Practico 2 — Introduccién a la Microscopia 2

Objetivos:

¢ Introduccién a la microscopia electrénica.
¢ Nociones basicas de imagen digital

A) MICROSCOPIA ELECTRONICA

Los componentes estructurales de las células pueden observarse con alta resolucion
mediante microscopia electrénica. ElI microscopio electrénico resulta una herramienta
indispensable a la hora de entender el contexto en el cual ocurren los procesos celulares y
subcelulares. En este contexto, se denomina ultraestructura a las estructuras que son
visualizadas con gran aumento y resolucién, mediante microscopia electrénica.

Al estudiar los fundamentos de la microscopia O6ptica, expresamos el limite de
resolucion mediante la ecuacion de Abbe (LR = 0.61MAN). De la misma se deduce que
disminuyendo la longitud de onda se logra mejorar el limite de resolucién de un microscopio.
Una forma de lograr esto es utilizando un haz de electrones en lugar de luz como fuente de
radiacion. La longitud de onda de un haz de electrones dependera de la velocidad de los
mismos, lo que se describe mediante la ecuacién de De Broglie: A = h/mgv, siendo h la
constante de Planck y mo la masa del electron. A medida que la velocidad de los electrones
aumenta, disminuye su longitud de onda. En un microscopio electrénico, un haz de electrones
es acelerado en condiciones de vacio mediante diferencias de potencial que van desde 10.000
a 100.000 voltios. Por ejemplo, a 60.000 voltios, la longitud de onda del haz de electrones sera
de 0.005 nm y el limite de resolucién sera de 0.003 nm, lo cual se localiza en la escala atomica.
Este limite de resolucién es sin embrago inalcanzable ya que las aberraciones esféricas de las
lentes obligan a disminuir la apertura numérica de las mismas, por lo cual el limite de resolucion
real se encuentra entre 0.1-0.5 nm.

Existen basicamente dos tipos de microscopios electrénicos: en los microscopios
electronicos de transmision (MET) se obtiene una imagen de los electrones “transmitidos” a
través de la muestra, mientras que en los microscopios electrénicos de barrido (MEB) se
genera la imagen correspondiente a los electrones que rebotan en la muestra, mas la de los
electrones secundarios emitidos por ella (arrancados al impactar el haz de electrones del
microscopio) (Figuras 1y 2).

En particular, el MET consta basicamente de una columna hueca en cuyo extremo
superior se localiza un filamento de tungsteno que actia como fuente de electrones. El haz de
electrones generado es enfocado por una serie de electroimanes que actian como lentes
condensadoras Yy objetivas. La muestra se coloca en un soporte que se introduce en el trayecto
del haz de electrones. Si estos no se encuentran con materia durante su trayectoria, no seran
dispersados y llegaran a impactar en una pantalla en la parte inferior de la columna,
observandose una estructura brillante (electrén-licida). Si en cambio, los electrones chocan
con alguna estructura durante su trayectoria, seran dispersados, no impactaran en la pantalla y
se observara una estructura oscura (electron-densa).

La dispersion de electrones al entrar en contacto con la muestra, dependera de su
estructura (densidad atébmica de sus componentes y nimero de atomos por unidad de area).
Dado que los 4&tomos que componen la materia organica son en su mayoria de peso atomico
bajo (C, H, O, N, etc.), el material biol6gico posee poca capacidad de dispersion de electrones.
Por este motivo las muestras deben ser preparadas de formas especiales. En general, para el
andlisis mediante MET, las muestras deben ser impregnadas con sales de metales pesados, lo
gue genera diferentes grados de contraste en diferentes componentes subcelulares.
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Figura 1: Diagrama esquematico de funcionamiento de microscopios electrénicos de transmision (M.E.T)
y de barrido (M.E.B).
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Figura 2: Microscopios electronicos de transmision (izquierda) y de barrido (derecha)



Principales estrategias metodoldgicas para la preparacién y observacion de material al
microscopio electrénico: La metodologia escogida para preparar las muestras, va a
depender del tipo de material y del tipo de informacién que busquemos obtener.

Técnica de preparacion de la muestra de rutina (MET)

- Fijacion: paraformaldehido, glutaraldehido, tetroxido de osmio, &cido tanico.
- Inclusion: resinas de distinta naturaleza (araldita, epon, LR White, Spurr)

- Secciones ultrafinas: 40 — 70 nm.

- Contraste con sales metalicas pesadas: acetato de uranilo, citrato de plomo.
Aplicacion: visualizacion de estructuras biologicas subcelulares.

Técnica de inmunomarcacion (MET)

- Emplea anticuerpos unidos a particulas de oro coloidal (de 2 a 150 nm) como método de
localizacién al MET. Este procedimiento puede realizarse previo a la inclusiéon del material en
una resina (generalmente hidrofilica como el LRW), o luego de realizar las secciones ultrafinas
(post-inclusidn), dependiendo del protocolo a seguir.

Aplicacion: localizacién de moléculas.

Técnica de tincidn negativa (MET)

- Esparcido de particulas (fijadas o no) sobre un film de soporte.

- Sombreado con sales metédlicas pesadas: acetato de uranilo, citrato de plomo, acido
fosfotangstico.

Aplicacion: visualizacibn de microorganismos (bacterias y virus), de macromoléculas, de
complejos macromoleculares o de nanoparticulas de materiales inertes.

Técnica de sombreado rotativo con metales (MET)

- Sembrado de micro particulas sobre un film de soporte.

-Sombreado con oro, oro-paladio y otras aleaciones evaporadas sobre la preparacion.
Aplicacion: visualizacion de macromoléculas aisladas (ADN o proteinas), complejos
macromoleculares y microorganismos.

Técnica de criofractura (MET)

- Fijacién del material (en frio o no).

-Fractura de la muestra en un ambiente con alto vacio y en frio.

-Evaporacion de platino-carbén o tungsteno-tantalo para construccion de una réplica de la
superficie.

-Digestion de la muestra bioldgica con acido (cromico o sulftrico).

Aplicacioén: visualizacion de estructuras internas de las células y su organizacion tridimensional.

Técnica de criograbado profundo (MET)

- Fijacion del material (en frio o no).

-Fractura de la muestra en un ambiente con alto vacio y en frio.

-Sublimacién del hielo.

-Evaporacién de platino-carb6n o tungsteno-tantalo para construccion de la réplica. Digestion
de la muestra biolégica con acido (cromico o sulfurico).

Aplicacion: visualizacion de elementos no solubles (del interior celular).

Técnica de rutina para Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Para el analisis mediante MEB, las muestras son recubiertas por una capa de metal pesado,
por lo cual se obtendr& informacion de la superficie de las mismas.

-Fijacion: paraformaldehido, glutaraldehido, tetréxido de osmio, &cido tanico.



-Deshidratacién y secado de punto critico con CO..

-Evaporacion de metales sobre la superficie de la muestra (oro, oro-paladio, platino o
tungsteno).

Aplicacion: Andlisis de la superficie de muestras bioldgicas completas o porciones de las
mismas. Este tipo de microscopio permite, ademas, la visualizacién de determinados materiales
sin necesidad de procesamiento previo.



B) NOCIONES DE IMAGEN DIGITAL, MEDICION DIGITAL Y BARRAS DE
CALIBRACION

Las ima&genes obtenidas con camara analdgicas, telescopios, microscopios u otros tipos de
instrumentos Opticos presentan variaciones continuas de tonos de sombras y de color. Este tipo
de imagenes se denominan de tono continuo o analdgicas, ya que los distintos tonos de
sombras se mezclan de forma continua sin ningun tipo de interrupcibn o separacion. A
diferencia de las imagenes de tono continuo, las iméagenes obtenidas por camaras digitales
presentan variaciones de tono discreto, es decir, ya no existen variaciones continuas de
sombras o color. Este tipo de imagenes se denominan imagenes digitales. Estas variaciones
discretas corresponden a pequefios bloques -las unidades fundamentales que forman la
imagen- los pixeles (picture elements). Por lo tanto, uno podria definir a una imagen digital
como un arreglo de pixeles en una matriz de M columnas x N filas. La resolucion de una
imagen digital esta determinada por el nimero total de pixeles que posea. Cuanto mas pixeles
posea una imagen para un mismo tamafio, mayor serd su resolucién. Por ejemplo, en la Figura
1 se puede observar las diferencias de resolucion al variar la cantidad de pixeles. En la estrella
de mar de la figura 1a (que posee una resolucion de 175X175 pixeles, es decir, estd compuesta
por una matriz de 175 pixeles de alto y 175 pixeles de ancho), se observan muchos mas
detalles de la anatomia de la estrella en comparacion con las siguientes imagenes (1b-f).

Spatial Resolution Effect on Pixelation in Digital Images

175 x 176 58 x 58

(d) (e) ()

44 x 44 22x22 1Mx1
Figura 1. Efecto del nimero de pixeles en la resolucién de la imagen. Tomado de
www.olympus.magnet.fsu.edu

La matriz MxN describe Unicamente la forma de la imagen. Se necesita otro parametro,
intensidad, para definir completamente a una imagen digital. Entonces, una imagen digital esta
formada por una matriz de pixeles (a x b x c), donde a y b representan el ancho y el alto
respectivamente y ¢ es la profundidad de color o profundidad de bit. Podriamos decir que es
la tercera dimensién de la matriz, la que permite que cada pixel pueda tener un ndmero
determinado de intensidad (ver Figura 2). Cada pixel tiene su propio valor de intensidad. Si
todos los pixeles tuvieran el mismo valor, la imagen seria una sombra uniforme; todo negro,
banco o gris. Las imégenes en blanco y negro solamente tienen intensidad para los grises mas
oscuros (negro) y los grises mas claros (blanco). Los valores de intensidad estan definidos por
bits (binary digit).
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Figura 2. Micrografia de una célula en cultivo utilizando un microscopio de epifluorescencia. El
recuadro verde muestra una imagen ampliada de una region del limite celular. Notese los
pixeles con distintas escalas de grises (izquierda) y los valores de intensidad o profundidad de
bit (derecha). Modificado de Rhode, A; Introduction to Image Analysis.

Un bit es la unidad de informacion que equivale a la eleccion de dos posibilidades: 0 o 1. Un
rango de intensidad de 8 bits tiene 256 posibles valores, 0 a 255. Esto se puede evidenciar
matematicamente como 2% ¢ b) En una imagen de 1 bit, o imagen binaria, 2' = 2 posibles
valores, mientras que, en una imagen de 8-bits (2%) se obtienen 256 valores posibles (ver
Figura 3).

Bit Depth and Gray Levels in Digital Images
2 Bit 4 Bit 6 Bit 7 Bit 8 Bit 10 Bit

4 16 64 128 256 1,024
Gray Levels e
Figure 4 (Bit Depth)

Figura 3. Relacion entre profundidad de bits y escala de grises. Tomado de www.zeiss-
campus.magnet.fsu.edu

Pueden existir diferencias entre la visualizacién de una imagen y la informacion que posee.
Esto tiene particular importancia en las imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia.
Se pueden encontrar dos escenarios posibles:



1. Imagenes que se ven iguales pueden tener diferentes valores de pixel.
2. Imagenes que se ven diferentes aun pueden contener los mismos valores de pixel.

Esto podria deberse a que las imagenes presentan distintas LUT (lookup tables). Una LUT es
esencialmente una tabla de equivalencias que convierte los valores de profundidad del pixel en,
por ejemplo, brillo y oscuridad. En una imagen de 8 bits en escala de grises, negro equivale a 0
y blanco a 255, mientras que los valores intermedios representan escala de grises. Otra
posibilidad, seria utilizar una LUT que utilice los colores del espectro de luz visible, por ejemplo,
gue los valores de intensidad cercanos a 0 sean violetas y los cercanos a 255 sean rojos. Al
modificar la LUT de una imagen determinada no se modifican las propiedades de la misma, es
decir, no se cambian los valores de profundidad de bit de cada pixel. Utilizando el ejemplo
anterior, en una imagen determinada, si cambiamos la LUT de escala de grises por la del
espectro de luz visible la imagen no cambiaria sus propiedades, solamente su visualizacion. En
la Figura 4 se pueden observar un claro ejemplo de la relacién entre informacion (profundidad
de bit) y visualizacion (LUT). Si observamos las Figuras 4a y b podriamos decir que ambas
imagenes son idénticas, y que la Figura 4c es distintas a las anteriores. Sin embargo,
solamente las imagenes 4a y ¢ poseen la misma profundidad de bit, aunque su visualizacion
sea diferente.
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Figura 4. Diferentes valores de pixel pueden presentar visualizaciones muy similares al
modificar la LUT de la imagen, por otro lado, mismos valores de pixel pueden presentar
visualizaciones distintas. En este caso en particular las imagenes a y ¢ son idénticas en
términos de valores de pixel, aunque difieran en su aspecto (imagen a, LUT: escala de grises;
imagen c, LUT: fire). Modificado de Bankhead, P. Analyzing fluorescence microscopy images
with ImageJ.

Por lo tanto, para evaluar las similitudes y diferencias entre las imagenes de la Figura 4 no es
aconsejable utilizar su apariencia. Para estos casos es recomendable utilizar los histogramas
de cada imagen. Un histograma representa al total de pixeles agrupados en funcién del valor
de intensidad. Ademas, cada histograma muestra cierta estadistica como son el minimo,
méximo y el promedio de los valores de intensidad para todos los pixeles de la imagen.
Analizando los histogramas y las estadisticas se puede observar que solamente las imagenes a
y € poseen las mismas propiedades.



Mediciones mediante programas informaticos

Cuando el objeto a medir se encuentra en el nivel ultraestructural debemos recurrir a
programas informaticos para realizar las mediciones. Algunos de esos programas pueden
usarse también para realizar medidas en micrografias tomadas en microscopios foténicos.

A continuacion, encontrara una pequefia guia para el uso del Image J, programa que podra
utilizar en el practico.

Pequefio manual practico para realizar mediciones (microscépicas) con ImageJ

La clave para poder tomar medidas es tener al menos 2 imagenes tomadas con el
mismo aumento y la misma resolucién. Nos centraremos aqui en la utilizacion de un
instrumento de calibracién para microscopia que es el micrémetro objetivo. Sin perjuicio de ello,
ImageJ nos permite medir cualquier cosa en una imagen utilizando cualquier instrumento de
calibracién también contenido en una imagen tomada a la misma distancia utilizando los
mismos principios (por ejemplo: cuantas manzanas mide mi heladera de largo).

1.- Abrir la imagen que contiene la reglilla objetiva (File > open)

2.- Medir:
LYeYe) | £ Image) — ) Utilizando la herramienta selecionar lineas
File  Edit  Im=ne  Process  Analze  Pluging  Window Help | rectas...

EQE@&QH”\IAIO\I@M |_[ol4]a]2] | |»

Straight line & le ns i ght click for ather types)

YaYa) [&)imags] o
Fle Edit Image Process Anabze Plugins  Window Help | i
ololz|ofE £+ alala2] | [2]4]a]2] | | EElrmmav e o e
X=752, y=200, value=235,242,234
006 | 2| microCF20x.ipg (25%) (=
3008x2000 pixels; RGB; 23MB

trazar una linea de seleccion del largo de
una divisibn conocida del micrémetro
objetivo (tomar varias divisiones disminuira
el error)

El programa nos dara una medida en pixeles de la linea que acabamos de trazar. Noten
gue para que las lineas tengan 0° o 90° respecto a la horizontal pueden mantener presionada la
tecla “mayusculas” (shift o la que tiene la flechita para arriba para complacer a todos). El
programa también nos devolvera el angulo con que hemos trazado nuestra linea de seleccion:

- |&| Image]

File Edit Image Process Anahze Flugins WWirc o Help|
Olo|c|ofE 4+ jAa sl | [old]al2] | |=
¥=080, w=96, angle=0.C 7, length=32396.00

L NeNS) | £, microCF20x.jpg
2008x2000 pixels; RGB;, 23MB



3- Establecer la escala (Analyze > Set Scale...)

ImagedJ reconocera la medida que hemos hecho previamente en el campo “Distancia en
pixeles”.

I. Ingresamos la distancia conocida en micras
que hemos medido en los pasos anteriores en
el campo “Distancia Conocida” (Known
Distance)

Distance in Pixels: 326

e
—
—

Known Distance: [100.00 Il. Ingresamos la unidad de medida que hemos
utilizado en el campo “Unidad de Longitud”

R (Unit of Length), en nuestro caso, hemos

Uritiof Lengtt lum utilizado la micra, por lo que ingresaremos: um
Click to Remove Scale | I11. Por ultimo, seleccionamos la casilla “Global”,
¥Global | para que esta calibracion sea aplicable a todas
e Igs_ imagenes con que trabajemos, y no se
limite solo a la imagen en que hemos realizado

OK | | cancel la medida.

Aceptamos estos cambios con el botén OK

4.- Abrimos la imagen en la que queremos tomar la medida. Recordemos que la foto debe ser
tomada con el mismo aumento con que tomamos la foto de la reglilla objetiva que hemos
realizado la calibracion.

5.- Repetimos con esta imagen el paso 2 con la herramienta de seleccion lineal

6.- Solicitamos al programa que mida lo que hemos seleccionado (Analyze > Measure)

806 |£| Image] O RO, 2 M1y2.0.1mk 6l 8h18 ipa (6).(33.3%). )|
el e | Analvze7 Pluging  Window Help 309.85%345.71 um (1227x1369); 8-hit; 1.6MB
ggg@ i‘géﬂi |£[Measure A Ctri+M ? | I |>> -
4nalvze © ticles...
Summarize M
E 75560450505  Distributon... —
Label
NEWMEern o Clear Results
Set Measurements...
‘Set Scale...
Calibrate...
" Histogram Ctrl+H
Plot Profile Crl+K
: Surface Plat...
Gels
| Tools
P

-

restltados:
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1017 239679 71

255 0

309.85x345.

% .
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ppem—— —plLa ultima columna
S (Length) de la
tabla de resultados
que nos devuelve
‘el programa tiene
el dato de longitud
que nos interesa

rEsuliatos

7.- Si queremos agregar una barra de escala a la imagen utilizando la calibracién que hemos

realizado iremos a: Analyze > Tools > Scale Bar...

File  Edit Image Process | Analyze  Plugins  Window Help BRBRAS AR A2 2R S 09)B50
Ejgjgjglé__lﬂy‘ﬁmasure Ctri+M |? | [ |>>
Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label

1017 set Measurements...

Set Scale...

Calibrate...
Histogram Ctri+H [
e Flot Profile Ctri+K =
Surface Plot...
Gels

[Tools

Save XY Coordinates...

Fractal Box Count...
Analyze Line Graph
Curve Fitting...
ROl Manager...

Ecale Bar... |

Calibration Bar...
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El menu de opciones de la barra de escala es bastante sencillo:

Width in pm:

Es el ancho que queremos que tenga la barra de escala en la unidad que
estemos utilizando.

Height in pixels:

Es la altura que va a tener nuestra barra en pixeles (podemos probar con
10 y ver si nos satisface...). Va a depender del tamafio de nuestra imagen.

Es el tamafio de la letra (podemos intentar con... ¢20 tal vez?). A gusto

Font size: .
del consumidor
Apelo al buen criterio del usuario, pero lo importante es que contraste con
Color: el color de fondo. En términos generales, barras negras sobre fondos
claros, y barras blancas sobre fondos oscuros. Adan y raza, azar y hada
Para independizarnos del color de fondo de la imagen podemos ponerle
Background: un fondo a nuestra barra de escala. Suele usarse cuando el fondo de la
imagen es heterogéneo para que la barra se vea.
Location: Define la ubicacién de la barra. Tipicamente se coloca abajo y a la
’ derecha (lower right), pero es cuestion de gustos, como todo.
NN |£)imags) o kOON 5[ M1y2 0.1mM 60l 8h18.jpg (G).(33.3%)
File  Edit Image Process Analze  Plugins  Window Help SO BRI PR R R T )
olojz|of@ s[+[8Alalols] | [7]4]a]2] | |» o
® O |2 ScaleBarPlus

nErmer

’E

restltados:

File  Edit  Font Width in ym: |50

|Area |Mean |Mi" |Max |Ang|e |Length Height in pixels: |20
1 1017 239679 71 255 O 256.818

Font Size: 48]

Color:  Black =]

- Background:  None =]

o
Location:  Lower Right u}

WBold Text _IHide Text
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oK | cancel|

I
50 pm

11



