
Técnicas fotônicas de 
diagnóstico – microscopia de 

fluorescência



Bright Field (BF)     and   Electron Microscopy (EM)

• Lack of specificity
• Fixed samples

• Lack of contrast
• Lack of specificity
• Low resolution

5 μm

(~1900) (~1940)

• Resolution (⁓1 nm)
• Contrast

• Non invasive
• Live cells

McGraw Hill, Inc.

M Knoll, E Ruska, Zeitschrift für Physik, 1932A Köhler, Zeitschrift für wissenschaftliche Mikroskopie, 1893



Scanning Electron Microscopy (SEM)
SEM images of chromatin in vitro

Bead on a string 
Olins et al., Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2003

P Oudet et al., Cell, 
1975

Finch et al., PNAS, 
1976

Woodcock et al., J. Cell 
Biol., 1984

(~1980)

30 nm

Mesoscale

• Lack of specificity
• Fixed samples

• Resolution (⁓1 nm)
• Contrast

30-nm fiber

D Attack and KCA 
Smith, Pulp Paper 
Canada, 1956

30 nm



Fluorescence Microscopy

1 μm

• Specificity
• Contrast

• Low spatial
resolution
(~250 nm)

(~1950)

Microtubules

JFW Herschel, Philos Trans R Soc
London, 1845

GG Stokes, Philos Trans R Soc 
London, 1852

OD Heimstadt, Z wiss Mikr, 1911

AH Coons et al., J Immunol, 1942

DC Prasher et al., Gen, 1992.



https://www.philpoteducation.com/mod/book/view.php?id=779&chapterid=1031#/



http://medcell.med.yale.edu/systems_cell_biology/blood_lab.php

Técnicas de microscopia - resolução



http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/print/superresolution/introduction-print.html



Microscopia de fluorescência



Microscópio de fluorescência

Sample

Objective lens

Excitation light
Tube lens

Emission light

Problema: fluorescência é emitida em todo o caminho
óptico na amostra

Camera



Microscópio confocal

Sample

Objective lens

Excitation light
Tube lens

Emission light

Pinhole

Detector
Varredura da excitação ponto-
a-ponto para formar a 
imagem.



Microscópio confocal

Sample

Objective lens

Excitation light
Tube lens

Emission light

Pinhole

Detector
Varredura da excitação ponto-
a-ponto para formar a 
imagem.



Fonte de luz

Sample

Objective lens

Excitation light

Luz de excitação deve ser focalizada em um 
“diffraction limited spot”

Poderia ser empregado lâmpada, mas é 
pouco eficiente

Laser: perfeitamente colimado
e alta potência



Varredura

Sample

Objective lens

Modificação do ângulo de 
entrada do laser altera sua
posição no plano da
amostra

O ponto de emissão muda, 
então se deve assegurar a 
coincidência espacial do 
pinhole.
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Laser scanning confocal microscope

Varredura laser
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Widefield fluorescence imaging

Widefield Illumination Point Illumination



Confocal Pinhole



Pinhole - diâmetro

-2 -1 0 1 2

-2

-1

0

1

2

Resolution is limited by the point-spread function

Airy disk radius
≈ 0.61 l /NAY

Z

X

Airy disk diameter
≈ 1.22 l /NA

Width of point spread function at pinhole:
Airy disk diameter ×magnification of lens



210 nm

60 nm

z = 0 z = 2 z = 4

z = 6 z = 8

Fluotar 20x/0.5
Zoom = 3
Pinhole = 0.7



210 nm

60 nm

z = 0 z = 2 z = 4

z = 6 z = 8

Fluotar 20x/0.5
Zoom = 3
Pinhole = 3.0





Measured

x

z
Calculated

-2 -1 0 1 2

-2

-1

0

1

2

The Point Spread Function (PSF)

Z=0

Z=+2µm

Z=-2µm

2D PSF
for different defocus

The image of a point object

x

y

3D PSF



Detectors  - PMTs



High gain

1 scan 16 scans

Apo 63x lens

Laser 488nm 10%
PMT 1000V

Laser 488nm 80%
PMT 800V

Medium gain



Confocal vs. Widefield

Confocal Widefield
Tissue culture cell with 60x / 1.4NA objective



Confocal vs. Widefield

Confocal Widefield

20 µm rat intestine section recorded with 60x / 1.4NA objective



Marcação por imunofluorescência

- Uso de marcadores fluorescentes para localizar e identificar biomoléculas
ou padrões da expressão protéica em células. 

- Anticorpo primário: ligação com o antígeno (biomolécula alvo). 

- Complexo antígeno-anticorpo é ligado ao anticorpo secundário
(conjugado a um fluoróforo). 

Uso em: 1. tecidos congelados, não fixados e em tecidos tratados com 
etanol. 

2. células fixadas com paraformaldeído ou metanol/acetona. 

ANTIGEN PRIMARY
ANTIBODY

SECONDARY
ANTIBODY

FLUOROCHROME



Giannakakou et al., Nature Cell Biology,2000

PRIMARY ANTIBODY
sheep anti-p53 polyclonal

SECONDARY ANTIBODY
Texas Red conjugated anti-sheep

PRIMARY ANTIBODY
mouse anti-a tubulin monoclonal

SECONDARY ANTIBODY
FITC conjugated anti-mouse



Direct Staining of Cell Structures
Organelle Probes
Mitochondria MitoTracker mitochondrial membrane potential

Lysosomes LysoTracker hydrolytic activity of enzymes

ER and Golgi Lectin conjugates lipid composition

Other Probes
Stress fibers Phalloidin-conjugaes bind F-actin

Nuclei DAPI binds to minor groove of ds-DNA



nucleus MERGE

microtubules centrosomes

Anti-tubulin MoAb
Goat anti-mouse-Rhodamine

Anti-pericentrin PoAb
Goat anti-mouse-FITC

DAPI



HC Ishikawa-Ankerhold et al. Molecules 2012, 17.





Detecção espectral
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Co-localização: distribuição celular
do fotossensibilizador

Mitocôndrias Photodithazine



Cinética em microscopia confocal

TFD NOS TUMORES

Incubação com Photodithazine 50 µg/mL (Escala: 1 mm)

Alta incorporação do Photodithazine nos tumores de 

melanoma, mesmo para menores tempos de 

incubação.



Cinética em microscopia confocal

TFD NOS TUMORES

Incubação com Photogem 50 µg/mL (Escala: 1 mm)

Incorporação significativa do Photogem nos tumores 
de melanoma em maiores tempos de incubação







Distribuição do Photogem

TFD NOS TUMORES

Incubação com Photogem 50 µg/mL (Escala: 50 µm). Aumento de 40 vezes.

Pico 

620nm: 
Photogem

12h de incubação

Distribuição 

heterogênea 

mesmo em 

maiores 

tempos de 

incubação.

12h de incubação

Pico 

530nm: 
Laranja de 

acridina



Distribuição do Photodithazine

TFD NOS TUMORES

Incubação com Photodithazine 50 µg/mL (Escala: 50 µm). Aumento de 40 
vezes.

Pico ~ 670 
nm: 

Photodithazin
e

12h de incubação

Distribuição 
homogênea 

do 
Photodithazin
e na cultura 

3D.Photodithazine melhor para TFD em melanoma. Mais 
hidrofóbico que Photogem – melhor distribuição.

Confocal análise qualitativa. Quantificação intracelular.



Quantificação de fotossensibilizador
intracelular

TFD NOS TUMORES

Fotossensibilizador
Tempo de incubação

(horas)

Concentração de FS 

intracelular (μg/mL)

Photodithazine®

4 (3,00 ± 0,05)
8 (3,24 ± 0,05)

16 (5,70 ± 0,11)
24 (3,45 ± 0,06)

Photogem®

4 (1,52 ± 0,05)
8 (2,71 ± 0,50)

16 (3,25 ± 0,59)
24 (6,14 ± 0,82)

Fotossensibilizador
Tempo de incubação 

(horas)

Concentração de FS 

intracelular (μg/mL)

Photodithazine®

4 (0,82 ± 0,02)
8 (1,60 ± 0,03)

16 (2,67 ± 0,04)
24 (1,90 ± 0,03)

Photogem®

4 (0,25 ± 0,03)
8 (0,80 ± 0,10)

16 (1,08 ± 0,12)
24 (1,97 ± 0,19)

Cultura 2D

Cultura 3D

Maior acúmulo de Photodithazine nos tumores de 
melanoma (3D).

Tempo de incubação para os experimentos de TFD 
de 16 horas – uptake de aproximadamente 5,34%.



K. Konig, 2008 

MICROSCOPIA MULTIFÓTONS



Förster Resonance Energy Transfer



https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/fluorescence/fret



HC Ishikawa-Ankerhold et al. Molecules 2012, 17.



HC Ishikawa-Ankerhold et al. Molecules 2012, 17.

STED microscopy



Localization-based
microscopy

Super-resolution microscopy



Fluorescence Microscopy

1 μm

• Specificity
• Contrast

• Low spatial
resolution
(~250 nm)

(~1950)

Microtubules

JFW Herschel, Philos Trans R Soc
London, 1845

GG Stokes, Philos Trans R Soc 
London, 1852

OD Heimstadt, Z wiss Mikr, 1911

AH Coons et al., J Immunol, 1942

DC Prasher et al., Gen, 1992.



Diffraction limit

nm
NA

w yx 200
2, >»
l

( )
nm

NA
wz 5002

2 >»
lh

500 nm

d = 200 nmd = 250 nmd = 350 nmd = 450 nmd = 550 nmd = 650 nm

d = 750 nm

Point Spread Function
(PSF)

d = 750 nm

E Abbe, Arch Mikr
Anat,1873

GB Airy, Transactions of 
the Cambridge 
Philosophical Society, 1835

⁓ 200 - 250 nm 
⁓20 - 25 Nucleosomes

http://www.epitron.eu/index.php



Localization-based microscopy

Rust et al. Nature Methods, 2006
(~2005)

Localizing activated subset of probes Reconstructed imageTarget structure

Localization
precision of
~10-50 nm

*depends on the
number of collected

photons

SW Hell et al., Optics letters, 1994

RM Dickson, WE Moerner et al., 
Nature, 1997

E Betzig et al., Science, 2006

MJ Rust, M Bates, X Zhuang,
Nature methods, 2006

*Super-resolution microscopy



STORM
(~2005) Photoswitchable dyes

Rust et al., Nature Methods, 2006

*The quality of the image depends on the photophysical properties of the dye

Koff

Kon Kbleach

• Small ratio of:  kon / koff
• High quantum efficiency
• Bright 
• Low photobleaching

• Medium buffer (Oxygen scavenger)

• High laser power density (⁓300 W/cm2)

Sydor et al., Trends in Cell Biology, 2015

• Activator/Reporter or Reporter

STORM: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy



Conventional microscopy
~250 nm resolution

Localization-based microscopy
~20 nm resolution

Bates et al., Science, 2007

Fluorescence Microscopy: STORM & Conventional

STORM: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy



DNA-PAINT

• Does not rely on fluorophore photo-physics
• No irreversible photo-bleaching (low laser)
• Image buffer not required

• Requires long exposure times (100 – 300 ms)
• Time consuming

Schnitzbauer et al, Nature Protocols, 2017

(~2010)

DNA-PAINT: DNA-based Point Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography

R Jungmann et al., Nano letters, 2010



Schnitzbauer et al, Nature Protocols, 2017

DNA-PAINT

2 µm 500 nm 500 nm

DNA-PAINT: DNA-based Point Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography



Fluorescence correlation spectroscopy

Single molecule trackingwww.research.nki.nl

Manzo and Garcia-Parajo, Rep Prog Phys 78(12), 2015



Which imaging technique should I use?

Sam
ple Thickness

Wide-field (+deconvolution)

Point scanning Confocal

2-photon confocal

TIRF (for samples at the coverslip)

Spinning Disk Confocal

Line-scanning confocal

1-5 µm

1-20 µm

10-100 µm

>20 µm

>50-100 µm

Se
ns

iti
vi

ty

Fast
Slow



Chiu, Sheng-Wen and Leake, Mark C. Int J Mol Sci 12(4):2518-42, 2011



Sistema de microscopia a fibra

T. Muldoon, 
M.C. Pierce, 
R Richards-Kortum



Mucosa bucal

Gengiva



Pólipo adenomatoso – colo retal

Mucosa normal Pólipo adenomatoso Pólipo adenomatoso



Microscope coupled to smartphone

Slide holder Dichroic mirror

Fiber bundle

Fiberoptic connector

Light source

Connector

Case
Smartphone

Fluorescence microscopy: acriflavin



Dual configuration microscope

PA Gómez-García et al., Proc. of SPIE Vol. 9531 953149-3 (2015)

Fiber bundle IGN-08/30 (Sumitomo Corp, Japan)

Royal Blue Rebel Luxeon LED (Philips, Netherlands)

Rechargeable 3.7V battery (TrustFire 18350, EUA)



Dual configuration microscope

PA Gómez-García et al., Proc. of SPIE Vol. 9531 953149-3 (2015)



Main characteristics



Mucosa bucal

Gengiva

Cell smear





AplicaçõesMicroscópio Multifótons



Aplicações

69

Primeiros testes amostras ex vivo:

Pele de rato Wistar

Tecido epitelial (queratinócitos ); z ≈ 15 μm; 100 x 
100 µm2

Fibras de colágeno; z ≈ 35 μm; 
100 x 100 µm2



Aplicações

70

Primeiros testes cultura de células de tumor de Erlich em 
membrana corioalantóica:

100 x 100 µm2


