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La digitalizacion de tejidos

De la microscopia clasica a la visualizacion

Resumen

La microscopia ha tenido un rapido desarrollo
tecnoldégico que ha cambiado la forma de ver
al mundo y ha permitido la visualizacion de
objetos y organismos microscopicos, asi como
una mejor interpretacién de la relacion de las
células dentro de un tejido. Visium es una
tecnologia de analisis espacial desarrollada
por la empresa 10x Genomics. Visium utiliza la
histologia, microscopia, captura de imagenes
de alta resolucién y secuenciacion para generar
un mapa de expresion génica en un tejido de
interés. Esta suma de herramientas ha permitido
incrementar el conocimiento sobre la aparicion
y progresion de diversas enfermedades.

Palabras clave: Microscopia; Expresion génica;
Visium.

Del microscopio a la visualizacion espacial
de los tejidos

| desarrollo del microscopio marcé una

nueva era en la observacion cientifica

al revolucionar la forma en como se

percibia el mundo, si bien desde las ci-
vilizaciones antiguas ya se tenia conocimiento
del uso de los lentes, no fue hasta el siglo XVI
que Hans Martens y Zacharias Janssen disefia-
ron el primer microscopio compuesto, el cual
sento las bases para el desarrollos de nuevos
modelos con una mejor resolucién; en un ini-
cio el microscopio compuesto consistia en un
tubo con dos lentes una en cada extremo con
el que podia obtener entre 3 y 9 aumentos. El
desarrollo de este primer microscopio com-
puesto permitié con el paso del tiempo perfec-
cionar los equipos y las técnicas, con la finali-
dad de poder visualizar objetivos u organismos
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microscopicos nunca antes vistos por los ojos
humanos, impactando en el area cientifica, lo
cual cambié diversos paradigmas del mundo
microscopico. Fue Robert Hook en 1665 que
utilizé el microscopio para sus investigaciones
y publicé la obra Micrographia, esto desenca-
dend la implementacion de esta herramienta en
tejidos del cuerpo humano con el fin de tener
una mejor resoluciéon de los mismos, se tiene
registro de una detallada visualizacién de glé-
bulos rojos y vasos capilares. El descubrimien-
to realizado por van Leeuwenhoek el cual fue el
primero en observar y describir a los “animacu-
los”, revolucioné el campo de la microbiologia.
Si bien estos hallazgos desencadenaron una
revolucion cientifica, ademas de marcar la pau-
ta para el desarrollo tecnolégico y la forma en
cémo se percibia al mundo microscépico; no
fue sino hasta los afios 30’s con la aparicion del
microscopio electrénico que el mundo submi-
croscopico tuvo un nuevo avance, este nuevo
disefio permitié un aumento de hasta 1000 ve-
ces, lo que permitid observar por primera vez
algunos virus y organelos [1, 2].

El desarrollo del campo de la microscopia
contribuy6 en el conocimiento de los organis-
mos vivos, que va desde la comprension de su
morfologia, las estructuras que lo componen,
caracteristicas que hasta entonces eran desco-
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nocidas, lo que ayudd a proponer nuevas teo-
rias cientificas.

Los avances en microscopia marcaron el
inicio de una carrera con el objetivo de disefar
mejores equipos y técnicas que nos permitan
una alta resolucién de diversos tipos de mues-
tras con la finalidad entender mejor el mundo
microscopico de las diversas areas de la bio-
logia, como es la salud humana. Esta area ha
crecido a gran velocidad debido al rapido de-
sarrollo tecnoldgico, con el objetivo de brin-
dar una mejor interpretacion de la relacion de
las células dentro de un tejido. Con este fin se
ha desarrollado la técnica de “Expresion géni-
ca espacial Visium” (en inglés Visium Spatial
Gene Expression) la cual nos permite una vista
de alta resolucion de cada célula y de los dife-
rentes genes expresados dentro de ella (Figura
1A). Los que nos permite una clasificacion mas
certera de los diversos tejidos ademas de pro-
veernos de una idea mas clara de las interac-
ciones entre las células ya sea de tejido normal
o de diversas patologias [3].

Tecnologia de Visium 10x Genomics

Actualmente, tecnologias de microscopia
combinadas con técnicas de histologia y de
secuenciacién masiva nos permiten analizar el
conjunto de RNAs que estan presentes en las
células que componen a un tejido a nivel espa-
cial. Este conjunto de herramientas se conoce
como Visium de 10x Genomics, el cual nos fa-
cilita vincular el conjunto de genes expresados
a las distintas células que componen un tejido,
es decir, podemos analizar el conjunto de RNAs
0 incluso proteinas que presentan las células en
un tejido, casi a escala de célula individual, de-
pendiendo del tamafo de la célula del tejido de
interés [4]. El conocer esta informacion al mis-
mo tiempo nos permite tener un acercamiento
mas detallado de un tejido, y nos proporciona
informacion para comprender la relacién entre
la ubicacidn del tejido y la funcion celular.

El concepto “espacial” se refiere a la pre-
cisién de la tecnologia para detectar y conser-
var la informacion de la ubicacion de los RNAs
y células en una posicion determinada del te-
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jido, lo que es importante, ya que nos permite
explorar datos de manera diferente, es decir, el
conocer donde estan las células que compo-
nen a un tejido, nos ayuda a entender mucho
mejor la biologia del mismo.

El sistema Visium consiste en el uso de
un portaobjeto 6 laminilla que contienen cuatro
secciones llamadas regiones de captura con
un tamafno de 6.5 mm2, y cada regién presenta
5000 puntos que contienen secuencias cortas
de nucledtidos denominadas sondas que por-
tan un identificador de cddigo de barras unico,
asi como una secuencia que permite capturar
a todos los RNAs mensajeros que presentan
una cola poli(A), (secuencia de adenina en el
extremo 3’ de los RNAs mensajeros). Dentro de
cada region de captura es colocada una sec-
cion de tejido y mediante una serie de reaccio-
nes el RNA es liberado de cada una de las cé-
lulas que constituyen el tejido, posteriormente
el RNA migra a cada punto y se etiqueta con el
cbdigo de barras correspondiente. Una vez que
el RNA es capturado por las sondas, este se
procesa para poder corroborar la identidad de
cada RNA mediante un proceso de secuencia-
cion que nos informara sobre las moléculas que
se activan en los diferentes tipos de células que
forman el tejido [5].

Finalmente, mediante el uso de software
especializados como Space Ranger y Loupe
Browser es posible reconstruir la composicion
de un tejido a partir de las moléculas identifica-
das con los cédigo de barras y compararlo con
el tejido inicial el cual fue previamente tefiido
con H&E (un sistema de tincién celular que usa
los colorantes hematoxilina y eosina para re-
saltar las diferentes partes de la célula y poder
observarlas e identificarlas a través de un mi-
croscopio mediante la ayuda de un Patdlogo).
De esta forma se determina qué datos provie-
nen de qué ubicacion en el tejido, permitiendo
la visualizacién y adquisicion de imagenes de
alta resolucion de la expresion génica espacial,
revelando el tipo de célula en la que se encuen-
tra. Ademas, al combinar la tecnologia de in-
munofluorescencia (IF), la expresion a nivel de
RNA y proteinas se pueden visualizar al mismo
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Figura 1. Breve resefia de la microscopia. A) Linea de tiempo de la evolucion de la microscopia desde el microscopio clasico hasta
el desarrollo de la microscopia molecular de tejidos complejos. B) Descripcion general del flujo de trabajo para el procesamiento
de tejidos con Visium 10x Genomics (tincion de tejido con hematoxilina y eosina, hibridacion con sondas, secuenciacion, analisis de

datos y digitalizacion molecular).
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Cabe destacar que la IF permite identificar
y visualizar proteinas especificas dentro de una
muestra de tejido. La IF al igual que la inmu-
nohistoquimica utiliza anticuerpos que se unen
a la proteina de interés, solo que la IF utiliza
anticuerpos que se marcan con moléculas fluo-
rescentes. Estas moléculas emiten luz cuando
se exponen a determinada longitud de onda, lo
que permite realizar una deteccién visual mas
sensible, ya que la sefal fluorescente emitida
por el anticuerpo marcado es mucho mas bri-
llante que la sefial generada por una reaccion
enzimatica en la inmunohistoquimica.

En la clinica, existe la dificultad de reco-
lectar tejido fresco, por lo que una de las Ulti-
mas actualizaciones del sistema Visium es que
se ha adaptado para trabajar con tejidos fijados
en formalina e incluidos en parafina (FFPE), este
método es muy usado para la conservacion de
tejidos obtenidos a partir de una muestra clini-
ca [6].

Aplicaciones de Visium 10x Genomics

El conocimiento actual nos ha permitido
entender que existe una gran complejidad al
establecer la relacion entre las células de for-
ma individual y en un contexto mayor forman-
do parte de un tejido especifico, Visium como
tecnologia de visualizacién de alta resolucién,
tiene diversas aplicaciones cuyo objetivo es
mostrar a detalle la complejidad de un tejido en
condiciones fisiolégicas y patoldgicas, el des-
cubrimiento de nuevos biomarcadores, el ma-
peo exacto de la organizacion espacial de las
células, estudio de la comunicacién celular, asi
como patrones espacio temporales de expre-
sién de genes.

El comprender la complejidad de un tejido
al identificar distintos grupos vy tipos de célu-
las, ofrece informacién relevante sobre la rela-
cioén de la funcién celular y la ubicacién dentro
del tejido y el microambiente que lo rodea. Un
ejemplo de los estudios que se han realizado
utilizando esta técnica es al evaluar el endome-
trio, gracias a esta herramienta se han podido
generar mapas del Utero en tres dimensiones,
ademas de caracterizar con precision cada
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cambio en el tejido durante todo el periodo
menstrual [7], lo que tendra un impacto en la
salud de la mujer y la medicina reproductiva.
En el caso de tejidos como el intestino y el ri-
Adn, estos estudios han permitido visualizar los
estados celulares en diversas condiciones de
gradientes de oxigeno, nutrientes asociados a
esos estados, caracterizacidn de proteinas de
matriz extracelular, morfogénesis, entre otras

[8].

Visium, también ha permitido incrementar
el conocimiento sobre la aparicién y progresion
de diversas enfermedades como el cancer. En
pacientes con cancer, sabemos que los tumo-
res estan conformados por una gran variedad
de células, incluso tratdndose del mismo tipo
de tumor, por ejemplo actualmente, se sabe
que la infiltracion de algunas células en los tu-
mores pueden modificar la respuesta de los pa-
cientes a las terapias existentes, por lo que sa-
ber la posicidén de ciertas células dentro de los
tumores nos puede dar informacion de la com-
plejidad tumoral. Se han realizado estudios con
esta tecnologia en diferentes tipos de cancer
como el de ovario, mama y células renales. En
el carcinoma de ovario se han podido identificar
grupos celulares que expresan genes especifi-
cos los cuales estan involucrados en la falta de
respuesta a tratamientos convencionales por lo
que representan un blanco ideal para nuevas y
efectivas aproximaciones terapéuticas. En can-
cer de mama, se identificaron grupos celulares
que apoyaron en la reclasificacién molecular de
nuevos subtipos de cancer de mama, lo que
impacta directamente en un mejor manejo de la
enfermedad [9].

Particularmente, en el estudio de pato-
logias del sistema nervioso que involucra una
red compleja de varios tipos celulares, se han
podido visualizar y describir nuevas neuronas
sensoriales llamadas nocireceptores y subtipos
de mecanoreceptores los cuales ahora se sabe
son criticos para la generacion de sefales neu-
ronales que crean la percepcion de dolor, esta
informacion permitira establecer mejores trata-
mientos para los pacientes con desérdenes de
dolor agudos y cronicos, ademas se han reali-
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zado estudios en esclerosis lateral mielotréfica
causada por la degeneracién de neuronas mo-
toras, el papel de las células de la microglia en
caso de lesion cerebral traumatica, ademas de
estudios en Alzheimer, esquizofrenia, trastorno
del espectro autista, entre otros [10], lo que ha
sido imprescindible en esta area para estable-
cer nuevas bases para el manejo de estas en-
fermedades.

En los ultimos afos, los avances en la mi-
croscopia han revolucionado la forma en que
los cientificos pueden observar estructuras y
procesos a niveles cada vez mas pequenos y
detallados. Visium, es una tecnologia de se-
cuenciacion espacial de 10x Genomics que
logra capturar el RNA en una matriz espacial,
lo que permite diferentes niveles de resolucion
en los estudios de expresion génica y arquitec-
tura espacial de los tejidos. La secuenciacion
masiva se ha convertido en una herramienta
indispensable en la investigacion biomédica y
ha abierto nuevas posibilidades para la com-
prension de la biologia que estan teniendo un
impacto directo en nuevos tratamientos de mu-
chas patologias. iBIO
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