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Microscopio

microscopio.

(De micro- y -scopio).

1. m. Instrumento Optico destinado a observar objetos extremadamente
diminutos, haciendo perceptible lo que no lo es a simple vista.




Breve historia de la microscopia

Ernst Karl Abbe

1840 — 1905
Fisico

7 2
Otto Schott

1851 — 1935
Quimico

Kdhler's Original Woodcut

Fines del Siglo XIX

Carl Zeiss
1816 — 1888
Optico

August Kohler
1866 — 1948
Fisico



Conceptos basicos: lentes delgadas

Lente: sistema optico con dos superficies refractivas.

lentes convergentes (positivas) y divergentes (negativas)
5



Conceptos basicos: lentes delgadas- propiedades

» lentes convergentes (positivas)
* imagen real



Conceptos basicos: lentes delgadas- propiedades

s y s' son ambas positivas;
la imagen es invertida.

N
1]
y
1=
A

(relacién objeto-imagen, lente delgada)

5
m= —— (aumento lateral, lente delgada)




Conceptos basicos: microscopio- sistema de lentes
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Conceptos basicos: microscopio- sistema de lentes

Esta constituido por cuatro grupos de
dispositivos o sistemas articulados:

e Sistema mecanico
e Sistema optico
e Sistema de iluminacion

e ACccesorios




Conceptos basicos: iluminacion

Para iluminar el objeto se pueden emplear dos mecanismos, ya sea que el
rayo de luz lo atraviese o que simplemente incida en cierto angulo sobre el
objeto.

Transiluminacion




Microscopio: iluminacion Kohler

Kdéhler lllumination

lllumination lma?e-Fonnlng
Light Path Light Path

— Film Plane —

» La iluminacion Kohler crea un campo de
vision iluminado HOMOGENEAMENTE
mientras la muestra es iluminada por un cono
de luz muy ancho.

Eyepoint

Diaphragm

"

Image formed
by objective

» Se forman dos planos conjugados
(separados) de imagen:

Objective intermediate
] back focal
1. imagen de la muestra plane mage plane)
_ _ — Objective — @&
2. imagen del filamento de la fuente Specimen
de iluminacién. ~Side= .
Apesture Specimen
Diaphragm
@ -Substage
- Condenser

— Field —
Diaphragm
Figure 1

Planos conjugados para los rayos de la fuente de ilumjnacion
Planos conjugados para los rayos formadores de imagen



TP 2C 2016, Lorena Sigaat



Microscopio: lente objetivo

Tipos de objetivos. (a) Objetivo acromético que contiene una
lente frontal y dos pares internos, (b) objetivo semi-
apocromatico o fluorita, con cuatro pares de lentes y (c)
objetivo apocromatico que contiene un triplete, dos pares, un
menisco y una lente esférica frontal

Cross ssction of an chjective
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Microscopio: lente objetivo

Lente Objetivo — colectar la lu:
proveniente del especimen
proyectar una imagen nitida
real, invertida y aumentada hacie
el cuerpo del microscopio.
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Microscopio: lente objetivo-aberraciones

Aberracion de esfericidad. Los rayos
gue Iinciden paralelamente al eje

principal no convergen todos en un
mismo punto.

Aberracion cromatica. La luz blanca
se descompone al atravezar la lente y
las diversas longitudes de onda

convergen en varios puntos focales
diferentes.

Aberraciones geométricas:
Astigmatismo

Coma

Distorsion

| Curvatura del campo
| 15



Microscopio: lente objetivo-aberraciones

Objective Spherical Chromatic Field
Type Aberration Aberration Curvature
Achromat 1 Color 2 Colors No
Plan Achromat 1 Color 2 Colors Yes
Fluorite 2-3 Colors 2-3 Colors No
Plan Fluorite 3-4 Colors 2-4 Colors Yes
Plan Apochromat 3-4 Colors 4-5 Colors Yes

PLAN - corregidos para curvatura del campo (plan-acromaticos, plan-fluoritas o plan-
apocromaticos).
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Microscopio: ICS, Optica corregida al infinito

Eyepiece
L
Objective Eye
Lob Intermediate ¥
Object Image
o o
hy
z
L f 1 fo)
_— L
v mayores distancias de a
trabajo Infinity-Corrected Microscope Ray Paths
v’ posibilita accesorios Eyepiece
Objective Tube Lens Ley
L Lw Eye
ob Intermediate o

Image
o

Parallel Light Beam 17
"Infinity Space"



Microscopio: ICS, Optica corregida al infinito

Objective lens, f; Tube lens, f;
Q = < Image
> > r o r o
Object | o >
k< +< >+ -

Ji Infinity-space /2
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Microscopio: magnificacion

2- Objetivo

3- Lente de tubo

4- Imagen intermedia
5- Ocular

6- Ojo

Los microscopios magnifican en dos pasos

AUMENTO TOTAL: Aumento del objetivo x Aumento del ocular

TR NP A AT 3 = -
SR RIS )
R DB T

Considerar Unicamente el aumento no es suficiente para
sacar el mejor partido del microscopio, pues otro factor, la

resolucion, determina lo que se vera. 19



Microscopio: resolucion — conceptos basicos

Resolucion. Es la capacidad que tiene un sistema 6ptico de aislar dos puntos
gue se encuentran muy proximos entre si, de manera que se puedan ver
individualizados uno del otro

Criterio de Rayleigh

El limite de la distancia minima apreciable d entre dos puntos es:

dy= 1.224,/ NAy,; + NA

cond

fisico inglés Lord Rayleigh (1842-1919) 20



Microscopio: apertura numerica

Resolucion. Es la capacidad que tiene un sistema 6ptico de aislar dos puntos
gque se encuentran muy proximos entre si, de manera que se puedan ver
individualizados uno del otro

NA =nsen a

- NA es la apertura numeérica
3 -n = el indice de refraccion
- a is 1/2 de la apertura angular del objetivo

n = 1 para aire
n = 1.33 para agua
n = 1.515 para aceite o vidrio

Ernst Abbe
21



Microscopio: apertura numerica

#T\

(v 2o

El objeto (1) es iluminado con un rayo de luz (2)
gue formara un cono luminoso frente al objetivo.
Se colocé otra lente (4) que recoge y condensa la

luz antes que ilumine al objeto.

aire inmersion

A la izquierda el espacio entre el cubreobjeto
(5) y el objetivo (3) es ocupado por el aire; a la
derecha el espacio es ocupado por un liquido
de inmersion (6). Apréciese que el cono de luz
y el angulo a son mayores con inmersion.

informacion
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Microscopio: apertura numerica




Microscopio: apertura numeérica- brillo en la imagen

40x objecii¥]

4x objective

Objective Transmission Curves

1.0
Sosl 45
U4 b 4
'g 06F 4
[ G = Plan Achromat 10x/0.30
s 04F /) = Plan Fluor 40x/1.30 Oil
F b = Plan Fluor 20x/0.80 Oil
o2k / = Plan Apochromat 63x/1.4 Oil
o A
300 350

b b L ‘ *
400 450 6500 6550 600 650 70
Wavelength (nm)

Figure 1

NA = n sin a

(N.A.)®
M 2

« La intesidad de Ila luz colectada
disminuye con el cuadrado de Ia
magnificacion.

« La intensidad colectada de la luz
aumenta con el cuadrado de la apertura
numerica.
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Microscopio: Z- profundidad de campo

Depth of Field Ranges

5

perfocal distance opposyy
g are using. 1If you the
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ce to infinity.< Forx
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100000 Depth of Field versus Numerical Aperture 4X 010 555 013
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/38/DOF-ShallowDepthofField.jpg

Microscopio: lente ocular

protector
lente ocular
2 SRS J2lente
1 2% grupo de lentes
— il

diafragma —— planode la imagen intermedia

tornillofijador -7 1* grupo de lentes

Ocular

* Aumenta la imagen y la transforma en una imagen virtual, derecha con
respecto a la imagen del objetivo, pero aun invertida, con respecto al objeto.
Posteriormente el ojo endereza la imagen.

» Aplana y aclara el campo optico o plano circular en el que aparece el
objeto.

Aplicacion: cuantificacion o medicion de estructuras del espécimen en
estudio

26



TRABAJO PRACTICO: MICROSCOPIA OPTICA

1

Lo i %

=
mog
&
“
h
— .
=AF .'..
! -
”
Sy Ny
WA S
s
o

HIULW;L
Hmm

T
B BLEL B i

|
8

T i
LALA

Imagenes 2C 2016




Microscopio: resolucion — conceptos basicos

Cuan cerca deben estar dos fuentes puntuales iguales
para que se vean como dos puntos?

Difraccion y PSF

Rayleigh
.
»
28




Para un objeto puntual en el plano focal, cual es la
distribucidn de luz en y cerca del plano imagen?

Wave optic view of the effect of the microscope lenses

Diverging Converging
spherical waves Plane waves spherical waves
A

7—
\/
—
a——
i o N i

II Image
plane

Tube lens

PSF

29



Microscopio: difraccion y resolucion — conceptos basicos

v figura de difraccion formado por una
abertura circular de diametro D

@, es el angulo entre el centro
del patrén y el primer minimo._

(li"is;?\/ centro brillante, asi como en anillos
C AIlY .
?  oscuros y brillantes alternados

«9—122'1
senuv = 1. D
0~1222%

D

v radio angular del disco de Airy es el del
primer anillo oscuro

Astrénomo inglés Sir George Airy (1801-1892) 30



PSF, Point Spread Function

La PSF es la funcion que define la forma que toma una fuente puntual
(es decir, un objeto idealmente adimensional) de luz al pasar a través de
un sistema optico de caracteristicas particulares al formar una imagen.

Imagen = Objeto XPSF

Se define como el patron de difraccion tridimensional
de la luz emitida por un punto infinitesimalmente
pequeio en el espécimen y transmitido al plano
imagen a través de una lente objetivo de apertura
numeérica NA.

patron de difraccion de Airy

31



Microscopio: difraccion y resolucion — conceptos basicos

A
a =122+

Circular aperture
of diameter D

Two incoherent
point sources Screen far
from opening |

(@)

Un criterio de uso muy extendido de la resolucion de dos objetos puntuales,
conocido como criterio de Rayleigh, es que los objetos estan apenas
resueltos si el centro de un patréon de difraccidn coincide con el primer

minimo del otro.
d = 1.22 A/2NA

fisico inglés Lord Rayleigh (1842-1919) 32



Microscopio: optica limitada por difraccion

Microscopia de campo claro Microscopia de fluorescencia (o

donde la NA,,,; < NA ,; microscopia de campo claro donde
la NAcond = NA obj )
d 1.22 A d 0.614 0.6141
5y NA,,; + NAcond Y NA nsena
=200 nm

Imax/2 /

5 . | ]\x__ﬁ Airy Disk
-1@ -5 B 5
otros factores




Microscopio: Optica limitada por difraccion




Técnicas especiales: contraste

¢, Como podemos mejorar el contraste de las células en MO?

Micrografia en campo claro de una
célula epitelial de la mucosa bucal
antes (izquierda) y después (derecha)
de modificacion digital para mejorar el
contraste.

globulos rojos

35



Tecnicas especiales: contraste

Se han diseflado técnicas microscopicas mas complejas
gue incrementan el contraste sin afectar la resolucion.
Los principios basicos de estas técnicas especiales de
microscopia se basan en:

» La modificacion de la manera como incide la
luz sobre el espécimen: empleo de
condensadores Vy filtros.

Not
1 Resolved

» La modificacion de la fuente emisora de luz:
cambiando la luz blanca por luz ultravioleta o un
laser.

FLUORESCENCIA
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Los fluoréforos son moléculas que tienen la
capacidad de absorber luz de una longitud de
onda (color) y emitir luz en una longitud de onda
mayor.
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Microscopia de Fluorescencia

» especificidad
HAMAMATSU
Live-Cell Imaging

> contraste
> in Vivo

DIGITAL VIDEO » desde microorganismos a mamiferos
E GALLERY

EDUCATION
inDIGITAL
IMAGING

¥

The Microtubule Plus-End Proteinb\EBl -YFP

Nature Reviews Molecular Cell Biology 6, 487-498 ?2%05)



foros
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sondas fluorescentes

Fluorescencia & fluor
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g Slileliescencia & fluoréforos

; HO 0 _ORo - P
\mj
-~ |\ N

Fenolftaleina

» espectro de excitacion & emision
(Stokes)

» rendimiento cuantico
»ciclo de servicio

»sensibilidad a entorno (sondas
Versus sensores)

color sondas fluorescentes
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marcadores fluorescentes
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e
Hlilelgescencia & fluoroforos
VFP : sonda codificada genéticamente
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phosphorescence g

fluorescence
emission .

hv

photochemical
transformation

exciplex
formation

intersystem
crossing

excimer
formation

BleEexcitation pathways of the excited molecule

delayed
fluorescence

internal
conversion

intramolecular
charge transfer

conformational
change

electron
transfer

proton
transfer

energy
transfer
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» Diagrama de Jablonski

=]

Perrin - Jablonski Diagram
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Microscopio de Fluorescencia

Axioskop 2 plus

bdCary ia 1= I

filtros




Microscopio de Fluorescencia: sistema de iluminacion

MERCURY LAMP 100 W
XENON LAMP 300 o de 150 W

Mercury lamp

Visible Visible

48



Microscopio de Fluorescencia: filtros
Filtros

Filtro/Espejo Dicroico a 45°

TO DﬂeCtOf Control { 5 510 LP Dichroie Mirror

Ra c k R et a l n e r i Luz meidente Luz transmitida (2 > 510 nm)
Mountlng Filtro NEUTRO
Flange avsorcion [l

Filtro “ROJO

No hay luz
Reta l n ef azul m1 verde

Optical
lock

From
Hluminatol

Dichromatic Excitation
Mirror Filter

1- SP
2-LP
3-BP
4- Narrow BP
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Microscopio de Fluorescencia: filtros- fluoréforos

chorfforo _
188 ; ; , , ,

.........................................

Transnission [£]

...........................

i '1 ) é

350 408 458 500 558 690 650 7008

Yﬂauelength [nnl
filtros del cubo
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TRABAJO PRACTICO: bovine pulmonary artery
endothelial cell

Multicolor cytoskeletal staining of a bovine pulmonary artery
endothelial cell. Actin filaments were detected using Texas
Red®-X phalloidin. Tubulin was labeled with a primary antibody
directed against o-tubulin and visualized using green-
fluorescent BODIPY® FL goat anti-mouse IgG. Nuclei were
counterstained with blue-fluorescent DAPI.

51



a-tubulina-=200




Laboratorio 1C 2017

T o
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¢, CoOmo marcamos estructuras en la célula?

Protocolo de inmunoquimica

Directo Indirecto
fluoréforo .--"“i> §E: szi
. hv khv % b
—__

Ab secundario

/N Ab primario

———

antigenos

Albert Coons, et. all, 1941 Immunofluorescence
54




Microscopia confocal de fluorescencia

La fluorescencia v
generada en

— — pinhole
plano focal llega
al fotodetector

*

v El pinhole proporciona el
seccionamiento Optico

v’ La fluorescencia emitida fuera
de foco no llega al PMT

— &~
El laser es reflejado en un espejo 55
dicroico y se enfoca en la muestra Santiago Costantino, 2009




Microscopia confocal de fluorescencia

- Detector (PMT)

Pinhole de
deteccion —

Filtro de emision=- Luz fuem de foco

Laser de

Filtro de excitacion

Luz proveniente
del foco

Filtro dicroico —

Luz de
excitacion

Ainhole de iluminacion

} Planos focales

Muestra -~
fluorescente

56



¢ Cuando vale la pena trabajar en confocal?

Cuando

v’ la muestra es gruesa

v’ |la sefal del fluoréforo es alta

v el fluoréforo tiene un buen ciclo de servicio

v’ se quiere colocalizar en el eje dptico (2)

v uno tiene MUY buenas lentes objetivo

v’ la escala temporal es apropiada

57



Microscopia confocal de fluorescencia: multidimensional

WIDEFIELD MICROSCOPE CONFOCAL MICROSCOPE

7

Cover

/Glass\ ' _"_ .
-— Specimen . - — ,

“~Microscope =" \
' Slide

Widefield illumination Point Scannin
(Large Volume) E"éﬁ:}}?“ (Small Volume
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Microscopia confocal de fluorescencia: resolucion

La resolucion esta limitada por la difraccion.

Airy Disk

= 200 nm




Limite de Resoluc

60



Microscopia confocal de fluorescencia: resolucion

La resolucion final y el contraste en las imagenes tomadas con el
microscopio, estara determinada por

> la PSF,

> el numero de fotones colectados,

> el rango dinamico de la senal,

> las aberraciones opticas del sistema,

> el nUmero de pixeles por unidad de area con los que se tome

la imagen.
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PSF, Point Spread Function

La PSF es la funcion que define la forma que toma una fuente
puntual (es decir, un objeto idealmente adimensional) de luz al pasar
a través de un sistema optico de caracteristicas particulares al formar

una imagen.

Imagen = Objeto(X) PSF

PSF total (confocal) = PSF excitacion * PSF deteccion

_
producido por el campo del haz enfocado
producido por el pinhole



Microscopia confocal de fluorescencia: multidimensional

_’E_’
ﬂ ﬂ
A

Multidimension 63

Olympus

v’ Barrido en

v'3-D Time-lapse E




Microscopia confocal de fluorescencia: multidimensional

( # Mejora en la resolucion axial

: Localizacion Subcelular

Detector

Eliminacion #+ Observacion de tejidos de espesor hasta 200 um
Mecanica de la

senal fuera del
plano focal.

Pinhole
. ¢ Co-localizacién, FRET

. ) ) %+ Reconstruccion 3D
: Seccionamiento axial

¥ Proyeccion axial

: Barrido xz, yz

i Regiones de interés (ROI)
W Zoom
Scanner /% FRAP A
(AOTF) <
% FLIP
% FCS
\_\J* Fotoconversion /

Procesos celulares dinamicos

Aplicaciones de la Microscopia Coné%ca/



Eliminacion mecanica de la sefal de fluorescencia por
encimay debajo del plano focal

Mejora en el contraste de la sefhal de fluorescencia
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Eliminacion mecanica de la sefial de fluorescencia por
encimay debajo del plano focal

Seccionamiento Axial

= 2
A » o A
( ( ¢
<
Z226.99 pm Z228.10 um Z2229.21 pm Z230.22pum
R & r & N = S
V.o o A h L i .
¢ . [ ¢ ; ¢
o) O e LY
\ , \ ; ;
Z231.43m Z 232,54 pm Z232.65um Z234.76 ym
~ S o
| L Lo e p
» B B K
Z 235,87 pm Z236.98 ym Z238.09 ym Z239.20 ym
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Eliminacion mecanica de la seial de fluorescencia por
encimay debajo del plano focal

Proyeccion Axial

3 l 3 l 3

4 b *
0 o
p \
PN .
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Eliminacion mecanica de la seial de fluorescencia por
encimay debajo del plano focal

Renderizacion - Reconstruccion 3D

C)
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Tutorials
hitp://Aww.olympusmicro.com/primer/java/index.himil

hitp://www.invitrogen.com/site/us/en’home/support/Tutorials.htmi

hitp://www.zeiss.com, ir a Fluorescence Dye and Filter Database
hitp://www.leica-microsystems.com/producis/light-microscopes/accessories

Kohler lllumination

hitp://www.olympusmicro.com/primer/anatomy/kohler.ntml

Fluorescence Microscopy
hitp://Awww.olympusmicro.com/primer/techniques/fluorescence/fluorhome._htmi
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