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Grupo de Microscopia Avanzada

OBJETIVOS:

« Implementar técnicas modernas y avanzadas de microscopia
« Lineales (Fluorescencia SPIM/DSLM
. No lineal (TPEF, SHG, CARS, etc.)

« Desarrollar proyectos con potencial aplicacion en biologia y medicina

Biofotonica



En esta platica ...

1. Del microscopio simple al microscopio de barrido ldser
2. ¢Qué es la microscopiacon hojade luz Idser?

3. Innovacion realizada en CICESE

4. Aplicaciones y colaboraciones

5. Conclusiones

6. Acerca del CICESE



Microscopio éptico

Formacion de imdgenes
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Microscopio éptico

Microscopio Simple ( una simple lupal )

"El Padre de la Microbiologia”
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Microscopio ép‘rico

Microscopio Simple

“El Padre de la Microbiologia”

Antonie van Leeuwenhoek

(1632-1723)
Dutch tradesman and empirical Biologist

Describe por primera vez

v" Bacterias llamdndolas “animalculos”
v’ Pardsitos

v’ Células de sangre

v’ entre otros muchos microorganismos

Observaciones publicadas a partir de 1676 por la "Royal Society of London”



Microscopio ép‘l’ico

Microscopio Compuesto

“El otro padre de la microbiologia” OCULAR OBJETIVO

Robert Hooke
(1635-1703)

English and Natural Philosopher

Micrographia (1665):

Primer libro con ilustraciones detalladas de observaciones
realizadas con microscopios

Utiliza la palabra “Cell”

Celdas observadas en corcho



Barrido Laser

¢Como formar una imagen?

colectar y medir
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Barrido Laser

Microscopio de barrido ldser
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Microscopio de barrido laser

1) La trasmision o la reflexion de la luz ldser a través
del objeto

2) Efectos inducidos con un Ildser (de un color) y que
generan luz de otro color

Fluorescencia

¢qué medir?




Barrido Laser

Proteinas Fluorescentes
¢qué medir? (Premio nobel de quimica 2008)

Osamu Shimomura descubre la proteina verde
fluorescente (GFP) de la medusa Aequorea victoria

Martin Chalfie logra introducir el gen de esta proteina
en el ADN de gusano Caenorhabditis elegans

Roger Y.Tsien modifica la proteina para generar
moléculas que emitieran luz a diferentes longitudes de
onda




Barrido Laser

Microscopia de fluorescencia

¢qué medir?

Figure 5. Fixed and three color fixed and stained
HeLa cells. Mitochondria identified by a mouse
anti-mitofilin primary antibody followed with a
Rabbit antimouse IgG monoclonal antibody labeled
with Texas Red (Red). Nuclei and actin filaments
are identified by DAPI (blue) and AlexaFluor®-
488-phalloidin (green) counterstaining respectively.
Scale bar indicates 30 pm.

https://www.biotek.com/resources/white-papers/samp le-preparation-
for-fluorescence-microscopy-an-introduction-con cep ts-and-tips-for-
better-fixed-sample-imaging-results/



Microscopia con hoja de luz ldser

Explicacion sencilla ...
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Principio de prueba en objetos milimétricos

10 cm
%
%




Principio de prueba en objetos milimétricos

10 cm

Torre Eiffel

Vial con agua




La innovacion:
Microscopia multi-fluorescente con hojas de luz Idser

Journal of Biomedical Optics 24(01): 2019

CMOS (60 fps)

A GS-1-GFP . ACL
a Synchcronized
CW lasers

CHS-1-mChFP

561 nm
488 nm
445 nm

Hoja de luz




La innovacion:
Microscopia multi-fluorescente con hojas de luz Idser

Journal of Biomedical Optics 24(01): 2019-

Absorcion Emision Ventana de deteccién
(FILTROS PASA BANDA)
MNANNUNAANNAINN
I Proteinas:
— MTFP1
— superf. GFP
— TagRFP-T

Laseres:
= == 445 nm

- = 488 nm
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Los Idseres y marcadores fluorescentes



Aplicacion en microbiologia

Para estudiar el crecimiento apical de N. Crag®f (minsec)

Dynamics of the different structures
involved in N. crassahyphal growth

(a) Cell wall stained with solophenyl
flavine 7GFE dye

(b)  Microtubules tagged with GFP

(c) nuclei tagged with RFP.

(d) Merged images

muestra

. * En colaboracién con la
HOJG Dra. Meritxell Riquelme t
de luz CICESE
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Aplicacion en microbiologia

Para estudiar el crecim
Hifas de N. crassa

H1-RFP:

Peritecios deN. crassa*

Diferentes planos en 300 micras

Ascospore

}//L/ﬁ/

% Asexual

AN
/ N

Mature ascus
with spores

8
Perithecium

Sexual

4 cycle

Meiosis

\ n Ascus
Q!

Fusion‘}Jf Quclei

50 um

Mycelium

Microconidium /=

Microconidium
Macroconidium
or Mycelium

En colaboracién con la
Dra. Meritxell Riquelme
CICESE

G Y



Aplicacion en neurobiologia

Para estudiar las displasias
corticales en cerebros
Clarificados de Ratdn

Cerebros
CMOS (60 fps) 74 -~ N

N

100 ym

muestra
100 pm

Hoja

de luz « En colaboracién con la
Dr. Ataulfo Martinez

+ INB UNAM Qro.




capa
Glia de granular
Bergmann capa
Purkinje
capa

molecular
Muestra Control

Muestra Tratada capa
con Carmustina granular
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Purkinje
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Aplicacion en neurobiologia
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Reconstruccion pormicroscopia de hoja de luz de cerebro clarificado
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Aplicacion en biologia

Imdgenes de camaron patiblanco (Litopenaeus vannamei)
para estudiar la distribucion de bio-nanoparticulas a) VI
X

antivirales. Fluoresceina-5-isotiocianato (FITC). 1mm
T
CMOS (60 fps)
—

En colaboracién con el
muestra Dr. Rubén Cadena Nava

CNyN Qro.

Hoja
de luz




Aplicacion en biomedicina

Estudios preliminares en huesos de raton
aplicando la técnica CLARITY para estuidar la
remocion osea

CMOS (60 fps)

* En colaboracién con la
Dra. Patricia Judrez
DIB, CICESE
muestra

Hoja
de luz




En sensores de temperatura

Medicion de la temperatura en sensores basados polimeros
dopados con tierras raras.
PDMS+NaYO0.77Yb0.20Er0.03F4

Intensity (Counts)

520 540 560 580 600 620 640 660 680
Wavelength (nm)

CMOS (60 fps)
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e * En colaboracién con
e Dr. Juan Herndndez

Cordero
muestra
S « Instituto de
HOJG Se nsor Investigaciones en
de luz Materiales

+  UNAM




Resultados Células de Cancer de mama
MCF-7 ©) 50X, 0.50 NA, WD 30mm

con nanoparticulas de SrAl,O4 dopado con Eu 2¢/Dy3*

Excitacién422nm
zul: DAPI; Verde: nanoparticulas

Journal of Z-stack Reconstruccion 3D

PHOTONICS

www.biophotonics-journal.org

10 um

Las MCF-7 presentan una sobre expresion de receptores de
dcido félico

Las capas de las NP's tienen dcido félico

20 415 -10 -5 0 5 10 15 20

Método de deteccion: “Se pegan, hay cdncer. No se pegan, no
hay cancer”

Bonfacio Can-U,
Jocob Lices-Rodrigu

WILEY-VCH

Journal of Biophotonics
Volume 11, Issue 6 (2018)



Aplicacion en espectroscopia

I. Rocha et. al., BOE, 6(9): 3449-3461 (2015)*
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Conclusion

La microscopia de hoja de luz es una herramienta
poderosa para la adquisicién rdpida de imdgenes 3D
en muestras grandes con resoluciones celulares
Utiles en estudios de biologia'y biomedicina.

IInteresados en colaborar son bienvenidos!
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¢Qué si te gustaria
Ensenada ?
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OPTICA  DPTOELECTRONICA CICESE

EVOO 2019

ESCUELR C e VERAND

OPTICA Y OPTOELECTRONICA 29 de JULIO al 9 de AGOSTO

INICIO

PROMOS  SELECCION SOLICITUD DE ADMISION  CONTACTO

Seleccidon

El registro de solicitudes debera hacerse electrénicamente a través de la liga:
Solicitud, del 29 de marzo al 31 de mayo de 2019.

Tel. (52) 646 1750500, ext. 25023
https://www.facebook.com/EscuelaVerano.CICESE




