PREP[-\RAQAO DE MATERIAL
BIOLOGICO PARA OBSERVACGAO
EM MICROSCOPIA

ELETRONICA

META

Apresentar algumas normas de
preparacdo de material
bioldgico para observagdo no
microscopio eletrénico.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno
devera:

compreender os aspectos
principais sobre procedimentos
utilizados para observagao em
microscopia eletronica.

PRE-REQUISITOS

O aluno devera rever as
técnicas de microscopia
eletronica de transmissdo
e de varredura.

(Fonte: http://www.candidopereira.net).



Introducao a Microscopia

la, caro aluno! Esperamos que vocé tenha aproveitado

bastante o conteudo apresentado nas outras aulas, uma

vez que este ¢ 0 nosso ultimo encontro nesta disciplina.

Nele vamos aprender a preparar o material para analise em micros-
copio eletronico, seguindo de forma detalha-

da as etapas desse processo. Para isso, ¢ fun-

INTRODUCAO

damental que vocé tenha compreendido o con-

teudo estudado na aula passada, em que abor-
damos as diferencas entre o microscopio otico e o eletronico e en-
tre o MET (microscopio eletronico de transmissao) e o MEV (mi-
croscopio eletronico de varredura).

Caso vocé ainda tenha duavidas, nao hesite em procurar o tutor
em seu polo ou através da Internet. Nao as deixe guardadas, sem-
pre que possivel, procure discuti-las nao s6 com o tutor, mas tam-
bém com seus colegas. Quem sabe elas sejam comuns a outros alu-

nos. Pense bem nisso e vamos a nossa aula.

Microscopio Eletronico de Varredura (Fonte: http://wwwlas.inpe.br).



PROCEDIMENTOS PARA OBSERVACAO
EM MICROSCOPIA ELETRONICA

Os procedimentos empregados para observacao das estrutu-
ras biologicas no microscopio eletronico im-
plicam uma série de procedimentos técnicos

PREPARACAO

que garantam um contraste, conservagao do

material mais préximo ao z vivo, tesisténcia

quando submetidas ao bombardeamento de elétrons e ao vacuo,
além de manutencao da integridade bioquimica do material. No
quadro a seguir, mencionamos os aspectos de rotina e normas
comuns a muitos dos procedimentos empregados em microscopia

eletronica (Tabela 1).

MET MEV
Fixagao Fixagao
Desidratagdo Desidratagao
Inclusio Secagem
Ultramicrotomia Evaporagdo com ouro
Contrastacgio

Tabela 1 - Quadro comparativo dos procedimentos para observacdo em microscopia
eletronica.

FIXACAO

O objetivo da fixacao ¢ manter intacta a estrutura celular, im-
pedindo, assim, que acontecam a autdlise, ou seja, destruicao da
célula pelas suas proprias enzimas, e a agao e proliferacao de bacté-
rias; garantir o enrijecimento das células para que resistam melhor
as etapas posteriores a preparacao do material; e aumentar a afini-
dade das estruturas celulares pelos corantes, melhorando o con-
traste. A fixacao pode ser feita através do uso de agentes quimicos

ou por processos fisicos.
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Introducao a Microscopia

A criofixacao ¢ um exemplo de agente fisico e tem por funda-
mento submeter o material a ser analisado a um congelamento rapi-
do. Esse congelamento pode ser feito a uma velocidade média de -
1000° C por segundo, proporcionando a passagem da agua do esta-
do liquido para o sélido e formando cristais de gelo diminutos, ou
com o emprego de hélio liquido (- 271° C).

A fixacao mais empregada ¢ a que utiliza agentes quimicos. Noz-
malmente, o espécime ¢ imerso numa mistura de compostos quimi-

cos diversos e em propor¢oes determinadas. A mistura deve conside-

~ ~ rar um pH e uma pressio osmotica adequados, ou seja, ¢ feita em
Solugao tampao

] uma solugdo tampao que mantém o pH da solucao final livre de
E uma solug&o con-
tendo é&cidos e bases
com seus respectivos dos fixados em solucdes nao tamponadas passam pot profundas al-
sais, que dentro de
umadeterminadafaixa
s80 capazes de impe- tura das proteinas. Por meio do tamponamento de solucoes fixadoras,
dir variagdes ionicas,
mantendo o pH da so-
lugdo constante. glutaraldeido, utilizado numa concentracao de 2,5% tampao, segui-

alteracOes bruscas, condicao necessaria para uma boa fixacao. Teci-

teracOes, pols a amostra sofre uma acidificacao que modifica a estru-

a acidificacao pode ser neutralizada ou, ao menos, retardada. O

do da refixacao com tetréxido de 6smio a 1% sao os fixadores mais

empregados (Figura 1).

Figura 1 -(A) Recipiente contendo glutaraldeido e (B) tetréxido de dsmio.

&



Preparacao de material hioldgico para observacao em ME

DESIDRATACAO

Ap6s a fixacao, o material deve ser bem lavado para, em segui-
da, ser desidratado. A desidratagao consiste na retirada de agua dos
espécimes a serem analisados, evitando qualquer dano ao micros-
copio eletronico, que funciona sob vacuo. Desse modo, toda a agua
¢ substituida gradativamente por concentragoes crescentes de al-

cool etilico ou acetona até atingir 100% (Figura 2).

0% R T 100%
R e . o [acetona

[HEO] ] ou
el etanol ]

100% |l 0%

Figura 2 - Tlustracio da dinamica de substituicio da dgua por etanol ou acetona. (Fonte:
Benchimol et al, 1986).

INCLUSAO

A inclusao é a proxima etapa
pata observar a preparaciao no
MET. Todo o alcool ou acetona deve
ser substituido por resina do tipo
epoxi em estado liquido, com o ob-
jetivo de conferir ao material biolo-
gico a consisténcia adequada para ser
cortado em fatias extremamente fi-

nas. Completada a infiltracao da re-

sina, o material é inserido em deter- igura 3 - Moldes para resina.

minados moldes e submetido a uma temperatura média de 60° C por
um periodo de dois dias. Este procedimento provoca o entijecimento
da resina e permite-nos obter bloquinhos que podem ser facilmente

cortados em fatias muito finas (Figura 3).
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Para haver formacao de imagem no MET, é necessario que os
elétrons possam atravessar o material biolégico, que deve ser sub-
metido a cortes muito finos. Os cortes sao executados em apa-
relhos denominados ultramicrétomos, cuja navalha ¢ de vidro

ou de diamante.
ULTRAMICROTOMO

O conhecimento de ultra-estrutura celular somente avancou
com o desenvolvimento de um aparelho denominado
ultramicrétomo, que possibilitou cortes extremamente finos no
material biologico com espessura de Imm (Figura 4). A espessura
desses cortes pode ser avaliada pela cor que mostram quando flu-
tuam na superficie da agua na cuba da navalha, resultado da inter-
feréncia entre os raios luminosos refletidos na face superior e in-
ferior do espécime. As cores cinza, prateada, dourada e vermelha
correspondem, respectivamente, as seguintes espessuras em mili-
metros: 60, 60-90, 90-150, 150-190.

F‘c.péc[mcn Mecamsmao
[ de avanco
! —

T
Mavalha

Figura 4. Arranjo basico de um ultramicrotémo. (Fonte: Grimstone, 1980)

A navalha deste aparelho pode ser constituida de:

vidyv: € fragil e por isso necessita ser frequentemente substituida;.
diamante: é resistente e de grande durabilidade, podendo ser uti-
lizada por varios anos desde que nao corte material que contenha

inclusao muito dura.



Preparacao de material hioldgico para observacao em ME

PREPARACAO DO BLOCO DE RESINA PARA
VISUALIZACAO NO MET

O bloco de resina pode ser de formato cilindrico ou achata-
do. O suporte do ultramicrétomo é adaptado para cada caso. A
extremidade do bloco que contém o espécime deve ser afeicoada a
mao como uma piramide (Figura 5).

Os cottes sao colhidos em uma grade com diametro de 2 ou 3
mm, feita normalmente de cobre, mas que pode ser também de ouro
quando houver tratamentos com reagentes que ataquem o cobre. A
abertura da malha das grades ¢, frequentemente, quadrada ou hexa-
gonal e tem cerca de 0,1 mm (Figuras 5 e 6). Antes do uso, a grade é
recoberta por um filme suporte fino, que forma o apoio definitivo

para o espécime.

. material

i - bloco de resma

©

ultramigrotome

Figura 5. Etapas de processamento a partir do bloco de resina em que o material foi incluido
até ser observado no microscopio eletronico de transmissdo. (Fonte: Benchimol et al, 1996).

Figura 6. Grade para recolher os cortes vista em grande aumento. (Fonte: Benchimol
et al, 1996).

-
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CONTRASTACAO

A contrastacao corresponde a ultima etapa para o MET. As
células e tecidos tém baixo poder intrinseco de espalhamento
dos elétrons, de modo que se fossem levados diretamente para
observaciao no microscopio eletronico, veriamos poucos deta-
lhes. Para garantir um bom contraste dos cortes, as amostras
precisam ser tratadas com solugoes de sais que contenham me-
tais pesados em sua composicao. Quanto maiotr o nimero ato-
mico, melhor sera o contraste. O acetato de uranila e o citrato
de chumbo sao exemplos de corantes bastante utilizados no
MET. As grades contendo o espécime siao imersas e deixadas
nestas solucoes por alguns minutos, antes de serem levadas para
observagao no microscopio.

Vamos entender melhor como a imagem ¢ formada para po-
dermos compreender a importancia de solucdes com metais pesados
na contrastacao da amostra. A imagem no microscopio eletronico é
formada a partir de feixes de elétrons emitidos do canhio eletronico.
Alguns elétrons do feixe, a0 atravessarem a amostra, encontrarao ato-
mos e serao desviados ou espalhados. Outros passarao diretamente
pelo espécime e chegarao a tela fosforescente ou placa fotografica.

A quantidade de elétrons espalhados por uma certa regiao
da amostra depende do nimero de atomos por unidade de volume
e da dimensao desses, ja que o tamanho do atomo pode ser ex-
presso em termos de nimero atomico. Quanto mais atomos exis-
tirem numa dada regiao e quanto maior a sua dimencao, maior
sera a probabilidade de colidirem com um elétron emitido através
do canhdao. As imagens no microscépio eletronico sao
monocromaticas, isto ¢, em tons de cinza. As areas escuras, cuja
visualizacdo ¢ mais dificil, correspondem a regiao da amostra que
espalha grande numero de elétrons, enquanto as areas mais claras
sao as regides menos densas, que permitem a passagem livre de
elétrons. Portanto, quanto maior o nimero atomico de um dado

elemento, mais eficiente sera no espalhamento dos elétrons.



Preparacao de material hioldgico para obhservacao em ME

SECAGEM

No MEV, o material é preparado para permitir a
visualizacao da morfologia, o que seria impossivel se ele es-
tivesse coberto por resina. Entao, nesse microscopio, a desi-
dratacao ¢ seguida pela secagem, que pode ser efetuada de
¢ao do alcool ou acetona por ar, sem a deformacao da célula. E definido por uma
Todo o liquido é substituido por diéxido de carbono (CO?)  temperatura especial

) ) . ) ] . denominada tempera-
liquefeito em uma camara especial denominada camara do  tyracriticaepelapres-

varias maneiras, sendo mais comum a que consiste na remo-

aparelho em ponto ctitico, em que o CO? atinge o chamado sao critica Acimades
tes limites de presséo

ponto critico. e temperatura, ndo é
possivel observar as

A fim de que a amostra esteja pronta para observacao no i
fasesliquida e gasosa.

MEYV, ela precisa ser banhada por um bom condutor de elé-
trons, normalmente ¢ o ouro, que permita ao feixe de elétron
varré - la. Nos microscopios mais modernos nao é mais neces-

sario desidratar e nem banhar a amostra com metal.

Células da bactéria Araruama, ao microscopio eletronico de varredura
(Fonte: http://www.revistapesquisa.fapesp.br).

O
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s espécimes sao, normalmente, frageis, hidratados, facil-
mente danificaveis e apresentam pouco contraste natu-
ral. Por isso, ¢ necessario, antes da observa¢ao no microscopio ele-

tronico, empregar métodos apropriados visan-

CONCLUSAO do garantir sua integridade e melhor

visualizagao. Existem diversas técnicas que po-
dem ser utilizadas para observa¢ao de material
biolégico em microscopia eletronica. Nesta aula, citamos os aspec-

tos basicos e, portanto, mais comumente empregados.

RESUMO

A preparacao do material para observac¢ao no microscopio ele-

tronico € impottante para garantir nao so6 a integridade do equi-

pamento, mas também a preservacao do material. O procedi-
mento classico para o MET consiste na fixacao do material com
glutaraldeido e tetroxido de 6smio, que garante a integridade da
estrutura a ser observada; desidratacio por alcool etilico ou ace-
tona; inclusao, que ¢ o enrijecimento da estrutura através da infil-
tracao de resina, facilitando o manuseio no aparelho conhecido
como ultramicrétomo, que permite fazer cortes extremamente fi-
nos para facilitar a passagem do feixe de elétrons através do ma-
terial. O material cortado ¢ colocado em grades e deve ser con-
trastado através de substancias contendo metais pesados, como o
acetato de uranila e o citrato de chumbo, pois apresentam grande
poder para dispersar elétrons, melhorando o contraste e, portan-
to, a visualizacao final. Para o MEV, repetem-se a fixacao e a
desidratacao e acrescentam-se a secagem e a evapora¢ao com ouro.
Em microscopios mais modernos, as duas ultimas etapas citadas

anteriormente sao dispensaveis.



{'?I,T/a ATIVIDADES
LA

1. Explique as principais etapas de processamento das amostras
que serao observadas no microscopio eletronico.

2. Quatis as principais diferencas do processamento da amostra para
visualizacao no MET e no MEV? Explique o porqué disto.

3. Por que ¢é necessario desidratar o material que sera levado para

obsetrvacdo no microscopio eletronicor?

COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

1. Se voceé respondeu a esta questdao, entdo conseguiu
compreender o assunto exposto nesta aula.

2. Para responder a esta atividade, vocé tem de entender
qual o objetivo de se trabalhar com cada um desses
microscopios, sua utilidade e quais estruturas podem ser
observadas através deles.

3. Ao responder a esta questao, vocé demonstra que entendeu
as implica¢oes da nao desidratacao da amostra para o

funcionamento do microscopio e para a formacao da imagem.
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