CARACTERISTICAS Y FUNCIONAMIENTO DEL
MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA CONFOCAL

Tesis presentada al

Colegio de Fisica

como requisito parcial para la obtencion del grado de

Licenciado en Fisica

PRESENTA
MARIA DEL RAYO ANGELES APARICIO FERNANDEZ

DIRECTOR DE TESIS
DR. CARLOS IGNACIO ROBLEDO SANCHEZ

OCTUBRE 2020



A mis padres y hermanos, por el
gran amor y apoyo incondicional

que me brindan en todo momento.



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi sincero agradecimiento a las siguientes personas:
A la Dra. Cristina E. Solano Sosa, por el apoyo que me brindé durante mi estancia
en el Centro de Investigaciones en Optica A. C., unidad Leon, durante la cual pude

concluir este trabajo.

A la Dra. Dra Valeria Piazza por su valiosa asesoria para dar forma y concluir los

dos ultimos capitulos de esta tesis.

Al Dr. Carlor I. Robledo Sanchez por haber aceptado ser el director de este trabajo.
No puedo dejar de mencionar al Dr. Sergio Calixto, por las valiosas opiniones que
me externd durante las platicas que tuvimos relativas al tema de esta tesis, ni a los

Dres. Geminiano Martinez Ponce y Zacarias Malacara Hernandez, siempre

dispuestos a escuchar y aclarar dudas para que este trabajo avanzara.



INDICE

DE DI AT ORI A o e ii
AGRADECIMIENTOS ..o e e iii
INDICE ...t iv
OBUIETIVOS ..o Vi
INTRODUCCION ...ttt vii
Capitulo 1. LENTES ESFERICAS Y FORMACION DE IMAGENES ................... 1
INTRODUCCION ...ttt 2
1.1 Caracteristicas de las lentes esféricas .............cccoooeiiiiiiiiiinenen.n. 2
1.2 Ecuacion de las lentes delgadas ..., 5
1.3 Formacién de imagenes hecha por lentes delgadas .................... 10
1.4 Imagenes reales e imagenes virtuales .............cccoiviiiiiiiiiiiiennnn, 12
1.5 Amplificacion angular y amplificacion lateral ............................. 14
1.6 ADEITACIONES ...t 16
REFEIENCIAS .. .oiieee e 24

Capitulo 2. ELEMENTOS Y FUNCIONAMIENTO DEL MICROSCOPIO
OPTICO COMPUESTO ...t 25
INTRODUCCION ...t 26
2.1 SiStEMA MECANICO .. ..ueitiiie et 26
2.2 SISTEMA OPLICO .. e ettt e 28
2.3 Sistema de iluminacion ......... ... 30
2.4 Funcionamiento del microscopio 6ptico compuesto .................... 32
2.5 APErtUra NUMEIICA .. .euiieee et et e ae e 36
2.6 Resolucidon del MiCroSCOPIO ... .ovvuveieiiieieiieeie e, 37
Referencias. ........oouviii 42



Capitulo 3. EL MICROSCOPIO OPTICO Y ALGUNOS DE SUS

DESCENDIENTES ... 43
INTRODUCCION ..ottt 44
3.1 MIiCroSCopiO €Stere0SCOPICO ... .euuieneene et eneaeaaeee e aeaeeeeeeaenns 45
3.2 MIiCroscopio INVErtidO ........ccoieii i 47
3.3 Microscopio de contraste de fase .........ccoooeviiiiiiiiii 48
3.4 Microscopio de epi-fluorescencia ............ccooevviiiiiiiiiiiiiiii e, 57
3.5 MiIcroscopio CoONfOCal ........ooeeneiiiii 62
REfEreNnCIas .......oeiiiii 64

Capitulo 4. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA CONFOCAL ................... 65

INTRODUCCION ...ttt 66

4.1 Estructura del microscopio confocal ..............ccoeiiiiiiiiiiiin. 67

4.2 Sistema 6ptico del microscopio confocal ...........cc...coooiiiiiinii. 69

4.3 Sistema de escaneo del microscopio confocal ......................... 74

4.4 El despliegue de 1aS IMAJENES ........oevvieieiiiiiiiieiiieaeeeeen 77

REFEIENCIAS ...ne i 81
Capitulo 5. ESTUDIO DE MUESTRA BIOLOGICA MEDIANTE

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA CONFOCAL ................... 82
INTRODUCCION ...ttt 83
5.1 Fluorocromos y fluoraforos............oooiiiiiiiiiiiieee 84
5.2 Conceptos basicos sobre la estructurade la célula ................... 87
5.3 Preparacion de la muestra para tincion ...............ccoeeviivneinnnnn. 89
5.4 Interpretacion de imagenes .........coovviiiiiiiiiii e 96
RETEIENCIAS .. vt 100
CONCLUSIONES ..ottt 101



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir los cambios que ha experimentado el microscopio Gptico compuesto a
través del tiempo, por medio de una recopilacion de informacion técnica sobre su

funcionamiento, para demostrar que el disefio del microscopio confocal incorpora

los resultados de esa evolucion.

OBJETIVOS PARTICULARES
= Construir un texto sobre los principios del disefio y funcionamiento del
microscopio confocal, que sirva de base para tener una aproximaciéon al

mismo.

= Mostrar que el manejo y aplicaciones del microscopio de fluorescencia

confocal, responde a una légica de trabajo multidisciplinario.

Vi



INTRODUCCION

Desde la invencion del microscopio simple por Anton van Leeuwenhoek, en 1675,
el microscopio no ha dejado de evolucionar. EI microscopio simple debe su nombre
al hecho de que solo contaba con una lente convergente de distancia focal corta,
para la amplificacion de la imagen. Leeuwenhoek construy6 a lo largo de su vida
mas de 250 microscopios (entre simples y compuestos); también tuvo el ingenio
para mejorar lo que hoy conocemos cOmO microscopio Optico compuesto,
instrumento cuya invencion se atribuye a Zacharias Janssen y su padre, Hans
Janssen, en 1595 (Asimov 2014).

Hoy en dia, el uso de microscopios de todos tipos es generalizado en el ambito
cientifico y tecnoldgico, sin embargo el conocimiento sobre su sistema oOptico, su
funcionamiento y evolucion histérica muchas veces es desconocido, tanto por
estudiantes como por técnicos de laboratorio e incluso por los mismos
investigadores que los utilizan; esto se debe, quizas, a que la informacidon sobre
estos instrumentos se encuentra contenida en libros, muchos de ellos
especializados en el tema, en los cuales se profundiza en aspectos como la
explicacion matematica de la formacion de las imagenes, pero resultan ser libros
poco practicos para el usuario experimental y con poca informacion sobre la
evolucion de este instrumento. Por las razones anteriores, en este trabajo se
describen las caracteristicas, funcionamiento y usos de diferentes tipos de
microscopios de una manera practica, con la intencion principal de que esta
informacion sirva para que el lector, al llegar al capitulo correspondiente, entienda
el funcionamiento del microscopio confocal de manera casi automatica.

El microscopio Optico compuesto se encuentra en constante transformacion, su
estructura basica ha sufrido modificaciones y con ellas han surgido nuevas
versiones de microscopios Opticos utilizados para analisis y procedimientos
especificos (Mouroulis, 1997). Se tienen microscopios monoculares, binoculares,
estereoscopicos, invertidos, de contraste de fase y de epi-fluorescencia, entre otros.

Estos microscopios son, en esencia, microscopios opticos compuestos a los que se
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han adaptados dispositivos que van desde los mas sencillos (como filtros de color)
hasta otros muy sofisticados como fuentes de luz laser.

Los microscopios compuestos se caracterizan por formar la imagen amplificada del
objeto observado utilizando no una, sino dos juegos de lentes convergentes (de ahi
el nombre de “compuesto”), que reciben el nombre de ocular y objetivo.

Por otra parte, el microscopio confocal conjunta el disefio 6ptico de un microscopio
de epi-fluorescencia, con una captura de datos de forma electrénica y sistemas de
procesamiento de datos e imagenes por computadora, para formar la imagen de las
muestras en observacion; su sistema O6ptico toma informacién de secciones
pequeiiisimas (punto por punto) de una determinada zona de la muestra y mediante
un barrido (o escaneo) de toda la zona, obtiene los datos que después se integra
para formar la imagen.

Un microscopio confocal no forma la imagen completa de la zona en observaciéon
recolectando simultaneamente la informacion de todos los puntos de la zona, sus
imagenes son datos numéricos en la memoria de una computadora (Conn 1999),
por esta razon, para algunos académicos el microscopio confocal no es un
microscopio Optico compuesto, en el sentido estricto de la definicion, ya que en los
microscopios Opticos el ocular y el objetivo trabajan en conjunto para formar la
imagen completa, mientras que en los microscopios no 6pticos (como es el caso del
microscopio electrénico de barrido o el microscopio de fuerza atomica) la imagen es
un conjunto de puntos de distintas intensidades que se muestran en una pantalla,
gue son el resultado de variaciones en valores de corriente eléctrica, o voltaje, que
de alguna forma el instrumento detecta en el proceso de “observacién” del objeto.
El microscopio confocal no tiene un sistema, ortodoxo, de captura de informacion
para la formacion de la imagen, eso lo hace especialmente distinto de los
microscopios Gpticos convencionales.

En este trabajo se presenta la informacion relativa a los elementos épticos que
componen el microscopio optico compuesto (en general) y el sistema de captura de
informacion para la formacion de la imagen en el microscopio confocal (en
particular). Se describe el funcionamiento de los microscopios mencionados

anteriormente con la intencibn de mostrar la evolucion que ha tenido este
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instrumento y para hacer notar que el microscopio confocal es, en cierta forma, el
resultado de esa evolucion; también se detalla el funcionamiento de este
microscopio y como, utilizando el fenémeno de fluorescencia, se optimiza el rescate
de informacion para la obtencion de imagenes.

Cabe aclarar, que durante la exposicion del tema, en el texto, frecuentemente se
hace referencia a aplicaciones del microscopio a la biologia y ciencias biomédicas
y no a otro tipo de aplicaciones, esto se debe a la enorme dependencia que estas
disciplinas tienen del instrumento en cuestion, por lo cual el material para
ejemplificar las aplicaciones es abundante.

El contenido de esta tesis se divide en cinco capitulos. En el capitulo 1 se aborda la
teoria de la formacion de imagenes hecha por lentes esféricas, las aberraciones
que se presentan en este proceso y se describen caracteristicas importantes de un
sistema éptico como lo son la amplificacién angular y la amplificacion transversal;
todo esto con la finalidad de explicar el funcionamiento del microscopio compuesto
en el segundo capitulo.

En el capitulo 2 se describen los sistemas que forman al microscopio O6ptico
compuesto (sistema mecanico, sistema optico y sistema de iluminacién), dando
énfasis a la explicacion del funcionamiento del sistema 6ptico y cémo la calidad de
la imagen depende de la apertura numeérica y la resolucion del microscopio.

El tema de la clasificacion de los microscopios épticos es tratado en el capitulo 3.
Ahi se expone de forma general cuales son las caracteristicas de los microscopios
estereoscopicos e invertidos, y se profundiza mas en la teoria para la explicaciéon
del microscopio de contraste de fase y el de epi-fluorescencia. EI microscopio
confocal es introducido en este capitulo, pero la explicacion detallada de los
elementos que lo conforman se deja para el siguiente.

El capitulo 4 esta dedicado principalmente a la descripcién del sistema 6ptico del
microscopio confocal y su funcionamiento.

Finalmente, en el capitulo 5 se explica la teoria basica sobre los fluorocromos, la
preparacion especifica de una muestra y la interpretacion de las imagenes de esa

muestra, obtenidas con el microscopio confocal.
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CAPITULO 1. LENTES ESFERICAS Y
FORMACION DE IMAGENES



Introduccion

Una lente esférica es un trozo de material transparente limitado por dos superficies
gue tienen forma esférica. Incluso, cuando una lente esférica tiene una superficie
plana se considera que esa superficie es esférica porque su radio de curvatura es
infinito.

Sin importar de qué material estén hechas las lentes (vidrio, acrilico, agua, etc.),
todas tienen las mismas caracteristicas y funcionan siguiendo las leyes de la
reflexion y la refraccion de la luz

Cuando una lente esta formada por un solo elemento, es decir, sélo tiene dos
superficies refractoras se le llama lente simple. Si hay mas de un elemento simple
la lente se llama compuesta (Hecht 1977).

Al observar un objeto a través de una lente esférica se ve su imagen formada por la
lente. La luz que proviene del objeto sigue las leyes de refraccion de la luz al
atravesar la lente y esta forma una imagen que puede ser erecta (tener la misma
orientacion vertical que el objeto) o invertida (tener una orientacion vertical en
sentido opuesto a la del objeto), amplificada o disminuida en tamafo; la imagen
puede ser real o virtual, todo esto depende de la forma y el indice de refraccion de
la lente, asi como de la posicidén del objeto respecto de la misma.

En este capitulo se explica cdmo las lentes esféricas forman las imagenes de los
objetos que son observados a través de ellas, basandose en la teoria de la Optica
geométrica; tener conocimiento de esto U(ltimo es indispensable para el

entendimiento del funcionamiento del microscopio compuesto.

1.1 Caracteristicas de las lentes esféricas

Como se menciono en la introduccion, todas las lentes esféricas tienen las mismas
caracteristicas y funcionan de la misma forma (siguiendo las leyes de la reflexién y
refraccion de la luz).

Una de las caracteristicas de una lente esférica es su eje éptico. El eje éptico es
una linea recta imaginaria que cruza la lente por su centro, es perpendicular a sus

superficies en los puntos de cruce, y es eje de simetria rotacional de la misma.



Las lentes esféricas se clasifican en lentes convergentes y lentes divergentes, por
razones que seran explicadas un poco mas adelante. Las lentes convergentes
también son llamadas lentes convexas o positivas. Las lentes divergentes se
conocen también como céncavas o negativas. La figura 1.1 muestra los perfiles de

las lentes esféricas.

Biconvexa Céncavo-convexa Biconcava Concavo-convexa
positiva negativa
Plano-convexa Plano-concava
(@) (b)

Figura 1.1 a) Lentes esféricas convergente, b) lentes esféricas divergentes

Si suponemos que el indice de refraccion de la lente es mayor que el indice del
medio que la rodea, un haz de rayos paralelos al eje éptico se comportara como se
muestra en las figuras 1.2a y 1.2b, al atravesar una lente convergente y una lente
divergente, respectivamente. En este trabajo se asume la convencién que supone
gue la luz viaja de izquierda a derecha cuando se describe el funcionamiento de
cualquier elemento o sistema oOptico, por lo tanto, la primera superficie de la lente a
la que llega la luz se le llama superficie 1 o superficie anterior y a la otra se llama

superficie 2 o superficie posterior.

Eje optico Eje optico

(a) (b)
Imagen modificada: https://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Lentes_convergentes_y divergentes.jpg

Figura 1.2 a) Lente esféricas convergente, b) lente esférica divergente



Una lente esférica convergente hace convergir un haz de rayos paralelos a su eje
Optico a un punto llamado foco (F); en general, un punto hacia el cual converge la
luz o desde el cual diverge recibe el nombre de foco. Una lente esférica divergente
hace divergir el mismo haz como si los rayos provinieran de un punto; de ahi el
nombre de lentes convergentes y divergentes. La distancia del foco a la lente se
llama distancia focal (f).

En concordancia con la convencion sobre sentido en el que viaja la luz, el foco de
la figura 1.2a se llama foco posterior de la lente y el foco de la figura 1.2b foco
anterior. Si en las mismas figuras 1.2a y 1.2b la luz viajara de derecha a izquierda,
paralela el eje de la lente, convergeria o divergiria definiendo el foco anterior y
posterior de las lentes de la figura, respectivamente. Asi, una lente tiene dos focos
llamados anterior y posterior.

Otro detalle que es importante mencionar es que un foco hacia el cual realmente
converge (o desde el cual realmente diverge) un haz de rayos de luz se llama foco
real, mientras que un foco desde el cual parece que diverge un haz de rayos (o al
cual parece que converge) se llama foco virtual. El foco de la lente de la figura 1.2a
es un foco real, mientras que el foco de la figura 1.2b es un foco virtual.

Como el tipo de lentes en cuestion estan limitadas por superficies esféricas (ver
figura 1.3), estas superficies tienen radios de curvatura (Ri, R2) y centros de
curvatura (Cy, Cy), estos ultimos ubicados sobre el eje 6ptico; los subindices 1y 2
utilizados en la notacién, corresponden a la superficie anterior y posterior, de la

lente, respectivamente.

~ -
—— s ™
- - \
f/\ y
! R3
, Vi V, |
I
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N /
. - n,, nm
— ~ e
~ ~
T —

Figura 1.3 Caracteristicas de una lente esférica. El indice del medio se denota con n,,.



Los puntos de interseccion del eje dptico con las superficies de la lente se les llama
vértices (V1,V2).

Otras caracteristicas son los focos de la lente (F1, F2), sus distancias focales (fi, f2),
el indice de refraccion del material del que estd hecha la lente (n;), el espesor
medido en el centro de la lente (d), y el diametro (D) de la misma.

Finalmente, existe un criterio sencillo y practico para diferenciar entre lentes
convergentes y divergentes: una lente convergente siempre es mas gruesa en su
centro que en su periferia, mientras que una lente divergente siempre es mas

delgada en el centro que en su periferia.

1.2 Ecuacion de las lentes delgadas

Anteriormente ya se han mencionado dos clasificaciones de lentes (convergentes o
divergentes, simples o compuestas), pero cabe mencionar que las lentes también
pueden clasificarse en lentes delgadas o gruesas, dependiendo de si su espesor es
despreciable (d — 0) o no. A continuacion se presenta el andlisis de la refraccion
gue sufre cierto tipo de rayos cuando llegan a una interfase esférica y mediante el
cual es posible obtener una ecuacion clave en la formacion de imagenes hecha por
lentes esféricas delgadas, la ecuacion en cuestion es llamada ecuacion de lentes
delgadas.

La figura 1.4 muestra uno de los rayos emitidos por una fuente puntual S que llega
al punto A, en una interfase esférica de radio R centrada en C. El medio donde el
rayo se desplaza inicialmente tiene indice n; y el indice del material en el cual se
refracta el rayo tiene indice n, (n, > n,). La distancia de la fuente S al vértice V se
denota con s, y la distancia del vértice al punto de cruce del rayo refractado y el eje
Optico se denota con s; (Hecht 1977).

El rayo S4, al igual que todos rayos incidentes sobre la interfase con el mismo
angulo 6;, se refracta hacia la normal y por consiguiente hacia el eje Optico, hasta
cruzarlo en un punto P. No hay que olvidar que la figura 1.4 muestra lo que sucede
con un solo rayo, pero en la realidad se tienen una gran cantidad de rayos que se
estan refractando en forma analoga (todos llegando al punto P), debido a una

situacion de geometria rotacional alrededor del eje Optico.



Imagen reproducida del libro: Optica, Hecht-Zajac

Figura 1.4 Refraccion en una interfase esférica de un rayo proveniente de S.

Aplicando la ley de Cosenos a los triangulos SAC y ACP, y el hecho de que

cos ¢ = —cos(180° — ¢), se tiene

1
lo = [R? + (Sg + R)? — 2R(Sy + R)cos¢]2

1
y l; = [R? + (S; — R)?> — 2R(S; — R)cos¢]2
Asi la longitud de camino optico (L.C.0O.) se puede escribir como

L.C.O. = nqly + nyl;
1
L.C.O. = ny[R? + (Sy + R)?> — 2R(Sy + R)cosp]z +

1
n,[R? + (S; — R)? — 2R(S; — R)cosg]z

Todas las cantidades de la figura 1.4, es decir s;, sy, R, etc., son nimeros positivos
y forman la base de una convencion de signos que se usara de vez en cuando (ver
tabla 1.1).



Sor fo + izquierda de V

Xo + izquierda de F,
si, fi + derecha de V

X + derecha de F;

R + CaladerechadeV
Yo Vi + arriba del eje optico

Tabla 1.1 Convencién de signos para superficies refractoras y lentes delgadas.

El principio de Fermat sostiene que la longitud de camino éptico es estacionaria, es
decir, su derivada respecto a la variable de posicion es cero. Entonces, cuando el
punto A se mueve sobre la superficie esférica, R es constante y ¢ es la variable de

posicion. Como d (L.C.0.)/d ¢ =0, debido al principio de Fermat, tenemos

niR(So + R)sengp n,R(s; — R)seng o
21, 21;

de lo cual se deduce que

ny + n_ 1 (nzsi _ S ) (1.1)
, R , '

Las aproximaciones que se usan para representar [, y [;, son cruciales en el
desarrollo de la teoria que se presenta a continuacion.

Si se hace una expansion en series de Taylor de cosgp y seng se tiene

2 4 6

_ ®° @ @
cosp=l-ort g~ at
3 5 7

_ ®° @ @
R e I TR T



Asi, para valores pequefios de ¢, es decir A cercano al veértice, cosp ~ 1.
Consecuentemente paral, y [; se cumple que [,=s,, l;=s; Yy con esa
aproximacion la ecuacion (1.1) se reduce a la ecuacion (1.2)

n |, n; Nz My

2= (1.2)

Esta aproximacion describe el dominio de lo que se llama teoria de primer orden.

Los rayos que llegan con angulos pequefios con respecto al eje éptico (tales que ¢
y h son pequefios) se conocen como rayos paraxiales. El segmento de frente de
onda que corresponde a estos rayos paraxiales formara una imagen “perfecta” de S
en el punto P colocado en s;.

La regién de la interfase alrededor del eje Optico en donde la ecuacion (1.2) es
valida, e independiente de la posicién del punto A, se le llama la regién paraxial. En
1841, Gauss fue el primero en hacer una exposicion sistematica de la formacion de
imagenes con la aproximacion paraxial y a esta se le conoce como oOptica de primer
orden, paraxial o gaussiana. Las desviaciones de los resultados del andlisis paraxial
proveerdn una medida conveniente de la calidad del sistema optico (Hecht
1977,112).

Si se da forma esférica a una segunda superficie en la figura 1.4, y se pule, se tendra
una lente esférica como la de la figura 1.5.

Imagen reproducida del libro: Optica, Hecht-Zajac

Figura 1.5 Lente esférica.



Al hacer incidir un par de rayos emitidos por la fuente puntual S sobre la lente de la
figura 1.5 estos se comportaran como se muestra en la figura 1.6. Entonces, a la
segunda superficie “le parece” que los rayo provienen de P y que se desplazan en

un medio de indice n; .

2 nﬂ'i

— Sol—

Si1 c
o2

Imagen reproducida del libro: Optica, Hecht-Zajac

Figura 1.6 Comportamiento de un par de rayos emitidos por S, al cruzar una lente esférica.

Tomando en cuenta estas consideraciones y aplicando la ecuacionl.2 a la segunda

superficie se tiene

Zm 4 I = (= ) (Ril— 1) + Tl (1.3)

So1  Si2 Ry (si1—d)sia

donde n,, es el indice de refraccién del medio y n; es el indice de refraccién de la
lente.

Si la lente es lo suficientemente delgada (d —0) y esta rodeada por aire, es decir
n, = 1, la expresion 1.3 se reduce a la ecuacion conocida como ecuaciéon de las

lentes delgadas o la formula del fabricante de lentes que esta dada por

1 1 1 1
Tti= -0 (r-5) (1.4)



donde s, Yy s; son las posiciones del objeto y laimageny R; y R, son los radios de
curvatura de la lente (Hecht 1977, 115).
En una lente delgada f, = f; y consecuentemente se pueden eliminar todos los

subindices. Entonces

1 1 1

F = (nl — 1) (R_1 - R_z) (15)
1 1 1
_So + S_L =7 (1.6)

Con la ecuacion 1.5 es posible calcular la distancia focal de la lente en funcion del
indice de refraccion y los radios de curvatura de la misma. La ecuacion 1.6 es la
formula gaussiana para las lentes; esta una relacion entre las posiciones del objeto,

la imagen y la distancia focal.

1.3 Formacion de imagenes hecha por lentes delgadas

Todos los objetos en la naturaleza pueden clasificarse como luminosos o
iluminados. Los objetos luminosos tienen luz propia, mientras que los iluminados
solo reflejan la luz que reciben. Independientemente de esta clasificacion todos los
objetos pueden considerarse como formados por un conjunto de fuentes puntuales
gue “emiten rayos de luz” en todas direcciones posibles (Hecht 1977), esto es lo
gue nos permite verlos desde diferentes direcciones; asi, cualquier objeto puedo
considerarse como formado por multitud de fuentes puntuales (S).

Para entender el principio de la formacion imagenes hecha por lentes esféricas es
suficiente con utilizar la teoria de la éptica geométrica. La ubicacion, tamafo, y
orientacion de una imagen, producida por una lente delgada, se puede determinar
de forma analitica, usando la ecuacién de lentes delgadas, o en forma gréfica,
utilizando diagramas de rayos (Hecht 1977). A continuacion se explica en qué
consiste el utilizar un diagrama de rayos, usando una lente convergente como
ejemplo. En un diagrama de rayos se utilizan tres rayos especificos que parten del

extremo superior del objeto (O) y se observa como se comportan al cruzar la lente.
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El primer rayo llamado rayo principal (rayo 1 en la figura 1.7), llega hasta el centro
de la lente y practicamente no se desvia de su trayectoria rectilinea. El segundo
rayo es paralelo al eje 6ptico de la lente (rayo 2) y por ello converge al foco posterior
de la misma después de atravesarla; finalmente el tercer rayo es un rayo que pasa

por el foco anterior de la lente (rayo 3), se refracta al cruzarla y emerge de ella

paralelo al eje dptico.
0 2

Xag f f x;

Figura 1.7 Diagrama de rayos en una lente convergente.

Este trazo de rayos se repite para cada punto del objeto, independientemente de su
altura y posicion transversal, de esta manera se formara un punto imagen
correspondiente a cada punto objeto, suponiendo que la lente es ideal y no se
presenta aberraciones en la imagen (de este tema se hablara al final de este
capitulo). Asi es como se forma la imagen completa (I) del objeto en cuestion.

En el caso de una lente convergente de la figura 1.7, los rayos 1, 2 y 3 convergen
en un punto después de atravesar la lente y en el punto de convergencia se forma
la imagen del punto de donde partieron.

Para las lentes divergentes la formacion de imagenes también puede explicarse

utilizando un trazo de rayos.

O

Figura 1.8 Diagrama de rayos en una lente divergente.

11



En lafigura 1.8 los rayos 1, 2 y 3 parten del extremo superior del objeto (O). El rayo
1 llega al centro de la lente y practicamente no se desvia de su trayectoria rectilinea,
el rayo 2 es paralelo al eje Optico por lo cual, al cruzar la lente, diverge como si
hubiera partido del foco anterior de la misma. El rayo 3, que originalmente se dirigia
al foco posterior, emerge paralelo al eje optico. En el punto donde coinciden el rayo
1y las prolongaciones (lineas punteadas) de los rayo 2 y 3, se forma la imagen del
extremo superior del objeto, lo cual determina la posicion y altura de la imagen (1)
del mismo. El trazo de rayos también se repite para cada punto del objeto, y asi se

formara su imagen completa.

1.4 Imagenes reales e imagenes virtuales

Las imagenes formadas por una lente pueden clasificarse en imagenes reales o
imagenes virtuales. Una imagen real se forma por la convergencia de rayos de luz
en un espacio fisico. En la figura 1.9a se muestra la imagen de una flecha (el objeto),
gue se encuentra alejada del foco anterior, formada por una lente delgada positiva.
Al observar la flecha a través de la lente, un observador (a la derecha) vera la
imagen real e invertida de la misma. Si este coloca una pantalla en la posicion donde
se forma la imagen del objeto en cuestion, se podra observar sobre de ellalaimagen

del mismo.

!

[ |
R RN

!

~ ] >

[

IIIIIIIIIII&

(b)

Imagen recuperada de: https://www.escolares.net/fisica/lentes-convergentes-y-divergentes/

Figura 1.9 a) Imagen real formada por una lente delgada positiva,

b) imagen virtual formada por la misma lente delgada.
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Por otra parte, en la figura 1.9b el objeto esta colocado en un punto entre el foco
anterior y la lente. El trazo de rayos muestra que la imagen formada por la lente
delgada, en este caso es virtual. Al observar el objeto a través de la lente el
observador vera una imagen virtual, esto es, la luz parece provenir de ella pero
realmente no es asi. Si se coloca una pantalla en la posicion donde se forma la
imagen virtual no habra luz sobre ella y por tanto tampoco imagen alguna.

Las lentes convergentes pueden formar imagenes reales o virtuales del objeto
observado a través de ellas, dependiendo de la posicibn que tenga el mismo
respecto de la lente.

Por otra parte, una lente divergente siempre forma imagenes virtuales,

independientemente de la posicion del objeto respecto de la lente.

Objeto ) 7
~,_—\—> 4\2‘/»—5—‘ |,

\'\g\’ 7 | I,'
i :
,:, - _’1—r1‘| -y — 1.r >
F F
1 |
/ |||l 0N
Imagen (virtual, ,f | \ a
derecha, y LAY
reducida) &5

Imagen recuperada de: https://www.escolares.net/fisica/lentes-convergentes-y-divergentes/

Figura 1.10 Imagen virtual formada por una lente delgada negativa.

Es posible resumir los resultados anteriores de la siguiente forma: en el caso de las
lentes convergentes, si el objeto se encuentra en una posicion entre el foco y la
lente, la imagen que esta formara sera erecta, amplificada y virtual, mientras que, si
el objeto esta colocado en una posicion antes del foco su imagen sera invertida,
disminuida y real.

Una lente divergente siempre formara imagenes erectas, disminuidas y virtuales.
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1.5 Amplificacion angular y amplificacion lateral

La amplificacién de una lente es de suma importancia a la hora de disefiar un
instrumento que hara uso de la misma.

Una lente amplificadora simple es esencialmente una lente convergente de
distancia focal corta; la figura 1.11 ilustra el principio de funcionamiento de este tipo
de lentes. Cuando un pequefio objeto de altura h es examinado a simple vista, se
asume que se coloca a la distancia minima de vision de un ojo normal, esto es 25
cm alejado del ojo, posicion (b) en la figura 1.11, en ese punto el objeto subtiende

un angulo ao respecto del ojo (Pedrotti 1993, 131).

(o l—sﬂ—\*{/;/
} 25cm

kA

Imagen reproducida del libro: Introduction to optics, Pedrotti

Figura 1.11 Funcionamiento de una lente amplificadora simple

Para proyectar una imagen mas grande sobre la retina, se introduce una lente
amplificadora simple y el objeto se acerca a una distancia s, de la lente, sobre el
foco o entre el foco y la lente. En este punto la lente forma una imagen virtual del
objeto (en la posicién (a)) que subtiende un angulo mayor que «,, este angulo es
llamado «a,, .

La amplificacion angular de una lente convergente simple se define como el cociente

am - - 7 - Ve
M = o En la aproximacién paraxial, los angulos pueden ser representados por
0

sus tangentes, dando como resultado
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am _ R/so _ 25

(047 o h/25 o So (1'7)
donde s, es la distancia del objeto a la lente.
Silaimagen es vista al infinito s, =f vy
25
M =— 1.8
- (1.8)

En el otro extremo, si la imagen virtual se ve en el punto de vision méas cercano del

0jo, entonces Sj = - 25 cm, y de la ecuacion de lentes delgadas (ec. 1.4)

_ 25€
S0 = J547 (2.9)

Asi la amplificacién de imagen en el punto de visibn mas cercano esta dada por
M==+1 (1.10)

La amplificacion angular real depende entonces del observador en particular, el cual
movera la lente amplificadora hasta que la imagen virtual se observe con
comodidad. Para distancias focales pequefias las ecuaciones 1.7 y 1.9 no difieren
grandemente, y la ec.1.7 se usa con mas frecuencia.

La amplificacién lateral o transversal (M1) se define como la razén entre el tamafio

de la imagen y el tamafio del objeto (Malacara, 1988), esto es

M, = 5—0 (1.11)

donde Y; = tamafio de la imagen
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Yo = tamafio del objeto

Las lentes amplificadoras se etiquetan generalmente de acuerdo a su amplificacion

angular Ma.

MA=_

Por ejemplo, si la distancia minima de vision de un ojo normal es 250 mm y se tiene

una lente de distancia focal de 25 mm entonces

Ma =250 mm/ f
Ma =250 mm /25 mm
Ma= 10

Amplificacion que se representara como 10 X.

Las lentes objetivos mas comunes de los microscopios Opticos compuestos de la
actualidad son lentes de 40X, 60 X o 100X, a ellas corresponde distancias focales

de 6.25 mm, 4.26 mm (aprox.) y 2.5 mm respectivamente.

1.6 Aberraciones

En la seccion 1.2 de este capitulo se defini6 la teoria de primer orden, que describe
la formacién de imagenes utilizando Unicamente rayos paraxiales, para esto se hizo
una aproximacién que consistio en tomar Unicamente el primer término de la
expansion en series de Taylor del cosg y el seng; ahora, si se reemplaza el valor
del seng por los dos primeros términos de la serie se obtiene la llamada teoria de
tercer orden, con la que se pueden obtener efectos secundarios que no preveé la
teoria de primer orden (Malacara 2004), hacer esto significa utilizar rayos que
forman angulos ¢ mayores.

Los efectos 6pticos, que hacen que la calidad de las imagenes formadas por las

lentes no sea tan buena como es deseable, se llaman aberraciones.
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Cuando la luz que ilumina el objeto es blanca la teoria de primer orden predice que
un sistema optico formado por lentes, tiene distintas distancias focales para distintos
colores, ya que el indice de refraccién del sistema depende del color de la luz. Al
haber distintas distancias focales, la posicion y el tamafio de la imagen son
diferentes para cada color. EI cambio en la posicion de la imagen es lo que se
conoce como aberracion cromatica axial y el cambio en el tamafio de la imagen
como aberracion cromatica lateral. La aberracion cromatica es la Unica aberracion
gue puede predecir la teoria de primer orden (Malacara 2004).

La aberracién cromética en la imagen de un objeto extendido se aprecia como halos

de color azul o rojizo en la periferia del objeto (ver figura 1.12).

Imagen modificada de: http://3dproductiontipsandtricks.blogspot.com/2013/10/chromatic-
aberration-in-after-effects.html
Figura 1.12 Aberracién cromética.

Auln, si la luz que ilumina el objeto es monocromética se presentan aberraciones
gue no pueden ser predichas por la teoria de primer orden; estas son las llamadas
aberraciones monocromaticas o0 aberraciones de Seidel. Estas aberraciones
también se presentan con luz blanca y se pueden calcular aproximadamente con la
teoria de tercer orden. Si se requiere mayor exactitud se deben utilizar
aproximaciones de orden superior, lo que significa tomar mas términos de la serie
del seng.

Si el objeto es puntual la imagen no necesariamente lo es, debido a la presencia de
las aberraciones monocromaticas (Malacara 2004).

Las aberraciones de Seidel son cinco: esfericidad, coma, astigmatismo, distorsion y
curvatura de campo; a continuacion se describen estas, suponiendo en cada caso
que la aberracion de la que se habla es la Unica aberracion presente en la imagen.
Aberracion de esfericidad. Se produce aun en superficies perfectamente esféricas.
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Superficie Superficie
rafractora reflectora

(a) (b)

Imagen reproducida del libro: Optica basica, Malacara.

Figura 1.13 Aberracion esférica

En la figura 1.13 se muestra aberracion esférica en superficies refractoras y en
superficies reflectoras. En ambos casos puede observarse como la posicion del foco
depende de la altura a la que incide el rayo sobre la superficie. La envolvente tanto
de los rayos refractados como reflejados forma una curva llamada caustica.

La aberracion de coma. Es un defecto de la imagen que se presenta para objetos

puntuales fuera del eje Optico, incluso cuando la distancia al mismo es pequefia.

rayo principal

Imagen modificada del libro: Optica, Hecht-Zajac

Figura 1.14 Aberracién comética
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La coma se debe a que la distancia focal y la amplificacién transversal varian,
dependiendo de la distancia al eje del punto de incidencia del rayo sobre la lente.
En la figura 1.14 se observa un objeto puntual S colocado fuera del eje optico de la
lente L; ahi se ve la dependencia de la amplificacion transversal (M7) con la distancia
al eje. Los rayos meridionales, que cruzan la orilla de la lente (marginales), llegan al
plano imagen X; mas alejados del eje que los rayos cercanos al rayo principal.

En este caso, la mayor amplificacion se da para los rayos marginales, los cuales
formaran una imagen mas grande que las imagenes formadas por los rayos mas
cercanos al rayo principal. Cuando esto sucede se dice que es una coma positiva
(los rayos marginales estan en foco a una distancia mas alejada del eje), en el caso
contrario, cuando la amplificacibn mas pequefia estd asociada con los rayos
marginales y la imagen se encuentra mas cerca del eje, entonces se dice que la
coma es negativa.

La coma depende de la forma de la lente; si se tiene el objeto al infinito y una lente
concava-convexa fuertemente positiva (con la cara céncava hacia el objeto), se
tendra una coma negativa muy grande, esta puede pasar de negativa a cero si se
cambia la forma de la lente a plano convexa (con la cara convexa hacia el objeto).
Esta situacion tiene cierta analogia con lo que sucede para la aberracion esférica,
es decir, la aberracion esférica se minimiza cuando se usa una lente plano convexa
con la superficie convexa hacia el objeto (Hecht 1977).

El astigmatismo. En una imagen el astigmatismo se presenta cuando el objeto esta
situado a una distancia apreciable fuera del eje optico, por lo cual el cono de rayos
incidentes sobre la lente es asimétrico.

Para explicar en qué consiste el astigmatismo es necesario definir dos planos: el
plano meridional (o tangencial) y el plano sagital. ElI plano meridional contiene al
rayo principal y al eje 6ptico, este plano no cambia, es el mismo desde el objeto
hasta la imagen sin importar cuantos elementos tenga el sistema formador de
imagen (ver figura 1.15). El plano sagital se define como aquel que es perpendicular
al plano meridional y también contiene al rayo principal; este plano cambia su
pendiente conforme el rayo principal es desviado por los diferentes elementos

opticos del sistema.
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En el caso de un objeto puntual axial, el cono de rayos es simétrico, todas las
distancias focales para los diferentes rayos son las mismas y por lo tanto todos los
rayos llegaran a un punto comun. Sin embargo, la situacion para un haz oblicuo sera
diferente, en los planos sagital y meridional, como resultado las distancias focales
en esos planos también seran diferentes (Hecht 1977).

Como existen dos distancias focales diferentes, el cono de rayos sufre una
deformacion después de refractarse. Inicialmente la seccion transversal del cono es
circular, pero conforme los rayos avanzan la seccion circular se vuelve eliptica, con
su eje mayor en el plano sagital, hasta que la elipse degenera en una linea en el
foco tangencial Fr, conocida como imagen primaria (ver figura 1.17). Al continuar
su camino la seccion transversal del haz vuelve a ser circular para convertirse
nuevamente en una linea, llamada imagen secundaria, esta vez sobre el plano

meridional, en la posicion del foco sagital Fs.

Rayo principal F
T
Plano P2
sagital —— f"/f/"‘/x
d W,/
Ve 4
. GO y_~ .~ Plano
eje O° il meridional
L Plano focal
S paraxial

Imagen modificada de: https://www.fing.edu.uy/

Figura 1.15 Planos meridionales y sagitales.

La seccion circular del haz de rayos, entre Fr y Fs, se conoce como circulo de
minima confusion; este circulo aumenta en didametro conforme el objeto se aleja del
eje optico, lo que se traduce en el deterioro de la imagen perdiendo definicion a lo

largo de los bordes.
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Plano focal
tangencial

Plano focal
sagital

Modificado de: http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/

Figura 1.16 Imagenes en los planos focales, tangencial y sagital.

Con el cambio de posicidon del objeto la linea imagen secundaria y la linea imagen
primaria cambiaran de orientacién, pero siempre se mantendran perpendiculares
entre si, esto causa el efecto que se muestra en la figura 1.16; en ella el objeto
consiste de lineas radiales y una linea tangencial a las mismas.

Distorsion. Esta aberracion se manifiesta como una deformacién de toda la imagen,
aungue cada punto esta nitidamente enfocado (Hecht 1977). La distorsion tiene su
origen en el hecho de que la Mt puede ser una funcion de la distancia y;, entonces
esa distancia puede diferir de la que predice la Optica paraxial en la cual Mt es
constante.

En la figura 1.17 se ejemplifica cdmo se deforma la imagen de un objeto extendido
cuando se presenta la aberracion de distorsién. Un objeto cuadrado (figura 1.17a)
que sufre distorsion positiva se deforma como lo muestra la figura 1.17b, cada punto
de la imagen se desplaza radialmente alejandose del centro, con los puntos mas
distantes moviéndose una distancia mayor, es decir Mt aumenta con y;.
Anélogamente, la distorsion negativa (figura 1.17c) consiste en una situacion donde
Mt disminuye con la distancia y;, esto es, cada punto de la imagen se mueve

radialmente hacia el centro.
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(a) (b) (c)

Imagen modificada de: https://www.fisicalab.com/apartado/aberraciones-opticas
Figura 1.17 a) Objeto, b) imagen con distorsion positiva o de corsé,

c) imagen con distorsién negativa o de barril.

Es comun observar distorsién cuando se ven “de reojo” objetos verticales largos
(como uno de los lados del marco de una puerta o un poste) a través de lentes
oftalmicas de dimensiones relativamente grandes.

Curvatura de campo. Un objeto plano perpendicular al eje Optico, tendra una imagen
plana Uunicamente en la regidn paraxial, pero en general la imagen de ese objeto
tendrd una curvatura que es conocida como aberracién de curvatura de campo o de
Petzval. En la figura 1.18 se observa que un objeto en forma de segmento esférico
Oo, tiene como imagen, producida por la lente, un segmento esférico oi (ambos

segmentos centrados en O).

Plano imagen

paraxial
5y |
001‘. »-——;,:é—/
’ B — 73 ;““
— |7
| —— TL_E > ‘ !
"/—-;-'_'—,-.--__, =
¥ (O L ’,v’ - Ax
o;

Figura 1.18 Curvatura de campo o de Petzval.

Si se aplana oo en el plano oo la imagen se transformara en una superficie
parabdlica llamada superficie de Petzval.
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Para una lente positiva (como es el caso del ejemplo anterior) la superficie de
Petzval se curva hacia la lente, hacia el objeto plano. En el caso de una lente
negativa la superficie se curvara en contra del plano objeto, es decir, alejandose de
la lente (Hecht 1977).

En el caso de los sistemas de proyeccion, si se tiene presente esta aberracion la
imagen del objeto se apreciara nitida sobre una pantalla que tenga la forma de la
curva de Petzval; en una pantalla plana la periferia de la imagen se observara fuera
de foco.

El estudio de las aberraciones de Seidel y de la aberracion cromatica es un campo
amplio de la Optica. En este trabajo Unicamente se pretende introducir estas

aberraciones a un nivel practicamente descriptivo.
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2

CAPITULO 2. ELEMENTOS Y FUNCIONAMIENTO
DEL MICROSCOPIO OPTICO
COMPUESTO
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Introduccion

Los microscopios se pueden clasificar en microscopios Opticos y no opticos. Los
microscopios 6pticos son aquellos que utilizan lentes y luz visible para formar la
imagen amplificada del objeto en observacion. En los microscopios no Opticos
(como el microscopio electrénico o el microscopio de fuerza atdmica) la imagen del
objeto examinado no se obtiene mediante el trabajo conjunto de un juego de lentes,
en esos instrumentos la imagen es un arreglo de puntos de distintas intensidades
gue se muestran en una pantalla (o se obtienen impresos), que son el resultado de
variaciones en valores de corriente eléctrica, o voltaje, que de alguna forma el
instrumento detecta, mediante escaneo, en el proceso de “observacion” del objeto.
En la actualidad existe una gran diversidad de microscopios Opticos compuestos,
algunos se utilizan especialmente para examinar objetos transparentes, o cortados
en laminas tan finas que se transparentan, estos microscopios utilizan la luz
transmitida a través de la muestra para formar la imagen de la misma, por eso se
les llama microscopios de transmisidn. Por otra parte, también existen microscopios
opticos que forman la imagen de la muestra utilizando la luz reflejada por la misma,
a estos se les conoce como microscopios de reflexion.

En el capitulo 3 se describiran algunos microscopios que usan luz transmitida y otros
luz reflejada por la muestra. En este capitulo se describen brevemente los sistemas
gue conforman a un microscopio compuesto (sistema mecanico, sistema éptico, y
sistema de iluminacion) y se explica el principio de funcionamiento de cualquier

microscopio 6ptico compuesto.

2.1 Sistema mecanico

El sistema mecanico del microscopio Optico compuesto lo forman todos los
elementos que soportan las componentes Opticas, permiten el movimiento de las
mismas para lograr el enfoque, asi como el movimiento de la muestra para su
observacion. Este sistema es el soporte de todos los elementos y accesorios del

instrumento, y facilita su traslado.
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Los elementos basicos del sistema mecanico, que pueden ser metalicos o estar
hechos de materiales plasticos, son: tubo porta ocular, revolver porta objetivos,
columna o brazo, cremallera, tornillo macrométrico, tornillo micrométrico, platina,
pinzas y el pie o base.

La figura 2.1 muestra el sistema mecanico de un microscopio 6ptico vertical
monocular. El tubo del microscopio sostiene en su parte superior la lente ocular y
en su extremo inferior se encuentra el revolver, con un juego de lentes objetivos
atornilladas a él. El revolver tiene un mecanismo que le permite girar para cambiar

la lente objetivo y con ello la amplificacion del instrumento.

S—
N 7
< ™ —> Brazo

-

Revolver «—

Platina <«—

Pinzas 4—/—

Tornillo macrométrico

Tornillo micrométrico

[ — —> Base

Imagen modificada de: https://www.mundomicroscopio.com/partes-del-microscopio/

Figura 2.1 Sistema mecéanico del microscopio Optico compuesto.

El brazo o columna sirve para sostener al conjunto tubo-revolver, tiene una
cremallera y dos tonillos, llamados tornillo macrométrico y tornillo micrométrico, que
al girarlos mueven al tubo para llevar a cabo el enfoque con un desplazamiento
rapido o fino, respectivamente. También existen modelos (como el de la figura 2.1)
en los cuales los tornillos, en vez de mover el tubo, mueven la platina para acercar
o alejar la muestra a observar y asi realizar el enfoque.

La platina es un placa horizontal con una perforaciébn en su centro (puede ser
circular u ovalada) sobre la que se coloca la muestra, que puede estar depositada

en un portaobjetos o una caja de Petri. En los microscopios convencionales la
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perforacion de la platina tiene la funcion de permitir el paso de la luz que ilumina la
muestra.

Las pinzas sostienen la muestra cuando estéd colocada sobre un portaobjetos. En
algunos microscopios la platina, en lugar de tener pinzas, tiene un sistema que
permite sostener el portaobjetos y darle un desplazamiento horizontal (X-Y) para
mover la muestra y con ello cambiar el campo de observacion.

El brazo sirve para cargar o trasladar al instrumento.

La base o pie le da estabilidad al instrumento y sobre de ella descansa todo el

aparato.

2.2 Sistema optico

Como se mencioné anteriormente, los microscopios compuestos forman la imagen
amplificada del objeto observado utilizando no una, sino dos juegos de lentes
convergentes (de ahi el nombre de “compuesto”) que reciben el nombre de ocular y
objetivo. La figura 2.2 muestra el sistema Optico basico de un microscopio
compuesto. La funcion del objetivo es formar una imagen real del objeto observado,
esta imagen sera amplificada por el ocular para ser presentada al ojo del

observador.

Observador

___— Espécimen

—— Lente condensadora

«———— Fuente de luz

Figura 2.2 Elementos Opticos de un microscopio 6ptico compuesto.

Hoy en dia los oculares y objetivos de microscopio son lentes compuestas,

construidos con juegos de lentes para minimizar aberraciones, sin embargo, por
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cuestiones didacticas, en los textos de O&ptica estos elementos Opticos se
representan como lentes simples (ver figura 2.3), de esa forma se facilitan los

diagramas para las explicaciones.

“ap> OETECTOR ; ;

IMAGEN REAL

rLaNoDELA K- |- OCULAR | —— i

LONGITUD DEL
/  TuBo

,______..__...
v

om0 - —

' DISTANCIA DE
TRABAJO

Figura 2.3 Simplificacion didactica del ocular y el objetivo.

En microscopios mas equipados el sistema Optico puede incluir sistemas de prismas
para que la vision sea binocular (figura 2.4a) e incluso existen microscopios
trinoculares, lo que significa que el instrumento cuenta con una salida para camara

fotografica o cAmara de video (figura 2.4b).

29



Figura 2.4 Microscopio a) binocular, b) trinocular.

Como se vera mas adelante el principio de funcionamiento del microscopio optico
compuesto es Unico, pero la integracion de diferentes accesorios, para nuevas

aplicaciones, lo van haciendo mas y mas sofisticado.

2.3 Sistema de iluminacion

El sistema de iluminacién de un microscopio tiene como objetivo hacer llegar luz a
la muestra, asi como controlar su intensidad (figura 2.5). El sistema de iluminacion
basico del microscopio 6ptico esta formado por una lampara, una lente

condensadora y un diafragma.

oS 7 13-

——

Diafragma

Figura 2.5 Sistema basico de iluminacion de un microscopio.

30



El diafragma sirve para regular la intensidad de la luz que llega a la muestra. Algunos
microscopios cuentan con un control eléctrico para regular la intensidad de la luz,
pero aun asi el diafragma sigue teniendo una funcién importante.

Hay quienes se preguntan por qué el sistema de iluminacién no se considera como
parte del sistema Optico, si este sistema incluye la fuente de luz y tiene una lente, la
lente condensadora. Aunque el sistema de iluminacion tiene un papel determinante
en un microscopio (sin luz no hay imagen), se considera como un sistema
independiente del sistema oOptico ya que su lente condensadora no contribuyen a la
formacion de la imagen del objeto en observacion; la funcion de la lente
condensadora es hacer convergir el haz de la lampara sobre la muestra para que
esta tenga suficiente luz.

En la antigiiedad, cuando no existia la energia eléctrica, los sistemas de iluminacion
de los microscopios compuestos consistian en un espejo movil (y algunas veces
una lente condensadora) que reflejaba la luz natural, o la luz de una vela, de forma

gue esa luz iluminara la muestra (figura 2.6).

Figura 2.6 Microscopio fabricado por Magny en 1751.

Museo de artes y oficios de Paris.

Existen microscopios (como los estereoscépicos) que cuentan con mas de una
lampara, o microscopios (como el de epi-fluorescencia) que tienen fuentes

especiales de luz, como la luz laser.
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En este trabajo se describen los elementos del microscopio 6ptico compuesto y
como funciona, ya que teniendo esto como conocimiento previo es posible
comprender rapidamente cémo trabajan muchos otros microscopios 6pticos mas

sofisticados.

2.4 Funcionamiento del microscopio éptico

En su forma mas simple un microscopio compuesto consiste de dos lentes positivas:
una lente objetivo de distancia focal corta, colocada frente al espécimen u objeto
en observacion, y una lente ocular que funciona como amplificadora (Pedrotti 1993).
La lente objetivo forma una imagen real y amplificada del espécimen, a una distancia
especifica del objetivo, en esta posicion se encuentra lo que llamamos plano imagen
intermedio (ver figura 2.7). Todos los objetivos estan disefiados para que el objeto
en observacion se encuentre a una distancia definida, medida desde la lente frontal
del mismo, esa distancia se le llama la distancia de trabajo. A la imagen formada
por el objetivo (ubicada en el plano imagen) se le llama imagen intermedia
(Greenfield 2007).

Objetivo
Espécimen Imagen intermedia

—
—

Figura 2.7 Objetivo formando una imagen real, invertida y amplificada del espécimen.

La distancia de trabajo varia con el objetivo y es basicamente mayor para objetivos
de baja potencia, pero la ubicacién de la imagen intermedia esta definida por el
disefo.

La imagen intermedia se localiza en el plano focal anterior del ocular, de forma que
Su imagen es proyectada hacia el infinito (ver figura 2.8); el ojo humano forma una

imagen real sobre la retina.
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Ocular

Imagen intermedia h

Figura 2.8 Ocular proyectando al infinito la imagen de la imagen intermedia.

En la practica esto significa que uno puede observar el objeto como si este estuviera
en el infinito y asi el ojo estaria relajado. Si uno cometiera el error de tratar de
observar acomodando el ojo para enfocar, este se estresaria y seria posible sufrir
de dolor de cabeza.

En la figura 2.9 se combinan las funciones del objetivo y el ocular, formando el
disefio basico del microscopio.

Ocular -
Oibjet: -
[E0V0 -

Espécimen Imagen intermedia ff"ﬂ
o -

___\_\__\_\_\_\_:‘-'\-\_._\_\_\_\_

| ——

o
. — —
== T

Figura 2.9 Formacién de imagen en un microscopio compuesto. El ocular

“observa” la imagen real intermedia formada por el objetivo.

Los objetivos de microscopio pueden clasificarse en objetivos corregidos al infinito
y objetivos de conjugado finito (finite conjugate objetives).

Los objetivos de conjugado finito generalmente se usan en microscopios
convencionales, y enfocan la imagen en una posicion finita especifica (ver figura
2.10a). En este tipo de objetivos la distancia focal no coincide con la distancia al
objeto, estan disefiados de esa forma con la finalidad de proyectar la imagen con
una amplificacion determinada.

Por otra parte, los objetivos corregidos al infinito dirigen la luz en rayos paralelos
gue estan enfocados al infinito; estan disefiados de tal forma que la distancia focal
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si coincide con la distancia al objeto (figura 2.10b) y para producir la imagen
intermedia utilizan una lente llamada lente de tubo, colocada dentro del tubo del
microscopio, entre el objetivo y el ocular. El espacio entre el objetivo y la lente de

tubo recibe el nombre de camino de rayos paralelos.

Objetivo

Lente
Objetivo de tubo Ocular

| 1
4 fl.entr del mibo it
y /1 Imagen
1 .::<=*_¢‘\;: _'§ - \
li* ¢
4
Camino de rayos Plano imagen
parelelos intermedio

(b)

Objeto

NN

Ssa i,

ja=f=| | I

Imagen modificada de: https://www.microscopyu.com/microscopy-basics/infinity-optical-systems

Figura 2.10 a) Objetivo de conjugado finito. b) Objetivo corregido al infinito.

La fortaleza del uso de objetivos corregidos al infinito consiste en la posibilidad de
insertar, en el camino de rayos paralelos, componentes 6pticas adicionales como
divisores de haz, filtros o polarizadores, por mencionar algunos.

En los microscopios mas viejos, que usan objetivos de conjugado finito, se tienen
una distancia especifica entre el segundo punto focal del objetivo y el primer punto
focal del ocular (Mouroulis 1997), esta distancia es llamada la longitud del tubo (MTL

por sus siglas en inglés, Mechanical Tube Length). El disefio asume que cuando se
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enfoca el espécimen, se encuentra unas cuantas micras alejado del plano focal
frontal del objetivo.

La MTL fue estandarizada a 160 mm, por la Real Sociedad de Microscopia (RMS,
por sus siglas en inglés) en el siglo XIX y se aceptd por mas de cien afios. Al agregar
algun accesorio 6ptico en el camino de rayos paralelos se incrementaba la longitud
efectiva del tubo a un valor mayor que 160 mm. Durante el periodo de
estandarizacion los constructores de microscopios fueron forzados a colocar
elementos O6pticos adicionales a los accesorios Opticos para reestablecer la
distancia de 160 mm, el precio de esto era un incremento en la amplificacién y una
reduccion en la intensidad de la imagen.

El fabricante aleman de microscopios Reichert, en un intento por eliminar los
elementos épticos adicionales, fue pionero en el desarrollo de los sistemas 6pticos
con correccion infinita en la década de 1930, mas tarde le siguieron las compafias
Leica y Zeiss, pero estos sistemas no se convirtieron en equipos estandar para la
mayoria de los fabricantes hasta la década de 1980.

La longitud del tubo en microscopios con correccién infinita se conoce como la
distancia focal de referencia y varia entre 160 y 200 mm, dependiendo del
fabricante.

Obviamente los objetivos disefiados para microscopios con correccion al infinito no
son intercambiables con los objetivos de microscopios de tubo con longitud fija y
viceversa. Los objetivos disefiados para ser usados en microscopios con longitud
fija del tubo tienen inscrito el valor 160mm en la carcasa.

El poder de amplificacion de un microscopio es el producto de la amplificacion lineal
transversal del objetivo, Mo, y el aumento angular del ocular, Mae (Hecht 1977), es
decir

P.A. = M1o Mae.

Otra caracteristica importante que debe mencionarse es la brillantez de la imagen
gue depende, en parte, de la cantidad de luz que colecta el objetivo; la apertura

numérica es un parametro Gtil para describir esta cantidad.
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2.5 Apertura numeérica

Para recolectar mas luz y producir imagenes mas brillantes los conos de rayos que
llegan a la lente objetivo, provenientes del objeto observado, deben ser tan amplios
como sea posible (Pedrotti 1993).

La amplificacion angular de una lente estd dada por Ma =25 /f (ec. 1.12), de esta
expresion se observa que la amplificacion se incrementa si la distancia focal de la
lente disminuye. Las lentes de distancias focales cortas son lentes de curvaturas
grandes y por lo tanto diametros pequefios; ese hecho permite la convergencia de
la luz a distancias mas cortas respecto de la cara posterior de la lente, dando como
resultado distancias focales pequefias. Al disminuir el diametro de la lente, el angulo
soélido de rayos utiles provenientes del objeto también disminuye.

En la figura 2.11 (a la derecha del eje éptico de la lente L) se muestra como los
rayos provenientes de un punto O del objeto pasan a través del cubre objetos y de
una capa de aire antes de llegar al primer elemento de la lente objetivo L, haciendo

un angulo a, respecto al eje optico.

Aceite | Aire
nﬂ
Za

h ce

0 Cubre objetos

O

Imagen reproducida de libro: Introduction to optics, Pedrotti.
Figura 2.11 Trayectoria de los rayos que parten de una fuente puntual Oy

llegan a la lente objetivo

Debido a la refraccidn en la interfase vidrio-aire, existen rayos con angulos mayores
que aaque no alcanzaran la lente, por lo cual hay una pérdida de luz. Esta limitacion

es subsanada usando un fluido transparente acoplador de indice de refraccion tan
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cercano como sea posible al indice del cubre objetos. En la figura 2.11, a laizquierda
del eje optico, se muestra lo que sucede cuando se usa una capa de aceite; con
ello es posible obtener un angulo apmayor que ..

Normalmente el indice de refraccion de un cubre objetos es 1.522 y el del aceite es
1.516, lo que permite un excelente acoplamiento. De esta forma se incremente la
capacidad de recolecciéon de luz de la lente objetivo, incrementando el indice de
refraccion en el espacio objeto. Una medida de esta capacidad de recoleccién de
luz esté dada por la expresion

N.A. = nsen o

llamada la apertura numérica, donde n es el indice de refraccion del medio en
contacto con el objetivoy a es la mitad del angulo del cono maximo de luz captado
por esa lente.

La figura 2.12 muestra las especificaciones mas comunes de un objetivo de

microscopio impresas sobre su carcasa.

Amplificacion

i
-

( Apertura numérica

40 /o,
160/0.1 }“

l N Grosor del porta
w objetos (en mm)

Figura 2.12 Objetivo de microscopio con sus especificaciones.

Longitud del tubo

2.6 Resolucién del microscopio

Para hablar de la resolucidon de un instrumento Optico, y en particular del
microscopio, se requiere conocer algunos conceptos que no pueden ser explicados
por la éptica geométrica, tales conceptos son: el limite de difraccion de Abbe, el
disco de Airy y el criterio de Rayleigh. Es la Optica fisica la encargada de explicar

estos conceptos.
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La resolucion de un microscopio esta intrinsecamente ligada a la apertura numérica
de las componentes Opticas del instrumento, asi como a la longitud de onda usada
para examinar al espécimen. La resolucion es la minima distancia (d) a la cual dos
puntos distintos de un espécimen pueden ser vistos por el observador como
entidades distintas (Hecht 1977), en otras palabras, la resolucion de un microscopio
es la habilidad que tiene el instrumento para distinguir detalles.

Desde el punto de vista de la Optica geométrica, un sistema convergente de lentes
(como el objetivo) deberia enfocar una fuente puntual de luz en un punto en el plano
imagen, sin embargo la experiencia muestra que la imagen de esa fuente puntual
es una distribucion de intensidades llamada el patron de difraccidn de Airy (ver figura
2.13a).

Un patron de Airy es una distribucion de intensidades de luz resultado de la

difraccién de la luz que pasa por una abertura circular pequefia.

(a) (b)
Figura 2.13. a) Patron de difraccion de Airy, b) distribucién de intensidad del patrén de Airy.

La zona central del patron de Airy es llamado Disco de Airy y, en el caso de sistemas
de lentes, est4 determinado por la abertura circular del sistema perfectamente
alineado, limitado por difraccion. En la figura 2.13b se muestran las intensidades de
las diferentes zonas del patron de Airy, su centro es una zona circular brillante

alrededor de la cual hay anillos concéntricos.
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La representacién tri-dimensional de la distribucion de intensidades del patron de
Airy es conocida como la funcion de esparcimiento de un punto (PSF por sus siglas
en inglés “Point spread function”).

Cuando se tiene un objeto puntual la difraccidén de la luz, que determina el limite de
resolucion del microscopio, difumina la imagen del objeto hasta un cierto tamafio y

forma minimos llamados PSF (figura 2.14).

Disco de Airy Disco de Airy

[ Intensidad

-— e

NA. = 0.20 Plano focal NA. = 1.30 Plano focal

(a) (b)
Imagen modificada de: https://www.zeiss.com/microscopy/int/solutions/reference/basic-
microscopy/the-point-spread-function.html
Figura 2.14 a) Imagen para una apertura numérica dada, b) la resolucion se incrementa si la

apertura numérica aumenta.

Un microscopio es esencialmente un sistema de lentes que forma la imagen de un
objeto extendido, este objeto puede considerarse como compuesto por un conjunto
de fuentes puntuales de luz incoherentes, en este caso el sistema de lentes formara
una imagen del objeto que consiste en una distribucion de patrones de Airy
parcialmente superpuestos ( ver figura 2.14b). En lentes donde las aberraciones son
despreciables, la extension de cada punto imagen debido a la difraccién representa
el limite maximo en la calidad de la imagen (Hecht 1977).

La expresion para calcular la resolucion lateral en un microscopio esta dada por

A

4= >NA

donde A es la longitud de onda de la luz con la que se observa el espécimen y NA

es la apertura numérica del objetivo. Esta expresion es llamada férmula de
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difracciébn de Abbe para la resoluciéon lateral. Entre mas pequefia es d mayor
resolucion presenta la imagen.

Por otra parte, la formula de difraccion de Abbe para la resolucion axial es

22
daxial = W

Para incrementar la resolucién en un microscopio, el espécimen debe ser observado
en alguna de las siguientes condiciones: con una longitud de onda corta, a través
de un medio con un indice de refraccion relativamente alto, a través de
componentes opticas que tengan alto indice, o una combinacion de todos estos
factores. Sin embargo, aun teniendo en consideracion todas estas condiciones, los
limites en un microscopio real estan determinados por la complejidad del sistema
completo, caracteristicas de transmision del vidrio a longitudes menores de 400 nm
y de una NA alta en el microscopio completo.

La resolucion lateral en un microscopio ideal, con iluminacion de una longitud de
onda de aproximadamente 400 nm, es alrededor de 150 nm, mientras que la
resolucion axial es alrededor de 400 nm, cuando se usa un objetivo de NA igual a
1.40.

Para lograr la maxima resolucion (teérica) en un microscopio, cada una de las
componentes oOpticas debe tener la maxima NA disponible, ademas se debe usar la
longitud de onda mas corta posible y, el sistema completo del microscopio debe
estar correctamente alineado.

Debido a la importancia de la interrelacién entre el indice de refraccion del medio y
la apertura angular del objetivo, Abbe introdujo el concepto de apertura numérica
en el curso de la explicacion de la resolucién del microscopio.

Como la resolucién depende de la longitud de onda (longitudes de onda mas cortas
proporcionan resoluciones mayores y viceversa), para calcular la resolucion, los
microscopistas fijan la apertura numérica y usan luz blanca de una lampara de
tungsteno para iluminar el espécimen. El espectro visible de la emision de esta
lampara esta centrado alrededor de los 550 nm, luz verde, nuestros 0jos son mas

sensibles a luz verde.
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Finalmente, usando la teoria de los discos de Airy (figura 2.15a), el fisico inglés John
William Rayleigh enuncio, en 1896, el criterio que actualmente lleva su nombre, el
cual define el limite de resolucién en un sistema limitado por difraccion. Este criterio
establece que dos puntos son distinguibles uno de otro, cuando el centro de uno
de los discos de Airy de uno de los puntos, se superpone con el primer minimo del
patron de difraccion del otro punto (figura 2.15b), en este caso se puede considerar
gue los puntos estan resueltos (se distinguen uno de otro); si los discos de Airy
estan mas cercanos que lo marca el criterio anterior los puntos no se distinguen uno
de otro (no se resuelven, figura 2.15.c) y por tanto no se ven como detalles

separados en la imagen del espécimen.
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Figura 2.15. a) Patron de Airy, b) puntos resueltos, ¢) puntos no resueltos.

El criterio Rayleigh es un criterio sencillo y arbitrario, pero suficientemente preciso

para definir lo que es la resolucién (Hecht 1977).
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3

CAPITULO 3. EL MICROSCOPIO OPTICO Y
ALGUNOS DE SUS DESCENDIENTES
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INTRODUCCION

Los microscopios opticos de hoy en dia distan mucho del microscopio simple usado
por Leeuwenhoek en el siglo XVII. Como se menciond anteriormente, el
microscopio simple surgidé posteriormente al microscopio 6ptico compuesto; sin
embargo la estructura basica de este ultimo sufri6 modificaciones y con ellas
surgieron nuevas versiones de microscopios oOpticos utilizados para analisis y
procedimientos especificos (Mouroulis, 1997). El microscopio 6ptico compuesto se
encuentra en constante evolucion, debido a las necesidades generadas por las
diferentes aplicaciones que requieren el uso de este instrumento.

Existen microscopios monoculares (con un solo ocular), binoculares (dos oculares),
estereoscopicos, invertidos, de contraste de fase, de epi-fluorescencia y
microscopios confocales, entre otros. EStos microscopios son, en esencia,
microscopios Opticos a los que se han adaptados dispositivos que van desde los
mas sencillos (como filtros de color) hasta otros muy sofisticados, como fuentes de
luz laser y equipo de cdmputo (como en el caso del microscopio confocal), para
llevar a cabo la reconstruccion de la imagen de los especimenes observados (Hibbs
2004).

Algunos de los microscopios que se describirdn en este capitulo son microscopios
verticales convencionales, es decir, la iluminacion de la muestra se hace desde la
parte inferior del instrumento, de esta forma la luz llega a la platina sobre la cual se
coloca la muestra (esto los convierte en microscopios de transmision) y finalmente
al objetivo y el ocular, que se encuentran en la parte superior del instrumento. Esta
es una configuracion vertical, la mas conocida pero no es la Unica que existe, como
se vera mas adelante.

En este capitulo se presentan algunas de las transformaciones que ha sufrido el
microscopio compuesto, mencionar todas las existentes llevaria mucho tiempo y no
es el objetivo de este trabajo, pero, independientemente del tipo de microscopio que
se trate el principio de su funcionamiento, descrito en el capitulo anterior, es el
mismo para todos. De toda la gama de microscopios épticos existentes, aqui se
explican solo algunas configuraciones muy representativas de la evolucion que ha

tenido este instrumento a lo largo de los cuatro siglos de su existencia.
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3.1 Microscopio estereoscopico

Los microscopios estereoscopicos, como su hombre lo indica, ofrecen una imagen
estereoscopica (3D) del objeto en observacion; en general son microscopios de baja
amplificacion, entre 10X y 80X y funcionan con luz reflejada por la muestra y no con
luz transmitida (ver figura 3.1), como lo hacen la mayoria de los microscopios
convencionales; de este modo se pueden observar muestras sin necesidad de

laminarlas.

Oculares

Objetivos

Pinzas a Lampar

Platina

Figura 3.1 Microscopio estereoscopico.

El microscopio estereoscopico es un microscopio binocular, pero no todos los
microscopios binoculares son estereoscopicos. Como ocurre en la vision
binocular convencional, en un microscopio estereoscopico es necesario que los dos
ojos observen el objeto con angulos ligeramente distintos.

En los microscopios binoculares convencionales la muestra es observada a través
de un solo objetivo, por tanto la imagen que observan los dos 0jos es exactamente
la misma y por ello no puede generarse una vision tridimensional, la imagen se
observa en 2D. En contraparte, los microscopios estereoscépicos captan la luz que

refleja la muestra desde dos angulos distintos y por tanto la imagen que observa
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cada ojo es ligeramente distinta una de la otra; la combinacién de estas dos
imagenes produce el efecto tridimensional.

En la practica existen dos tipos de microscopios estereoscopicos: el de Greenough
o convergente y el de Galileo o de objetivo comun.

En el modelo llamado de Greenough, se usan dos microscopios idénticos (con la
misma amplificacion) con un angulo entre 10 y 12 grados entre ellos, de tal forma
gue enfocan mismo punto (ver figura 3.2a). Este disefio tiene limitaciones en cuanto
a modularidad, o sea, su capacidad de modificar el sistema para introducirle
accesorios es limitada, aunque es econémico y en él las aberraciones resultan
faciles de corregir, presenta el inconveniente de que la observaciéon durante tiempos

largos resulta fatigosa.

Oculares @ @ {]{] Oculares

Prismas [ Prismas

Objetivos @@ — = (zl;ﬁtl;\'r‘o

\
v

(a) (b)
Imagen modificada de: https://www.mundomicroscopio.com/microscopio-estereoscopico/

Figura 3.2 a) Microscopio estereoscépico Greenough y b) microscopio estereoscdépico de Galileo.

En el disefio de Galileo (figura 3.2b) la luz que proviene del mismo punto, es
refractada por una lente objetivo comun de gran tamafio y viaja por dos rutas Opticas
paralelas (una para cada 0jo); las imagenes formadas por los dos oculares son
ligeramente distintas y asi se genera el efecto tridimensional. El disefio del
microscopio de objetivo comun es mas sofisticado que el convergente, con mejor
modularidad y no genera fatiga en tiempos de observacion largos, sin embargo es
mas costoso de fabricar y las aberraciones, al generarse la imagen a través de la
periferia del objetivo comdn y en un angulo que no coincide con el eje optico del

mismo, son mas dificiles de corregir.
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El disefio de los microscopios estereoscopicos es tal que pueden existir distancias
entre el objetivo y la muestra que van desde un par de centimetros hasta decenas
de ellos. Estos instrumentos tienen aplicacion en biologia, mineralogia, la industria
(microelectrdnica, por ejemplo), medicina (microscopios quirlrgicos), investigacion
y en toda observacion que requiera manipular el objeto observado y que la vision

estereoscopica sea fundamental.

3.2 Microscopio invertido

Los microscopios invertidos (como su nombre lo indica) tienen su sistema éptico
invertido en comparacion con los microscopios verticales convencionales. Como se
menciond en la introduccion de este capitulo, en un microscopio vertical la muestra
se ilumina desde la base del instrumento y la luz viaja hacia arriba cruzando el
objetivo y ocular hasta llegar al ojo del observador, o a un detector (ver figura 3.3a).
En un microscopio invertido la muestra, colocada sobre la platina, es iluminada
desde arriba y la luz viaja hacia el objetivo que se encuentra debajo de la platina
(ver figura 3.3b). Gracias a un sistema oOptico que guia la luz hacia el ocular, el
observador puede ver la imagen amplificada de la muestra en una posicién

ergondmica, como si se tratara de un microscopio vertical convencional.

Ocular

Sistema de iluminacion

Muestra
= |

Muestra

Objetivo

Diafragma
Condensador

Base con lampara

Modificado de: hep://aulavirtual.usal.es/aulavirtual /demos/microbiologiz/
unidades/documenjuni_02/56/cap30%.htm

() (b)
Imagenes recuperadas de: https://www.fisicalab.com/apartado/microscopio#contenidos

Figura 3.3 a) Microscopio 6ptico vertical, b) Microscopio éptico invertido
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Al iluminar la muestra desde arriba de la platina se tiene espacio sobre la misma
para la manipulacion o, por ejemplo, simplemente para el monitoreo de actividades
en los cultivos celulares vivos, como son el crecimiento y el comportamiento de los
mismos, que a veces pueden durar varios dias.

El principio de funcionamiento y formacién de la imagen en un microscopio invertido
es el mismo que en el microscopio vertical.

El microscopio invertido fue inventado en 1850 por J. Lawrence Smith, un miembro
de la facultad de la Universidad de Tulane, entonces llamado Colegio Médico de
Louisiana (Smith 1852).

Los microscopios invertidos son microscopios que funcionan por transmision de luz
y SU USO es muy comun para el examen de especimenes gruesos y especimenes
gue se asientan en la base de las cajas de Petri.

Algunas de las técnicas de observacién como el contraste de fase y la fluorescencia
son usadas con microscopios invertidos en las ciencias biolégicas para el estudio
de las células vivas y cultivos de tejidos.

En la industria, al microscopio invertido también se le conoce como microscopio de
platina invertida. Su uso es muy comun en el area de ciencias de los materiales, en
donde se requiere andlisis tridimensional de materiales semiconductores y de
metales, para lo cual las muestras son, generalmente, un metal pulido en el que se

estudia la estructura y defectos superficiales.

3.3 Microscopio de contraste de fase

En el afio de 1934 el fisico holandés Fritz Zernike aplicé la teoria del contraste de
fase al area de la microscopia e inventé el microscopio de contraste de fase, por lo
cual recibio el Premio Nobel en 1953 (Hecht 1977).

Para entender el concepto de contraste de fase no es suficiente con trabajar en el
rango de la dptica geométrica, se requiere adentrarse a la optica fisica (el
comportamiento de la luz como onda) y conocer las caracteristicas de las ondas

entre las cuales esta la fase de la onda (ver figura 3.4).
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Campo eléctrico (E) Campo eléctrico (E)
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E
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L VY A WY S W x  Onda original

c= Ay .
s D Y 1) x Onda retrasada en fase
donde c es la velocidad de la luz,

A es la longitud de onda y
v es la frecuencia de la onda

Figura 3.4 Caracteristica de una onda.

La microscopia de contraste de fase se basa fundamentalmente en el retraso que
se produce en las ondas de luz al atravesar objetos de cierto indice de refraccién o
un espesor dado (ver figura 3.5).

(a)

(b)

Figura 3.5 a) Onda de luz propagandose, b) onda retrasada en fase al

atravesar un medio de diferente indice al medio de propagacion original.

En aplicaciones biolégicas el microscopio de contraste de fase aprovecha las
pequefias diferencias en el indice de refraccion en las distintas partes de una célula
y en distintas partes de una muestra de tejido.

En la teoria de la 6ptica fisica la luz puede representarse con una funcién escalar

E(r, t) que es solucion de la ecuacion de onda (Hecht 1977).
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Cuando la perturbacion se propaga en direccién positiva del eje x la funcién E(r, t)

puede escribirse como

E(X, t) = Eo sen( wt —(kx+¢)) (3.1)

donde Eo en la amplitud de la perturbacion, y el argumento de la funcion seno,
wt— (kx+¢), es llamado la fase de la onda, w es la frecuencia angular, k es el nUmero
de onda y ¢ es la fase inicial de la onda.

Cuando las ondas de luz coinciden en la misma region del espacio se superponen
y se dice que interfieren; la perturbacién Gptica final depende de las circunstancias
en que se encontraban las ondas en el momento de la superposicion.

La figura 3.6 muestra la superposicion de dos ondas de la misma amplitud cuando

estan defasadas 11/2 radianes.

Figura 3.6 Suma de ondas (Er = E; + E;) que difieren en T1/2

Si existe una diferencia de fase de 21T rad entre dos ondas que se superponen, se
dice que las ondas estan en fase (ver figura 3.7a); la superposicion de las mismas
da como resultado un fenémeno llamado interferencia total constructiva. La
superposicion de dos ondas fuera de fase, es decir, la diferencia de fase entre ellas
es de 1 rad, da como resultado una interferencia llamada interferencia total

destructiva (ver figura 3.7b).
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(b)

Figura 3.7 Suma de ondas que difieren en a) 21T, interferencia constructiva,

b) 1T, interferencia destructiva

Funcionamiento fisico del microscopio de contraste de fase.

Cuando uno observa un objeto opaco este se puede ver porque contrasta con el
fondo que lo rodea, este contraste se debe a las variaciones ocasionadas en la
amplitud de la onda de luz que refleja; a este tipo de estructura se le conoce como
objeto de amplitud.

Los objetos que son transparentes y que practicamente no hacen contraste con su
alrededor son llamados objetos de fase y alteran solamente la fase de la onda de
luz que transmiten. El espesor éptico de tales objetos varia generalmente de punto
a punto conforme el espesor fisico o el indice de refraccidon (o ambos) varian, esta
es la causa de las variaciones en la fase de la luz transmitida por el objeto. El ojo
humano no puede detectar variaciones de fase y por lo tanto esos objetos son
invisibles. En el caso de la microscopia, esta situacion ha llevado a los bidlogos a
tefiir sus muestras transparentes (objetos de fase) para convertirlos en objetos de
amplitud, pero este procedimiento muchas veces mata los especimenes cuyos
procesos vitales son el objeto de estudio (Hecht 1977). El microscopio de contraste

de fase vino a solucionar este problema, ya que con su uso se obtienen imagenes
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con un gran contraste en la intensidad, que hace resaltar detalles de la muestra que
no pueden verse con un microscopio convencional (ver figura 3.8).

La técnica de contraste de fase transforma las diferencias de fase de la luz que
ilumina la muestra, en diferencias de amplitud en la imagen; asi el objeto se

hace visible sin necesidad de teiirlo.

(a) (b)
Figura 3.8 Células epiteliales de rifidn humano. a) Imagen en campo brillante, b) imagen de

contraste de fase (cortesia de Laboratorio de biofoténica del ClO)

Para explicar qué es el contraste de fase se utilizara el modelo simplificado que se
muestra en la figura 3.9. En ese arreglo éptico la muestra (objeto de fase) es una
placa transparente con una diferencia de espesor en su centro y la luz que la ilumina
se representa con un frente de onda plano. La onda plana pasa a través de la
muestra, por lo cual se aprecia el retardo en la fase de una pequefia region del frente
de onda plano.

Condensador Objeto de fase Objetivo Imagen

L
|
|
|
1 1
—

—

Onda de luz Onda con defase

Figura 3.9 Montaje 6ptico para explicacion del contraste de fase.
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La onda emergente ya no es perfectamente plana sino que contiene un pequefio
defase que corresponde al area del frente de onda retrasada por la zona de mayor

espesor, se dice entonces que la onda estd modulada en fase.
. ~ , 2
Si el retraso en fase es muy pequefio (puede considerarse del orden de 7 donde

Aes la longitud de onda de la luz) la perturbacion en la amplitud de la onda sera
localizada y muy pequefia.

A la perturbacion inicial se le llama onda directa u orden cero, mientras que a la
perturbacion localizada se le llama onda difractada. La primera produce un campo
uniformemente iluminado que no es afectado por el objeto, mientras que la ultima
lleva toda la informacion acerca de la estructura Optica de la zona de mayor espesor.
Después de divergir del objeto este frente de onda se hace convergir en el plano
imagen. Las ondas directas y difractadas se recombinan fuera de fase en 11/2 (como
en la figura 3.6) para formar de nuevo una onda modulada en fase. La amplitud de
la onda reconstituida es la misma en todas partes sobre el plano imagen; aunque la
fase varia de punto a punto la densidad de flujo es uniforme y la imagen no es
perceptible.

Si fuera posible recorrer la fase relativa entre los haces difractado y directo en un
/2 adicional antes de su recombinacion, podrian interferir constructivamente o
destructivamente (como en la figura 3.7) en cada punto de la imagen, esto
significaria que el frente de onda reconstruido sobre la region de la imagen estaria
entonces modulado en amplitud y la imagen seria visible.

Para lograr recorrer la fase relativa entre los haces difractado y directo en un /2
adicional antes de su recombinacion, Zernike inserté un filtro espacial (diafragma
anular) antes del condensador y una placa de fase, entre el objetivo y el plano
imagen, consistente en un surco anular de profundidad d grabado en una placa de
vidrio transparente de indice ng (ver figura 3.10). Idealmente solo el haz directo
pasaria a través de este anillo (ver figura 3.11) y al hacerlo asi obtendria un adelanto

de fase de A4 respecto de la onda difractada.
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® ©

Diafragma Placa de fase
anular

Figura 3.10 Filtro espacial y placa de fase del microscopio de contraste de fase.

La figura 3.11 muestra la trayectoria del haz de luz después de atravesar el
diafragma anular. Cabe sefialar que si se giran todos los elementos 6pticos de esta

figura, alrededor del eje 6ptico, se tendra una imagen en 3D de la trayectoria real

del haz de luz.

Condensador Obijetivo Plano imagen

W |

Luz

Diafragma
anular

Figura 3.11 Trayectoria de la luz, con simetria rotacional alrededor del eje 6ptico

En la figura 3.12 se ha colocado la muestra y se observa la luz difractada por la

misma.

Condensador Objetivo Plano imagen

Muestra
[ M
Haz de /7; TH&%\

i el
Luz H% L \%%
Pl %

Diafragma Luz difractada por
anular la muestra

Figura 3.12 Orden cero y luz difractada por la muestra.
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En la figura 3.13a se ha insertado la placa de fase delante del objetivo y en la figura

3.13b se muestra un diagrama de la superposicion de ondas de luz directa y

difractada.
Condensador Objetivo Plano imagen
I Muestra \
|
Haz de | ‘ / \ H
Luz | }
!

— A

Diafragma Luz difractada por Placa de
anular la muestra fase

@)

IS

Figura 3.13 Microscopio de contraste de fase

(b)

En la figura 3.14 se han eliminado varios elementos del sistema 6ptico como son el
objetivo y el diafragma anular. Dependiendo del espesor del espécimen se tendran
diferencias de fase, entre el orden cero y la onda difractada, que variaran entre 1y
21, esto representara zonas completamente obscuras (para defase 1), zonas muy
brillantes (defase 21) e intensidades intermedias (para variaciones entre 1Ty 21)

en la imagen.
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Especimen

NN '

I Imagen

Imagen modificada de: https://www.quora.com/W hat-is-the-principle-of-phase-contrast-
microscopy
Figura 3.14 Diferencias en la intensidad de la imagen dependientes del

de fase ente el orden cero y la onda difractada.

En el microscopio de contraste de fase de la vida real se tiene una fuente extendida
de luz junto con un condensador bajo la platina. El diafragma anular tiene la finalidad
de atenuar el orden cero, ya que con el orden cero atenuado el contraste en la
imagen aumenta. Otro detalle importante es el siguiente: los microscopios de
contraste de fase cuentan con un accesorio (disco) en el cual estdn montados tres
0 cuatro diafragmas, cada uno con un anillo de un didmetro particular y por otra
parte, cada objetivo en el revolver tiene una placa de fase con un diametro de surco
particular (cabe mencionar que el filtro de fase estad integrado a la montura del
objetivo). Existe una relacion entre el tamafio de anillo del diafragma y el didmetro
del surco de la placa de fase, no funcionara cualquier combinacién de estos
elementos.

La figura 3.15 muestra los elementos del microscopio de contraste de fase y las
posiciones del diafragma anular y el filtro de fase (el diafragma anular esta alineado

con la placa de fase).
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...... Plano de la
imagen Extensiong &
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Luz directa
(periférica) —
Wi Prismas
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Condensador { Condensador
- - -
Lente de campo
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Diafragma Diafragma
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Lente colectora

Imagen modificada de: http://morfoudec.blogspot.com/2008/07/microscopa-de-contraste-de-
fase.html
Figura 3.15 Microscopio de contraste de fase.

3.4 Microscopio de epi-fluorescencia

El microscopio de epi-fluorescencia es un microscopio Optico compuesto
ampliamente usado en biologia y ciencias biomédicas. Este microscopio utiliza el
fendmeno de fluorescencia para resaltar estructuras en muestras bioldgicas fijas o
vivas, en lugar de utilizar efectos de absorcion, fase o interferencia; por esta razén,
es muy comun que a este instrumento se le llame microscopio de fluorescencia,
pero, como la iluminacién de la muestra no se hace con luz transmitida, sino con luz
incidente, que en un microscopio vertical provendria de “arriba”, lo mas correcto es
llamarlo microscopio de epi-fluorescencia (epi del griego, significa arriba). Aqui cabe
aclarar que la frase “iluminacion desde arriba” hace la diferencia respecto a los
microscopios convencionales, en los cuales la muestra se ilumina “desde abajo”. En
los modelos de microscopios invertidos, utilizados como microscopios de
fluorescencia, con frecuencia la luz que ilumina la muestra proviene de la parte

inferior del instrumento sin embargo es epi-iluminacion.
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La diferencia mas significativa entre los microscopios de epi-fluorescencia y los
microscopios de convencionales consiste en el sistema de iluminacion. En un
microscopio 6ptico convencional la luz atraviesa la muestra, mientras que un
microscopio de epi-fluorescencia funciona con luz reflejada por la muestra y la
misma lente que ilumina recibe la luz emitida por ella.

La figura 3.16a muestra la vista exterior de un modelo de microscopio invertido de
epi-fluorescencia que también funciona en el modo de campo brillante. Cuando se
utiliza la lampara 1 el microscopio funciona en el modo de campo brillante, como un
microscopio convencional, al utilizar la ldmpara 2 el instrumento funciona con epi-

iluminacion.

Lampara 1
/

Oculares

. : Objetivo
Muestra— 5

Lampara 2 i

Imagen modificada de: https://www.leica-microsystems.com/science-lab/step-by-step-guide-to-
fluorescence-microscopy/
Figura 3.16 Microscopio invertido de epifluorescencia, a) Vista externa,

b) algunos elementos 6pticos internos.

La fluorescencia en la muestra se presenta por el uso de colorantes organicos,
proteinas, perlas sintéticas o0 estructuras autofluorescentes. Para hacer la
observacion con el microscopio de epi-fluorescencia se usan reactivos especiales
llamados fluorocromos, estos son sustancias que fluorescen a una determinada
longitud de onda, cuando son excitadas por luz de otra longitud de onda

caracteristica. Las partes responsables de la emision de luz en las moléculas de
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los fluorocromos son llamadas fluoréforos. Algo que debe tomarse en cuenta es que
los flourocromos no son de uso genérico, es decir, distintos organelos de una célula
requieren de flourocromos especificos. En el capitulo 5 se dedica una seccion al
uso de los fluorocromos.

Hoy en dia, muchas técnicas de microscopia dependen completamente de la
fluorescencia. La microscopia de fluorescencia se usa regularmente en
investigacién de ciencias de la vida, ya que ofrece la posibilidad de tincion multicolor,
el etiguetado de estructuras en células vivas e incluso la medicion del estado
fisiologico de una célula.

Como el microscopio de epi-fluorescencia funciona con luz reflejada por la muestra,
su uso difiere de las técnicas de luz transmitida.

En la figura 3.17 se muestran los elementos de un microscopio de epi-fluorescencia,
a diferencia de un microscopio 6ptico compuesto convencional, este instrumento se
caracteriza por usar un divisor de haz dicroico (o espejo dicroico) y dos filtros, un
filtro llamado de excitacion y otro llamado de emision. La funcion del filtro de
excitacion es seleccionar y transmitir las longitudes de onda que excitan al fluoréforo
gue se estd usando en la muestra. El espejo dicroico refleja, hacia la muestra, la luz
en la banda de excitacion y transmite la luz emitida por los fluoréforos, en la banda
de emision. Por su parte, el filtro de emision solo permite el paso de las longitudes

de onda especificas emitidas por el fluoréforo.

lente ocular
filtro de barrera
verde

filtro de barrera azul

— N
YA v/ A
\/\WW\ ' l\b Espejo dicroico
fuente de luz ’ ~
vy >
e
lente objetiva \

muestra (fluorescencia verde, excitada con azul) —— e,

Imagen modificada de:
https://iie.fing.edu.uy/investigacion/grupos/gti/timag/trabajos/2007/proteus/epifluorescencia.htmi

Figura 3.17 Funcionamiento del microscopio de epi-fluorescencia
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(@)

En la figura 3.18 se muestra un modelo de microscopio de epi-fluorescencia que
usa un soporte para los filtros y el espejo dicroico llamado sistema de cubo de filtros.
En la figura 3.18a se ve el microscopio funcionando en modo convencional; en ese
caso utiliza una lampara ordinaria (de luz blanca, con un espectro amplio) para
iluminar la muestra. La figura 3.18b muestra el mismo microscopio funcionado en
modo de epi-fluorescencia. En ese caso utiliza una fuente de iluminacion especifica
cuya longitud de onda esta en el rango del azul (1 = 400 nm) ya que esta longitud
de onda excita los fluorocromos usados en ese caso particular, los cuales emiten
luz fluorescente en el rango del verde (1 = 600 nm); con esa longitud de onda se
forman imagenes de estructuras celulares especificas (ver figura 3.19) que pueden

ser observadas a través de un ocular o mediante una camara.

(b)

Imagen recuperada de: https://www.leica-microsystems.com/science-lab/step-by-step-guide-to-

fluorescence-microscopy/
Figura 3.18 Microscopio a) funcionando en modo convencional,

b) funcionando con epifluorescencia.

Nota: En la figura 3.18b la iluminacion de la muestra se considera epi-iluminacién

debido a que el microscopio es invertido.
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Imagen recuperada de: https://amayabio.wordpress.com/2016/02/15/u-d-3-division-celular-
mitosis-y-meiosis/

Figura 3.19 Mitosis celular. Microscopia de epifluorescencia.

La figura 3.20 muestra en detalle el dispositivo (cubo de filtros) que soporta los filtros

de excitacién y emision, y el espejo dicroico, en el microscopio de la figura 3.18.

Caja de Petri de Petri

Lente objetivo

Filtro de excitacion

Imagen recuperada de: https://www.leica-microsystems.com/science-lab/step-by-step-guide-to-
fluorescence-microscopy/
Figura 3.20 Detalle del cubo de filtros

El espectro de emision de un flourocromo esta corrido hacia una longitud de onda
mayor en relacion con el espectro de excitacion, a esto se le denomina “corrimiento
de Stokes”.
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3.5 Microscopio confocal

Cuando se trabaja con un microscopio convencional el espécimen esta sobre
saturado de luz debido a la fuente de iluminacion. Con la epi-iluminacion se
producen reflexiones de luz tanto en el plano de enfoque como en todo el espesor
de la muestra; gran parte de la luz recogida por las lentes del objetivo para formar
la imagen, procedera de esas regiones y esto reducira el contraste y definicion en
la misma.

La luz de planos distintos al plano de enfoque puede ser eliminada mediante el uso
de una pantalla que s6lo permita la iluminacion de una zona muy pequefia del plano
enfocado; esta idea fue desarrollada por Marvin Lee Minsky, un joven del
posdoctorado en la Universidad de Harvard en el afio de 1957, quien solicité una
patente para un microscopio que usaba un sistema 6ptico confocal de escaneo por
etapas (Pawler 2006).

En el arreglo de Minsky del microscopio confocal (ver figura 3.21) el condensador
del microscopio convencional era reemplazado por una lente objetivo; en este tipo

de microscopios el objetivo guia la luz que ilumina la muestra y también recolecta al

| S

_"Pinholes"” confocales

luz reflejada por la misma.

Divisor de haz ___ | &

Objetivo Detector
Planos fuera - \/ Plano en foco
de foco :

B 2010 Enciciopedea Britanca, Inc

Imagen modificada de: https://www.alamy.es/imagenes/microscopia-confocal.html

Figura 3.21 Elementos 6pticos del Microscopio confocal
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El campo de iluminacion era limitado por un “pinhole” colocado en el eje del
microscopio. Una imagen de este “pinhole” era proyectada sobre el espécimen, por
la lente “condensadora”, que a la vez jugaba el papel de lente objetivo. El campo de
vision estaba restringido por un segundo “pinhole” (“pinhole” de salida) en el plano
de la imagen, colocado confocalmente al punto de iluminaciéon con el primer
“pinhole” (Conn 1999).

Con este sistema se mejoraba la calidad de la imagen del espécimen observado
debido a que, sélo una pequefia zona del mismo era iluminada con luz de un laser,
gue pasaba por el primer “pinhole”; la informacion proveniente de las zonas no
enfocadas (planos localizados arriba y abajo del plano focal) pero iluminadas por
luz dispersa, era eliminada por una pantalla, que contenia al segundo “pinhole”, de
esta forma, soélo la informacién de la zona enfocada llegaba al detector.

Los “pinhole” del arreglo éptico descrito anteriormente son confocales, es decir la
imagen de uno se forma sobre la abertura del otro, esto sucede para ambos
“pinholes”, de ahi el nombre de ese microscopio.

Actualmente, el microscopio confocal cuenta con un sistema electrénico, que hace
posible que la luz de un laser escanee al espécimen, y un software se encarga de
la integracién de la informacion para lograr la reconstruccion tridimensional de la
imagen, utilizando la informacién de imagenes individuales tomadas plano a plano.
Aunque Minsky disefié el microscopio confocal en 1955 en esa época no existia la
tecnologia para hacer realidad este instrumento, tal y como se le conoce hoy en dia
(el laser aun no se habia inventado y los sistemas de cémputo no estaban
disponibles). Minsky usaba una lampara de arco en lugar de laser y el escaneo se
llevaba a cabo moviendo la muestra.

Fue hasta 1983 cuando Cox y Sheppard publicaron un articulo titulado “Scanning
optical microscope incorporating a digital framestor and microcomputer” e hicieron
gue la computadora se integrara al equipo del microscopio confocal (Pawler, 2006).
En el siguiente capitulo se describe en detalle la configuracion del microscopio
confocal y su funcionamiento, por el momento s6lo se presenta una descripcion

general del mismo.
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CAPITULO 4. MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA
CONFOCAL
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Introduccion

Hoy en dia el microscopio confocal es un instrumento de vanguardia usado
principalmente en las areas biologica y médica. Este instrumento cae en la
clasificacion de los microscopios de escaneo (al igual que el microscopio electrénico
de barrido y el microscopio de fuerza atémica), esto significa que el sistema 6ptico
del microscopio confocal toma informacién de secciones pequefiisimas de una
determinada zona de la muestra y mediante un barrido (0 escaneo) de toda la zona,
obtiene los datos que después integra, utilizando sistemas de procesamiento de
datos e imagenes por computadora, para formar la imagen. Este instrumento ofrece,
entre otras cosas, la posibilidad de obtener imagenes en 3D de la zona escaneada,
esto gracias a su operacion en el modo confocal.

La microscopia confocal moderna explota el fenémeno de fluorescencia para
observar estructuras, de muestras biolégicas, con alta sensibilidad y contraste,
utilizando laseres como fuentes de iluminacion (Wilson 1990), para esto, la muestra
es teflida con fluorocromos; cuando se trabaja en el modo de fluorescencia, el
microscopio confocal modifica ligeramente su nombre a “microscopio de
fluorescencia confocal’.

El primer microscopio confocal fue disefiado para funcionar con una lampara de
arco en lugar de luz laser, en esa época este aun no se habia inventado.

Marvin Lee Minsky, inventor del microscopio confocal en el afio de 1954, es mas
reconocido en el ambito del desarrollo de la inteligencia artificial que en el area de
la Optica, sin embargo, es innegable que hizo una enorme contribucién a la
microscopia con su invencion, cuya concepcion no solo fue clarividente, sino que su
percepcion sobre las potenciales aplicaciones y su trascendencia fue nada menos
gue notable (Pawley 2006).

En este capitulo se describen de forma general, los distintos sistemas que
conforman un microscopio confocal: sistema Optico, sistema de escaneo y sistema

para el despliegue de las imagenes.
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4.1 Estructura del Microscopio Confocal

Los microscopios confocales modernos estan equipados con varias fuentes de
iluminacién laser, una unidad (0 modulo) de escaneo, un monitor para la
visualizacion de imagenes, una computadora y el software asociado para el control
de adquisicion de sefales, el procesamiento y andlisis de las mismas (figura 4.1).

Imagen recuperada de: https://www.zeiss.com/microscopy/int/cmp/lsc/2019/confocal/lsm-9-
family.html
Figura 4.1 Microscopio confocal ZEISS LSM 980

En la figura 4.2 se observa la fotografia del microscopio confocal Carl Zeiss, modelo
LSM 710 NLO, ubicado en el Laboratorio de Microscopia Optica (LMO) del Centro
de Investigaciones en Optica A. C. En este instrumento fue posible observar, en
funcionamiento, los sistemas que componen al microscopio confocal, ademas, con
él se tomaron las imagenes que se muestran en el siguiente capitulo,

especificamente la seccién 5.4.

Figura 4.2 Microscopio confocal ZEISS LSM 710 NLO.

Fotografia cortesia del CIO, unidad Leon.
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La mayoria de los microscopios confocales estan basados en el disefio del

microscopio de epi-iluminacién convencional, con un sistema de vision binocular

para ubicar la region de interés en la muestra.

Los sistemas Opticos combinados, de un microscopio confocal y un microscopio de

epi-iluminacién convencional se muestran esquematicamente en la figura 4.3.

LASER

Figura 4.3 Sistemas combinados, confocal y microscopio convencional.

Unidad
de
escaneo

Detector

Observacion
convencional

lluminacion para
observacion
convencional

j Objetive
Muestra

Imagen modificada del libro: Confocal Microscopy, T. Wilson.

——|

Como ya se mencion0 anteriormente, en los sistemas que funcionan con epi-

iluminacion la lente objetivo es lente condensadora y recolectora de luz a la vez.
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4.2 Sistema optico del microscopio confocal

En un microscopio de epi-fluorescencia convencional de campo claro, se utiliza una
fuente de luz extendida para iluminar una zona de una muestra gruesa (figura 4.4a),
debido a esto el espécimen esta sobre saturado de luz, ya que a pesar de que la luz
se enfoca en un plano, los puntos alrededor del plano también son iluminados, lo
gue da como resultado que el objetivo forme la imagen completa de la muestra en
el plano imagen (figura 4.4b). Ahi se tiene la imagen en foco de un plano de la
muestra pero también se encuentran imagenes fuera de foco de otros planos (Conn

1999), lo que reduce el contraste y definiciéon en la imagen.

Imagen de la muestra

Fuente de luz
extendida

(@) (b)

Imagen reproducida del libro: Methods in Enzimology, Michael Conn.

Figura 4.4 a) Luz iluminando una muestra, b) luz recolectada por el objetivo.

Cuando se utiliza una fuente puntual, en lugar de una fuente extendida (figura 4.5a),

la luz enfocada por el objetivo ilumina intensamente un punto dentro de la muestra,
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pero esa luz también ilumina una zona cercana al punto en cuestion, aunque de

manera mas tenue.
En la figura 4.5b se observa que la imagen de la muestra es muy brillante donde

esta se iluminé de manera intensa y mas difuminada donde se iluminé con luz tenue.

Imagen del
punto iluminado
en la muestra

Fuente puntual

(@) (b)
Imagen reproducida del libro: Methods in Enzimology, Michael Conn.

Figura 4.5 a) Luz enfocada por el objetivo en un punto, b) imagen del punto enfocado.

Para observar Unicamente un punto dentro de la muestra se coloca un “pinhole” en
el plano imagen como se observa en la figura 4.6a, este sélo permitira el paso de la
luz que forma la imagen del punto enfocado; si detras del “pinhole” se coloca un
detector este registrara esa parte de la imagen de la muestra e ignorara el resto,

eliminando de esta forma las imagenes fuera de foco de otros planos (figura 4.6b).
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Como puede observarse, se tiene una fuente puntual de luz, un punto de luz
enfocado dentro de la muestra y un detector puntual, los tres confocales entre si.

Esto es el principio del funcionamiento de un microscopio confocal (Conn 1999).

‘ Detector ‘

() (b)
Imagen reproducida del libro: Methods in Enzimology, Michael Conn.
Figura 4.6 a) Un pinhole elimina la luz proveniente de los alrededores del punto iluminado y

enfocado a la vez. b) La informacion del punto enfocado se capta con un detector.

Hasta este momento el detector capta la imagen de un punto dentro de la muestra,
el siguiente paso es mapear la muestra completa, punto por punto, recolectar la

sefial y almacenarla para posteriormente formar la imagen de toda la zona

muestreada.
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Hay dos formas de hacer el mapeo de la muestra: la primera es moviendo la muestra
y dejando fijo el haz de luz (esta es la técnica llamada “stage scanning”), en la
segunda, la muestra puede quedar fija mientras la luz enfocada se mueve sobre
ella (técnica llamada “beam scanning”). Mas adelante se abordaran con mas detalle
este dltimo procedimiento.

Marvin Minsky solicitd la patente para un microscopio confocal con sistema “stage-
scanning”. Los microscopios confocales actuales tienen sistemas de escaneo que
dan movimiento al haz de luz en vez de mover el espécimen.

Las figuras 4.7 y 4.8 son reproduccién de las imagenes usadas en la solicitud de
patente para el microscopio confocal, que hizo Minsky en 1957.

En la figura 4.7 se presenta un diagrama del microscopio confocal, basado en un
microscopio de luz trasmitida; en €l puede observarse que el condensador de un
microscopio convencional fue reemplazado por una lente idéntica a la lente objetivo.
Nétese que el principio del funcionamiento de este microscopio es el mismo que se
describio anteriormente.

En este y el siguiente diagrama se etiquetaron los elementos del microscopio de la

siguiente forma:

A - Pinhole de entrada S - Muestra
B - Pinhole salida D - Imagen de pinole de entrada
C - Lente condensadora P- Detector

O - Lente objetivo

\ H N
A IR

Imagen reproducida del libro: Handbook of biological confocal microscopy, Pawley.

Figura 4.7 Microscopio confocal basado en un microcopio con iluminacién por transmision.

En el microscopio confocal por transmision de luz, el campo de iluminacién estaba

limitado por un “pinhole” posicionado en el eje del microscopio y una imagen de ese
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“‘pinhole” se proyectaba por la lente condensadora sobre el espécimen. El campo
de vision también estaba restringido por un segundo “pinhole”, ubicado en el plano
imagen. Este segundo “pinhole”, llamado “pinhole” de salida, estaba colocado
confocalmente al punto iluminado en el espécimen y al primer “pinhole” (Pawley
2006).

Por otra parte, en vez de trans-iluminar el espécimen con un condensador
independiente del objetivo, el microscopio confocal también podia utilizarse en el
modo de epi-iluminacion, esto es, usando una sola lente que sirvia a la vez de

condensador y objetivo (ver figura 4.8).

e
T
wn

|
o

' N

Imagen reproducida del libro: Handbook of biological confocal microscopy, Pawley.
Figura 4.8 Microscopio confocal basado en un microcopio de epi-iluminacion.

M1y M2 - son divisor de haz y espejo respectivamente.

Independientemente del tipo de iluminacién que se usara, luz transmitida o epi-
iluminacion, el espécimen se escaneaba con un punto de luz, en ambos casos, la
variacion en la intensidad de la luz modulada por el espécimen, que pasaba por el
segundo pinhole, era capturada por una celda fotoeléctrica; a continuacion se
iniciaba el procesamiento electronico de la sefial. La corriente fotoeléctrica era
amplificada y esta modulaba la intensidad del haz de un tubo de rayos catddicos,
como resultado de esto se formaba la imagen del espécimen sobre la pantalla del
tubo (Pawley 2006).
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4.3 Sistema de escaneo del microscopio confocal

En los microscopios confocales con sistema de escaneo de luz (“beam scanning”),
el haz de un laser enfocado, cuyo diametro es menor a 1um, barre secuencialmente
cada punto de una zona de la muestra; el barrido se lleva a cabo en un patrén similar
al que se empleaba hace afos, para crear laimagen en una pantalla de television.
Sila muestra se ubica sobre un plano XY, el mecanismo requiere un escaneo rapido
en direccion X (escaneo de lineas) junto con un escaneo en direccion Y mas lento
(escaneo de cuadros), que desplaza la linea de escaneo a posiciones secuenciales,
en la direccién Y, para cubrir toda la zona de interés.

Un mecanismo tipico de escaneo utiliza dos espejos resonantes de alta velocidad,
gue giran en un movimiento vibratorio (giro y regreso) sobre ejes mutuamente
perpendiculares, controlados por motores galvanométricos (figura 4.9). Estos

sistemas son capaces de reunir imagenes a 30 cuadros por segundo.

Imagen modificada de: https://www.microscopyu.com/tutorials/resonant-scanning-in-laser-
confocal-microscopy

Figura 4.9 Sistema de escaneo de los espejos

Después de cada recorrido del haz a lo largo del eje X, este regresa rapidamente al
punto de partida y se desplaza a lo largo del eje Y para comenzar un nuevo barrido,
durante el regreso del haz el sistema no toma informacién de la muestra.

La velocidad de exploracion de los espejos es insignificante comparada con la
velocidad de la luz, por lo cual la fluorescencia emitida por la muestra puede ser

recogida por el objetivo y devuelta a lo largo de la ruta de iluminacion original y asi
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llegar hasta el detector. El retorno de la emision de fluorescencia a través del
sistema de espejos resonantes se conoce como descanning.

La figura 4.10 presenta esquematicamente, la unidad de escaneo como parte del
sistema completo del microscopio confocal. Los médulos (0 unidades) de escaneo
de estos instrumentos son sistemas mucho mas complejos que como se representa
en la figura, son los responsables de llevar a cabo los escaneos con la luz de
excitacion asi como de recolectar la luz de emisién proveniente de la muestra, para
ensamblar la imagen final. Estas unidades incluyen una o mas entradas de fuentes
laser externas, espejos dicroicos, filtros de fluorescencia, el mecanismo de espejos
para escaneo, aberturas de “pinhole” variables y detectores que generalmente son
tubos fotomultiplicadores (PMT, Photomultiplier Tube), usados para la deteccion de

diferentes longitudes de onda de fluorescencia.

Laser
Unidad de escaneo
( Espejo Ty
dicroico Detector
- ]
Espejos de = ¥ E 0
escaneo pinhole
Observador ,
'@h
Control — | _.{Computadora
Ocular electronico

\. J @

Objetivo
Motor de "
enfoque Estacion de
trabajo

Imagen modificada de: Handbook of Biological Confocal Microscopy, Pawley.

Figura 4.10 Esquema de unidad de escaneo del microscopio confocal.

La figura 4.11 muestra una unidad de escaneo tipica, con varios de los elementos

mencionados en el parrafo anterior.
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Espejo dicromatico o

de emision

Imagen modificada de: https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-
resource/primer/techniques/confocal/confocalscanningsystems/
Figura 4.11 Unidad de escaneo Olimpus Fluo 300.

Por otra parte, se requiere el escaneo en direccion Z (direccién del eje éptico del
objetivo) para adquirir la imagen de una serie de secciones oOpticas con las cuales
se logran las imagenes tridimensionales e imagenes bidimensionales en planos
paralelos a los planos XZ o YZ; para esto se cambia la distancia objetivo-muestra
trasladando el objetivo o moviendo la platina. Este movimiento se realiza con
precision con un controlador piezoeléctrico o un dispositivo galvanométrico, aunque
esto limita el rango de movimiento. Con mas frecuencia se utiliza un motor de
micropasos para controlar el enfoque fino del microscopio; en los instrumentos
actuales estos motores son capaces de enfocar posicionamientos del orden de
nanémetros. Para aplicaciones de fluorescencia biolégica el posicionamiento en
direccion Z con esta precision es mas que suficiente.

La digitalizacion de los datos de imagenes analdgicas recopilados por los
fotomultiplicadores facilita los algoritmos de procesamiento de imagenes por
computadora; al transformar la sefial de voltaje en incrementos digitales discretos,
gue corresponden a variaciones en la intensidad de la luz, esto incrementa la
velocidad en el procesamiento de datos digitales.

La luz proveniente de la muestra que llega hasta un fotomultiplicador se convierte
en una sefal eléctrica analdgica que tiene un voltaje que varia continuamente,

correspondiente a la intensidad de la luz. La sefial analdgica se muestrea
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periodicamente y se convierte en una sefial digital mediante un convertidor
analdgico-digital que puede encontrarse en la unidad de escaneo. La informacion
se almacena temporalmente en la computadora, y se muestra en el monitor. La
imagen se reconstruye punto por punto, a partir de las sefiales de emisién de
fotones que llegan al fotomultiplicador, pero nunca existe como una imagen que se

pueda observar a través de los oculares del microscopio.

4.4 El despliegue de las imagenes

El software instalado en la computadora del microscopio confocal controla
practicamente todos las funciones del instrumento: permite al usuario seleccionar
entre las longitudes de onda de excitacion de los laseres, ejecuta la seleccion del
objetivo hecha por el usuario (el revolver no se gira manualmente), realiza el cambio
en el didmetro de pinholes (la apertura o cierre del mismo en algunos modelos de
microscopio o cambio de pinholes en otros), provee diversas funciones para la
adquisicién de sefiales con diferentes resoluciones de imagenes en 2D y 3D,
controla la unidad de escaneo, el proceso general de adquisicion de sefales, el

despliegue de imagenes y el resguardo de los datos adquiridos.

Imagen recuperada de: https://www.zeiss.com/microscopy/int/cmp/Isc/2019/confocal/lsm-9-
family.html
Figura 4.12 Pantalla del monitor mostrando una imagen desplegada y ventanas

con diferentes opciones para el manejo del microscopio confocal.
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El manejo del microscopio confocal se lleva a cabo gracias a una interfase; el
usuario (usando el ratén de la computadora) selecciona, en ventanas mostradas en
el monitor, las diferentes instrucciones que desea dar al instrumento (figura 4.12).

La reconstruccion de imagenes en 3D es un procedimiento de “apilado de

imagenes” tomadas en diferentes planos focales (secciones opticas).

Imagen reproducida del libro: Confocal Microscopy, Wilson
Figura 4.13 Seccionamiento de la muestra que se utiliza, para la reconstruccion

del volumen de la misma, en alta resolucion.

El nimero de secciones 6pticas que contendra el apilado de imagenes, los limites
(en direccién Z) de la imagen reconstruida, el despliegue de las secciones, la
resolucién de la imagen, etc., todo se controla a través de las opciones mostradas
en las ventanas, descritas claramente en el manual particular de uso, del
instrumento. La figura 4.13 es un esquema de la reconstruccion de la imagen en 3D.
En la practica, las secciones ¢pticas no son infinitamente delgadas, sin embargo el
microscopio confocal brinda imagenes de alta resolucién con una profundidad de
foco suficientemente pequeia para que todo el detalle en la imagen aparezca en
foco (Willson, 1990).

La mayoria de los paquetes de software instalados en las computadoras de los
microscopios confocales comerciales, generan imagenes compuestas de datos

tomados de las diferentes secciones Opticas. Estos paguetes también pueden crear
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una secuencia de video, compilada a partir de diferentes vistas del volumen de la
muestra, estas secuencias a menudo imitan el efecto de la rotacién del espécimen,
lo que ayuda en la apreciacion del caracter tridimensional del mismo.

Ademas, muchos paquetes de software permiten realizar mediciones de longitud,
volumen y profundidad, y variar parametros especificos de las imagenes (como la
opacidad) que se pueden alterar de forma interactiva para revelar estructuras
internas de interés en diferentes niveles dentro de la muestra.

Los fabricantes de microscopios confocales desarrollan continuamente mejoras, no
so6lo en los sistemas de escaneo sino, en todos los sistemas de sus instrumentos;
las descripciones que aqui se presentan son generalidades. En el manual de cada
modelo de microscopio confocal se explica en detalle como sacar el mejor provecho
de las multiples funciones del aparato.

A continuacion se presentan varias caracteristicas del Microscopio Confocal ZEISS
LSM 710 NLO, para dar algunos ejemplos concretos de los parametros de estos
instrumentos.

» Las fuentes de luz ladser de este microscopio emiten en un rango de
longitudes de onda tanto en el visible (405, 458, 488, 514, 543 y 633 nm)
como en el infrarojo (680-1080), aunque estas ultimas s6lo se usan para
fendmenos no lineales y no para obtencion de imagenes confocales.

= El pinhole es modulable, es decir, es posible variar su tamafo de forma
practicamente continua, porque su funcionamiento es como el de un
diafragma de iris. En algunos modelos de microscopios menos recientes, se
utilizan varios pinholes con diametros fijos y un sistema para hacer el cambio
de los mismos.

= El microscopio en cuestion cuenta con cinco objetivos cuyas amplificaciones
y aperturas numéricas (entre paréntesis) son las siguientes: 10x (0.25), 20x,
25x (0.8), 50x (0.55), 63x (1.46). El objetivo de 25x es de inmersién y puede
ser usado con agua, glicerol o aceite. El objetivo de 63x es de inmersion en
aceite.

= En cuanto a la resolucion del microscopio. Esta depende del objetivo y de la

longitud de onda de la luz con los que se trabaje. Como en la construccién

79



de este instrumento se utiliza tecnologia de punta, se puede decir que esta
limitado Unicamente por difraccion, al igual que otros microscopios

modernos.

Este microscopio también cuenta con caracteristicas especificas que lo diferencian

de los demas, entre ellas pueden mencionarse las siguientes:

Un arreglo de fotomultiplicadores para hacer analisis espectral, que permite
una resolucién espectral de 5 nm.

Una de sus fuentes de luz (mencionada anteriormente) permite seleccionar,
de forma continua, longitudes de onda entre 680 y 1080 nm para trabajar en
el IR con fendmenos no lineales.

Detectores NDS (descanning detectors) para la deteccion de sefiales muy
débiles (especialmente para los fendmenos no lineales) con camino éptico
reducido y elevada sensibilidad (PMT Hamamtsu), con posibilidad de
deteccidn simultanea de dos emisiones en el rango visible.

Un sistema de control de temperatura para mantener a la muestra en un
determinado medio ambiente (control de platina, objetivo y area del espacio
objeto), asi como un control de gases para el caso de especimenes vivos.
El software hace posible seleccionar el rango de adquisicion de la luz de
emision, de forma que esta seleccion no esta basada en filtros de emision

fisicos, como en los microscopios de epi-fluorescencia.

Como puede apreciarse, de lo descrito anteriormente, la incorporacién de la

electrénica y la informética a la optica del microscopio, ha dado como resultado

aparatos sumamente sofisticados, como o son los microscopios confocales, lo que

representa un paso gigantesco en la evolucion de estos instrumentos.
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CAPITULO 5. ESTUDIO DE MUESTRA BIOLOGICA
MEDIANTE MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA CONFOCAL.
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INTRODUCCION

La fluorescencia es probablemente la forma mas importante de lectura éptica en
microscopia confocal biolégica, porque es mucho mas sensible y especifica que la
absorbancia o reflectancia y porque funciona bien con epi-iluminacion (Pawley
2006, 338).

Como se menciono en el capitulo anterior, el microscopio confocal puede operar en
el modo de campo brillante o en el modo de fluorescencia, para esto ultimo la
muestra es tefiida con fluorocromos y la iluminacion se hace con luz monocromética
(laser).

El fendmeno de fluorescencia en microscopia confocal aplicada a la biologia,
permite la visualizacion de las partes de las células (membrana plasmatica, nucleo,
vacuolas, reticulo endoplasmico, etc.), asi como la localizacion de moléculas
especificas (proteinas, lipidos, etc.). También es posible observar procesos
celulares como la divisidbn celular, cambios en el potencial de accion de la
membrana, muerte celular, endocitosis (proceso por el cual las células incorporan
dentro de ellas moléculas, grandes o pequefias, que son recubiertas por una
vesicula de membrana) y exocitosis (proceso en el cual una célula dirige el
contenido de sus vesiculas secretoras hacia su exterior), incluso es posible estudiar
la interaccién entre moléculas in vitro. Los experimentos deben organizare a priori,
con protocolos y, a veces también, con arreglos opticos completamente diferentes.
Hablar de fluorescencia nos introduce, en cierta forma, en la teoria de la 6ptica
cudntica, ya que para explicar este fendbmeno se utiliza el modelo en donde la luz
tiene una naturaleza dual: se comporta como particulas, paquetes de energia
llamados fotones o cuantos de energia, a la vez que conserva caracteristicas de
onda, como su frecuencia y longitud de onda.

En este capitulo se describe el funcionamiento de los fluorocromos, se explica un
proceso especifico de tincion de muestras usando determinados fluoroforos y se
presentan algunas imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia
confocal, y su interpretacion.

El material de las secciones 5.3 y 5.4 fue recopilado a través de la observacién del
trabajo del grupo de neurociencias de la Dra. Valeria Piazza, quien es investigadora
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del Centro de Investigaciones en Optica A. C. (CIO), en Leon, Gto., especialista en
biologia molecular, y fundadora del laboratorio de biofotonica de la misma
institucion.

El CIO cuenta con un microscopio confocal Carl Zeiss, modelo LSM 710 NLO; la
Dra. Piazza y su grupo de trabajo son usuarios permanentes de este instrumento.
Los avances que los estudiantes de maestria y doctorado obtienen mediante el
andlisis de las imagenes de microscopio confocal se presentan y discuten en el

seminario de neurociencia que ella dirige.

5.1 Fluorocromos y fluoréforos

Como se menciondé en el capitulo tres los fluorocromos son sustancias que
fluorescen a una determinada longitud de onda, las partes responsables de la
emision de luz en las moléculas de los fluorocromos son llamadas fluoréforos.
La fluorescencia es un proceso en el que una sustancia emite luz de cierta longitud
de onda al ser iluminada con luz de una longitud de onda mas corta (y por tanto mas
energética). La luz que ilumina es conocida como radiacion de excitacion y a la luz
emitida se le llama radiacion de emision.
La fluorescencia ocurre debido a que la sustancia en cuestién absorbe luz en forma
de fotones; la energia de un foton (E) esta dada por la expresiéon

E =hv
donde v es la frecuencia de la luz y h= 6.62 X 10** J-s es la constante de Plank.
La absorcion de fotones lleva a los electrones de la sustancia a un nivel mas alto de
energia, pero esta situacion de permanencia en nivel alto de energia es inestable,
por lo cual los electrones tienden a regresar a su estado base (Acosta 1999).
Durante este proceso los electrones liberan energia en forma de fotones, lo que
macroscopicamente se observa como un resplandor de la sustancia.
Los diagramas de Jablonski (ver figura 5.1) son ampliamente usados para ilustrar
los estados excitados de una molécula y las transiciones radiativas y no radiativas
gue ocurren entre ellos. Con lineas curvas se representan las transiciones no

radiativas y con lineas rectas las transiciones radiativas.
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Las transiciones entre los estados se dibujan con lineas verticales; las lineas

horizontales denotan los niveles vibracionales.
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Imagen modificada de: https://www.leica-microsystems.com/science-lab/basic-principles-of-
luminescence/
Figura 5.1 Diagrama de Jablonski. So representa el estado base,

S1” y S1 los estados excitados.

Cuando se presenta la fluorescencia, el cambio de la energia del electron (o sea la
emisién) es muy rapida, es del orden de nanosegundos. La fosforescencia es un
fenomeno de emision de luz similar a la fluorescencia, en el cual el material
fosforescente también es excitado con luz, pero a diferencia de la fluorescencia la
fosforescencia es mas lenta; la sustancia fosforescente puede estar emitiendo
durante minutos o hasta horas, después de que termina la excitacion.

La mayoria de las sustancias fluorescentes presentes en la naturaleza tienen un
espectro amplio de excitacién y emisién, pero las sustancias con maximos de
excitacion y emision claramente definidos son mas Utiles para la microscopia de
fluorescencia.

La figura 5.2 muestra los espectros de excitacion y emision de cuatro fluoroforos
ampliamente usados en ciencias bioldgicas para hacer microscopia de
fluorescencia, estos fluoréforos son: el 4,6 Diamidino2-phenylindole, simplemente
llamado DAPI, Isotiocianato de Fluoresceina (FICT por sus siglas en inglés), Alexa
568 y Alexa 660.

Por otra parte, en la tabla 5.1 se presentan algunos fluoréforos con sus longitudes

de onda de excitacién y emision.
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Imagen modificada de:
http://www.iib.unsam.edu.ar/archivos/docencia/licenciatura/biotecnologia/2017/BioCel/1504634347.
pdf
Figura 5.2 Espectros del DAPI, FICT, Alexa 568 y Alexa 660, a) excitacién y b) emision.

Fluoraforo Excitacion [nm] Emisian [nm]
S5-Hydroxvirypotaming (HAT) 370-415 520-540
Alexa Fluor 488 494 519
Alexa Fluor 532 530 555
Alexa Fluor 544 554 570
DaAPI 345 458
OPH 354 430
Bromuro de Efidio 510 595
FITC 494 518
Fluoresceing 495 517
FURA-2 340/380 500/530
GFP 395/489 509
Hoechst 33258 345 480
Hoechst 33342 355 445

Recuperado de: http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/met/espectrofluorimetria.pdf

Tabla 5.1 Fluoréforos utilizados para tincién de muestras biol6gicas.
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Los fluoréforos tienden a disminuir su emisién cuando se exponen de forma
prolongada a la luz de excitacién; este proceso es llamado “bleaching” (o
blanqueamiento) y generalmente se piensa que es un proceso proporcional a la
dosis de luz que reciben, aunque hay casos de no linealidad. Cada fluoréforo tiene
una cierta cantidad de ciclos de excitacién y emision antes de que se presente el
“bleaching”, este es permanente, al igual que el fotodano a las estructuras bilégicas
(Conn M., 1999).

Existe otro proceso llamado “quenching” (desactivacion) en el cual también hay una
disminucién en la emision del fluoréforo pero, a diferencia del bleaching, el

guenching es reversible.

5.2 Conceptos béasicos sobre la estructura de la célula

Para entender la informacion contenida en una imagen biologica obtenida con el
microscopio confocal, es necesario tener conocimiento de como esta constituida la
estructura de los tejidos vivos, conocer el contexto en el cual se desarrolla el estudio
de la muestra y qué se pretende encontrar en ella. Por estas razones, en esta
seccion, se han incorporado algunos conceptos tedricos sobre la estructura de la
célula, con la intencidén de facilitar el entendimiento de las secciones restantes.
En el afio de 1665 el filosofo natural Robert Hook descubrio la célula al observar
laminas delgadas de corcho, utilizando un microscopio 6ptico compuesto (Freeman
2009), sin embargo lo que Robert Hook en realidad observo fueron las paredes
celulares de células vegetales muertas, sin indicios del nucleo u otros organelos
presentes en la mayoria de las células vivas. A pesar de esto, este evento marco el
inicio del estudio cientifico de la célula, conocido hoy en dia como biologia celular.
A partir de entonces los descubrimientos de los diferentes organelos que componen
la célula (y sus funciones) se fueron dando, a la par de la evolucion del microscopio
y de los métodos de tincion:

= 1831 el botanico escocés Robert Brown descubrié el nucleo de las células.

= 1838 el término protoplasma es utilizado por primera vez por el fisi6logo

checo Jan Evangelista Purkinje.
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= 1878 Walter Fleming, bi6logo aleman, descubre los cromosomas y la
mitosis.
= 1898 Carl Benda, bidlogo aleman, descubre las mitocondrias y en el mismo
afio Camillo Golgi, cientifico italiano, descubre el complejo que lleva su
nombre: aparato de Golgi.
= 1980 Keith Porter, bidlogo molecular canadiense, descubre el citoesqueleto.
El citoesqueleto, en las células eucariotas (células que tienen un nucleo bien
definido, en cuyo interior se encuentra el material genético) esta formado por tres
tipos de proteinas: microtibulos, microfilamentos y filamentos intermedios (ver
figura 5.3).
Los filamentos de actina son parte de la red tridimensional de proteinas que dan
soporte interno a las células.
El citoesqueleto soporta la tensiéon y las fuerzas de compresion manteniendo la
forma de la célula, interviene en la movilidad celular a través de estructuras como
los cilios o flajelos, facilita el transporte intracelular de las vesiculas y organelos, y

desempefia un papel importante en la division celular (Freeman 2009).

Membrana plasmatica

Reticulo
endoplasmico
rugoso

Microfilamentos

Filamentos
intermedios

Monomero de actina

Mondomero
de a=tubulina

Dimero Monémero
de tubulina de B=tubulina

fibrosa

Imagen modificada de: https://www.blogdebiologia.com/citoesqueleto.html

Figura 5.3 Componentes del citoesqueleto.
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Desde el afio de 1846 se utilizé el término protoplasma para designar la materia
gelatinosa que existe en toda célula, actualmente este término esta en desuso, sin
embargo el término citoplasma (material celular contenido entre la membrana
plasmética y la membrana nuclear) sigue en boga.

La preparacion de la muestra que se describe en la siguiente seccion tiene como
objetivo observar los filamentos de actina, microtubulos y el ndcleo de ciertas células

en formacion.

5.3 Preparacion de la muestra paratincion

En esta seccion es necesario aclarar que los protocolos para tincion de
especimenes, al igual que los fluoréforos utilizados, son muy especificos, dependen
de las estructuras que quieran observarse y de la finalidad del experimento. Los
fluoréforos se utilizan para resaltar las caracteristicas de interés en la muestra.
Aqui, es pertinente explicar como funcionan y por qué se usan anticuerpos en los
protocolos de tincién de muestras. El uso de anticuerpos para protocolos de tincion
es ampliamente utilizado, este proceso recibe el nombre de Inmunofluorescencia
(IF).

Un anticuerpo es una inmunoglobulina (proteina presente en el suero sanguineo)
producida por el sistema inmunoldgico, en respuesta una sustancia extrafia que se
introduce en el organismo; a esa sustancia extrafia se le llama antigeno. Cada
anticuerpo es unico y especifico para un tipo particular de antigeno; los anticuerpos
se encuentran en los fluidos corporales, como el plasma sanguineo, de hecho,
representan aproximadamente el 20% de la proteina en el plasma.

Los anticuerpos son moléculas en forma de Y, con tres porciones de
aproximadamente el mismo tamafo; su estructura especifica les permite unirse a
multiples células al mismo tiempo. Las partes separadas de la molécula del
anticuerpo, o region V, pueden unirse a una amplia gama de antigenos y también a
algunas moléculas efectoras (células que realizan una funcién especifica en
respuesta a un estimulo). En contraste, el tallo de la estructura Y puede unirse a un

nuamero limitado de células efectoras y moléculas.
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Los laboratorios comerciales con frecuencia generan anticuerpos para su uso en
investigacion; estos se clasifican en anticuerpos primarios y secundarios, en funcion
de su capacidad y usos vinculantes.

Un anticuerpo que puede unirse a una proteina especifica o una biomolécula objeto
de investigacion, se llama anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios se
producen utilizando especies animales como la rata, el raton, la cabra y el conejo
como huéspedes.

Un anticuerpo secundario se une con un anticuerpo primario que se ha unido
directamente a la biomolécula de interés. Después de que la regién V del anticuerpo
primario se ha unido a la biomolécula o a un antigeno, un anticuerpo secundario

marcado une su region V al tallo del anticuerpo primario (figura 5.4).

Fluoroforos

Anticuerpo
primario

A

Anticuerpo
secundario

Epitopo
(superficie de union
para el anticuerpo)

Imagen modificada de: Molecular probes, school of fluorescence.
Figura 5.4 La IF indirecta usa dos anticuerpos, el anticuerpo primario no esta
unido a ningun fluoréforo y el anticuerpo secundario se une al primario y esta

conjugado (unido) a un fluorocromo para usarse como deteccion.

Ejemplos de anticuerpos secundarios comunmente usados son IgG anti-conejo, 1gG
anti-ratén, 1gG anti-pollo o IgG anti-cabra. EIl anticuerpo secundario seleccionado

siempre debe ser capaz de reconocer porciones del anticuerpo primario
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conservadas en la especie huésped en la que se produjo el anticuerpo primario, por
ejemplo, para detectar un anticuerpo primario producido a partir de un ratén, se usa
un anticuerpo secundario anti-ratén.

A continuacion se presenta un protocolo para tincion llamado de “tincién a gota” (ver
figura 5.5), debido a que se utiliza la menor cantidad de sustancias posible.

Figura 5.5 Tincién a gota. Durante el procedimiento la mayoria de las incubaciones se realizan con

una gota de solucién, en lugar de sumergir la muestra en cantidades mas grandes de la misma.

Este protocolo se aplicé a la preparaciéon de células de la linea SH-SY5Y, que es
una linea celular derivada de neuroblastoma humano (tipo de tumor canceroso que
se desarrolla a partir de tejido nervioso). En ellas se pretende observar el nucleo,
microfilamentos de actina y tubulina.

El procedimiento se realiza en dos dias. En general se tienen que procesar en
paralelo, las muestras con todos sus controles.

En el primer dia las células se colocan sobre cubreobjetos; aunque estos son
soportes relativamente fragiles, su tamafo los hace ideales para el tratamiento
(tincién a gota) que se les dara a las células. En general, los cultivos celulares se
manejan en cubreobjetos para simplificar la manipulacion de las muestras
biolégicas y la ultima parte de la preparacion, que es el montaje en los portaobjetos.
El primer paso es fijar las células, para lo cual se sumergen en una solucion salina

tamponada con fosfato o PBS, por sus siglas en inglés (Phosphate Buffered Saline),
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con formaldeido al 4% durante 20 minutos, para después enjuagarlas huevamente
con PBS. El formaldeido es una sustancia que conserva las estructuras de las
células, de otra forma estas, al morir, colapsan y las estructuras se deforman.

El PBS es una solucion isoténica que mantiene el pH y la presién osmética lo mas
semejante al ambiente fisiologico natural de las células.

A continuacion es necesario permeabilizar las células, es decir, abrir poros en la
membrana celular para que el anticuerpo que se agregard mas adelante, penetre
en ellas. El anticuerpo se usa para que reconozca y se pegue a las estructuras que
se desea marcar (las palabras “tefir’ y “marcar” se usan como sinénimos).

Para permeabilizar se utiliza GSDB en este caso. EIl GSDB es una solucion iso-
osmatica, contiene el detergente Triton-X-100 al 0.1% (para permeabilizar) y una
solucién bloqueadora que evitard que el anticuerpo se adhiera a cualquier
estructura. Se sumerge cada muestra en 300 uL de GDBS, y este se cambia tres
veces, cada 10 minutos. Mientras tanto se preparan las camaras de incubacion.
Preparacion de las cAmaras de incubacién

Las camaras de incubacion se pueden preparar en cualquier caja de superficie
amplia con tapa, que pueda cerrarse bien, en este caso se usan dos cajas de Petri.
Se recortan discos de toalla de papel para manos y de parafilm con la medida del
diametro interno, para cada una de las cajas de Petri. Los discos de papel se
depositan sobre el fondo de la caja correspondiente, humedecidos con agua sin que
haya un exceso de la misma (ver figura 5.6). El parafilm se coloca sobre la toalla

Figura 5.6 Preparacion de las camaras de incubacion
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hameda, sin quitarle el papel encerado que protege una de sus caras; este debe
guedar en contacto con la toalla de papel.

El parfilm es un material flexible, semitransparente y resistente al agua cuya
presentacion en laminas es muy utilizada para proteger instrumentos contra la
humedad en los laboratorios de industrias como la médica, farmacéutica y
hospitalaria; aqui se utiliza para que el cubreobjetos que contiene a las células no
esté en contacto directo con el papel himedo.

Cuando las células estdn permeabilizadas y bloqueadas se colocan los
cubreobjetos (con las células hacia abajo) en las camaras de incubacién, sobre una
gota de solucién GSDB que contiene al anticuerpo primario Rabbit (conejo).

Las camaras de incubacién se tapan y sellan con parafilm, para evitar la
evaporacion del liquido y que no se deshidraten las células. La incubacion con este
anticuerpo primario se realiza en el refrigerador, a - 4°C, durante toda la noche.

El segundo dia se sacan las camaras de incubacién del refrigerador, se retiran los
cubreobjetos de ellas y se colocan en un multipozos (figura 5.7), con las células
hacia arriba, para enjuagarlas con PBS, tres veces durante cinco minutos; mientras
tanto se limpian las cajas de Petri para preparar nuevas camaras de incubacion.
Después del enjuague se colocan los cubreobjetos (con las células hacia abajo), en
las camaras de incubacion, sobre gotas de solucién que contienen el anticuerpo
secundario llamado anti-conejo, para dejarlas incubando en refrigeracion, durante

hora y media.

Figura 5.7 Colocacion de las células en el multipozos para el enjuague con PBS.
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Como se mencioné anteriormente, la funcion del anticuerpo secundario, conjugado
con algun fluoréforo, es pegarse al anticuerpo primario y asi marcar indirectamente
la posicion de la molécula de interés, reconocida por el anticuerpo primario. La
palabra “conjugado” es un término que significa que fisicamente estan pegados.

Se utilizé el fluoréforo Alexa Fluor 488 conjugado al anticuerpo secundario anti-
conejo para marcar tubulina, DAPI para marcar los nacleos de las células y faloidina
conjugada al fluor6foro Alexa Fluor 568 para tefiir los microfilamentos de actina (ver
tabla 5.2). La faloidina no es un fluoréforo, es una micotoxina producida por el hongo
Amanita phalloides, tiene la capacidad de unirse a la actina impidiendo su
depolimerizacion, en células vivas y en células fijadas. Debido a su elevada afinidad
con la actina la faloidina se puede unir eficazmente y especificamente a filamentos
de actina, funcionando asi como el sistema de laboratorio mas eficiente para marcar

estos filamentos.

Fluoroforo Excitacion [nm] Emision [nm]
S-Hydroxytryotaming (HAT) 370-415 520-540
Alexa Fluor 488 494 519
Alexa Fluor 532 530 555
Alexa Fluor 544 554 570
DAPI 345 458
DPH 354 430
Bromuro de Etidio 510 595
FITC 494 518
Fluoresceing 495 517
FURA-2 340/380 5004530
GFP 395/489 509
Hoechst 33258 365 480
Hoechst 33342 355 445

Tabla 5.2 Algunos fluoréforos y sus longitudes de onda de excitacién y emision.

Se prepara una mezcla de GSDB con DAPI y faloidina para obtener 120 uL de
solucion en total (se utilizaran 40 pL de solucion para cada muestra).

Cuando ha transcurrido el tiempo requerido por la tincion cada cubreobjetos debe
enjuagarse con PBS. Después de esto las muestras se encuentran listas para
colocarlas (montarlas) sobre un portaobjetos, para lo cual se utiliza un medio de
montaje; este es una solucion que al secar endurece, aisla la muestra del exterior y

hace el montaje permanente. Los medios de montaje no presentan reactividad con
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la muestra, su indice de refraccion es cercano al del vidrio, no cristalizan ni se
oscurecen con el tiempo.

En este caso el medio de montaje utilizado es ProLong Diamond Invitrogen, se vierte
una gota, por muestra, en un portaobjetos y sobre la gota se coloca el cubreobjetos,
con las células hacia el medio de montaje. Este procedimiento se lleva a cabo con
iluminacion tenue e indirecta, ya que la colocacion de los cubreobjetos sobre el
portaobjetos puede llevar algunos minutos y durante ese tiempo los fluoréforos
expuestos a la luz podrian sufrir blanqueamiento.

En la figura 5.8 se visualizan los tres cubreobjetos colocados sobre un portaobjetos;
en cada una de sus aristas se colocé una gota de esmalte de color con la finalidad
de fijarlos mientras el medio de montaje seca. Al final se sellan todos los bordes del

cubreobjetos con esmalte, para aislar la muestra del aire.

Figura 5.8 Muestras listas para su observacion en el microscopio confocal.

El protocolo para la preparacion de las muestras incluye muchos mas detalles, como
el etiquetado para no confundir el grupo control con el grupo de estudio o el manejo
de las sustancias para evitar contaminaciones; estos no se mencionan para tener
un texto lo mas conciso posible.

Una vez que las muestras estan listas se guardan en el refrigerador para su estudio

posterior.
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5.4 Interpretacion de imagenes

A continuacion se presentan las imagenes de las células de la linea SH-SY5Y de
neuroblastoma obtenidas con el microscopio confocal (figura 5.9), cuya preparacion
se describio en la seccion anterior.

(@) (b)

(d)

Figura 5.9 Células de la linea SH-SY5Y de neuroblastoma. Cortesia de la Dra. Valeria Piazza.

En la figura 5.9a se observan, en rojo, los microfilamentos de actina. Para realizar
el marcaje se utilizé faloidina conjugada con el fluoréforo Alexa Fluor 568.

La figura 5.9b muestra, en verde, la tubulina. El anticuerpo secundario utilizado fue
anti-conejo, conjugado con Alexa Fluor 488.

Los nacleos de las células se distinguen en azul (figura 5.9c), para ellos se usé
DAPI.

Finalmente, la figura 5.9d muestra el empalme (Merge) de las tres imagenes

anteriores.
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Como era de esperarse las tres tinciones tienen localizaciones celulares diferentes:
el DAPI esta restringido a la cavidad nuclear, la red de microtabulos rodea y define
la cavidad nuclear, pero sin penetrarla, mientras que la red de filamentos de actina
se hace mas densa en los extremos distales de las células, definidos como pseudo-
dentritas.

La falta de coincidencia espacial, técnicamente definida como la falta de
localizacion, se aprecia por la ausencia de colores intermedios, como podria ser el
amarillo si las estructuras rojas (actina) y verde (tublina) fueran captadas por los
mismos pixeles. La Unica colocalizacion observable es la de la actina y tubulina en
la seccion mas larga de estas células (pseudo-axon).

Las siguientes imagenes se tomaron con el objetivo de observar la morfologia del
sistema nervioso central de la rata.

La figura 5.10 muestra una micrografia confocal de un corte parasagital de cerebelo
de rata, de 125 um de grosor. En la imagen se aprecia la organizacion de la parte
superficial de una folia cerebellar (pliegues del cerebelo); las células de Purkinje

separan la capa granular, abajo, de la capa molecular (fibras alongadas en verde).

Figura 5.10 Micrografia de un corte parasagital de cerebelo de rata. Verde: NF, azul: DAPI.

Cortesia del Dr. Victor H. Hernandez, la Dr. Valeria Piazza y la M. en C. Angeles Gardufio
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Los anticuerpos utilizados para marcar neurofilamentos (NF) fueron: Anti-
Neurofilament 200, que es un anticuerpo primario producido en conejo, y el
anticuerpo secundario anti-conejo producido en cabra, conjugado con Alexafluor
488. Los neurofilamentos son estructuras exclusivas de las neuronas, por lo cual, lo
gue se observa en verde son neuronas.

Para tefiir los nucleos se us6 DAPI, en la imagen aparecen en azul.

Por otra parte, en la figura 5.11 se observa una micrografia confocal de un corte
longitudinal de médula espinal de rata, de 125 um de grosor. En esta imagen, que
es un ejemplo de marcaje triple, se puede observar la distribucion espacial de

tubulina, neurofilamentos y ndcleos.

. Figura 5.11 Micrografia de un corte longitudinal de médula espinal de rata.
Verde: tubulina, rojo: NF y azul: DAPI.

Cortesia del Dr. Victor H. Hernandez, la Dr. Valeria Piazza y la M. en C. Angeles Gardufio

Para marcar tubulina se usaron: anticuerpo primario Anti-tubulina, producido en
oveja y el anticuerpo secundario anti-oveja generado en burro, conjugado con Alexa
Fluor 488. La sefial de tubulina, de acuerdo al espectro del fluoréforo utilizado, se

representd en verde.
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Para tefir los neurofilamentos se usaron: el anticuerpo primario Anti-
Neurofilamentos producido en conejo y el anticuerpo secundario anti-conejo
generado en cabra, conjugado con Alexafluor 568. Los neurofilamentos se observan

en rojo. Para tefir los nacleos se usé DAPI, se observan en azul.

El analisis de células simples y secciones de tejidos es una importante técnica que
apoya el estudio de la estructura celular asi como el funcionamiento de las células
vivas y sus constituyentes, todo esto es posible gracias a las imagenes de

microcopia confocal.
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CONCLUSIONES

Los microscopios confocales son instrumentos de vanguardia sumamente
sofisticados, fabricados con tecnologia de ultima generacién. EI manejo y
aprovechamiento de estos instrumentos requiere, que los equipos de trabajo
gue los usan tengan una preparacion multidisciplinaria, ya que para la
obtencion de resultados no es suficiente con tener conocimientos de biologia

o medicina, se requiere saber fisica, en general, y Optica, en particular.

El disefio del microscopio confocal se fundamenta en el funcionamiento de
los microscopios de epi-fluorescencia. La electronica y el sistema de cOmputo
asociados a ellos han logrado que estos instrumentos alcancen resoluciones

limitadas unicamente por difraccion.

El microscopio confocal toma el nombre de microscopio de fluorescencia
confocal al aplicarse a las areas biomédicas, en donde se aprovecha el
fendmeno de la fluorescencia de sustancias con las cuales se tifien las

muestras bioldgicas analizadas.

El avance de la biologia celular, sin duda esta marcado por la aparicion del
microscopio confocal, que también es el resultado de la evolucién del
microscopio éptico compuesto, el desarrollo de la tecnologia de los laseres y
la investigacion sobre el uso de fluorocromos para realizar la tincién de las

muestras bioldgicas.

Los microscopios de fluorescencia confocales proporcionan imagenes unicas
de muestras bioldgicas, debido a la selectividad de los anticuerpos utilizados
en el proceso de tincion de las mismas, lo que permite diferenciar

perfectamente los distintos componentes de células y tejidos.
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