentroGrav
(

)
{
FILE *ssi;
FILE *fptr;
ﬁ******************************************************
1if ( (ssi=fopen("c:\\image\\temp.bmp", "rb+" ) ) ==NULL)
{

return 1;

}

/%% 3 ok e o e s o ok ks ok ks ok e o ok o ok o R K R R R Ko ok sk R s ok ok o ok ok

MaxFila=0;

MaxValor=0;

[rHfRxxskkxxk Direcciono el puntero a la posicidn donde se almacena
en valor de las varables alto y ancho ****#*xxkkkiochdionkskrxs/

VOID
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offset=18;
fseek(ssi,offset,0);
fread(&ancho,sizeof(long),1,ssi);
fread(&alto,sizeof(long),1,ssi);
[rHRARERRR% Direcciono el puntero a la posicién donde se almacenan
los datos de la imagen propiamente dicha *#*###kioiokdokoooiokkokkokok
offset=1078;
fseek(ssi,offset,0);
/1 **** Calculo la FILA de intensidad Maxima ***#* sk kbt kot okokek
for(cont=0;cont<alto;cont++)
{
sum=0;
for(j=0;j<ancho;j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
sum=sum-+dato;

}

if{MaxValor<sum)
{
MaxValor=sum;
MaxFila=cont;

}
}

// o e ok ok ok ok ok ok o 3k o ok ok 3k ke ke ok ok ofe ke ok ke ok s ol K sk sk o ke ke sk s sfe ke ok sk sk ok ok 3k ok ok ok s ok ok ok e ok ok kK

MaxColumna=0;
MaxValor=0;
/1 *¥*** Calculo la COLUMNA de intensidad Méxima ** %%k ko
for(cont=0;cont<ancho;cont++)
{
sum=0);
for(j=0;j<alto;j++)
{
offset=(j*ancho)+cont+1078;
fseek(ssi,offset,0);
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
sum=(sum-+dato);
}
if(MaxValor<sum)
{
MaxValor=sum;
MaxColumna=cont;

}
}

fclose(ssi);
// ke 3k s ok 3k Sk e sk ok ke ok e ke e ok sk sk ok ke sk sk ke e ok ok ke ok sk ok ok i 3k ok ok ofe ke ok ke sk ok ok sk dke sk sk ke e e ok ok ok ok

if ( (fptr=fopen("c:\\image\\valcg.dat","wb+") ) ==NULL)
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{

return 1;
}
fwrite(&MaxFila,sizeof{(int), 1, fptr);
fclose(fptr);
return MaxColumna;

}

5. Programa: BMPTOBIT.C

Descripcién: Genera, a partir de una imagen BMP adquirida con la cdmara
MCD220 (192 x 165 pixeles), otra correspondiente a una subregion especifica,
definida mediante las coordenadas determinadas por el usuario.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>

//*****************************************************

HANDLE hmodDLL;

int value,dato;

int ancho, alto;

long valfloat;

long cont;

int j;

long ValLut;

char ValLutRGB;

long offset;

] ***%* Definimos el cabecero del BITMAP F*¥dksokskorskonkxskxokxok
(e)

/[ *¥***** Finaliza el cabecero del BITMARP **#*¥dxkkxkikkxkrxk

long FAR PASCAL _export BMPBitBMP

(

)
{

FILE *fptr;

FILE *lut;

FILE *ssi;
//****************************************************************
if ( (ssi=fopen("c:\\image\\temp.bmp", "rb+" ) ) ==NULL)

{

return 1;

int X1,int Y1,int X2,int Y2
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for(cont=0;cont<18;cont++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
}
for(cont=0;cont<1;cont++)
{
//Calculo el ancho de la imagen
fread(&ancho,sizeof(long),1,ssi);
}
for(cont=0;cont<1;cont++)
{
//Calculo el alto de la imagen
fread(&alto,sizeof(long),1,ssi);

}

// e 2k ok sk oo ok ke ofe ok ok sk s ok sk ke ok ok ke fe ke ke ok K st sk okl ke ok sk s ok ok s ke ok sk ok ok ok Sk ok ok ok ok ok 3k e ke ok K Kk

ImageWidth=Y2-Y1;

ImageHeight=X2-X1;

bfsize = 14 + 40 + 1024 + ImageWidth * ImageHeight;

bisizeimage=Dbfsize-bfoffbits;

// 3 e ok ok ok ok ofe ok ok ke ok ok ke e ke le sk sk sk sk sk ok ok sde ole ke ke ok ok ok ke ok ok ok ok ake ok ok ok ok ok ke 3k sk ke ok ok ok ke sk ok ok
if ( (fptr=fopen("c:\\image\\tempbit.bmp","wb+") ) ==NULL)
{

retumn 1;

}
/] ¥***** Escribimos en el fichero el cabecero del BIT MAP  *#**
(e0)
[/ *¥***** Einaliza el cabecero del BIT MAP #kukdskskikskokdokok kokok
/[ ¥***%*% Escribimos en el fichero el LUT del BITMAP  #x sk ktkx
(see)
// %k ok s ok ok k Finaliza el LUT del BIT MAP 3 ok ofe ofe sk ok ok o ok ok sk ok ok ok ok sk ke ok ok kK
for(cont=X1;cont<X2;cont++)
{
offset=cont*192+Y1+1078;
fseek(ssi,offset,0);
for(j=Y1; j<Y2; j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
value=dato;
fwrite(&value,sizeof(char), 1,fptr);
}
}

fclose(ssi);
fclose(fptr);
return 1;

}
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6. Programa: MAXLINE.C

Descripcion: Determina la linea de intensidad méaxima de la imagen. Este
célculo permite conocer la posicién de los granos y en que momento se produce la
fusién del mismo.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <io.h>

#include <fentl.h> /* _O_ constant definitions */

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>
//*************************************************************
HANDLE hmodDLL;

int handle;

int j,cont;

long MaxValor;

int MaxFila;

int dato;

long ancho,alto;

long sum,;

long filesize;

long offset;
//*****************************************************

long FAR PASCAL _export ReadMaxFila

(
VOID
)
{
FILE *ssi;

//******************************************************
if ( (ssi=fopen("c:\\image\\templee.bmp", "rb+" ) ) ==NULL)
{
return 1;

}

//******************************************************
MaxFila=0;
MaxValor=0;
[rHdixxckkkk Direcciono el puntero a la posicion donde se almacena
en valor de las varables alto y ancho ******x¥dxkkkkickiokioniookkokiox/
offset=18;
fseek(ssi,offset,0);
fread(&ancho,sizeof(long),1,ssi);
fread(&alto,sizeof(long),1,ssi);
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[RE¥®E¥AEXE Direcciono el puntero a la posicion donde se almacenan
los datos de la imagen propiamente dicha ****#*¥dokdokskskokoke ok x|
offset=1078;
fseek(ssi,offset,0);
for(cont=0;cont<alto;cont++)
{
sum=0;
for(j=0;j<ancho;j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
sum = sum + dato;

}

if(MaxValor<sum)
{

MaxValor = sum;
MaxFila = cont;

}

}

fclose(ssi);
return MaxFila;

}

7. Programa: PALBMP.C

Descripcion: Genera una archivo con los valores de una paleta
determinada, LUT, y lo utiliza para crear la imagen de dicha paleta de color.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>

#include <ctype.h>

#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>

// 3k 3 3k ok Sk sk 3k e ofe sfe dfe sk e ofe sfe ok vk ke e sde ok ke ol sk ok ok ke ok ok sk ke ke 2k sk sk ok ok Sk ol ok ke sk ok sk e ofe ok sk ok ke sk sk ok

HANDLE hmodDLL;

int value; '

int cont;

char valchar;

int j;

long ValLut;

/1 *¥*%** Definimos el cabecero del BITMAP *#¥dxkrkkkrddkkxkx
)

/[ ****%x FEinaliza el cabecero del BITMADP ¥k ksodokdoksokodokdokdok ok x

int FAR PASCAL _export PaletaBMP

(
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)

{
FILE *fdat;

FILE *{ptr;
FILE *lut;
// ok e ok ok ok 3k e ok dfe ke fe e sfe e ke sk sfe ok ok ok b ade ok ok ok ok ke ke ok le ke ok ok ok ok ok ok ok sk ke ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok
if ( (fdat=fopen("c:\\image\\paleta.dat", "wb+" ) ) ==NULL)
{
return 1;

}

for(cont=0;cont<256;cont++)

{

valchar=cont;
fwrite(0,sizeof(char),1,fdat);
fwrite(&valchar,sizeof{char), 1 fdat);
fwrite(&valchar,sizeof(char),1,{dat);
fwrite(0,sizeof(char),1,fdat);
}
fclose(fdat);
/] ¥***** Escribimos en el fichero el cabecero del BITMAP  ****x
(o0)
[/ *****% Finaliza el cabecero del BITMAP #*# ¥k kskokokdokok sk kokok
[[ ***%%x Escribimos en el fichero el LUT del BITMAP  **#kkx*x
(eee)
// sk ok s %k e ok Finaliza el LUT del BITMAP o 2k 3k ok ok ok K ofe ok dfe sk sk 3k ke sk ok oke ok ok ok ok ok
// A continuacién generamos valores de la imagen de la paleta
// o ke ok ok ok 2k ok ofe ok e ok ok ok ok ok ok sfe sl ke ke ke e ok e e s ke sk sl Sk o e ke ok ke ok ok ok ok ok 3k k K 3k kb ok ok ok ok ok ok
for(cont=0;cont<256;cont++)
{
for(j=0; j<100; j++)
{

value =cont;
fwrite(&value,sizeof(char), 1, fptr);
}

}
fclose(fptr);

}
8. Programa: PSCOLOR.C

Descripcion: Desplaza la paleta de color que posea una imagen por otra
paleta diferente. Aplica seudocolor.

#include <stdio.h>

#include <stdlib.h>
#include <ctype.h>
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#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>
//*****************************************************
HANDLE hmodDLL;

long ValLut;

long offset;
//*****************************************************

int FAR PASCAL _export Paleta0
(
)
{
FILE *fptr;
FILE *lut;
//*****************************************************
if ( (fpt=fopen("c:\\image\\temp.bmp", "wb+" ) ) ==NULL)
{

return 1;
}

[ % Ak sk o R s ok kR Rk ok R o R K Sk kR R R R R R Kk K
if ( (lut=fopen("c:\\image\\paleta.dat","rb+") ) ==NULL)
{
return 1;
}
offset=54;
fseek(fptr,offset,0);
while (fread(&ValLut,sizeof(long),1,lut)==1)
{
fwrite(& ValLut,sizeof(long),1,fptr);
}
fclose(lut);
fclose(fptr);
return 1;

9. Programa: VALITSY.C

Descripcion: Determina el valor de intensidad de fluorescencia de la
imagen. El computo lo realiza sobre todos los pixeles que la componen mediante
un sumatorio de sus valores de intensidad.

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <ctype.h>
#include <io.h>
#include <fcntl.h> /* _O_ constant definitions */
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#include <windows.h>

#include <string.h>

#include <c:\vb\cdk\vbapi.h>
//*****************************************************
HANDLE hmodDLL;

int handle;

int cont,j;

int dato;

long ancho,alto;

long sum,;

long offset;
//*****************************************************

long FAR PASCAL _export ReadValBMP

(
VOID
)
{
FILE *ssi;

//*****************************************************
if ( (ssi=fopen("C:\IMAGE\TEMP.BMP", "tb+" ) ) ==NULL)
{

return 1;
}
[r¥®Fdx3EREE Direcciono el puntero a la posicién donde se almacena
en valor de las varables alto y ancho *#**¥x¥kkkok bbbk kodoskokode xokok/
offset=18,;
fseek(ssi,offset,0);
fread(&ancho,sizeof(long),1,ssi);
fread(&alto,sizeof(long),1,ssi);
[¥*H&E*XAEX Direcciono el puntero a la posicion donde se almacenan
los datos de la imagen propiamente dicha **#¥ ki kiorskkokdokkxdok/
offset=1078;
fseek(ssi,offset,0);
/**** Calculo la FILA de intensidad Maxima ****## k% dokoksokkokok xox
sum=0;
for(cont=0;cont<alto;cont++)
{
for(j=0;j<ancho;j++)
{
fread(&dato,sizeof(char),1,ssi);
sum=sum-+dato;
}
}
[ K sk o ok ok ok ks s ot ok ke s o o Rk ok ok o ok s ok sk s ok R e ok o Rk ok s ok R ko
fclose(ssi);
sum=sum,
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return sum,;

}
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APENDICE VII:
SUBRUTINAS PROGRAMADAS EN VISUAL BASIC

Debido a la complejidad y volumen que supondria incluir en este apéndice
todas las formas, moédulos, declaraciones, propiedades, etc. escritos en Visual
Basic, tan sélo se muestra una forma, correspondiente a la adquisicién de
imagenes, para intentar mostrar como es el cédigo y estructura en este lenguaje de
programacion.

Médule del programa: EXPOSURE.FRM

En este médulo se describe la adquisiciéon de imdagenes. El uso de las
funciones de control de la cdmara viene precedido por la declaracién de las
mismas. Esto se hace invocando desde Visual Basic a las DLL que incluyen
dichas funciones.

También son invocadas otras funciones de control para la tarjeta
convertidora A/D AT-Mio-16 de National Instrument.

“Comando selector de filtro”. Mediante la funcién AO_VWrite mandamos un
voltaje de 4 V a un pequefio motor que hace girar la rueda en la que se alojan los
Siltros (cuando dicha accion es exitosa devuelve el valor “0" y en caso contrario
devuelve un cddigo de error). Si el pulso es positivo la rueda gira en un sentido y
si es negativo, en sentido contrario. El reloj “TimerFilter” indica el tiempo
durante el cual aplicamos dicha tensién.

Sub Cmd3D360_Click ()
er=A0_VWrite(1, 0, 4)
TimerFilter Enabled = True
Flag360 =1

End Sub

“Comando de control del obturador del microscopio”. Mediante la funcién
AQO _VWrite se aplica un voltaje de 5 V que activa un electroimdn y, como
consecuencia, se abre el obturador. En este caso, la preparacion es excitada con
la luz de epifluorescencia. Para cerrarlo se vuelve a invocar a la funcion, pero
llevando a la salida de la convertidora un pulso de 0 V.

Sub Cmd3 DOpShutter Click ()
er=A0_VWrite(l, 0, 5)
End Sub

“Comando de activacion del Cooler”. Se presenta en pantalla el modo de
activacion mediante el panel Pan3DCooler.
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Sub Cmd3DCooler_Click ()
If FlagCooler = 0 Then
er = CameraCooler(1)
Pan3DCooler.Caption = "Activation"
Else
er = CameraCooler(0)
Pan3DCooler.Caption = "Inactivation"
End If
FlagCooler = Not FlagCooler
End Sub

“Comando de activacion de la adquisicion”. Mediante la variable Flaglmage se
conmuta el estado de adquisicion. Si el valor es I (True) se ejecuta la adquisicion.
Se contempla las opciones de “Single Frame” y “Multy Frame” gracias al
comando-opcion Opt3DMulty.

Sub Cmd3DOnFExpose_Click ()
FrameNum =0
If Flagmage = 0 Then
Flaglmage = 1

Else
Flaglmage =0
End If
If Opt3DMulty.Value = True Then

Path = CurDir
BaseName = GetFileName ("Enter the name to create a base name")
'BaseName = Path + BaseName
End If
End Sub

“Comando de inactivacion de la adquisicion”.

Sub Cmd3DOffExpose_Click ()
Flaglmage =0
End Sub

“Comando cambio de paleta”. Con este comando se da acceso a la parte del
fichero de la imagen correspondiente al LUT o paleta de color. De esta forma, lo
unico que se hace es modificar una porcion del fichero con la consiguiente
rapidez de procesado.

Sub Cmd3DPaleta_Click ()
Dim p%, q%, fourbytes&
Dim Msg ' Declare variables.
On Error Resume Next ' Set up error handling.
ValSpin = Val(ColorPan3D.Caption)
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[f ValSpin = 0 Then
13k 3k ok 2k ok e ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok sfe ke ofe ok k6 ke ke ke ke ke ke sk o ok ok sk ok ok dke ok sk 3k dle e sk e ke ok ke ke k ok ke Sk sk ke ke ok ok ok
’******PALETA 0 — PALETA DE GRIS e sk ok ok le ok o ke ok ok e sk sk sk e ke e o ok ok e ok ok
Open "CAVBUAMAGE\REDLUT.DAT" For Binary As #1
'Cargar LUT
p=1
Forq=1To 1024 - 3 Step 4
Get #1, q, fourbytes&
LUT&(p) = fourbytes&
p=ptl
Next q
Close #1
p=355
Open "C\DLL\TEMP.BMP" For Binary As #1
'Cargar LUT
Forq=1To 256
Put #1, p, LUT&(q)
p=p+4
Nextq
Close #1
End If
If ValSpin = 1 Then

Tk o6 e ke ok ok ofe sk o e ke ok ke o sk ke ok ok sk ok 3k sk ke Sk sk sl ade ok sk ok S ok e sk ok ol ok ok ok ok 3k ok sk ok sk ok ok ok e ok ok ok ok ok e ke ok
13k 3¢ o A K ok PA[ ETA 1 A ok ok e ok 3k o e ok ok ke ok sk sfe ok ok sk ke ke ke ke A ke ok ok sfe ok ke ok sk ke 3k e o e ok e sk ok ofe ke

Open "CAVBUAMAGE\SAMPLES\PALETA1.PAL" For Binary As #1
'Cargar LUT
p=1
Forq=1To 1024 - 3 Step 4
Get #1, q, fourbytes&
LUT&(p) = fourbytes&
p=ptl
Next q
Close #1
p=355
Open "CADLL\TEMP.BMP" For Binary As #1
'Cargar LUT
Forq=1To 256
Put #1, p, LUT&(q)
p=p+4
Nextq
Close #1
End If
Imagel .Picture = LoadPicture("C:\DLL\TEMP.BMP")
If Err Then
Msg = "Could not find the .BMP file."
MsgBox Msg ' Display error message.
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Exit Sub ' Quit if error occurs.
End If7
End Sub

’

“Timer controlador de la adquisicién”.

Sub TimerCCD_Timer ()
Dim NumCeros%
If Flaglmage = 1 Then
screen.MousePointer = 11
FrameNum = FrameNum + 1
NumCeros = Len(CStr(FrameNum))
If NumCeros = 1 Then
NameFile = BaseName + "00" + CStr(FrameNum)
End If
If NumCeros =2 Then
NameFile = BaseName + "0" + CStr(FrameNum)
End If
If NumCeros = 3 Then
NameFile = BaseName + CStr(FrameNum)
End If
Pan3DNameFile.Caption = NameFile
If Check3DShutter. Value = True Then
er=A0_VWrite(1, 0, 5)
End If
er = Cameralnitialize(120)
CameraOpenShutter
CameraClearCCD
er = CameraExpose(TimeExposition, 0, 0)
CameraBeginIntegrate
CameraEndIntegrate
CameraCloseShutter
er = AO_VWrite(1, 0, 0)
SampleDigitize
writeFile
frmExposure.Imagel = LoadPicture("c:\dll\temp.bmp")
FileCopy "CADLL\TEMP.SSI", Pan3DCurrentDir + "\" + NameFile + ".SST"
FileCopy "CADLL\TEMP.BMP", Pan3DCurrentDir + "\" + NameFile +
".BMP"
If Opt3DSingle.Value = True Then
Flaglmage =0
End If
screen.MousePointer = 1
End If
End Sub
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