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INTRODUCAO

Com o0 avanco tecnologico, os microscopios eletronicos e suas metodologias foram aprimoradas, possibilitando a obtencéo de
Imagens com resolucao cada vez maiores e uma compreensao melhor da microanatomia celular. Surgiram diversas ferramentas que
contribuiram com essa finalidade e se consolidaram no meio académico, como a reconstrucao tridimensional (3D). Diferentes
metodologias foram desenvolvidas para isso, como a de cortes seriados, tomografia eletronica e FIB (focused ion beam). Estas duas
ultimas consolidaram-se como as principais técnicas atuais, gracas aos avancos obtidos, devido principalmente ao aumento na
capacidade de aquisicao de cortes seriados e séries tomograficas no microscopio. Nesse trabalho, a técnica estudada foi a tomografia
eletrbnica, que somente pode ser feito em um microscopio eletronico de transmissao (MET).

De modo analogo ao exame de tomografia computadorizada da medicina, a tomografia eletronica produz uma sequéncia de
Imagens da amostra em diferentes angulos ao longo de um eixo (Frank, 2005). Mais detalhadamente, nesse método € obtido uma
sequéncia de imagens da amostra em diferentes angulos, abrangendo uma faixa angular de aproximadamente -70° até 70° (figura 1).
No entanto, enquanto no exame medico a lente e a fonte de iluminacao se movimentam, na tomografia eletronica € a amostra que
muda sua angulacao ao longo do processo, sendo as imagens posteriormente utilizadas para formar um volume 3D por algoritmos de
retroprojecéo, que acrescentam um terceiro eixo, denominado eixo z. O feixe de elétrons deve atravessar a amostra, e por conta disso,
a espessura do corte deve ser ultrafino (~300 nm em um microscopio de 200kV). Caso a amostra seja mais espessa, 0 feixe nao
atravessa, saindo uma imagem totalmente preta. Para poder, portanto, observar amostrar muito volumosas, € possivel fazer diversos

cortes ultrafinos e fazer um tomograma de cada um deles, unindo e alinhando cada um deles no processo computacional. Essa técnica

& chamada de tomoarafia eletronica seriada.
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Figura 1. Processo esquematico de reconstrucao tridimensional por tomografia eletronica. Retirado de Miranda et al., 2015.

OBJETIVOS

Explorar a arquitetura tridimensional de células através da aplicacdo de metodologias avancadas em microscopia eletrénica e

estabelecer um fluxo de trabalho para aplicacao em amostras biologicas.

METODOLOGIA

Foi utilizado como modelo de estudo o Trypanosoma cruzi, protozoario parasita causador da doenca de Chagas, em sua forma
amastigota. Para essa finalidade, foram utilizados métodos de criofixacdo (congelamento por alta pressao e substituicao a frio) no
preparo da amostra, para uma melhor preservacao das estruturas de interesse. Apds isso, a amostra foi emblocada, trimada e seus
cortes ultrafinos coletados com as grades de cobre, sendo depois levada ao microscopio eletrbnico de transmissao para a aquisicao
das séries tomograficas. O tomograma utilizado nesse projeto foi cedido pelo orientador Wendell Girard Dias, sendo esses referentes a
sua dissertacdo de mestrado. ApOs obter o conjunto de imagens de diferentes angulos, o IMOD (software gratuito mantido pela

universidade de Colorado) foi utilizado para alinhar, reconstruir e segmenta-las, para a geracédo do modelo 3D.

RESULTADOS ALCANCADOS E DISCUSSAO

Os resultados alcancados foram modelos 3D do nucleo e da membrana plasmatica que, por conta do tamanho dessas estruturas,
nao puderam ser vistas em totalidade. Ainda assim, foi possivel observar dados interessantes, como a morfologia dessas duas

estruturas (figura 4). De modo geral, o nucleo tende a ter um formato mais arredondado, e a membrana plasmatica, mais rugosa. Aléem

disso, evidencia-se o0 uma invaginacdo na membrana — nada mais € que a bolsa flagelar.

Figura 2. Segmentacao das estruturas de interesse ao longo do tomograma. A-C, em azul, segmentacao referente ao nucleo, e
em branco, referente a membrana plasmatica. (N) nucleo, (C) cinetoplasto, (F) flagelo, (MP) membrana plasmatica, (VC) vacuolo
contratil e (ES) espongioma. Barra de escala: 200 nm.
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Figura 3. Imagens de diferentes partes do tomograma ja reconstruido. A-F, célula do T. cruzi ao longo do tomograma. (N)
nucleo, (C) cinetoplasto, (F) flagelo, (Ac) acidocalcissomo, (Es) espongioma, (VC) vacuolo central e (BF) bolsa flagelar. Barra de
escala: 200 nm.

Figura 4. Modelo tridimensional do nldcleo e da membrana plasmatica. A, imagem do tomograma de uma ceélula de T. cruzi na
forma amastigota. B-C, modelos 3D observados, sendo em azul o nucleo e em branco transparente a membrana plasmatica. D,
modelo 3D observado em um angulo diferente, sem transparéncia. (N) nucleo, (MP) membrana plasmatica e (BF) bolsa flagelar.
Barra de escala: 200 nm.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram o grande potencial da utilizacdo de técnicas de reconstrucao 3D em microscopia eletrbnica para o
estudo da arquitetura 3D das células, o que pode ser aplicado em uma grande variedade de células e tecidos. E um processo
trabalhoso, principalmente a etapa de segmentacao das estruturas de interesse, que deve ser feita manualmente, visto que, a depender
da estrutura de interesse e da qualidade da imagem, suas delimitacdes podem nao ser tdo evidentes. Porém, pode evidenciar aspectos
bastante interessantes como a invaginacao presente na membrana plasmatica (bolsa flagelar), contendo o pequeno flagelo do
amastigota, corroborando com os estudos Meyer & De Souza (1976), que apontavam a existéncia de um curto flagelo nessa
diferenciacado do T. cruzi. Com relacao ao tomograma, as diferentes tonalidades de cinza evidenciam diferencas de eletrondensidade

nas organelas.



