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RESUMO

RACHID, Rachel de Pinho. Aperfeicoamento de metodologias de criofixacdo e
substituicdo a frio de Plasmodium chabaudi para a visualizagdo em microscopia
eletronica de transmisséo. Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo (Mestrado Profissional
em Ciéncias Biomédicas — Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A malaria persiste ainda como uma doenca responsavel por altos niveis de
mortalidade no mundo. Esta é causada por protozoarios parasitos do género
Plasmodium, entre os quais o P. falciparum e o P. vivax sdo os de maior importancia
médica. Parasitos deste género apresentam estruturas peculiares, ndo encontradas
em células de mamiferos e constituindo, portanto, interessantes modelos de estudo
tanto do ponto de vista da biologia celular quanto para o desenvolvimento de novos
farmacos. A maior parte do conhecimento sobre a estrutura e organizacéo
morfofuncional de protozoéarios se deu com a combinacdo de técnicas biogquimicas,
moleculares e de microscopia eletrénica. Estas requerem uma série de etapas no
preparo de amostras que notadamente provocam significativas alteracbes na sua
estrutura. O desenvolvimento de métodos de preparo para microscopia eletrénica
menos invasivos, como técnicas de fixacao fisica e metodologias complementares,
surgiu entdo como alternativa de preparo para manter a integridade estrutura de
material biolégico em estado mais préximo do seu estado nativo. Neste trabalho,
utilizamos técnicas de criofixacdo de protozoarios parasitas como método de
preparo para microscopia eletrbnica. Células de Plasmodium chabaudi foram
criofixadas por congelamento ultrarrapido sob alta pressdo e em seguida submetidas
a substituicdo a frio. Os resultados mostraram maior preservacdo estrutural em
células submetidas as criotécnicas, quando comparadas as submetidas a técnicas
de fixacdo quimica. Em geral, estruturas com organizacdo menos rugosa foram
observadas em diferentes dominios da célula hospedeira e dos parasitas, como a
membrana do vacuolo parasitoforo e o conjunto de membranas do parasito,
indicando sua acentuada preservacao estrutural, além de estrutura integra dos
cristais de hemozoina. Em conjunto, os resultados mostram um papel potencial de
métodos de preparo menos invasivos para a compreensao detalhada sobre a
organizacdo estrutural destes parasitas, contribuindo assim para diversos estudos
gue envolvem a biologia da malaria.



ABSTRACT

RACHID, Rachel de Pinho. Aperfeicoamento de metodologias de criofixacdo e
substituicdo a frio de Plasmodium chabaudi para a visualizagdo em microscopia
eletrbnica de transmisséo. Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo (Mestrado Profissional
em Ciéncias Biomédicas — Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Malaria persists as a disease responsible for high levels of mortality in the world. This
is caused by protozoan parasites of the genus Plasmodium, including P. falciparum
and P. vivax are the most medically important. Parasites of this kind have peculiar
structures not found in mammalian cells and are, therefore, interesting study models
both cell biology point of view and for the development of new drugs. Most of the
knowledge regarding the structure and organization morphofunctional protozoa
occurred with the combination of biochemical techniques, molecular and electron
microscopy. These require a number of steps in the preparation of samples that
particularly cause significant changes in its structure. The development of methods of
preparation for electron microscopy less invasive, such physical attachment
techniques and methodologies complementary then emerged as an alternative
preparation to maintain the integrity of biological material structure closest state in its
native state. In this study, we used cryofixation techniques of protozoan parasites as
a preparation method for electron microscopy. Cells were Plasmodium chabaudi
criofixadas by ultrafast freezing under high pressure and then subjected to cold
replacement. The results showed greater structural preservation in cells subjected to
criotécnicas compared to undergo chemical fixation techniques. In general,
structures with less rough organization was observed in different areas of the host
cell and parasites, as the membrane of the parasitophorous vacuole and the parasite
membranes set, indicating their strong structural conservation in addition to intact
structure of hemozoin crystals. Together, the results indicate a potential role of less
invasive methods of preparation for a detailed understanding of the structural
organization of these parasites, thus contributing to many studies involving the

biology of malaria.
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1- INTRODUCAO

Desde a construcdo do primeiro microscopio eletrénico na década de 1930, a
microscopia eletronica contribuiu de forma significativa para a consolidagdo dos
conceitos sobre a organizagéo celular e sua importancia no campo da ultraestrutura
celular. A primeira micrografia eletronica de tecidos biologicos foi publicada por
Morton em 1934 (MORTON, 1934 Apud HAGUENAU et al., 2003), onde as amostras
de tecido vegetal observadas apresentavam qualidade e resolucdo ainda inferior
aquela obtida por microscopia 6ptica. Isso se deveu em parte as limitacdes da Optica
do microscoépio, até entdo contendo ainda uma série de aberracdes, e a falta de
técnicas adequadas de preparo de amostras biolégicas para M.E. Um grande
avanco para as ciéncias da vida se deu entdo com o desenvolvimento de técnicas
de preparo de material biolégico. Com o avanco tecnolégico, os microscépios
eletrbnicos foram se especializando e imagens, agora digitais, cada vez com maior
resolucdo vém sendo obtidas, resultando em uma demanda por novas técnicas de
preparo de amostras biolégicas que permitam uma maior preservacdo da
ultraestrutura celular.

O preparo de amostras para microscopia eletrénica, por sua vez, requer sucessivas
etapas que utilizam fixadores quimicos, lavagem em tampdes e solventes organicos
especificos, infiltracdo em resinas e, finalmente, polimerizacédo a altas temperaturas,
etapas que podem potencialmente alterar as estruturas celulares de maneira
significativa. Neste sentido, diversos estudos vém mostrando alteracdes
ultraestruturais em amostras biolégicas submetidas as técnicas mais utilizadas para
microscopia eletrbnica, principalmente devido a utilizacdo de fixadores quimicos
(HUNZIER, 1984 Apud HSIAO et al., 1991; KOLLENBERGER et al.,1992; GIRARD-
DIAS et all; 2012). Deste modo, a necessidade do desenvolvimento de meétodos
menos invasivos levou ao aperfeicoamento de técnicas de preparo que
provocassem menos alteragbes na amostra, de modo que esta pudesse ser
observada ao microscopio de maneira mais proxima ao seu estado nativo. Entre
estas, estdo as técnicas de fixacdo fisica, conhecidas também como técnicas de
congelamento, que se caracterizam por extrair grande calor da amostra em tempos
muito curtos, permitindo assim a transicdo das moléculas de agua presentes na
amostra do estado liquido para o estado sélido sem a formacdo de grandes cristais

de gelo (processo conhecido como vitrificacdo). Uma vez criofixado e mantido em
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nitrogénio liquido, o material pode ser submetido a outros métodos de preparo, que
envolvem etapas especificas para cada tipo de informagdo desejada. Com os
avancos na microscopia acima mencionados e uma maior popularizacdo das
criotécnicas, estas técnicas voltaram a ser aplicadas, sendo adaptadas aos

diferentes modelos atualmente estudados.

O presente trabalho teve como objetivo a aplicacdo de técnicas avancadas de
criofixacao de eritrocitos de camundongo infectados com Plasmodium chabaudi e a
comparacao da preservacdo estrutural de células submetidas a esta técnica com
células submetidas a fixacdo quimica. A seguir, serdo descritos 0s principios
envolvidos em alguns procedimentos mais utilizados no preparo de amostras para
microscopia eletrbnica, assim como os fundamentos tedricos das principais técnicas

de criofixacdo atualmente aplicadas em diferentes modelos celulares.

1.1- A tecnologia na Microscopia eletronica e consequente
demanda por novas técnicas. Um breve historico

Durante a primeira década da microscopia eletrdnica, poucas técnicas de preparo de
amostras biologicas foram desenvolvidas. Nas primeiras tentativas, células e
pedacos de tecido eram colocados sobre um suporte, expostas a vapor de 6smio e
posteriormente desidratadas. Este era um material em geral muito espesso e dessa
forma, s6 era possivel observar amostras muito finas (em geral projecbes de
células), com uma espessura que permitisse ser ultrapassada pelo feixe de elétrons.
Apés o advento da ultramicrotomia, realizada através da impregnacdo da amostra
com resina plastica e a posterior obtencéo de cortes finos de tecidos em micrétomo
manual com o auxilio de navalhas de vidro (LATTA & HARTMANN, 1950 Apud
HAGUENAU et al., 2003), tornou-se possivel o estudo de estruturas internas da
célula. Esta técnica foi rapidamente aprimorada com o desenvolvimento de um
micrétomo exclusivo para processamento de amostras para ME (SJOSTRAND,
1953) e com a utilizacdo de navalhas de diamante. Estes avancos resultaram em
cortes mais precisos e finos da célula (FERNANDEZ-MORAN, 1956) e s&o utilizados
até a presente data. Com a possibilidade de estudar estruturas cada vez menores, a
busca por preparos de amostra era crescente. Em 1963 iniciou-se a utilizacdo de
aldeidos como fixadores, a fim de garantir melhor preservacao estrutural (SABATINI,
BENSCH & BARRNETT, 1963; KARNOVSKY, 1965). Em paralelo ao
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desenvolvimento de técnicas que utilizavam fixadores quimicos, a aplicacdo de
baixas temperaturas como forma de fixar tecidos foi também desenvolvida
(FERNANDEZ-MORAN, 1951).

Com o avanco da ultramicrotomia, houve também uma demanda crescente por
novas resinas. Em 1961, Luft iniciou a utilizacdo da resina epoxi Epon, uma resina
gue ndo se deformava durante a polimerizagcdo (LUFT, 1961), e que se tornou por
muito tempo o padrdo ouro das resinas hidrofébicas. A introdugdo de resinas
hidrofilicas polimerizaveis (CARLEMALM; GARAVITO & VILLINGER, 1982) permitiu
o desenvolvimento de técnica imunologica associada a microscopia eletrbnica
imunocitoquimica, técnica de grande importancia e utilizada até os dias de hoje na
identificacdo e localizacdo de antigenos especificos.

Além dos métodos de fixacdo e polimerizacdo acima mencionados, um dos
grandes problemas encontrados no preparo de amostras bioldgicas para
microscopia eletrdnica de transmissao (MET) era o baixo contraste dos cortes finos.
Salvo casos menos frequentes, onde a amostra apresentava eletrondensidade
natural, a similaridade de elementos quimicos presentes nas moléculas encontradas
em diferentes estruturas celulares (em grande parte compostas de carbono,
oxigénio, nitrogénio e hidrogénio) ndo permitia a obtencdo de imagens de alto
contraste especialmente em cortes finos. Em 1955, Cecil Hall introduziu métodos de
contraste, onde utilizou a técnica de contrastacdo negativa no estudo de particulas
virais (HALL, 1955). A partir de entdo, outros contrastantes foram utilizados, como o
citrato de chumbo por Reynolds (REYNOLDS, 1963), acetato de uranila (SILVA, et
al., 1970), etc.

Com o desenvolvimento de Microscopios de média e alta voltagem, que trabalham
com voltagem de aceleracdo de elétrons na faixa de 200 a 1000 KV, tornou-se
também possivel a analise de um maior volume da amostra. Nestes instrumentos,
agora equipados com mecanismo de aquisicdo automatica de series tomograficas
para posterior aplicacdo de métodos de reconstrugdo tridimensional, tornou-se
possivel o estudo da estrutura tridimensional de diferentes modelos biolégicos. O
aumento do poder de penetracao do feixe de elétrons na amostra permitiu a analise
de seccOes mais espessas. Para uma observacdo mais fidedigna de estruturas

celulares, foi necessario o desenvolvimento de metodologias que gerassem menos
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artefatos, sendo estas aprimoradas até os dias atuais e serdo mais bem descritas ao
longo deste trabalho.

1.2- Métodos tradicionais de fixacdo utilizados no preparo de
amostras para microscopia eletronica

O processo de fixacdo quimica ocorre pela utilizacdo de substancias que reagem
com determinadas moléculas presentes na amostra, estabilizando-as. Os fixadores
quimicos podem desnaturar proteinas em variados graus. Os que estabelecem
ligagbes cruzadas entre os componentes estruturais da amostra sdo os utilizados
para estudos da ultraestrutura celular. Além disso, fixadores quimicos podem ser
classificados como ndo aditivos ou aditivos. Os classificados como néo aditivos,
como por exemplo o etanol, tem acdo coagulante sobre as proteinas, precipitando
permanentemente as mesmas, alterando significativamente sua conformagédo. Em
funcdo da necessidade de grande preservacao estrutural, estes fixadores nédo séo
utilizados para o estudo de ultraestrutura celular. J& com a utilizacao dos fixadores
aditivos como o glutaraldeido e o formaldeido, as proteinas assumem o0 aspecto de
um gel transparente, devido a estabilizacdo estrutural decorrente da formacdo de
ligagbes cruzadas entre estas e o fixador.

O glutaraldeido é um dos fixadores quimicos mais utilizados no processamento de
amostras biolégicas para microscopia eletrénica e vem sendo aplicado desde 1963
(SABTINI; BENCH & BARRNETT, 1963). Composto por cinco carbonos e dois
grupamentos aldeidos, quando utilizado em solu¢cdes de fixacdo, resulta na
formacédo de bases de Schiff com os grupamentos amino das proteinas e também
com os radicais aminados de dois fosfolipidios das membranas, a fosfatildiserina e a
fosfatietanolamina (HOPWOOD, 1969; 1972; 1975).
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FIGURA 1: Formacdo da base de Schiff. A figura a cima mostra a formacdo da base de Schiff,
resultado da reagéo entre o glutaraldeido e o grupamento amino de proteinas, resultando em ligagdes
cruzadas e agua. (MIGNEAULT et al., 2004).

O glutaraldeido pode apresentar trés diferentes formas em relacdo a temperatura.
Dependendo da temperatura da solugédo, sua forma ativa varia de -60°C a +40°C,

como mostra a figura a baixo:
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FIGURA 2: Formas quimicas do glutaraldeido. Dependendo da temperatura da solucdo em que se
encontra, o glutaraldeido pode apresentar trés diferentes formas. A forma Il representa a forma
encontrada em temperaturas abaixo de 0°C, a forma predominante é a lll encontrada a temperatura
ambiente, e em menores propor¢des a forma IV € encontrada, em uma faixa de temperatura bem
préxima a de polimerizacdo (adaptada de YOKOTA; SUZUKI & ISHII, 1965).

O formaldeido é um monoaldeido composto por apenas um carbono. Este reage
com proteinas, lipideos e acidos nucleicos (FRENCH & EDSALL, 1945) e também &
amplamente utilizado em métodos de preparo para ME. Embora possua menor
poder de fixacdo como monoaldeido, por ser pequeno, este composto penetra mais
facilmente nos tecidos, atingindo rapidamente regides teciduais mais profundas. Por
este motivo, misturas de formaldeido e glutaraldeido s&o comumente utilizadas
como fixadores utilizados para ME, baseados na formula proposta por Karnovsky em
1965 (KARNOVSKY, 1965). Atividades enzimaticas e propriedades imunogénicas

sdo menos comprometidas com o uso formaldeido do que por outros fixadores.
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FIGURA 3: Interacao de formaldeido com proteinas. A figura mostra a reagdo entre o formaldeido e
proteinas. (KIERNAN,2000)

Outras moléculas também sdo comumente utilizadas em rotinas de preparo para
microscopia eletronica. Este € o caso do Tetréxido de 6smio (OsOa4), utilizado como
fixador desde 1952 (PALADE, 1952 Apud HAGUENAU et al., 2003), conforme
exposto anteriormente. Este composto estabiliza e contrasta especialmente
fosfolipidios constituintes das membranas, atuando sobre os acidos graxos
insaturados, além de proteger as lipoproteinas naturais dos tecidos, evitando a sua
ruptura e coagulacdo (PORTER & KALLMAN, 1952).

! !
HC HC-O
I+ 0sQ, = 1 ,0s0,
HC HC-O
| |

7

Outro fixador conhecido é o acetato de uranila. Utilizado comumente como um
agente contrastante, ao reagir com as membrana bioldgicas, este proporciona um
contraste que permite a visualizacdo de sua estrutura trilaminar. Entretanto, alguns
trabalhos demonstram que, apOs a utilizacdo do acetato de uranila, a extracdo de
proteinas e fosfolipidios de varios tipos celulares é substancialmente reduzida, o que
0 caracteriza também como um fixador. Por outro lado, sua utilizacdo induz grande
extracdo de glicogénio, o que o torna indesejavel na fixacdo de amostras para
microscopia eletrdnica, principalmente com a finalidade de localizar carboidratos
(SILVA et al., 1968).

1.3- Métodos de criofixacéao

Diferentemente dos métodos que utilizam fixadores quimicos, o uso da fixacdo de
amostras biolégicas por congelamento ndo visa estabiliza-la utilizando reagentes
que estabelecam ligacdes cruzadas com as moléculas presentes na amostra, mas

estabiliza-las pela extracdo de calor. Estes métodos tém como objetivo a
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conservagao de estruturas da amostra, sem que haja a formacéao de cristais de gelo
que se originam da agua presente no meio intracelular. Como a 4gua presente no
interior das células se encontra no estado liquido, dependendo da variacdo da
temperatura ou pressdo no ambiente onde se encontra a amostra, pode haver
conversao do estado liquido da agua para o estado soélido ou gasoso. O fenbmeno
desejado durante o congelamento de amostras biologicas para subsequente
observacédo e analise por microscopia eletrénica € o estado vitrificado, ou seja, gelo
em estado amorfo, de maneira homogénea, em alternativa a formacao de grandes
cristais hexagonais, fendmeno natural do congelamento mais lento (MAYER &
MCDOWALL, 1980; DUBOCHET & MCDOWALL, 1981). Outro aspecto a ser
considerado € o da propriedade coligativa da agua, onde o ponto de fusdo da agua,
entre outras propriedades fisico-quimicas, dependera diretamente da quantidade de
solutos diluidos no meio. Este principio associado a metodologia de congelamento
sera discutido posteriormente.

Sabe-se que a faixa critica da temperatura de cristalizacdo da agua pura se situa
entre -30°C e -140°C. Logo, o principio do bom congelamento surgiu com a ideia de
resfriar a amostra de modo que a faixa critica de temperatura de cristalizacao fosse
transposta da maneira mais rapida possivel. Como em amostras bioldgicas ha uma
quantidade consideravel de solutos, a temperatura maxima critica de cristalizacdo e
0 ponto de recristalizacdo da agua sdo aumentados, mas o intervalo entre estas
diminui, o que diminui consideravelmente esta faixa critica. Com a incubacédo da
amostra com crio protetores, acredita-se que esta faixa critica fique entre -10°C e -
40°C (DUBOCHET et al., 1983; DUBOCHET et al., 1988; DUBOCHET, 1995).

Observou-se também que a geometria da amostra interfere na eficiéncia do
congelamento, ja que o volume maximo de vitrificacdo de 1um para agua pura é de
2 a 3 uym para amostras biolégicas, € multiplicado por 6 caso a amostra seja
cilindrica e até 7 vezes no caso de esféricas (RIEHLE, 1968 Apud MCDONALD,
2014). A escolha do criogénio utilizado para o congelamento também é importante.
Os mais utilizados nas metodologias que serdo descritas a seguir sdo 0 nitrogénio
liquido (N2L), o propano e o etano. O nitrogénio liguido é o mais conhecido e
utilizado. Além de ser facilmente produzido industrialmente, ndo ha contaminacédo da
amostra. Este apresenta ponto de fusdo a -210°C e ponto de ebulicdo a -196°C,

oferecendo uma desvantagem no congelamento de materiais biolégicos por imersao
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por possuir temperaturas de ponto de fusdo e ebulicdo muito proximas entre si. Para
minimizar os possiveis danos que este criogénio possa gerar ao congelar uma

amostra, algumas metodologias foram desenvolvidas e serdo descritas a seguir.

Para cada pergunta experimental, ha uma técnica ideal de congelamento. Dentre
estas, estdo os métodos de congelamento rapido e ultrarrapido, que sdo agrupados
nas seguintes modalidades: congelamento por imersdo (“plunge-freezing”),
congelamento por jato de propano (“Propane Jet freezing)”, congelamento por spray
(“spray-freezing”), congelamento por impacto (“slam freezing”) e congelamento sob
alta pressao (“high pressure freezing”). Cada um deles sera descrito nos proximos

tépicos.

1.3.1- Congelamento por imerséao (“Plunge Freezing”)

O congelamento por imersdo é o método mais popular de congelamento, j4 que
consiste na imersdo direta e rapida da amostra em um criogénio liquido, sem a
necessidade de infraestrutura e instrumentacdo muito elaborada. Caso seja utilizado
o N2L, deve ser agitada continuamente para evitar que ocorra o efeito Leidenfrost,
fendbmeno que ocorre quando o Nz2L entra em contato com uma massa gue possua
maior quantidade de calor, formando uma massa de gas de temperatura mais alta a
seu redor, impedindo que a mesma seja congelada de maneira eficiente. Em geral,
amostras que possuem entre 0,1 a 1 pm de espessura sdo criofixadas
eficientemente através desta técnica (LEPAULT et al., 1983). Células em suspenséao
também podem ser congeladas por imersédo. Neste caso, as células sdo aplicadas a
uma grade de cobre coberta com filme de carbono, revestida por um filme (ou
incluidas em gelatina) e posteriormente imersas diretamente no criogénio liquido,
geralmente propano ou etano previamente resfriados em N2L. Amostras mais
espessas, até 10 um, podem ser fixadas por este método, se forem previamente
incubadas com um crioprotetor, mas para isso precisam ser levemente fixadas para
evitar efeitos osmoticos. Este processo pode ser seguido da técnica de
crioultramicrotomia, podendo ser utilizada tanto para o estudo de ultraestrutura

celular como para técnicas de imunocitoquimica (TOKUYASU,1980).
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1.3.2- Congelamento por jato de Propano (“Propane Jet Freezing”)

O congelamento por jato de propano ocorre de maneira oposta a do congelamento
por imersdo, a amostra é mantida fixa em uma superficie enquanto o criogénio é
adicionado em jatos (VAN VENETIE, et al.). O propano é previamente resfriado pelo
Nitrogénio liquido em um contéiner pressurizado. O material bioldgico € colocado
ainda vivo em meio de cultura entre duas placas de cobre e em seguida recebe um
jato de propano. A amostra congelada necessita ser rapidamente transferida para
um recipiente contendo nitrogénio liqguido onde sera estocada por tempo
indeterminado. Este método é apropriado para o congelamento de pequenos
fragmentos de tecidos além de células em suspensédo, limitando, portanto esta
técnica a este tipo de amostra.

1.3.3- Congelamento por spray (“Spray-freezing”)

Nesse método, o material biol6gico imerso em suspensao viscosa é lancado sob a
forma de spray sobre o interior de um recipiente de cobre ou aluminio preenchido
com o liquido criogénico, geralmente o propano. ApGs a evaporacdo do criogénio
(utilizando-se bomba de vacuo), restam gotas da amostra congelada no fundo do
recipiente (VAN VENETIE, 1980). Para a utilizac&o desta técnica, a amostra precisa

estar em suspensao liquida e em volume pegueno.

1.3.4- Congelamento por impacto (“Impact or Slam freezing”)

O método de congelamento por impacto € geralmente utilizado para amostras mais
espessas. A técnica consiste no lancamento da amostra em queda livre sobre um
metal com alto grau de pureza previamente resfriado em N2L. A execucdo desta
técnica possibilita 0 congelamento eficiente de amostras de até 25um de espessura.
(CROWELL, 1964 Apud NICOLAS, 2005).

1.3.5- Congelamento sob alta presséao (“High Pressure freezing”)

O congelamento sob alta pressao foi desenvolvido com a finalidade de aumentar a
profundidade de congelamento livre da formag&o de cristais (ou de tamanho
reduzido). Consiste na aplicacdo uma pressdo de 2100 bar durante a injecdo de
Nitrogénio liquido na camara contento a amostra (MOOR, 1968 Apud MOOR, 1987).
Segundo o principio de Le Chatelier, o congelamento induz ao aumento do volume

da agua (a agua organizada no estado cristalino possui volume maior que no estado
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amorfo), o que por sua vez induz uma expansao de toda a amostra. A alta presséo
no entorno das moléculas da agua dificulta esta expanséo, induzindo o fenémeno de
vitrificacdo. Desta forma, quando aplicada uma alta presséo durante o congelamento
da agua pura, seu ponto de congelamento passa a ser de -20°C. Logo, o
congelamento da amostra se torna mais rapido do que a formacgéo de cristais de
gelo em seu interior. A maior vantagem desta técnica é possibilitar o congelamento
eficiente de amostras de até 200 um de espessura. A desvantagem esta relacionada
a complexidade do processo, exigindo conhecimento prévio do aparelho a ser
utilizado, a alta quantidade de criogénio necessario para o processo, além do alto
custo do equipamento, indispenséavel para esta técnica.

A vantagem da aplicacdo da alta pressdao durante o congelamento e sua relagao
com ganho em espessura da amostra eficientemente congelada é facilmente
observada no diagrama proposto por Kanno (KANNO, 1975 Apud STUDER, 2008),
que demonstra o estado fisico da agua em funcdo da temperatura e pressao
aplicadas sobre ela. H4 uma pressdo minima a ser aplicada, além de temperaturas
especificas para que ocorra a nucleacdo homogénea da agua, caso contrario, ha
formacdao de cristais de gelo em diferentes formatos e tamanhos, o que pode levar a
ruptura de estruturas celulares. Para que isso ocorra, a amostra deve ser
pressurizada poucos milissegundos (em torno de 20ms) antes de ser congelada.

0 1 2 3

| | L
f_;] temperatura
e fusdo \ liquido
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temperaturade __~
nucleagdo homogenea

80 +
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-100 { : «
0 1 2 3

Pressdo (x 10°bar)

FIGURA 4: Diagrama de Kanno. O diagrama demonstra a relagdo entre formac&o de cristais de gelo
em relacdo a temperatura e pressao. “I” representa a formagédo hexagonal de cristais de gelo, “II”
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romboédrico e “llI” tetragonal. Ja a temperatura de nucleagdo homogénea da dgua esta representada
pela linha assinalada. (KANNO, 1975 Apud STUDER, 2008)

A amostra é inserida, em pequeno volume dentro de um suporte especifico na
camara de congelamento do aparelho. Em seguida, nitrogénio na forma liquida é

injetado na camara previamente pressurizada.

O primeiro aparelho especialmente desenvolvido para esta técnica (utilizado durante
a realizacdo deste trabalho) funciona da seguinte forma (figura 5): um
compartimento inicial (2) é pressurizado com nitrogénio gasoso para uma pressao
em torno de 150 bar; essa pressao € elevada para 300 bar com o auxilio de uma
bomba de pressédo (1); apds iniciar ciclos de resfriamento do aparelho, um pequeno
volume de etanol € injetado dentro da cAmara onde a amostra sera congelada (13);
a pressao de 300 bar é convertida para alta pressao forcando o nitrogénio liquido a
passar do cilindro de alta pressao (7) através da linha de alta pressédo (10) para a
camara (13). O fluxo de nitrogénio liquido pressurizado comprime o volume de
etanol o expelindo pelo orificio de saida (20); a pressao dentro da camara aumenta
para 2100 bar a uma temperatura ambiente antes do resfriamento da amostra (15)

pelo nitrogénio liquido.

FIGURA 5: Esquema do aparelho de HPF HPM 010 da Bal-Tec. A figura acima representa um
esquema mostrando o funcionamento basico do aparelho de HPF da Bal-Tec HPM 010; 1- bomba de
alta pressdo; 2- compartimento de alta pressao; 7- cilindro de alta presséo; 10- linha de alta
pressao;13- cadmara de congelamento da amostra; 15- orificio de entrada do Nitrogénio liquido; 20-
orificio de saida do etanol. (HUMBEL, 2009)
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FIGURA 6: Curva de temperatura e pressdo obtidas durante o congelamento por alta pressdo. O
grafico mostra a relagdo de temperatura e pressédo em relacdo ao tempo para um congelamento ideal.
O processo se inicia com temperatura e pressao ambiente e o congelamento da amostra ocorre a
2100 bar com uma temperatura de -160° C, apés a inje¢éo de nitrogénio liquido (HUMBEL, 2009).

Com o objetivo de garantir um congelamento eficiente, respeitando a faixa de 200
um desta técnica, além de facilitar a posterior manipulacdo da amostra congelada,
uma metodologia de congelamento de células em suspensao inseridas em capilares
de celulose com diametro de 200 pm foi desenvolvida (HOHENBERG,
MANNWEILER & MULLER 1994). Esta metodologia foi a escolhida para criofixagao
de protozodrios, conforme explicitado abaixo.

Apds o congelamento, o processamento da amostra deve seguir a metodologia de
acordo com a pergunta a ser respondida. Quando o objetivo € a obtencdo de cortes
finos do material ainda congelado, o material pode ser submetido a técnica de
crioultramicrotomia (TOKUYASU,1980). Para a observacao de particulas associadas
a membrana plasmatica ou particulas intra-membranares, a técnica a ser utilizada é
a de Criofratura (BRANTON, 1966 Apud SEVERS, 2007), que também pode ser
utilizada para a visualizacdo de amostras ainda congeladas em microscopios
eletrbnicos de varredura adaptados para este fim. A técnica de substituicdo a frio,
gue serd mais bem descrita neste trabalho, permite a inclusdo do material em resina
e posterior estudo ultraestrutural, podendo ser associada a outras técnicas como a
tomografia, deteccdo de elementos por microscopia analitica (Raio-X) e
espectroscopia por perda de energia de elétrons (EELS), imunocitoquimica, entre

outros.
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1.4 — Substituicao a frio (“Freeze substitution”)

Esta técnica primeiramente descrita por Simpson (SIMPSON, 1941 Apud HUMBEL &
MUELLER, 1986) se baseia em um processo de desidratagcdo quimica a baixas
temperaturas, onde a agua no estado soélido € lentamente removida da amostra
através de incubacdo em um solvente organico. A estes solventes (normalmente
acetona, etanol ou metanol) podem ser previamente adicionados alguns fixadores
quimicos que se difundem por toda a amostra durante o periodo de desidratacgéo.
Este processo geralmente ocorre a baixas temperaturas (em torno de -80°C) onde
os fixadores ainda permanecem em seu estado ndo ativo, estabelecendo ligacbes
cruzadas somente quando submetidos a uma curva de aquecimento. Assim,
garante-se uma melhor estabilidade as estruturas (FERNANDEZ-MORAN,1955,
1957).

A amostra congelada é transferida para um meio contendo quantidades diferentes
de agua, um solvente organico e os fixadores quimicos selecionados. Este meio
precisa estar a uma temperatura na qual a 4gua da amostra permaneca congelada
para que nao haja a recristalizacdo, enquanto o solvente organico permanece na
fase liquida. Portanto, este meio é mantido a uma temperatura em torno de -90°C,
acima da temperatura de fusdo da maioria dos solventes organicos, mas abaixo da
temperatura de fusdo da 4gua. ApoOs a transferéncia do material para este meio de
substituicdo, a amostra € lentamente aquecida, respeitando-se 0s tempos
necessarios para que o solvente remova toda a agua da amostra e a acao de cada
fixador quimico em sua temperatura 6tima de atividade seja alcangada. Por fim, a
amostra é lavada com o préprio solvente a temperatura de infiltracdo da resina a ser

utilizada, normalmente temperatura ambiente.

Outra vantagem da substituicdo a frio € combinar técnicas de imunomarcagao, com
boa preservacdo antigénica de amostras biologicas e uma melhor preservacao

morfologica.

Ja os fixadores quimicos mais utilizados em meios de substituicdo a frio séo
glutaraldeido, o tetréxido de 6smio, e o acetato de uranila. O glutaraldeido, tem sua
forma ativa na faixa de temperatura entre -30°C e -40°C, o tetroxido de 6smio a -
70°C e o acetato de uranila a uma temperatura proxima a ambiente (STUDER,

HUMBEL & CHIQUET 2008), como mostra 0 esquema a seguir:
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FIGURA 7: Curva de substituicdo a frio. Relacdo entre a temperatura (°C) e o tempo para as
diferentes etapas (desidratacdo, fixacdo quimica e infiltracdo) do processo de FS. A amostra
congelada permanece a uma baixa temperatura (-80° C) durante o periodo de 72h, inserida no meio
de substituicdo contendo os fixadores quimicos ainda inativos. Este é tempo de desidratacdo. A
amostra é entdo aquecida lentamente, passando pela temperatura de ativacdo de cada fixador
guimico presente no liquido de substituicdo. A curva de aquecimento é mantida até a temperatura
ambiente. (adaptado de HUMBEL, 2009)

1.5 — Aplicacdes de criotécnicas em protozoarios parasitas

As técnicas acima descritas foram desenvolvidas utilizando-se tecidos e células de
mamifero como objeto de estudo. Para espécimes unicelulares, algumas delas
foram adaptadas e, consequentemente, para algumas amostras nao apresentaram
resultados tao satisfatérios. O mesmo ja havia sido demonstrado em diferentes
areas do conhecimento.

Dentre os protozoarios parasitas de grande interesse em doencas tropicais, 0 grupo
dos apicomplexa (Toxoplasma, Plasmodium, Eimeria, entre outros) merece atencéo
especial no que se refere aos métodos criogénicos de preparo de amostras. Existem
protocolos de HPF-FS para microscopia eletrénica bem estabelecidos para alguns
protozoarios, como € o caso do T. cruzi (GIRARD-DIAS et al., 2012). No entanto, o
mesmo protocolo ndo funciona bem para outros tripanossomatideos, como por
exemplo o T. brucei. O mesmo acontece para parasitas do grupo apicomplexa.
Trabalhos recentes mostram grande preservagao e alto contraste de oocistos de
Eimeria tenella através de criofixacado seguido de substituicdo a frio (MONAGHAN et
al., 2003), porém o mesmo resultado ndo é obtido com outros parasitas do grupo
apicomplexa como Toxoplasma e Plasmodium (dados do laboratério), quando o

mesmo protocolo é aplicado.
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Desta forma, para este trabalho foi utilizado como modelo do grupo apicompexa 0s
parasitos causadores da Malaria, iniciando com um representante, o Plasmodium

chabaudi.

1.5.1 - Plasmodium spp

Todos os agentes etiologicos da malaria pertencem a familia Plasmodiidae e ao
género Plasmodium. Existem mais de cem espécies de Plasmodium capazes de
parasitar varios tipos de animais, porem quatro sdo as espécies que normalmente
parasitam humanos: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale,
Plasmodium malarie. Destes, o P. falciparum é responséavel pela maior parte dos
casos fatais de Malaria (GARCIA, 2004). No Brasil, o0 maior causador de mortes por
malaria € o Plasmodium vivax. Dos 21 paises da América em endemia, o Brasil € o
pais com maior nimero de casos (WHO, 2012). Diferentemente da maioria dos
patégenos intracelulares, o Plasmodium spp. apresenta uma fase do ciclo onde
infecta exclusivamente eritrdcitos, células desprovidas da maquinaria necessaria
para o trafego de proteinas e de todas as organelas comuns as outras células
(AIKAWA et al., 1978).

Entre as espécies de Plasmodium que parasitam camundongos, o Plasmodium
chabaudi € o que apresenta maior semelhanca do ponto de vista fisiolégico,
molecular e de mecanismos de invasao e replicacdo com o P. falciparum, incluindo
sua invasao preferencial em eritrécitos maduros e o seu desenvolvimento assexual
sincronizado. Alguns estudos também tém demonstrado que o P. chabaudie o P.
falciparum possuem mecanismos semelhantes de resisténcia as drogas (MARTINS,
2003 Apud STEPHENS, 2011), com isso demonstrando a contribuicdo do estudo de
P. chabaudi para o entendimento da biologia da malaria (STEPHENS, CULLETON &
TRACEY, 2012). Este trabalho foi realizado apenas com as formas eritrociticas de P.

chabaudi (anel, trofozoito e esquizonte).
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Figura 8: Ciclo eritrocitico da malaria. A figura demonstra a fase sanguinea do parasita da maléria.
O ciclo se inicia com a invasdo de merozoitas, estes se diferenciam em anel, trofozoita, esquizonte,
gue dara origem a novas formas merozoitas que sao liberadas na corrente sanguinea a fim de invadir
novas células sanguineas (adaptado de www.mcwhelthcare.com)

O ciclo intra-eritrocitario do parasita se inicia quando as formas merozoitas invadem
novos eritrcitos e se diferenciam em formas de anel. Apds a invasao, o parasita se
desenvolve dentro da membrana do vacuolo parasitéforo, que permanece
intimamente associado a membrana plasmética do parasita durante o seu
desenvolvimento (AIKAWA, 1981; DE SOUZA et al.,, 2009). Estudos prévios
utilizando MET em células quimicamente fixadas mostram que, na fase inicial de
anel, a regido central do parasita é bastante fina, enquanto a regido periférica é mais

espessa contendo o ndcleo e outras organelas (BANNISTER et al., 2000).
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FIGURA 9: Desenho esquematico da ultraestrutura celular da forma anel de P. falciparum. Esta fase
ocorre 30 minutos apo6s a invasao do parasita. O esquema foi desenhado a partir de micrografias
eletrénicas de amostras fixadas quimicamente. (BANNISTER et al., 2000) Ao lado uma micrografia
eletrdnica de eritrdcito infectado por P.chabaudi em fase de anel.
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Aproximadamente de 20 a 38 horas apés a invasdo, ja na fase de trofozoita, o
parasita se encontra metabolicamente mais ativo e possui tamanho entre 2 e 4 um
de diametro, ha uma grande quantidade de ribossomos livres devido a constante
sintese proteica (BANNISTER et al., 2000). O complexo de Golgi, composto por
agregados de cisternas e vesiculas tubulares, localiza-se perto do nucleo
(BANNISTER et al., 2000).
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livres

invaginacédo de
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FIGURA 10: Desenho esquematico da ultraestrutura celular do P. falciparum na fase de trofozoita. O
esquema foi desenhado a partir de micrografias eletrénicas, de amostras fixadas quimicamente.
(BANNISTER et al., 2000) Ao lado uma micrografia eletrénica de eritrcito infectado por P.chabaudi
em fase de trofozoita.

Na fase de Esquizonte, de 38 a 48 horas apds a invasdo, o parasita sofre multiplos
ciclos de replicacdo do DNA, produzindo de 16 a 20 células filhas (BANNISTER et
al., 2000). Este, por sua vez, consome cerca 80% da hemoglobina da célula
hospedeira, ocupando a maior parte do seu volume (LORIA et. al, 1999 Apud
BANNISTER et al.,, 2000). O produto da digestdo da hemoglobina (heme) é
imobilizado em cristais de hemozoina, conhecidos também como pigmento malarico,
amplamente utilizado na identificacdo do protozoario em exames de esfregaco

sanguineo.
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FIGURA 11: Desenho esquemdtico da ultraestrutura celular da forma esquizonte de P. falciparum.
Aproximadamente 20 merozoitas sdo formados, ha formacédo de um grande vacuolo contendo cristais
de hemozoina. O esquema foi desenhado a partir micrografias eletrbnicas, de amostras fixadas
quimicamente. (BANNISTER et al., 2000) Ao lado uma micrografia eletrénica de eritrocito infectado
por P.chabaudi em fase de esquizonte.

Ja na fase final, sdo gerados merozoitas, capazes de invadir novos eritrocitos.

Vérios estudos apontam grande alteracdo na composi¢cdo lipidica tanto da
membrana da célula parasitada quanto das diferentes membranas do parasita
durante a fase intra-eritocitaria (MAGUIRE & SHERMAN, 1989; MAGUIRE,
PRUDHOMME & SHERMAN, 1990). Durante a esquizogonia, ha um aumento na
fluidez da membrana do eritrécito da célula hospedeira. Estas chegam a possuir de
300 a 500% de fosfolipidios a mais que células ndo parasitadas. Também se
demonstrou a ocorréncia de alteracdes nas concentracdes de fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina durante as formas de anel e trofozoita. J& na forma de
esquizonte, estes fosfolipidios s&do substituidos por fosfatidilserina na célula
hospedeira (KIRK, 2001).

Durante toda fase intra-eritrocitaria, as membranas do parasita sé&o
predominantemente constituidas por fosfatidilcolina, seguida por
fosfatidiletanolamina (HSIAO, 1991). Como demonstrado na tabela a seguir:
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TABELA 1: Composicéo lipidica das membranas de P. falciparum durante a fase

intra eritrocitica.

Composicao lipidica (% do total de lipidios)

Fosfolipidios MPEN MPEI MPP
PC 31.7+2.1 38.7*3.2 56.7+2.0
PE 37.1+23 25.0+3.3 26.8+2.1
Shyngomielin 28.0+1.2 146+2.6 5.7+1.4
PS 11.7+04 9.2%3.1 40+1.0
Pl 0.8+04 21+09 2.7+0.6
PA 1.4+0.5 1.6 £ 0.7 <0.1
Cardiolipin 0.0 0.0 5.5+0.5
Lyso-PC 0.8+0.4 1.5+0.9 <0.1
Sendo: fosfatidilcolina (PC- Phosphatidilcholine) e Fosfatidiletanolamina (PE-

Phosphatidilethanolamine). Em menores proporc¢des, Esfingomielina (Sphyngomielin), fosfatidilserina
(PS- phosphatidylserine), fosfatidilinositol (PI- phosphatidylinositol), acido fosfatidico (PA-
phosphatidic acid), cardiolipina (cardiolipin) e lyso- Phosphatidylcholine. Sendo MPEN- Membrana
plasmatica de eritrécito ndo infectado, MPEI- membrana plasmatica de eritrécito infectado, MPP-
Membrana plasmatica do Plasmaédio (HSIAO, 1991).

Sabemos que o glutaraldeido estabelece ligacbes cruzadas com o grupamento
amino dos fosfolipideos como fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, sendo a
fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina mais abundantes na composicdo tanto da
MP de eritrdcitos infectados, como na PM do parasita.

Da mesma forma, é possivel que a MP do eritrécito possua maior afinidade com o
tetroxido de 6smio do que a MP do parasita, devido a maior concentracdo de
esfingomielina e, portanto, maior quantidade de insatura¢cdes. No entanto, ndo é o
gue geralmente se observa em amostras fixadas quimicamente. Em geral a MP do
parasita apresenta maior eletrondensidade quando comparado a MP do eritrocito.
Este trabalho utilizou, entre outros critérios, a composicdo lipidica da MP do
Plasmddio e da célula hospedeira para o desenvolvimento e aplicacdo de um

protocolo otimizado de substituicdo a frio para parasitas da malaria.
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2- OBJETIVOS:

2.1- Objetivo geral:

Este trabalho teve como objetivo estabelecer procedimentos para aplicacdo da
técnica de congelamento ultrarrapido sob alta pressao e adaptacao de protocolos ja
existentes de substituicdo a frio no processamento de amostras de P. chabaudi, para

a visualizacdo através da microscopia eletronica.

2.2- Objetivo especifico:

» Estabelecer um protocolo de congelamento ultrarrapido sob alta presséo para
eritrocitos de camundongo infectados por P. chabaudi.

» Avaliar diferentes formulacbes de meios de substituicdo a frio para eritrocitos
de camundongo infectados por P. chabaudi, considerando sua composicéo lipidica
particular.

» Avaliar diferentes procedimentos de substituicao a frio.

» Obter protocolo otimizado de criofixacdo para eritrocitos de camundongo
infectados por P. chabaudi.

» Avaliar qual método permite maior preservacao estrutural por MET.
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2- DESENHO EXPERIMENTAL

Eritrécitos contendo formas intracelulares do parasito P. chabaudi foram obtidas de
camundongos infectados, conforme sera descrito a seguir, e posteriormente
criofixadas pela a técnica de HPF. Em seguida, foram testados diversos protocolos
de FS (esquematizados no capitulo de resultados). Estes meios foram baseados em
informacdes sobre a composicdo bioquimica de diferentes membranas e
componentes presentes tanto nos parasitas como na célula hospedeira. Apés a
realizacdo da técnica de substituicdo a frio, o material foi infiltrado em resina epoxi,
polimerizado, e seccionado em ultramicrotomo a fim de ser analisado ao MET. Em
paralelo, uma aliquota da mesma amostra foi processada por fixacdo quimica para

fim de comparagé&o entre os resultados obtidos.
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4- METODOLOGIA

4.1- Cultivo de células e infeccao experimental

Foram utilizados camundongos isogénicos normais suicos (por serem mais
suscetiveis a infeccdo com P. chabaudi) machos, com seis a oito semanas de idade
(em torno de 20 gramas) em todos os experimentos. Os animais foram mantidos e
criados no biotério do Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer, no
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, na Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Todos os animais foram tratados de acordo com as normas do Guia de
cuidados para uso de animais de laboratério (Clark, 1996), e os protocolos de
experimentacdo utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica do Centro de
Ciéncias da Saude da UFRJ.

Os camundongos foram infectados via intraperitoneal com inéculos contendo formas
sanguineas de P. chabaudi obtidas de outro animal infectado ou de estabilados
(mantidos em Nitrogénio liquido) descongelados em banho-maria, 37°C por 10
minutos. Em diferentes dias ap6s a infecgdo, o nivel de parasitemia foi determinado
através de esfregacos de sangue da veia caudal dos animais infectados, fixados
com metanol e corados por Giemsa, ou por panoético, sendo determinada a
porcentagem de eritrécitos infectados em 500 hemaécias, com amostragem de ao

menos 10 campos.

Cada animal experimental foi sacrificado com o auxilio de uma camara de CO2, e 0

sangue infectado obtido por pungéo cardiaca.

- P.chabaudi: eritrdcitos infectados por parasitas da cepa AJ letal, foram mantidos
estocados como estabilatos em nitrogénio liquido em meio de congelamento
contendo soro fetal bovino estéril com 20% DMSO (v/v), e as passagens de animal
para animal foram feitas no maximo até 5 vezes seguidas, para evitar qualquer

selecéo de cepas virulentas.

Os camundongos infectados foram mantidos em camara de ciclo circadiano, em um
regime de 12 horas no escuro e 12 horas de luz. Desta forma, as diferentes formas
do P. chabaudi foram obtidas em diferentes horas do dia. Para nos certificar em

qual fase do ciclo do desenvolvimento a maior parte da populacdo dos parasitas se

34



encontrava, houve o acompanhamento por esfregaco sanguineo corado com

Panatico rapido.

4.2- Processamento da amostra para microscopia eletrénica de

transmissao

4.2.1- Fixacdo quimica - FQ

O sangue infectado dos animais foi centrifugado por 5 minutos a 2000 rpm. ApGs
descartar o plasma, as células foram fixadas em glutaraldeido 2,5% + formaldeido
4% + sacarose 3,8% em tampao PHEM 0,1M (2,5mM de MgCI2, 35 mM de KClI, 5
mM de EGTA, 10 mM de Hepes, 30 mM de Pipes), pH 7.2 por 2 horas a 4°C. Em
seguida o material foi lavado trés vezes em tampao PHEM 0,1M e pés-fixado em
tetroxido de 6smio (OsO4) 1%, ferrecianeto de potassio 1.25% e cloreto de célcio 5
mM por 40 minutos no escuro, a temperatura ambiente. As células sanguineas
foram lavadas trés vezes em tampdo PHEM 0,1M, pH 7.2, desidratadas em
concentracBes crescentes de etanol, infiltradas e incluidas em Epon. Cortes
ultrafinos (70nm) foram obtidos, colhidos em grades de cobre de 300 mesh e
contrastados por 40 min em acetato de uranila 5% e em citrato de chumbo por
guatro minutos. O material foi observado e fotografado em microscépio eletrénico de

transmissao.

4.2.2 - Metodologias de criofixagcéo

4.2.2.1- Aparelho de Congelamento ultrarrapido sob alta presséo
(HPF)

Para a criofixacdo ultrarrapida sob alta presséo, foi utilizado o aparelho BAL-TEC

HPM 010 da Balzers da seguinte forma:
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FIGURA 12: Aparelho de HPF HPM 010 da Bal-Tec.

Foram selecionados para o congelamento os suportes metélicos: B1 (3 mm de
didmetro, 0,4 mm de altura, com abertura de 2 mm de didmetro e 0,2 mm de
profundidade) e B2 (3 mm de didametro, 0,6 mm de altura, com abertura de 2 mm de
diametro e 0,4 mm de profundidade), conforme esquematizados abaixo. Quanto a
montagem dos suportes, a face escavada de suportes B1 foi posicionado com a face
reta de suportes B2. Desta forma a espessura maxima de congelamento foi limitada

a de 0,2 mm garantindo uma boa eficiéncia de congelamento.

< 3mm >
< 2mm "
_| O,Qmmi l_ i 0,6mm
B2
_| 0,2mm il'_ io,l&mm
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< 3mm -
¢ 2mm ,

FIGURA 13: Suportes metalicos utilizados durante a técnica de HPF. O esquema acima mostra as
dimensdes dos suportes especificos utilizados no aparelho de congelamento ultrarrapido sob alta
pressao.
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FIGURA 14: Preparo de células em suspensao para o congelamento ultrarrapido sob alta pressdo. A
figura mostra a montagem da amostra dentro do capilar de celulose, acomodado nos suportes
metdlicos de congelamento, que por sua vez sdo posicionadas no porta-amostras especifico ao
aparelho de HPF (utilizado neste trabalho). “A” representa o capilar inserido tubo plastico contendo o
pellet de células; “B” representa a superficie lisa posicionada sobre a superficie escavada “C”
contendo I|-hexadeceno. “D” representa os capilares contendo a amostra posicionados sobre o
suporte escavado. “E” representa os suportes sobrepostos e finalmente “F”, representa o porta
amostras especifico ao aparelho de congelamento ultrarrapido sob alta pressao. (DAGHMA, 2011)

FIGURA 15: Foto do porta-amostras pronto para o congelamento.

» Capilares de celulose

A amostra foi inserida em micro capilares de celulose (200 um de diametro), e o
espaco livre entre os fragmentos de capilar e o suporte foi preenchido com I-
hexadeceno no intuito de evitar bolhas de ar no interior dos suportes e facilitar a
troca de calor com a amostra (STUDER,1989).
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4.2.2.2- Substituicao a frio - FS

Para a técnica de substituicdo a frio, o aparelho da Leica AFS2 foi utilizado. Alguns
meios de substituicAo a frio foram testados, variando as concentracdes de
glutaraldeido, tetroxido de 6smio, acetato de uranila e 4gua. A curva de aquecimento
utilizada foi de 72 horas a -90°C, 24 horas a -20°C, 4 horas a 4°C e 1 hora a
temperatura ambiente. O resultado apresentado foi gerado a partir da utilizacao do
liquido se substituicdo contendo 2% de tetroxido de 6smio, 0,5% de glutaraldeido,
0,5% de acetato de uranila, 1% de agua em acetona. Os demais serdo
esquematizados no capitulo de resultados. JA& em temperatura ambiente, as
amostras foram lavadas em acetona absoluta, infiltradas com resina Epoxi (PolyBed
812) e polimerizado em estufa a 60°C por 48 horas. Depois de polimerizado, sec¢des
ultrafinas foram montadas em grades de cobre e contrastadas com acetato de

uranila 5% em agua por 30 minutos, e citrato de chumbo (Reynolds) por 5 minutos.
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FIGURA 16: Aparelho Leica AFS2, utilizado na realizacdo deste trabalho.

FIGURA 17: Camara no interior do aparelho Leica AFS2. Local onde as amostras congeladas sao
transferidas para criotubos contendo o liquido de substituicdo, e posteriormente submetida a curva de
aguecimento adequada a amostra utilizada
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4.3- Observacao das amostras
As amostras foram observadas nos microscopios eletrénicos de transmissdo ZEISS
900, ZEISS 902, e Tecnai Spirit da FEI company 80KV e 120KV respectivamente.
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5- RESULTADOS

Apéds o congelamento das amostras por HPF, diferentes meio de substituicdo foram
testados. O solvente organico escolhido foi a Acetona, sendo variaveis as
concentracfes de tetroxido de 6smio, gluataraldeido, acetato de uranila e agua.
Inicialmente foram testados dois meios com concentracdo idéntica de tetréxido de
O0smio, acetato de uranila e 4gua, contendo ou ndo glutaraldeido. Em seguida,
testamos um meio de substituicdo também sem o gluataraldeido, porém com maior
concentracdo de agua. O quarto meio testado foi composto apenas por tetroxido de
O0smio e gluatareldeido diluidos em acetona. Testamos ainda o quinto meio de
substituicdo, com concentracdes parecidas com as do segundo meio, porém com
um percentual maior de gluataraldeido. As composi¢des destes meios encontram-se
resumidas na tabela 2. Dos cinco meios testados, somente um garantiu uma
preservacdo considerada satisfatéria. Os demais ndo apresentaram uma boa
preservagao estrutural (Fig. 18, 19, 20 e 21). O primeiro meio, contendo 1% de
tetroxido de 6smio, 0,5% de acetato de uranila e 1% de &gua, resultou em pouca
preservacao estrutural do parasita, foi possivel somente a observacdo dos cristais
de hemozoina (seta) (Fig. 18). Para o terceiro meio testado, contendo 1% de
tetroxido de 6ésmio, 0,5% de acetato de uranila e 3% de agua, notamos uma boa
preservacao estrutural para o eritrocito, com um bom contraste, porém o parasito
nao tdo bem preservado, apresentando também descolamento das membranas (Fig.
19). O quarto meio de substituicdo contendo somente 1% de tetréxido de 6smio e
0,5% de gluataraldeido, apresentou membranas eletondensas, porém sem
estruturas internas bem preservadas (Fig.20). Por ultimo, foi testado uma variavel do
segundo meio de substituicdo variando apenas a concentracdo de glutaraldeido para
1% e contendo 1% de tetréxido de ésmio, 0,5% de acetato de uranila e 1% de agua
(Fig. 21). O resultado foi bem similar ao obtido pelo segundo meio de substituigéo,
porém observamos que algumas estruturas internas do parasita se mostraram mais
bem preservadas do que quando utilizada menor concentracdo de glutaraldeido. O
melhor resultado, no entanto, foi obtido utilizando-se o meio de substituicdo niumero
2 contendo 1% de tetroxido de 6smio, 0,5% de glutaraldeido, 0,5% de acetato de
uranila e 1% de agua. A partir deste resultado, analisamos caracteristicas da
amostra e algumas estruturas separadamente e fizemos andalises comparativas com

amostras fixadas quimicamente. Estas serdo mais bem descritas a seguir.
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TABELA 2: Diferentes meios de substituicdo testados ao longo do desenvolvimento deste trabalho
(todos os protocolos utilizam acetona absoluta como diluente):

Meio 0OsO4 GA AU Agua

1 1% X 05% 1%
2 1% 05% 05% 1%
3 1% X 05% 3%
4 1% 05% X X
S 1% 1% 05% 1%

5.1- Aspecto geral de eritrocitos infectados por trofozoitas de
P.chabaudi

Ao analisarmos o aspecto geral de eritrocitos infectados por P. chabaudi, a diferenca
caracteristica mais marcante entre as células fixadas quimicamente (Fig.22A) e
células criofixadas (Fig.22B) foi o contraste das estruturas e o formato geral dos
parasitos e suas estruturas internas. Amostras submetidas a FQ apresentaram
membranas mais eletrondensas em relagdo ao citoplasma tanto da célula
hospedeira quanto do parasita, dando impressao de maior destaque em relacdo a
células submetidas a HPF-FS (Fig. 22B). Por outro lado, observamos que o
citoplasma de eritrocitos criofixados se apresentou mais contrastados em relacéo a
eritrocitos fixados quimicamente, indicando maior preservacao estrutural das
moléculas citoplasmaticas nestas células. Em relacdo aos aspectos morfologicos e
estruturais, o parasita em geral apresenta estruturas mais circulares em células
criofixadas e ndo tende a apresentar estruturas polimorficas, como observado em
amostras submetidas a fixacdo quimica. Esta caracteristica foi avaliada através de
medidas de circularidade tanto da célula hospedeira como do parasita. Foram
realizadas medidas de circularidade em 30 células submetidas a FQ (Fig. 22A) e 30
células submetidas a HPF-FS (Fig. 22B). Os resultados mostraram diferencas nao
significativas quanto a circularidade dos eritrécitos (Fig. 23), que se apresentam
polimorficos em ambos métodos de preparo. No entanto, medidas de circularidade
de parasitas submetidos a FQ e HPF-FS mostraram resultados significativos,

corroborando as observacgfes por MET. Os parasitos submetidos ao processamento
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por HPF-FS apresentaram circularidade 54% maior quando comparadas aqueles

fixados por fixagdo quimica (Fig. 24).

5.2- Observacdo da estrutura da membrana plasmatica de
trofozoitas de P. chabaudi.

Cortes ultrafinos de células submetidas & HPF-FS observados em aumentos
superiores aos utilizados na observacédo do aspecto geral, mostraram diferencas na
preservacao da totalidade das membranas (Fig. 25). A membrana plasmatica de
parasitos submetidos a HPF-FS (Fig. 25B-C) apresentou sua estrutura trilaminar
notoriamente mais bem preservada em relacdo a amostra submetida a FQ (Fig.
25A), evidenciando mais facilmente a proximidade entre as membranas do parasito
e do vacuolo parasitoforo (Fig. 25C). Em alguns casos, a presenca de uma terceira
bicamada lipidica foi observada ao longo da membrana do vacuolo parasit6foro em
células criofixadas. A impressao de maior contraste das membranas de células
guimicamente fixadas parece se dar em funcéo do baixo contraste do citoplasma do
eritrocito, provavelmente devido a extracdo de moléculas durante a FQ, ja que em
grandes aumentos foi possivel notar com certa facilidade a eletrondensidade das
membranas de células criofixadas (Fig. 25C).

5.3- Ultraestrutura do Nucleo do parasita de trofozoitas de P.
chabaudi.

Como dito anteriormente, as membranas em geral apresentaram melhor
preservacao estrutural em células criofixadas. Isto também refletiu em uma maior
preservacdo do nucleo do parasita (Fig. 26). Em células submetidas a HPF-FS (Fig.
26B), o0 nucleo apresentou-se de forma mais circular (circularidade 0,99 — 1.0
representa um circulo perfeito), apresentando regides eletrondensas representando
dominios ricos em heterocromatina, além da estrutura trilaminar da membrana
envelope nuclear preservada. Em células submetidas a FQ (Fig. 26A), o nlcleo néo
se apresentou circular (circularidade 0,73) e ndo pareceu ter havido boa preservacéo
do conteudo genético.

5.4- Ultraestutura da Mitocondria de trofozoitas de P. Chabaudi.

Ao contrario de células de mamiferos e outros protozoarios, a mitocéndria de P.

chabaudi ndo é facilmente observada em preparacdes de rotina para MET. No que

se refere a morfologia geral, observamos que esta organela apresenta-se de
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maneira similar tanto em células quimicamente fixadas (Fig. 27A) quanto em células
criofixadas (Fig. 27 B). Esta aparece com sua parte central afilada e extremidades
mais alargadas. Porém, somente em células submetidas a HPF-FS observamos a
presenca da membrana interna, com a matriz mitocondrial mais densa (e

contrastada), evidenciando a preservagao da estrutura interna desta organela.

5.5 - Estrutura dos cristais de hemozoina de trofozoitas de P.
chabaudi.

Conforme citado na parte introdutéria deste trabalho, grande parte do produto da
digestdo da hemoglobina contida no citoplasma da célula hospedeira é imobilizado
no interior do parasito em vacuolos digestivos na forma de cristais de hemozoina
(Fig. 28). Observamos uma notdria diferenca tanto na estrutura dos cristais como em
sua distribuicdo e contraste, entre células quimicamente fixadas (Fig. 28A -B) e
células criofixadas (Fig. 28C-F). Para as amostras submetidas a FQ, observamos
pequenas estruturas eletrondensas amorfas espalhadas pelo citoplasma do parasita.
Raras sdo as evidéncias de membranas envolvendo essas estruturas. Ja as
amostras submetidas a HPF-FS, possuem estruturas eletronlucentes de aspecto
regular comumente agrupadas no interior de compartimentos delimitados por

estrutura trilaminar da membrana.

5.6 - Observacao da estrutura do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) trofozoitas de P. chabaudi.

A analise do aspecto estrutural do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 29), mostrou
gue a estrutura da sua membrana de células submetidas a FQ (Fig. 29A) é mais
facilmente observada. Em células submetidas a HPF-FS (Fig. 29B), o lumen do
reticulo aparece de forma muito densa e contrastada, dificultando a visualizacdo da
membrana. Em geral, esta organela é de dificil reconhecimento, sendo identificada
apenas pela presenca de ribossomos na sua superficie, como em outros modelos

eucarioticos.
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Figura 18: Aspecto geral de eritrocitos infectados cotendo trofozoitas de P. Chabaudi. Células
submetidas ao meio de substituicdo n° 1: 1% de tetroxido de 6smio, 0,5% de acetato de uranila e
1% de 4gua. Preservacéo estrutural de cristais de hemozoina (seta).
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Figura 19: Aspecto geral de eritrécitos infectados cotendo trofozoitas de P. Chabaudi. Células
submetidas ao meio de substituicdo n°3: 1% de tetroxido de 6smio, 0,5% de acetato de uranila e 3% de
agua. Ndo sdo observados detalhes do citoplasma.
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Figura 20: Aspecto geral de eritrocitos infectados cotendo trofozoitas de P. Chabaudi. Células
submetidas ao Meio de substituicdo n° 4: 1% de tetroxido de 6smio, 1% de gluataraldeido, 0,5% de
acetato de uranila e 1% de &gua. Embora as membranas sejam de facil observacdo ndo séo

observados detalhes do citoplasma.
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Figura 21: Aspecto geral de eritrocitos infectados cotendo trofozoitas de P. Chabaudi. Células
submetidas ao Meio de substituicdo n° 5: 1% de tetroxido de 6smio, 1% de gluataraldeido , 0,5% de
acetato de uranila e 1% de agua. A preservacgado do parasito ndo foi considerada adequada
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Figura 22: Aspecto geral de eritrocitos infectados por trofozoitas de P. chabaudi obtidas por
MET.

A- Eritrécitos de camundongo infectados por P. chabaudi processados pelo método da fixacdo
quimica apresentam forma irregular. Os trofozoitas no interior dos eritrécitos, que sédo facilmente
observados devido a eletrondensidade de suas membranas, também apresentam formas irregulares
(setas); B- eritrcitos processados por HPF-FS apresentam aspecto eletrondenso e forma irregular.
Os parasitos apresentam aspecto circular (setas). (Barras= 5um)
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Figura 23: Medida de circularidade de eritrocitos infectados por de P. chabaudi. O gréfico
mostra que néo ha diferenca significativa em relagéo a circularidade de eritrocitos submetidos a FQ, e
aqguela de eritrocitos submetidos a HPF-FS. (P= 0,194, nao significativo)
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Figura 24: Medida de circularidade de trofozoitas de P. chabaudi. A figura mostra os valores de
circularidade de trofozoitas de P. chabaudi processados pelo método de HPF-FS em comparacao
aqueles processados por FQ. Os processados por criofixacdo e substituicdo a frio apresentaram 54%
de maior circularidade comparada a células submetidas FQ. (P<0,0001, significativo)
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Figura 25: Aspecto da estrutura da membrana plasmatica de trofozoitas de P. chabaudi .

A- Estrutura da membrana plasmaética de trofozoitas de P. chabaudi de células submetidas a fixagao
quimica (seta). B- Estrutura da membrana plasmatica de trofozoitas de P. chabaudi de células
submetidas a criofixacao, indicado por seta. C- Estrutura da membrana plasmética de trofozoitas de
P. chabaudi de células submetidas a criofixagcao, onde a seta branca indica a membrana do parasita,
a seta preta indica a membrana do vacuolo parasitéforo e a cabeca de seta indica a membrana do
eritrécito. (Barras= 100nm)
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Figura 26: Aspecto da estrutura do nucleo de trofozoitas de P.chabaudi.

A- Estrutura do nucleo de trofozoitas de P. chabaudi submetidos a fixacdo quimica, apresentando
um formato irregular (seta e inset). B- Estrutura do nicleo de trofozoitas de P. chabaudi submetidos a
criofixagdo, apresentam maior circularidade (seta e inset), além de um visivel material genético.
(Barras = 200nm)
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Figura 27: Aspectos da estrutura da mitocéndria de trofozoitas de P. chabaudi.

A- Estrutura da mitocdndria de trofozoitas de P.chabaudi submetidos a fixagdo quimica (seta
e inset). B- Estrutura da mitocdndria de trofozoitas de P.chabaudi submetidos a criofixagéo,
(seta e inset). (Barras = 200nm)
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Figura 28: Aspecto estrutural dos cristais de hemozoina de P. chabaudi.

A e B - Estrutura dos cristais de hemozoina de trofozoitas de P.chabaudi submetidos a fixacao
quimica, (setas). C, E e F- Estrutura dos cristais de hemozoina de trofozoitas de P.chabaudi
submetidos a criofixac@o, (setas). D- Estrutura dos cristais de hemozoina de esquizonte de
P.chabaudi (setas). (Barras = 200nm)
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Figura 29:Aspecto estrutural do reticulo endoplasmético rugoso de trofozoita de P. chabaudi.

A- Estrutura do RER de trofozoitas de P.chabaudi submetidos a fixacdo quimica, (circulo vermelho).
B- Estrutura do RER de trofozoitas de P.chabaudi submetidos a criofixagdo, (circulo vermelho).
(Barras=200nm)
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6- DISCUSSAO

Desde a década de 1980 sdo discutidas as vantagens e desvantagens tanto da
fixacdo quimica como da criofixacdo (SILVA & BECHARA, 1980; MARTI et al., 1987,
KELLENBERGER, 1990 Apud HURBAIN & SACHSET, 2011). Este trabalho se
baseou na aplicacdo da técnica de congelamento sob alta pressédo seguida pelo
teste de diferentes protocolos de substituicdo a frio, a fim de obter melhor
preservacao estrutural do P. chabaudi. Os resultados mostraram que células
submetidas a criofixacdo apresentaram uma morfologia geral de forma similar ao
que se observa por microscopia de luz. E sabido que a utilizacdo de fixadores
guimicos gera consideraveis alteracdes estruturais devido ao tempo necessario para
penetracdo dos fixadores nas células e tecidos. Obviamente, os efeitos deletérios do
processo de fixacdo quimica tendem a aparecer mais na microscopia eletronica e os
diversos artefatos decorrentes da deficiéncia de fixacdo que este tempo de
penetracdo acarreta refletem principalmente na morfologia fina das estruturas mais
internas das células. Isto explica em parte o fato de nado ter havido significativas
diferencas morfolégicas na superficie e morfologia geral das hemécias entre células
fixadas quimicamente e submetidas a HPF-FS, embora o tipo de andlise realizada
nao exclua a possibilidade de que diferencas menores (decorrentes da diferenca de
fixacdo de estruturas internas com reflexos na superficie) tenham ocorrido.
Alteracdes morfoldgicas, por sua vez, podem potencialmente influenciar na
interpretacdo sobre diversas funcdes celulares. Quando mal interpretados, artefatos
de técnica podem levar a conclus@es equivocadas sobre as atividades celulares e a
correlacdo estrutura-funcdo de certos componentes. Este é claramente o caso da
forma em anel do Plasmodium, que tem sido descrito em prepara¢des de MET como
uma célula de estrutura bicbncava e que possui este formato para promover uma
expansdo da area celular para incorporacdo de hemoglobina, conforme abordado

abaixo.

A fixacdo quimica estabelece ligacbes com os diferentes componentes celulares,
iniciando com regides mais externas da amostra passando até a mais interna.
Conforme explicitado anteriormente, quanto mais espessa amostra, mais lendo &
este processo (velocidade de 1-2um/s) (MERSEY & MCCULLY, 1978 Apud
HOPWOOD, 1969), gerando perda de moléculas da regido mais interna da amostra,

gue fica suscetivel a osmolaridade do meio. Esta perda de moléculas € minimizada
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com o congelamento ultrarrapido, onde a amostra € totalmente fixada em
milissegundos (MILLER & MOOR, 1984 Apud MCDONALD, 2013). Além disso, a
baixas temperaturas (entre -70°C e -30°C), faixa de temperatura na qual se acredita
que o tetroxido de 6smio e o glutaraldeido comecam a estabelecer ligacfes, as
proteinas e lipidios ndo possuem energia térmica suficiente para se moverem
(MCDONALD & AUER, 2006 Apud HURBAIN & SACHSET, 2011). Esta é
provavelmente a razdo para observarmos maior densidade em regides
citoplasmaticas tanto da célula hospedeira quanto do parasito (quando comparados
a células fixadas quimicamente). Em células preparadas por HPF-FS, a hemoglobina
(tanto do citoplasma da hemacia quanto a endocitada pelo parasita) apresenta-se de
forma bastante compactada e contrastada, o que leva a esta sensacdo de contraste
invertido em relacdo as membranas, especialmente quando as preparacdes sao

observadas em baixo aumento.

As criotécnicas, em geral, imobilizam a amostra com maior velocidade, evitando néo
s6 grandes mudancas na estrutura celular, como mudancas quimicas. Durante a
substituicdo a frio a 4gua € primeiramente retirada, ficando a fixacdo quimica das
estruturas anteriormente imobilizadas pela extracdo de calor em uma etapa
posterior. Esta metodologia ja tem sido utilizada no preparo de amostras que
apresentam dificuldade de fixacdo por difusdo ou por se tratar de tecidos sensiveis,
como € o caso de células e tecidos vegetais, fungos, bactérias, cartilagem, células
nervosas, nematoides, embrides, etc, resultando de uma maneira geral, em uma
grande melhoria na preservacdo de estruturas (EPPERLEIN et al., 1997; HESS,
2007; HUNZIER et al.,, 1984; MCDONALD & MORPHEW, 1993; MULLER-
REICHERT et al.,, 2008; ANTONY, 2010; STUDER et al., 1992 Apud KNOTT &
GENOUD, 2013). Alguns trabalhos recentes ja apresentam a aplicacdo de
criotécnicas em protozoarios parasitas. Estes jaA mostram resultados onde ha grande
preservacao estrutural de organelas, como por exemplo a organizacao das cisternas
do Golgi, e a organizacdo dos ribossomos, vacuolo contratii e elementos do
citoesqueleto do Trypanosoma cruzi (GIRARD-DIAS et al., 2012). Da mesma forma,
alguns parasitos do grupo dos Apicomplexa também ja foram submetidos a
criofixacdo e substituidos com sucesso. Este é o caso de oocistos de Eimeria
nieschulzi, material reconhecidamente de dificil fixagdo e interpretacdo (KURTH,;
WIEDMER & ENTZEROTH, 2011).
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A interpretacdo da morfologia do Plasmédio € importante para uma série de
interpretacdes sobre a biologia deste organismos, desde a distingdo das diferentes
fases de desenvolvimento do parasita até o efeito bioldégico de anti-malaricos. A fase
de anel, por exemplo, € descrita na literatura como a fase em que o parasita
apresenta um formato bicbncavo ou circular (BANNISTER et al.,, 2000). No entanto
notamos que células criofixadas no estagio de anel possuem somente o formato
circular, levando a crer que o formato biconcavo descrito, na verdade, decorre de
alteracdo morfolégica ocorrida durante a fixacdo quimica. Vale ressaltar que o
aspecto circular das células criofixadas se assemelha muito mais as preparacdes de
microscopia Optica. De fato, o termo “anel”, utilizado para descrever as fases iniciais
do ciclo intra-eritrocitico, decorre deste formato circular observado na microscopia
optica. O formato ameboide descrito para trofozoitas também ndo é observado em
amostras criofixadas. Nesta fase, estes apresentam membranas mais lineares e
também formato o arredondado. Em esquizontes, podemos observar um grande
vacuolo contendo os cristais de hemozoina, circundado por células semelhantes a
merozoitas. JA& em amostras fixadas quimicamente, essa semelhanca nao é
observada. O vacuolo contendo o0s cristais aparece menor, com cristais
apresentando morfologia menos preservada. A utilizacdo de células fixadas
quimicamente para avaliacdo do efeito biologico de anti-maléricos, especialmente
agueles com potencial efeito na biogénese de cristais de hemozoina, estratégia
utilizada desde os primoérdios da quimioterapia anti-malaria, certamente ndo é
recomendada. A avaliacdo de efeito bioldégico de farmacos nos aspectos morfo-
funcionais da biogénese de cristais de hemozoina certamente se daria de maneira
mais precisa se esta etapa fosse realizada em células submetidas a criofixacdo e

substituicéo a frio.

Alguns trabalhos recentes também associaram técnicas de criopreservacdo de
Plasmodium a outras metodologias de obtencédo de imagens, como tomografia de
Raio-X para tecidos moles em P. falciparum. Neste caso, o material foi observado no
seu estado vitrificado (sem substituicdo a frio) e apresentou grande preservacéo
estrutural dos cristais de hemozoina, embora com imagens com informacao limitada

em termos de resolucao e contraste tenham sido obtidas.

Com o nosso trabalho, também notamos outras diferencas estruturais comparadas

as ja descritas. A mais nitida foi no aspecto geral, células quimicamente fixadas com
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aspecto ameboides em relacdo as células criofixadas arredondadas, onde a
estrutura trilaminar da membrana plasmatica se apresentou de forma linear e muito
mais preservada. Além da membrana plasmatica, membranas internas como a
membrana dos vacuolos, das vesiculas, do envelope nuclear e a da mitocondria
apresentaram estrutura trilaminar da bicamada lipidica mais preservada. O
plasmodio, possui apenas uma mitocondria, alongada e grande. Esta organela é
descrita como estando sempre bem proxima ao nucleo de células quimicamente
fixadas. Considerando o volume interno total da célula e os artefatos comumente
observados em células submetidas a fixagdo quimica, este é o resultado esperado
para estruturas maiores (estas tendem a ficar mais proximas em células que
sofreram deformacdo e se encontram em estado menos turgido). Nas células
submetidas a HPS-FS, onde o aspecto aparece de maneira mais targida,
mitocondrias menos alongadas e mais distantes do nucleo foram observadas. Porém
para uma melhor interpretac@o seria necessaria a observagéo tridimensional desta

organela através da técnica de tomografia eletrdnica.

Também observamos que amostras submetidas a fixacdo quimica apresentam o
reticulo endoplasméatico rugoso com aspecto menos contrastado e com poucos
ribossomos aderidos quando comparados a células criofixadas. Em células
criofixadas, o RER apresenta um contraste luminal tdo intenso que a primeira
impressdo é de que a fixacdo quimica permite a melhor preservacdo organela. E
possivel que isso esteja relacionado a uma maior preservacdo do contetddo ndo sé
de moléculas, mas também de ions como o calcio. Isto pode ser comprovado com

microscopia analitica, etapa a ser ainda realizada nestas amostras no futuro.

Por fim, observamos a diferenca de preservacéo dos cristais de hemozoina néo se
da apenas na estrutura, mas também em contraste. E possivel que este contraste se
dé pela maior impregnacgéo do tetroxido de 6smio na estrutura interna do cristal, o
gue nao ocorre nas células submetidas a HPF-FS, que provavelmente possuem a
estrutura cristalina da hemozoina mais integra e, portanto, deve ser menos
suscetivel a entrada de 6smio. Estes dados também poderdo ser confirmados por

microscopia analitica
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7- CONCLUSAO

e A ultraestrutura de amostras de P. chabaudi se mostrou mais bem preservada
em células submetidas a HPF-FS.

e O melhor protocolo de substituicdo a frio foi obtido através do estudo prévio
da composicao quimica da membrana do parasita estudado.

¢ A fixacdo otimizada para o estudo de ultraestrutura celular de protozoarios
parasitas através de técnicas de criofixacdo deve ser o método de escolha
quando se deseja avaliar a organizacdo morfofuncional destas células,
especialmente nos casos onde o efeito bioldégico de anti-maléaricos (incluindo

agueles que agem sobre a biogénese de hemozoina) é avaliado.
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