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Resumen

Desde sus comienzos la microscopia ha sido una
herramienta para visualizar objetos que son
invisibles o indistinguibles para el ojo humano. Hoy
en dia, el avance tecnoldgico, cientifico y
computacional ha convertido a la microscopia en un
instrumento capaz de contestar preguntas cientificas
complejas, ya que se puede estudiar estructuras
subcelulares, la dindmica de organelosy hasta de
proteinas especificas. Las técnicas de iluminacion en
el campo de la microscopia también han avanzado, la
primera técnica usada fue iluminacién de campo
claro por luz transmitida, técnica que a la fecha se
sigue usando. En luz transmitida se desarrollaron a
su vez técnicas de contraste al grado de poder
observar células vivas, aunque estas sean
practicamente translucidas. Las técnicas mas
avanzadas de iluminacion han permitido usar luz
reflejada para ver fluorescencia y fuentes de laser
para iluminar de forma mas precisa una zona de
interés en la muestra y para disminuir la iluminacién
de fondo o de fuera de foco. En los ultimos 300 afios
la resolucion de una imagen en microscopia fotonica
se ha visto limitada por la difraccion de la luz y aun
usando un objetivo con la mas amplia apertura
angular y un medio de inmersion con el indice de
refraccion mas alto posible, la resolucion llega a un
maximo de 200 nm. Sin embargo, los avances mas
recientes han permitido superar esta barrera a través
del uso de algoritmos matematicos y de nuevas
formas de iluminar la muestra, de manera que ahora
se puede llegar a una resolucion de hasta 10 nm. En

Abstract

Since its early days, microscopy has been an useful
tool to observe objects invisible or indistinguishable
to the naked eye. In addition, the current advances in
science, technology, and informatics have turned
microscopy in a powerful technique to answer a
variety of complex scientific questions since
subcellular structures, dynamics of organelles and
even of specific proteins can now be observed.
[llumination modes have also been developed:
brightfield in transmitted light was the first
[llumination mode to be used, and even today it is
still widely used in several applications. Nonetheless,
several contrast techniques have been developed in
brightfield, so that even alive translucid specimens,
such as cultured cell lines, can now be observed.
More advanced Illumination techniques include
reflected light to excite fluorescent molecules, as well
as laser power to illuminate more precisely a specific
region of interest and to reduce the background or out
of focus light. In the las last 300 years diffraction of
light has limited the resolution in photonic
microscopy, and even the highest angular aperture in
objective lenses and the medium with the highest
refraction index can only provide a resolution of
about 200 nm, according to Abbe equation. However,
the most recent advances have achieved an
unprecedented resolution of about 10 nm, thanks to
sophisticated algorithms and illumination modes. In
the present review the fundaments of the most
advanced microscopy techniques will be described.
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el presente texto se iran revisando caracteristicas y
fundamentos de las mdas avanzadas técnicas de
microscopia.
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Introduccion

Desde aquellos dias de Robert Hooke y Antonie
Van Leeuwenhoek en el siglo XVII, cuando naci6 el
microscopio como un instrumento cientifico, el
avance en la tecnologia, en las ciencias naturales, en

A

las matematicas y en la informatica, ha sido de tal
magnitud que es dificil comparar tanto la arquitectura
como las imagenes obtenidas de los equipos

construidos en esas épocas con los microscopios
modernos (Figura 1).

Figura 1. Comparativo entre un microscopio del sigo XVII y uno moderno. (A) En su libro “Micrografia” (Londres, 1665), Robert
Hooke ilustra y describe el Microscopio compuesto desarrollado por el y una cabeza de mosca observada con tal microscopio. (B) Un
microscopio confocal equipado con incubacion para células vivas, laser multifotonico y software de analisis puede generar imagenes

tridimensionales como la que se muestra a la derecha.

Algunos de los avances en el campo de la
microscopia han ocurrido a distintos niveles: a) el
tipo, naturaleza y fuente de iluminacion, b) tipos de
contraste, c¢) el material, nimero, morfologia y
disposicion de las lentes y finalmente d) la
integracion con la computacion. No obstante, la
superacion del limite de la difraccion de la luz y la
iluminacion selectiva de secciones Opticas son quizas
de los avances mas recientes que hoy en dia tienen
mayor difusion y aplicacion en las ciencias
biologicas. A lo largo de este texto revisaremos el

fundamento y las aplicaciones de diferentes técnicas
de microscopia que actualmente se usan en las
ciencias naturales.

Técnicas de contraste en microscopia de luz
transmitida

En microscopia, el término luz transmitida se
refiere al paso de la luz desde la fuente de
iluminacion, -al lado opuesto a la muestra-, hasta las
lentes del objetivo, es decir la iluminacion se
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transmite a través del espécimen. Cuando éste ultimo
no tiene una tincion, es muy delgado o se trata de
células vivas adherentes, se necesitan técnicas que
aumenten el contraste para observarlos, ya que este
tipo de especimenes son practicamente transparentes.
Dichas técnicas incluyen: contraste diferencial por
interferencia (DIC), uso de luz polarizada, contraste
de fases, contraste por modulacion de Hoffman y
microscopia de campo obscuro, revisaremos algunas
de ellas a continuacion [1].

Tluminacion de campo claro

Esta técnica es quizds la primera en haberse
usado desde que se inventd el microscopio hace mas
de tres siglos y que sigue vigente en la actualidad. Se
basa en cambios en la absorcién de la luz, en el
indice de refraccion o en color de alguna tincion en
particular (tales como eosina y hematoxilina, o azul
de metileno), lo que proporciona el contraste
suficiente para poder observar el espécimen. La
limitacion principal de esta técnica es que no puede
usarse en muestras que son practicamente
translucidas o que carecen de contraste, tales como
células vivas adherentes.

Contraste de fases

Esta técnica merecio el premio Nobel de fisica
para Frits Zernike en 1953, quien la describi6 por vez
1934 y

primera en la cual revoluciond Ila

. PlacadeFase — c

investigacion biomédica bésica en células vivas
(Figura 2A), las cuales, junto con otros especimenes
no teflidos y/o delgados, tenian el problema de que
no eran facilmente detectadas por el ojo humano ya
sea en campo claro o en campo obscuro. Durante su
paso a través del nucleo, citoplasma, organelos o
agua, -es decir objetos o substancias con indices de
refraccion ligeramente diferentes dentro de una
célula-, las ondas de luz son ligeramente retardadas.
Como resultado, las ondas de luz que pasaron a
través del nucleo quedan mas retrasadas que aquellas
que pasaron a través del agua; la diferencia entre
ambas ondas se llama cambio de fase. Dado que el
ojo humano no puede distinguir estos cambios de
fases, sino s6lo cambios en la intensidad de luz o en
colores, en la técnica de contraste de fases se utilizan
dispositivos opticos para que los cambios de fases se
interpreten como cambios en niveles de intensidad o
de valores de grises. Dichos dispositivos consisten en
un condensador especial (que contiene un bloqueador
de luz de forma circular o placa anular), asi como en
un anillo o placa de fases, presente en la parte
posterior de las lentes del objetivo (Figura 2B). Este
tipo de objetivos contienen una inscripcion (Phl,
Ph2, Ph3) que debe corresponder con el tamafio de la
placa anular del condensador (Figura 2C). Una
limitante de esta técnica es que no es adecuada para
especimenes gruesos, ya que la luz produce halos
brillantes en los bordes.

ST Objetivo

——1

——

Q <— Condensador

< Muestra

Figura 2. Técnica de contraste de fases. (A) Observacion de células vivas. (B) Componentes necesarios para hacer contraste de fases:
placa anular en el condensador y anillo de fases en el objetivo. (C) Los objetivos que se requieren para hacer contraste de fases contiene
la etiqueta Phl, 2 o 3, dependiendo de su apertura numérica y dictamina el tamafio de la placa anular que debe usarse. Fotografia de

células por cortesia de Unidad de Microscopia INCan-RAI-UNAM.

Contraste diferencial por interferencia (DIC)

Es una técnica que requiere luz polarizada y dos
prismas Nomarski bi-refringentes para que puedan
resaltar diferencias minimas en grosor y en indice de

refraccion del espécimen. Por tanto, es una técnica
excelente para observar muestras gruesas. El prisma
del condensador hace una descomposicion vectorial
de la luz que proviene del polarizador en dos rayos
linealmente polarizados y perpendiculares entre si.
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Estos rayos a su vez, al pasar a través del espécimen,
pueden desplazarse lateralmente si se encuentran con
regiones de espesor e indice de refraccion variables
(Figura 3A y 3B). Cuando ambos rayos entran al
objetivo, son enfocados en la parte posterior de éste y
entran a un segundo prisma DIC donde se combinan
nuevamente. No obstante, producto de las diferencias
en grosor e indice de refraccion, los rayos no estan en
el mismo plano y eje pues sus trayectorias Opticas
cambiaron de longitud en su ruta a través de la

Imagen formada

"

Prisma DIC ﬁ

Polarizador

Prisma DIC del
objetivo

Objetivo

Plano del espécimen

Condensador

Prisma DIC del

A B

Analizador —I—— -@»

condensador a

Polarizador —CN———

muestra. Por tanto, se requiere de un segundo
polarizador (analizador) que retina los rayos y estos
formen una imagen que resulta de cambios en
intensidad y color, las cuales ademas se caracterizan
por tener una apariencia pseudo-tridimensional de la
muestra (Figura 3B y 3C). Con DIC es posible
aprovechar toda la apertura numérica del objetivo y
tener también imagenes a color. Otra ventaja es que,
a diferencia del contraste de fases, no hay halos en la
periferia de la muestra.

Q

Relieve pseudo 3D

C

Figura 3. Técnica de contraste diferencial por interferencia (DIC). (A) Polarizador del condensador y prisma DIC del objetivo. El
prisma DIC (o Nomarski) del condensador desdoblara la luz polarizada en dos rayos perpendiculares entre si, los cuales incidiran sobre la
muestra. (B) Esquematizacién de elementos para hacer DIC y de la ruta de la luz. (C) La imagen final tiene una apariencia pseudo-
tridimensional producto de las diferentes rutas de los rayos de luz desdoblados por el prisma DIC del condensador. Imagen modificada
de: http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/contrast.html. Fotografia de células por cortesia de Unidad de Microscopia INCan-

RAI-UNAM.

Campo Obscuro

Técnica que utiliza una iluminacion oblicua para
aumentar el contraste en el espécimen. En el
condensador se coloca una placa anular (similar a la
usada en contraste de fases) con la que se genera un
cono hueco de luz con angulos extremadamente
oblicuos de modo que los rayos directos no entran a
la lente del objetivo, por lo que se genera un fondo
obscuro en la imagen (Figura 4A). Solo la luz que
interactia con el espécimen y que es refractada,
reflejada o difractada, es capaz de entrar al objetivo

con lo que se crea una imagen brillante sobre un
fondo obscuro (Figura 4B y 4C). Para que solo
unicamente entre la luz que interactie con el
espécimen y se excluyan los rayos directos del cono,
es necesario usar un objetivo de poca apertura
numérica, lo que limita el uso de esta técnica. Otras
limitantes consisten en que el polvo o cualquier otro
objeto también contribuyen a la imagen; una muestra
muy delgada no desvia tanto la luz, por lo que la
sefial es débil; mientas que una muestra muy gruesa
redirige mucha luz hacia el objetivo, por lo que se
pierde nitidez en la imagen.
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Rayos de luz
/ refractados, reflejados
o difractados por la

muestra y que logran
entrar al objetivo

= Espécimen

w— Condensador

Rayos de luz
directos que no
entran al objetivo

AR, 4 — Placa anular

A

Figura 4. Iluminacion por campo obscuro. (A) Elementos Opticos para generar campo obscuro. Los rayos de luz directos del cono
invertido generado por la placa anular son tan oblicuos que no logran entrar la objetivo. Solo Unicamente pasan aquellos rayos reflejados,
refractados o difractados por la muestra. (B) Corte transversal de una raiz perteneciente al género Convallaria y (C) Cristales formados

por la desecacion de una gota de solucion salina

sobre

un portaobjetos. Imagen modificada de: http:/zeiss-

campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/contrast.html. Fotografias por cortesia de Unidad de Microscopia INCan-RAI-UNAM.

Microscopia de fluorescencia

En los campos de biologia, medicina o
biomedicina (y en otras areas), la microscopia de
fluorescencia ha llegado a ser una herramienta
indispensable para contestar muchas preguntas y en
general para la realizacion de un sin numero de
proyectos. Fue en los afios 30’s cuando surgio el
interés por aplicar esta técnica en las ciencias y en los

fluorescentes, la microscopia de fluorescencia se
abrié paso en la investigacion de células vivas. Las
técnicas de microscopia mas modernas se basan en
los principios de la microscopia de fluorescencia. La
técnica se basa en la epi-iluminacion (razén por la
que también se le conoce como epi-fluorescencia), la
cual consiste en colocar la iluminacion y la deteccion
en un solo lado del microscopio. Esto contrasta con
la iluminacion por transmision, donde la muestra es

iluminada de un lado, la luz se transmite a través de
la muestra y del otro lado la sefial es detectada

(Figura 5).

50°’s cuando se potenci® su uso con la
implementacion de la  inmunofluorescencia.
Posteriormente, con la llegada de las proteinas
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Figura 5. Microscopia de fluorescencia. (A) Mientras que en microscopia de luz transmitida la iluminacion ocurre desde un lado de la
muestra y la deteccion ocurre en el lado opuesto, en la microscopia de epifluorescencia, también llamada de luz reflejada, tanto la
iluminacién como la deteccion ocurren de un solo lado del microscopio. (B) En epifluorescencia es indispensable el uso de filtros de
excitacion, de emision y dicroicos. (C) Inmunofluorescencia en células humanas de cancer usando un anticuerpo anti-tubulina marcado
con Alexa-Fluor 488 y DAPI para tefiir el ADN nuclear. Imagen modificada de: https://www.leica-microsystems.com/science-
lab/milestones-incident-light-fluorescence-microscopy/. Imagen cortesia de Unidad de Microscopia INCan-RAI-UNAM.
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En la microscopia de fluorescencia se utilizan
filtros de excitacion, los cuales seleccionan un rango
de longitudes de onda que han de excitar al
fluordéforo de interés. El filtro dicroico refleja la luz
de excitacion hacia la muestra y posteriormente deja
pasar solo un rango de longitudes de onda en donde
esta incluida la de emision del fluoréforo. El filtro de
emision deja pasar de forma mas selectiva la emision
del fluordéforo hacia los oculares o hacia la cdmara de
captura de imagen.

Microscopia de células vivas

Una de las limitantes en microscopia de luz
transmitida es que ésta requiere de muestras fijadas y
teflidas con colorantes para visualizar la estructura
celular. Sin embargo, no es posible usar estos
colorantes en células vivas porque son toxicos. La
solucion a este problema es el uso de técnicas de
contraste como DIC y contraste de fases, aunque con
éstas no es posible visualizar subestructuras
celulares, lo cual también se soluciona con el empleo
de moléculas fluorescentes que se introducen en las
células vivas en forma de vectores de expresion y las
cuales si pueden marcar subestructuras, organelos o
inclusive proteinas muy especificas en una region
determinada en la célula. De hecho, en los
experimentos con microscopia de células vivas es
posible combinar técnicas de iluminacion de
contraste en campo claro con la epi-iluminacion
fluorescente (Figura 6). En el campo de la
biomedicina hay ejemplos interesantes de la
importancia de observar la dindmica celular. En
animales vivos este tipo de microscopia ha
demostrado una correlacion directa entre la
migracion celular de células tumorales y el proceso
de intravasacion a torrente sanguineo. Otros estudios
in vivo han mostrado una interaccion entre las células
tumorales y los macrofagos [2].

Microscopia confocal

A altas magnificaciones o con especimenes muy
gruesos la luz difusa de otros planos focales
contribuye a la formacion de la imagen, lo que
reduce significativamente el contraste y la resolucion
(Figuras 7A y 7C). En microscopia confocal por otra
parte, la fuente de iluminacion es un laser y éste se
concentra en un area pequefia de la muestra. La
imagen es resultado del paso de la luz de emision, de
un solo plano focal o seccion Optica, a través de un
diafragma conocido como pinhole, el cual excluye la
luz de emision que proviene de otros planos focales.
Esto reduce dramaticamente la luz difusa del fondo
en la imagen y aumenta la resolucion (Figuras 7B y
7D). Cambiando el plano focal se pueden capturar

imagenes de distintas secciones
reconstruirse una  imagen
espécimen (Figura 7E).

opticas y
tridimensional  del

Figura 6. Microscopia de células vivas. Células de cancer
cultivadas in vitro y transfectadas con un vector que expresa la
variante de histona H2B fusionada a la proteina fluorescente
DsRED. El cultivo se deja incubando en el microscopio y se
capturan imagenes cada 8 minutos. Imagen cortesia de Unidad de
Microscopia INCan-RAI-UNAM.

En microscopia confocal se pueden usar técnicas
de iluminaciéon como FRET, FRAP, FLIP, TIRF, etc.
La desventaja en la microscopia confocal es que se
requieren potentes fuentes de laser debido a que a
través del pinhole s6lo pasa una pequeiia cantidad de
luz y entre mas potencia en un laser, mas dafio a
células vivas, si es que éstas son el espécimen por
observar y estudiar [3]

Microscopia multifoténica

Esta técnica estd basada también en microscopia
de fluorescencia, usando laser como fuente de
iluminacion, pero en lugar de excitar el fluor6foro
con un solo foton como ocurre en microscopia
confocal, dos fotones con la mitad de energia (y el
doble de longitud de onda) pueden lograr la misma
excitacion. La microscopia de dos fotones o
multifotonica, usa un laser pulsado, es decir que
funciona disparando paquetes de fotones que son
enfocados y concentrados en un area y plano focal de
la muestra. La intensidad de la iluminacién cae
rapidamente por abajo y por arriba del plano focal de
interés y dado que la probabilidad de absorcion de
dos fotones incrementa con la intensidad, la
probabilidad de absorcion de dos fotones también es
baja fuera del plano focal. Por tanto, solo los
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fluordforos del plano focal son excitados y la luz de
emision de esa seccion Optica es la que forma la
imagen. Mientras que en la microscopia confocal los
fluor6foros fuera del plano focal también son
excitados, pero la emision de estos es excluida

| Detector

Fuera de plano focal

En plano focal

gracias al uso del pinhole, en la microscopia
multifotonica la absorcion y emision fotones ocurre
solo en un estrecho volumen (en el plano focal), por
tanto, no es necesario el uso de un pirhole.

|Detector

Fuera de plano focal

En plano focal

Figura 7. Microscopia confocal. Diferencias en el mecanismo de microscopia de epifluorescencia convencional (A) y de microscopia
confocal (B). En este Gltimo vemos que un diafragma (pinhole) s6lo permite el paso de luz del plano focal de interés (linea roja continua).
(C) Imagen de epifluorescencia convencional de un corte transversal de una raiz del género Convallaria. (D) Imagen de microscopia
confocal de la misma raiz. Notese la diferencia en contraste y resolucion en ambas imagenes gracias a la eliminacion de esa luz difusa
proveniente de otros planos focales, que esta presente en (C) mediante el uso de un pinhole. (E) Imagen tridimensional de la misma raiz,
resultado de capturar imagen de distintas secciones opticas o planos focales en ese espécimen. Imagen cortesia de Unidad de Microscopia

INCan-RAI-UNAM.

Interesantemente, dado que fuera del plano focal
el espécimen es expuesto a una baja intensidad del
laser, el fotoblanqueo y fototoxicidad ocurren sélo en
el plano focal y entonces la muestra en conjunto se
expone a menor radiacion potencialmente dafiina.
Por tanto, la microscopia multifotonica es ideal para
microscopia de células vivas (Figura 8A y 8B). Una
segunda ventaja de la microscopia multifotonica es
que se usa un laser infrarrojo, el cual a diferencia de
la luz ultravioleta o de la luz visible, penetra a mayor
profundidad en un tejido. Aunque la luz de emision
todavia se dispersa través del tejido (lo cual
disminuye si se usan técnicas de clarificacion durante
la preparacion de la muestra), es mas plausible
penetrar el tejido hasta 200 pm, lo cual contrasta con
la microscopia confocal donde la penetracion de la
luz esté alrededor de 100 um en un tejido [2].

Microscopia de stiper resolucién

Aun usando lentes con la mayor apertura angular
posible en un medio con el mayor indice de
refraccion posible, la ecuacion de Abbe limita la
resolucion optica en aproximadamente 200 nm. Este

limite se debe principalmente a una propiedad
inherente de la luz, que es la difraccion. Por mucho
tiempo se pens6 que este limite era insuperable pero
recientemente se han desarrollado metodologias en
microscopia que finalmente lo han logrado, llegando
a una resolucion de alrededor de 10 a 130 nm,
permitiendo a los cientificos estudiar una amplia
gama de fendmenos con gran detalle, desde
subestructuras celulares hasta el movimiento
individual de vesiculas u otros cuerpos. Ejemplos de
estas metodologias son Reducciéon de la Emision
Estimulada (STED por sus siglas en ingles derivadas
de Stimulated emission depletion), Microscopia de
localizacion Fotoactivada (PALM, photoactivated
localization microscopy), Microscopia de
Reconstruccion ~ Optica  Estocastica  (STORM,
Stochastic optical reconstruction microscopy) y
Microscopia de Iluminacion Estructurada (SIM,
structured illumination microscopy) (Tabla 1) [2].

Microscopia de [luminacion Estructurada (SIM)

El procedimiento de obtencidon de una imagen por
microscopia SIM incluye la iluminaciéon de una
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muestra con una serie de patrones en rayas
sinusoidales de alta frecuencia espacial conocidos
como patron Moiré (Figura 9A). Estos patrones son
generados por un laser que pasa a través de una

Lopez-Saavedra et al. Mens. Bioquim. 43 (2019): 61 - 72

patrones con diferentes orientaciones los cuales son
capturados por el microscopio (Figura 9B). La
imagen generada es luego procesada usando
algoritmos computacionales, los cuales estiman los

parametros para discernir los componentes
superpuestos en la imagen, obteniendo de este modo
una imagen de alta resolucion [4].

rejilla Optica movil y que se proyecta a través del
objetivo sobre la muestra. El movimiento de esta
rejilla disminuye la difraccion de la luz y genera

Luz del plano focal

/
Objetivo

Cubreobjetos

Espejo Baja densidad de fotones

dicroico

Laser infrarrojo

tacion multfoténica

Alta densidad de fotones.

Sihay excitacién multfoténica

Portaobjetos ‘

S Lente del objetivo

# Plano focal

Espécimen

A B c

Figura 8. Microscopia multifotonica. (A) y (B) El laser infrarrojo pulsado penetra hasta el plano focal y solo ahi se excitan y emiten los
fluoréforos, por lo que la técnica no necesita del pinfiole y la muestra sufre de menos fototoxicidad y fotoblanqueo. (C) Imagen de una
pata de arafia. El cédigo de color indica la profundidad, la cual es de 200 pm. Imagen cortesia de Unidad de Microscopia INCan-RAI-
UNAM.

©
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! ‘ )
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Figura 9. Iluminacioén estructurada. (A) Usando un patrén de finas lineas como fuente de iluminacién se interfiere con los detalles
estructurales de la muestra y se genera un nuevo patron, conocido como de Moiré. (B) Este patron no necesariamente se asemeja a la
muestra, pero colectando una serie de imagenes en donde el patron de iluminacion cambia, se desplaza o rota ligeramente, la estructura
subyacente de la muestra puede ser calculada. La interferencia ocurre solo en el plano focal y conforme el patron de iluminacion varia, la
luz proveniente de otros planos focales es invariable y puede substraerse de la imagen final; de esta manera se reduce el efecto de
difraccion y se obtienen imagenes en una sola seccion optica. Imagen modificada de [1] y [4]. (C) Imagen de una célula humana usando
SIM. Notese la resolucion obtenida entre dos filamentos, de hasta 100 nm. Imagen cortesia de Unidad de Microscopia INCan-RAI-
UNAM.

Reduccion de la Emision Estimulada (STED) fluor6foro excitado al estado de energia mas bajo (es
decir, el estado basal) antes de que pueda emitir una
sefial de fluorescencia. En la practica, la luz de
agotamiento se aplica como un patréon que rodea el

En esta microscopia se usa una fuente de luz,
llamada luz de agotamiento, la cual lleva un
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punto focal del laser de excitacion. Este haz de
agotamiento tiene una forma de rosquilla con una
intensidad cero en el centro, generado por el paso a
través de una placa apropiada. Esto reduce el tamafio
de la region de excitacion en las moléculas que
emiten fluorescencia, como si el "punto focal" del
laser estuviera afilado. Al escanear este punto afilado

a través de una muestra, se puede grabar una imagen
de super resolucion (Figura 10), No se requiere de
ningun procesamiento posterior a la adquisicion [4,
5]. En muestras bioldgicas, las imagenes STED han
alcanzado una resolucion de 20 nm cuando se usan
colorantes orgédnicos y una resolucion de 50-70 nm
cuando se usan proteinas fluorescentes.

c Excitacion de la
molécula fluorescente

+

Laser STED, se reduce la emisién
del fluoréfo y la difraccién

STED

Excitacion efectiva,
solo el centro de la
sefial, sin difraccién

Reduccién de la Emisién Estimulada

Figura 10. Microscopia STED. En esta microscopia el plano focal se escanea con dos rayos laser superpuestos, que usualmente se
pulsan con un mutuo retraso. Mientras que el primer laser excita a los fluor6foros, el segundo laser de longitud de onda mas larga hace
que los fluoroforos regresen al estado basal mediante el proceso de emision estimulada. En la trayectoria de la luz del laser de
agotamiento, una placa genera una distribucion de energia en forma de rosquilla, dejando s6lo un pequefio volumen desde el cual se
puede emitir la luz que luego se detecta. Por lo tanto, la emision de la molécula se conforma de un volumen mas pequeiio que el limite de
difraccion.

+

+
. "

Z|U°r°f°;°s Multiples ciclos de activacién Imédgen de ;ofallzaC|or; Imégen de

emasiado cercagos estocastica y localizacién de moléculas edcentro e stiper
entre si y no pueden moléculas individuales. individuales &8 a, resolucién
resolverse. molécula

Figura 11. Microscopia de localizacién de una sola molécula. Esta microscopia se asegura que solo unos cuantos fluoroforos estén en
estado activo o de emision. Esto se logra a través de la fotoactivacion, fotoparpadeo o fotoconversion en donde las moléculas individuales
son activadas de forma estocastica y son detectadas por una camara CCD como puntos limitados por difraccion y cuya posicion lateral se
determina con gran precision. Posteriormente se usa la posicion de cada una de las moléculas individuales, obtenidas de varios cientos de
imagenes con distintas poblaciones de moléculas activas en momentos especificos, para crear un mapa de densidad de moléculas y
reconstruir la imagen con cada molécula individual

Localizacion y composicion de una sola molécula

(PALM/STORM)

La microscopia PALM desarrollada por Betzig y
col., en el 2006 [6] y STORM desarrollada por el
grupo de Zhuang casi al mismo tiempo [7]. Estos
métodos se basan en el intercambio de los
fluor6foros entre un estado ‘ENCENDIDO’ vy

‘APAGADQO’. Este intercambio estocastico ofrece la
posibilidad de que sélo un subconjunto aleatorio de
fluor6foros activados puedan ser lo suficientemente
escasos para ser resueltos Opticamente en un
momento determinado. En cada ciclo de formacion
de imagenes un subconjunto distinto y disperso de
fluor6foros es activado y Opticamente resuelto, lo que
permite que sus posiciones se determinen con
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precision después del andlisis de las imagenes por un
algoritmo matematico. En tltima instancia, las
imagenes de super resolucion se reconstruyen
mediante la integracion de la informacion de la
posicion de miles de marcos. La precision de
localizacion de las técnicas PALM y STORM
depende de que se capturen suficientes fotones en
cada evento de activacion y, por tanto, de la
confiabilidad de los fluoréforos utilizados [8].
Aunque trabajan con el mismo principio, las técnicas

PALM y STORM emplean diferentes fluordforos
independientemente fotoactivables. Los fluoréforos
que se emplean habitualmente en PALM son
proteinas fluorescentes codificadas genéticamente o
fluor6foros organicos que se someten a algunos
ciclos de fotoconversion o fotoactivacion antes de ser
blanqueados en forma permanente. En el caso de
STORM, las sondas fluorescentes son fluoréforos
organicos con frecuencia fotoactivables de manera
reversible [9] .

Tabla 1. Técnicas de microscopia de siper resolucion

Microscopia de Iluminacion

Estructurada (SIM)

Reduccion de la Emision

Estimulada (STED)

Microscopia de localizacion Fotoactivada
(PALM) y Microscopia de Reconstruccion
Optica Estocastica (STORM)

Principio

Usan patrones de luz interferida
para crear un efecto Moiré a partir
del cual la informacion de alta

resolucion puede ser extraida.

Reduce el volumen de
excitacion efectivo con un laser

de agotamiento.

Activa estocasticamente un subconjunto de
sondas fotoactivables a la vez, y entonces
determina la posicion del centroide de cada

funcién de dispersion de puntos.

Tipo de microscopia

Tluminacion de campo amplio

Confocal de escaneo laser

Tluminacion de campo amplio

Resolucion xy

100-130 nm

20-70 nm

10-30 nm

Resolucion axial

~300 nm

40-70 nm

10— 75 nm

Sondas

Colorantes organicos fotostables

comunes y proteinas fluorescentes.

Colorantes organicos fotostables
particulares y proteinas

fluorescentes.

PALM: proteinas fluorescentes fotoactivables

STORM: colorantes organicos fotoactivables

Resolucion temporal

Milisegundos a segundos

Milisegundos a segundos

Segundos a minutos

Fotodaiio

Bajo a moderado

Moderado a alto

Moderado

Fotobleaching

Moderado a alto

Moderado a alto

Alto para fluor6foros sencillos, bajo en general.

Imagenes de células Si Si Si
en vivo?
Procesamiento de Si No Si
imagenes post-
captura?
Numero maximo de 4 3 PALM: 2
colores simultaneos STORM: 3

Consideraciones

Preparacion de muestras. El
algoritmo de reconstruccion puede

causar artefactos.

La mejor resolucion temporal en
la resolucion espacial mas alta;
sin embargo, puede ser a

expensas de la resolucion axial.

La resolucion espacial mas alta; sin embargo, es
sensible a densidad del marcaje. La
interferencia entre fluoro6foros puede ser un

problema.
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Microscopia de iluminacion selectiva de planos
opticos: Microscopia Lightsheet

Este tipo de microscopia, en donde la muestra es
iluminada por una lamina de luz, estd siendo cada
vez mas popular sobre todo en las areas de biologia
del desarrollo. La microscopia de fluorescencia
Lightsheet es la tecnologia que conecta la calidad de
imagen de la estereomicroscopia de fluorescencia
con la imagen de alta resolucion de muestras fijadas.
Se caracteriza por tener alta penetracion, bajo
fotoblanqueo, baja fototoxicidad y alta velocidad en
la adquisicion de imagen, por lo que esta técnica es la
idonea para capturar imagenes de embriones vivos u
otros organismos vivos en alta resolucion, en tres
dimensiones y por largos periodos de tiempo, razon
por la cual la microscopia Lightsheet fue elegida
método del aflo en 2014.

Esta técnica es iluminacion por seccion Optica, tal
como ocurre con una microscopia multifotonica.
Utiliza un plano o lamina de luz que s6lo ilumina un
plano focal o seccion dptica, lo que permite alcanzar
una mayor profundidad en el espécimen. Dado que la

Deteccién

Luz de /

excitacion 4/ 4

Plano focal /7

A

muestra estad expuesta nicamente a un delgado haz
de luz, el fotoblanqueo y fototoxicidad son minimos
en comparacion con la microscopia de fluorescencia
convencional, confocal o inclusive la multifotonica.
En afadidura, el uso de una lamina de luz que so6lo
ilumina el plan focal reduce drésticamente la luz
proveniente de otros planos focales y reduce la
relacion sefial sobre ruido (Figura 12A y 12B).

Para la microscopia Lightsheet se requieren de
muestras tridimensionales, ya sean fijadas o vivas,
por lo que se requiere de una preparacion particular.
Para la introduccién al microscopio las muestras no
estan en portaobjetos o recipientes de cultivo, sino
que estan en una columna de material cilindrico para
que la muestra pueda rotarse mientras se hace la
captura de imagen y para que, si estd viva, pueda
también estar inmovilizada. El tipo de muestras para
esta técnica pueden ser desde levaduras, plantas en
crecimiento, cultivos tridimensionales de células
humanas, embriones de pez cebra u otro animal,
insectos, biopsias de tejidos, y muchos mas. (Figura
12C) [10].

Figura 12. Microscopia Lightsheet. (A y B) Un haz de luz en forma de lamina plana ilumina y excita sélo una seccion optica de la
muestra, la deteccion de la emision se realiza con otro objetivo. Las muestras que se montan al microscopio son tridimensionales y vienen
montadas en una columna, que puede ser de aire o de agua matriz o gel para inmovilizar al organismo vivo. Imagenes modificadas de
https://www.zeiss.com/microscopy/int/products/imaging-systems/lightsheet-z-1.html. (C) Esta técnica de microscopia es idonea para
observar el desarrollo de embriones de pez cebra o de otros organismos en 3D y en el tiempo. Imagen cortesia de Unidad de Microscopia

INCan-RAI-UNAM.
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