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RESUMO

de Luis Otavio da Silva Pacheco. Desenvolvimento e aplicagédo de técnicas em
criofratura para microscopia eletrbnica de varredura. Rio de Janeiro, 2019.
Dissertacao (Mestrado Profissional Programa de P6s-Graduagdo em formagao para
pesquisa Biomédica (Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Com o advento da microscopia eletronica de alta e ultra resolucéo, observou-
se a necessidade de se desenvolver novos protocolos que acompanhem o nivel de
detalhes existentes em imagens de alta resolugdo. Na maioria dos estudos de rotina
de microscopia eletrénica de varredura, o material € submetido a um processo de
fixagdo quimica, desidratagc&o por solventes organicos e secagem pelo método de
ponto critico, etapas que podem gerar artefatos. Uma forma de minimizar estes
problemas é a substituicdo de algumas etapas através do uso de criotécnicas. Este
método tem como objetivo manter um nivel de preservagao mais préximo do estado
in vivo, sem que haja a formagao de cristais de gelo que se originam da agua
presente no meio intracelular e extracelular. Para se alcancgar tal estabilizacao, &
necessario a utilizacdo de equipamentos especificos, na sua maior parte de alta
complexidade e custo. Técnicas de criofixagdo como congelamento por imersao
(Plunge-freezing), congelamento por jato direto de propano liquido (Liquid-jet
freezing), congelamento por impacto e congelamento sob alta pressdo sdo muitos
custosos, complexos e nao existem em muitos laboratérios de pesquisa, o que pode
inviabilizar uma série de experimentos. Em contrapartida, ha métodos alternativos
menos custosos que podem fornecer informagdes valiosas, como € o0 caso
da técnica de Fukudome e Tanaka, nesse processo as células sao incorporadas a
2% de quitosana em 0,5% de acido acético juntamente com 1% de gelatina, que
sera congelada em um criogénio (Freon 22) resfriado por nitrogénio liquido para
evitar o efeito leidenfrost para se evitar um mal congelamento e fraturada por umas
ldminas de aresta unica também a baixa temperatura. Neste trabalho, testamos
diferentes tipos de protocolos baseados no método de Fukudome e Tanaka, a fim
de encontrar condigdes otimizadas para a analise por microscopia eletronica de
varredura e microscopia de ions. As formas epimastigota e tripomastigota de
Trypanosoma cruzi, foram utilizadas como modelo deste trabalho. Embora haja
muitos estudos sobre a ultraestrutura do T. cruzi com a aplicagcdo de uma variedade
de técnicas complexas (tomografia, microscopia eletrénica de varredura de ions
focalizados, criofratura, entre outras), a técnica de Fukudome e Tanaka nunca tinha
sido utilizada neste parasito. Os dados obtidos revelaram o interior das formas
epimastigotas e algumas de suas organelas, como o cinetoplasto e o nucleo,
mitocdndria, citostoma além de formas amastigotas e tripomastigotas no interior da
célula hospedeira. Portanto, a utilizacao técnica de FUKUDOME e TANAKA
contribuem para melhorar o conhecimento sobre a forma do modelo escolhido e a
chegar a resultados que possam ajudar no conhecimento do parasito e sua biologia.



ABSTRACT

de Luis Otavio da Silva Pacheco. Desenvolvimento e aplicagédo de técnicas em
criofratura para microscopia eletrbnica de varredura. Rio de Janeiro, 2019.
Dissertacao (Mestrado Profissional Programa de P6s-Graduagdo em formagao para
pesquisa Biomeédica (Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

With the advent of high and ultra resolution electron microscopy, it was
observed the need to develop new protocols that follow the level of detail existing in
high resolution images. In most routine studies of scanning electron microscopy, the
material is subjected to a process of chemical fixation, dehydration by organic
solvents and drying by the critical point method, steps that can generate artifacts.
One way to minimize these problems is to replace a few steps through the use of
cryotechniques. This method aims to maintain a level of preservation closer to the
state in vivo, without the formation of ice crystals that originate from the water present
in the intracellular and extracellular environment. To achieve such stabilization, it is
necessary to use specific equipment, mostly of high complexity and cost.
Cryofixation techniques such as immersion freeze (Plunge-freezing), direct jet
freezing of liquid propane (Liquid-jet freezing), impact freezing and freezing under
high pressure are many costly, complex and do not exist in many research
laboratories, which can make a series of experiments unfeasible. On the other hand,
there are less costly alternative methods that can provide valuable information, such
as the Fukudome and Tanaka technique, in this process the cells are incorporated
into 2% chitosan in 0.5% acetic acid along with 1% gelatin, which in this process will
be frozen in a cryogen (Freon 22) cooled by liquid nitrogen to avoid the leidenfrost
effect to avoid a bad freeze and fractured by a single edge blades also at low
temperature. In this work, we tested different types of protocols based on the
Fukudome and Tanaka method in order to find optimized conditions for electron
microscopy analysis and ion microscopy. The epimastigote and trypanosoma cruzi
forms were used as a model of this work. Although there are many studies on the
ultrastructure of T. cruzi with the application of a variety of complex techniques
(tomography, electron microscopy of targeted ion scanning, cryofracture, among
others), the Fukudome and Tanaka technique had never been used in this parasitus.

The data obtained revealed the interior of the epimastigote forms and some of their



organelles, such as cinetoplast and nucleus, mitochondria, cytostoma, as well as
amastigote and tripomastigote forms inside the host cell. Therefore, the technical
use of FUKUDOME and TANAKA contribute to improving knowledge about the
shape of the chosen model and achieving results that can help in the knowledge of

the parasitus and its biology.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento da microscopia eletrbnica aplicada as ciéncias
biomédicas, que teve inicio na década de 1950, contribuiu significativamente para
alcangcarmos o estagio atual de conhecimento sobre a organizagéo estrutural dos
varios sistemas bioldgicos. Este desenvolvimento foi feito inicialmente gragas a
avangos tecnoldgicos que ocorreram com os microscépios eletrénicos de varredura
e de transmissdo seguido de avancgos significativos nas metodologias utilizadas
para o preparo de materiais bioldgicos para serem examinados por estes
equipamentos (GOLDSTEIN et al., 2003).

Tradicionalmente, a microscopia eletronica se divide em trés modalidades —
a microscopia eletronica de transmissdo (MET), cujo objetivo é a observagao do
interior da célula (proporcionando a analise combinando as técnicas de microscopia
eletrénica de alta resolugdo e microanalise de raios-X de alta sensibilidade) e a
microscopia eletrénica de varredura (MEV), cujo escopo é a observagédo das
superficies das amostras bioldgicas.

O preparo das amostras para observacdo por MET utiliza a fixagdo dos
sistemas bioldgicos celulares, com uma fixagdo do material, poés-fixagao,
desidratacao, inclusdo em resina que resulta com o seccionamento das células em
cortes ultrafinos (60 — 80nm), que sdo submetidos ao feixe de elétrons, que os
atravessa, gerando uma imagem, que é analisada pelo pesquisador (Figura 1).

As amostras preparadas para observacdo por MEV também s&o fixadas,
desidratadas e em seguida submetidas a secagem pela técnica do ponto critico.
Como amostras biolégicas ndo sdo boas condutoras elétricas, faz-se necessario
uma cobertura metalica (BOZZOLA; RUSSEL, 1992). As amostras sdo submetidas
ao feixe de elétrons, que incide sobre elas, gerando uma imagem, como € ilustrado

na Figura 1.
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Figura 1: Diferencas basicas entre o microscopio eletrénico de transmissao (MET) e microscdpio
eletrénico de Varredura (MEV) (Adaptado de Bozzola & Russel, 1992).
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1.1 Microscopia Eletronica de Varredura
1.1.1 Microscopia Eletrénica de Varredura de Convencional

A microscopia eletrénica de varredura € uma modalidade da microscopia que
utiliza um feixe de elétrons que percorre a amostra. Essa interagdo gera uma
diversidade de sinais como elétrons secundarios (Secondary Electron - SE),
elétrons retroespalhados (Backscattering electron- BSE) que sao coletados por
seus respectivos detectores (BOZZOLA; RUSSEL, 1992). O MEV é uma importante
ferramenta que permite a observagéo e analise de caracteristicas microestruturais
da superficie de amostras variadas.

As imagens no MEV sao formadas quando o feixe de elétrons que parte do
canhao de elétrons incide sobre a amostra, varrendo-a. Nessa interagao entre o
feixe e a amostra sdo gerados sinais, como elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados, entre outros. Esses elétrons sao capturados por detectores
especificos, como é mostrado na Figura 2 (GOLDSTEIN et al., 2018). A emiss&o do
feixe primario de elétrons ocorre pela aplicagdo de uma alta tensdo em um
filamento, como é o caso do filamento de tungsténio (W) ou do filamento de
hexaboreto de lantéanio (LaBe) € também filamento de emiss&o de campo. Apos a
emissao, esse feixe de elétrons é focado na amostra por um sistema de bobinas

defletoras.
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Figura 2: Tipos de radiagdo emitidos por uma amostra, onde os elétrons secundarios (SE) e os
elétrons retroespalhados (BSE) como resultado do impacto com o feixe de elétrons de um MEV.
Adaptado de GOLDSTEIN et al., 2018.
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A resolucao é definida como a distancia minima que pode ser separada como
dois pontos distinguiveis na imagem (GOLDSTEIN et al., 2003). A resolugédo do
microscopio de varredura comecou com 1 um, ndo sendo capaz de superar a
resolugdo de um microscopio Optico que, até entdo, era capaz de atingir uma
resolugdo de 0,5 ym. Com adaptagbes e melhorias feitas ao longo dos anos,
conseguiu-se atingir uma resolugdo de 50 nm (GOLDSTEIN et al., 2003). Outra
adaptacdo importante foi a troca das lentes eletrostaticas por lentes
eletromagnéticas alcangando-se uma resolugdo de 25 nm (BOZZOLA; RUSSELL,
1992).

1.1.2 Microscopia Eletrbnica de Varredura de Alta Resolugéo

Na microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucido utiliza-se um
canhdo de emissao de elétrons que é composto por um cristal de tungsténio ou de
hexaboreto de lantanio (LaBs) tendo a medida do raio da ponta de emissdo de
aproximadamente de 100 um. No processo de geragao de elétrons uma corrente
aquece o filamento de tungsténio podendo atingir 2700 K. Outro tipo de canhédo é
composto de um cristal de LaBes que pode operar em condigdes diferentes das do
tungsténio. Este filamento opera em temperaturas 1.000 K mais baixo do que o
tungsténio e tém um brilho diversas vezes maior do que o tungsténio. Nesses
canhdes, os elétrons sao gerados através de um processo conhecido como emissao
termiébnica de um filamento geralmente tungsténio ou, alternativamente, por
emissao de elétrons de campo. Nesse processo os elétrons sao acelerados por um
potencial elétrico e focados por lentes eletrostaticas e eletromagnéticas na amostra.
O brilho da ordem de 10° A/cm? a 20 KeV fez com que ocorresse um grande
progresso, ja que quanto maior for o brilho maior sera a resolugédo do microscépio
eletrénico de varredura (BOZZOLA; RUSSELL, 1992).

1.1.3. Microscopia Eletronica de Varredura Ambiental (Environmental Scanning
Electron Microscope) (ESEM)

O ESEM é um equipamento que opera com a pressao na camara do
espécime em um nivel de pressdo de 609 Pa, que € a pressao de saturacdo de
vapor de agua a 0°C ou superior; na qual, os espécimes sdo mantidos hidratados
(DE SOUZA, 2011).
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1.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura de baixa voltagem (Low voltage
scanning electron microscopy) (MEVBV)

E considerada microscopia eletrdnica de baixa voltagem quando se trabalha
com feixe de elétrons até 5 kV (JOY; JOY, 1996). E a microscopia que pode analisar
a amostra com baixa energia sem a necessidade da cobertura condutora, ja que
com baixa voltagem nado ocorre o acumulo de carga proveniente do feixe de
elétrons. Pode trabalhar com amostras na faixa de milimetros de espessura, mas

mesmo assim pode estudar regides de interesse com uma baixa ampliagao.

1.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura de duplo feixe (Focus lon Beam
Scanning Electron Microscopes) (FIB-SEM)

A microscopia eletrénica de varredura de duplo feixe consiste na combinagao
de um MEV com uma coluna contendo uma fonte de emiss&o de campo, e feixe de
galio para desgaste da amostra (DE SOUZA; ATTIAS, 2018). O feixe de ions galio
focalizado € emitido em um angulo de cerca de 50° em relagao a coluna de elétrons
e, ao interagir com a amostra, pode promover microabrasdes controladas. Além de
promover o desgaste em areas especificas, é possivel também promover depdsitos
de camadas condutoras em regifes especificas da amostra, realizando assim
processos de nano-prototipagem. Tanto o desgaste quanto o depdsito de metais
tém sido utilizados intensamente na area de ciéncias de materiais, para o preparo
de amostras para MEV, onde amostras mais finas e com menos artefatos de
processamento podem ser obtidas (GOLDSTEIN et al., 2018).

1.1.6 Microscopia de varredura com ions de Hélio (Helium lon Microscopy) (HIM)

O microscopio de ions de hélio baseia-se na aceleragcao de um feixe de
atomos de hélio que interage com a amostra, gerando elétrons secundarios (DE
SOUZA; ATTIAS, 2011). Tem como vantagens a formagédo de imagens com alta
resolugao, uma maior profundidade de campo, uma elevada producgao de elétrons
secundarios, bem como a observacao de amostras sem a necessidade de uma
cobertura condutora, etapa que pode potencialmente mascarar a real superficie da
amostra estuda (HLAWACEK, 2016).

A emissao do ion hélio é originada somente de trés atomos provenientes da
fonte de emissao de ions, e somente um ion é selecionado para a formagao da

imagem. A fonte de ionizagéo do gas de hélio gera um alto brilho, podendo se utilizar
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um feixe muito pequeno definido pela abertura, evitando aberragbes esféricas e
cromaticas, além de resultar numa grande profundidade de campo e resolugao
estimada de 0,35 nm (CHEN et al., 2011; JOENS et al., 2013). A formacéo de
elétrons secundarios € muito maior nesse tipo de microscopio que naqueles com
emissao de elétrons, tendo-se assim uma relagao sinal ruido melhor na formacao
da imagem. Outro beneficio &€ que o feixe de hélio que incide na amostra ndo gera
seu carregamento, ou seja, nao sendo necessaria, portanto, cobertura condutora, o
que melhora ainda mais a resolugdo da imagem. Também €& gerada uma maior
profundidade de campo devido ao angulo de convergéncia menor (BELL et al.,
2009).

1.1.7 Criovarredura

A criomicroscopia eletrbnica de varredura (Crio-MEV) consiste na
observagao, em microscopio eletrénico de varredura, de amostras criofixadas em
um liquido criogénico que possui uma alta condutividade térmica (NEGRE et al.,
2004). Essa técnica fornece uma solugédo para muitos dos problemas associados
ao MEV convencional, como a ndo utilizagdo de fixadores quimicos (SARGENT,
1988). As amostras s&o estabilizadas através de um congelamento rapido e, além
da possibilidade de observacdo em condicdes mais proximas do seu estado nativo,
a Crio-MEV apresenta a possibilidade de se observar areas fraturadas com o
material ainda congelado, o que é ndo é possivel na criofratura convencional. Além
disso, a associagao de técnicas de Crio-MEV e de microscopios eletrénicos de
varredura de alta resolugdo permite a obtencao de informagdées em Crio-MEV com
qualidade de resolucédo similar ou superiores a obtida em réplicas de criofratura
(BOZZOLA; RUSSELL, 1992).

O congelamento da agua mantendo seu estado amorfo chamado de
vitrificagdo trouxe grandes vantagens a microscopia eletrbnica de varredura
(Moor,1987). O processo de vitrificagao € feito para estabilizar a 4gua em seu
estado amorfo, ou seja, auséncia de cristais de gelo (DE SOUZA 2011). Esse é o
estado mais desejado pelos pesquisadores nos estudos celulares. Uma nogao
disso, é quando se congela células a velocidade de 170°C/seg tem-se cristais de
tamanhos entre 4 e 5 ym. Quando se consegue velocidades superiores, formam-se
cristais entre 1 e 2 ym. Durante muito tempo houve discussdes sobre ter-se atingido

a vitrificagdo da amostra. Porém, com o melhoramento no limite de resolucédo dos
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microscopios eletrénicos é possivel observar cristais de tamanhos inferiores (DE
SOUZA 2011). Os cristais com tamanhos entre 1 € 2 nm ndo apresentam problemas
para o pesquisador, pois esses tamanhos nao interferem no estudo das células
(BENCHIMOL, 2013).

Uma etapa crucial na criomicroscopia eletrbnica de varredura é a
preservagao da amostra, do seu congelamento até a sua observacéo. Neste caso
é utilizado um acessoério chamado de criotransfer que mantém a atmosfera em alto
vacuo e em baixa temperatura permitindo a retirada da amostra sem que ocorra o
descongelamento do material. Para receber as amostras congeladas, o microscépio
eletrénico de varredura deve estar equipado com um crio-estagio, que permite a
entrada da amostra ainda congelada no microscopio sem que haja a necessidade
de abrir cAmara do mesmo (SEVERS, 2007).

1.2 Métodos de preparo de amostras biologicas por fixagdo quimica

O objetivo da fixagdo quimica é preservar a ultraestrutura da célula,
mantendo-a no estado mais proximo daquele existente in vivo. Para isso séo
utilizadas solugdes fixadoras que trardo estabilidade as estruturas celulares. No
entanto, dependendo do tipo de fixador utilizado, algumas estruturas podem ser
alteradas devido a acao coagulante destes. Os fixadores utilizados de preferéncia
na microscopia eletrénica sdo os fixadores aditivos, pois estes tornam as estruturas
mais estaveis (SESSO, 2011). Uma das vantagens desse processo € que, apos
serem fixadas por um fixador aditivo, estruturas coagulaveis tornam-se estaveis e
nao podem mais ser coaguladas por outras substancias, como € o caso de proteinas
que seriam coaguladas pelo etanol ou acetona no processo de desidratagao
(SESSO, 2011). Glutaraldeido, formaldeido e tetroxido de 6smio s&do exemplos de
fixadores aditivos (DE SOUZA, 2011).

O glutaraldeido € um exemplo de fixador aditivo, geralmente é utilizado como
fixador de rotina do preparo para materiais biolégicos para microscopia eletrdnica.
No processo de fixagcdo o glutaraldeido se ligar aos grupamentos amina das
proteinas, realizando ligagcbes cruzadas, de forma irreversivel, sendo, portanto, o
responsavel pela fixagdo da porgcado proteica das células (HAYAT, 1981).

Outro exemplo de fixador aditivo € o tetroxido de 6smio que protege as

lipoproteinas dos tecidos, evitndo sua coagulagao. Sua utilizagao também tem como
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vantagem a estabilizagdo e constratagado do material biolégico, como os fosfolipidios
da membrana plasmatica (PALADE, 1952).

Ja o formaldeido nao é considerado um bom fixador para preservagao do
material biolégico, pois ndo é eficaz na formacado de ligagbes cruzadas, pois &
possivel que acontegca a reversao da fixacdo. Porém, atividades enzimaticas e
imunogénicas sdo menos prejudicadas pelo formaldeido do que pelos demais
fixadores. Mas, se a intencao for estudar as atividades enzimaticas, recomendasse
a utilizagao desse fixador. O uso conjugado desses fixadores tem sido o0 mecanismo
de rotina para preservacgao das estruturas e atividades celulares (GLAUERT, 1975).

E possivel fazer com que a difusdo dos fixadores nas amostras seja mais
rapida utilizando um aparelho de micro-ondas especifico para processamento de
amostras. Essa metodologia reduz de forma significativa o tempo de fixagdo, pos-
fixagao e polimerizagao da resina a ser utilizada (DE SOUZA, 2011). Isso acontece
porque as micro-ondas geradas pelo equipamento sao capazes de aquecer
substancias polares como, por exemplo, a agua, aumentando o grau de agitagcao
das moléculas que se fazem presente nos processamentos para microscopia
eletronica, ja que essas ondas tém um comprimento de onda maior que os raios
infravermelhos e menores, que o comprimento de ondas de radio, aumentando o
grau de agitagdo das substancias polares. Este equipamento é de utilizagao
exclusiva em laboratério, pois seus acessorios, como exaustdo, camara de vacuo e
placas de refrigeracdo, ndo sdo encontrados em modelos domésticos (BENCHIMOL
et al., 1993).

1.2.1 Desidratacao

A desidratagdo € o processo que substitui a agua presente nas células por
um agente desidratante, tais como os solventes orgénicos etanol e a acetona
(ANDERSON, 1951). A ideia geral desta etapa € substituir gradualmente a agua da
amostra pelo solvente organico, através de uma bateria de concentragdes
crescentes deste solvente. Esse processo ocorre apds a poés-fixacdo da amostra
(DE SOUZA, 2011).
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1.2.2 Secagem pelo método do ponto critico

A secagem pelo método do ponto critico € uma das etapas de processamento
de amostras bioldgicas necessaria para que haja remogao do solvente, previamente
utilizado na desidratagdo e secagem das amostras. Tem grande importancia, pois
quando a amostra é seca ao ar livre podem ocorrer danos a sua morfologia, gerando
artefatos. A secagem da amostra pelo método do ponto critico previne a ocorréncia
desses danos durante a retirada do agente desidratante. No processo ocorre uma
substituicdo gradual do solvente por didxido de carbono liquido (COz2), em trocas
realizadas com pressao e temperatura controladas. Segundo Anderson (1951), o
ponto critico da agua acontece a uma pressao de 218 atm a uma temperatura de
374 °C, o que nao seria favoravel para a célula, pois nesses parametros a mesma
nao seria capaz de manter sua estrutura. O uso do CO2, que possui ponto critico na
faixa de 31°C e 73 atm, permite que a amostra seja seca em condigdes mais
favoraveis de temperatura e pressao. Apds a troca de todo solvente presente na
camara do equipamento, onde se encontra a amostra, temperatura e pressao sao
elevadas até atingir o ponto critico do CO2, no qual o limite entre os estados liquido
e gasoso desaparece (Figura 3). O COz alcancga a fase de gas, sendo liberado de

forma controlada pelo equipamento (SILVEIRA, 2011).
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Figura 3: O diagrama fase do CO2 que mostra o ponto critico no que diz respeito a presséo e a
temperatura (Adaptado de PAREDES, 2014).
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1.2.3 Cobertura Condutora

Amostras biolégicas ndo tém boa condutividade elétrica, por isso muitas
vezes € necessario inserir uma cobertura metalica (ouro, platina, carbono, paladio,
etc) para aumentar essa condutividade de sua superficie. No entanto, a camada
depositada sobre a superficie da amostra deve ser bem fina (de 2 a 10 nm), para
que n&o mascare a superficie da amostra (HERMANN; MULLER, 1991). O método
mais eficaz de deposicao é através de um sistema de vaporizacdo conhecido em
inglés como “sputtering” ou pulverizagéo catédica. Existe também o processo de
evaporacdo em alto vacuo, que é mais recomendado para a observacido de

amostras em microscoépio de alta resolugao (GOLDSTEIN et al., 2018).

1.3 Métodos de preparo de amostras bioldgicas por fixagao fisica

Os fixadores quimicos possuem grande velocidade de penetragao na célula,
porém néao € o suficiente para evitar o aparecimento de alteracdes na ultraestrutura
e composigao celular. Além disso, muitos dos fixadores quimicos apresentam alta
toxicidade para a célula, que altera sua morfologia antes da estabilizagado de suas
estruturas (LOGIN et al., 1991). Por isso, o congelamento se torna uma ferramenta
util na preservacgao celular. O congelamento de amostras € um exemplo de fixagao
fisica, sendo critico o controle na maneira em que ele ocorre para que seja evitado
a formagéao de cristais de gelo. O ideal para um congelamento € que a amostra
alcance o estado de vitrificagao, ou seja, que ndo haja formagéao de cristais de gelo.
No entanto, alcangar o estado amorfo da agua € muito dificil, a formagao de
microcristais aproximadamente de 1 a 2 nm é aceita, pois dependendo de seu
tamanho o limite de resolug&o do microscopio ndo permite enxerga-los.

A cristalizagcdo € tempo-dependente e ela propria gera calor. A faixa critica
para a formacgao de nucleos de cristais de gelo na agua pura € de — 30 °C e — 140
°C, sendo essa a faixa onde os cristais podem voltar a crescer. Por isso, &
necessario que durante o congelamento o material a ser congelado passe pela faixa
critica de congelamento o mais rapido possivel para que os nucleos de cristais ndo
sejam formados. Ja para a agua presente nas células e nos tecidos o
comportamento é diferente, uma vez que ela conta com a presenca de sais e
diversos solutos, o que faz a faixa critica de cristalizacdo diminuir. Com a utilizagao
de aditivos, como os crioprotetores, a faixa de congelamento critica fica ainda

menor, entre — 10 °C e — 40 °C. Os crioprotetores sdo substancias que diminuem a
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formacao de cristais de gelo no processo de congelamento por formar ligagées de
hidrogénio com a agua, o que altera a faixa critica de congelamento (Meryman,
1971; Skaer, 1982). A Figura 4 apresenta as diferentes faixas de temperatura para
o0 congelamento da agua pura, de células sem e com um crioprotetor, além do

congelamento de amostra sem a presenga de agua (BOZZOLA; RUSSEL, 1992).
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Figura 4: Esquema que representa as 4 situagées de congelamento. (1) congelamento da agua
pura; (2) congelamento de células sem crioprotetores; (3) congelamento das células com
crioprotetores; (4) congelamento de material sem agua. O asterisco representa o ponto de fuséo; S,
a temperatura de super-resfriamento; R, temperatura de recristalizagdo. A linha reta escura

representa a faixa critica para o crescimento de cristais e que deve ser atravessada muito

rapidamente (Segundo Dubochet, 1984)

Segundo H. Moor (1987), o gelo pode ser diferenciado em trés formas nos
espécimes congelados:

(a) Macrocristalinos, onde a espessura dos cristais de gelos pode superar 0s
100 nm e danificar as estruturas de forma a nao ser possivel estudar o
material congelado, pois esses cristais sdo artefatos que induzem ao erro.

(b) Microcristalinos, os cristais formados podem chegar ao maximo de 20 nm de
espessura o que é considerado aceitavel, visto que esses cristais podem nao
danificar uma grande parte de estruturas que se deseja observar.

(c) Estado amorfo, que representa o estado onde nao existe a formagao de

cristais de gelo, sendo esta a situagéo ideal.
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O congelamento é utilizado para a estabilizagdo da ultraestrutura celular,
gerando menos artefatos que a fixagdo quimica. Por isso, foram desenvolvidas
diferentes técnicas de congelamento visando a ndo formagéo de cristais de gelo
nesse processo, ou que aqueles formados fossem de tamanho aceitavel, ou seja,
menores que o limite de resolugdo. Muitos dos primeiros resultados obtidos foram
nao satisfatorios, sendo assim novas metodologias foram desenvolvidas para
reduzir drasticamente a formagéao de cristais de gelo (BENEDETTI, 1973). A Figura
5 ilustra o efeito de diferentes velocidades de congelamento na formagao de cristais
de gelo na célula.
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Figura 5: Esquema mostrando os efeitos do congelamento realizado a diferentes velocidades

(Adaptado Dubochet, 1984)

Uma das barreiras enfrentadas para que haja um bom congelamento é a
profundidade de congelamento que ele alcanga. Alguns métodos s6 conseguem um
bom congelamento de uma fina superficie do material biolégico, da ordem de alguns
micrémetros. Além disso, no congelamento de amostras que possuem espessura
maior, como tecidos, torna-se dificil a troca de calor da amostra, criando regides mal
congeladas (STUDER et al., 1989). Algumas técnicas de congelamento ultrarrapido
permitem o congelamento de amostras com espessura entre 200 e 500 micrometros
sem a adi¢cao de crioprotetores como € o caso do congelamento por alta pressao
(GILKEY; STAEHELIN, 1986). Além disso, outros fatores podem influenciar no
processo de criofixagdo ou congelamento, como a composigdo da amostra, a forma
e a velocidade de congelamento. O tipo de crioprotetor também interfere no

processo de congelamento (ECHLIN, 1992).
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Além das metodologias convencionais que permitem a visualizagdo de
células a temperatura ambiente, é possivel observar amostras biolégicas no MEV
ainda congeladas. A Crio-MEV permite a observagdo da amostra em seu estado

mais proximo possivel do in vivo (ECHLIN, 1992).

1.3.1 Congelamento Lento

E 0 método mais simples, barato e o mais usado no Brasil. E adequado para
estocagem de células vivas em banco de células, utiliza crioprotetores como
dimetilsulféxido (DMSO) e glicerol, dessa forma fazendo com que ocorra a
diminuigdo do volume de agua no interior da célula, minimizando a formacao de
cristais de gelo que pode trazer danos irreversiveis, como a ruptura mecanica de

todos os sistemas de membranas celulares (DE SOUZA, 2011).

1.3.2 Congelamento Rapido

Este tipo de congelamento que, na maioria das vezes, é feito através da
imersdo do material em liquido criogénico, como € o caso do Freon 22, etano,
propano e nitrogénio liquido. No entanto, ainda se torna necessaria a utilizagdo de
crioprotetores, pois a velocidade de congelamento ainda possibilita a formagao de
cristais hexagonais (DE SOUZA, 2011). No congelamento por imersao, o uso de
crioprotetores previne a formacgdo de cristais hexagonais e os danos por eles
causados. Nessa metodologia, as amostras passam por um processo de fixagéo
quimica, seguida de infiltragdo por sacarose, que atua como crioprotetor e em
seguida s&o congeladas por imersdo no liquido criogénico escolhido
(TOKUYASU,1973). O liquido criogénico também pode ser resfriado em nitrogénio
liquido. Neste caso, o congelamento pode ser considerado ultra-rapido para as
camadas mais superficiais da amostra (at¢é 1 pm) (HUEBINGER, 2016). O
congelamento rapido de solugdes aquosas é uma ferramenta poderosa, tendo duas
importantes aplicagbes: () criofixagdo de amostras para investigagao (ultra-)
estrutural por (crio-) microscopia e (ll) criopreservacdo de amostras vivas para
armazenamento de longa duragdo (HUEBINGER, 2016).
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1.3.3 Congelamento Ultra-rapido

1.3.3.1 Congelamento por Impacto

Processo em que a amostra € colocada em um suporte que submete ao
impacto xxxx na superficie de um bloco metalico de cobre puro e congelado em
nitrogénio ou hélio liquido. O método é tao eficaz que dispensa a utilizagdo de
crioprotetores. Apesar da sua grande eficacia no processamento de amostras, este
método apresenta algumas desvantagens, como a baixa profundidade de
congelamento, onde apenas uma pequena faixa entre 10 e 20 ym atinge um bom
congelamento. Existe também o risco de formagao de artefatos devido ao impacto
de célula com o bloco metalico, que pode potencialmente levar a deformacao das
estruturas celulares (DE SOUZA, 2011).

1.3.3.2 Congelamento com Jato de Propano (Propane-Jet-Freezing)

Neste tipo de congelamento, a amostra permanece fixa enquanto o propano,
em baixa temperatura entra em contato com a amostra, congelando-a
instantaneamente (MOOR et al.1976). Nesse método, o propano € mantido em
temperatura abaixo de -180°C, sendo resfriado por nitrogénio liquido. Apds o
congelamento, a amostra é armazenada e em um nitrogénio liquido para ser
utilizada futuramente em diversas aplicagdes como criofratura, substituicdo a frio ou
crioultramicrotomia (DE SOUZA, 2011).

1.3.3.3 Congelamento por alta presséo (High Pressure Freezing) (HPF)

A maior parte das técnicas de congelamento no campo biolégico do preparo
de amostras para microscopia eletrénica é feita sob pressao atmosférica, permitindo
uma profundidade de congelamento muito baixa, entre 10 e 20 um (DE SOUZA
2011). Assim, para que um volume maior da amostra seja vitrificado, o
congelamento por alta pressdo se apresenta como alternativa metodoldgica
(MOOR, 1987). Nesse tipo de congelamento, pode-se alcangar uma boa
profundidade de congelamento de cerca de 200 um. Nesse processo, as amostras
sdo colocadas em um suporte de aluminio, cobre ou safira e submetidas a uma
pressdo de 2100 bar em 20 ms. Para atingir essa condigdo, jatos de nitrogénio
liquido sdo langados sobre o suporte contendo a amostra, congelando-o

instantaneamente. O material congelado é retirado do equipamento e mantido em
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nitrogénio liquido para uso posterior (BENCHIMOL, 2011). Esse método é
particularmente util para a preservagdo de amostras que sao dificeis de se
estabilizar com fixadores quimicos convencionais e para o estudo de proteinas de
membrana ou momentos peculiares da célula como mudanca morfologia (DAH;
STAEHELIN, 1989).

O laboratério onde os congelamentos sao feitos € bem didatico no quesito de
entender como funciona. Esse equipamento funciona da seguinte forma: Um cilindro
(2) acumulador de presséo (em torno de 150 bar) de nitrogénio gasoso; com o
auxilio de uma bomba essa presséo passa para 300 bar (1); o aparelho comega um
procedimento de resfriamento que acontece de forma rapida na camara onde o
suporte contendo o material ira entrar € injetado um volume de isso-propanol (13);
quando o pistao é acionado o nitrogénio liquido que esta no cilindro de alta pressao
(7) entra na linha de alta pressao (10) levando a pressdo para a camara de
congelamento (13). Com isso, o nitrogénio liquido que esta sendo pressurizado
comprime o etanol expulsando-o pelos orificios de saida (20); dentro da camara a
pressdo atinge 2100 bar na temperatura ambiente antes do congelamento do
material (15) pelo nitrogénio liquido. Todo esse procedimento é ilustrado na figura
6. A Figura 7 mostra a relag&o entre temperatura e pressao desejaveis durante esse
processo para que seja atingido um bom congelamento. A manutencéo da presséo
indica o tempo da pressao superior a 2100 barras em 560 ms. A temperatura cai
abaixo de 0°C somente depois que a pressao alcanca 2100 barras. A taxa de fluxo
de nitrogénio liquido pode ser controlada pelo tamanho das aberturas de saida -
maior taxa de fluxo de nitrogénio liquido igual a maior taxa de resfriamento igual a

manutencao de pressdo mais curta (HUMBEL, 2009).
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Figura 6: 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 pressao; 2- compartimento de alta pressao; 7- cilindro de alta pressao; 10- linha de alta
pressao; 13- cAmara de congelamento da amostra; 15- orificio de entrada do Nitrogénio liquido; 20-
orificio de saida do etanol (Adaptado de HUMBEL, 2009).
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Figura 7: Curva de temperatura e pressao gerada durante no HPF (Adaptado de HUMBEL,
2009).

1.4 Criofratura

A criofratura € uma técnica que replica a superficie fraturada de espécimes
congelados para posterior observagdo nos microscopios de varredura ou
transmissao. Essa técnica traz informagdes sobre os aspectos presentes entre as

bicamadas lipidicas, bem como a organizagao interna da célula e sua estrutura
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(BOZZOLA & RUSSEL, 1992). Esta técnica é dividida em quatro etapas
consecutivas: (1) congelamento da amostra, (2) fratura da amostra, (3) formacgéao de
uma réplica em condigdes de alto vacuo e (4) observagao no microscopio eletronico
de varredura ou de transmissao (Nicholas, 2007). Quando a amostra € congelada e
fraturada, a fratura ocorre preferencialmente na regido hidrofébica da membrana
plasmatica, separando seus dois folhetos, sendo as suas duas faces chamadas de
face P e face E (Figura 8) (ROBENEK; NICHOLAS, 2008). Essas faces
correspondem a face externa do folheto interno da membrana que é a face P e a
face interna do folheto externo da membrana é a face E. Apds a etapa de fratura,
faz-se uma réplica com uma camada bem fina de platina e carbono, sendo utilizado
para estabilizacdo da réplica. O aspecto observado da réplica da membrana
fraturada de uma célula é o de uma matriz lisa onde se observam varias particulas
denominadas particulas associadas a membrana ou particulas intramembranares
(IMPs) (DE SOUZA, 2011).

meio
extracelular

Figura 8: llustragdo das duas faces da bicamada lipidica. Adaptado de Fundacdo CECIERJ,
2010.

Na criofratura existem duas modalidades que melhoram ainda mais a
perspectiva de relevo da amostra. Estas sdo denominadas técnicas de crio-relevo
(freeze-etching) e crio-relevo acentuado (deep-etching). Define-se como freeze-
etching a remogao de gelo da superficie da amostra fraturada por sublimagdo a
vacuo antes que a réplica seja feita. Ja a técnica de deep-etching é a técnica de

sublimagao do gelo com maior tempo de sublimacédo (DE SOUZA, 2011).
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Apesar de ser uma técnica muito bem elaborada, apresentando excelentes
resultados, a criofratura classica deixa a amostra seca quando levada ao
microscopio eletrénico. Ja em 1960 Fernandes-Moran defendeu a visualizagcdo das
amostras ainda hidratadas no estado congelado por existirem estruturas que
somente s&o visiveis nessa situagdo (DUBOCHET. et. al., 1988).

1.5 Método de observacao de estruturas intracelulares de células livres por
microscopia eletrénica de varredura.

1.5.1 Método de Fukudome e Tanaka

O trabalho pioneiro de Tanaka em 1981 com microscopia eletronica de
varredura de alta resolugdo mostrou imagens de macromoléculas como
imunoglobulinas, proteoglicanas e DNA. Entretanto, diversos entraves técnicos
tiveram de ser superados para que a observacado de estruturas celulares com
grandes aumentos e resolugao fossem possiveis. Estes incluem contaminagéo da
amostra, dano causado pelo feixe e contraste das amostras. Estas medidas
incluiram aperfeicoamento no sistema de vacuo dos microscopios, impregnagao
metalica das amostras, dispensando a cobertura condutora (DE SOSZA 2011).

O método desenvolvido por Fukudome e Tanaka (1985) visa estudar o
interior das células com a combinagado de técnicas que resultam na extragao do
material citoplasmatico, ao mesmo tempo preservando as membranas internas e as
diversas organelas presentes na mesma. Esta metodologia conta com a
combinagao de fixagdo quimica seguida de um congelamento utilizando criogénios
para estabilizacdo das células e seus componentes, e também para que nao ocorra
a formacgao de cristais de gelo. Os criogénios sdo usados em vez do mergulho direto
da amostra em nitrogénio liquido, que tende a ferver quando os espécimes sao
colocados nele. Os crioprotetores s&o utilizados para se evitar o mau congelamento,
pois na tentativa de um contato direto com a amostra ocorre a fervura do nitrogénio
liquido, nessa tentativa a formagao de cristais hexagonais de grandes dimensdes.
A remocao da matriz citoplasmatica é realizada com a utilizacdo de Os4O em baixa

concentracéo (0,1%).

1.6 O Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas
O parasito T. cruzi € o agente causador da doenca de Chagas, também é

chamada de tripanossomiase americana, sendo considerada uma doenca
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negligenciada de grande importadncia na América Latina (SHANG et. al., 2014).
Pertencente a familia Trypanosomatidae, o T. cruzi € um parasito intracelular
obrigatério (BARRIAS; BORGES; DE SOUZA., 2018). Na América Latina, 14.000
pessoas morrem por ano por causa dessa doenga, e no Brasil aproximadamente 2
milhdes de pessoas estdo infectadas (TEIXEIRA et al., 2011).

Entre as formas de desenvolvimento encontradas no ciclo biolégico do T.
cruzi, a forma tripomastigota € a mais infectante, estando presente em mamiferos e
no inseto vetor conhecido popularmente como barbeiro (Figura 9 e 10) (DIRCEU,
2011). A partir do momento em que a célula hospedeira é infectada, forma-se um
vacuolo parasitéforo (PV) (Figura 9). Dentro da célula hospedeira, o protozoario se
desvencilha desse vacuolo e alcanga o citoplasma, se diferenciando para a forma
amastigota, passando a se multiplicar dezenas de vezes até retornar a forma
tripomastigota, rompendo a membrana celular e caindo na corrente sanguinea,
podendo infectar novas células ou ser sugado pelo barbeiro durante o repasto
sanguineo (CUETO. et al., 2018).

Apesar de ndo ser uma forma infectiva (TEIXEIRA et al., 2011), a forma
epimastigota pode fornecer informagbes quando €& fagocitada pela célula
hospedeira. No processo ocorrem as etapas de adesdo e reconhecimento onde
moléculas tanto no parasito quanto da célula hospedeira interagem. Em seguida,
um processo de endocitico leva a internalizacao do parasita com formacado do
vacuolo parasitoforo. Durante este processo, lisossomos da célula hospedeira se
fundem com o vacuolo parasitéforo. No interior do vacuolo a forma tripomastigota
se transforma em amastigota e ocorre lise da membrana vacuolar (Barrias et al.,
2018).

A contaminagao do barbeiro (1), que é um inseto hematéfago, ocorre quando este
pica um mamifero infectado e ingere formas tripomastigotas sanguineas (2) que sao
conduzidas a porgdo anterior do estdbmago. Neste novo ambiente, os
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas e algumas formas
esferomastidotas (3). Ainda no estdmago, formas de transigcéo, esferomastigotas e
epimastigotas sdo digeridas. As formas epimastigotas sobreviventes, quando
alcangam o intestino, comeg¢am a se multiplicar sucessivamente por divisdo binaria
(4) e aderem-se as membranas perimicrovilares que sao secretadas pelas células
intestinais. Esta adesao ocorre predominantemente pela regido do flagelo.

Posteriormente, os epimastigotas se soltam e movem-se para o intestino posterior,
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onde iniciam o processo de diferenciagdo em tripomastigota metaciclicos (5) que
aderem a cuticula que reveste o epitélio do reto e do saco retal do inseto. Ao se
soltarem do epitélio, podem ser eliminados na urina ou fezes do inseto em seu
préoximo repasto sanguineo. A contaminagdo de um hospedeiro vertebrado ocorre
quando o barbeiro infectado pica o mamifero. Neste processo, o inseto geralmente
defeca e urina (6), depositando, assim, sobre a pele ou mucosa do mamifero a
forma tripomastigota metaciclica, que é a forma infectiva (7), porém nao replicativa.
A invasao do parasito ocorre quando o hospedeiro se coga, 0 que gera lesdes da
pele por onde o parasito pode penetrar ou quando ele entre em contato com a
mucosa. Os tripomastigotas metaciclicos acessam a circulagdo sanguinea,
aderindo e invadindo uma gama de células nucleadas como, por exemplo,
macrofagos (8), células musculares e epiteliais. Inicialmente, a forma tripomastigota
é fagocitada pelo macréfago, seguindo-se a formagéo do vacuolo parasitéforo (9).
No interior do vacuolo parasitoforo, a forma tripomastigota se diferencia para a
forma amastigota e ocorre a lise da membrana do vacuolo parasitéforo (10). No
citoplasma, esta forma se multiplica por fissées binarias sucessivas, podendo tomar
todo o citoplasma (11). ApoOs as sucessivas divisbes, os amastigotas iniciam sua
diferenciagdo passando por uma transigcdo (12) e se diferenciando na formam
tripomastigota antes da célula hospedeira pode ser rompida pelo excesso de
parasito (13). A lise da célula hospedeira pode ocorres antes da total diferenciagao
de amastigotas para tripomastigotas, o que gera o aparecimento de diferentes
formas no meio externo (14). No meio extracelular, os tripomastigotas (15a) e
amastigota (15b) podem infectar novas células que ali estejam presentes
(TEIXEIRA et al., 2011).

34



Fases no inseto vetor

Figura 10: llustragdo da forma tripomastigota e epimastigota de T. cruzi em corte longitudinal
(Adaptado de TEIXEIRA et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A microscopia eletronica de varredura contemporanea vem cada vez mais se
impondo com método sofisticado de analise de superficie celular — membrana
plasmatica integra ou fraturada — ou o ambiente intracelular. Neste ultimo, métodos
mais modernos se baseiam na analise de amostras congeladas, fraturadas e
observadas a baixa temperatura no microscopio. Isso requer uma série de
instrumentos de (1) congelamento, (2) fratura e metalizagao a baixa temperatura e
(3) observagdo a baixas temperaturas (crioestagio adaptado ao MEV de alta
resolugao). Este fluxo de trabalho compreende o que ha de mais moderno em MEV
de alta ou ultra-alta resolugdo de amostras biolégicas, e dependente de
infraestrutura de equipamentos custosos e sofisticados, existentes apenas nos
grandes centros de microscopia. Por outro lado, técnica alternativas de preparo de
amostras, como a de FUKUDOME e TANAKA podem ser adaptadas a diferentes
modelos bioldgicos e substituir, assim, as 3 etapas mencionadas acima requerendo
apenas o MEV de alta e ultra-alta resolugcéo existente em varios centros de
microscopia avangada.

Além disso, novas modalidades de microscopio de varredura de alta
resolugdo, como a microscopia de ions podem prover valiosos resultados quando
aplicadas em associacao com o método de FUKUDOME e TANAKA.

Dessa forma justifica-se a abordagem experimental proposta nessa
dissertagcdo que tem como foco principal a aplicagdo de metodologia de
FUKUDOME e TANAKA adaptada para modelos de estudo em biologia celular de
doenca de Chagas (Epimastigota e células hospedeiras infectadas) para analise por

MEV de alta e ultra-alta resolugcédo e microscopia de ions.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Adaptar o protocolo desenvolvido por FUDUKOME e TANAKA para o
Trypanosoma cruzi, epimastigotas isoladas e células infectadas.

Aplicar uma série de variagdes de protocolos para observar a ultraestrutura

de superficies fraturadas usando diversas combinag¢des de técnicas ja conhecidas.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar qual é o protocolo de preparo de amostra mais adequado para
o modelo T. cruzi, tanto em sua forma tripomastigota quanto em interacdo com

célula hospedeira e fagocitose da forma epimastigota de T. cruzi pelo macroéfago.

3.2.2 Avaliar qual dos protocolos testados permite maior preservagéo

estrutural.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Células utilizadas

Durante os estudos, foram utilizados parasitos da espécie Trypanosoma cruzi
na forma epimastigota, células de mamifero da linhagem LLC-MK: infectadas por
tripomastigota de T. cruzi, e macrofagos Raw infectadas por epimastigota de T. cruzi.
Todas as células utilizadas foram mantidas no laboratério de Ultraestrutura Celular
Hertha Meyer e gentilmente cedidas pela MSc Verdnica Santos. As células foram
separadas em dois grupos experimentais, sendo as formas epimastigotas
classificadas como grupo | e as células de mamifero (linhagem LLC-MK2 e macré6fago
raw) infectadas com formas tripomastigota e epimastigota como sendo o grupo |l

4.2 Processamento para criofratura
4.2.1 Preparo da amostra

Nesta etapa as células do grupo 1 foram centrifugadas a 2.6 G, por 10

minutos. O pellet foi ressuspenso em phosphate buffered saline (PBS) (pH 7,2), e
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as celulas foram novamente centrifugadas por 10 minutos, a 2.6 G. Esse processo
foi repetido trés vezes.

As células do grupo 2, que foram cultivadas em garrafa de cultura, foram
colocadas em suspens&o com o auxilio da tripsina e na sequencia os procedimentos
do grupo 1.

4.2.2 Fixacao

Todas as amostras foram fixadas em solugdo contendo 2% de glutaraldeido
e 0,5% de formaldeido em cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2), por um periodo
minimo de 2 horas, seguido de lavagem em tampéao cacodilato de s6dio a 0,1 e pos-

fixacdo em 1 % de tetroxido de 6smio em agua por 1 hora.

4.2.3 Mistura de gelatina-quitosana e incluséao da amostra

As amostras (11 A, 11 B, 11 C); foram incluidas em uma mistura 1:1 de
quitosana com gelatina (11 D e 11 E), sendo a quitosana preparada previamente a
2% em 0,5% de acido acético. Com essa nova mistura entra quitosana-gelatina mais
o pellet de células na proporgao de 1:1, a partir dessa nova mistura fez-se uma gota
com um volume de 35 pl para facilitar o momento da fratura (11 F). Essa gota &

colocada em glutaraldeido 2,5% para endurecer
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4.2.4 Crioprotecao

A amostra foi infiltrada com DMSO diluido em agua (25% e 50%, por 30
minutos cada) para crioprotecdo antes do congelamento (11 H) (FUKUDOME &
TANAKA, 1996).

Figura 11: Criofratura de células livres para observacdo (Adaptado de Fukudome & Tanaka,
1986).

4.2.5 Congelamento

Para esta etapa, foi necessario utilizar dois criogénios diferentes, o Freon 22
e 0 nitrogénio liquido. Nessa etapa o Freon 22 foi mantido resfriado em nitrogénio
liquido. Apds o resfriamento, um bastao de metal foi agitado para liquefazer o Freon
22, com isso, a amostras (12 A) foram imersas em Freon 22 por 15 segundos (12
B), e logo apdés foram rapidamente colocadas em nitrogénio liquido para

armazenamento e posterior etapa de fratura.
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4.2.6 Fratura

As amostras foram posicionadas em uma placa de aluminio resfriada em
nitrogénio liquido (Figura 12C) e fraturadas com uma lamina, previamente resfriada
(Figura 12D), com o auxilio de um martelo (Figura 12E). O material foi mantido em
nitrogénio liquido. Alternativamente, a amostra do grupo | foi crioprotegida com

etanol.

Figura 12: Processo de congelamento e fratura da amostra. (A) A amostra foi inclusa em
quitosana e gelatina. (B) Congelamento da amostra em Freon 22, resfriado em nitrogénio liquido.
(C) A amostra foi transferida para o nitrogénio liquido. (D) Resfriamento da lamina em nitrogénio
liquido. (E) Fratura da amostra com o auxilio de um martelo. (E) Amostra fraturada.
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4.2.7 Remogao do crioprotetor
Apos a fratura, os fragmentos foram colocados em agua por 10 minutos,

trés vezes, para que o crioprotetor pudesse ser removido.

4.2.8 Maceracao

O quadro 1 apresenta os diferentes tempos de maceragédo testados. Nos
protocolos 1 do grupo | e protocolo 4 do grupo Il ndo foram feitas maceragdes. No
total, foram testados trés tempos de maceracéo. Nos protocolos 3 e 5 o material foi
colocado em OsO4 0,1% por 24 horas e 48 horas, respectivamente, sem trocas. Ja
no protocolo 6, a solugédo de OsO4 0,1% foi trocada a cada 24 horas por até 72 e
144 horas. No protocolo 2, as amostras foram mantidas em nitrogénio liquido e
transferidas para o equipamento de substituicdo a frio, em meio de substituicdo a

frio contendo 2% OsO4, 0,1% glutaraldeido, e 1% H20 em acetona.

4.2.9 Lavagem
Apés a etapa de maceragao essas amostras foram realizadas as lavagens
do material para retirada do excesso do agente de maceragéo, lavando-as em agua

3 vezes, por 10 minutos.

4.2.10 Desidratagao

Em todos os protocolos, apdés a etapa de lavagem, as amostras foram
desidratadas em série crescente de etanol por dez minutos cada etapa (30, 50, 70,
90 e 100%), o etanol 100% foi repetido por 3 vezes.

4.2.11 Secagem do material

Para a secagem do material foi utilizado o aparelho de secagem pelo método
de ponto critico de CO:liquido, realizando-se 16 trocas com intervalos de 2 minutos
cada, seguindo uma curva de aquecimento gradativo apds as trocas, com liberagao

do CO:2 presente na camara do aparelho de forma controlada.

4.2.12 Cobertura condutora
Uma vez secas, as amostras foram montadas sobre stubs de aluminio e
fixadas com fita dupla face de carbono e cola de prata. Foram testadas coberturas

de ouro 20 nm de espessura, carbono e platina com 5 nm de espessura. Nos
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protocolos 1, 4 e 6 separamos amostras que foram observadas sem cobertura

condutora no MEV por ions.

4.2.13 Substituicao a frio

No protocolo 2 as amostras foram incluidas na mistura de quitosana-gelatina,
desidratadas em série crescente de etanol (como descrito anteriormente),
congeladas, clivadas e criosubstituidas no aparelho Leica EM AFS2 com meio de
substituicdo com 2% Os0O4 em acetona, 0,1% GA, 1% agua por 95 horas onde a
rampa de aquecimento foi de 72 horas a - 90°C, 18 horas a -20°C, 4 horas a— 20°C,
1horaa—-4°Ce1horaa4°C.

4.3 Microscopios utilizados

As amostras foram observadas nos microscépios eletrénicos de varredura
baixa resolugdo FEI QUANTA 250 e ZEISS EVO MA 10, com uma a distancia de
trabalho de 10 mm, Alta resolucdo ZEISS AURIGA 40, com uma a distancia de
trabalho de 3 mm, e Alta resolugdo ORION NanoFab, com uma distancia de trabalho

de 8,5 mm.

42



Quadro 1:

Quadro simplificado dos protocolos testados

MODO AMOSTRA Crioprotetor | Maceragdo | COBERTURA MEV
Grupo 1
Protocolo 1 Epimastigotas | DMSO 50% Nao Au, Sem MEV de rotina
de T. cruzi cobertura MEV HR
MEYV de ions
Protocolo 2 | Epimastigotas | Etanol 100% | -90 subst. a Carbono MEV de rotina
de T. cruzi frio 95h
Grupo 2
Protocolo 3 LLC-MK2 + 24/48 Au, Sem
Tripomastigota | DMSO 50% | (Sem trocas cobertura MEV de rotina
de T. cruzi de 6smio)
Protocolo 4 LLC-MK2 + DMSO 50% Nao Pt MEV de rotina
Tripomastigota MEV HR
de T. cruzi MEYV de ions
Protocolo 5 LLC-MK2 + DMSO 50% 24/48 Pt MEV de rotina
Tripomastigota (Sem trocas
de T. cruzi de 6smio)
Protocolo 6 Macroéfago + 72h/144h Pt, Sem MEV de rotina
Epimastigota | DMSO 50% | (Trocas de cobertura MEV HR
de T. cruzi 6smio cada MEV de ions
24h)
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5 RESULTADOS

Os experimentos cujos resultados serdo descritos a seguir foram planejados
seguindo uma ordem hierarquica de complexidade experimental e de observagao
nos MEVs, de acordo com o quadro 1. Nestes experimentos, epimastigotas em
suspensao (grupo 1) e células infectadas com T. cruzi (grupo 2) foram submetidas
as diferentes rotinas experimentais de congelamento e fratura, obedecendo um
critério de observacao das amostras inicialmente com cobertura metalica em MEVs
com canhdo de tungsténio (MEV de rotina), com canhdo de emissao de campo
(MEV de alta resolugdo) ou microscopia de ions sem metalizagdo. Amostras
submetidas ao protocolo 1 foram observadas inicialmente no MEV de rotina. Os
resultados mostraram parasitos clivados e que possuiam a porgao intracelular
exposta, sendo possivel a identificagdo de estruturas como nucleo, flagelo e perfis
da membrana mitocondrial (Figura 13A). Esta amostra foi observada no microscopio
de ions, gerando resultados que, apesar da aparéncia espessa devido a cobertura
condutora de ouro (Au) permitiram a identificacdo de detalhes ultraestruturais de
algumas organelas, como do cinetoplasto, da mitocondria, do nucleo e do citostoma
(Figura 13B). Além disso, o material citoplasmatico se apresentou bastante denso
e compacto devido a nao utilizagdo do 6smio a 0,1% em agua para a extragao do
mesmo. A observagao de fragmentos do material fraturado da mesma amostra sem
cobertura nao eliminou esta condi¢ao (citoplasma denso) o que reforga a utilizagao
da maceragao com 6smio a 0,1% em agua. (Figura 14A, B), porém mostrou detalhes
estruturais do cinetoplasto, evidenciando filamentos que parecem se conectar a

membrana do mesmo.
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Figura 13: Protocolo 1 — (A) Epimastigotas ndao maceradas observados no microscépio
eletrénico de varredura de rotina, com cobertura de Au. Mesmo estando murchas é possivel
observar o plano de fratura. Nao é possivel definir completamente as organelas presentes, com
excecao do nucleo. (B) Epimastigota observada no microscépio eletréonico de ultra/alta
resolugdo, com cobertura de Au. E possivel observar algumas estruturas intracelulares, como (m)

mitocOndria, (k) cinetoplasto e (cy) citostoma.
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Epimastigotas também foram submetidos ao protocolo 2, onde foi utilizado o
etanol como criprotetor (quadro 1). Apds a fratura, o material foi inserido em um
criotubo com uma solugdo de substituicao a frio, a temperatura de -90°C, sendo
realizada a substituicdo. A curva de aquecimento utilizada foi de 72 horas a -90°C,
18 horas a -20°C, 4 horas a 4°C e 1 hora a temperatura ambiente. A observacao
preliminar no MEV de rotina mostrou que com essa metodologia o citoplasma nao
foi extraido, mesmo com um tempo de maceragédo mais prolongado, como é
mostrado na Figura 15, apontando para a necessidade de aprimoramento do
protocolo experimental apds a curva de substituicdo utilizar o meio de maceracéao
com a concentracéo de 0,1% de tetroxido de ésmio em agua com trocas a cada 24

horas.
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Figura 14: Protocolo 1 - Epimastigotas de T. cruzi clivadas, sem maceragao e sem cobertura
condutora observadas no microscépio de ultra/alta resolugio de feixe de ions. (14A). E
possivel observar com clareza o nucleo (seta preta) e o cinetoplasto (seta branca). (14B)

Cinetoplasto observado em maior aumento.
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Figura 15: Protocolo 2 - Epimastigotas de T. cruzi maceradas por substituicao a frio a -90°C

(FS). Os parasitos foram previamente fixados, clivados, macerados, sendo realizada a substituicao
a frio por 95 horas, e recobertos por carbono. Nesse processamento ndo ocorreu a extragdo do

material citoplasmatico mesmo tendo sido realizado um tempo maior de maceracgao.
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A rotina experimental seguiu entdo um aperfeicoamento metodoldgico (protocolo 3),
onde as células foram fixadas por 24 horas na prépria garrafa de cultura e depois
raspadas. O processamento incluiu poés-fixacdo, inclusdo em quitosana com
gelatina, crioprotegdo com DMSO 50%, clivagem e maceragao por 24 e 48 horas
sem que ocorresse trocas com OsOa4. A cobertura das amostras foi feita com platina.
Esta metodologia apresentou varios problemas, como achatamento das células e a
nao exposicido de detalhes ultraestruturais intracelulares, como mostrado nas
figuras 16A e 16B.
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24h de maceracgao
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Figura 16: Protocolo 3 — Células LLCMK2 infectadas com T. cruzi raspadas e maceradas por
24 e 48 horas. As células foram fixadas na propria garrafa, raspadas do fundo da garrafa com
raspador de células (cell scraper), clivadas e maceradas por 24h e 48h sem que houvessem trocas
com tetroxido de 6smio. A amostra foi recoberta com Pt. A figura mostra que a maceragdo nao

ocorreu. Além disso, € possivel observar que as células ficaram completamente amassadas.
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O protocolo entao foi adaptado (protocolo 4) e foi tecnicamente realizado de maneira
similar ao protocolo 1, porém feito com culturas de células infectadas com
tripomastigotas de T. cruzi e posteriormente uma tripsinizagdo. A tripsinizagao
prévia das células permitiu a formagao de um “pellet” visualmente mais compacto,
0 que evitou a aparéncia achatada observada no protocolo 3 (onde a monocamada
foi fixada e raspada). A clivagem expos o lado intracelular da célula hospedeira,
revelando as formas amastigota de T. cruzi no interior do vacuolo parasitéforo
(Figura 17A) e amastigotas intracelulares clivadas (setas pretas) e nucleo (seta
branca) (Figura 17B). Apesar da clivagem, ndo € possivel observar detalhes
estruturais das organelas do parasito, mesmo quando observado no microscopio de
varredura de alta resolugdo (Figura 18A). Na figura 18B € possivel observar trés
formas amastigotas intracelulares livres no citoplasma, sendo que duas foram
clivadas, expondo a membrana plasmatica do parasito (seta preta). Na amastigota
intracelular clivada longitudinalmente € possivel observar o flagelo (seta amarela),
o cinetoplasto (seta vermelha) e o nucleo (seta branca). A Figura 18C apresenta
uma preparagdo com células clivadas (seta preta) e ndo clivados (seta branca),
além da forma tripomastigota de um parasito ndo clivado. A Figura 18D apresenta
uma maior magnificagdo da regido marcada na Figura 18C, onde €& possivel
observar um tripomastigota n&o clivado. Na Figura 19A, é possivel observar,
utilizando o microscépio de ions de Hélio, seis parasitos clivados (setas brancas) no
interior da célula hospedeira. No entanto, foi observado o nucleo (seta preta) e o

cinetoplasto (seta branca), estando as outras organelas n&o aparentes (Figura 19B).

51



Figura 17: Protocolo 4 — Célula hospedeira infectadas com T. cruzi em técnica sem maceracao.
Uma cobertura condutora de Au foi adicionada sobre a amostra para posterior observagdo em MEV
de rotina. (17A). Observam-se dois amastigotas (a) no interior de um vacuolo parasitéforo, sendo
possivel identificar o nucleo do parasito. (17B). Forma amastigota de T. cruzi clivada

transversalmente (a).
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Figura 18: Protocolo 4 — Célula hospedeira infectada com T. cruzi em técnica sem maceracao.
As células foram clivadas, ndo maceradas, recobertas com Au e observadas no microscépio de alta
resolusdo. (18A) Presenca de formas em transicdo do parasito (setas pretas) no interior de um
vacuolo parasitéforo, onde apenas o nucleo do parasito € observado. (18B) Exposicéo de trés formas
amastigotas intracelulares livres no citoplasma, sendo uma n&o clivada e uma clivada
longitudinalmente. Na clivada é possivel observar o flagelo (seta amarela), cinetoplasto (seta
vermelha) e o nucleo (seta branca). No caso do parasito ndo clivado observa-se a membrana
plasmatica (seta preta). (18C) A imagem apresenta o resultado da clivagem da amostra, onde
observam-se células hospedeiras clivadas (seta preta) e ndo clivadas (seta branca), além da forma

tripomastigota de um parasito nao clivado (18D).
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Figura 19: Protocolo 4 — Célula hospedeira infectada com T. cruzi em técnica de clivagem sem
maceragao. As células foram tripsinizadas, fixadas, clivadas, recobertas com Au, e observadas no
MEV de feixe de ions. (19A). Foram observados seis parasitos (setas brancas) no citoplasma da
célula hospedeira, sendo possivel a identificagdo do nucleo (seta preta) e o cinetoplasto (seta preta)
(19B).
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Na tentativa de expandir a capacidade de observacdo de detalhes
ultraestruturais, as células criofixadas foram submetidas ao processo de maceragao
com 6smio (protocolo 5). Nesse protocolo, as células hospedeiras infectadas com
tripomastigota de T. cruzi foram tripsinizadas, fixadas por 2 horas com glutaraldeido
2% e formaldeido 0,5%, em cacodilato de sédio 0,1 M, por 2 horas, seguido por pos-
fixacdo em tetroxido de 6smio 1% por 1 hora. Em seguida, foi realizada a incluséo
em quitosana 2% com gelatina 10%. A maceragao ocorreu nos tempos de 24 horas
e 48 horas do material fraturado em tetroxido de 6ésmio 0,1%, sem trocas. Para
observacdo em MEV de rotina foi colocada uma cobertura condutora de platina
sobre a amostra. Nessa metodologia as células hospedeiras nao ficaram
amassadas, mas nao foi observada a extracao total do citoplasma. Entretanto,
parasitos (setas pretas) sdo observados na parte fraturada da célula hospedeira
(Figura 20).
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Figura 20: Protocolo 5 — Célula hospedeira infectada com T. cruzi em técnica de clivagem com
maceragao direta. As células foram tripsinizadas, fixadas, clivadas, maceradas apos 24h e 48h em
tetroxido de 6smio, e recobertas com Pt. (20A) na maceragédo apds 24 horas nao foi observado a
extracdo do material citoplasmatico, mas é possivel se observar as formas invectivas do T. cruzi no
interior da célula hospedeira. (20B) mesmo com mais tempo de maceragao, pois 0 6smio perde seu

poder de maceragéao.
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Em funcado dos resultados obtidos com o protocolo 5, o tempo de maceragao
foi aumentado (protocolo 6). Nesse protocolo foi realizada a tripsinizagao da cultura
de macrdéfagos que sofreu interagdo com epimastigotas de T. cruzi por 1 hora. A
amostra foi fixada por 2 horas com glutaraldeido e formaldeido em tamp&o
cacodilato de sédio 0,1 M e, entdo, pds-fixada em tetroxido de ésmio 1% por uma
hora. Em seguida, foi realizada a inclusédo na mistura de quitosana 2% e gelatina
10%, realizado o processo de maceragao por 72 horas e 144 horas, sendo feitas
trocas de tetroxido de 6smio 0,1% a cada 24 horas. Esse processo acarretou a
extragdo completa do citoplasma do macerado no tempo de 144 horas.

A Figura 21A, do protocolo 6 mostra que o citoplasma das células foi
parcialmente extraido apds maceracao por 72 horas da amostra e trocas de
tetréxido de 6smio a cada 24 horas. Apesar da extracdo, € possivel observar
organelas e estruturas intracelulares do macrofago, além do parasito, mostrando
que o nucleo foi bem preservado. No entanto, com a maceragédo da amostra por 144
horas, e trocas com tetréxido de 6smio a cada 24 horas, observou-se uma maior
extragdo do citoplasma, além da alteragdo de algumas estruturas intracelulares
(Figura 21B).
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Figura 21: Protocolo 6 — Imagem de macréfagos Raw incubados na presenca de

epimastigotas de T.cruzi obtidos pela técnica de maceragao e trocas com tetréxido de
6smio. (21A) A maceracéo de 72 h com trocas de tetréxido de ésmio 0,1% a cada 24 horas nao
causou a extracao total do citoplasma. (21B) A maceracgao feita com 144 horas e trocas de ésmio
0,1% a cada 24 horas proporcionou a extragéo de grande parte do material citoplasmatico da

célula e do parasito.
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Na Figura 22 €& possivel observar um epimastigota do T. cruzi sendo
fagocitado pela célula hospedeira, mais bem observada no detalhe (22B). Na figura
23A é possivel observar a célula hospedeira apds a maceracao de 72 horas. A
cromatina também se apresentou bem preservada apos a aplicagcéo deste protocolo
(Figura 23B). A mitocondria foi observada apos cobertura de platina no microscopio
de alta resolugdo e comparada ao observado sem cobertura condutora no
microscopio de ultra-alta resolugao (Figura 24) e em ambas as imagens € possivel

observar a mitocdndria e suas cristas em estado preservado.
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Figura 22: Protocolo 6 — Mcréfagos Raw no processo de fagocitose u epimastigota de T.

cruzi no protocolo de maceragdo apés 72 horas. E possivel observar o fagosoma (seta branca)

com a maceragéo da amostra (A), observando-se maiores detalhes da estrutura (seta preta) (B).
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Figura 23: Protocolo 6 — Macréfago apés a técnica de maceragdao apés 72 horas, com
observagao em MEV sem cobertura condutora. (A) Apesar de nio ter ocorrido a extragao total do
citoplasma, é possivel observar o nucleo da célula hospedeira em estado preservado. Em (B) é

possivel observar a cromatina.
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Figura 24: Protocolo 6 — Comparagao da extragao do material citoplasmatico da célula apos
observagdao com e sem cobertura condutora. A imagem mostra uma mitocondria (seta) e o
material citoplasmatico completamente extraido. A imagem foi feita a partir da observagdo no
microscoépio de varredura de alta resolugdo com cobertura de platina de 5 nm de espessura (A), e

observacao no MEV de feixe de ions sem cobertura condutora (B).
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6 Discussao

O trabalho resgatou o método descrito por Fukudome e Tanaka (1986), que
tem como propdsito expor as membranas internas das células através da fratura por
congelamento. No presente trabalho, esse método pode ser aplicado na
investigacdo do desenvolvimento intracelular do Trypanosoma cruzi, protozoario
que é o agente etiolégico doenca de Chagas, além do estudo das formas
epimastigotas do parasita. O modelo de células utilizado por Fukudome e Tanaka
(1986) foi o de células livres em suspensao, assim como as formas epimastigotas
utiizadas no presente trabalho. Além disso, o método foi aplicado a uma
monocamada das células infectadas com a forma tripomastigota do parasito, sendo
essa monocamada tripsinizada previamente a fixagao, estando assim as células
também em suspensao para a aplicagcao do método.

O método proposto por Fukudome e Tanaka (1986) para observagao células
livres usando a incorporagao de quitosana e posteriormente um congelamento em
nitrogénio liquido expds estruturas intracelulares, podendo ser claramente
observadas usando uma combinacdo da incorporagao de quitosana e o método de
Osmio DMSO Osmio (0-D-0). Em nossa primeira adaptacéo utilizando a forma
epimastigota de T. cruzi ndo foi possivel observar todo o conteudo intracelular, pois
nao foi realizado o processo de maceragcdo com ésmio, proposto por FUKUDOME
e TANAKA, logo néo foi possivel a extragcdo completa do conteudo citoplasmatico.
No entanto, esse protocolo mostrou um grande potencial, visto que foi possivel
expor algumas organelas, tais como o nucleo, o citoéstoma, o cinestoplato e a
mitocondria.

Ja no segundo protocolo implementamos o processo de maceragao com o
auxilio do processo de substituicdo a frio que se baseia na desidratacdo quimica a
baixas temperaturas, onde a agua no estado solido € lentamente removida da
amostra através de incubagdo em um solvente orgénico. 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 desidratagao. Este processo geralmente ocorre a baixas temperaturas (em torno
de - 80°C), onde os fixadores ainda permanecem em seu estado inativo, passando
a estabelecer ligagbes cruzadas somente quando submetidos a uma curva de
aquecimento, garantindo assim uma melhor estabilidade das estruturas celulares
(FERNANDEZ-MORAN, 1955, 1957). No segundo protocolo, utilizamos a técnica de
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substituicdo a frio apés 0 momento da fratura do pellet por congelamento, tentando
aproveitar a curva de aquecimento para que as células passassem pelo processo
de maceragao gradativamente e que o citoplasma fosse removido. Como resultado,
notou-se que o material citoplasmatico ndo foi removido, sugerindo que, mesmo
com um longo periodo de submissdo da amostra a baixas temperaturas, a
maceragao nao ocorreu, pois 6smio so estara ativo acima de -70°C e ainda seria
necessario as trocas do para que o conteudo citoplasmatico fosse extraido o que
nao foi feito. Porém, & possivel se pensar no futuro em uma nova estratégia
utilizando a substituicdo a frio, onde o material seja macerado com 6smio na
concentracédo de 0,1% com trocas a cada 24 horas para que o material
citoplasmatico seja removido e assim expor as organelas no interior da célula.

No processamento de células aderidas para microscopia eletrénica, € comum
realizar a dissociagdo mecanica das mesmas e coloca-las em suspensio. O método
utiliza instrumentos como raspador de células, que remove as células fisicamente,
porém sob risco de provocar a lise das células (MOLINARO et al., 2009). Em nossos
resultados obtidos a partir do protocolo 3, a técnica de raspagem n&o se mostrou
ideal, pois deixou as células amassadas. No mesmo protocolo, a tentativa de se
utilizar ésmio para a maceragao nao surtiu efeito pois, com o tempo, o ésmio é
reduzido quimicamente, perdendo seu potencial de maceragdo. Como alternativa,
pode-se utilizar enzimas, como a tripsina, que € usada para a remocao das células
de monocamada que estdo na superficie do frasco de cultura e, assim, obtém-se
células individualizadas em suspensao. No presente trabalho, no desenvolvimento
do protocolo seguinte (protocolo 4), utilizamos a técnica de remogao enzimatica com
uso da tripsina para obtencao de uma suspensao das células que antes estavam
aderidas no frasco de cultivo. Esse processo permitiu a obtencdo de um pellet
visualmente mais coeso e favoravel a fratura. Além disso, com esse procedimento
as células mantiveram-se mais integras.

Baseando-se no protocolo anterior, em que se realizou a tripsinizagao ao
invés de raspagem para que o pellet obtido fosse mais coeso, tentamos, apos
tripsinizacao e fixagdo do material seguida da fratura a frio, realizar a maceragéo do
mesmo (protocolo 5). O material foi ent&do posto em contato com a solugé&o de dsmio
a 0,1% em temperatura ambiente por 24 horas e 48 horas. Como resultado, foi
possivel perceber que, independentemente do tempo de maceragao, o ésmio em

contato direto com a amostra vai reduzindo seu potencial de maceragdo. Dessa
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forma, o perfil de maceragao obtido em 24 horas de contato com o ésmio foi similar
ao observado nas amostras referentes a 48 horas de maceracdo. Nao se obteve
ganho com relagao aos protocolos anteriores, resultando a necessidade de um novo
protocolo que fizesse mais trocas da solugcdo de ésmio a 0,1% para a maceracgao.
Com base nas metodologias empregadas anteriormente, e nos resultados
obtidos apds a desenvolvimento dos protocolos de 1 a 5, desenvolveu-se um ultimo
protocolo que consistiu no protocolo 6, onde apds o momento da fratura a frio, o
pellet foi imerso em uma solugao de 6ésmio a 0,1% por 72 e 144 horas, sendo essa
solugao substituida a cada 24 horas por solugédo recém-preparada. Como resultado
desta variagao da técnica, notou-se que a solugao de ésmio em baixa concentragéo
sendo trocada a cada 24 horas exerce o efeito esperado que € uma maior remogao
do conteudo citoplasmatico do que a obtida nas tentativas anteriores, em que o
0smio ndo era substituido até o fim do processo. Como pontos positivos, foi possivel
observar ja nas 72 horas de maceragao com 6ésmio sendo trocado a cada 24 horas
que o material citoplasmatico € mais extraido, sendo possivel identificar de forma
mais clara a interagdo do parasita com a célula hospedeira. Ja nas amostras que
passaram por 144 horas de maceragao a troca do 6smio a cada 24 horas mostrou-
se tao eficiente que foi possivel extrair grande parte do material citoplasmatico,
dessa forma favorecendo a observacao de estruturas internas, como € o caso da

mitocondria e da cromatina da célula hospedeira.
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7 Concluséao

Tentamos estabelecer um método de fratura a frio com o auxilio de
fixadores para verificar a parte interna das células nos baseando no
trabalho de Fukudome e Tanaka, sendo necessario fazer adaptacdes.
Nao tivemos éxito ao tentar fazer uma inovacdo com a tentativa de
maceragao utilizando o método de substituicdo a frio, mas tem um
grande potencial.

Percebemos que o ideal para o método € utilizar células tripsinizadas,
com trocas do meio de maceracao, mostrando que essa € uma técnica
interessante para ser utilizada em microscopia de alta resolucéo e

microscopia de ions.
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