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Contraste em Microscopia Eletréonica de
Transmissao (MET)

+ Estruturas biolégicas sdo compostas
por elementos leves (C, N, O e H); 12

+ Baixa capacidade de dispersao de
eletroes; 12

 Uso de metais pesados melhora o
contraste ao aumentar a densidade
eletronica da amostra. 12

+  Principais métodos de contraste: 2

o Coloracao en bloc
o Coloragao negativa
(@) COlOragéO péS-SngéO Imagem 1: Epitélio respiratério preparado com AU en bloc.

Fonte: Pinto, A.L. Et all. (2021) UA-Zero as a Uranyl Acetate Replacement
When Diagnosing Primary Ciliary Dyskinesia by Transmission Electron
Microscopy.




Acetato de Uranilo (AU) enquanto contraste
na MET

- Composto radioativo de uranio, com
potencial nefrotoxico, mutagénico,
carcinogénico; 5

- Gold Standard: ¢ %

- Elevada densidade eletrdnica; &7

- Afinidade seletiva por componentes
fosfatados e carboxilados; &7

Imagem 2: Pictogramas GHS do Acetato de Uranilo; Téxico,
Mutagénico/Carcinogénico e Prejudicial para o meio ambiente.

g . Fonte: Safety Data Sheet - Uranyl Acetate, according to Regulation (EC)
° EXIge protocolos rigorosos de seguranca e No 1907/2006 (REACH) as amended (31st July 2023).

descarte. 5



Questao de Investigacao

. Population Nos protocolos de MET (P), a substituicao do AU por
agentes de contraste alternativos (I) permite manter a
eficacia na obtengao de imagens morfologicamente
. Intervention detalhadas (C) e assegurar padroes adequados de
seguranca (0)? 8
. Comparison
Objetivo do estudo
. Outcome

Fornecer uma base cientifica robusta para a selegao de
agentes contrastantes mais seguros e igualmente eficazes,
contribuindo para a modernizagao e sustentabilidade das
praticas em MET.



etodologia

[ Identificagio de estudos via bases de dados e registos ]
Registos removidos antes da triagem:
. . . 7 o . X Duplicad idos (n=862
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Sem comparagdo com AU (n=13)
Sem subsfituicdo do AU (n=52)
Avaliacdo de qualidade JBI (n=0)
° Estudos incluidos na Revisdo
(n=22)
i Relatarios de estudos incluidos
(n=0)

Figura 1: Fluxograma PRISMA 2020 para novas revisoes sistematicas
que incluiram pesquisas em Bases de Dados e Registos apenas.

Fonte: Autoria Prépria



sultados

- Grupo1

Substitutos Comerciais 013

Reagentes "prontos a usar",
desenvolvidos para mimetizar o
AU.

mmGrtipo 3

Extratos Naturais 20-25

Compostos organicos utilizados
em conjunto com metais (como o
citrato de chumbo).

- Grupo 2

Lantanideos 1419

Elementos metalicos de transicao
com densidade eletronica
semelhante ao Uranio.

- Grupo 4

Metais Pesados e outros compostos 2631

Agentes de alta densidade
eletronica para alvos moleculares
seletivos.



Resultados
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Resultados

NO
.de Reagentes Amostras Protocolos Resultados
artigos
Amostras Desempenho superior ao
Do ele Ll blgloglcas . 22 En bloc (2) AU em fibras de colagénio,
6 Oolong, origens animal, . - . .
< N Pds-secgao (5) | mas inferior para as
Acido Tanico. vegetal e
- restantes estruturas.
protozoaria.
Compostos Desempenho, de modo
. Amostras . .
derivados de bioléai d . geral, inferior ao AU;
6 Tungsténio iolégicas  de | C. Negativa (1)
: e origem animal, | Pés-secgao (5) "
Platina, Hafnio e fanai . Destaque positivo para
L ungica e viral. . ,
Ruténio. polissacarideos.




— Discussao
Grupo 1: Substitutos Comerciais

- Oferecem solugoes ready-to-use que mimetizam a afinidade do AU por membranas,
facilitando a transicao imediata em laboratdrios de rotina.

- As formulas comerciais oferecem uma manipulacao segura eliminando riscos de
toxicidade aguda e radioatividade, que reduz drasticamente os custos e a
complexidade do descarte.

Grupo 2: Lantanideos

- Apresentam um desempenho ultraestrutural comparavel ao AU, garantindo nitidez
em coloragoes en bloc.

- A eficacia é altamente dependente de um controlo rigoroso do pH para evitar a
formacao de precipitados, uma variavel que exige maior pericia técnica do que o uso
de AU.




Discussao

Grupo 3: Extratos Naturais

- Abordagem "Green Microscopy”, onde compostos organicos oferecem uma alternativa de
baixissimo custo e impacto ambiental nulo, sem os riscos de toxicidade aquatica do uranio.

- Embora eficazes, requerem frequentemente dupla coloragao com Citrato de Chumbo para
atingir o contraste necessario em estruturas complexas.

« A natureza bioldgica dos extratos pode introduzir variabilidade e a literatura carece de
protocolos padronizados de concentragao para estes agentes.

Grupo 4: Metais Pesados e outros compostos

- Superam o AU na definicao de polissacarideos e glicogénio, tornando-os ferramentas de eleicao
para patologias especificas onde a afinidade quimica do AU é insuficiente para o diagndstico.

- E o grupo que mais carece de dados quantitativos na literatura.

10



nclusao

A substituicao do AU é possivel, sendo que as alternativas contrastantes
gue mais se destacaram foram os lantanideos e os derivados comerciais.

No entanto, é necessaria a padronizacao das técnicas e o uso de
indicadores objetivos, de modo a combater as limitagoes e assegurar a
reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.
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