MICROSCOPIO OTICO:

RESOLUGAO E MODALIDADES DE OBSERVAGAO

META

Conceituar ampliacao e
resolucdo.

Apresentar algumas técnicas de
observagdo em microscopia oOtica.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno
devera:

entender a importéancia da
resolugdo na qualidade da
imagem produzida pelo
microscopio o6tico;
compreender as diferentes
modalidades de observacdo em
microscopia oOtica.

PRE-REQUISITOS

O aluno devera entender o
mecanismo de obtencdo de
imagens através do microscépio
otico.

Saber reconhecer as partes do
microscopio otico e seu
funcionamento.

(Fonte: http://www.microscopiomundoeducacao.uol.com.br).



omo verificamos na aula passada, o aumento total do

objeto observado, obtido pelo microscopio 6tico (MO),

¢ calculado através da multiplicagao dos valores do aumento da ocu-
lar pelo da objetiva utilizada. Entdo, se a ocular

fornecer um aumento de 10x e a objetiva de

INTRODU(;AO 40x, o aumento final sera de 400x.

Comprimento de onda

Distancia entre dois
pontos numa onda.
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O tamanho dos objetos observados em
microscopia ¢ limitado pelo comprimento de onda da radiacao uti-
lizada. Para o MO, o comprimento de onda da luz varia entre 0,4 a
0,7 mm, sendo o valor fixado em aproximadamente 0,5 mm. No en-
tanto, uma das caracteristicas mais importantes de um microscopio
nao ¢ a sua capacidade de ampliagao, mas o seu poder de resolucao,
isto &, a riqueza de detalhamento que o aparelho permite mostrar em
relacao ao espécime observado. A ampliacio somente promove o
aumento da imagem e nao o nivel dos detalhes que podem ser obser-
vados. E € sobre resolucao que iremos aprofundar os nossos conheci-
mentos nesta aula. Mas antes disso, vamos definir as unidades de

medidas utilizadas em microscopia.

s

Células observadas ao microscopio 6tico (Fonte: http:/
/cbme.usp.br).



s dimensbes das estruturas observadas podem ser

macroscopicas, visiveis a olho nu, e microscoépicas,

dificeis de serem vistas pelo olho humano. As medidas micros-
copicas empregadas sio o micrometro (um),

para a microscopia 6tica, e o nandémetro

(nm) e o Angstrom (A), para a microscopia MEDIDAS

eletronica. A sua relacio com a unidade fun-
damental do sistema métrico, o milimetro (mm), e com o metro

(m), é a seguinte:

1pum = 10° mm = 10°m
1nm= 10°mm = 10° m
1A= 10"mm =10 m

RESOLUCAO

Quando falamos de resolucao, estamo-nos referindo a quali-
dade da imagem obtida no microscopio, isto €, ao detalhamento.
O limite de resolucao determina a ampliacao maxima util do mi-
croscopio e corresponde a menor distancia entre dois pontos que
ainda podem ser distinguidos separadamente.

Para entender melhor o que abordamos no paragrafo anterior,
vamos a0 seguinte exemplo. O limite de resolu¢ao do olho humano,
ou seja, a menor distancia que conseguimos distinguir entre dois pon-
tos adjacentes ¢ de 0,2mm. Portanto, valores entre dois pontos me-
nores que este, como 0,Imm, sao imperceptiveis ao nosso olhar e,
desta forma, ao invés de serem distinguidos como dois pontos, apa-
recem como uma unica imagem. Conseguiu entender? Entao com-
preendeu o que ¢ limite de resolu¢ao!

Esse limite ¢ determinado pelo comprimento de onda de luz
visivel e da abertura numérica (AN) da lente objetiva, que estabe-
lecem a maxima poténcia luminosa captada por esta lente. O limite

da objetiva é dado pela seguinte féormula:
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Introducao a Microscopia

LR =Kk\A/AN, em que,

LR ¢ o limite de resolucao;

k ¢ uma constante equivalente a 0,61;

€ (lambida) é o comprimento de onda da luz utilizada;

AN ¢ o numero de abertura da lente objetiva.

A AN pode ser definida como o tamanho do cone de luz que
entra nas lentes do microscopio apos passar pela amostra. Este va-
lor varia de acordo com o aumento e para cada objetiva (Figura 1).

A abertura numérica ¢ dada pela férmula: AN = ¢ send, cujos
elementos tém o seguinte significado:

G ¢ o indice de refracao do meio;

a (alfa) é o semi-angulo
da AN, ou seja, corresponde
a metade do comprimento do
cone de luz recebido pela len-
te. O valor maximo € de 90

graus e seu seno ¢ igual a 1.

O maior valor calculado
i para AN ¢é de 1,4 e s6 pode
===
===t

Iigura 1 - Esquema representativo da abertura numérica (Fonte: Cooper, 2005).  calculado como:

ser atingido com a objetiva
de imersao. O limite de re-

solucao para o MO pode ser

IR=0,61x05/14 IR=0221m

Entao, lembre-se de que ao utilizarmos um microscopio, de-
vemos verificar o nimero de abertura de suas objetivas, pois o
melhor microscopio é aquele que apresenta o maior nimero da
AN, ou seja, quanto maior for o valor da abertura da lente objeti-

va usada, maior sera o seu poder de resolugao.



ILUMINACAO DE KOHLER

A correta iluminacao em microscopia ¢ tao importante quanto a
utilizacao de boas lentes. Em 1893, com o trabalho de August Kohler,
comecou-se a discutit melhotias no sistema de luminacao dos microsco-
pios. A técnica Kohler tem sido amplamente divulgada desde meados do
século XX e ¢ tida como fundamental para a obtencao de uma ilumina-
¢ao de excelente qualidade em termos de intensidade de luz e distribui-
¢ao homogénea no campo observado. Diante destes aspectos, como
devemos proceder para fazer a observacio do espécime escolhido? E s6
seguirmos as etapas enumeradas a segui.

1. Fechar o diafragma de campo e do condensador cerca de 2/
3. Em seguida, aparecera uma imagem facetada.

2. Centralizar essa imagem.

3. Abrir o diafragma de abertura até luminar uniformemente

O campo.

MODALIDADES DE OBSERVACAO EM
MICROSCOPIOS OTICOS

Agora, vamos comecar a tratar sobre as diversas técnicas de
microscopia ética. E importante conhecé-las para sabermos o tipo
de microscopio mais adequado numa determinada analise. Deta-
lharemos nove técnicas a seguir.

. Campo claro
. Campo escuro
. Contraste de fase

. Contraste interferencial diferencial

1

2

3

4

5. Polarizacao
6. Fluorescéncia

7. Confocal a laser

8. Microscopio invertido
9

. Microscopio estereoscopico
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Corantes

A maior parte das es-
truturas levadas para
MO sdo incolores, 0
quedificultasuaobser-
vagdo. Por esse moti-
vo, foram introduzidos
0s corantes que ser-
vem para corar as es-
truturas biologicas de
tal modo que seus
componentes se tor-
nemyvisiveis.

Introducao a Microscopia

CAMPO CLARO

Todos os microscopios funcionam com campo claro. A
utilizacao desse microscopio ¢ mais adequada na observagio
de estruturas que tém coloraciao prépria. Mas para uma me-
lhor visualizacao de estruturas muito claras, é necessario o

uso de corantes (Figura 2).

Figura 2 - Micrografias de células humanas obtidas a partir de microscopia de campo
claro. (Fonte: Cooper, 2005).

CAMPO ESCURO

Neste caso, a imagem ¢ resultante dos feixes de luz que
sao desviados pelo material observado. Isto ocorre porque
se coloca um disco opaco abaixo da lente condensadora que
ilumina o objeto obliquamente. A luz dispersada chega a ob-
jetiva e o objeto aparece iluminado e brilhante sobre um
fundo escuro, permitindo, assim, que somente suas bordas
sejam observadas (Figura 3). E ideal para a observac¢ao de
estruturas transparentes como bactérias, plancton, pélen e
cristals que apresentam pouco contraste para serem vistos

em microscopio claro.



Microscopio Otico: resolucao e modalidades de ohservagao

Ohbjetiva

Espacime

Disco Cpaco Disco Opaca

Figura 3 - Microscopia de campo escuro (Honte: Leal, 2000).

CONTRASTE DE FASE

A maior parte dos detalhes de células vivas nao ¢ detectada pelos
microscopios anteriormente citados, pois suas estruturas sao transpa-
rentes, nao apresentando contraste suficiente. O microscopio de con-
traste de fase tem um sistema otico especial que torna possivel a distin-
¢ao de materiais biologicos que se diferem ligeiramente quanto aos

seus indices de refracao.

Figura 4 - Micrografias de células humanas obtidas a partir de microscopia
de contraste interferencial diferencial (Fonte: Cooper, 2005).

O principio de seu funcionamento baseia-se na conversao das va-
ria¢oes de densidade ou espessura do material observado em diferen-

cas de contraste. As estruturas levadas a0 MO causam retardos na luz



Frits Zernike

Fisico e matemético
holandés, nascido em
Amsterdad (1888 -
1966). Prémio Nobel
de Fisica (1953) pela
demonstracéo do mé-
todo de contraste de
fase, especialmente
pela invencéo do mi-
croscopio de contras-
te de fase. Ao desen-
volver experiéncias
com redes de
difragéo, descobriu
gue podia observar a
posicdo de fase de
cadaraio e pensou em
usar o efeito em
microscopia.
Suainvencao permitiu
aobservagdo de célu-
lasvivas sem aneces-
sidade do distorcivo
emprego de coloragéo
quimica.

Se vocé quiser saber
mais sobre este cien-
tista, acesse o site
http:// ads.brasilesco
la.com/biografialfri
ts-zernike.htm
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que as atravessa, correspondente a /4 do comprimento de onda da luz
nao desviada, resultando, assim, em perda de contraste. Para corrigir
esta defasagem, o fisico e matematico holandés Frits Zernike desen-
volveu um anel que pode acelerar ou retardar em %4 do comprimento
de onda, gerando diferencas de mntensidade luminosa que melhoram
consideravelmente o contraste (Figura 4).

Indicado no estudo de material biologico nao corado, este tipo
de microscopio pode ser usado de modo que o espécime analisado
apareca em escuro e o fundo em claro, resultando no que chama-
mos de contraste de fase positiva. Além desta opcao, ¢ possivel que
os detalhes estejam mais claros e o fundo escuro, caracterizando o

contraste de fase negativa.

CONTRASTE INTERFERENCIAL
DIFERENCIAL

Assim como na microscopia de contraste de fase, o microscopio
de contraste interferencial diferencial tem a imagem produzida a partir
de diferencas de densidade do objeto observado. Ele ¢ utll para o tra-
balho com materiats de até mais de 100 mm de espessura, que sao
inadequados para o contraste de fase, ou quando se esta visualizando
pequenos detalhes sem corar, cujo halo de contraste de fase esteja cau-
sando distor¢oes na imagem. Além de ser a mats popular, a microscopia
de contraste interferencial diferencial de Nomarski ainda tem uma van-
tagem sobre a técnica anteriormente citada: ¢ a de maior resolucao e

sensacao de relevo (Figura 5).

POLARIZACAO

No microscopio de polarizacao ha dois prismas: o polarizador
e o analisador, que permitem estudar certos aspectos da organiza-
¢ao molecular dos constituintes celulares anisotropicos, isto €, que
tenham dois indices de refracao, como musculos, ossos, celulose,
fibras, cabelos, cristais, entre outros. Ao atravessar a célula destas

estruturas denominadas birrefringentes ou anisotrépicas, o fei-



Microscépio Otico: resolugdo e modalidades de observagao

xe polarizado se divide em dois. Essas estruturas produzirao um
tipo de vibragao luminosa que ficara brilhante. Mas é importante
vocé obsetvar que somente as estrututas birrefringentes apatrece-
rao brilhantes, ficando o restante do material escuro. As estruturas
celulares que nao apresentam tal organizacao nao modificam o pla-

no de polarizagao da luz e sio chamadas isotrépicas.

Figura 5. Micrografias de células humanas obtidas a partir de microscopia
de contraste interferencial diferencial (Fonte: Cooper, 2005).

FLUORESCENCIA

Fluorescéncia é a propriedade de algumas substancias emiti-
rem radiacao de maior comprimento de onda apos serem excitadas
com radiacao de baixo comprimento de onda. Certas substancias
absorvem a radiacao ultravioleta, emitindo depois radiacao den-
tro do espectro da luz visivel. Espécimes corados com corante
fluorescente aparecem como objetos luminosos quando observa-
dos com luz ultravioleta.

Portanto, a fluorescéncia ¢ o principio de que um corpo absorve
luz e, ap6s um curto intervalo de tempo, emite essa luz. O emprego de
compostos quimicos chamados corantes fluorescentes ¢ necessario
para produzir a fluorescéncia do material em estudo. Essa técnica é

normalmente empregada na analise de moléculas no interior celular.

Feixe polarizado

A luz natural vibra de
maneira aleatéria em
todas as diregbes du-
rante sua propagacao.
A luz polarizadavibra
em uma determinada

direcéo.

Birrefringentes
ou anisotrépicas

Refratam aluz em dois
angulos diferentes.

Isotropico

1. Que tem proprieda-
des fisicas indepen-
dentesdadiregdo (diz-
se de um meio);
isotropo;

2. Diz-se de um corpo
cujas propriedades fi-
sicas sdo constantes,
independentemente da
diregdo cristalogréfica
considerada.

&




Introducao a Microscopia

Vamos entender melhor como a imagem ¢ gerada. A amostra

previamente marcada com o corante fluorescente ¢ levada para ob-

— Flir harneira

Espelin discniio

Luz Msorescenie

Faliro exclmdrio — Lanies da ohjetiva

T

Figura 6 - Esquema mostrando o funcionamento do microscopio de

fluorescéncia (Fonte: Leal, 2000).
servacao. A luz fornecida pela lampada de tungsténio passa através
de um primeiro filtro (filtro excitatério), em que o comprimento de
onda da luz ¢ selecionado para excitar o corante fluorescente. O
corante absorve esse primeiro comprimento de luz (azul), mas a ima-
gem sera formada por um segundo comprimento de onda (verde)
emitido pelo espécime (Figura 6). Esta técnica ¢ utilizada para anali-

ses de proteinas e estruturas intracelulares.

CONFOCAL A LASER

O funcionamento deste tipo de microscopio ¢ semelhante ao
que acabamos de descrever na microscopia de fluorescéncia. Po-
rém, em vez de uma fonte de luz para promover a excitagao dos
corantes fluorescentes, utilizamos uma fonte a laser. Trata-se de
um MO que funciona em modo de varrimento. O feixe luminoso
irradia apenas um ponto da preparacao produzido pelo laser e,
através de um conjunto de lentes, o microscopio ¢ capaz de focar
um cone de luz laser em uma profundidade predeterminada da

amostra a ser estudada.
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Figura 7 - Microscopio estereoscopico ou lupa.

Mudando-se o ponto focal e mantida a profundidade, ¢ possi-

vel lluminar todo o plano em estudo, varrendo a amostra ponto a
ponto. A luz do laser passa por um pequeno orificio (pinhole) e
ilumina um unico ponto do espécime. A fluorescéncia emitida pelo
material é coletada e conduzida para um detector que tem um se-
gundo orificio pequeno. O que nos permite concluir que a imagem
final obtida ¢ aquela captada pelo segundo orificio. Deste modo, a
obtencao de imagens sucessivas de diferentes pla-
nos da mesma amostra possibilita construir ima-
gens tridimensionais. O confocal a laser ou LSM

(laser sacanning microscope) fornece imagens

- tridimensionais e medidas da relacio volume/

O s

i

organela em relagcao ao volume total da célula.

MICROSCOPIO INVERTIDO

O nome deste microscopio se deve ao fato de
todo o seu sistema de iluminacao se encontrar
invertido. E indicado para o estudo de célu-
las em tubos e garrafas fechados, pois evi-

: ta problemas de contaminacao.
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MICROSCOPIO
ESTEREOSCOPICO

Conhecido como lupa, este tipo de microscépio dispoe de ocu-
lares para ampliacio do material. E muito pratico para fazer mani-
pulagao, pois a preparagao ¢ colocada diretamente sobre uma pla-

ca de Petri, nao necessitando usar lamina e laminula (Figura 7).

(Fonte:

http://
pt.wikipedia.org/wiki/
Placa_de_Petri)

Placa de Petri

E um recipientecilin-
drico, achatado, devi-
droou pléstico, que
os biolégos utili-
zam para a cultura
de micrébios. O
nome foi dado aeste
instrumento de labo-
ratério em honra ao
bacteriologista ale-
méao J.R. Petri (1852-
1921), que a inven-
tou em 1877, quando
trabalhava como as-
sistente de Robert
Koch. E constituido
por duas partes: uma
base e umatampa.
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o encerrarmos esta aula, concluimos que a capacidade

de resolugao de um microscopio é requisito fundamen-

tal para a qualidade do detalhamento da imagem do espécime em
analise. Por isso, a escolha do microscopio 6tico mais adequado
ao trabalho a ser desenvolvido envolve a

CONCLUSAO avaliacdo das caracteristicas de cada uma de

suas técnicas, pois cada uma delas oferece van-

tagens especificas na visualizagio de determi-

nados elementos morfologicos.




RESUMO

Nesta aula, demos continuidade aos estudos sobte o microsco-

pio 6tico MO), centrando-nos na importancia da resolugao para

a qualidade da imagem produzida. Assim, verificamos que o po-
der de resolucao depende do comprimento de onda da luz e da abertura
numérica (NA) da lente objetiva utilizada, que proporcionara uma maior
riqueza de detalhes do espécime analisado. Também estudamos as diver-
sas técnicas de microscopia Otica e suas aplicacoes de acordo com o
material em analise. A microscopia de campo claro ¢ comum a todos os
MO, enquanto a de campo escuro é um tipo de microscopia indicada
para a observacao de pequenos objetos como bactérias, planctons, po-
len e cristais. O microscopio de contraste de fase torna possivel a distin-
¢ao de materiais biologicos a partir de diferencas dos seus indices de
refracao. As ondas de luz que passam através de materiais com diferen-
tes densidades o farao em diferentes velocidades. Desse modo, os feixes
luminosos ao atravessarem, por exemplo, cloroplastos e nucleos, irao
emergir em tempos e fases distintos. Essas diferencas conferem o con-
traste necessario para observacao minuciosa do objeto. Esta técnica ¢
ideal para se trabalhar com material vivo em que o uso do corante nao é
desejavel. A microscopia de contraste interferencial diferencial de
Nomarski permite uma 6tima visualizagao para matérias com espessura
de até 100 mm. A técnica de polarizacao permite que o feixe de luz, ao
passar através de estruturas birrefringentes, como colageno, cromossomos,
o0sso, cabelo, fibras musculares e de tecido conjuntivo, seja dividido, de
modo que dois raios luminosos sejam obtidos a partir de um tnico fei-
xe. A técnica de fluorescéncia é utilizada para analises de proteinas e
estruturas intracelulares e a confocal a laser ou LSM (laser scanning
microscope) fornece imagens tridimensionais e medidas da relacao
volume/otganela com o volume total da célula. O MO invertido é
empregado para visualizacao de materials muito espessos como gartra-
fas ou tubos de ensaio com culturas de célula. No microscopio
estereoscopico ou lupa nao se prepara o material entre lamina e laminula,

permitindo o manuseio do espécime durante a observagao.
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ATIVIDADES

1. O microscopio “A” tem objetiva de 10x de AN 0,15 com ocular
20x, com aumento de 200x. O microscépio “B” tem objetiva de
40x de AN 0,65 com ocular 5x e aumento de 200x. Qual desses
tera a melhor resolucao?

2. Qual microscépio voceé escolhetia para observa¢ao de garrafas de
cultura de células?

3. Quais os critérios para a escolha de um bom microscépio?

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Lembre-se de que o poder de resolucao esta relacionado a
abertura numérica.

2. E importante entender as técnicas de microscopia Gtica para
podert, entao, escolher o mais adequado para sua observacao.

3. A escolha de um bom MO ¢ muito particular, pois dependera
do espécime que se deseja visualizar. Assim, para esta questao,
cabe uma resposta mais geral, nao se esquecendo do conceito

de poder de resolucao.
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