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0'7) Resumen:

La presente invencién concierne a un Mmicroscopio
optico por fluorescencia, que comprende:

- un objetivo (6);

- un soporte (10) para soportar una muestra;

- medios de iluminacién para proyectar sobre una
muestra un patron de iluminacién periddico en dos
direcciones transversales ortogonales entre si, a partir
de cuatro fuentes de luz puntuales;

- un sistema de barrido (7) para proporcionar un
desplazamiento relativo de la muestra con respecto al
patrén de iluminacién; y

- medios - de obtenciébn | de iméagenes, . que
comprenden:

- un detector de luz para detectar secuencialmente luz
fluorescente emitida por distintas porciones de la
muestra, en respectivas posiciones de barrido; y

- medios para formar una imagen a partir de la
intensidad luminica existente en la luz fluorescente
detectada por el detector de luz.

La presente invencién también concierne a un método
adaptado para realizar las etapas operativas del
microscopio de la invencion.
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DESCRIPCION

Microscopio Optico por fluorescencia y método para la obtencion de imagenes de

microscopia éptica por fluorescencia

Sector de la técnica

La presente invencion concierne, en un primer aspecto, a un microscopio Optico por
fluorescencia, que combina una iluminacién estructurada segun un patrén determinado
con un barrido de la muestra, para obtener seccionado Optico y superresolucién sin
necesidad de aplicar ninguna operacion de post-procesado a las imagenes obtenidas ni

de rotar el patron de iluminacion.

Un segundo aspecto de la presente invencion concierne a un método para la obtencién
de imagenes de microscopia Optica por fluorescencia adaptado para realizar las etapas

operativas del microscopio propuesto por el primer aspecto de la invencion.

Estado de la técnica anterior

El poder de resolucién de los sistemas Opticos en general y de los microscopios en
particular, se encuentra limitado por la difracciébn. En condiciones de iluminacién de la
muestra y deteccion de la luz emitida o reflejada por la misma que pueden denominarse
como convencionales (iluminaciéon uniforme y deteccion por medio de un sensor
localizado en el plano focal imagen del sistema), el limite dado por la difraccién es bien

conocido y se puede expresar por medio de la siguiente ecuacion:

donde R es la longitud de onda de la luz emitida o reflejada por la muestra y NA es la
apertura numérica del objetivo de microscopio empleado. La distancia Dr es la minima
separacion a la cual podrian estar dos puntos emisores de luz para poder ser distinguibles

por medio del microscopio.

Por otro lado, los microscopios convencionales no son capaces de obtener secciones
Opticas de muestras tridimensionales, esto es, para una posicion de foco de la muestra,
la imagen contendra la correspondiente imagen del plano focal junto con la luz
desenfocada proveniente de los planos fuera de foco. Este hecho hace que las imagenes
convencionales posean poco contraste, especialmente cuando se emplean objetivos de

alta apertura numérica ya que su profundidad de foco es muy reducida.
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Existen distintos sistemas capaces de mejorar la resolucion transversal y de obtener
seccionado Optico. El seccionado 6ptico, por ejemplo, es posible obtenerlo mediante un
microscopio confocal de barrido. En dicho microscopio, la muestra se ilumina con un
"spot” limitado por difraccion y la luz emitida o reflejada por la muestra se proyecta sobre
un estenope de dimensiones micrométricas. La luz que atraviesa el estenope llega a un
detector de éarea extensa y corresponde a un pixel de la imagen confocal. La luz
proveniente de los planos fuera de foco es bloqueada por el estenope. Para obtener una
imagen es necesario realizar un barrido de la muestra. Este tipo de microscopio posee
capacidad de seccionado 6ptico pero no mejora la resolucién transversal. Ademas, posee
ciertos problemas como es el blanqueo de los tintes fluorescentes al tener que concentrar

la luz en un spot limitado por difraccién.

Por otro lado, existen sistemas de iluminacion estructurada que permiten obtener mejora
en resolucion y/o seccionado Optico. Para ello, proyectan un patrén de iluminacién
extenso sobre la muestra. Dicho patrén es tipicamente un coseno generado mediante la
interferencia de dos ondas planas. Para poder obtener una imagen superresuelta, es
necesario desplazar el patrén de iluminacién sucesivas veces ademdas de rotarlo en
distintas direcciones. Ademas, es necesario aplicar una gran cantidad de operaciones
computacionales de post-procesado con el fin de obtener la imagen final. Estos sistemas
requieren de un total de entre 9y 75 imagenes que se combinan mediante operaciones
matematicas y requiere del conocimiento con alta precision de los parametros del patréon
de iluminacion. Los resultados obtenidos con este tipo de sistemas dependen altamente
de las operaciones de post-procesado; dando lugar en ocasiones a artefactos en la

imagen.

En [1] y [2] se describen microscopios que también permiten obtener superresolucion y
seccionado Optico mediante operaciones complejas de post-procesado de una gran
cantidad de imagenes de una muestra (15, como minimo), obtenidas también rotando (al
menos tres veces) un patron de iluminacion estructurada periédico, Gnicamente en una
direccion transversal y en la direccion axial, que es aplicado sobre una muestra. Las
imagenes se obtienen mediante una captura de campo amplio, es decir que cada una de
las imagenes es una imagen bidimensional compuesta por NxN pixeles, y las
operaciones de post-procesado implican la ejecucién de un algoritmo computacional de
reconstruccién que necesita, entre otras cosas, detectar la frecuencia del patron, los
desplazamientos de fase, el tamafio de la funcién de transferencia 6ptica y la direccion
del patron de iluminacion. Sin embargo, este método requiere tiempo para realizar la

reconstruccion computacional dado que no se obtiene directamente al realizar la captura.
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De manera similar, en [3] se propone un microscopio basado en la obtenciéon de multiples
imagenes bidimensionales, obtenidas también mediante una captura de campo amplio,
tras rotar y desplazar lateralmente un patrén de iluminacion (periédico en una direccion
transversal y en la direccion axial), y un complejo algoritmo de procesado de imagenes

gue puede alcanzar tiempos de cémputo elevados.

Aparece necesario, por tanto, ofrecer una alternativa al estado de la técnica que cubra
las lagunas halladas en el mismo, mediante la proporcién de un microscopio que permita
obtener tanto una imagen superresuelta, es decir de una gran resolucion transversal,
como seccionado Optico, sin la necesidad de aplicar ninguna operacién de post-

procesado ni de rotar el patrén de iluminacién.

Explicacién de la invencion

Con tal fin, la presente invencién concierne a un microscopio 6ptico por fluorescencia;

gue comprende:

- un objetivo de microscopio Optico cuyo eje de simetria, llamado eje dptico, define una

primera direccién o direccion principal de propagacién de la luz;

- un soporte (tal como una platina) para soportar una muestra tintada con un tinte
fluorescente; para que quede dispuesta en el plano focal objeto del objetivo de
microscopio 6ptico, o en el rango axial definido por la profundidad de campo de dicho

objetivo de microscopio Optico;

- medios de iluminacion estructurada configurados y dispuestos para proyectar sobre una
muestra situada en el soporte un patrén de iluminacion periddico en dos direcciones
transversales ortogonales entre si, mediante la generacién y proyeccion sobre el
diafragma de apertura del objetivo de microscopio optico de al menos cuatro fuentes de
luz puntuales, distanciadas espacialmente entre si, que generen y proporcionen al menos
cuatro ondas planas cuya direccion de propagacion equidista angularmente, o
sustancialmente equidista angularmente (es decir, con una tolerancia en cuanto a
desviacién angular de +5%), de dicha primera direccién del eje éptico del objetivo de

microscopio optico, cuya interferencia resulte en el citado patrén de iluminacién;

- un sistema de barrido configurado y dispuesto para proporcionar un desplazamiento
relativo del soporte, y por tanto de la muestra soportada por la misma, con respecto al

patron de iluminacion, para adoptar diferentes posiciones de barrido; y

- medios de obtencién de imagenes, que comprenden:
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- al menos un detector de luz configurado y dispuesto sobre un plano conjugado
del plano objeto del objetivo de microscopio 6ptico, para detectar secuencialmente luz
fluorescente emitida por al menos dos porciones de la muestra, en dos respectivas de
dichas posiciones de barrido, al interaccionar con la luz del patrén de iluminacion,
colectada a través del objetivo de microscopio Optico segin una segunda direccion del

eje Optico del objetivo de microscopio Optico, opuesta a la primera direccion; y

- medios de formacién de imagenes configurados y dispuestos para formar una
imagen de al menos dos pixeles, a partir de la intensidad luminica existente en la luz
fluorescente detectada por el detector de luz, que es al menos uno, para cada una de las

al menos dos porciones de la muestra, una por pixel.

Para un ejemplo de realizacién, el detector de luz es un sensor de imagen configurado y
dispuesto para detectar secuencialmente,; en un area de deteccion comun formada por
uno o mas elementos fotodetectores del sensor de imagen, la luz fluorescente emitida
por cada una de las dos 0 mas porciones de la muestra, estando los medios de formacion
de imagenes configurados y dispuestos para integrar la intensidad luminica existente en
el area de detecciébn comun en un valor de intensidad por posicién de barrido, para formar
cada pixel de la citada imagen. Para una implementacion de este ejemplo de realizacion,
el sensor de imagen es multipixel, donde cada pixel esta formado por uno o mas de dichos

elementos fotodetectores.

Para un ejemplo de realizacion alternativo, el detector de luz es un detector de area
extensa, y los medios de obtencion de imagenes comprenden ademas un estenope
configurado y dispuesto; entre el objetivo de microscopio O6ptico y el detector de area
extensa, para que el detector de &rea extensa detecte secuencialmente la luz
fluorescente que pase por el estenope y que es emitida por cada una de las dos o mas
porciones de la muestra, estando los medios de formacién de imagenes configurados y
dispuestos para formar cada pixel de la imagen con los respectivos valores de intensidad

luminica detectados por el detector de area extensa para cada posicion de barrido.

En cualquier caso, la deteccion realizada mediante el detector de luz del microscopio del
primer aspecto de la presente invencion es una deteccién que puede denominarse como
de tipo puntual, ya se realiza o bien por medio de un estenope o bien empleando unos
pocos pixeles de un sensor de imagen, de forma que en cada captura se registra
Unicamente la imagen de un punto, entendiéndose como "punto” el asociado a cada valor
de intensidad luminica obtenido por posicién de barrido, ya sea integrando la intensidad

luminica existente en el area de detecciébn comun, para el ejemplo de realizacion que
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incluye un sensor de imagen, o directamente el valor de intensidad luminica detectado
por el detector de area extensa para cada posicion de barrido, para el ejemplo de

realizacion que incluye tal detector de area extensa y un estenope.

Segun un ejemplo de realizacion preferida, los medios de iluminacion estructurada estan
configurados y dispuestos para la generacion y proyeccion sobre el diafragma de apertura
del objetivo de microscopio Optico de las al menos cuatro fuentes de luz puntuales, segln
una distribucion de intensidades coherente, formando respectivos vectores de posicion
gue parten del centro del diafragma de apertura del objetivo de microscopio éptico y que

estan distanciados angularmente entre si por unos angulos relativos de 90°.

Se considera como 6ptimo un nimero de cuatro fuentes de luz puntuales, dada la
localizacion de los 6rdenes resultantes al interaccionar con la muestra, que permite doblar

la resolucion en los ejes X e Y, vy, a su vez, obtener capacidad de seccionado 6ptico.

No obstante, la presente invencion también contempla unos ejemplos de realizacién para
los que el nimero de fuentes de luz puntuales es distinto a cuatro, lo cual generaria
distintas geometrias resultantes al interaccionar con la muestra. Por ejemplo, se podria
aumentar el nimero de fuentes de luz puntuales en las direcciones diagonales (es decir
cuyas proyecciones sobre el diafragma del objetivo forman vectores de posicién a 45°
con respecto a cada uno de los demas vectores de posicién contiguos, y con una
frecuencia cercana a la frecuencia de corte) y de esta forma conseguir un aumento en

resoluciéon no sélo en X e Y, si no en direcciones transversales.

Con el fin de optimizar los resultados obtenidos en cuanto a resolucion transversal,
permitiendo obtener el doble de la obtenida con los microscopios convencionales, de
manera preferida, el médulo de cada uno de los citados vectores de posicion es igual o
sustancialmente igual al radio del diafragma de apertura del objetivo de microscopio
optico, extendiéndose asi el ancho de banda del microscopio al limite de la técnica, esto

es, al doble de la resolucidon de un sistema convencional.

Para un ejemplo de realizacién el objetivo de microscopio O6ptico y el soporte estan
configurados y dispuestos para que, en uso, la luz emitida por cada una de las dos o0 mas
porciones de la muestra, colectada a través del objetivo de microscopio oOptico, produzca
en el diafragma de apertura del mismo un patron de distribucion de intensidades
incoherente formado por nueve componentes frecuenciales, que es proporcional al

moédulo cuadrado del patrén de iluminacion.
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De acuerdo a un ejemplo de realizacién, el sistema de barrido esta configurado y
dispuesto para que el citado desplazamiento relativo sea un desplazamiento transversal

al eje optico del microscopio segun al menos una primera direccién transversal.

Para otro ejemplo de realizacién, el sistema de barrido esta configurado y dispuesto para
gue el desplazamiento relativo incluya también, ademas del desplazamiento segin una
primera direccién transversal, un desplazamiento axial a lo largo del eje optico del
microscopio, para obtener una imagen, formada por parte de los medios de formacion de

imagenes, correspondiente a un corte meridional de la muestra.

Ventajosamente; el sistema de barrido esta configurado y dispuesto para que el
desplazamiento relativo sea un desplazamiento transversal al eje optico del microscopio
segin también una segunda direccidn transversal ortogonal a la primera direccion

transversal.

De acuerdo a otro ejemplo de realizacion, el sistema de barrido esta configurado y
dispuesto para que el desplazamiento relativo incluya también, ademas del
desplazamiento segln una primera y una segunda direcciones transversales, un
desplazamiento axial a lo largo del eje 6ptico del microscopio, para obtener una imagen
tridimensional de la muestra, formada mediante los medios de formaciéon de imagenes, a
partir de unas secciones 6pticas de la misma. Al realizar el mencionado desplazamiento
relativo axial se enfoca una parte distinta de la muestra a la vez que otras posiciones
pasan a estar fuera de foco. En microscopia convencional, sobre el plano del sensor de
imagen se tendria la suma de las intensidades del plano de foco junto con la del resto de
planos que se encuentras fuera de foco. Sin embargo, dado que el microscopio propuesto
por el primer aspecto de la presente invencién proporciona seccionado Optico, una vez
realizado el barrido, en la imagen final se captura exclusivamente la luz proveniente de

cada uno de los planos de foco, eliminando la informacion desenfocada.

Segln un ejemplo de realizaciéon, el microscopio del primer aspecto de la presente
invencion comprende ademas una lente de tubo dispuesta entre el objetivo de
microscopio optico y el detector o detectores de luz y configurado para conjugar el plano
focal objeto del objetivo de microscopio 6ptico a su distancia focal, proporcionando el

arriba mencionado plano conjugado.

Para otro ejemplo de realizacion, el microscopio comprende ademas al menos un filtro
dicroico configurado y dispuesto para dirigir, segun la citada primera direccién, luz con
una longitud de onda de iluminacién, que es generadora de las al menos cuatro fuentes

de luz puntuales, hacia el diafragma de apertura del objetivo de microscopio optico, y
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para dirigir hacia el detector o detectores de luz, segun la citada segunda direccion,
exclusivamente la luz fluorescente colectada por el objetivo de microscopio Optico, que
tiene una longitud de onda superior a la longitud de onda de iluminacién, bloqueando el

paso de luz con la longitud de onda de iluminacion hacia el detector o detectores de luz.

Dado que el tamafio del pixel de la imagen final formada viene dado por el paso elegido
para realizar el barrido de la muestra, con el fin de observar la mejora en resolucion dicho
paso debe ser inferior a la cuarta parte del limite de resolucién del objetivo de microscopio
Optico, por lo que, para un ejemplo de realizacién preferido, el sistema de barrido esta
configurado y dispuesto para proporcionar el desplazamiento relativo con un paso de
barrido inferior a la cuarta parte del limite de resolucion del objetivo de microscopio Optico,
de manera que no se solapen las porciones de la muestra dentro del area de deteccion

comun.

El microscopio propuesto por el primer aspecto de la presente invencidn permite alcanzar
resoluciones laterales por debajo del limite dado por la difraccion, pudiendo llegar a
doblar la resolucién transversal de un microscopio convencional. Simultdneamente, el
microscopio presenta capacidad de seccionado éptico, es decir, elimina la luz proveniente

de los planos situados fuera de foco en muestras 3D.

La presente invencidn también concierne, en un segundo aspecto, a un método para la

obtencion de imagenes de microscopia 6ptica por fluorescencia;, que comprende:

- proyectar sobre una muestra tintada con un tinte fluorescente y dispuesta en el plano
focal objeto de un objetivo de microscopio Optico, o en el rango axial definido por la
profundidad de campo de dicho objetivo de microscopio 6Optico, un patrén de iluminacion
periddico en dos direcciones transversales ortogonales entre si, mediante la generacion
y proyeccidén sobre el diafragma de apertura del objetivo de microscopio Optico de al
menos cuatro fuentes de luz puntuales, distanciadas espacialmente entre si, que generen
y proporcionen al menos cuatro ondas planas cuya direccién de propagacion equidista
angularmente; o sustancialmente equidista angularmente (es decir, con una tolerancia en
cuanto a desviacion angular de +5%), de una primera direccion del eje éptico del objetivo

de microscopio 6ptico, cuya interferencia resulte en el citado patron de iluminacion;

- proporcionar un barrido que incluye un desplazamiento relativo de la muestra con

respecto al citado patrén de iluminacién, para adoptar diferentes posiciones de barrido;

- detectar secuencialmente; en un plano conjugado del plano objeto del objetivo de
microscopio Optico, luz fluorescente emitida por al menos dos porciones de la muestra,

en dos respectivas de dichas posiciones de barrido, al interaccionar con la luz del patron

[«]
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de iluminacién, colectdndola a través del objetivo de microscopio Optico segin una

segunda direccion opuesta a la primera direccion; y

- formar una imagen de al menos dos pixeles, a partir de la intensidad luminica existente
en la luz fluorescente detectada para cada una de las al menos dos porciones de la

muestra, una por pixel.

El método del segundo aspecto de la presente invencion esta adaptado para realizar las
distintas etapas del mismo utilizando el microscopio propuesto por el primer aspecto de

la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Las anteriores y otras ventajas y caracteristicas se comprenderan mas plenamente a
partir de la siguiente descripcion detallada de unos ejemplos de realizacién con referencia

a los dibujos adjuntos, que deben tomarse a titulo ilustrativo y no limitativo, en los que:

La Figura la muestra un esquema del montaje del microscopio propuesto por el primer
aspecto de la presente invencion, para un ejemplo de realizacién para el que el detector

de luz de éste comprende un sensor de imagen o detector pixelado.

La Figura 1b muestra un esquema del montaje del microscopio propuesto por el primer
aspecto de la presente invencion, para un ejemplo de realizacién para el que el detector

de luz de éste comprende un estenope y un detector de area extensa.

La Figura 2 muestra un esquema de la iluminacion empleada sobre el diafragma de
apertura del objetivo del microscopio propuesto por el primer aspecto de la presente
invencidn, para un ejemplo de realizacion para el que el médulo de cada uno de los cuatro
vectores de posicion de la proyeccion sobre el diafragma de apertura de las cuatro
fuentes de luz puntuales es igual o sustancialmente igual al radio del diafragma de

apertura del objetivo de microscopio 6ptico.

Figura 3. (a) Simulacién del patron resultante de la interaccion entre la iluminacion
propuesta y una muestra fluorescente plana y uniforme, que es muy similar a la
interferencia producida entre las cuatro ondas planas (que es la raiz cuadrada de dicha
distribucion de intensidad). (b) Representacion de los 9 érdenes de coleccion sobre el

diafragma de apertura.

Figura 4. llustracion de la distribucion de intensidades sobre el sensor de imagen del
esquema de la Figura 1a, para tres posiciones de barrido en una de las direcciones

transversales. El cuadrado blanco representa el area de deteccion comun en la cual la

(o}



10

15

20

25

30

intensidad de la luz fluorescente detectada por cada uno de los pixeles contenidos en la

misma se suma para obtener un pixel de la imagen final.

Figura 5 Caélculo de la forma tridimensional de la funcién de transferencia Optica de
(izquierda) un microscopio convencional y (derecha) el microscopio propuesto por lla

presente invencion.

Figura 6. Resultados obtenidos mediante la simulacion de formacion de imagenes
mediante un microscopio convencional (superior) y el microscopio propuesto por la
presente invencién (inferior). Dichos resultados se corresponden con (izquierda) la
respuesta impulsional del sistema, (centro) la OTF transversal y (derecha) la imagen de

un test USAF 1951.

Figura 7. Resultados experimentales del barrido transversal de una nanoparticula de oro
empleando un prototipo del microscopio propuesto por la presente invencién y un
microscopio convencional. Como puede verse, la respuesta impulsional del microscopio
propuesto por la presente invencion (b) es el doble de estrecha que la de un microscopio

convencional (a).

Figura 8 Medidas resultantes del barrido axial de una lamina fluorescente plana mediante
un microscopio convencional (a) y mediante el microscopio propuesto por la presente
invencion (b). Como puede verse, el microscopio propuesto por la presente invencion
posee capacidad de seccionado 6ptico ya que elimina la luz de los planos de la muestra

gue no son el plano de foco.

Descripcion detallada de unos ejemplos de realizacion

En las Figuras lay 1b se ilustran dos posibles esquemas del microscopio propuesto por
la presente invencion, para dos correspondientes ejemplos de realizacion, para los que

el microscopio comprende los siguientes componentes:

(1) Una fuente puntual de luz laser total o parcialmente coherente. Dicha fuente puntual
se puede obtener con un laser acoplado a una fibra y emplear la salida de la fibora como

fuente puntual o bien con un laser en el espacio libre focalizado:

(2) Un elemento optico (difractivo o refractivo) capaz de generar cuatro o mas fuentes de
luz puntuales virtuales coherentes entre si a partir de la iluminacion con una Unica fuente
puntual. En funcion del ejemplo de realizacion podria emplearse una piramide de vidrio

cuyo vértice coincida con el eje Optico, una red de difraccion cuadrada en la que se

AN



10

15

20

25

30

filtrasen o6rdenes superiores o0 moduladores espaciales de luz controlados

electrénicamente; o cualquier otro elemento 6ptico capaz de cumplir la funcion descrita.

(3) Una lente colimadora situada a su distancia focal con respecto a la fuente puntual de

luz laser.

(4) Una lente de proyeccion que focalice la fuente (o fuentes) puntuales sobre el

diafragma de un objetivo de microscopio optico (6).

(5) Un filtro dicroico o juego de filtros cuyo fin es iluminar empleando la longitud de onda
del laser, es decir dirigir hacia el diafragma de apertura del objetivo Optico (6), segun una
primera direccion, la luz emitida por el laser, y colectar exclusivamente la luz emitida por
la muestra, es decir dirigir hacia el detector de luz, segun una segunda direccion,
exclusivamente la luz fluorescente colectada por el objetivo Optico 6, que tiene una
longitud de onda superior a la longitud de onda de iluminacion, bloqueando el paso de la

luz laser.

(6) Objetivo de microscopio 6ptico empleado para iluminar la muestra y colectar la luz

emitida por la misma.

(7) Sistema de barrido de la muestra: Este sistema puede ser de barrido mecanico, es
decir, un aparato que permita desplazar la muestra con alta precision (por debajo de 50
nm). Podria emplearse también un sistema de barrido del haz en lugar de la muestra, es
decir, un juego de espejos galvanométricos de alta precision (no ilustrados). En este

ultimo caso este elemento se situaria entre el filtro dicroico (5) y el objetivo de microscopio
(6).

(8) Lente de tubo que permite conjugar el plano focal objeto del objetivo a su distancia

focal (entre 160 mm y 300 mm).

(9a), (9b). Detector de luz que forma parte de unos medios de formacién de imagenes y
gue esta configurado y dispuesto sobre un plano conjugado del plano objeto del objetivo
de microscopio O6ptico (6), para detectar secuencialmente luz fluorescente emitida por
diferentes porciones de dicha muestra, en unas respectivas posiciones de barrido, al
interaccionar con la luz del patron de iluminacion, colectada a través del objetivo dptico

(6) segun la referida segunda direccion.

(10) Platina para soportar una muestra tintada con un tinte fluorescente; para que quede

dispuesta en las inmediaciones del plano focal objeto del objetivo de microscopio 6ptico

(6).
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Para el ejemplo de realizacion de la Figura 1a, el detector de luz (9a) es un sensor de
imagen (tal como una camara digital) configurado y dispuesto para detectar
secuencialmente; en un area de deteccibn comudn formada por uno o mas elementos
fotodetectores o pixeles del mismo, la luz fluorescente emitida por cada una de las
porciones de la muestra, estando los medios de formacién de imagenes configurados y
dispuestos para integrar la intensidad luminica existente en un area de deteccién comun
en un valor de intensidad por posicion de barrido, para formar cada pixel de la imagen de

la muestra.

En la Figura 4 se ilustra la distribucion de intensidades sobre el sensor de imagen (9a)
del esquema de la Figura la, para tres posiciones de barrido en una de las direcciones
transversales, segun la direccion indicada por la referencia Db. El cuadrado blanco
representa la arriba denominada como area de deteccién comun, en la cual la intensidad
de la luz fluorescente detectada por cada uno de los pixeles contenidos en la misma se

suma para obtener un pixel de la imagen final.

Para el ejemplo de realizacién de la Figura 1b, el detector de luz (9b) es un detector de
area extensa, y los medios de obtencién de imagenes comprenden ademas un estenope
(11) configurado y dispuesto, entre el objetivo éptico (6) y el detector de area extensa
(9b), para que el detector de area extensa (9b) detecte secuencialmente la luz
fluorescente que pase por el estenope (11) y que es emitida por cada una de las distintas
porciones de la muestra, estando los medios de formacién de imagenes configurados y
dispuestos para formar cada pixel de la imagen de la muestra con los respectivos valores
de intensidad luminica detectados por el detector de area extensa (9b) para cada posicion
de barrido. El estenope es preferentemente de dimensiones micrométricas (entre 1-50

pm) y esté situado sobre el plano focal de la lente de tubo (8).

Para que el microscopio permita doblar la resolucién lateral y tenga seccionado o6ptico,
en lugar de iluminar la muestra con luz uniforme (como es propio de los microscopios
convencionales) ésta se ilumina mediante el patrén resultante de la interferencia de
cuatro ondas planas. Dichas ondas planas interfieren de tal manera que su vector de
onda forma un angulo con el eje 6ptico que dependera de la apertura numérica y cuya
proyeccién transversal vendra dada por vectores ortogonales (cada proyeccién
transversal del vector de onda esta separada 90 grados con respecto al vector contiguo).
Una forma sencilla de conseguir este patrén de iluminaciéon es realizando la imagen de
cuatro fuentes de luz puntuales y coherentes entre si sobre el diafragma de apertura del
objetivo de microscopio. Dichas fuentes se conseguirian realizando la imagen de las

fuentes puntuales virtuales generadas con el elemento (2) del montaje. Con el fin de
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obtener los angulos relativos deseados entre las ondas planas en el plano objeto, los
vectores de posicidn con respecto al centro del diafragma de cada una de las fuentes
puntuales de luz deben formar angulos de 90, 180y 270° con el resto, tal como se ilustra
en la Figura 2, que muestra al diafragma de apertura con cuatro vectores posicionales
gue parten del centro del diafragma de apertura y finalizan en unos respectivos circulos
gue representan las proyecciones de las cuatro fuentes de luz puntuales u 6rdenes de
iluminacién. Cuanto mayor sea el mddulo del vector de posicién de dichas fuentes con
respecto al centro del diafragma, mayor sera el angulo que formen las ondas planas con
respecto al eje optico en el espacio objeto. Para el caso ilustrado en la Figura 2, el médulo

es casi igual al radio del diafragma de apertura.

Mediante el mencionado patrén estructurado, se ilumina una muestra fluorescente: Dicha
muestra interacciona con la luz coherente del patron emitiendo de forma incoherente,

seglin se explica matematicamente a continuacion.

Las ondas planas generadas en el espacio objeto representan una distribucion de
intensidades coherente que se puede representar matematicamente de la siguiente

forma:

S(X, Y)' = gpAX + e~pAX + e~pAy + e~jnAY,
Donde A es el modulo del vector que define la posicién de las fuentes puntuales en el
plano de la pupila. Al interaccionar con una muestra fluorescente con una distribucion

espacial de fluoroforos 3Jix,») , se genera una distribuciéon de intensidades incoherente

que se puede expresar como:

1Ge,) =|see )| O y) =

:[4+ej27rAx o MR | Iy | = 27y o IPA(KHY) o e () E oA tey) el Yo x| ).

Como puede verse, la interferencia de las 4 ondas planas coherentes da lugar a una
distribucién de intensidades incoherente con nueve componentes y, por tanto, en el
espacio de Fourier se tendran nueve 6rdenes correspondientes a cada una de dichas

componentes.

Por tanto, si se considera una muestra fluorescente uniforme y delgada, la luz resultante
de la interaccién entre iluminaciéon y muestra no es mas que una intensidad proporcional
al modulo cuadrado del patron coherente. El objetivo (6) empleado para iluminacion
colecta la luz emitida por la muestra (de longitud de onda superior a la luz de iluminacion).
La luz colectada, al ser proporcional al moédulo cuadrado del patron de iluminacion,

produce un patron de 9 componentes frecuenciales de colecciéon en el diafragma de
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apertura a las que se denominara como 6rdenes de coleccién, tal como se ilustra en la
vista (b) de la Figura 3. Dichos érdenes de coleccién aparecen ademas de en las mismas
posiciones que los 6rdenes de iluminacion (es decir de las proyecciones de las cuatro
fuentes de luz puntuales) y uno posicionado en el centro del diafragma de apertura, en
posiciones intermedias a 45° (a las que se denominara como 6rdenes mixtos) y con un
vector de posicion con respecto al centro con un modulo igual a la mitad que los de
iluminacion. Para optimizar el microscopio, el médulo de los vectores de posicién de los
vectores de mayor médulo debe ser igual al radio del diafragma de apertura. Si se realiza
la imagen de la muestra fluorescente uniforme y plana sobre un detector pixelado (9a) se
observara un patrén cuyo aspecto es de malla de puntos, segun se ilustra en la vista (a)
de la Figura 3. La interferencia producida entre las 4 ondas es muy similar a la ilustrada

en dicha vista (a) de la Figura 3.

La malla de puntos podra observarse en el detector pixelado (9a) o sera proyectada sobre
un estenope (11) situado frente a un detector de area extensa (9b) (haciendo coincidir un
maximo de intensidad de la malla con el centro del estenope (11). En el caso del detector
pixelado (9a), se podra seleccionar una subregibn con un numero de pixeles
relativamente bajo, de forma que se integre la intensidad de los pixeles de dicha
subregion en un Unico valor. Teniendo esto en cuenta, se colocara una muestra con el
debido tinte fluorescente en el plano focal objeto del objetivo de microscopio 6ptico (6).
Para una determinada posiciéon de la muestra, se obtendra una sefial de intensidad, bien
mediante la integracién de pixeles mencionada o mediante el detector de area extensa
(9b). Dicho valor de intensidad se corresponde con la posicion relativa de la muestra y la
iluminacion. Para poder obtener una imagen, se desplazara sucesivamente la muestra
empleando; por ejemplo, un sistema de posicionamiento piezoeléctrico (7) conectado a
la platina (10), o bien la iluminacién mediante un sistema de espejos galvanométricos (no
ilustrados). Para cada posicién de la muestra o de la iluminacién, a la que se denominara
como posicién de barrido, se obtendra un valor de intensidad que corresponde a un pixel
de la imagen final, debidamente posicionado acorde con las posiciones de barrido. Dicho
barrido puede ser (1) transversal: es decir, perpendicular al eje 6ptico para obtener un
plano de foco de la muestra, (2) transversal y axial: barriendo la muestra en una direccién
transversal y en la direccién del eje 6ptico, o (3) tridimensional: se realiza una sucesion
de barridos trasversales 8en dos direcciones ortogonales entre si) para distintas
posiciones axiales de la muestra que, mediante el software adecuado, pueden compilarse

en una representacion tridimensional de intensidades de la imagen de la muestra.
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El microscopio propuesto por la presente invencion, mediante la combinacién de una
iluminacion estructurada adecuada y el barrido de la muestra permite doblar la resolucion
transversal con respecto a un microscopio convencional asi como le otorga capacidad de
seccionado Optico. Esto puede entenderse estudiando la transmision de frecuencias
especiales del espacio objeto al espacio imagen. En un microscopio convencional, dicha
transmision ocurre en una banda de frecuencias espaciales limitada por la funcién
tridimensional conocida como funcion de transferencia 6ptica (OTF). Dicha funcion tiene
forma de toroide e indica que las frecuencias espaciales del objeto que se encuentren en
su interior, pasaran del objeto a su correspondiente imagen (ver Figura 5). Por un lado,
la forma transversal de esta funcion esta estrechamente relacionada que el tamafio del
diafragma de apertura del objetivo de microscopio y la distancia focal del mismo (es decir,
por la apertura numérica). Por otro lado, el hecho de que los microscopios convencionales
carezcan de seccionado Optico se debe a la forma de esta funcién, ya que presenta un
cono vacio en la direcciéon de las frecuencias espaciales en la direcciéon axial lo cual

impide la transmision de detalles en volumen del objeto a su correspondiente imagen.

El microscopio propuesto por la presente invencion, una vez capturada una imagen
mediante el barrido de la muestra o de la iluminacién, posee una OTF distinta a la de un
microscopio convencional. De hecho, su OTF viene dada por 9 de réplicas de la OTF
convencional situadas sobre las posiciones del espacio de frecuencias espaciales dadas
por los 6rdenes de coleccién en el diafragma de apertura del objetivo de microscopio: Si
las fuentes puntuales de iluminacién estan situadas fisicamente en los extremos del
diafragma de apertura, entonces el ancho de banda de la OTF del microscopio propuesto
serd el doble que el de un microscopio convencional, es decir, tendra el doble de
resolucion. Ademas, las réplicas de la OTF desplazadas a las posiciones dadas por los
ordenes mixtos permiten llenar el cono de perdidas, es decir, dotan al microscopio de

capacidad de seccionado 6ptico.

En la Figura 6 se presentan resultados simulados de la funcionalidad del microscopio
propuesto por la presente invencion. Dichos calculos corresponden con la imagen
convencional y con la imagen obtenida empleando el microscopio propuesto mediante el
barrido transversal de un U(nico punto (conocido normalmente como respuesta
impulsional) y de un test de resolucion USAF 1951. La respuesta impulsional trasversal
esta directamente relacionada con la resoluciéon del microscopio y su transformada de
Fourier es la OTF transversal, presentada asimismo en la Figura 6. Como puede
observarse, la OTF del microscopio propuesto dobla el ancho de banda con respecto a

un microscopio convencional. Esto puede observarse igualmente en la imagen del test

AC



10

15

USAF 1951, en la que el microscopio propuesto posee el doble de resolucién que el
microscopio convencional (una mejora en resolucion de un grupo, es decir, seis

elementos del test).

Ademads, se presentan resultados preliminares obtenidos mediante un prototipo del
microscopio propuesto por el primer aspecto de la presente invencién. En la Figura 7 se
presenta la imagen de una nanoparticula de oro empleando un objetivo 50x NA=0.6 tanto
para el caso de un microscopio convencional (a) como para el propuesto por la presente
invencién (b). Como puede verse, la respuesta impulsional obtenida mediante esta
medida es aproximadamente la mitad de estrecha en el microscopio propuesto, es decir,
el microscopio propuesto por la invencidn posee el doble de resolucién que le

convencional.

Por otro lado, se prueba la capacidad de seccionado 6ptico mediante el barrido axial de
una lamina fluorescente plana, tanto para el caso convencional (a) como con el
microscopio de iluminacion estructurada de barrido (b), mostrandose en la Figura 8 las

medidas resultantes de tal barrido axial de una lamina fluorescente plana.

Un experto en la materia podria introducir cambios y modificaciones en los ejemplos de
realizacion descritos sin salirse del alcance de la invencion segin esta definido en las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1.- Microscopio Optico por fluorescencia, que comprende:

- un objetivo de microscopio 6ptico (6) cuyo eje de simetria, llamado eje 6ptico, define

una primera direccion o direccion principal de propagacion de la luz;

- un soporte (10) para soportar una muestra tintada con un tinte fluorescente; para que
guede dispuesta en el plano focal objeto de dicho objetivo de microscopio Optico (6), 0 en
el rango axial definido por la profundidad de campo de dicho objetivo de microscopio

Optico (6);

- medios de iluminacién estructurada configurados y dispuestos para proyectar sobre una
muestra situada en dicho soporte (10) un patron de iluminacién periédico en dos
direcciones transversales ortogonales entre si, mediante la generacion y proyeccion
sobre el diafragma de apertura de dicho objetivo de microscopio O6ptico (6) de al menos
cuatro fuentes de luz puntuales, distanciadas espacialmente entre si, que generen y
proporcionen al menos cuatro ondas planas cuya direccién de propagacion equidista, o
sustancialmente equidista, angularmente de dicha primera direccién del eje 6ptico del
objetivo de microscopio O6ptico (6), cuya interferencia resulte en dicho patron de

iluminacion;

- un sistema de barrido (7) configurado y dispuesto para proporcionar un desplazamiento
relativo de dicho soporte (10), y por tanto de la muestra soportada por la misma, con

respecto a dicho patron de iluminacién, para adoptar diferentes posiciones de barrido; y
- medios de obtencién de imagenes, que comprenden:

- al menos un detector de luz configurado y dispuesto sobre un plano conjugado
del plano objeto del objetivo de microscopio 6ptico (6), para detectar secuencialmente luz
fluorescente emitida por al menos dos porciones de dicha muestra, en dos respectivas
de dichas posiciones de barrido, al interaccionar con la luz del patron de iluminacion,
colectada a través de dicho objetivo de microscopio Optico (6) segin una segunda
direccion del eje oOptico del objetivo de microscopio Optico (6), opuesta a dicha primera

direccion; y

- medios de formaciéon de imagenes configurados y dispuestos para formar una
imagen de al menos dos pixeles, a partir de la intensidad luminica existente en la luz
fluorescente detectada por el detector de luz, que es al menos uno, para cada una de

dichas al menos dos porciones de la muestra, una por pixel.
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2.- NMicroscopio Ideaacuerdo:conélatreivindicacion11,2enzellqueldicholdetector ideUuz que
es al menos uno, es un sensor de imagen (9(a)) configurado y dispuesto para detectar
secuencialmente, en un area de deteccion comun formada por uno o mas elementos
fotodetectores de dicho sensor de imagen (9(a)), la luz fluorescente emitida por cada una
de dichas al menos dos porciones de la muestra, estando dichos medios de formacion
de imagenes configurados y dispuestos para integrar la intensidad luminica existente en
dicha &rea de deteccién comun en un valor de intensidad por posicion de barrido, para

formar cada pixel de dicha imagen.

3.- WMicroscopio Idedacuerdo:conélatreivindicacion 112enzeljqueldicholdetector Idetluzzesiun
detector de area extensa (9(b)), y dichos medios de obtencién de imagenes comprenden
ademas un estenope (11) configurado y dispuesto, entre el objetivo de microscopio optico
(6) y dicho detector de area extensa (9(b)), para que el detector de area extensa (9(b))
detecte secuencialmente la luz fluorescente que pase por el estenope (11) y que es
emitida por cada una de dichas al menos dos porciones de la muestra, estando dichos
medios de formacion de imagenes configurados y dispuestos para formar cada pixel de
dicha imagen con los respectivos valores de intensidad luminica detectados por el

detector de area extensa (9(b)) para cada posicion de barrido.

4.- WMicroscopio ddeaacuerdozcon.Junaccualquieraddeélastreivindicaciones 3anteriores, eenzel
gue los medios de iluminacién estructurada estan configurados y dispuestos para la
generacion y proyeccion sobre el diafragma de apertura del objetivo de microscopio
Optico (6) de dichas al menos cuatro fuentes de luz puntuales, segin una distribucion de
intensidades coherente; formando respectivos vectores de posicion que parten del centro
del diafragma de apertura del objetivo de microscopio 6Optico (6) y que estan distanciados

angularmente entre si por unos angulos relativos de 90°.

5.- Microscopio Ideaacuerdoconélatreivindicacion 44 2enzeljquezeltmoduloddescadadunolde
dichos vectores de posicién es igual o sustancialmente igual al radio del diafragma de

apertura del objetivo de microscopio 6ptico (6).

6.- -MMicroscopio ddeaacuerdo Ccon lélarereivindicacion 446655, een eel qque €el Oobjetivo dde
microscopio Optico (6) y el soporte (10) estan configurados y dispuestos para que, en uso,
la luz emitida por cada una de las al menos dos porciones de la muestra, colectada a
través del objetivo de microscopio 6ptico (6), produzca en el diafragma de apertura del
mismo un patron de distribucion de intensidades incoherente formado por nueve
componentes frecuenciales, que es proporcional al médulo cuadrado del patrén de

iluminacion.
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7.- WMicroscopio ddeaacuerdozconJunascualquieraddeélastreivindicaciones 3anteriores,eenzel
gue dicho sistema de barrido (7) esta configurado y dispuesto para que dicho
desplazamiento relativo sea un desplazamiento transversal al eje optico del microscopio

segun al menos una primera direccion transversal.

8.- WMicroscopio Idezacuerdo:conélatreivindicacion 772enzeljqueldichossistemaldedbarrido (7)
esta configurado y dispuesto para que dicho desplazamiento relativo sea un
desplazamiento transversal al eje 6ptico del microscopio segun también una segunda

direccion transversal ortogonal a dicha primera direccion transversal!

9.- ¥Microscopio Ideiacuerdo:conélatreivindicacion ’72enzeljqueldichos sistemalderbarrido (7)
esta configurado y dispuesto para que dicho desplazamiento relativo incluya también un
desplazamiento axial a lo largo del eje Optico del microscopio; para obtener una imagen,
formada por parte de dichos medios de formacién de imagenes, correspondiente a un

corte meridional de la muestra.

10.- VMicroscopio Ideaacuerdo:conélatreivindicacion 38 2enzeljqueldichos sistemaldedbarrido
(7) esta configurado y dispuesto para que dicho desplazamiento relativo incluya también
un desplazamiento axial a lo largo del eje Optico del microscopio, para obtener una
imagen tridimensional de la muestra, formada mediante dichos medios de formacién de

imagenes, a partir de unas secciones opticas de la misma.

11.- MMicroscopioldeaacuerdo >conJuna:cualquieraldeélastreivindicaciones 3anteriores,qque
comprende ademds una lente de tubo (8) dispuesta entre dicho objetivo de microscopio
Optico (6) y dicho detector de luz, que es al menos uno, y configurado para conjugar el
plano focal objeto del objetivo de microscopio Optico (6) a su distancia focal,

proporcionando dicho plano conjugado:

12.- MMicroscopio Ideaacuerdo >conJuna:cualquieraldeélaseéreivindicaciones 3anteriores,qque
comprende ademas al menos un filtro dicroico configurado y dispuesto para dirigir, segun
dicha primera direccion, luz con una longitud de onda de iluminacién, que es generadora
de dichas al menos cuatro fuentes de luz puntuales, hacia el diafragma de apertura del
objetivo de microscopio oOptico (6), y para dirigir hacia el detector de luz, que es al menos
uno, segun dicha segunda direccién, exclusivamente la luz fluorescente colectada por el
objetivo de microscopio Optico (6), que tiene una longitud de onda superior a dicha
longitud de onda de iluminacién, bloqueando el paso de luz con dicha longitud de onda

de iluminacién hacia el detector de luz.

13.- Microscopio de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el

gue dicho sistema de barrido (7) esta configurado y dispuesto para proporcionar dicho
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desplazamiento relativo con un paso de barrido inferior a la cuarta parte del limite de

resoluciéon del objetivo de microscopio 6ptico (6).

14.- Método para la obtencién de imagenes de microscopia Optica por fluorescencia, que

comprende:

- proyectar sobre una muestra tintada con un tinte fluorescente y dispuesta en el plano
focal objeto de un objetivo de microscopio 6ptico, o en el rango axial definido por la
profundidad de campo de dicho objetivo de microscopio 6ptico, un patrén de iluminacién
periédico en dos direcciones transversales ortogonales entre si, mediante la generacion
y proyeccion sobre el diafragma de apertura de dicho objetivo de microscopio 6ptico de
al menos cuatro fuentes de luz puntuales, distanciadas espacialmente entre si, que
generen y proporcionen al menos cuatro ondas planas cuya direccion de propagacion
equidista, o sustancialmente equidista, angularmente de una primera direccion del eje
Optico del objetivo de microscopio 6ptico, cuya interferencia resulte en dicho patrén de

iluminacion;

- proporcionar un barrido que incluye un desplazamiento relativo de dicha muestra con

respecto a dicho patron de iluminacion, para adoptar diferentes posiciones de barrido;

- detectar secuencialmente, en un plano conjugado del plano objeto del objetivo de
microscopio o6ptico, luz fluorescente emitida por al menos dos porciones de dicha
muestra, en dos respectivas de dichas posiciones de barrido, al interaccionar con la luz
del patrén de iluminacion, colectandola a través de dicho objetivo de microscopio 6ptico

segln una segunda direccién opuesta a dicha primera direccion; y

- formar una imagen de al menos dos pixeles, a partir de la intensidad luminica existente
en la luz fluorescente detectada para cada una de dichas al menos dos porciones de la

muestra, una por pixel.
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Figura 1a

Figura 1b
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Figura 2
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Figura 5
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Figura 6
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