Microscopia optica



El microscopi OPTIC

Sistema de lents que fa servir la llum per produir una
iImatge virtual augmentada de la mostra.

Permet augments de l'ordre de 1500 a 2000 augments | te
un poder de resolucio de 0,2um.

El microscopi optic consta de:

- Un sistema de lents. Les lents son I'objectiu i 'ocular,
destinades a formar la imatge, | el condensador,
encarregada d’il-luminar correctament la mostra.

- Un sistema d’il-luminaciod. La font de llum.

- Un sistema mecanic. Elements encarregats de suportar
| desplacar la resta de sistemes: tub, platina, cargol
macrometric, cargol micrometric, brac, peu, etc.



Ajustament de la diferéncia d'agudesa visual

Capcal amb el
sistemna de prismes
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Microscopi optic binocular amb els principals components.




Els rajos lluminosos procedents de la font
d’il-luminacio sén concentrats pel condensador sobre
la preparacio.

Un cop la llum travessa la mostra passa a I'objectiu,
gue produeix una imatge augmentada de |'objecte.
Aguesta imatge sera posteriorment augmentada per
I'ocular.

L’'augment total donat pel microscopi és el producte
de 'augment de I'objectiu per 'augment de l'ocular.
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L'objecte es troba situat més enlla de la distancia focal de I'objectiu, produint una imatge real i invertida que és més
gran que I'objecte. Aquesta primera imatge serveix com a objecte per a I'ocular. L'ocular es col-loca de manera que la
primera imatge es troba dintre de la seva distancia focal, de manera que pot augmentar-la encara mes. D’alguna
manera, l'ocular actua com una lupa que engrandeix la imatge produida per I'objectiu. La imatge produida per I'ocular
€s una imatge virtual augmentada. La imatge final continua invertida pero esta més allunyada de I'observador que de
I'objecte, la qual cosa facilita la seva visualitzacio.
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El condensador

* Sistema de lents convergents, situat per sota de la platina,
encarregat d’il-luminar adequadament la mostra per tal

d’assolir el maxim rendiment de I'objectiu.
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Diafragma

Rayos luminosos

El condendador concentra i
focalitza el feix de llum procedent
de la font lluminosa sobre la
preparacio. Té incorporat un
diafragma iris que regula
I'entrada de llum.



Sistema de lents convergents, situades més a prop de la
L’ijectiu: mostra. Donen imatges molt augmentades de 'objecte, reals i

invertides.

» Les principals caracteristiques son:
- L’augment que proporciona.

- L'obertura numerica. Propietat de la lent relacionada amb la
guantitat de llum que pot recollir 'objectiu per formar I'imatge.
Com més gran, major resolucio te I'objectiu i més nitida és la
Imatge gue es forma.




Aumentos: x 5, x10, x20, x45, x100

Apertura Numeérica: 0.12, 0.17, 0.54,
0.65,1.3

Longitud del tubo: 160 mm

Grosor del cubreobjetos: 0.18 mm

Los objetivos
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Com major sigui el nombre de raigs que, procedents de la mostra, entrin a
I'objectiu (major O.N), major sera la definicio de la imatge.

Una estrategia utilitzada per augmentar I'obertura numeérica consisteix en
I'Us de les immersions en diferents liquids (s’augmenta aixi I'index de
refraccio entre la preparacio i la lent)
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Una immersi6 en oli permet que tots els raigs que surtin de I'objecte siguin aprofitables per a la formacié de la imatge.



Preparacid de mostres per al microscopi optic
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*Els aparells
utilitzats per
tallar les
mostres
s'anomenen
microtoms.

Tincio
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http://webs.uvigo.es/mmegias/inicio.html

Fixacio

* Objectiu: conservar la mostra, es a dir,
preservar la morfologia de les cel-lules, la seva
organitzacio interna i la seva composicido quimica.

* Fixadors quimics: alcohol etilic 70%,
formaldehid,...

 Fixadors fisics: la calor, el fred.



Tipus de fixacio

Per perfusio (a traves del sistema circulatori)

4

RINONES Solucion - gejycign
fijadora
de lavado

Per inmersio

Muestra Fijador

Eomba peristaltica

Fijacion por perfusion de un 6rgano. Mediante perfusién se consigue
gue la solucién fijadora llegue a todas las células del 6rgano a través del
sistema sanguineo. Mediante una bomba peristaltica se introduce la
solucidn fijadora a través de la arteria que irriga el 6rgano. Se obturan
todos aquellos vasos arteriales que no conducen al érgano.



Riego Riego Solucién Solucién
corporal fijadara de lavado

pulmonar
rostral

a3

__:’f Abertura
en la
auricula

Riego Bomba peristaltica
corporal
caudal

Fijacion por perfusion de un organismos completo. Mediante este tipo de perfusion se introduce la solucion fijadora
en el sistema sanguineo. La bomba peristaltica aporta la presion suficiente permitiendo al fijador entrar a través del
ventriculo izquierdo (Vi) y pasar a la aorta, desde la cual se distribuye por todo el cuerpo (excepto por el circuito
pulmonar). Tras pasar por la red capilar, la solucién fijadora pasa a los vasos venosos que terminan por verter su
contenido en la auricula derecha (Ad). A esta cavidad hay que hacerle una abertura para que la solucién fijadora,
una vez realizada su funcion, salga del circuito. Ai: auricula izquierda; Vd: ventriculo derecho.



Inclusio

* Objectiu: donar rigidesa per evitar-ne la
deformacid durant el tall.

* Abans s’ha de deshidratar perqgue el medi
d’'inclusioé és hidrofob 1 cal eliminar 'aigua per
fer una bona inclusio.
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Tall

* Objectiu: hem de tallar la mostra en capes
fines per deixar passar la llum | poder formar la
iImatge.

* Aparell: microtom.

* Gruix mostra: 6-12um



Microtoms




Preparacio del bloc de parafina per ser tallat
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Portaobjetos con cortes
estirados tras
evaporarse el agua

Un cop devastat i retallat el bloc, s'obtenen
seccions en tires que es col-loquen sobre un
portaobjectes cobert amb aigua calenta a uns
40°C. El portaobjectes ha estat tractat préviament
amb solucions adhesives. ElI calor i la
hidrofobicitat de la parafina fa que les seccions
s'estirin sobre la superficie de l'aigua i un cop
evaporada queden adherides al portaobjectes.



TIncio
Objectiu: les mostres son incolores i transparents a la

llum, cal tenyir-les per observar les estructures.

Segons les estructures que es vulguin destacar,
s’utilitzen uns colorants o uns altres.

Muntatge

Objectiu: preparar la mostra per observar-la.

Es cobreix la mostra amb medi de muntatge viscos |
transparent, | despreés es col-loca al damunt un
cobreobjectes per protegir-la.



Exemple colorants:
hematoxilina (nucli) | eosina (citoplasma)

Abans de procedir a la tincié propiament, si es parteix de talls de
parafina, s'han de dur a terme uns tractaments previs ja que els
colorants son hidrosolubles.

Seccio d'un glomerul d'un ronyo
de mamifer obtinguda a partir
d'una inclusio de parafina i
tenyit amb hematoxilina-eosina.

Els nuclis apareixen de color
violat (hematoxilina) i el
citoplasma de color rosat
(eosina)
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Pasos que se siguen durante una tincién general de hematoxilina-
eosina. Los tiempos son aproximativos porque dependen del
grosor de los cortes y de la concentracion de los colorantes. El
desparafinado elimina el medio de inclusion, la parafina. La
deshidratacion final es necesaria porque el medio de montaje no
suele ser hidrosoluble. Estos medios de montaje no afectan al
tejido, ni a los colorantes y tienen unas propiedades opticas
excelentes. Ademas, conservan las preparaciones durante afios
en buenas condiciones. Tras el montado y secado (evaporacion
del xileno), las secciones se puede observar con el microscopio
optico.






El microscopi ELECTRONIC

Es recorre al microscopi electronic guan es volen observar
estructures gue estan per sota del poder de resolucio del
m.o. (ultraestructures)

El gran poder de resolucié del m.e s'aconsegueix gracies
a que no es fa servir la radiacio electromagnetica de la llum
visible sino l'alta frequiencia d'un feix d'electrons que
Incideix sobre una mostra.

El m.e no usa lents de vidre, sin0 electroimants.

Normalment son aparells molt grans ja que els electrons
han de viatjar pel buit.



El microscopi ELECTRONIC

Hi ha dos tipus principals:

» Microscopi electronic =
de transmissié (MET) F’ ) & -
* Microscopi electronic Wk

de rastreig (MES)




Microscopi electronic de transmissio (MET)

« EI MET esta format per una columna en qué es fa el
buit, amb un filament o catode en la part superior que
emet electrons. Els e- sén concentrats sobre el pla on _
es disposa la mostra mitjancant uns electroimants (ED Anode
situats a l'interior de la columna (fan igual que el
condensador en un m.o). Després el feix d’electrons
travessa la mostra i, a continuacio, dos electroimants

Cano
delectrons |f | Feix

gue funcionen com a lents donen una imatge (catode) j ? d’electrons
augmentada de 'objecte. 9

I||

* Alguns del e- que arriben a la mostra son dispersats, tgﬂgensadora

d’acord amb la densitat del material. Els e- que _ Lent —E i —\J.«. magnética
travessen la mostra xocaran contra una pantalla intermedia
fluorescent emeten una llum per cada xoc. Com que Mostra
els electrons dispersats no apareixen a la imatge, les Lent g m Ocular
regions mes denses de la mostra apareixen fosques i de projeccié A
Iels menys denses (transparents als e-) apareixen més magnética
clares.

* Les seccions de teixit han de ser ultrafines per

Imatge sobre pantalla fluorescent
poder ser travessades pel electrons.

 Préviament la mostra ha de rebre un tractament amb a) Esquema d'un microscopi electronic.
sals de metalls pesants per tal de donar contrast a
la imatge que s'obtindra (ressaltar estructures).
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Microscopi electronic de rastreig (MES)

El MES serveix per observar superficies tissulars.

En aquest microscopi el feix d’electrons es reflecteix
sobre la superficie de la mostra en lloc de travessar-la.
Per a que aixo pugui passar s'ha de cobrir la mostra amb
una capa de metall pesant com l'or que s'adapti
perfectament al relleu de la mostra i no deixi passar els

electrons.

Quan els electrons xoquen amb la mostra es produeixen
uns electrons «secundaris» sobre la superficie ,
metal-litzada que seran detectats i convertits en imatge r
sobre una pantalla digital (son els e-reflectits els que ‘
formen la imatge). =

No es necessari fer talls fins.

La mostra es escanejada punt per punt amb el feix
d'electrons.

La imatge obtinguda es tridimensional

Generador
de barrido

Pantalla fluorescente

Detector

Haz de

"3 electrones
e /

Lente

condensador
v

Deflector
. del haz

Lente

Lo objetivo

Brazo de
soporte de
la muestra

J

Esquema de un microscopio electrénico de barrido.
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Electron gun

Cathode

Anode

. " Copper grid

Condensor lens with three sections

Specimen
holder

Column

Objective lens

Intermediate lens

Projector lens

Image on viewing
screen

Electron detector
with CCD camera

(a) Transmission electron microscope

Source: Anthony L. Mescher: Jungueira's Basic Histology,
14th Edition.

www.accessmedicine.com

Copyright @ McGraw-Hill Education. All rights reserved.
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{b) Scanning electron microscope
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Exemple: limfocits.




Quin microscopl és?




Epiteli nasal




Epitell respiratori




Epitell intestinal

G

e}

WA

D= Desmosoma

G= Glicocalix

MF= Microfilamentos
VT= Velo terminal
ZA= Zénula adherente
Z0= Zonula ocluyente



Epitell intestinal

G = Glicocalix
N = Nucleo de la célula epitelial
TC = Tejido conjuntivo



0,2 mm minimo de resolucion
(200 pm) a simple vista

x10

CELULAS
]

x10

ORGANULOS

minimo de resolucion
e del microscopio optico

x10

x10

2nm |

x10

MOLECULAS

minimo de resolucion

0.2 nm del microscopio
'_I electrénico

ATOMOS

1m = 10" mm
= 10°um
= 10° nm

Figura 1-6. ; Qué podemos observar? Este
esquema indica los tamarios de las células vy
de sus componentes, y las unidades utilizadas
para su medicion.



Figura 1-9. ; Qué tamano alcanzan la célula y sus componentes? Este diagrama da una idea de la escala entre las células vivas y los ato-
mos. Cada recuadro muestra una imagen gue luego es aumentada 10 veces en una progresion imaginaria desde el pulgar, pasando por células
cutaneas, una mitocondria, un ribosoma y, por dltimo, un grupo de dtomaos que forman parte de una de las muchas moléculas de proteinas de
nuestro organismo. Los detalles de |la estructura molecular, ilustradas en los dos Gltimos recuadros, estan por debajo del poder de resolucion del
microscopio electronico.
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