MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA Y MICROANÁLISIS CELULAR
 

OBJETIVOS 
La asignatura de Microscopía Electrónica y Microanálisis Celular de la Licenciatura en Bioquímica tiene como objetivo último la formación de los alumnos en las técnicas y métodos que se emplean para poder analizar las estructuras celulares, tanto en sus aspectos estructurales como de composición química. No se trata tanto de aprender a utilizar los instrumentos que se emplean en este campo (microscopios electrónicos, ultramicrotomos, equipos de criofractura, de criofijación, etc.) ya que cada uno posee características técnicas diferentes y normalmente están encomendados a técnicos cualificados en la mayor parte de los Centros de investigación, sino de conocer con detalle las distintas técnicas y métodos que pueden utilizarse, en el campo de la microscopía electrónica, para analizar los componentes celulares.
Sobre cada metodología, se realizará un enfoque inicial de sus aspectos generales y las bases que la configuran, para pasar, a continuación, a la descripción del proceso y analizar los parámetros de cuyo control dependerá el resultado final. Se trata de realizar un análisis crítico del proceso para conocer la influencia que los distintos pasos pueden tener en el resultado. Finalmente se analizará la forma de interpretar los resultados y obtener conclusiones válidas de los mismos.
La asignatura intenta ofrecer a los futuros investigadores en el campo de la Biología Celular y Molecular un conjunto de herramientas con las que poder abordar el estudio de las células y sus componentes de una manera amplia y crítica, poder profundizar en el estudio de las estructuras y de su composición y poder interpretar adecuadamente los resultados y las imágenes que los distintos métodos ofrecen.
PROGRAMA  DE TEORÍA
Desarrollo histórico de la microscopía. Su uso en la investigación biológica. El microscopio óptico y electrónico. Fundamentos de la microscopía electrónica. Tipos de señales producidas por las muestras en un microscopio electrónico.
Arquitectura general de los microscopios electrónicos. Propiedades del haz de electrones. Principios de funcionamiento de las lentes electromagnéticas. Tipos de microscopios electrónicos. Nuevas microscopías.
Requisitos generales de las muestras biológicas para su observación en microscopía electrónica. Tipos de muestras. Modificaciones que se experimentan durante la preparación y observación. Interpretación de las imágenes y análisis obtenidos.
Microscopio electrónico de transmisión: características generales y tipos. Componentes de un microscopio electrónico de transmisión. La fuente de emisión de electrones: tipos de filamentos. Características del haz electrónico. Las lentes electromagnéticas y la formación de la imagen. Sistemas de observación. Los soportes de muestra.
La fijación de la muestra. Fijación química y física de las preparaciones. Modificaciones de la muestra durante la fijación química. Fijadores y condiciones de fijación. Tratamiento postfijación.
Métodos de inclusión de las muestras biológicas. Tipos de muestras a incluir. Características de los medios de inclusión. Alteraciones producidas en las muestras. Procedimientos de inclusión.
Ultramicrotomía. Características y tipos de ultramicrotomos. Preparación de la muestra para el corte. Tipos y obtención de cuchillas para ultramicrotomo. La obtención y recogida de cortes. Grosor de corte. Tratamiento y montaje de los cortes para su observación.
Criofijación: características y modalidades. Métodos de criofijación. Parámetros y condiciones para la fijación por congelación. Modificaciones de la muestra durante la criofijación. Crioprotectores.
Crioultramicrotomía. Equipos para la obtención de criocortes. La manipulación de los cortes congelados para su observación microscópica. Criocámaras.
Criofractura y criograbado. Métodos de formación de réplicas. Tipos de réplicas. Información suministrada por las réplicas en microscopía electrónica. Campos de aplicación.
El microscopio electrónico de barrido: estructura y características. Tipos de fuentes de electrones. Las lentes del microscopio electrónico de barrido. Tipos de señales utilizadas para la formación de imagen. La observación de la muestra en microscopía electrónica de barrido.
Preparación de las muestras biológicas para su observación en microscopía de barrido. Fijación de la muestra. Desecación y sombreado. Tipos de técnicas de sombreado. Información suministrada por la microscopía electrónica de barrido.
El microscopio electrónico de transmisión‑barrido (STEM). Características y funcionamiento. La observación de muestras biológicas en microscopía de transmisión-​barrido.
Fundamentos del Microanálisis en microscopía electrónica. Señales analíticas emitidas por las muestras. Características de las distintas señales. Detectores. Tipos de información suministrada.
Microanálisis de rayos X: fundamentos y características. Microanálisis por dispersión de energías y por longitud de onda. Técnicas y procedimiento. Tipos y características de los detectores de rayos X.
Microanálisis por pérdida de energía de electrones: fundamentos y características. Principios de formación de electrones inelásticos. Procedimientos para su empleo analítico. Formación de imágenes espectroscópicas de elementos. Información obtenida con las técnicas de microanálisis por pérdida de energía de electrones.
 PROGRAMA DE PRÁCTICAS
Observación del funcionamiento y características de la instrumentación utilizada en el campo de la microscopía electrónica: Microscopios electrónicos de transmisión y barrido, ultramicrotomos, criocámaras, instrumentos de criosustitución y criofractura, etc.
Observación e interpretación de imágenes obtenidas por diferentes procedimientos de microscopía electrónica. Análisis de los componentes celulares y tisulares.
Técnicas y Procedimientos utilizados en la preparación de muestras biológicas para la microscopía electrónica.
Técnicas especiales y campos de utilización.
Realización de un proyecto de estudio sobre un material biológico utilizando las técnicas de microscopía electrónica.
 BIBLIOGRAFÍA
1.- The principles and practice of Electron Microscopy. Watt, I.M. Cambridge University Press. 1985
2.- Transmisssion electron microscopy. Reimer, L. Springer Verlag. 1984
3.- Scanning electron microscopy. Reimer L. Springer Verlag. 1985
4.- Experimental High Resolution Electron Microscopy.  Spence, J.C.H. Oxford University Press. 1988
5.- Microscopía Electrónica. González, R. Pareja, R. Y Ballesteros, C. Eudema Universidad. 1991

6.- Microanalyse X en Biologie. Ed. Quintana, C y Halpem, S. Societe Francaise de Microscopio Electronique. Paris. 1983
7.- Practical Methods in Electron Microscopy. Ed. Glauer, A.M. Nort‑Holland Publishing Company. 1990-1997
8.- Manual de Técnicas de Microscopía Electrónica (MET). Aplicaciones biológicas. J. Renau Piqueras y L. Megías Megías eds. Editorial Universidad de Granada. 1998
