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INTRODUCAO METODOLOGIA

O surgimento do microscopio eletrébnico em 1930, proporcionou um grande avanco na compreensao da
estrutura da célula e sua funcao. Diversos métodos tém sido desenvolvidos para obter uma melhor
preservacao da estrutura da célula, de forma que a danifique o menos possivel. Atualmente, o método mais
utiizado € a imersao do material biolégico em fixadores quimicos (fixacao quimica) em temperatura
ambiente. Porém, este tipo de fixacdo gera diversos artefatos causados por diferentes fatores, como por
exemplo, a taxa de difusao, a osmolaridade e a seletividade do fixador. Dessa forma, componentes da
estrutura da célula sofrem variagdes na sua estrutura e composicao em consequéncia da morte celular
lenta. Durante as etapas de lavagem e desidratacdo, varias moléculas podem ser extraidas, gerando
alteracdes tanto na morfologia como na composicao de moléculas (Small, 1981). Diferentemente da fixacao
quimica, as técnicas de criofixacao possibilitam a imobilizacao instantdanea dos componentes celulares
atraves do congelamento ultrarrapido, mantendo a composicao e a arquitetura celular mais proxima do seu
estado nativo. Apesar da qualidade superior na preservacao de materiais biologicos, a maioria das
criotécnicas exigem a utilizacao de equipamentos especificos, por isso, dificimente sdo empregadas como
rotina em muitos laboratoérios. A eficiéncia da criofixacao esta diretamente relacionada com a temperatura e
a velocidade em que o material é criofixado. Baixas temperaturas (~ - 135 °C) e altas taxas de
congelamento (~ 105 °C/s) sdo necessarias para evitar a organizacdo das moléculas de agua em redes de
cristais de gelo, em um processo denominado vitrificacao (Steinbrecht & Zierold, 1987). Comparado com a
preservacido da ceélula em fixadores quimicos, a criofixacao apresenta resultados de preservacao
ultraestrutural muito mais proximo do seu estado in vivo (Figura 1).

As metodologias de criofixacdo podem ser separadas em duas categorias: (1) criofixacao a pressao

ambiente e (2) criofixacao a alta pressao. O congelamento por imersao € um exemplo de técnica realizada a
pressao ambiente. No congelamento por imersao, o material biologico € imerso rapidamente em um agente
criogénico (por exemplo, propano resfriado por nitrogénio liquido (- 196 °C), atingindo taxas de
congelamento de 105 °C/s, com profundidade de vitrificacdo de aproximadamente 10 um. O congelamento
por alta pressao € a técnica de criofixacao mais utilizada atualmente. Nesta técnica, o material € inserido na
camara de alta pressao do aparelho e submetido ao congelamento com nitrogénio liquido a uma pressao de
2.100 bar, o que reduz significativamente a formacgao de cristais de gelo, apesar da relativamente baixa taxa
de congelamento obtida (~104 °C/s). A aplicacdo da alta pressao dificulta a formacao de cristais de gelo e
permite que a vitrificacao ocorra em uma profundidade entre 100 e 300 um (Steinbrecht & Zierold, 1987).

O material processado por criofixacao pode ter diferentes destinos, entre eles, ser observado diretamente no
microscopio eletrébnico de transmissao (criomicroscopia) apos a obtencao de cortes congelados no
crioultramicrotomo, ou pode ser imerso em uma solugcao contendo fixadores diluidos em um solvente
organico e sua temperatura pode ser elevada gradualmente por um processo chamado substituicido a frio
(Steinbrecht & Zierold, 1987). Neste processo, a agua contida no material biolégico € substituida pela
solugao (meio de substituicao) contendo o solvente organico (etanol, metanol e acetona) e fixadores
quimicos, como o glutaraldeido e tetroxido de ésmio a baixas temperaturas. O processo inicia-se a -90 0C,
onde ocorre a desidratacao do material com o solvente organico em fase liquida, e os fixadores quimicos
inativos sdo difundidos por toda célula sem fixa-la. A medida que a temperatura é elevada, os fixadores
quimicos sao ativados e, como ja estao proximos das moléculas a serem fixadas, este processo € mais
eficiente, o que elimina as alteragcbes estruturais geradas por problemas na difusao dos fixadores, como
ocorre na fixacao quimica por imersao. Apos isso, o material pode ser incluido em resinas epoxi ou
metacrilato e observado normalmente no microscopio eletrénico de transmissao.

Figura 1. Microscopia eletronica de transmissao de epimastigotas de T. cruzi. Comparacao entre fixagao quimica (a) e
fixagcao a alta pressao (b), mostrando diferentes regides do parasita. (¢) Uma célula com fixacado quimica que apresenta um
aspecto enrugado da membrana (setas). (d) Uma célula com fixacao a alta pressdao mostrando reservossomos com
contraste e a superficie da membrana que parece mais linear e suave (setas). (e) Imagem ampliada da regidao selecionada
em d. F- Flagelo K- Cinetoplasto N- Nucleo R- Reservossomos, CVC- Complexo Vacuolo Contractil. Escala: 500 nm (a,b)
200nm (c,d) 100 nm (e). Retirado de Girard-Dias et al., 2012.

OBJETIVO

O objetivo desse trabalho € avaliar a eficiéncia da técnica de criofixacdo por imersao para congelamento e
preservacao da estrutura de células em cultura, através da analise por microscopia eletrbnica de transmissao.

Dentre as técnicas de criofixacao disponiveis, o congelamento por imersido nao necessita de equipamentos de
alto custo, podendo ser realizado até mesmo de forma manual. Devido as limitacbes desta metodologia em
relacao ao volume tedrico que pode ser criofixado de forma eficiente (aproximadamente 10 ym), avaliaremos a
eficiéncia do congelamento através da analise da preservacao ultraestrutural das ceélulas por microscopia
eletrbnica de transmissao (MET).

Uma monocamada de células da linhagem Vero sera fixada de duas formas: (1) lavadas duas vezes por 10
minutos em PBS e fixadas por 1 hora, a temperatura ambiente, em glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4%, cloreto de
calcio 0,5 mM em tampao cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2. Em seguida, o material sera lavado trés vezes em
PBS e pos-fixado em tetroxido de osmio (OsO4) 1%, ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de calcio 5 mM em
tampao cacodilato de sodio 0.1M, pH 7.2, por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. As células serao
desidratadas em concentragcOes crescentes de acetona (50, 70, 90 e 100%) e posteriormente infiltradas em Epon
e emblocadas. Este método sera utilizado de forma comparativa com a criofixacao. (2) As ceélulas aderidas em
substrato serao imersas rapidamente em etano liquido resfriado por nitrogénio liquido a -196°C. Apds o
congelamento, as amostras serao transferidas para um meio de substituicao composto por 2% de tetroxido de
6smio em acetona, resfriado a -90 °C em gelo seco. Este meio com as amostras sera mantido a -80/-90 °C em
freezer por 72 horas e gradativamente aquecido, sendo transferido para um freezer a -20° C por 12 horas e depois
para a geladeira a 4 °C por 4 horas. Apos esta curva de aquecimento, as amostras serao lavadas 3 vezes em
acetona pura, infiltradas em Epon e emblocadas.

Os blocos com amostras gerados em ambas metodologias serao levados ao ultramicrotomo para obtencao de
cortes ultrafinos de 70 nm coletados em grades de cobre. Por fim, essas grades de cobre que serdo contrastadas
em acetato de uranila e citrato de chumbo e levadas para o microscopio eletronico de transmissao.

RESULTADOS PRELIMINARES

Por conta da pandemia do Covid-19, nao foi possivel comecar o cultivo de células para a continuidade do projeto.
Poréem, até aqui tivemos otimos resultados no aprendizado teérico e pratico das criotécnicas, que exigem
habilidade e precisdo. Para isso, foi-se dedicado bastante tempo nessas etapas e também no aperfeicoamento
no uso do ultramicrotomo e preparacao dos blocos de Epon (Figura 2). Também foram realizados testes nos
equipamentos que serao utilizados na pesquisa, como o aparelho de congelamento por imersao (Figura 3) e o
treinamento da operacao do microscopio eletrénico de transmissao (Figura 4), etapas que serdo fundamentais
para a geracao dos resultados esperados. As expectativas sao de uma avaliacao positiva de sua eficiéncia para
estabelecer um protocolo alternativo de fixacao.

Figura 2. Ultramicrétomo. (a) Aparelho
utilizado para a realizacao dos cortes
ultrafinos da amostra e o processo de
trimagem de um bloco de Epon (b-d).

Figura 3. Aparelho de congelamento por
imersao. Aparelho projetado para imersao
das amostras em meio criogénico resfriado
por nitrogénio liquido..

Figura 4. Microscopio eletronico
transmissao. Utilizado para analisar as
amostras. (a) Imagem do microscopio
eletrénico de transmissao (b) Formacgao da
imagem no ecra atraves do feixe de
eletrons.
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