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Esta guia describe la operacion béasica del microscopio conf@el 5 para
observacién de tejidam células montadas en vidrio @nmunohistoquimicamente
procesada@marcaje fluorescente de urdms y tres fluoréforos)

Este manuapretende cubrir todos los aspectos basicos de adquisicion de im&janes
embargo, si se requiere informacion rpascisa que no se incluya en la guda podra
solicitar asistencia tanto a la Técnicamo allnvestgador Académico responsalule

la Unidadpara recibir asesoria individual

Contactos Técnico ResponsablelIB . Miguel Tapia
Cubiculo C003, Planta Baja, Torre C. Sede Circuito Exterior.
Tel. 56229185

Investigador Responsable Dra. AngélicZepeda R.
Cubiculo C211, 2° piso, Torre C. Sede Circuito Exterior.
Tel. 56228222 ext. 46811



SOFTWARE

El software LSM 5 PASCAL, Versién 2.8 controla el microscopio, los laseres, el
mobdulo de escaneo, el proceso deuasicion, las herramientas de adquisicién y el
despliegue de las imagenes.

El software del microscopio confocatuenta con tres laseres de un fo{dn HeNe

543 y HeNe 63Bque permiten al usuario seleccionar entre longitudes den de

458, 488, 34, 543y 633nm, y el software LSM (propio de Zeiss) provee diversas
funciones para la adquisicion de imagenes, que incluye la adquisicién con diferentes
resoluciones de imagenes en 2D y 3D (X, Y, 2).

El software se puede operar empleando el mouseeclaldb de la computadora y se
usan de la misma manera en la que opera WINDOWS.

MICROSCOPIO

El microscopio cuenta con los siguientes juegos de filtros para observar las muestras
empleando la lampara de mercurio

1) Filtro FITC
Pase de banda de excitaciés0-490nm
Espejo Dicroico: FT 510
Emision: LP 515

2) Filtro DAPI (Las muestras marcadas con DAPI solo se podran observar al
microscopio, no con el sistema confocal)
Pase de banda de excitacion: 365nm
Espejo Dicréico: FT 35
Emision: LP 397

3) Filtro Rodamina
Pase de banda de excitacion: 546nm
Espejo Dicroico: FT 580
Emision: LP 590



ENCENDIDO DEL EQUIPO

1. Prender el equipo (conformado por el CPU, monitésetes microscopioy,
multi-punto) por medio de los 2 interruptores que se encuentran detras de la
puerta de entraddel cuarto del microscopita la izquierda del microscopio).
Ambos interruptores deberan estar en posicion I/ON.

2. En caso de que el microscopie sste en posicién de apagado, prenderlo por
medio del boton verde que se encuentra al lado derecho del estativo.

3. En caso de que la computadora esté apagada, petriciet)

4. Una vez encendida la computadora, esperar a que inicie el sistema operativo
Windows.

a. Aparecerd la ventané Be gi n . Presgpram SIimultdineamente la
combinacion de teclas Ctrl+Alt+Del
b. Aparecerda ventanai Ser vi ce Co ntbst@Ventamaosa ger 0
puede desplazar, sgiwesiore ENTER
c. Aparecerda la ventana L o g on i n f Presonartlai teclaiioO K 0
cuando se le solicite el usename / password (no teclear nada en los
campos). EI Ausernamed predeter mi nado
d. Apareceramdosventanas simultaneas:
.. eniEnt er net wo,lngresar éa paaweonfatal.123
seguido de latecla Enter. Esta ventana reaparece, volver a
ingresar la palabreonfocal.123seguido de la tecla Enter.
ii. lasegunda ventana desaparecera al ingresar el password anterior
Con esto se actualizarda la red interna del Instituto y podra guardar los datos
adauiridos en unidad de red correspondiente (X para la Sede de Circuito Escolar; W
para la Sede de Circuito Exterior) al término de la sesion.

5. Haga doble click en el iconBASCAL para iniciar el software que opera el

confocal y aparecera el panel de opemadioL SM 5 Pascal. Switch
Presione el icond On | i n e(emtasd @edue no est&gponado)y después
el botonii St ar tSa presiona AOffline modeo o t

funciones del sistema emtivo no esran disponibles y no podra hace
adquisicion de imagenes.
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6. Se abrirs |l a ventana AHar dwar e ini tial
reconozca todos los componentes del sistema.

OBSERVACION DE LA MUESTRA AL MICROSCOPIO

Asegurese de que el deslizante plateado que se encuentra al lado derecho del
microscopioe st ® e n VI®d (smetidoi hasta el fiondoParaubicar el campo

de interés a analizar en su muestra, emplem&mipo claro Para ello, se debera
presionar el boton HAL ubicado al lado derecho del estativo del microsfapio

foco correspondiente se@ende en color verdepe puede regular la cantidad de

luz por medio déa perilla que se encuentra al lado del botén de encendido

Nota: Antes de analizar una muestra en el confocal, se pide que los usuarios hayan
revisado que sus muestras efectivamemtesentan el marcaje de fluorescencia
esperadpya que el uso de la lampara de fluorescencia asociada al microscopio
confocal estara restringidoEn caso de no contar con un microscopio de



fluorescencia, los usuarigsodran emplear los microscopios dadiescenciagque
sen encuentran a su disposicion l@tnidad de Microscopia.

1. Seleccion del objetivo: El revolver de los objetivos NO se mueve manualmente.
Para evaluar su muesti@oloque la laminilla en la platineon el cubreobjetos
hacia arribasdeccione el objetivo 10ypresionado alguno de los 2 botorezs
arreglo horizontamarcados con puntas de flecha negpas se encuentraitel
lado derecho en lbase del estativdebajodel tornillo micrométrico;enfoque la
preparaciony siga los siguientgepasos para obtener una iluminaai@campo
clarouniforme (luminacion Koéhler).

a. Revise que el disco horizontal localizatiebajo dda plating que indica
el tipo de iluminacidon a emplear, esté en la posicién Del no ser asi,
gire el disco manualmés hasta dejarlo en epasicion.

b. Suba elcondensadorhasta el tope superior giraneéd tornillo negro
medianoque se encuentra debajo de la platina

c. Gire el disco pequefio vertical que se encuentra en el lado derecho de la
base del estativ@iafragma de campo)y cierre el campo visuadiasta
gue solo sevea la parte central de la muesfrpue quede iluminada
aproxmadamentéd/3 de la muestra)

d. Enfoque los bordes del diafragma ajustando la altura del condensador
hasta que los bordes del octdgono apareZztigios

e. Abra el diafragma de campo hastaque los bordes despacan del
campo visual

ADQUISICION DE IMAGENES

1. Prender los laseres que se vayan a emplear por medio de los interruptores
correspondientes

f. Encender el o los laseres He/Ne que se vayan aamgplndo hacia la
derecha la llave correspondientea fuente de alimentacién del laser
marcada corel No. inventario UNAM 105037%eneraluz verde de
543 nm (se usa para detectar fluor6foros como ioduro de propidio,
Rodamina, Texas Red, CY3, Alexa HuB46, etc) mientras que la
fuente de alimentacion del laser marcagaNo. inventario UNAM
1050376, generaluz roja de 633 nm(se usa para detectar fluoréforos
como Alexa Fluor 633, BODIPY, CY%tg . El foco rojo en cada caja
significa que el laser esta prendido.

g. Encender el laseir quegeneraluz azul-verde de longitudes de onda
de 458, 488 y 514 nm. Colocar el interrupfboton con la leyenda
Apwer epabll ao)dJwsy cposat grariladlavenalat e
posi do.Cuanddieste laser se enciende, se observa una luz
naranja debajo del ventilador y solo cuando la luz seorna morada,
el laser estara listo para usarse (Aprox. 5 min. desgs de haber sido
encendido)

2. Mueva el deslizante plateado ubicado al lado derecho del estativo del
microscopio a la posiciofi L SdM y a s e g %r elstwradod @utteq)u e e |
ubicado del lado derecho en la parte superior del estativo (entre los dos
deslzantes ubicados con las letras F &sté completamente metido



3. Pr esi on e Mierd 0 gleaparece eriiel submedte
Pascal o.

l a ventana AL
Axiaplan eomirbl @apaxecedia en la pantalla.

[ L5M 5 PASCAL - Expert Mode SP1
File Acquie Process 3D View

=1
é# Emy | /E
Miero s | Tonfig | Sean

x|
acio Options  Window Help

1t
"TEE
Stage WIS v

@

EditROIl

TimeS eries

4. Seleccime el objetivo 40X presionando en la zona blanca de la ventana que
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6. Presionecon un solo clickel botonfi A ¢ q u enrlaebarra del menu principal
gue aparee en la pantalla de la computadora
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7. Presione el botoit C o n fApageceralaventei Conf i gur ati on

[ Cont

8. Presione el botérii Si n gl e si deseacekatuar un solo fluorocromo o

AMul t i gldesaacekatuar dos o mmlurocromos.

9. Si usa AMul ti Tracko se recomienda que
laserpar a evitar

isangr adwerpésbsisiguedtesn g) 0 de
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11.Al presionar la flecha, usted encontracifiguraciones predeterminadas para
detecciordiferentedl uoroforos.

12.Escoja la combinacion defluoréforos de su muestra yrpsione el boton
AApp.l yo

T ! Track Configurations

Nota i mportante: El bot - n AStored solo
parametros que el usuario haestablecido para sus propios experimentoSi lo presiona por
error, la configuracion predeterminada se guardara con nuevos parametros y podria dejar
de funcionar 6ptimamente para el resto de los usuarios.

Debido a que las configuraciones que aparecen en este mend han sido
estructuradas por cada usuario, la configracion puede no representar lo que

"



usted desea evaluar. Asi lo mas recomendable es qusted defina los

p8rametros para | a configuraci-n de sus f

de Configuracioneso dinalaleestemaeualcuentra anex
Cada parametro se puede cambiar dando 1 click en la figura de los espejos,

los filtros y el circulo de color que representa el color de su fluoréforo

o Conhguration Control

Para evaluar mas delfluor- f or o, confi g¥%rel os pem | a opc
cada fluor6foro por sepa a d o cC omo s e i ndi c asolee n | a
fotomul ti pl i c dedconfigoractbresamhera d finallod eate manual

Para afYadir evauarrfdcukosro falr os m%l ti pl es, pr e
tracko en | a ventana conf togwespactoiadas contr
datos proporcionados en la tabla de configuraciones anexa al manual. Para
nombrar el Atracko, de 1 <cl i ck, espere 2

activara para que usted escriba.



13.Pr esi one Soarb qué aparece enfsubmenten | a ventana AL
Pascal o
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14.Apareceralaventan@Scan Contr ol O

15. Presione el botéit Mo d e O
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Para iniciar su sesion, se recomienda que
a. Enelpaneli Obj ecthnda el na gescop8i z e O

Frame Size: x: 512y: 512 (A medida que este numero aumenta,
también aumenta la resolucion espacial)

b. En el panel i Sp eesdofai Sc an S® @etodidad maxima,
mientras mayor sea la velocidale escaneo menor sera lasskicion
del barrido de la muestra

c. Enelpanelin Pi x e | eBmjdds siguientes pardmetros:

i. Data Depth: 8 bit

ii. Scan direction: Flecha unidireccional

iii. Mode: Frame

iv. Method: Mean

v. Number: 1 (A medida ge este numero incrementa, tagbi
aumenta la proporcion sefraido y se obtiene mayor resolucion
Sin embargo, la adquisicion de la imagen se lentyffizamuestra
se blanquea mas rapidaménte

d. Enel paneli Zo o m, Rot a tescojarzooi 1 Protacedred (K
aumenta el valorenlapci - n A Zoomon agoencantiento hac e r
optico de la imagen que esta adquiriendo).
La opci - n AOfmoves suomudstea em & plano X¥n
necesidadie emplear los tornillos del nroscopio

NOTA: Estos son los valores que se recomiendan para iniciaesians Sin
embargo,una vez que inicie la adquisicibn de la imageh,usuario podra ir
determinando los parametroptimosparadisminuir el ruido de fondo y aumentar
la ganancieen su muestra medida que vaya explorando diferentes planos focales
empleado para ello eftornillo micrométrico (ver inciso 21a). Asimismo, podra
cambiar de objetivo dependiendo de sus necesidanies se describe en el paso 1
de | a secci - nmagehed bpsiobjstivos 40x yn100at gon de inmersion
en aceite (el aceite losproporcionar&l Técnicoacadémio de la Unidad).

El aceite se deberd poner sobre la muestra miemoashaya objetivos
posicionads sobre la muestrd&?ara poner el revolver de los objetivos en posicion
Asi n olpjesohe algond de los 2 bokes marcados con puntas de flecha



negras que se encuentran en la base del estativo debajo del tornillo micrométrico.
Una vez que coloco la gota de aceite, regrese al objetivo a emplear asegurandose de
pasar por los objetivos de aire, NO por el resto s®lgetivos de aceite.

Se recomienda dejar abiertala ventana i Sc a n
modificar los parametros que se requieran a lo largo del experimento

16.Presione el botoi C h a nordes|

sl a

c oon telr objét® de

vent anwnseideSgegaran c ont r o |

panelque pemitird establecer los paramesr de los canales a us@hannel
settings) ad como deternmar las lineas dexcitaciondd/los laseres a usar

(Excitation of Track).

17.En el m n eChanriel Setting®

apar ecen

| os par 8metros

confocal). Presione el boton marcado con el numera. &sta es la apertura
Optima que el sistema genera automaticamente para el objetivo que se esta

empelando.

18.En el panelR Ex ci t at i o nla corfigurdciora prédéterminada debe
mostrar marcadas con palomita laweas de laser propias de la configuracion

que usted eligié en los pasoslP

de | a

secci - -n

De no ser asi, marquelas manualmente presionando sobre la ventana cuadrada
gue aparece a la izquierda de cada laser y palomee Untedla®lineas de laser

que utilizara.

AAdqui si ¢

Not a i

mportante:

Si ust ed

est §

usando

asegurese de que estén palomeadas las lineas del laser correspondiente a cada

canal por separado.

EJEMPLO PARA SINGLE TRACK
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EJEMPLO PARA MULTI TRACK
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el bot - n mar cado AfDetector

linea(s) seleccionada(s) (esta es solo una posicién inicial para empezar la

adquisicion y se podra

modificar hastaal investigador considere que esta en

el nivel 6ptimo para sus condiciones experimentales).

20. Posicione el botén indi

cador ddl de transmisionaun tercio de la barra (en el

caso de las lineas 458, 488 y 514)lg anitado ¥ de la barrden el caso deab

lineas 543y 633Esta es solo una posicion inicial para empezar la adquisicion

y se podrad modificar hasta que el investigador considere que esta en el nivel
Optimo para sus condiciones experimentales)
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21.Presione el botomi F a s to (adqglrisicon rapida de baja resoluclogue se
encuentra en la columna de iconos bexéremo derecho de la ventafiaS ¢ a n
c o n t. Laoddquisicioncontinuade la imagen iniciara y se puede parar en
cualquier momento presionando el bo&top. Silogra ver la imageesperada,
pero con poca resoluciéasegurese de usar el objeti® 40xde inmersién en
aceite Si no logra ver la imagen esperadpyede intentar las siguientes
opciones:

a. mueva el micrométrico hasta que encuentre sefial en el plano focal
deseado mientsael sistema esté adquiriendo continuamente la imagen y
cuando logre ver la imagen esperada, continte la configuracién de sus
parametros

b. presione elbotéo Fi mmdi®@ se encuentra en | a
Esta funcién encontrara automaticamente logrpatros de contraste y
brillantez 6ptimos para su muestra.

c. asegurese de que no haya burbujas en la gota de aceite

d. continte afinando la configuracién de pardmetros como se describe en
los puntos siguientes
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22.En el mena que aparece del lado derecho de la ventana en la que se esta
desplegando la imagen adquirida, puede seleccionar la vént@ral i gara x y 0
evaluar cada canal por separado, asi como la mezcla de ambas imagenes.
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23.Inicie la configuracion de los parametros para la adquisicion de las imagenes
mientras el sistema esta en el modo de adquisréipidacontinua(Fast XY)
En el panelsuperiori Ch ann el dpadcarar2rersadros de colas
con las siglagi Ch ¥ C h gue corresponden al color de la linea de laser que
se esté empleandtos colores de los recuadros, generalmente, coinciden con el
color de la emision de los fluoréforos que usted evaluard empleando las lineas
de laser que seleccion@resione eboton Chly mueva el boton de la barra
AfDet ect oala Mitad de da barreEsta es la funcion que le permitira
modificar contraste y brillantez de la imagen a adquinacia la derecha
aumenta la brillantez, hacia iaquierdala disminuye),mientrasque la barra
AAmp | Ofodfluka elru@o de fondghacia la derecha lo aumenta y hacia la
izquierda lo disminuye) yla barrafi Amp | Grodula 6el factor de
amplificacion de la sefidPresione el boto@h2y siga el mismo procedimiento.
Si no logra veta imagen esperada, mueva el micrométrico hasta que encuentre
sefial enel plano focal deseadaomientras el sistema esté adquiriendo
continuamente la imagen y cuando logre ver la imagen esperada, continle la
configuracién de sus parametros. En caso de nonénac el campo ideal para
adquirir, puede volver a ver su muestra en capo claro presionando en botén HAL
del mi croscopio y metiendo | a barra pla
determinado el nuevo campo, inicie el proceso desde el paso 20
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24.Cuando haya optimizado los parametros de adquisicion, presione el boton
ASi ngdlaventandi Sc an ¢ paratobtenér ana imagen de mayor
resolucion Generalmente, esta imagen aparecerd mucho menos brillante que la



adquirida c oS este Feslsdaso, Yrésione el botoh Cont 0
(adquisicion continua de mediana resolucion) que se encuentra en el menu a la
derecha dentro de la ventafiaS c a n ¢ @ nontinle | mindificando los
parametros de adquisicion hasta que la imagen le parezca satisfactoria.
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25.Si esta imagen le es satisfactoria, podrl macenar |l a (vede AAlI mac
i m§geneso) . De | o contrari o, conti nYe
obtenga la imagedptima
26.Algunas formas de mejorar laseial:
a. Aumentar la resolucion de imagen presionando lebton 10240 2048
en la opciom F r a meo deb subneeni Mo d enda ventand Sc a n
control o
b. Disminuir la velocidad de barrido en la opcibni Scan Slpleed o
submenii Mo demndaventand Scan control o
c. Aumentar el nimero de promedio & barridos de la muestraen la
opcioni N u mb @ersgbmenii Mo deméaventand Scan control 0O



Para revisar si la sefial de su muestra estfask, presione el icofoP a | aetetse 0
encuentra en el menu de la ventanaleemue esta desplegada la imagen adquirida
mientras esté trabajando en el modo de ADQUISINCICONTINUA. Se recomienda

hacer este procedimiento empleando la resolucion final que se vaya a emplear (512,
1024, 2048 pixeles).

a. Apareceralaventaf@Col or .PaHlled ¢ ieroRahge indicpt@oi .- n i
Para evaluar la intensidad en imagenes con multiples colores, seleccione el
botonfi S p | i dque se gnouentra en el menu derecho de la ventana donde
se despliega la imagen.

b. Presonar el beonii C o nde la ventan@ S ¢ a n 0C.doos tpikelesojos
indican saturacion de color en su muestra, mientras que los azules indican
baja sefal.



