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Ernst Ruska and Max Knoll built
the first electron microscope in 1931 Ernst Ruska, Premio Nobel 1986

La Microscopia Electronica cerro el hueco (1nm-1um) entre
la Difraccion de Rayos X y la Microscopia Optica.



DIMENSIONES BIOLOGICAS Y ELECTRONICAS
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AFM vs SEM vs TEM

Type

Applications

Atomic Force Microscopy

* Topographic Imaging on wafers
*Accurate height measurements on
flat surfaces (~ 0.5 nm vertical)

[ ateral Resolution 10-20 nm

*In-situ — no vacuum required

Scanning Electron Ml|croscop )%

*Imaging of complex structures at 1-
20 nm resolution

X-ray mapping at 100-500 nm
*In-vacuum

Clark: High spatial resolution
*Snee/Bard: best x-ray mapping, OIM

Transmission Electron
Microscopy

*1 nm (polymers) —> atomic
resolution of crystals in thin samples

*X-ray mapping at 1 nm
‘EELS at <1 nm

*Requires sample thinning (except for
nanoparticles)
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Microscopia electronica

Limite de observacion microscopio optico: ~ 400-
700 nm (luz visible)

Maxima resolucion (d) limitada por la longitud de

onda. A: —A
d=—-
2nsent

Microscopia electronica: Ale] << A [luz] —
resolucion atomica (— 0.1 nm)

2 tipos generales: TEM y SEM

TEM

TEM (Transmission Electron Microscope)

* Laimagen se obtiene

a partir de los ¢ que

atraviesan la muestra.

[.a muestra debe

prepararse en laminas

muy finas (grosor -
cientos de nm).

Haz de ¢ muy

energético (~100 keV)

Aberration-Uncorrected Microscope

| FEI TecnaiF20

*Cs 1.2mm_Ce 1.2mm

« Point resolution 0.24 nm

* Information limit 0.14 nm

« Energy Dispersive Xray Spectrometer
« Enargy Filtered System

* Electron Tomography

Cs: Spherical coefficient




INTERIOR DE UN MICROSCOPIO ELECTRONICO TRANSMISION

— High tension cable
(100-200 kV)

Filament — — i — Accelerating stack
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___Viewing chamber




Sinapsis (ME)

Comprobacion ultraestructural de la Teoria Neuronal

Santiago Ramoén y Cajal

(Teoria Neuronal)



Sombreado en oro de ADN

Severo Ochoa y Albrecht K Kleinschmidt (1967)



* Microscopia oOptica y Microscopia electronica de

transmision (TEM) dominios técnicos complementarios.

La TEM es muy efectiva en evaluar células y estructuras
subcelulares, y la microscopia Optica estructuras
tisulares, nucleos y citoplasma.

Durante largo tiempo ambas técnicas han sido
complementarias y fundamentales en el diagnostico
histopatologico



Riqueza mitocondrial de las células oncociticas




* La inmunohistoquimica cambio el
paradigma del diagndstico
histopatologico pareciendo

superfluo, en ocasiones, el estudio
de microscopia electronica



Inmunohistoquimica: anticuerpo mitocondriales
(anticuerpo contra la proteina del gen SHDA en células
de carcinoma oxifilico de tiroides)



Microscopia
electronicay
diagnostico



Diagnodstico Ultraestructural de las Ciliopatias
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SURGICAL PATHOLOGY

Lauren Ackerman
(1905-1993)




Carcinoma de pancreas de células
acinares con granulos de secrecion

(Cortesia Dr. Juan Rosai)



MICROSCOPIA ELECTRONICA:

Granulos de Birbeck.
Granulomatosis de Células de Langerhans



* La microscopia electronica tiene especial valor en
determinados campos como la Patologia Renal,
Neuromuscular, Piel, Corazon etc...

 Es eficiente en evaluar células aisladas, estructuras
subcelulares, organelas y citoesqueleto pero su
utilizacion es limitada para grupos celulares y areas
tisulares extensas.



e Una solucion a la utilizacion limitada de Ia
Microscopia Electronica en Patologia Quirurgica:

la microscopia electronica virtual con areas
escaneadas.

 Se capturan varios cientos de imagenes que son
uego manejadas usando un software tipo Aperio.
Permite trabajar con bajo aumento, con buena
ocalizacion y orientacion de la estructura tisular




- Aperio ImageScope v10.2.2.2352 - [retile_and_recolor_mesol.svs]
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Mesotelioma

http.//www.keepandshare.com/doc/2758239/retile-and-recolor-mesol-svs-april-20-2011-12-24-am-87-4-meg?da=y
Cortesia de John K. Chan. Hong Kong




* Es muy importante un procesamiento rapido
de las muestras (2 a 3 horas) para que sea util
para el diagnostico, metodologia que no es
habitual, pero posible.



En la valoracion de la Microscopia Electronica en
el diagnostico podemos diferenciar:

— 1. Casos donde |la ME es de gran ayuda para el
diagnostico

— 2.- Casos donde la ME es una ayuda complementaria
para el diagndstico.

— 3. Casos donde la ME no influye en el diagndstico



METODOLOGIAS USADAS
EN COMBINACION CON
MICROSCOPIA
ELECTRONICA



Inmunomarcaje con protimosina-alfa en un nucleo de una
Célula de Reed Sternberg




Criofractura y Ultraestructura Celular



Autoradiografia y Ultraestructura Celular



OTROS TIPOS DE
MICROSCOPIO
ELECTRONICO



SEM (Scanning Electron Microscope)

La imagen se obtiene
a partir de los e
rebotados y emitidos.

Imagen de superficie:
facil obtencion de 3D

e menos energéticos
(< ~30 keV)

Menor coste que TEM
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Célula linfoide B con moderado numero de microvillis (SEM)



Microscopia de Nanoparticulas

Con un microscopio electrénico de alta
resolucion se puede llegar a visualizar
una sola particula.



Numero, tamano y visualizacion de
nanoparticulas

Microscope

Particles scattering from

laser beam
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Laser beam ) ,
(Approx. 50 ym wide) Particles to be viewed

are suspended in liquad



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6X1J-52GXJ6T-S&_image=B6X1J-52GXJ6T-S-4&_ba=&_user=10&_coverDate=04/30/2011&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=gateway&_cdi=7244&_pii=S136970211170089X&view=c&_isHiQual=Y&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=463527418de7e4ec0a6a5b057cb29041

MICROSCOPIA ELECTRONICA E
INVESTIGACION TRANSLACIONAL

- Y

INVESTIGACION
CLINICA

INVESTIGACION
BASICA

Hospital Clinico Universitario Santiago

Facultad de Medicina Santiago



e Ernest Goodpasture (a Harvard Medical |I S e
School pathologist) reported the autopsy |
findings of a 18 year old male with a trace |i=
of albumin in his urine who died with |
extensive pulmonary hemorrhage shortly
after developing influenza infection. '

Autopsy findings: alveolary hemorrhage, i
glomerulonephritis and vasculitis affecting
spleen and gut.

Goodpasture EW. The significance of
certain pulmonary lesions in relation to the
etiology of influenza American Journal of
Medical Science, 158:863-870 (1919)
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IGG — PATRON LINEAL (Goodpasture)



Microscopia Electronica
(Goodpasture)




GPBP se asocia al colageno de la membrana basal glomerular (MBG)

a3(1V) GPBP



La sobreexpresion de GPBP
induce la disociacion de los
componentes a3.a4.a5(1V) y
al.a2.01(lV) de la MBG

Revert F, et al. Am J Pathol. 2007; 171:71419-1430

Control

Tg-hGPBP




CENTRO DE INVESTIGACION

Dr. Juan Saus




Bocio Tirdide



New Insights into Thyroglobulin Pathophysiology Revealed by the Study of a
Family with Congenital Goiter

D. Peteiro-Gonzalez, ]. Lee, J. Rodriguez-Fontan, I. Castro-Piedras, J. Cameselle-Teijeiro, A. Beiras, S. B. Bravo, C.
V. Alvarez, D. M. Hardy, H. M. Targovnik, P. Arvan and J. Lado-Abeal

Endocr. Rev. 2010 31: 396

Control WT -Ex35 Control WT

Tg (WT) or
exon 35 del (-Ex35):‘ h -




“The Microscope
as a Tool for
Disease

Discovery”

Elaine Jaffe
(Universidad de Barcelona, 2008)
Honoris Causa speech







Electron and Light Microscopic Study of the Erythroblasts
of Patients With Congenital Dyserythropoietic Anemia

By HerMANN HEIMPEL, JERONIMO FORTEZA-VILA, WOLFGANG QUEISSER
Axp EcoN SpierTZ

The morphological changes of erythro-
blasts in congenital dyserythropoietic
anemia type I have been analyzed by
light and electron microscopy. The re-
sults support our earlier assumption, that
this hereditary disorder of erythropoiesis
is a disease entity and is not identical
with any of the previously described
hereditary hematological diseases. Char-
acteristic morphological aberrations con-
sist of widening of nuclear membrane
pores, condensation, vacuolization and

|

A
.

disintegration of the nuclear chromatin,
structural changes of the nucleolus, ap-
pearance of myelin figures, and final
autolysis of the cells. All changes are
restricted to erythroblastic cells beyond
the stage of the proerythroblast. The bio-
chemical basis of this abnormality is not
known. It leads to severe ineffective
erythropoiesis with anemia, increased
total hemoglobin turnover, and second-
ary hemochromatosis.

Broop, Vor. 37, No. 3 (Marcu), 1971
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Fig. 8 (Upper).—Bridge of dense chromatin sheathed by cytoplasm (=). X 50,000,
Fig. 9 (Lower).—"Normoblast.” Cell with abnormal chromatin (chr) shows in-
complete division of nuclei. X 12,000.
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65° C 10 min 95° C 5 min
) ] Mutations affecting the secretory COPII coat component
Prof. H. Heimpel (UIm, Alemania) SEC23B cause congenital dyserythropoietic Anemia type
German Registry on Congenital
Dyserrythropoietic Anemias (CDAS)



One picture as worth ten thousand words

Frederic Barnhard (1927)

Magritte 1936 “La Clairvoyance”
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iMUCHAS GRACIAS POR SU ATENCION!




