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Microscopia Electronica

A Microscopia Electronica, uma vasta area em Anatomia
Patoldgica, surge com a necessidade de observar cada
vez mais com pormenor as estruturas tecidulares,
nomeadamente os componentes celulares que nao sao
passiveis de se observar com detalhe ao MO

Esta area permite a observacao da ultra-estruturas de
alguns organitos e estruturas com interesse na patologia
como € o0 caso do nucleo, dos lisossomas, das
mitocondrias, entre outras

Assim, tornou-se um oOptimo complemento de
diagnostico, no entanto, a sua principal aplicacao
continua a ser no campo da investigacao cientifica



Ultraestrutura de Organitos e Estruturas
com Interesse em Patologia

Nucleo

Mitocondrias

Reticulo Endoplasmatico

Complexo de Golgi e Granulos Secretorios
Lisossomas

Citoesqueleto

Membrana plasmatica

Colagénio

Amildide



Nucleo (1)

Contém o material genético — DNA — associados as
proteinas basicas — histonas — para forma a cromatina

A cromatina condensada ou heterocromatina
corresponde a porcoes inactivas do DNA

Podem ocorrer alteracoes na cromatina em situacoes de
morte celular

No caso da apoptose, a cromatina condensa-se em
massas compactas

O nucléolo, que contém RNA e as proteinas
ribossdmicas, aumenta de volume em células com
elevada sintese proteica (ex.: células neoplasicas)



Nucleo (2)

A membrana nuclear, que separa o nucleo do
citoplasma € constituida por 2 folhetos que
delimitam um espaco continuo com o RE, pode
apresentar-se muito convulsionada, com
proliferacdes e duplicacdes, em células
neoplasicas

O nucleo pode também apresentar inclusoes,
COMO 0S corpos nucleares ou inclusoes virais



Fig. 3 — An clecoron micrograph of a melatonin reated mouse Levdig cell. N = cell nuclews, M = mitochondria; thin ar-
row = Iysosonee: thick arrow = snwooth endopliasmic reticalum; double arrow = rough endoplazmic reticulum. Bar = 2 pme



Mitocondrias (1)

Distinguem-se 2 membranas: a externa e a
interna, que se prolonga sob forma de cristas
para o interior do organismo e delimita a matriz

As mitocOndrias estao sujeitas a alteracoes
conformacionais fisioldgicas

Na fase de oxidacao ou na fase de
armazenamento de energia, a matriz € mais
clara e a camara externa (espaco
intermembranar) diminui de tamanho



Mitocondrias (2)

Na fase fosforilativa ou a fase de sintese de
ATP, a matriz condensa e a camara externa
aumenta de tamanho

Verifica-se a formacao de edema mitocondrial e
de manchas densas de depositos de calcio
guando ocorrem situacoes de anoxia, de
elevada concentracao de calcio ou de presenca
de compostos lesivos para as membranas

Em determinadas patologias podem ser
observados cristais no interior deste organito



Mitocondrias (3)

Membrana Interna



Reticulo Endoplasmatico (1)

O RE corresponde a um sistema de cisternas,
vesiculas e tubos continuos com a membrana
nuclear, divide-se em:

RER - constituido por cisternas recobertas por
polirribossomas activos na sintese proteica

REL — formado por uma rede de tubos e de
vesiculas envolvida no metabolismo do
colesterol e em mecanismos de desintoxicacao



Reticulo Endoplasmatico (2)

Este organito apresenta um aumento de
tamanho e um aspecto vesiculoso quando ha
acumulacao de proteinas, por si sintetizadas, ou
em casos de edema celular

O RE pode tomar a forma de estruturas
tubuloreticulares, normalmente associadas ao
interferao a, que esta presente nas células de
Kuppfer de doentes com SIDA



Reticulo Endoplasmatico

RER




Complexo de Golgi e Granulos
Secretorios (1)

As proteinas sintetizadas no RER passam pelo
aparelho de Golgi, onde sdo modificadas e
armazenadas em granulos secretérios

A morfologia destes granulos é importante na
tipificacao celular em situacoes neoplasicas,
nomeadamente, em casos de adenoma e de
adenocarcinoma



Complexo de Golgi e Granulos
Secretorios (2)

Complexo de Golgi Granulos secretorios



Lisossomas (1)

Os lisossomas sao constituidos por hidrolases acidas,
que degradam substancias ingeridas ou porcdoes de
citoplasma a eliminar

Sao organitos que podem ser classificados em
primarios, quando ainda nao possuem substancia em
degradacao, e secundarios, que resultam da fusao dos
fagossomas ou vacuolos autofagicos e, por isso,
possuem restos de substancias em degradacao

O estudo do conteudo dos lisossomas € importante para
a identificacao de determinadas doencas ou para a
deteccao de deficiéncias enzimaticas



Lisossomas (2)




Citoesqueleto (1)

Os microtubulos estao envolvidos no transporte
de organitos celulares, na motilidade dos cilios e
na organizacao do citoesqueleto

O estudo dos microtubulos pode levar a
deteccao de alteragcoes na motilidade de certos
organitos, como os cilios, ou a identificacao de
alteracoes no transporte intracelular

Os sarcomeros do musculo estriado e das
células musculares lisas apresentam
microfilamentos



Citoesqueleto (2)

A presenca de feixes de microfilamentos
organizados € indicativa de diferenciacao
muscular e pode auxiliar na deteccao de
tumores

A diferenciacao dos filamentos intermediarios
em diversos tipos varia conforme as células

A sua presenca e morfologia pode auxiliar no
diagnostico de alguns tumores



Citoesqueleto (3)

Patron microtubular 9 + 2



Membrana Plasmatica (1)

Separa o citoplasma do meio exterior

Constituida por uma dupla camada de
fosfolipidos com proteinas intercaladas

Apresenta um aspecto trilaminar

Possui diferenciacoes em microvilosidades e em
cilios, os quais auxiliam na identificacao celular

Alteracoes na membrana traduzem-se em
alteracoes de permeabilidade, que causam
alteracoes na densidade e no volume dos
organitos



Membrana Plasmatica (2

Membrana Plasmatica




Colagénio (1)

O colagénio tipo | resulta da sobreposicao parcial de
moléculas de tropocolagénio, produzindo fibras com
uma estriacao transversal

As moléculas de tropocolagénio, por vezes, polimerizam
com uma diferente sobreposicao, dando origem ao
colagénio de “espacamento longo” que pode ser
observado quer em tecidos normais, quer em tecidos
patoldgicos

As membranas basais (colageénio tipo V) polimerizam
numa rede tridimensional e podem apresentar-se
espessas, estreitas, duplas ou conter depdsitos densos,
O que corresponde a alteracoes importantes associadas
a doencas do glomérulo renal



Colagenio (2)

PM - pregas membranares, LB - membrana



Aniléide (1)

O amiléide corresponde a acumulacao
exagerada de proteinas no interior das células

Ultraestruturalmente, corresponde a
acumulacoes de filamentos rectilineos com
cerca de 7 a 10 nm de espessura, normalmente
dispostos desordenadamente



Amiloide (2)
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Registo

Quando 1 amostra chega ao laboratério de ME tem de
ser novamente registada, sendo atribuido um n.? interno

A maioria das amostras que chegam para ME sao
bidpsias de pele, renais, hepaticas e culturas de células

As culturas de células sao centrifugadas para se obter
um sedimento celular no fundo de um tubo eppendorf
(ex.: urinas)

Alguns sedimentos de urinas tém de ser descalcificados
devido aos calculos que apresentam (ex.: EDTA)



Fixacao

Objectivo: preservar detalhes a nivel macromolecular
(proteinas, acidos nucleicos, lipidos e glicidos) e
ultraestrutural, mantendo sempre as relagoes existentes
entre os diferentes constituintes

Nao existe um fixador universal, ja que diferentes
materiais bioldgicos exigem diferentes métodos e
diferentes meios de preservacao

A aplicacao dos fixadores € efectuada de acordo com o
material biolégico em estudo



Agentes| Fixadores

Glutaraldeido
Formaldeido
Tetroxido de 6smio

Acetato de uranilo



Glutaraldeido

Constituido por 2 grupos aldeido (dialdeido) em cada
extremidade da sua estrutura molecular

Estabelece pontes de H entre proteinas, sendo por isso
0 mais indicado para a fixacao destas macromoléculas

Em ME, o glutaraldeido funciona como fixador primario,
ja que é através dele que se consegue a estabilizacao
rapida da estrutura celular, bem como das proteinas
celulares

E um fixador muito lento, o que dificulta a fixagao total
do fragmento

Para combater esta penetracgao lenta, pode-se adicionar
fqrr_rzjol ao glutaraldeido, obtendo-se um fixador mais
rapido



Formaldeido

Constituido apenas por um grupo aldeido, sendo um
fixador menos eficiente para alguns tipos de proteinas

Nao é um bom fixador para ME, pois contém muitas
iImpurezas que dificultam a visualizagao da ultraestrutura
celular

Na sua forma despolimerizada (estado puro), penetra os
tecidos com uma velocidade superior a do glutaraldeido



Tetroxido de osmio

Bom fixador de caracter geral
Reage com proteinas, lipidos e acidos nucleicos

E utilizada devido as suas capacidades de fixacao do
tecido adiposo

Utilizado apds uma primeira fixacao em glutaraldeido,
pois possui uma baixa velocidade de penetracao e
reaccao lenta com os tecidos

Substancia altamente tdxica, sendo fundamental a sua
manipulacao na hotte



Tetroxido de osmio

Rapidamente reduzido a didxido de 6smio solido,
tomando a cor negra em contacto com a matéria
organica (por este motivo as amostras ficam de cor
negra no fim da etapa da fixacao)

A adicao de Ferricianeto de potassio ao Tetroxido de
6smio impede a extraccao do glicogenio, melhorando a
preservacao da membrana celular e de outros
constituintes celulares



Acetato de uranilo

Fixador para todo o tipo de membranas
presentes nas celulas, bem como os acidos
nucleicos, melhorando a preservacao destes
ultimos

Pode dissolver o glicogenio



Factores que influenciam a fixacao

pH
Temperatura
Osmolaridade



pH

O pH do fixador deve ser 0 mais proximo possivel do
dos tecidos humanos

Isto consegue-se através da utilizacao de solucoes
tampao com pH entre 7,2 e 7,4; apesar de ser possivel
obter bons resultados com pH entre 6 e 8

As solucoes tampao mais utilizadas em ME sao:
Tampao Cacodilato

Tampao Fosfato

Tampao S-Colina

Tampao Acetato-Acido acético



Tampoes (1)

Tampao Cacodilato
E um dos tampdes mais utilizados em ME
Contém arsénico e previne o crescimento bacteriano e
fungico
Possui boas qualidades fixadoras, permitindo uma boa
preservacao da ultra-estrutura

Tratando-se de um produto toxico deve ser manipulado
com luvas e deve evitar-se a reac¢cao com acidos, que
leva a libertacao de gas toxico



Tampoes (2)

Tampao Fosfato
Permite uma preservacao equivalente a obtida com o
tampao Cacodilato
Vantagem: ndo é toxico
Desvantagem: em alguns casos potencia a formacao de
precipitados finos nos tecidos

Tampao S- Colidina
Extrai grande parte da maitriz extracelular, obtendo-se
fixacoes de menor qualidade comparativamente com o0s

tampoes fosfato e cacodilato

Util para pecas de grandes dimensdes devido a
extraccao facilita a penetracao do fixador no tecido



Tampoes (3)

Tampao Acido acético

Tem como principal funcao a preparar os tecidos para
receber o Acetato de uranilo, que possui um pH 5

Este tampao (com pH 5) faz, entao, a transicao do
tampao cacodilato (pH 7.2) para o Acetato de uranilo

(PH 5)

Este tampao nao pode ser usado como ponto de
paragem (ao contrario do tampao cacodilato), porque
este pH vai interferir com as membranas se a sua
exposicao for demasiada



Temperatura

O controlo da temperatura durante o processo de
fixacao € importante visto que temperaturas baixas
podem destruir as membranas perinucleares ou
danificar os microtubulos

Temperaturas elevadas provocam desnaturacao de
proteinas, impossibilitando o seu estudo

A fixacao é realizada a TA



Osmolaridade

Deve estar proxima da do meio extracelular, embora os
fixadores hipertdénicos produzam bons resultados

Quando existe necessidade de acertar a osmolalidade
do fixador adiciona-se sucrose ou ides de calcio

Em situacoes especificas, acrescenta-se 0 meio em que
as células vivem como, p.e., agua do mar para o
plancton ou o proprio meio de cultura das células



Sintese do procedimento (1)

A fixacdo com o Glutaraldeido a 3% em tampéo
cacodilato 0.1M

Deve ser feita no frigorifico a temperatura de 4°C e
durante 2 a 10 horas

O método de fixagao usado € o de imersao que consiste
em mergulhar a peca no fixador

Apds decorrido o tempo de fixacao do glutaraldeido,
procede-se a primeira lavagem com tampao Cacodilato
0.1MapH7.2

Esta efectua-se trés vezes, com um intervalo de 5
minutos. Se necessario, os fragmentos podem
permanecer nesta solucao durante uma semana (ponto
de paragem)



Sintese do procedimento (2)

Coloca-se a solucdo de Tetroxido de 6smio 1% em
cacodilato 0.1M, pH 7.3, durante 2H

Sao feitas novas lavagens com tampao Cacodilato
0.1M, 3x, cada uma com a duracao de 10’; seguidas de
lavagens em tampao Acetato-Acido acético 0.1M, pH
5, 3x, 10’cada

Como ultimo agente fixador, usa-se o Acetato de
uranilo 0.1M, pH 5 em tampao acetato, durante 1H

De seguida e com a finalidade de retirar o excesso da
solucao na qual os fragmentos estavam mergulhados —
acetato de uranilo — faz-se uma nova lavagem em
tampao Acetato-Acido acético 0.1M, pH 5: trés
repeticoes da lavagem, durante 10’ cada



Processamento

As etapas que se seguem sdo:

Desidratacao
Transicao
Impregnacao

Sao etapas sequenciais obrigatorias, em que
um erro condicionara a qualidade do material
para analise



Desidratacao

Objectivo: eliminar toda a agua da amostra, uma vez
gue 0s meios de inclusao sao imisciveis em agua

Regra geral, o etanol e a acetona sao os solventes que
melhor funcionam como desidratantes na ME

A sua utilizacao deve estar associada aos filtros
moleculares do tipo 3A ou sulfato de cobre anidro, ja
gue estes solventes sao higroscopios, nomeadamente a
acetona, o que os leva a absorver a humidade da
atmosfera, aumentando a probabilidade de desidratacao
deficiente



Desidratacao

Em determinadas situacdes € necessario ter em atencao
o desidratante que se vai utilizar, ja que pode dissolver
determinadas substancias, como os lipidos

Para reduzir a extraccao de lipidos, procede-se a
fixacao pelo Tetroxido de Oosmio e pelo Acetato de
uranilo

A utilizacao de Acetona nestas situacdoes € mais eficaz
do que a utilizacao de etanol

E ainda possivel a desidratacdo noutros solventes ou
mesmo resinas hidrossolluveis que tem como vantagem
minimizar a extraccao de determinados componentes



Transic¢ao (1)

A reacgao dos desidratantes, principalmente os alcodis,
com as resinas Epoxi, que sao a substancia de
impregnagao/inclusao, € muito lenta e com as resinas
poliester nao ha reaccgao

Assim, € necessario utilizar uma substancia
intermediaria que acelere a reacgao no 1° caso e que
permita a utilizacao de resinas poliéster no 2°

Os meios de ftransigdo servem para desocupar 0S
espagos preenchidos pelas substancias desidratantes,
para dar lugar as resinas de inclusao



Transic¢ao (2)

Os meios de transicao tém propriedades
semelhantes as dos diafanizadores utilizados
em MOC

O epoxi-propano ou 6xido de propileno é a
substancia mais utilizada para este efeito, ja que
as resinas sao muito soluveis neste, facilitando
a impregnacao



Impregnacao

Objectivo: penetrar o mondmero da resina no material,
de forma uniforme, para que se possa proceder a
polimerizacao que formara o bloco duro (inclusao)

Como as resinas Epoxi sao muito viscosas, a infiltracao
deve ser prolongada (de 1 dia para o outro ou durante a
noite) para garantir que houve uma boa impregnacao
dos tecidos

Quanto mais viscosa for a resina + dificil & obter bons
resultados, sendo necessario aumentar o tempo de
iImpregnacao dos tecidos



Inclusao (1)

Objectivo: obtencao de um bloco sélido, onde a
amostra esta incorporada, de facil manuseamento,
de dureza homdgenea e com uma plasticidade e
uma elasticidade adequadas a execucao de cortes
suficientemente finos (pretende-se uma espessura
inferior a 100 nm) para visualizacao ao ME



Inclusao (2)

As resinas do tipo Epoxi sao as mais utilizadas como
meio de inclusao na ME

Sao resinas hidrofébicas que se apresentam sob a
forma de um liquido viscoso, que se transforma num
polimero sélido de grande dureza através do
aquecimento ou da irradiacao pelos raios UV

A velocidade desta reaccao aumenta na presenca de
um catalisador

E importante ter em conta que quanto + viscosa for a
resina, + dificil sera a obtencao de bons resultados e,
portanto, €& necessario aumentar o0s tempos de
impregnacao



Inclusao (3)

O monomero da resina Epoxi tem na sua constituicao os
seguintes componentes:

Resina (araldite, epon ou equivalentes)
Anidrido (DDSA, MNA, etc.)
Catalisador (DMP-30, BDMA)

Aditivos (DBP, DER 736, etc.)

A polimerizacao consiste na formacao de um polimero
tridimensional pela reaccao dos grupos epoxido com o
anidrido



Inclusao (4)

A razao entre estes 2 componentes determina, em
grande parte, as propriedades do corte e, portanto a
estrutura do polimero

A dureza do bloco é, entao influenciada pela:

Natureza da combinagao anidrido-resina (o0 MNA
providencia blocos + duros que o DDSA com Epon)

Quantidade de catalisador (excesso torna os blocos
quebradicos)

Presenca de plastificadores (DBP torna os blocos +
macios)



Inclusao (5)

As resinas epoxi sao adequadas para estudos
ultraestruturais morfologicos, dai existir uma gama de
formulacoes, destacando-se:

Epon de Luft — dureza regulada pela proporgcao dos
anidridos DDSA e MNA

Mistura Epon-Araldite de Molenhauer — dureza
regulada pela adicao do plastificador DBP



Inclusao (6)

LR-White — resina monomeérica de caracter hidrofilico
gue confere extrema facilidade em se misturar com a
agua

Resinas Spurr — sao meios de impregnacao de baixa
viscosidade, baixo contraste e relativamente instaveis
sob o feixe de electroes; a baixa viscosidade torna-a
num bom meio de impregnacao para paredes celulares,
membranas, tecidos duros e lipidos



Inclusao (/)

Existem varios tipos de moldes de inclusao:

Moldes de borracha
Moldes de plastico



Inclusao (8)

O primeiro passo é colocar um pouco de resina, com
uma seringa, sobre o molde de forma a cobrir o fundo

Seguidamente, é necessario colocar o numero de
registo do fragmento, para estes posteriormente
poderem ser identificados

A melhor maneira de identificar o bloco é colocar um
pequeno rectangulo de papel, com o numero de registo
iImpresso, no centro do molde, voltado para cima



Inclusao (9)

O proximo passo € colocar os fragmentos

Tanto a identificacdao do bloco como o correcto
posicionamento dos fragmentos sao auxiliados por
um palito de madeira

Nao existe uma orientagao especifica, sendo que os
fragmentos filiformes sao colocados com o seu
malor eixo paralelo ao maior eixo do molde

Uma excepcao € a inclusao de pele e mucosas:
estas devem ser incluidas para que cada corte que
é feito contenha a derme e epiderme ou o epitélio e
o tecido conjuntivo, respectivamente



Inclusao (10)

Como os fragmentos depois de fixados com tetroxido de
dsmio adquirem a cor preta, ndo sendo possivel
distinguir a derme da epiderme, a técnica de migar
adquire uma importancia extrema

E necessario que cada técnico adquira uma forma de
migar que Ihe permita reconhecer facilmente a
localizacao das referidas estruturas

Migar - que consiste na realizacao de cortes
longitudinais e transversais sobre uma superficie
especial, com o auxilio de um bisturi ou lamina de

barbear, reduzindo o material a pequenos fragmentos



Inclusao (11)

Seguidamente e preenchido o bloco de forma convexa,
isto €, com excesso de resina, pois a resina ao
pollmerlzar retrai, evitando, assim, a retraccao da
superficie do bloco

Por ultimo, os moldes de inclusdo sado colocados na
estufa, a uma temperatura que ronda os 58°C, durante 2
a 3 dias para se dar a polimerizacao da resina

Se se tratar de um caso urgente, é possivel fazer uma
polimerizacao rapida em cerca de 24 horas,
aumentando a temperatura até 100° C, embora este
procedimento possa danificar a amostra



Corte (1)

Em ME, o corte das amostiras €& considerado o
procedimento mais dificil de ser efectuado, requerendo
muita pratica por parte do Técnico de AP que o efectua

A producao de cortes muito finos foi possivel devido a
construcao de instrumentos especificos para o efeito —
ultramicrétomo —, a utilizacao de resinas apropriadas
para a inclusao e a utilizacao de facas de vidro ou de
diamante



Corte (2)

A observacao de cortes histologicos ao ME exige que
estes sejam extremamente delgados, para permitir a
penetracao dos electroes na matéria

O ultramicrétomo permite a obtencao de cortes com
uma espessura que pode variar desde algumas micras a
0,01 micras para os mais finos

O ultramicrétomo deve permanecer num local onde nao
se produzam vibragdoes, onde exista temperatura
constante e nao se formem correntes de ar. Por estes
motivos, aconselha-se que estejam colocados sobre
uma mesa anti-vibratoria



Corte — Facas (1)

As facas de vidro sao fragmentos de vidro quebrado
segundo um método preciso, produzindo um gume
muito afiado

Nos ultimos anos as facas de vidro tém vindo a ser
substituidas num numero crescente de laboratérios por
facas de diamante, cujo gume pode durar anos e que
cortam melhor que as facas de vidro

‘No entanto o elevado custo de uma faca de diamante
justifica ainda em muitos casos o uso das facas de vidro
tradicionais

As facas de vidro tém como principais inconvenientes a
sua facil deterioragao e o facto de so servirem para um
numero limitado de cortes.



Corte — Facas (2)

O vidro que se utiliza € diferente do comum, pois a sua
cristalizacao € feita em condicOoes especiais de
temperatura

E comercializado sob a forma de barras de 40 a 50 cm
ge C?mprimento, por4 a5 cmdelargurae 0.4 a 0.5 cm
e altura

O fabrico das facas é feito num instrumento proprio
designado de Knifemaker, que corta a barra de vidro em
paralelepipedos, para serem posteriormente
seccionados na diagonal de modo a obter prismas de
vidro dotados de um gume com angulo de corte de 45°

Os cortes no vidro sao feitos por um diamante



Corte — Facas (3)

As facas de diamante sao obtidas por polimento,
podendo ser re-polidas quando existe perda na
qgualidade dos cortes

Permitem fazer cortes de qualidade superior aos obtidos
com as facas de vidro e a realizacao de cortes seriados
(“ténias”)

Tém preco elevado

Deve ser limpo com medula de sabugueiro, plastico
esponjoso, detergente ou ultra-sons



Técnica de Corte

Para a execucao dos cortes com este tipo de facas €
necessario existir uma zona de recolha destes, para tal
desenvolveram-se os chamados “barquinhos”

Estes sdo um pequeno reservatorio, junto do gume da
faca, com um liquido adequado que visa receber 0s
cortes

Para a sua preparacao foi usada fita adesiva prateada

Um cuidado primordial € nao tocar com os dedos na
parte da fita que vai ficar em contacto com o liquido,
pois a gordura dos dedos acaba por contaminar o
liquido e, finalmente, os cortes



Téecnica de Corte — 12 Trapezio

A superficie de corte deve ser preparada talhando os
blocos: isto consiste na remocao do excesso de resina
em volta do fragmento e de forma a dar ao futuro corte a
forma de trapézio

Esta € a forma geomeétrica, normalmente, usada, pelo
facto de, possui todos os lados de tamanho diferente, o
que ajuda na descricao do local pretendido para
observacao e sobre o qual, mais a frente, se talhara o 2°
trapézio, para execucao dos ultra finos



Téecnica de Corte — 12 Trapezio

A face de corte com forma trapezoidal, deve ficar
orientada com o lado maior junto do gume da faca e
posicionado de modo a ficar-lhe paralela

Este interesse pela regularidade da face inferior €
facilmente compreendido, pois € este que contacta,
primeiramente, com a faca, facilitando o corte

Se a face superior nao for regular pode haver dificuldade
em se separarem o0s cortes, que serao arrastados por
cima do gume para a parte de tras da faca

Estas condicbes sao também importantes quando se
pretende obter cortes seriados, devendo as duas bases
do trapézio (superior e inferior) estarem paralelas ao
gume para que a “ténia” fique direita



Téecnica de Corte — 12 Trapezio

Para tal, o bloco é colocado num suporte sob a lupa do
ultramicrotomo, bem fixo por parafusos e talhado com o
auxilio de uma lamina de barbear

Comega-se por remover 0 excesso de resina aos lados
e a superficie do fragmento e ao mesmo tempo tenta-se
dar a forma de trapézio

O desbaste pode ser realizado de forma grosseira em
torno do fragmento (desbaste vertical), mas de forma
mais cuidada quando se faz o desbaste horizontal de
modo a atingir o fragmento



Cortes semi-finos (1)

Para proceder ao corte € colocado o bloco no devido
local, assim como é montada a faca, no respectivo
suporte, de tal modo que figue bem presa pelos diversos
parafusos

Deve-se orientar o bloco de modo a que este fique
paralelo ao gume e 0 mais proximo possivel deste

Execucao dos cortes semi-finos

Enche-se o barquinho de agua com a ajuda de uma
seringa e observando-se pelas oculares, coloca-se ou
retira-se agua de modo a obter-se uma superficie
espelhada, ou seja, aspecto prateado que toma por
reflexao da luz fluorescente



Cortes semi-finos (2)

Apds os cortes se encontrarem a flutuar na agua do
barquinho, estes sao apanhados com um palito e
colocados sobre uma gota de agua previamente posta
numa lamina

Ja com varios cortes, a lamina € colocada na placa
quente para evaporar a agua e levar a adesao dos
cortes a lamina

Simultaneamente ocorre a extensao dos cortes. No caso
dos cortes apresentarem muitas rugas, pode-se colocar
a lamina na estufa para uma adesao mais lenta o que
permite uma extensao mais eficaz

Saliente-se que a presenga de rugas nestes cortes nao
sao significativas, desde que permitam a localizagao da
area a estudar



Coloracao de/semi-finos

As coloracoes de semi-finos devem ser rapidas, simples,
reproduziveis e aplicaveis a todos os meios de inclusao,
pois em ME o meio de inclusao nao é removido ao
contrario do que acontece com os blocos de parafina

Assim, tendo a lamina sobre a placa quente, colocam-se
umas gotas da solucao de azul de toluidina sobre os
cortes

Aguarda-se cerca de 30" passando-se de seguida a
lamina por agua corrente

Sao colocados, novamente, na placa quente afim de
secar. A lamina é, entao, observada ao MOC pelo
meédico que selecciona a area do trapézio que mais |lhe
iInteressa estudar pormenorizadamente



Téecnica de Corte — 2° Trapezio

Coloca-se, novamente, o bloco no porta-blocos e
observa-se pelo sistema de oculares o trapézio antes
efectuado

Através da comparacao da lamina obtida anteriormente,
onde se encontra marcada a zona escolhida, e do 1°
trapézio, reconhece-se facilmente a zona pretendida e
demarca-se os limites do 2° trapézio com a lamina de
barbear

Desbasta-se, entao, o bloco com a lamina de barbear
paralela a este ate a demarcacao do trapéezio, com cerca
de 1Tmm de profundidade

Esta profundidade confere uma seguranga ao técnico no
caso de este errar na realizagao do 2° trapézio



Cortes Ultra-Finos (1)

Colocado tanto o bloco como a faca de diamante, no
local correcto, e apos cuidado desbaste, fazem-se os
cortes ultra-finos (20 a 90nm)

Os cortes a medida que sao feitos e observados pelas
oculares, vao-se separando com a ajuda de uma
pestana (colocada na ponta de uma pequena vareta)
para uma zona da agua sem sujidade



Cortes Ultra-Finos (2)

A medida que se vao fazendo os cortes, a sua
espessura pode ser regulada por um botao giratoria

Na ME é possivel apreciar a espessura dos cortes
através de um sistema bastante preciso que se
baseia no chamado fendmeno de interferéncia das
ondas luminosas reflectidas pelo corte e a superficie
do liquido flutuante

Isto origina a observacao de uma gama de cores
variadas, que definem a sua espessura



Tabela de Peachey

Abaixo de 60
60-90
90-150
150-190
190-240
240-280
280-320




Cortes Ultra-Finos (3)

Os cortes seleccionados sao, geralmente, os de creme
ou prateados, que sao, posteriormente, recolhidos por
grelhas perfuradas — discos metalicos com 3,05mm —
gue oferecem suporte as seccoes

Estas grelhas podem apresentar-se com diferentes
“malhas”, ou seja, numero de orificios por unidade de
superficie

A regiao dos cortes de malha que contacta as barras
metalicas da rede nao se pode observar, pelo que uma
grelna de malha baixa (grandes orificios) permite a
observacao de maior area dos cortes, mas exige ser
previamente recoberta com um fino filme de suporte



Cortes Ultra-Finos (4)

Para recolha dos cortes e com o auxilio de uma pinca,
agarra-se a grelha, mergulha-se esta pela solucdo de
formvar 0.25% e colocando-se a grelha sobre papel de
filtro afim de absorver o excesso de liquido

Depois de seca, pega-se novamente na grelha com a
parte brilhante para cima e apanham-se o0s cortes (com
a parte baca) atraves de um processo de aderéncia, em
gue colocando a grelha sobre o corte este Ihe adere



Cortes Ultra-Finos (5)

A grelha € outra vez seca sobre o papel de filtro, com a
face fosca voltada para cima, e €& colocada numa
capsula de gelatina, devidamente identificada

As grelhas nunca devem ser tocadas com as maos ou
estar em contacto com a pele, para nao existir
contaminagcao com gordura

O frasco que contém este liquido deve estar o0 minimo
de tempo possivel aberto, para evitar evaporagcdo do
dicloroetano, aumentando a concentracao do formvar



Contraste (1)

Muitas vezes, e erradamente, esta fase € designada por
“coloracao”, termo transposto das técnicas de MO, no
entanto, como nao ha cor na imagem do ME, deve
evitar-se essa terminologia

Esta consiste na deposicao de metais pesados nos
cortes, conferindo visibilidade ultra-estrutural aos cortes
ultra-finos

O contraste das imagens € devido a colisoes elasticas
dos electroes com os atomos da amostra



Contraste (2)

Os electroes sao desviados da sua trajectoria e
removidos do sistema oOptico por diafragmas, gerando
zonas do feixe deficitarias em electroes

As areas do fragmento de maior densidade observam-se
COm uma cor mais escura (cinza escuro), enquanto as
zonas de menor densidade apresentam uma tom mais
claro (cinza claro)

A deposicao de atomos pesados nos tecidos inicia-se
aquando da fixacao com o Tetroxido de O0smio e o
Acetato de uranilo

Mas nao sendo este contraste suficiente, tratam-se os
cortes, nesta fase, com Acetato de uranilo e Citrato de
chumbo



Acetato de uranilo

Correntemente usado como contrastante para
cortes ultra-finos

O efeito do uranilo deve-se a sua elevada afinidade
para grupos carboxilo e fosfato, sobretudo a baixo
pH, o que explica o seu efeito sobre acidos
nucleicos e fosfolipidos das biomembranas



Citrato de chumbo

Este € o composto de chumbo mais utilizado como
contrastante

Produz bons resultados, com tempos de actuagao
relativamente curtos

Os contrastantes com chumbo sao mais eficazes a pH
alcalino, possivelmente devido a ionizacao que ocorre
em moléculas de varios constituintes celulares, que
ficam em condicOes de se ligarem ao Ph2+

Os contrastantes com pH alteram-se por contacto com o
ar, devido a formacao de carbonato de chumbo, por
accao de CO2 atmosférico

Por este facto € corrente a pratica desta operacao de
contrastacao com estes produtos em placas de petri
tapadas



Outras Técnicas de ME

Podem-se aplicar as técnicas de ME em amostras
fixadas em formaldeido e processadas em parafina

E marcada na lamina a area desejada e sobreposta a
lamina no bloco de parafina

Corta-se a referida area com um bisturi
Remove-se a parafina no xilol

Hidl(/ellta-se e lava-se em tampao cacodilato de sodio a
0,1

Realiza-se o processamento de ME a partir do Tetroxido
de dsmio
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