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RESUMO

O processamento de amostras bioldgicas para microscopia eletronica de transmissao é
demorado e exige reagentes caros e téxicos. Como padrao, a amostra deve ser bem
fixada quimicamente para preservar as estruturas celulares, evitar autdlise e garantir que
as células resistam as etapas posteriores. Uma pos-fixagéo € necessaria onde o tetroxido
de ésmio preserva alguns lipidios impedindo a fragmentagédo de membranas biolégicas,
estabilizando a amostra e contrastando estruturas que contém lipideos das membranas e
outras inclusdes citoplasmaticas. A amostra é desidratada, infiltrada com uma resina, e
contrastada com acetato de uranila, que reage com acidos nucléicos e citrato de chumbo
que confere contraste as membranas. O contraste permite que as imagens sejam geradas
por transmissdo parcial ou ndo transmissao de elétrons do microscopio eletrébnico de
transmissao. Os materiais biologicos tém caracteristicamente pouco contraste porque
seus elementos de composicdo sdo de baixo numero atdbmico, portanto, € importante
encontrar meios de contraste eficientes e seguros. Este trabalho consiste em simplificar
algumas etapas do processamento e melhorar o contraste de algumas estruturas
celulares. Para tal, utilizamos o acido tanico e outros reagentes em protocolos
alternativos. Também tentamos a substituicdo do acetato de uranila e/ou citrato de
chumbo por outros reagentes que proporcionem bom contraste sem os problemas que os
reagentes usuais podem causar, como artefatos. Os modelos utilizados foram Giardia
intestinalis, agente etioldgico da giardiase e Trichomonas vaginalis, parasito causador da
tricomoniase. Testamos o acido tanico e o acido galico como provaveis substitutos
visando diminuir o custo e toxicidade. Testamos em diferentes concentragdes, seja (1)
adicionado a solugao fixadora padrdao, como também (2) para suprimir a etapa de pos-
fixacdo e, (3) como agente de contraste apds o processamento, quando o material ja esta
na grade. Resultados de testes com diferentes concentragbes de acido tanico, acido
galico, permanganato de potassio e verde malaquita foram avaliados, incluindo analise
estatistica da area sob a curva e da distribuicdo dos pontos de um histograma gerado a
partir das imagens obtidas. O protocolo com acido tanico foi eficaz no aumento do
contraste das estruturas celulares, permitindo a visualizagcdo detalhada de componentes
especificos sem gerar artefatos. O desempenho do acido foi equivalente ou superior ao
acetato de uranila, destacando-se como uma alternativa mais segura e com menor
impacto ambiental. Em contrapartida, o acido galico apresentou resultados limitados no
contraste de membranas de organelas, e a necessidade de pods-fixagdo com OsO, foi

confirmada para preservacao adequada das membranas celulares.
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ABSTRACT

Processing biological samples for transmission electron microscopy is time-consuming
and requires expensive and toxic reagents. As a standard procedure, the sample must be
chemically fixed to preserve cellular structures, prevent autolysis, and ensure that the cells
withstand the subsequent steps. Post-fixation is necessary, where osmium tetroxide
preserves certain lipids, preventing the fragmentation of biological membranes, stabilizing
the sample, and contrasting lipid-containing structures of membranes and other
cytoplasmic inclusions. The sample is dehydrated, infiltrated with resin, and contrasted
with uranyl acetate, which reacts with nucleic acids, and lead citrate, which contrasts the
membranes. The contrast allows micrographs to be generated by partial or non-
transmission electron microscopy. Biological materials typically have low contrast due to
their composition's low atomic number of elements, so it is important to find efficient and
safe contrasting methods. This work aims to simplify some processing steps and improve
the contrast of certain cellular structures. For this purpose, tannic acid and other reagents
were used in alternative protocols. We also attempted to replace uranyl acetate and/or
lead citrate with other reagents that provide good contrast without the issues typically
caused by conventional reagents, such as artifacts. The models used were Giardia
intestinalis, the etiological agent of giardiasis, and Trichomonas vaginalis, the parasite
responsible for trichomoniasis. Tannic and gallic acids were tested as potential substitutes
to reduce cost and toxicity. They were tested at different concentrations, either (1) added
to the standard fixation solution, (2) to replace the post-fixation step, or (3) as contrast
agents after processing, when the material is already on the grid. Results from tests with
various concentrations of tannic acid, gallic acid, potassium permanganate, and malachite
green were evaluated, including statistical analysis of the area under the curve and the
distribution of points in a histogram generated from the obtained images. The protocol with
tannic acid effectively increased the contrast of cellular structures, allowing detailed
visualization of specific components without generating artifacts. Tannic acid's
performance was comparable to or superior to uranyl acetate, standing out as a safer
alternative with less environmental impact. In contrast, gallic acid showed limited results
in contrasting organelle membranes, and the need for post-fixation with OsO, was

confirmed for adequate preservation of cellular membranes.
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chumbo. Notar boa delimitagcdo da membrana plasmatica. Cb, corpusculos basais; Ax,
axostilo; F, flagelos. ... 66

Figura 25. T. vaginalis (a, b) e G. intestinalis (c, d) fixadas com 2,5%
glutaraldeido e 1% de acido galico, com pds-fixagdo com OsOs e contrastacao
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corpusculos basais; H, hidrogenossomos; C, costa; F, flagelo; G, complexo de Golgi;
I N T 1Y o 67
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glutaraldeido e 1% de acido tanico, sem pos-fixagdo com OsOs4 e contrastagao
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complexo de Golgi com eletrondensidade proeminente na regido central e distal. Notar
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nucleo; DV, disco ventral; Cb, corpusculos basais; H, hidrogenossomo.................... 70
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1. INTRODUGAO

A microscopia eletrénica teve suas origens nos anos 1930, quando Ernst Ruska
e Max Knoll na Alemanha, desenvolveram o primeiro protétipo de microscopio
eletrénico (Fig. 1a). O microscopio eletrénico de transmissao (MET) foi concebido com
base na capacidade dos elétrons de alcangar comprimentos de onda extremamente
curtos, permitindo a visualizacdo de detalhes em escala nanométrica. Em 1932, o
primeiro MET funcional foi construido, marcando o inicio de uma revolugédo na analise
de estruturas com resolugdo (KNOLL e RUSKA, 1932; HAWKES, 1985).

Inicialmente utilizado em aplicagdes fisicas e materiais, o MET logo despertou
interesse na biologia, especialmente para explorar as estruturas celulares em detalhes
jamais vistos. Na década de 1940, cientistas como George Palade, Albert Claude e
Keith Porter adaptaram o MET para o estudo de amostras bioldgicas, abrindo caminho
para o entendimento da ultraestrutura celular (PALADE, 1952; CLAUDE, 1943;
PORTER e BLUM, 1953). A primeira micrografia registrada de uma célula foi
capturada sob circunstancias pioneiras (Fig. 1b), usando métodos rudimentares de
preparagao de amostras (PORTER et al., 1945), com o crescimento direto sobre grade
de ouro sem seccionar. Apenas em 1953, com a invengao do ultramicrétomo por
Porter-Blum (Fig. 1c), foi possivel realizar cortes ultrafinos de amostras biolégicas,
permitindo maior detalhamento das organelas celulares (PORTER e BLUM, 1953).
Desde entdo, o processamento de amostras biologicas é amplamente executado em
estudos de biologia celular utilizando técnicas de MET (BOZZOLA e RUSSEL, 1992;
HADDAD et al. 2007).
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Figura 1. Histdrico da microscopia eletrénica. Em (a) Ruska e Knoll e o primeiro microscopio eletrénico,
(b) primeira fotografia de microscopia eletronica de transmissdo de uma célula, registrada por Porter e
em (c) o primeiro ultramicrétomo de Porter-Blum. Fonte: Adaptado de Max Planck Institute for
Multidisciplinary Sciences (https://www.nobel.mpg.de/en/ernst-ruska), PORTER et al. (1945) e
The Rockefeller University (https://digitalcommons.rockefeller.edu/tools-for-discovery/44/
acesso em 17 dez. 2024.

O MET (Fig. 2) utiliza um feixe de elétrons, para formar imagens. O feixe &
gerado por uma fonte, geralmente um filamento de tungsténio e acelerado por um alto
potencial elétrico. As lentes eletromagnéticas, que sdo campos magnéticos
controlados, concentram o feixe de elétrons e controlam seu direcionamento ao longo
do microscopio, permitindo o ajuste da imagem e a ampliagdo da amostra. Esse feixe
de elétrons passa através de uma amostra ultrafina, interagindo com ela e sendo
parcialmente absorvido ou transmitido. A imagem gerada no MET ¢é formada a partir
das diferentes intensidades dos elétrons transmitidos pela amostra, que variam
conforme a densidade e a composi¢gao da amostra. As areas mais densas absorvem
mais elétrons, aparecendo mais escuras, enquanto as areas menos densas

transmitem mais elétrons, resultando em regides mais claras.
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Figura 2. Esquema do funcionamento geral de um microscopio eletrénico de transmissido. Fonte:
Adaptado de ANANTHAPADMANABAN, 2018.

O contraste em microscopia eletrbnica € um elemento fundamental para a
identificagcao e a interpretagao de detalhes estruturais das amostras analisadas. Esse
parametro refere-se a diferencga de intensidade entre regides claras e escuras de uma
imagem, sendo influenciado ndo apenas pelos valores extremos de brilho (maximos e
minimos de cinza), mas também pela distribuicdo espacial dessas regides. A analise
guantitativa do contraste pode ser realizada por meio do histograma de valores de
cinza, o qual reflete a frequéncia de ocorréncia de cada nivel de brilho na imagem.
Imagens com alto contraste apresentam histogramas amplos, com uma maior
disperséo dos valores ao longo da faixa dindmica disponivel e picos de menor altura,
enquanto imagens de baixo contraste exibem histogramas mais estreitos e
concentrados, caracterizados por picos mais altos decorrentes da predominancia de
tonalidades similares (Fig. 3) (OBERHOLZER et al., 1996).
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Figura 3. Exemplos de histogramas de contraste de uma imagem de microscopia eletrénica de
transmissao, mostrando os pontos distribuidos entre o preto e o branco. Em (a) uma imagem com
contraste baixo, e em (b) com contraste alto. Fonte: Adaptado de Evident Scientific
(https://evidentscientific.com/en/microscope-resource/knowledge-hub/digital-
imaging/digitalimagebasics) e The Al Learner (https://theailearner.com/tag/high-contrast-image)
acesso em 17 dez. 2024).

A melhoria do contraste é frequentemente necessaria em imagens obtidas por
microscopia eletrénica para facilitar a interpretacdo dos dados. Técnicas como a
expansao da escala de brilho permitem redistribuir os niveis de cinza, ampliando a
faixa dinamica utilizada e, consequentemente, destacando as diferengas de
intensidade. Métodos mais sofisticados, como a equalizagcdo de histograma,
promovem uma redistribuicdo nao linear dos valores de cinza, visando maximizar o

contraste perceptivel ao realcar diferengas sutis entre regides adjacentes.
1.1.Processamento de amostras: Microscopia Eletronica de Transmissao

A preparagao das amostras para a microscopia eletrbnica é delicada e cada
etapa do protocolo afeta a qualidade final das imagens obtidas, portanto, € necessario
conhecer as caracteristicas de cada tipo celular, para entender e melhorar a técnica.
O objetivo do processamento de amostras para a microscopia eletrénica é fazer com
que o material biolégico que contém agua e que naturalmente ndo apresenta
contraste, devido seus elementos de baixo numero atdémico, seja bem fixado, préximo
ao seu estado in vivo e observado ao microscépio eletrébnico que opera em vacuo,

preservando da forma mais fiel possivel suas caracteristicas originais.
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O processamento de amostras para MET é dividida nas seguintes etapas: a)
fixagdo, b) pds-fixacdo, c) desidratagao, d) infiltragdo e inclusdo em resina, que sera

polimerizada na estufa, f) ultramicrotomia e g) contrastacao (Fig. 4).

Amostra biolégica ' Pos-Fixagao Desidratagéo | Infiltragao

- T v

§ A

L LL

#

L)
I

‘ Contrastacao ‘ | Ultramicrotomia

Polimerizagao
em estufa

Figura 4. Esquema do processamento de amostras bioldgicas para MET. As amostras séo fixadas,
pos-fixadas, desidratadas, infiltradas em resina e incluidas para posterior obten¢ao de cortes ultrafinos.
Fonte: Acervo préprio.

1.1.1. Fixagao

O propdsito da fixagao € preservar a estrutura da célula sem que haja extragao
ou deformagédo dos componentes, ou mesmo autdlise. Essa etapa pode ser por um
método fisico como a criofixagéo, no qual se faz o congelamento rapido ou ultrarrapido
da amostra com auxilio ou ndo de crioprotetores, visando a vitrificagdo que é a
passagem da agua presente nas células do estado liquido direto para o estado sdélido,
sem formacgao de cristais que possam danificar as estruturas (DUBOCHET et al.,
1988).

Por outro lado, no método de fixagao quimica (que sera o foco deste trabalho),
sao utilizados fixadores quimicos para estabilizar as proteinas, lipideos e agucares
sem que precipitem ou percam sua estrutura original, além de protegerem tais
componentes celulares nas proximas etapas do processamento (como na
desidratacdo por solvente organico). Utilizar glutaraldeido (GA) como fixador de
proteinas e agucares € comum na maioria dos laboratérios, desde a elaboragdo do
protocolo por Sabatini et al. (1973). Apresenta 6timas propriedades como fixador
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aditivo e ndo coagulante observadas quando n&o esta na sua forma polimerizada. O
GA ¢ eficaz em uma ampla faixa de variacdo de pH e se mantém estavel em ambiente
alcalino. No entanto, em pH abaixo de 3,5 apresenta ma agao fixadora (SESSO,
2011).

O glutaraldeido (CsHsO2) (Fig. 5) é um dialdeido de baixo peso molecular, o
que confere sua capacidade de fazer ligagbes cruzadas inter e intramoleculares com
as proteinas (National Center for Biotechnology Information, 2024). Apresenta uma
penetracdo em amostras de tecido de menos de 1 milimetro por hora,
aproximadamente. Como um fixador aditivo, é incorporado irreversivelmente as
estruturas da amostra, a concentragcdo de GA na solucao fixadora diminui com o
tempo. O GA reage com o grupo amino (NH2) das proteinas, principalmente da lisina,
mas também com outras cadeias laterais das cadeias polipeptidicas, além de fixar
agucares, como os encontrados no glicocalice (BOZZOLA e RUSSEL, 1992;
KIERNAN, 2000).

NN

SHE&OE®

Figura 5. Glutaraldeido, em (a) estrutura molecular 2D e (b) pictogramas de risco (corrosivo, toxicidade
aguda, irritante e risco a saude e ao meio ambiente). Fonte: National Center for Biotechnology
Information, 2024.

1.1.2. Pés-fixagao

Na poés-fixagdo € usado o tetréxido de ésmio (OsOs4) que foi um dos primeiros
fixadores utilizados para processamento de amostras biolégicas (PALADE, 1952).
Assim como o GA, sua concentragao na solugao fixadora diminui ao longo do tempo,
pois se incorpora irreversivelmente as estruturas biologicas. Seu tempo de penetragéao
€ mais lento que o GA, porém, apds 2 horas de exposi¢ao, o OsO4 provoca extragcao

proteica. O OsO4 uma molécula simétrica apolar, com alto peso molecular (254,23
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g/mol), o que impede coagulagao e ruptura de lipoproteinas, conferindo contraste e
eletrondensidade aos fosfolipideos que constituem a membrana plasmatica, ligando-
se aos acidos graxos insaturados (HADDAD et al., 2007). E reconhecido também
como um mordente, porém seu mecanismo quimico geral de agcdo ainda n&o esta
completamente descrito (SESSO, 2011). Um mordente aumenta a afinidade entre um
contrastante e o substrato, formando um complexo que facilita a ligagao de proteinas
a outras macromoléculas (KELLOG et al, 1986; AFZELIUS, 1992; BENLI, 2024).

O 0OsO4 é comumente utilizado em conjunto com o ferrocianeto de potassio
K4[Fe(CN)s pois a combinagao ajuda a preservar as membranas e outras estruturas
lipidicas. O K,[Fe(CN)¢ atua como um agente redutor, e participa na formagao de
complexos com lipidios insaturados, estabilizando as membranas e auxiliando a acao
do OsO4 em conferir contraste (WU et al., 2019).

Segundo a Ficha de Informacdes de Seguranga de Produtos Quimicos - FISPQ
(de acordo com a NBR 14725-4:2014) (ABNT, 2014) o tetréxido de ésmio € nocivo se
ingerido ou se inalado, toxico e causa irritagdo em contato com a pele, provoca
irritacdo ocular grave e pode causar morte dependendo da quantidade do reagente
exposto ao contato (Fig. 6).

0 _ 0 &

Corrosive Acute Toxic

Figura 6. Tetroxido de ésmio, em (a) estrutura molecular 2D e (b) pictogramas de risco (corrosivo,
toxicidade aguda). Fonte: National Center for Biotechnology Information, 2024.

O OsOs4 deve ser manuseado com extremo cuidado por ser toxico e volatil e
apresentar riscos para quem o manipula, ou para quem esta exposto a seus vapores
(HAYAT, 1981). Pode causar irritacdo e graves lesdes nos olhos, boca, faringe e
mucosas (AIHA, 1968; MCLAUGHLIN et al., 1946). Segundo o “safety data sheet’

(Sigma-Aldrich, 2024), a estimativa de toxicidade aguda se ingerido € de 375 mg/kg,
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para a inalagdo é no tempo de exposi¢cao de quatro horas de 1,27 mg/l e de contato

dérmico 127,5 mg/kg.

Segundo a Norma Brasileira ABNT NBR 10004 (ABNT, 2004), que diz respeito
a Classificacdo de Residuos soélidos, o OsOs4 é uma substadncia que confere
periculosidade aos residuos. Solugdes contendo OsO4 podem se tornar mais seguras
quando em contato com sulfito de sddio, etanol ou, uma opgao mais simples, 6leos
vegetais, que permitem produzir dioxido de 6smio insoluvel. Os residuos contendo
6smio devem ser colocados em um recipiente bem fechado, rotulado e manuseados
de acordo com as diretrizes de descarte de residuos da sua instituicdo (National
Research Council, 1995).

Nao ha antidotos especificos para a intoxicacdo por OsOs4. Em acidentes
envolvendo pequenas quantidades desse composto, com contato ocular e dérmico,
pode ocorrer ardéncia nas areas afetadas e o aparecimento de manchas escurecidas,
mesmo apos a lavagem prolongada do local (FRIEDOVA et al., 2020). Em casos de
absorcdo dérmica, a dosagem de 6smio na urina € um método utilizado para
acompanhamento clinico. De acordo com Friedova et al. (2020), a concentracao de
6smio na urina sofre decréscimo ao passar das horas, sugerindo que, embora haja
absorg¢ao dérmica, o composto € rapidamente eliminado pelo organismo. Assim, 0 uso
de equipamentos de protecgao individual, como mascara, 6culos, luvas e jaleco, bem
como medidas de protecao coletiva, como o uso de capela de exaustao, é fundamental

durante a manipulagao do OsOa.

O 0OsO4 foi considerado arma quimica em potencial por um grupo de pesquisa
israelense (MAKAROVSKY et al., 2007). Seu possivel uso foi reportado em Londres,
onde uma associagao terrorista foi interceptada e planejavam usar o OsO4em bombas
caseiras, para possiveis ataques em diferentes pontos da cidade (MAKAROVSKY et
al., 2007). Atualmente, o transporte de OsOs4 em avides é proibido, portanto é

transportado por navios.

1.1.3. Desidratacao

O etanol ou a acetona sédo os solventes organicos usualmente usados nessa

etapa de transi¢do que visa a substituir gradualmente a agua por um liquido miscivel
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na resina de inclusdo, que é geralmente hidrofébica (BENCHIMOL et al., 1996). As
amostras sdo submetidas a concentracbes crescentes de etanol ou acetona

dissolvidos em agua até a concentragao do reagente absoluto.
1.1.4. Infiltracao e Inclusao em resina

O feixe de elétrons do microscopio eletrénico de transmissdo normalmente nao
seria capaz de atravessar células inteiras devido a sua espessura. Células menores e
por¢cdes mais delgadas de células maiores podem ser visualizadas em determinadas
circunstancias como visto na primeira micrografia de microscopia eletrénica de uma
célula, realizada por Porter e seu grupo, que mostrava o citoplasma as margens da
membrana celular, regido do cortex celular, de células semelhantes a fibroblastos e

fibras nervosas de tecido embrionario de galinhas (PORTER et al., 1945).

Apods a etapa de desidratacao, as células sao lentamente infiltradas em uma
resina e, posteriormente, colocadas em um molde de silicone (Fig. 7), que é
polimerizada respeitando o tempo e a temperatura adequados. A polimerizacdo em
resina confere rigidez & amostra, formando um pequeno bloco, permitindo a secg¢ao
em cortes ultrafinos por um ultramicrétomo. A resina deve ser resistente a incidéncia
dos elétrons do feixe. A resina mais comumente utilizada € do tipo epoxi e possui
caracteristicas hidrofébicas (HADDAD et al., 2007).

i
i
il
il

m— o —
—
—
— e —

Figura 7. Molde de Incorporacdo em Micrétomo Escalonado. Fonte: Koch Electron Microscopy
LTDA (https://kochelectron.com.br/produto/molde-de-incorporacao-dykstra/, acesso em 9 jan.
2025).

1.1.5. Ultramicrotomia
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O bloco polimerizado contendo as células processadas €& levado ao
ultramicrétomo que realiza os cortes ultrafinos com uma navalha de vidro ou de
diamante. A espessura dos cortes € importante, pois vai determinar a interagdo com
o feixe, o que influenciara na qualidade e resolugdo da imagem. A espessura para
MET convencional idealmente esta na faixa de 50-70 nanémetros (nm) e apresenta
cor de interferéncia cinza-prateada (PEACHEY, 1958). A cor gerada esta relacionada
a espessura dos cortes, funcionando como uma medida visual. Se¢des com 50 nm de
espessura aparecem prateadas, enquanto as de 100 nm ficam douradas, e as mais
espessas apresentando uma variedade de cores, como azul e roxo (SAKAI, 1980).

1.1.6. Contrastacao

Os cortes sao posicionados em grades com 3 milimetros de didmetro. Na rotina
convencional, essas grades s&o geralmente de cobre, embora possam ser
confeccionadas em niquel, especialmente para imunomarcacgao, ou em ouro e nylon,
quando utilizadas para cultivo celular. Apdés essa etapa, os cortes devem ser
contrastados. O contraste é realizado com acetato de uranila a 5% em agua, por 20

minutos, seguido de citrato de chumbo a 1% por 3 minutos.

O acetato de uranila se liga aos grupos aminos livres das amostras, o que
confere sua maior afinidade com acidos nucleicos do que com proteinas, e grupos
carboxilas (LOMBARDI et al., 1970), possibilitando o contraste positivo aos cortes
ultrafinos. Se a grade nao for cuidadosamente lavada e houver resquicios desse
reagente, a amostra pode apresentar artefatos. A fim de evitar a precipitagéo, a
contrastacao deve ser realizada em camara umida. Cristais de acetato de uranila sdo
eletrodensos e, portanto, incompativeis com uma boa imagem. Esse reagente
precipita na presenca de fosfato, entdo ndo se deve usar PBS (solugdo salina
tamponada com fosfato, do inglés phosphate buffered saline) antes ou apds a
contrastagcado. O acetato de uranila (Fig. 8) apresenta riscos a saude, ao ambiente e
pode causar toxicidade aguda quando em concentragdes maiores (National Center for

Biotechnology Information, 2024).

A solucédo de citrato de chumbo é feita na presenca de nitrato de chumbo e
citrato de sddio em agua, e é relativamente estavel, com pH 12. Em contato com COz,

o chumbo pode precipitar, o que justifica o cuidado de armazenar a solugdo sempre
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lacrada e, caso aparegam precipitados, deve-se descarta-la (REYNOLDS, 1963). O
citrato de chumbo € usado para contrastar as membranas e glicogénio por,
provavelmente, formar pontes de hidrogénio entre chumbo-polimeros de glicose. Em
pH alcalino, é capaz de transferir o ion chumbo para locais da amostra onde contém
cisteina (SILLEN e MARTELL, 1965). O citrato de chumbo é irritante, e apresenta
perigo ambiental, perigo a saude (Fig. 8), e pode causar doengas ocupacionais
associadas a exposi¢cao ao composto (National Center for Biotechnology Information,
2024; FITZPATRICK, 2004).

A preparacgao da solugao de citrato de chumbo pode levar algumas horas, pois
seu protocolo envolve dissolver 0,665 g de nitrato de chumbo em 15 ml de agua
destilada recém fervida e resfriada e em 5 ml dissolver 0,88 g de citrato de sddio. As
duas solugdes sao misturadas em um baldo volumétrico de 50 ml, sob leve agitagcéo
por 30 min, até formar um liquido branco. Posteriormente, adicionar lentamente 4 ml
de hidréxido de sédio a 1N até a solugao ficar transparente, e por fim, avolumar para
50 ml com agua destilada recém fervida e resfriada (HADDAD et al., 2007). O envase
deve ser feito rapidamente em microtubos de no maximo 250 microlitros, e

armazenados lacrados, para evitar o contato com COs-.

OROR A

Figura 8. Pictogramas de risco do citrato de chumbo, em ordem: irritante, apresenta perigo ambiental,
perigo a saude; e do acetato de uranila que além dos ja citados, apresenta risco de intoxicagao aguda.
Fonte: National Center for Biotechnology Information.

1.2.Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos de origem vegetal, conferem gosto
adstringente as frutas, e sdo usados tradicionalmente para tratar a pele de animais
em curtumes para evitar o apodrecimento (FALCAO e ARAUJO, 2018). Interagem
com as fibras do colageno e as estabilizam, preservando assim o couro, além de

apresentarem caracteristicas antibacterianas (COVINGTON, 2009). Os taninos tém
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peso molecular entre 500 e 5000 Da (daltons) e podem ser classificados em taninos
hidrolisaveis, que sado ésteres, geralmente, contendo D-glucose, acido galico e seus
derivados, e proantocianidinas condensadas. Sua principal caracteristica & formar um

complexo com proteinas, polissacarideos e alcaldides (HASLAM, 1989).

As proantocianidinas sdo comumente responsaveis pela gama de reagdes
geralmente atribuidas aos taninos em plantas, porém a maioria do conhecimento
adquirido se deu através do estudo de uma série de ésteres biossinteticamente inter-
relacionados de acido galico. Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo mais
homogéneos e diferem sistematicamente em seu conteudo fendlico, tamanho
molecular, solubilidade e conformagao. Sao polimeros e oligbmeros de catequinas
(flavondis) com capacidade de liberar antocianidinas apés a clivagem das ligagcbes

entre flavondis em condi¢des acidas e oxidativas (HASLAM, 1989).

Os taninos hidrolisaveis sao divididos em dois grupos: a) galatoninas e b)
elagitaninos. As galatoninas formam a&acido galico apds hidrolise, sdo polimeros
formados quando um mondmero polifendlico esterifica e se liga ao grupo hidroxila de
um carboidrato poliol, como a glicose. Elagitaninos formam acido elagico apés
hidrolise, a partir da ligagédo oxidativa de grupos galoil em 1,2,3,4,6-pentagalloil glicose
(WATRELOT e NORTON, 2020).

1.3. Acido tanico

A formula molecular do acido tanico (Fig. 9) € CrsHs52046 € seu peso molecular
€ 1.701,19 g/mol. Seu nome, segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), é: [2,3-dihydroxy-5-[[(2R,3R,4S,5R,6S)-3,4,5,6-tetrakis[[3,4-
dihydroxy-5-(3,4,5-trihydroxybenzoyl)oxybenzoylJoxyloxan-2-yllmethoxycarbonyl]
phenyl]3,4,5-trihydroxybenzoate (National Center for Biotechnology Information,
2023). Quando sélido, o acido tanico apresenta tom amarelo claro, até marrom claro,
com leve odor e sabor adstringente. E soltvel em agua, etanol e acetona. E insolvel
em éter, benzeno, cloroférmio e dissulfeto de carbono. Atinge ponto de fusdo em 200

°C (National Center for Biotechnology Information, 2023).
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Figura 9. Férmula estrutural 2D do acido tanico. Fonte: National Center for Biotechnology
Information.
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O uso de galatoninas de baixo peso molecular, como o acido tanico, em
amostras que foram previamente fixadas com aldeidos e OsO4leva a uma melhora
geral do contraste, delimitando estruturas intra e extracelulares, apresentando
penetragao satisfatéria. Agem como um mordente entre as estruturas tratadas com
OsO4, e com o citrato de chumbo. Estabilizam as estruturas contra a extracédo de
componentes celulares durante as etapas de desidratagcdo e inclusdo em resina
(SIMIONESCU e SIMIONESCU, 1976).

O &cido tanico é considerado irritante (Fig. 10) e, no caso de inalag&o, provoca
irritacéo no nariz e na garganta, tosse e espirros. A ingestao pode causar disturbios
gastricos. O contato com os olhos provoca irritagdo. Esse acido se decompde a 210
°C, formando diéxido de carbono e pirogalol, os quais podem gerar vapores irritantes.
Apesar disso, ndo ha evidéncias de ser um composto carcinogénico para humanos
(National Center for Biotechnology Information, 2024; USCG, 1999).

Irritant

Figura 10. Pictogramas de risco do acido tanico (irritante). Fonte: National Center for Biotechnology
Information.
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O &cido tanico esta presente em nozes, magas, uvas, diversas fontes vegetais
e age como barreira natural contra insetos, patégenos e animais, por conta da sua
capacidade de reagir com proteinas e agdes antioxidantes. Carvalhos do género
Quercus spp sao a principal fonte de extragdo desse reagente. Por exemplo, Quercus
infectoria (Fig. 11) de origem turca ou chinesa, em decorréncia do contato com algum
parasito, como danos causados pelo inseto Cynips gallae tinctoriae, produz
protuberancias esféricas no tecido vegetal, denominada noz-de-galha ou nutgall em
inglés. Podem variar em tamanho, forma e composi¢do, dependendo do agente
causador. Essas excrecéncias patolégicas sado esverdeadas ou acastanhadas,
amargas, adstringentes, rigidas e compactas, podem ser formadas nos ramos ou
folhas. Essas nozes sao constituidas de 40 — 70% de galatoninas e sdo matérias-

primas para obter o acido tanico (HOWES, 1953).

Figura 11. Quercus infectoria, em detalhe sua noz-de-galha, uma das principais fontes de extragdo de
acido tanico. Fonte: Adaptado de Royal Botanic Gardens, Kew. Plants of the World. Disponivel
em: https://powo.science.kew.org/taxon/urn:Isid:ipni.org:names:296305-1. Acesso em: 17 dez.
2024.

O &cido tanico apresenta capacidade de reagir com ions de metais, interferir
em processos bioldgicos e apresentar citotoxicidade ao nivel celular, pelo fato de que
precipitam proteinas, impedem interagdes entre ligantes e receptores, bloqueando
efeitos enzimaticos (BROWN e SHELLY, 2011). Proteinas ricas em prolina interagem
de maneira mais efetiva com as galatoninas (BAXTER et al., 1997). O acido tanico
causa desequilibrio da microbiota gastrointestinal em ratos (SAMANTA et al, 2004). O

consumo diario médio de acido tanico em humanos deve ser de 1500 - 2500 mg e se
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esse limite for ultrapassado pode ocasionar danos a saude (RAO e PRABHAVATHI,
1982).

Tradicionalmente, o acido tanico € empregado no processamento do couro com
o intuito de suprimir o odor e conferir maior maleabilidade, facilitando assim a
producdo de calcados, bolsas e outros artigos (SHAFIQ et al., 2021). E usado como
fixador-mordente em microscopia e foi estudado sua interagdo com diversos
microrganismos (BALDWIN e BOOTH, 2022). Apresenta caracteristica antiviral e
antifungica por conta da sua capacidade de formar pontes de hidrogénio (ligagao entre
o hidrogénio e atomos de elementos altamente eletronegativos como oxigénio e
nitrogénio) com os receptores que reconhecem tais microrganismos, dificultando a
ligacao, a penetracéo e a contaminacgéao célula-célula. Porém, ndo impede a replicagao
viral, indicando que o acido tanico age ao nivel de membrana plasmatica (BALDWIN
e BOOTH, 2022).

O acido tanico também é considerado uma matéria prima promissora para
biomateriais. E como um bloco de construgdo natural, devido a sua capacidade de
realizar ligagdes supramoleculares, covalentes e nao covalentes. Garante a
elaboracdo de redes poliméricas funcionais e versateis para diversas aplicagdes,
como materiais para regeneragao 6ssea, adesivos para pele, curativos e veiculo para
quimioterapicos (CHEN et al., 2022).

1.4. Acido tanico na microscopia eletrénica de transmissao

O acido tanico foi introduzido como um mordente na microscopia eletrénica por
Mizuhira e Futaesaku (1972) que demonstraram que esse acido apresenta alta
afinidade pelo colageno (MIZUHIRA et al., 1976). Adicionado ao glutaraldeido e
seguido pelo OsOs precipita proteinas, polipeptidios (que contenham mais de 9
aminoacidos), alcaloides e cations metalicos. Os autores publicaram uma imagem de
corte transversal de flagelo (Fig. 12), onde era possivel identificar cada protofilamento
dos microtubulos, com um aspecto de contrastagdo negativa (Mizuhira e Futaesaku,
1972). O protocolo sugerido pelos autores consistia em usar uma solugéo fixadora
contendo 2% acido tanico, 2,5% glutaraldeido, 1,7% sulfato de sd6dio em tampéo
Veronal acetato, por 90 minutos. Em seguida, lavagens no mesmo tampao na

presencga de sacarose 8% (Mizuhira e Futaesaku, 1972).
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Figura 12. Imagem de um flagelo em corte transversal, obtida com o protocolo que utilizava o acido
tanico na solugéo fixadora (Mizuhira e Futaesaku, 1972).

Desde entdo o método utilizando acido tanico como mordente no fixador foi
amplamente utilizado em diversos tipos celulares. Diversas amostras bioldgicas, como
sarcolemas, tubulos-T e cavéolas subsarcolemais (LEESON, 1978), aparelho mitético
(FUGE, 1981), blastéporos de Candida albicans (PERSI e BURNHAM, 1981), jungdes
isoladas de musculo esquelético (BRUNSCHWIG et al, 1982), periplasma de bactérias
gram-negativas (BAL e RAMASWAMY, 1987), entre outras; foram analisadas com o
referido método, demonstrando a versatilidade do reagente em materiais biolégicos

com diferentes caracteristicas.

Utilizando o protocolo de Mizuhira e Futaesaku (1972), um grupo de
pesquisadores evidenciou os 13 protofilamentos que constituem os microtubulos
(TILNEY et al., 1973). Os autores utilizaram sete tipos celulares diferentes, tais como
axonemas de heliozoarios (protistas), aparelho mitético, axéstilo contratil,
microtubulos repolimerizados de cérebro de galinha, par central de microtubulos de
flagelo e corpusculo basal (TILNEY et al., 1973). Os protofilamentos seriam fixados
pelo glutaraldeido, produzindo efeito de contrastacdo negativa. Adicionalmente,
reportaram que as subunidades seriam visualizadas em cortes mais finos se usassem
8% de acido tanico na solucao fixadora, mas caso utilizassem 1% de acido tanico,
seria necessario cortes um pouco mais espessos para distinguir claramente as
subunidades (TILNEY et al., 1973).
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Utilizando o protocolo de Tilney et al. (1973) seguiram-se artigos onde puderam
ser observados os 13 protofilamentos dos microtubulos sub-peliculares de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi e promastigotas de Herpetomonas
samuelpessoai (SOARES e DE SOUZA, 1977). Além disso, membranas internas,
como de mitocondrias, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi etc., se
apresentaram com contrastagdo negativa oferecendo o mesmo aspecto visto nas
células fixadas com glutaraldeido sem a etapa de pds-fixagdo com OsOas. Os autores
relataram que a face externa da membrana plasmatica e regides de contato entre
células se apresentaram com eletrondensidade pronunciada (SOARES e DE SOUZA,
1977).

Quando Tritrichomonas foetus foi fixada em glutaraldeido contendo acido
tanico, detalhes do complexo de Golgi foram revelados, tais como a presenca de
pontes discretas entre as cisternas estreitamente apostas (DIAZ et al., 1996),
corroborando com resultados prévios, obtidos por congelamento rapido seguido de
criofratura com deep-etching por Benchimol et al. (1982), que observou pontes no
lumen das cisternas do Golgi deste protozoario, conectando as duas faces das
cisternas em células intactas. A combinagdo de &acido tanico-glutaraldeido-
formaldeido-tetréxido de ésmio foi utilizada para intensificar a contrastagao-fixagao
em Trichomonas vaginalis (WEXLER-COHEN, 2013).

Diversos pesquisadores utilizaram o acido tanico no processamento de Giardia
intestinalis para MET. Na solugéo fixadora de glutaraldeido na presenca de 8% de
acido tanico, Holberton (1981) observou com clareza o arranjo de microfitas do disco
ventral, estrutura composta por microtubulos, localizada da regido anterior desse
protozoario. Peattie (1990) utilizou preparados de citoesqueleto de G. intestinalis,
contendo disco ventral e flagelos, apods tratamento com detergentes e fixou com
glutaraldeido na presencga de 1% de acido tanico, para visualizar detalhes mais finos
destas estruturas. Com a finalidade de melhor visualizar os axonemas dos flagelos
caudais e microtubulos da regiao posterior desse protozoario, o autor adicionou 1%
de acido tanico em PBS (CARVALHO e MONTEIRO-LEAL, 2004).

Para verificar a eficacia do acido tanico em gerar contraste e como ele se

comportaria na presenga e auséncia de outros reagentes usados no processamento
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de amostras biolégicas para MET, Wagner et al. (1976) testaram protocolos variados
em células endoteliais e analisaram o aspecto das membranas de organelas e da
membrana plasmatica. A fixagao foi feita na presenca de 2,5% glutaraldeido e, quando

realizada a pds-fixagao, o OsOs foi utilizado como de rotina, na concentragao de 1%.

O protocolo no qual o acido tanico foi usado como um terceiro fixador, apés o
OsO4, e os cortes receberam o esquema de contrastacdo padrao, na presencga de
acetato de uranila e citrato de chumbo, houve aumento aparente na espessura e
eletrondensidade das membranas internas, tais como: do reticulo endoplasmatico, do
envelope nuclear, de mitocondrias e dos dois folhetos da membrana plasmatica (Fig.
12) (WAGNER et al., 1976).

Outro fato relevante consistiu na observagcdao de que, em duas condicoes
diferentes, as membranas de organelas e a membrana plasmatica exibiram aspectos
semelhantes (Fig. 13, condigéo B e E). O folheto externo da membrana plasmética
com aparente aumento em espessura e em eletrondensidade, e as membranas do
reticulo endoplasmatico, envoltério nuclear e mitocdndrias apresentando contraste
semelhante ao processamento padrdo para MET. Ambas as condi¢des utilizaram o
acido ténico juntamente com o glutaraldeido na etapa de fixacdo e os cortes
receberam a contrastacdo de rotina, e somente em uma dessas condicdes foi
realizada a pés-fixagao com o OsOs4, 0 que levou a discussao da possivel substituigao
desse reagente, o que 0 nosso grupo tem grande interesse em investigar melhor. E
importante ressaltar que ao fixar as amostras na presenca de acido tanico e suprimir
as etapas de poés-fixagdo com OsO4 e contrastagao dos cortes, ocorreu reducido da
eletrondensidade e da espessura das estruturas presentes na amostra (Fig. 13,
condi¢ao G) (WAGNER et al., 1976).
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Figura 13. Infografico adaptado do artigo The effect of tannic acid on electron images of capillary
endothelial cell membranes (Wagner et al., 1976), que exemplifica a espessura e densidade relativa
quando realizada diferentes sequéncias de fixacdo-contrastacdo. Notar que as condigbes B e E tém
resultados similares. Em uma escala crescente de densidade e espessura aparente: linha pontilhada,
linha normal e linha em negrito. GA, glutaraldeido, TA, acido tanico, Os, tetroxido de ésmio, UA, acetato
de uranila, Pb, citrato de chumbo.

1.5. Acido tanico na contrastagio de cortes ultrafinos

Como mencionado anteriormente, além de ser usado como contrastante in
bloc, contribuindo para uma visualizagao geral aprimorada de detalhes ultraestruturais
e melhorar a preservacdo da membrana, o acido tanico pode ser usado como
contrastante dos cortes, em conjunto com o acetato de uranila (KAJIKAWA et al.,
1975).

O protocolo desenvolvido por Kajikawa et al. em 1975 mostrou-se util para uma
contrastacdo seletiva para elastina. Os autores utilizaram fragmentos de artéria
carotida de coelhos com arteriosclerose induzida, aorta de embrides de galinha e
pulmao de camundongos. O protocolo consistia em fixar os tecidos com glutaraldeido
e contrastar os cortes com uma solugao recém preparada de 5% de acetato de uranila

e 0,5% de acido tanico em agua destilada e, posteriormente, com citrato de chumbo.
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O método apresentou contraste intenso nas fibras elasticas em todos os tecidos
testados, porém microfibrilas periféricas as fibras elasticas e outros componentes
extracelulares, como fibras colagenas e lamina basal, ndo apresentaram bom
contraste com este método (KAJIKAWA et al.,1975).

Haidar et al. (1992) processaram fragmentos de aorta e pulmao de rato e
fragmentos de pulmdo e rim de feto humano, conforme o protocolo descrito por
Kajikawa et al. (1975), e realizaram uma comparag&o das imagens resultantes com o
método de fixagdo com glutaraldeido na presenca de acido tanico. O uso de acido
tanico-acetato de uranila na contrastacdo dos cortes forneceu resultados altamente
especificos na localizagao de agregados de elastina e fibras elasticas em todos os
tecidos examinados enquanto a técnica de fixar com glutaraldeido na presenga do
acido tanico nao apresentou essa especificidade, com inconsisténcias na localizacao.
Desse modo, os autores sugeriram que o acido tanico ndo apresentaria alta taxa de
penetracao (HAIDAR et al., 1992).

Em outro trabalho, amostras de figado de rato e de hamster, rim de
camundongo, musculo de hamster, sémen humano, espermatozoides de Sialis lutaria,
Turritella gemmata e tecido de um pinheiro (Pinus siluestris) foram fixados com 2,5%
de glutaraldeido e poés-fixados com 1% de OsOa4, € 0s cortes resultantes receberam
diversas combinagcbes de mordentes e contrastantes. Foi demonstrado que, dos
reagentes testados, apenas o acido tanico obteve sucesso em agir como mordente, e
das estruturas analisadas os ribossomos néo apresentaram contraste (AFZELIUS,
1992). O autor traz algumas consideragdes sobre o reagente, tais como: a) o acido
tanico como contrastante de cortes apresentou certa especificidade pelo glicogénio e
fibras de colageno, diferentemente do que é observado quando usado no fixador; b)
aumentou a afinidade desses componentes pelo acetato de uranila, porém parece
diminuir o contraste dos demais componentes citoplasmaticos, o que contrasta com o
que relataram Uphoff et al. (1984), que descreveram que o acido tanico confere
aumento geral no contraste; e c) a especificidade se daria pelo mordente e nao pelo
subsequente contrastante (foram testados acetato de uranila, molibdato de aménio,
permanganato de bario e tetréxido de 6smio) e todos apresentaram resultados
semelhantes (AFZELIUS, 1992). Na literatura existem observa¢dées que nem todos

os compostos com atomos de alto peso molecular podem ser usados como
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contrastantes de cortes ultrafinos apos o acido tanico agir como mordente, como o
citrato de chumbo, por exemplo (AFZELIUS, 1992).

1.6. Processamento de amostras sem tetroxido de é6smio

Phend et al. (1995) introduziu o uso do acido tanico em conjunto com o
p- Fenilenodiamina (PPD) em um processamento para MET, sem utilizar o OsO4, com
finalidade de usar o material para posterior imunomarcagao. PPD pode ser usado
tanto como fixador, como contrastante quando o OsO4 ndo é compativel. Os autores
observaram boa preservagao, resolucao e eletrondensidade na auséncia de OsOs4, na
condicao da fixagao com glutaraldeido e acido tanico, e contrastagéo dos cortes com
acetato de uranila (PHEND et al., 1995).

O protocolo sugerido por Phend et al., (1995) indicou o uso de uma solugao
fixadora contendo 2,5% glutaraldeido, 1% formaldeido e 0,1% &cido picrico em
tampao fosfato, pH 7,3. Para a etapa de pds-fixacdo as amostras foram incubadas
com 1% de acido tanico, posteriormente com 1% de acetato de uranila no escuro,
seguidos de 0,5% de cloreto de platina, todos em tampé&o Tris-maleato de sédio, pH
6,0. Na etapa da desidratacdo com o etanol 70%, foi adicionado 1% de PPD, e o
restante do processamento foi realizado como no protocolo padrdo para MET, com a

infiltracdo na resina e consequente polimerizagao em estufa (PHEND et al., 1995).

Esse protocolo foi replicado por Zhong et al. (2013) em amostras de tecido
neural de ratos, para estudar proteinas sinapticas por imunomarcagao. Os autores
demonstraram que esse método de processamento, com supressdao do OsOsy,
forneceu uma melhoria na combinagdo geral de imunorreatividade e preservacgao
estrutural (ZHONG et al., 2013).

1.6.1. Permanganato de Potassio

Johnson (1966) investigou células fixadas com permanganato de potassio
(KMnOs4) tanto na auséncia quanto na presenca de OsOs. Em consonancia com a
literatura anterior, concluiu que o KMnOs4 confere eletrondensidade, embora nao atue
efetivamente como um fixador. O KMnO4, em combinagdo com o acetato de uranila,

quando misturado a baixa temperatura, pode substituir o OsO4 em protocolos de
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“freeze-substitution” (substituicdo a frio) (SCHAUFLINGER et al., 2022). Nas
leveduras, o KMnOg4 é utilizado como substituto do OsO4 na etapa de pds-fixacao
durante o processamento para MET, proporcionando boa visualizagdo de membranas
(LUM e WRIGHT, 1995; WRIGHT, 2000). No entanto, os componentes
citoplasmaticos sdo extraidos devido a incubagdo com o KMnOs4, tornando-o
inadequado para a analise de estruturas como ribossomos e microtubulos ou
microfilamentos (WRIGHT, 2000).

Quando aplicado antes da desidratagdo, o KMnO4 frequentemente forma
precipitados, comprometendo a preservacdo das caracteristicas mais finas das
amostras; entretanto, quando utilizado como contrastante dos cortes confere
eletrondensidade apreciavel (JOHNSON, 1966; LAWN; 1960). Com o tempo,
identificou-se que o KMnO4 poderia formar precipitados em alguns tipos celulares, e
algumas alteragbes na metodologia poderiam ser realizadas para contornar esse
problema (SUTTON, 1967).

Zannino et al. (2023) relataram que os precipitados formados na presencga do
KMnO4 ndo eram artefatos, mas sim um conjunto de proteinas basicas, como
proteinas de cromatina intimamente associadas ao DNA e as particulas ribossémicas,
que sao intensamente contrastadas. Isso resulta em um contraste marcante dos
nucleos, em particular nas areas de heterocromatina, nucléolos e do reticulo
endoplasmatico rugoso, que sao ricos nesses complexos proteicos (ZANNINO et al.,
2023).

O KMnO4em solugdes diluidas (geralmente 1 em 10.000), possui propriedades
desinfetantes e adstringentes, que eram usadas para tratar condigdes dermatologicas,
como Ulceras nas pernas e dermatite (REYNOLDS, 1989). O KMnOs4 é oxidante,
irritante e apresenta risco a saude e ao meio ambiente, contudo ndo € carcinogénico
(National Center for Biotechnology Information, 2024.) A ingestao de cristais de
KMnOs4, pode ser fatal caso a dose for acima de 100 mg/kg (YOUNG et al., 1996).

1.6.2. Verde malaquita

O reagente verde malaquita (C23sH25CIN2) é usado para conferir contraste e

preservar estruturas lipidicas que, normalmente, sdo rompidas durante procedimentos
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de fixagdo padrao. Ele é empregado como pdés-fixador em conjunto com o OsOq4, e
estes reagentes aumentam a afinidade do acetato de uranila e citrato de chumbo por
alguns componentes celulares, conferindo maior eletrondensidade, como membranas
de mitocéndrias (TEICHMAN et al., 1974; POURCHO et al., 1978). Um estudo com
Caenorhabditis elegans demonstrou que o verde malaquita é imprescindivel na
identificacdo de componentes lipidicos da cuticula em algumas linhagens (SCHULTZ
et al., 2012). Na literatura ha escassez de trabalhos que explorem o verde malaquita

como fixador, na auséncia de OsOa.

O verde malaquita € um reagente corrosivo, irritante e apresenta risco a saude
e ao meio ambiente quando exposto de maneira prolongada e em altas concentragdes
(National Center for Biotechnology Information, 2024). Foi utilizado como corante
téxtil, fungicida e antibiético em peixes; no entanto, devido a possibilidade de deixar
resquicios e eventualmente causar diarreia e dor abdominal, foi proibido em diversos
paises, por autoridades especializadas em piscicultura (SUDOVA et al., 2007,
BILANDZIC et al., 2012; GAVRILENKO et al., 2019).

1.7. Acido tanico além da microscopia eletrénica de transmissao

Murakami (1978) publicou um relato de amostras bioldgicas fixadas com 6smio-
acido tanico para observagao ao microscopio eletrénico de varredura (MEV) sem
receber nenhum tipo de cobertura adicional. O autor utilizou amostras de rim de rato
fixados com glutaraldeido, p6s-fixados com 2% de acido tanico, 2% de hidrocloreto de
guanidina, 2% de hidrocloreto de arginina e 2% glicina, todos em agua destilada. Apos
uma segunda poés-fixagdo em OsO4 por 8 horas, seguiu-se o padrao de desidratagao
em concentragdes crescentes de etanol e secagem pelo método do ponto critico.
Detalhes finos da superficie celular foram claramente visiveis sem nenhuma cobertura
metalica, sem nenhum tipo de descarga com o microscopio operando a 25 kV
(MURAKAMI, 1978).

Usando um protocolo similar ao citado acima, Sweney e Shapiro (1977)
obtiveram bons resultados em processamento de tecidos para MEV, no qual ratos
foram perfundidos em uma solugao fixadora contendo acido tanico. Neste caso,
também nao ocorreu nenhum tipo de descarga com o microscopio operando a 20 kV.

Adicionalmente, os autores observaram que no protocolo utilizado em células de
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cultura de tecidos que sao cultivadas em substratos ndo condutores foi vantajoso o
uso de 3% de acido tanico, porém em células em suspensdo nao foi observado
nenhum ganho quando comparado com o processamento padrao que utiliza cobertura
metalica (SWENEY e SHAPIRO, 1977).

Como descrito nessa seg¢ao, desde as primeiras publicagbes contendo
informagdes sobre os beneficios de utilizar o acido tanico como mordente-fixador em
rotinas de microscopia eletrénica, varios grupos adaptaram protocolos, variaram
concentragdes, etapas de adigao e supressao de reagentes em diferentes amostras
bioldgicas, o que colaborou para esclarecer detalhes ultraestruturais de diversas

células.
1.8.Modelos biolégicos utilizados para validagao da metodologia

Analises de MET sao essenciais para explorar a ultraestrutura celular,
proporcionando uma compreensao mais aprofundada dos componentes e funcdes
celulares. Essa metodologia € valiosa para a observacdo de detalhes criticos da
organizagado celular e de seu comportamento em diferentes momentos, sendo
fundamental em pesquisas basicas e aplicadas para estudar, por exemplo, doencas e
visualizar alteragbes celulares associadas a condigdes patologicas (WINEY et al.,
2014).

Neste trabalho, utilizamos dois protozoarios, como modelos bioldgicos, a fim de
validar a metodologia proposta neste estudo em tipos celulares com caracteristicas
distintas. Foram incluidos neste estudo trofozoitos dos protozoarios Giardia intestinalis

e Trichomonas vaginalis.

G. intestinalis (Fig. 14) é um parasito extracelular que coloniza e prolifera no
intestino delgado do hospedeiro, resultando na doencga diarreica conhecida como
Giardiase. A infecgao ocorre quando se ingere cistos, presentes em agua ou alimentos
contaminados. O pH &acido do estdbmago e a acao de proteases intestinais
desencadeiam o processo de excistamento, resultando na emergéncia de dois
trofozoitos a partir de um unico cisto. Esses trofozoitos aderem as células epiteliais
intestinais no duodeno e na porgao inicial do jejuno. Através da fissao binaria, eles se

multiplicam e estabelecem a colonizagao parasitaria no intestino. O encistamento
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ocorre quando os trofozoitos atravessam o lumen intestinal e alcangcam o intestino
grosso. Durante a diferenciagédo de trofozoito para cisto, varias mudangas ocorrem,
incluindo a sintese de uma parede cistica. Por fim, cistos maduros sdo excretados nas

fezes, sendo capazes de infectar novos hospedeiros e reiniciar o ciclo (DIXON, 2021).

Figura 14. G. intestinalis por microscopia eletronica de varredura (a) e por microscopia eletrénica de
transmissao (b). F, flagelos; D, disco ventral; V, vesiculas periféricas; A, axonema, N, nucleos. Fonte:
GADELHA et al., 2022.

A Giardiase foi incorporada na Iniciativa de Doengas Negligenciadas da
Organizagdo Mundial da Satude em 2004 (CACCIO e RYAN, 2008; ESCOBEDO et al.,
2010). Esse protozoario apresenta caracteristicas distintivas, como auséncia de
mitocOndrias, lisossomos candnicos e complexo de Golgi. G. intestinalis possui um
sistema complexo de endomembranas. Entre as particularidades desse parasito estao
os dois nucleos e organelas atipicas, como mitossomos e vesiculas periféricas
(LANFREDI-RANGEL et al., 1998; MIDLEJ et al., 2016; 2019). O citoesqueleto, com
suas estruturas microtubulares, abrange o disco ventral, o corpo mediano, o funis e
quatro pares de flagelos. Esses componentes s&o essenciais para fungdes biologicas
como motilidade, adesao, divisdao celular e diferenciagdo (HOLBERTON, 1973;
HOUSE et al., 2011; GADELHA et al., 2015, 2022; BENCHIMOL et al., 2022; VERDAN
et al., 2024). Apesar de sua importancia, a organizagdo e a composi¢édo do
citoesqueleto ainda ndo estéo totalmente esclarecidas. Algumas organelas da Giardia

ainda tém sua ultraestrutura celular ndo completamente desvendada.

Trichomonas vaginalis (Fig. 15) é o parasito causador da tricomoniase humana,

a infecgao sexualmente transmissivel nao viral mais prevalente no planeta, afetando
aproximadamente 278 milhdes de pessoas em todo o mundo (KREISEL et al., 2021;
WHO, 2024). Em mulheres podem ocorrer abortos espontaneos frequentes, odor
vaginal e corrimento, o que pode levar a infertilidade (LI et al., 2020; ZHANG, 2022).
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Em homens é frequentemente assintomatica, pode causar desconforto uretral e em
outros casos, aumentar os riscos de cancer de prostata (LANGSTON et al., 2019;
ZHANG et al., 2023). Adicionalmente, a tricomoniase esta ligada ao aumento do risco
de HIV (virus da imunodeficiéncia humana) e HPV (papilomavirus humano) (MASHA
etal., 2019).

Figura 15. T. vaginalis por microscopia eletrénica de varredura (a) e por microscopia eletrbnica de
transmissao (b). F, flagelos; Ax, axdstilo; H, hidrogenossomos; G, complexo de Golgi; C, costa; Pf,
filamentos parabasais, S, filamento sigméide, N, nucleo.

Esse protozoario possui organelas tipicas de eucariotos, como nucleo e reticulo
endoplasmatico, mas é amitocondrial, e apresenta hidrogenossomos que produzem
hidrogénio molecular e ATP. Depende da glicolise para energia durante a endocitose
e demais atividades metabdlicas, essencial para a absorcdo de nutrientes e defesa
imunoldgica (LEHKER et al., 1990; RENDON-MALDONADO et al., 1998, 2003;
BENCHIMOL, 2004, 2009; PEREIRA-NEVES e BENCHIMOL, 2007; TACHEZY et al.,
2022). Seu citoesqueleto inclui o sistema mastigonte, que consiste em quatro flagelos
anteriores, um flagelo recorrente, e estruturas baseadas em microtubulos como o
axostilo e a pelta. Este sistema também possui estruturas estriadas, o filamento
chamado costa que € associada aos hidrogenossomos e ao flagelo recorrente, e
quatro filamentos parabasais distintos entre si e que se relacionam com o complexo
de Golgi (HONIGBERG et al., 1971; BENCHIMOL, 2004; DE ANDRADE ROSA et al.,
2017; LORENZO-BENITO et al., 2022; FIAMA DAS NEVES ORTIZ, 2024). Apesar
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dos problemas envolvidos com essa patologia, T. vaginalis continua sendo um
organismo com diversas estruturas pouco estudadas, como diversos apéndices

ligados aos corpusculos basais, fibra x e filamento sigmoide (ORTIZ et al., 2024).

O aprimoramento continuo das técnicas de processamento para MET é crucial
para aprofundar a compreensao da morfologia e ultraestrutura de modelos biolégicos.
Isso permite avangos significativos na biologia celular e na pesquisa de doencgas. Esse
progresso € fundamental para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes para
controle e diagnéstico de infecgdes. Com o refinamento dessas técnicas, ndo apenas
sera possivel avangar no conhecimento da sua biologia, além de promover melhorias

continuas na compreensao dos mecanismos da interacao parasita-hospedeiro.
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2. JUSTIFICATIVA

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) € uma ferramenta essencial
para a caracterizacdo ultraestrutural de células, consolidando o entendimento
bioldgico de diversos tipos celulares. No entanto, o processamento das amostras para
MET ainda apresenta desafios significativos, principalmente em relagdo a
complexidade, tempo e custos envolvidos, além dos riscos associados a exposicao
do pesquisador a materiais potencialmente toxicos. Nesse contexto, € fundamental
buscar alternativas que simplifiquem esse processo, tornando-o mais rapido,

acessivel e seguro, sem comprometer a qualidade das imagens obtidas.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Elaborar um protocolo de processamento de amostras biologicas para MET
com acido tanico, em associagdo com outros reagentes, que fornega bom contraste
as membranas de organelas, membrana plasmatica e demais estruturas celulares,

que o torne mais rapido, seguro, barato, e sem a presencga de artefatos.

3.2. Objetivos especificos

o Estabelecer um protocolo de processamento de amostras para MET
mais barato, rapido e que utilize reagentes menos toxicos.

¢ Validar um método de analise do aumento do contraste para verificar se
as amostras bioldgicas resultantes do protocolo modificado para MET
com acido tanico € igual, superior ou inferior ao encontrado nos
procedimentos de rotina.

e Investigar se ocorrem artefatos com o protocolo sugerido.

e Comparar o aspecto, preservacao estrutural e contraste da membrana
plasmatica, de membranas das organelas e citoesqueleto entre o
protocolo modificado com o protocolo padrao.

e Estabelecer um protocolo com a tentativa de suprimir o uso de tetréxido
de 6smio e/ou de acetato de uranila e/ou de citrato de chumbo, testando
0 acido tanico em associagdo com outros reagente, como verde

malaquita e permanganato de potassio.
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4. METODOLOGIA
4.1. Cultivo celular

4.1.1. Giardia intestinalis

Trofozoitos de G. intestinalis da cepa WB (American Type Culture Collection,
ATCC 30957, EUA) foram cultivados em tubos Falcon® de 15 ml, contendo o meio
TYI-S-33, pH 7,1, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco,
ThermoFisher, América do Sul) e mantidos em estufas a 37°C por 48 a 72 horas.
Durante o periodo de cultivo, as células foram acompanhadas quanto a sua
morfologia, por meio da microscopia 6ptica de contraste de fase no microscopio 6ptico
invertido Zeiss Axio Vert.A1.

Os componentes do meio TYI-S-33 sdo: 2% triptona (Sigma-Aldrich, EUA), 1%
extraido de levedura (BD, Franga), 1% glicose (Vetec, Brasil), 0,02% acido ascoérbico
(Sigma-Aldrich, EUA), 0,06% fosfato de potassio monobasico (Vetec, Brasil), 0,12%
fosfato de potassio dibasico (Vetec, Brasil), 0,2% L-cisteina (Sigma-Aldrich, EUA),
0,1% bile bovina (Sigma-Aldrich, EUA), 0,2% cloreto de sddio (Vetec, Brasil).

4.1.2. Trichomonas vaginalis

Os trofozoitos de T. vaginalis da cepa JT foram cultivados em tubos Falcon®
de 15 ml, contendo meio TYM, pH 6,2, suplementado com 10% de SFB (Gibco,
ThermoFisher, América do Sul) e mantidos em estufas a 37°C por 24 — 48 horas. A
cepa JT foi isolada de uma paciente no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil, e foi mantida em cultura desde
1980. Durante o periodo de cultivo, as células foram acompanhadas quanto a sua
morfologia por meio da microscopia dptica de contraste de fase no microscdpio optico
invertido Zeiss Axio Vert.A1.

Os componentes do meio TYM s&o: 22 mg/ml de triptona, 11 mg/ml de extrato
de levedura, 5,6 mg/ml de maltose, 1 mg/ml de L-cisteina, 0,2 mg/ml de &acido
ascorbico, 0,9 mg/ml de fosfato de potassio monobasico e 0,9 mg/ml de fosfato de

potassio dibasico.
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4.2.1solamento de citoesqueleto de T. vaginalis

Os trofozoitos provenientes de uma cultura confluente foram soltos da parede
do tubo ao serem colocados em gelo por 15 minutos, seguidos de centrifugagao a
1000 x g, por 5 minutos. As células foram lavadas duas vezes com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS) a pH 7,2, em temperatura ambiente, e centrifugadas.
Para a extracdo do citoesqueleto, as células foram ressuspendidas em 2 ml de uma
solugdo para extragao, a 4°C contendo: tampado PHEM (60 mM PIPES, 25 mM
HEPES, 10 mM EGTA e 4 mM MgSO,-7H,0), 30% de glicerol (Sigma Aldrich, EUA),
2% de Triton X-100 (Sigma Aldrich, EUA), 2% de Igepal (Sigma Aldrich, EUA) e
coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich, EUA). A solugdo de extragao foi
incubada em gelo por 2 minutos, seguida de agitamento vigoroso, a maxima
velocidade ao vortex, por 2 minutos, repetido duas vezes. Em seguida, a fragéo
enriquecida com citoesqueleto foi lavada com 1 ml de PBS pH 7,2 e centrifugada a
17.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O sucesso da extragao foi verificado por microscopia
de luz. A amostra foi fixada em uma solugao contendo 2,5% de glutaraldeido e 1% de

acido tanico, em tampao cacodilato de sédio (0,1M), pH 7.2, por 2 horas.
4.3. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para os processamentos descritos como “controle”, os trofozoitos de
G. intestinalis e T. vaginalis foram cultivados conforme detalhado anteriormente.
Posteriormente, foram lavados em tampéao fosfato-salino (PBS) a 37°C, pH 7.2, e
fixados quimicamente por 2 horas em uma solugao contendo 2.5% de glutaraldeido
(Electron Microscopy Sciences, EUA) em tampao cacodilato de sédio (0,1M), pH 7.2.

Apos a fixagdo, as amostras foram centrifugadas a 1.000x g por 5 minutos, o
sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com tampao cacodilato de sédio
(0,1M) pH 7.2. As amostras foram entdo pos-fixadas em uma solugdo contendo 1%
de OsOs4 e 0,8% de ferrocianeto de potassio em tampéao cacodilato de sddio 0,1 M por
30 minutos, na auséncia de luz. Em seguida, as amostras foram lavadas em PBS pH
7.2 e desidratadas em solugbes com concentragao crescente de acetona (Merck,
Alemanha) (50%, 70%, 90%, e 3 trocas na acetona 100%), por 15 minutos em cada

etapa.
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As amostras foram infiltradas em resina epoxi (PolyBed 812, Electron
Microscopy Sciences, EUA) gradualmente, usando misturas de acetona:epon nas
proporgdes 2:1 por um periodo de 4 horas, 1:1 por 8 horas, 1:2 por 8 horas e resina
pura por 12 horas. Os blocos foram entdo colocados na estufa a 60°C por 72 horas
para polimerizagao. Apds a polimerizagao, os blocos foram limados, seccionados com
uma faca de diamante (Drukker, Reino Unido) para obtencgéo de cortes ultrafinos no
ultramicrétomo Leica ULTRACUT UC7 (Alemanha) e coletados em grades de cobre
de 300 “mesh”. Os cortes foram contrastados com 5% de acetato de uranila em agua
por 20 minutos e em 1% de citrato de chumbo por 3 minutos, sendo, em seguida,
visualizados sempre no microscopio eletrénico de transmissdo HITACHI HT 7800
utilizando a abertura 2 da objetiva. Para a padronizagdo das condigbes, todos os
cortes ultrafinos que foram observados apresentavam 70 nm de espessura, com cor
de interferéncia prateada, e foram visualizados no microscépio eletrbnico de
transmissao com 100 kV, no Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem
(CENABIO, Universidade Federal do Rio de Janeiro).

Diversas modificagdes do protocolo foram implementadas, abrangendo ajustes
nas fases de fixagao, pds-fixagao, contrastacdo in bloc (MIRANDA et al., 2015) e
contrastagdo dos cortes ultrafinos. Todas as combinag¢des testadas neste estudo
estao sumarizadas na Tabela 1, ao final da se¢cdo de metodologia.

4.4.Fixagcao com adicao de acido tanico ou acido galico e com pés-fixagao

Na variagao do protocolo, a solugao fixadora descrita acima (composta de 2.5%
de glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7.2), adicionou-se 0,8%,
1% ou 2% de acido tanico (Polysciences Inc., EUA). A amostra foi mantida na solugéo
fixadora por 2 horas e posteriormente foram realizadas as etapas descritas no item de
processamento para MET mencionado anteriormente. Apds a determinagao da melhor
concentragao de acido tanico no fixador, que apresentava bons resultados, a mesma
concentragao de acido galico (Sigma-Aldrich, EUA) foi testada para verificar se estes
reagentes se comportavam de maneira semelhante. As amostras foram pos-fixadas
com 1% de OsO4 e 0,8% de ferrocianeto de potassio em tampao cacodilato de sddio
0,1 M por 30 minutos, na auséncia de luz. Em seguida, as amostras foram lavadas,

desidratadas, infiltradas e incluidas em resina, como no processamento convencional.
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Na etapa de contrastacdo posterior das amostras processadas com acido
tanico, foram feitas variagdes para comparagéo, conforme a descricdo a seguir: a)
sem nenhuma contrastagdo posterior, b) contrastacdo posterior completa, com
acetato de uranila e citrato de chumbo, c¢) contrastagéo apenas com 5% de acetato de
uranila em agua por 20 minutos, d) contrastagao apenas com 1% de citrato de chumbo

por 3 - 5 minutos.

4.5. Fixagcao com adigao de acido tanico e sem pés-fixagao

4.5.1. Acido tanico e omissio de OsO4

As amostras foram fixadas em uma solugéo de 2.5% de glutaraldeido em
tampéo cacodilato de sédio (0,1 M) pH 7.2, com a adicdo de 1% de &acido ténico
(Polysciences Inc, EUA), por 2 horas. Posteriormente, as células foram lavadas e
submetidas a desidratacdo em solugdes progressivas de acetona até a conclusao do
processamento, conforme descrito acima, com a supressao da etapa de pds-fixagao
com OsOa. Os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de

chumbo.

4.5.2. Acido tanico, omissio de OsOs e coloragdo “in bloc” (acetato de uranila
2% em acetona 70%)

As amostras foram fixadas em uma solugéo de 2.5% de glutaraldeido em
tampao cacodilato de sédio (0,1 M) pH 7.2, com a adigdo de 1% de acido tanico
(Polysciences Inc, EUA) por duas horas, e seguindo uma abordagem que excluiu a
etapa de pos-fixacdo com OsOas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas e
na etapa que utiliza acetona 70%, foi adicionado 2% de acetato de uranila e deixadas
durante a noite. Essa abordagem pode ser chamada de contrastagéo/coloragao “in
bloc”. A desidratacdo foi concluida em etapas de concentragdes crescentes de
acetona (90% e trés vezes na 100%). O restante do processamento foi conduzido
conforme a rotina padrdo, incluindo a reserva de uma grade de controle sem

contrastacao para comparacgao.

4.5.3. Acido tanico, omissdo de OsOs, uso de ferrocianeto de potassio 1.6% e

coloracao “in bloc”
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As amostras foram fixadas em uma solugdo de 2.5% de glutaraldeido em
tampéao cacodilato de sédio (0,1 M) pH 7.2, com a adigdo de 1% de acido ténico
(Polysciences Inc, EUA) por duas horas e exclusdo da etapa de pds-fixagdo com
OsO4. Em seguida, as amostras foram desidratadas em solugbdes de acetona 30% e
50% por 15 minutos cada, e na etapa da acetona 70%, adicionou-se 1,6% de
ferrocianeto de potassio e 2% de acetato de uranila, e as amostras incubaram durante
18 horas, na geladeira. Posteriormente, a etapa da desidratagao foi concluida com
incubagdes das amostras em acetona 90% e trés vezes na acetona 100%, sendo 15
min em cada etapa. As etapas subsequentes foram realizadas conforme o protocolo
padrdo, descrito na segao 4.3, incluindo a reserva de uma grade de controle sem

contrastacao posterior para avaliagao comparativa.

4.5.4. Adicao de acido tanico, omissdo do OsOs4 e uso de permanganato de

potassio (PK)

Para investigar a possivel substituicdo do OsO4 pelo PK, preparou-se uma
solugao de 1,2% de PK em agua destilada a 4° C. Essa solugao foi armazenada a 4°C
por 24 horas em um recipiente hermético de vidro a fim de evitar a reagdo do PK com
0 oxigénio do ar. Durante a manipulagéo da solugéo precaugdes foram tomadas para
evitar a ressuspensdo do precipitado decantado e a camada superficial, quando

presente, foi removida com o auxilio de uma lamina.

As amostras foram fixadas em uma solugéo de 2,5% de glutaraldeido em
tampéo cacodilato de sédio (0,1 M) pH 7.2, com a adigdo de 1% de acido ténico
(Polysciences Inc, EUA) por duas horas, em temperatura ambiente, seguido por uma
rotina que excluiu a etapa de pés-fixagdo com OsOs4. Em seguida, realizou-se uma
nova fixacao em 1,2% de PK em tampao cacodilato de sddio 0,1 M a 4° C, atingindo
concentragdo final de 0.6%. Essa etapa foi conduzida na geladeira durante 2 horas.
Duas lavagens com PBS a 4 °C foram realizadas. As amostras foram desidratadas em
solugdes de acetona 30 % e 50% por 15 minutos cada, e durante a etapa da acetona
70%, adicionaram-se 2% de acetato de uranila e deixou-se durante a noite, na
geladeira. Posteriormente, prosseguiu-se com a desidratacdo em acetona 90% e trés
vezes na acetona 100%, por 15 minutos em cada etapa. A infiltragdo, polimerizagcéo

em resina e contrastacdo foi realizada conforme descrito para o processamento
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controle, descrito na sec¢éo 4.3. Foi incluido a realizagdo de uma grade de controle

sem contrastacio para referéncia.
4.5.5. Adicao de acido tanico, omissao do OsOs e uso de verde malaquita

As amostras foram fixadas em uma solugdo composta por 2,5% de
glutaraldeido diluido em tampao cacodilato de sodio a 0,1 M e pH 7,2, com a adig&o
de 1% de acido tanico (Polysciences Inc., EUA). Este processo de fixag&o foi mantido
por duas horas e se excluiu a etapa de poés-fixagdo com OsO4. Como substituto do
OsO4, as amostras foram incubadas com 2% de verde malaquita em tampao
cacodilato de sddio 0,1 M, por uma hora. O restante do processamento (desidratacao,
infiltracdo, polimerizagdo, ultramicrotomia e contrastagdo) foi realizado conforme

descrito na sec¢ao 4.3.
4.6.Contrastacao de cortes ultrafinos com acido tanico

As amostras que foram utilizadas para essa secdo foram processadas de
maneira convencional, utilizando uma solugdo fixadora composta de 2,5% de
glutaraldeido em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7.2, com pés-fixagao por OsOzx,

desidratacdo em acetona, infiltragdo e inclusdo em resina, como descreve o item 4.3.

A solugéao de acido tanico foi preparada a 5% em agua, solubilizada, guardada
na auséncia de luz e em temperatura ambiente, e utilizada 24 horas depois, para
garantir a auséncia de particulas em suspensao. Na etapa da contrastagédo posterior
dos cortes ultrafinos, foram realizadas variagdes conforme a descrigao a seguir: a)
apenas com 5% de acido tanico por 20 minutos, b) 5% de acido tanico por 20 minutos
seguido de 5% de acetato de uranila por 20 minutos e c) 5% de acido tanico seguido
de 1% de citrato de chumbo por 3 - 5 minutos. Essas combinag¢des foram utilizadas

para avaliar a interagao e o efeito dos reagentes nas amostras.
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Tabela 1. Tabela com todas as combinagdes de metodologias que foram testadas
neste trabalho com os protozoarios Giardia intestinalis e Trichomonas vaginalis

pé Contrastagao
. - Os- . -
Fixacao = . - ¢do Desidratacao Aus5% [cC1% | AT
5%
OsO4 + v v Vv
GA25% | KilFe(CN)s Acetona v v X
X v v X
Acetona v v X
X
Giardia
intestinalis GA 2,5% OsOs + v v a
e + Ka[Fe(CN)e Acetona X X X
Trichomonas AT 1%
vaginalis; Acetona v v/ X
X v/ v X
Acetona +
AU 2% X X X
verde Acetona v v X
malaquita
. v v X
PK0,6% Acetona +
Ka[Fe(CN)s AU 2% X X X
OsOa4 + v v X
GA 2,50/0 K4[Fe(CN)e
+ X X X X
AT 0.8 Acetona
ou 2%
GA 2,5% OsOg4 + v v X
N Ka[Fe(CN)e Acetona
AG 1%

GA, glutaraldeido; AT, acido tanico; AG, acido galico; OsOs, tetroxido de 6smio K [Fe(CN)g, ferrocianeto
de potassio; PK, permanganato de potassio, AU, acetato de uranila; CC, citrato de chumbo. V= foi
utilizado. X = nao foi utilizado.

4.7.Parametros para aquisi¢cao de imagens na analise de contraste

O primeiro parametro utilizado para a aquisigdo das imagens foi desativar a
fungéo "LUT" do software do microscopio, e o histograma foi ajustado manualmente
para o limite maximo, em ambas as dire¢des. A fungédo "LUT", que significa "Look-Up
Table" (Tabela de Pesquisa), € uma ferramenta que mapeia valores de intensidade de
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pixels em uma imagem para cores ou tons especificos. A tabela de pesquisa € uma
referéncia que o software do microscopio utiliza para associar valores numéricos a
cores ou tons que serao exibidos na imagem. No contexto de um microscopio
eletrdnico de transmissao, a fungao LUT pode ser usada para ajustar o contraste e a
escala de cinza da imagem. Isso permite realgar diferentes detalhes e estruturas nas
amostras observadas, tornando mais facil a analise e interpretagdo das imagens

capturadas

Ao desativar o “auto LUT”, como mencionado nos parametros fornecidos
anteriormente, o usuario tem mais controle sobre a representagao visual da imagem,
podendo ajustar manualmente o histograma e otimizar a visualizagdo de acordo com
as caracteristicas especificas da amostra. Essa abordagem manual pode ser
preferivel em situagdes em que € necessario um controle mais preciso sobre a

aparéncia da imagem obtida.

Os demais parametros determinados para as imagens que foram utilizadas na
medic¢ao do contraste, foram: voltagem do microscépio eletrénico foi configurada para
100 kV, com um numero de abertura de 2. O tempo de exposi¢ao foi fixado em 1
segundo, o “spot number” foi definido como 3 e as configuragdes da camera foram
ajustadas com um ganho (Gain) de 21 e o parametro de captura foi definido como “Set
3”. Para as demais imagens, que nao foram usadas para a medi¢ao do contraste, os
parametros determinados foram os mesmos, apenas a ativagao da fungcdo “AUTO
LUT” foi realizada.

4.8. Medicao do contraste no Software Fiji

As imagens foram capturadas em varios aumentos, considerando que o modelo
celular possui dimensdes e detalhes especificos. Foram registradas imagens
abrangendo células inteiras, além de ampliagcbes em regides mais delicadas para

avaliar a eficacia geral da fixagao e contraste.

Para garantir a padronizagéo e realizar calculos referentes a intensidade do
contraste, estabeleceu-se um padrao, no modelo celular G. intestinalis: aumentos

entre 10 e 25 mil vezes, destacando detalhes do nucleo, com regides similares em
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cada imagem e aproximadamente a mesma quantidade de elementos citoplasmaticos.

Esse procedimento visa alcangar a maior padronizagéo possivel na comparacgao.

Os cortes ultrafinos obtidos a partir dos processamentos, tanto na auséncia
quanto na presencga de acido tanico, foram analisados sob as seguintes condicdes: a)
contrastacao posterior ausente, b) contrastagao posterior completa, c) apenas com
acetato de uranila, d) apenas com citrato de chumbo, seguindo os parédmetros

determinados da sessdo anterior.

Para a medi¢cao do contraste, foi utilizado o software Fiji, uma plataforma de
codigo aberto para analise de imagens bioldgicas (SCHINDELIN et al., 2012). O fluxo
de trabalho (Fig. 16) consistiu em: 1) abrir as imagens originais em .tiff no Fiji; 2) Na
aba “Analyze” escolher a opg¢ao “Histogram”, para o software gerar um grafico de
distribuicao de intensidade da imagem e ir em “List”, que gera uma tabela com os
dados do histograma, que foram exportados para o Microsoft Excel.

a b

I3 (Fig s Just) Imagel - o X AT F .
3 1AT_Pb_0009.tif (12.5%)
Fie Eot wrage Process NI Pugns Window Hew s 009.1 ) I Hi =
. 4! Histogra... o X
B olalo| L)t e o) | { _Pb_| 24 52x16.72 inches (7896x5384); 16-bit, 81MB o9

Fie Edt Font

index |binstat _ [count |
0 21123000 1 |
300x245 pixels; RGB. 288K 1 21224895 0
2 21326.789 0
3 21428684 0
4 21530578 3
5 21632473 1
6 21734367 2
7 21836262 2
21123 20 |MC 21938.156 4
N: 42512064 Min; 21123 22040.051 4
ST SRS e 22141945 4
Bins: 258 Bin Width: 101.895 22243840 7
Value: 27746.145 Count 28908 22345734 5
_uist| Copy | Log | Lue| 22447620 12

22549.523
22651418 13
27753312 1R

w0

Figura 16. Resumo da metodologia de obtengédo dos dados do contraste das imagens no Software Fiji.
(a) Opgao do software que gera um histograma para cada imagem, e (b) exemplo de histograma com
os dados que serao utilizados para a analise estatistica.

4.9. Analise estatistica

As analises foram realizadas utilizando o sofftware GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts, EUA) a fim de calcular a Area Sob a
Curva (em inglés, area under curve, AUC) dos histogramas representativos, gerados

conforme descrito na secao anterior, permitindo uma quantificagdo das diferencas
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entre os grupos. Os grupos comparados entre si foram “Controle” que sdo as amostras
processadas como de rotina, sem o acido tanico, e “AT” as amostras que foram
processadas com 1% de acido tanico na solugao fixadora. As condigbes analisadas
foram: a) contrastagdo posterior completa, b) sem contrastacao posterior, c)
contrastacgao utilizando apenas 5% de acetato de uranila em agua por 20 minutos e d)
contrastagao utilizando apenas 1% de citrato de chumbo por 3 - 5 minutos, com o
intuito de verificar o impacto do acido tanico, sobre o contraste em conjunto com os

reagentes usados na contrastagao posterior dos cortes.

Subsequentemente, optou-se pela normalizagédo dos dados. Para isso, utilizou-
se a fungdo "Analyze" do GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, EUA), onde os resultados foram normalizados em relagdo ao maior
valor do eixo Y, estabelecendo este valor como 100% para cada grupo. Essa
normalizagdo permitiu uma comparagdo mais direta entre os grupos, facilitando a

interpretacédo dos resultados obtidos.

Com os resultados normalizados, foi elaborado um grafico de barras, para cada
condicao de contrastagao posterior, utilizando a opgao "Plot: mean with SEM" (média
com erro padrao da média). Para avaliar a significancia estatistica entre os grupos, foi
aplicado o teste t ndo pareado e paramétrico, considerando o valor de p < 0,05. Essa
abordagem possibilita a identificagdo de diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos analisados.
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5. RESULTADOS

Ao empregar o acido tanico no processamento para MET, observamos
resultados promissores, os quais serdo detalhados a seguir. As se¢des subsequentes
organizam as observagdes de acordo com as diferentes condi¢cdes de fixagao, pos-
fixagdo, desidratagao e contrastacao dos cortes ultrafinos. Além disso, € importante
ressaltar que "contrastagcdo posterior completa" € equivalente ao uso de acetato de
uranila e citrato de chumbo para a contrastacéo dos cortes e “contrastacao posterior
ausente” indica que os cortes foram analisados sem qualquer tratamento com esses
ou outros reagentes. Os resultados estao resumidos ao final desta se¢ao, na Tabela
2.

E importante ressaltar que todas as imagens foram capturadas sob as mesmas
condigdes do microscopio a fim de garantir que diferentes parametros influenciassem
os resultados. As imagens né&o utilizadas na medicdo de contraste passaram por
ajustes minimos no software Adobe Photoshop, como remogéo de fundo e corregéo

de marcas da faca de diamante.
5.1.Fixagcdao com adicao de acido tanico e com pés-fixagcao

A concentracao ideal de acido tanico foi determinada com base na menor
concentragdo que apresentou resultados significativos. Entre as concentragdes de
0,8%, 1% e 2%, a concentracao de 1% de acido tanico foi a mais adequada. Assim,
optar por uma menor quantidade de reagente € preferivel, tanto do ponto de vista

econdmico quanto ambiental.

Os cortes ultrafinos obtidos a partir do processamento das amostras bioldgicas
fixadas com 2,5% de glutaraldeido na presenca de 1% de acido tanico exibiram
contraste e eletrondensidade proeminentes em comparagdo com amostras fixadas
com 2,5% de glutaraldeido na auséncia deste acido, corroborando os resultados
descritos na literatura. As amostras receberam pds-fixagao com OsOa.

5.1.1. Contrastacao posterior ausente
Os trofozoitos do protozoario G. intestinalis quando fixados na presencga de 1%
acido tanico, e adicionalmente pos-fixacdo com OsOs4 quando comparados com o
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controle (Fig. 17a), apresentaram bom contraste da membrana plasmatica (Fig. 17b,
c) com delimitagdo bem definida, evidenciando espessamento do glicocalix quando

presente nas imagens (Fig. 17b) e do envoltério nuclear (Fig. 17d).

Adicionalmente, também apresentaram bom contraste de estruturas compostas
por microtubulos e outros componentes do citoesqueleto, mesmo na auséncia de

contrastagdo dos cortes com acetato de uranila e/ou citrato de chumbo (Fig. 17b, c).

Figura 17. G. infestinalis com fixagdo de 2,5% de glutaraldeido sem (a) e com acido tanico (b, c, d).
Ambos foram poés-fixados com OsO4 e sem contrastagdo posterior. Nota-se em (b, ¢, d) que houve
aumento do contraste aparente da membrana plasmatica, conteudo citoplasmatico e do envoltorio
nuclear. F, flagelo; N, nucleo; D, disco ventral.

O mesmo protocolo citado acima quando realizado com trofozoitos de
T. vaginalis e comparados com o controle (Fig. 18a), apresentaram contraste
apreciavel apés o uso do acido tanico no fixador mesmo na auséncia da etapa de
contrastagao dos cortes ultrafinos com o acetato de uranila ou citrato de chumbo (Figs.
18 b-d).
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Figura 18. T. vaginalis fixadas com 2,5% de glutaraldeido sem (a), e com 1% de acido tanico (b, c, d).
Ambas pés-fixadas com OsO4 e sem contrastagcao posterior. Nota-se em (b, ¢, d) que a membrana
plasmatica, microtubulos e filamentos associados ao citoesqueleto estdo bem delimitados. N, nucleo;
H, hidrogenossomos; F, flagelos; V, vacuolo; G, complexo de Golgi; Cb, corpusculo basal; C, costa.

5.1.2. Contrastagao posterior completa

Ao comparar cortes ultrafinos de amostras fixadas com 2,5% de glutaraldeido
e pos-fixadas com OsOs4, tanto na auséncia (Fig. 11a), quanto na presencga de acido
téanico (Fig. 11b-d), e contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo,
observou-se um aumento significativo no contraste aparente devido a acdo mordente

do acido tanico.

Em amostras contendo o acido tanico na solucao fixadora, houve melhoria na
visualizagao do glicocalix da membrana plasmatica e membranas de organelas de
G. intestinalis, tornando-as mais evidentes (Figs. 19b-d). O conteudo citoplasmatico
também obteve aumento de contraste e de eletrondensidade aparente (Fig. 19b).
Além disso, os microtubulos dos flagelos (Fig. 19¢) e os microtubulos do disco ventral

(DV) (Fig. 19b), componentes essenciais do citoesqueleto, foram preservados e se
61



apresentaram de forma clara, corroborando as informagdes disponiveis na literatura.
Adicionalmente, vesiculas periféricas de diferentes didmetros (Fig. 19d) exibiram
otima delimitagcado, facilitando sua identificagcdo e potencialmente aprimorando o

estudo dessas estruturas.

Figura 19. G. intestinalis fixadas com 2,5% de glutaraldeido sem (a) e com 1% de acido tanico (b, c,
d). Ambas pos-fixadas com OsOs e contrastagédo posterior completa. Notar que houve aumento de
eletrondensidade da membrana plasmatica (c, d). Setas pretas (d) apontam vesiculas periféricas de
diferentes didmetros bem delimitadas. N, nucleo; Cb, corpusculos basais; DV, disco ventral; F, flagelo.

Trofozoitos de T. vaginalis quando fixados com 2,5% de glutaraldeido, na
presenca de 1% de acido tanico e pos-fixadas com OsOs4, com os cortes ultrafinos
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, apresentaram aumento de
contraste e eletrondensidade aparente da membrana plasmatica (Fig. 20b, ¢), quando
comparado ao controle. A regido de contato de membrana-membrana ficou
evidenciado (Fig. 20c) e em citoesqueletos isolados, permitiu melhor visualizagao de

estruturas ligadas aos flagelos (Fig. 20d).
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Figura 20. T. vaginalis fixadas com 2,5% de glutaraldeido sem (a) e com 1% de acido tanico (b, c, d).
Em (d) citoesqueleto isolado. Amostras pos-fixadas com OsOa e contrastagéo posterior completa. Notar
que em (c) o contato de membrana-membrana estda com maior eletrondensidade (seta preta,b) e em
(d) aparecem estruturas ligadas aos flagelos (setas brancas). N, nucleo; H, hidrogenossomo; F, flagelo;
G, complexo de Golgi.

5.1.3. Contrastagao posterior apenas com acetato de uranila
Os trofozoitos de G. intestinalis, quando fixados na presenca de 1% de acido
ténico, pos-fixados com OsO, e contrastados apenas com acetato de uranila (Fig.
21a), em comparagao os processados na auséncia de acido tanico (Fig. 21b)
obtiveram contraste aparente aumentado do conteudo citoplasmatico e maior
delimitacdo da membrana plasmatica e do envoltério nuclear (Fig. 21b).
Adicionalmente, os microtubulos constituintes do citoesqueleto apresentaram boa

delimitagéo (Fig. 21b).
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Figura 21. G. intestinalis fixadas com 2,5% de glutaraldeido sem (a) e com 1% de acido tanico (b).
Ambos receberam pés-fixagdo com OsOs e contrastagdo posterior apenas com acetato de uranila.
Notar em (b) aumento discreto da eletrondensidade dos componentes citoplasmaticos. N, nucleo; Cb,
corpusculos basais.

Trofozoitos de T. vaginalis processados e contrastados conforme descrito
acima, com acido tanico no fixador, apresentaram maior eletrondensidade da
membrana plasmatica (Fig. 22b). Isso ocorreu mesmo quando os cortes foram
submetidos apenas a contrastagdo com acetato de uranila. Além disso, o contraste
aparente das amostras processadas com acido tanico, que foram contrastadas
apenas com acetato de uranila, foi semelhante ao das amostras fixadas sem acido

tanico e que receberam contrastagao completa (Fig. 22a).
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Figura 22. Flagelos (F) de T. vaginalis. Em (a) fixadas com 2,5% de glutaraldeido e contraste posterior
completo, e em (b) e fixadas com 1% de acido tanico e contrastagcao dos cortes ultrafinos apenas com
acetato de uranila. Notar em (b) o aumento da eletrondensidade aparente da membrana plasmatica.

5.1.4. Contrastagao posterior apenas com citrato de chumbo

Os trofozoitos de G. intestinalis e T. vaginalis, quando fixados na presenca de
1% de acido tanico, poés-fixados com OsO, e contrastados apenas com citrato de
chumbo apresentaram leve aumento do contraste aparente da membrana plasmatica
e envoltdrio nuclear (Figs. 23b, d e 24). Em G. intestinalis também ocorreu 0 mesmo

em membranas de vesiculas periféricas (Fig. 23d).

Figura 23. G. intestinalis fixadas com 2,5% de glutaraldeido sem (a, ¢) e com adi¢do de acido tanico
(b, d). As amostras receberam pos-fixagado com OsO4 e contrastagéo posterior apenas com citrato de
chumbo. Notar em (d) aumento da eletrondensidade do envoltério nuclear. VP, vesiculas periféricas;
N, nucleo; F, flagelo.
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Figura 24. T. vaginalis fixadas com 2,5% glutaraldeido e 1% de acido tanico (a, b), pds-fixagdo com
OsOs4 e contrastagdo dos cortes ultrafinos apenas com citrato de chumbo. Notar boa delimitagdo da
membrana plasmatica. Cb, corpusculos basais; Ax, axdstilo; F, flagelos.

5.2.Fixagao com adicao de acido galico e com pés-fixagao

Os cortes ultrafinos, obtidos a partir do processamento das amostras bioldgicas
fixadas em 2,5% de glutaraldeido com 1% de acido galico (Fig. 25) apresentaram
contraste proeminente em relagdo as amostras fixadas com 2,5% de glutaraldeido,
sem a adigao deste acido (Fig. 19a e 20a). As amostras foram pds-fixadas com OsO4

e receberam a contrastagao posterior completa.

Os trofozoitos T. vaginalis (Fig. 23a, b) e G. intestinalis (Fig. 25c, d)
processados na presenca de acido galico durante a fixagdo, mostraram boa
preservacao e contraste de todos os elementos citoplasmaticos. Contudo, a
eletrondensidade observada foi inferior aquela verificada na presencga de acido tanico.
Por exemplo, a membrana plasmatica n&o exibiu eletrondensidade proeminente (Fig.
25), semelhante aquela conferida pelo acido tanico (Figs. 17b, ¢, 18b-d, 19c, d, 20b,
C, 22b e 24b).
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Figura 25. T. vaginalis (a, b) e G. intestinalis (c, d) fixadas com 2,5% glutaraldeido e 1% de acido galico,
com poés-fixacdo com OsO4 e contrastagcdo posterior completa. Notar bom contraste de todos os
elementos citoplasmaticos. Cb, corpusculos basais; H, hidrogenossomos; C, costa; F, flagelo; G,
complexo de Golgi; N, nucleo.

5.3.Fixagcao com adicao de acido tanico e sem poés-fixagao

Nesta secdo, as amostras foram fixadas em uma solugcdao de 2,5% de
glutaraldeido, com a adi¢gao de 1% de acido tanico, por 2 horas, omitindo-se a etapa
de pés-fixagdo com OsOas. A seguir, apresentam-se as modificagdes e combinag¢des
de técnicas utilizadas para avaliar a substituicdo do OsOa.

Os trofozoitos de G. intestinalis e T. vaginalis, processados sem OsQOs4, sofreram
extragdo parcial de conteudo citoplasmatico (Fig. 26a, c), provavelmente de
componentes lipidicos. No entanto, ndo houve comprometimento dos elementos do

citoesqueleto (Fig. 26b, d).

5.3.1. Fixagcdao com acido tanico, omissao de OsO4 e contrastagao
posterior completa
Conforme detalhado anteriormente, as amostras foram fixadas em
glutaraldeido e acido tanico, omitindo-se o OsO4 e analisadas com contrastagéo
posterior completa. Essa abordagem visou investigar os efeitos do acido tanico na

amostra.
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Giardia intestinalis apresentaram boa contrastacao e eletronsidade aparente do
citoesqueleto evidenciando os microtubulos do disco ventral (Fig. 26a) e dos
corpusculos basais (Fig. 26b).

Trichomonas vaginalis também apresentaram boa contrastagao e eletronsidade
aparente do nucleo, hidrogenossomos (Fig. 26¢) e do citoesqueleto, evidenciando
microtubulos que constituem os corpusculos basais, o axéstilo e a pelta (Fig. 26d).

Além disso, a analise do complexo de Golgi em T. vaginalis processadas nas
condicdes descritas nesta secao, revelou uma aparéncia distinta quando comparada
com o processamento convencional (Fig. 26e, f), que n&o inclui a adigdo de acido
tanico na solugao fixadora e que é feita a pos-fixagdo com OsO4. Nesta organela,
observou-se uma eletrodensidade proeminente tanto na regidao central (Fig. 26e),

quanto nas areas distais das cisternas (Fig. 26f).

Figura 26. G. intestinalis (a, b) e T. vaginalis (c-f) fixadas com 2,5% de glutaraldeido e 1% de acido
tanico, sem pos-fixagdo com OsO4 e contrastagao posterior completa. Setas pretas apontam extragéo
do conteudo citoplasmatico, onde se encontrava o glicogénio, como efeito da auséncia do OsQOa. Setas
brancas apontam complexo de Golgi com eletrondensidade proeminente na regido central e distal.
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Notar em (b, d) que os componentes do citoesqueleto apresentam boa preservacéo e eletrondensidade.
N, nucleo; DV, disco ventral; F, flagelo; H, hidrogenossomos; Cb, corpusculo basal.

5.3.2. Acido tanico, omissio do OsO4 e coloragdo “in bloc” (2% de
acetato de uranila em acetona 70%)

Nesta secdo, as amostras foram fixadas em uma solugdo de 2,5% de
glutaraldeido, com a adigao de 1% de acido tanico, por 2 horas. A etapa de pés-fixacéo
com OsO4 foi omitida. Na etapa de desidratacdo, foi realizada a adicdo de 2% de
acetato de uranila na acetona 70% e incubagao durante a noite. A seguir, séo
apresentados os resultados desse processamento onde os cortes foram visualizados

sem contrastacdo e com contrastacdo com acetato de uranila e citrato de chumbo.

Os trofozoitos de G. intestinalis (Fig. 27a, b) e T. vaginalis (Fig. 27c, d),
processados conforme detalhado anteriormente, apresentaram extracao moderada do

conteudo citoplasmatico (Fig. 27a, c).
5.3.2.1. Contrastacao posterior ausente

Os trofozoitos de G. intestinalis (Fig. 27a, b) e T. vaginalis (Fig. 27c, d)
processados conforme detalhado acima, apresentaram baixo contraste dos elementos
celulares. O acetato de uranila utilizado na etapa da desidratagdo conferiu pouco
contraste dos elementos celulares, em um aspecto de contrastagdo negativa no
envoltério nuclear (Fig. 27b). As estruturas que compdem o citoesqueleto se

apresentaram de maneira delimitada, porém pouco eletrondensas (Fig. 27b, d).
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Figura 27. G. intestinalis (a, b) e T. vaginalis (c, d) fixadas com 2,5% de glutaraldeido e 1% de acido
tanico, sem pos-fixagdo com OsOs, com adigdo de acetato de uranila durante desidratagao e sem
contrastagao posterior. As setas indicam a extragao do conteudo citoplasmatico onde se encontrava o
glicogénio. F, flagelo; N, nucleo; DV, disco ventral; Cb, corpusculos basais; H, hidrogenossomo.

5.3.2.2. Contrastacao posterior completa

Os trofozoitos de G. intestinalis (Fig. 28a) e T. vaginalis (Fig. 28b), processados
conforme descrito anteriormente, com a omissao do OsO4 e a adi¢do de 2% de acetato
de uranila na desidratacéo, apresentaram melhor visualizacdo ao serem analisados
com contrastagéo posterior completa (Fig. 28), em comparagdo aqueles que néo
passaram por essa ultima etapa (Fig. 27).

Para analisar componentes do citoesqueleto se mostrou uma abordagem
vantajosa, porque permitiu visualizagdo sem que haja a extragdo da membrana
plasmatica por acdo de detergentes, em G. intestinalis (Fig. 28a) e T. vaginalis (Fig.
28b). Muitos componentes proteicos associados aos corpusculos basais séao
exemplos de componentes do citoesqueleto que ainda ndo foram totalmente

resolvidos em ambos os protozoarios.
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Figura 28. Elementos do citoesqueleto de G. infestinalis (a) e T. vaginalis (b) fixadas com 2,5% de
glutaraldeido e 1% de &acido tanico, sem pés-fixagdo com OsOs, com acetato de uranila durante a
desidratagdo, e contrastagdo posterior completa. As setas indicam estruturas associadas aos
corpusculos basais (Cb). DV, disco ventral.

5.3.3. Acido tanico, omissdo de OsOs, uso de ferrocianeto de potassio

1.6% e coloragao “in bloc”

As amostras desta secdao foram fixadas em uma solugdo de 2,5% de
glutaraldeido com a adigdo de 1% de acido tanico, seguindo uma abordagem que
dispensou a etapa de pés-fixagdo com OsOs. Durante a desidratacdo com acetona
70%, foi adicionado 1,6% de ferrocianeto de potassio e 2% de acetato de uranila. Este
processamento foi realizado exclusivamente com trofozoitos de G. intestinalis. As
amostras foram visualizadas sem contrastacio posterior e com contrastacao posterior
completa. Esse processamento resultou em extracéo do conteudo citoplasmatico (Fig.
29).

5.3.3.1. Contrastagao posterior ausente

Os trofozoitos de G. intestinalis, processados conforme descrito acima e
analisados sem contrastagao posterior, apresentaram contraste insatisfatério (Fig.
29a, b). Embora a membrana plasmatica se destacasse levemente em relagado aos

demais elementos celulares com pequenos pontos eletrondensos (Fig. 29b). Além
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disso, as membranas das organelas e os componentes do citoesqueleto também n&o

mostraram um contraste adequado (Fig. 29a).
5.3.3.2. Contrastacao posterior completa

Os trofozoitos de G. intestinalis, processados conforme descrito anteriormente
e submetidos a uma contrastacao posterior completa, apresentaram boa contrastagao
mesmo na auséncia do OsOs (Fig. 29c, d). Os componentes do citoesqueleto,
incluindo os corpusculos basais e suas estruturas acessorios, se apresentaram
claramente delimitados, assim como a membrana plasmatica e o envoltério nuclear
(Fig. 29c, d). A acédo mordente do acido tanico no fixador, juntamente com o
ferrocianeto de potassio e o acetato de uranila durante a desidratacdo e a
contrastagdo posterior completa, resultou em uma qualidade geral satisfatéria de

contrastacao (Fig. 29c).

Figura 29. G. intestinalis fixadas com 2,5% de glutaraldeido e 1% de acido tanico, sem pos-fixagao
com OsQOq4, adicdo de ferrocianeto de potassio e acetato de uranila durante a desidratagdo, com
contrastacdo posterior ausente (a, b) e completa (c, d). As setas indicam pontos eletrodensos na
membrana plasmatica. N, nucleo; F, flagelo; Cb, corpusculo basal; DV, disco ventral.

5.3.4. Acido tanico, omissdo do OsO4 e uso de permanganato de

potassio (PK)

Os trofozoitos de T. vaginalis e G. intestinalis foram fixados na presencga de 1%

de acido tanico, omitindo a etapa de pés-fixagdo com OsOs. Em seguida, foram
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incubados em PK a 0,6% e, durante a desidratagéo, receberam a adi¢gao de 2% de

acetato de uranila na acetona a 70%.

As amostras apresentaram leve extragado do conteudo citoplasmatico (Fig. 30)
e membrana plasmatica com delimitagdo (Fig. 30c). A seguir, sdo apresentados os
resultados desse processamento onde os cortes foram visualizados sem contrastagao

posterior e com contrastagao posterior completa.

5.3.4.1. Contrastagao posterior ausente

Os trofozoitos de G. intestinalis, processados conforme descrito, sem receber
a contrastacao posterior, resultou em uma contrastagao insatisfatoria, o que dificultou
a distingdo de alguns elementos citoplasmaticos (Fig. 30a). Além disso, os

microtubulos do flagelo nao foram evidenciados (Fig. 30a).

Os trofozoitos de T. vaginalis, processados conforme descrito acima com
contrastacdo posterior ausente, exibiram sutil delimitacdo do envoltério nuclear,
membrana plasmatica e membrana de vacuolos, e de organelas como
hidrogenossomos e complexo de Golgi (Fig. 30c). No entanto, assim como observado
nos trofozoitos de G. intestinalis, a visualizagdo dos microtubulos dos flagelos n&o foi

satisfatoria.

5.3.4.2. Contrastagao posterior completa

Os trofozoitos de G. intestinalis, processados conforme descrito e submetidos
a contrastacao posterior completa, apresentaram uma contrastacao satisfatéria dos
componentes do citoesqueleto (Fig. 30b). A adigdo do acetato de uranila e citrato de
chumbo nos cortes possibilitou a visualizagdo de microtubulos, tanto dos flagelos

quanto de outros componentes citoplasmaticos (Fig. 30b).

Os trofozoitos de T. vaginalis, processados conforme descrito anteriormente e
submetidos a uma contrastacdo posterior completa, exibiram contrastagdo dos

componentes do citoesqueleto (Fig. 30d).
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Figura 30. G. intestinalis (a, b) e T. vaginalis (c, d) fixadas com 2,5% de glutaraldeido e 1% de acido
tanico, sem pos-fixacdo com OsOs, adigdo de permanganato de potassio e acetato de uranila na etapa
de desidratagdo, com contrastagdo posterior ausente (a, c¢) e completa (b, d). Notar em (a) os
componentes celulares sem defini¢cdo, e em (b), com contrastagdo completa ja ha definicdo (setas). F,
flagelo; H, hidrogenossomo; V, vacuolo; N, nucleo; C, costa; G, complexo de Golgi.

5.3.5. Adigao de acido tanico, omissao do OsO4 e uso de verde
malaquita
Os trofozoitos de G. intestinalis, fixados na presenga de acido tanico e
utilizando verde malaquita a 2% por uma hora com o intuito de substituir 0 OsO4 na
etapa de pos-fixacdo, apresentaram extracido de conteudo citoplasmatico e pouca
preservagao da forma das vesiculas periféricas e da membrana plasmatica, embora
esta ultima tenha demonstrado boa contrastacao e eletrondensidade (Fig. 31a).
Os trofozoitos de T. vaginalis processadas conforme descrito também
apresentaram uma maior extragdo do conteudo citoplasmatico (Fig. 31b), e a
preservacgao dos elementos celulares foram piores que os efeitos de G. intestinalis. As

membranas de organelas apresentaram pouca delimitagédo (Fig. 31b).
5.3.5.1. Contrastacao posterior completa

G. intestinalis, processadas conforme protocolo descrito, e apds receber uma
contrastacdo posterior completa, apresentaram contrastagdo satisfatéria dos

componentes celulares. O envoltério nuclear exibiu um aspecto de contrastagéo
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negativa (Fig. 31a), enquanto as estruturas do citoesqueleto apresentaram
contrastagdo satisfatoria, incluindo os microtubulos constituintes do disco ventral (Fig.
31a).

T. vaginalis, processadas conforme protocolo descrito e apds receber uma
contrastacdo posterior completa, apresentaram eletrondensidade da membrana
plasmatica (Fig. 31b) e dos componentes do citoesqueleto (Fig. 31b). No entanto, ao
contrario do observado em G. intestinalis, ndo houve boa delimitagdo do envoltorio

nuclear e membranas de organelas, como hidrogenossomos (Fig. 31b).

Figura 31. G. intestinalis (a) e T. vaginalis (b) fixadas com 2,5% de glutaraldeido e 1% de acido tanico,
pos-fixagdo com verde malaquita e contrastacdo posterior completa. Notar que a qualidade geral da
preservacao foi pior em T. vaginalis (b). F, flagelo; H, hidrogenossomo; V, vacuolo; N, nucleo; C, costa.

5.4. Contrastagao de cortes ultrafinos com acido tanico

Os trofozoitos de G. intestinalis (Fig. 32a) e T. vaginalis (Fig. 32b) foram fixados
com 2,5% de glutaraldeido, sem a adi¢ao de acido tanico. O processo incluiu a pos-
fixagdo com OsOs4, seguida de desidratagdo, infiltragdo e inclusdo convencionais.
Durante a etapa de contrastagdo posterior dos cortes ultrafinos, foram realizadas as
seguintes combinagdes: a) apenas com acido tanico, b) acido tanico seguido de

acetato de uranila e c) acido tanico seguido de citrato de chumbo.
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5.3.6. Acido tanico

Os trofozoitos de G. intestinalis (Fig. 32a) e T. vaginalis (Fig. 32b), que
receberam a contrastagao posterior apenas com acido tanico apresentaram contraste
moderado, permitindo a definicdo de todos os componentes celulares, sem apresentar
artefatos. Nao foi observada afinidade maior do acido tanico por nenhuma estrutura

especifica.

Figura 32. G. intestinalis (a) e T. vaginalis (b) com contrastagdo posterior apenas por acido tanico.
Notar que a membrana plasmatica e a membrana de organelas estdo delimitadas. N, nucleo; Cb,
corpusculo basal; A, axonema; G, complexo de Golgi; F, flagelo.

5.3.7. Acido tanico e acetato de uranila

Os trofozoitos de G. intestinalis (Fig. 33a) e T. vaginalis (Fig. 33b), que
receberam a contrastagéo posterior com acido tanico e, posteriormente, com acetato

de uranila, apresentaram contraste moderado, permitindo a visualizagcdo de todos os
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componentes celulares. Nao houve uma diferenga significativa de contraste entre as
imagens obtidas com contrastagdo apenas de acido tanico e aquelas que receberam
acido tanico seguido de acetato de uranila, ambas com 20 minutos de incubagéo. Nao

foram encontrados artefatos.

Figura 33. G. intestinalis (a) e T. vaginalis (b) com contrastacao posterior de acido tanico e acetato de
uranila. Notar que a membrana plasmatica e demais componentes celulares com bom contraste. VP,
vesiculas periféricas; N, nucleo; DV, disco ventral; Cb, corpusculo basal; F, flagelo.

5.3.8. Acido tanico e citrato de chumbo

Os trofozoitos de G. intestinalis (Figs. 34a, b) e T. vaginalis (Figs. 34c, d), que
receberam a contrastagdo posterior com acido tanico e, posteriormente, com citrato
de chumbo, apresentaram bom contraste e eletrondensidade de todas as estruturas

celulares. A associagao do acido tanico ao citrato de chumbo permitiu uma melhor
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delimitagcdo de estruturas compostas por microtubulos (Fig. 34b) e a area de contato
célula-célula foi bem delimitada (Fig. 34d), em comparagédo as demais combinagdes

de contrastantes realizadas na presenca do acido tanico. Nao foram encontrados

artefatos.

Figura 34. G. intestinalis (a, b) e T. vaginalis (c, d) com contrastagao posterior com acido tanico e citrato
de chumbo. A seta em (d) indica contato célula-célula. Notar que a contrastagao foi satisfatéria para
todos os elementos celulares observados. N, nucleo; F, flagelo; G, complexo de Golgi.

5.5. Analise estatistica do contraste

Para avaliagdo do aumento ou diminuicdo de contraste do protocolo sugerido,
foram gerados histogramas e graficos representativos da distribuigcdo de intensidade
das imagens das amostras bioldgicas fixadas na presenca de 1% de acido tanico e,
adicionalmente, poés-fixadas com OsO, (AT). Esses graficos foram comparados com
aqueles das amostras biolégicas fixadas na auséncia de &cido ténico e,
adicionalmente, pos-fixadas com OsO, (Ctrl), nas condigbes de contrastagdo dos
cortes ultrafinos: contraste completo (Fig. 35a), sem contraste (Fig. 35b), apenas
acetato de uranila (Fig. 35c) e apenas citrato de chumbo (Fig. 35d).
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Foi realizada a andlise de area sob a curva (AUC) que visou avaliar a

acumulagao dos dados ao longo de uma variavel continua (Fig. 35).

a b
Contraste completo Sem contraste
100 100 ns
80 80 -
S 60| ns 8 60
< _ <
£ 40 £ 40
20+ 20
0 T 0 T
Ctrl AT Ctrl AT
c d
Acetato de Uranila Citrato de Chumbo
100~ 100~ .
80 ns 80
— —
8 0] S  e0 —
< <
X 40 S
20 20
0 T 0 [
Ctrl AT Ctrl AT

Figura 35. Andlise da area sob a curva normalizada pela porcentagem (%AUC), realizado teste t ndo
pareado e paramétrico. Em (a, b, ¢) ndo houve diferenga significativa entre os pontos de distribuigdo
de intensidade. Notar que em (d) a presenca do acido tanico associado ao citrato de chumbo,

intensificou o contraste de maneira significativa (*). Ctrl, processamento controle; AT, processamento
com acido tanico; ns, nao significativo.

79



Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos a partir dos protocolos testados em Giardia intestinalis e

Trichomonas vaginalis

Etapas do Processamento Vantagens Desvantagens
Fixagao Pés- Contrastacgao
fixagéo posterior
AT [ AU | CC
2,5% OsOs4 | x | v | ¥ | ®Aumento de contraste » Adigdo de mais um
GA + aparente de todos os reagente no
1% AT elementos celulares processamento
e Aumento da para MET
eletrondensidade aparente | ¢ N&o reduz tempo ou
da membrana plasmatica custo
¢ Pode ajudar a revelar
estruturas proteicas de
baixo peso molecular
e Bom desempenho para
estudar citoesqueleto
isolado
eN3o apresenta artefatos
x | v/ | % | Dispensa o uso do citrato X
de chumbo
e Tempo de preparo menor
2,5% x x | v | v | Manutengao estrutural « Extragéo do
GA + apenas dos componentes contelido
1% AT do citoesqueleto citoplasmatico
2,5% OsOs | x | v/ | v | *Aumento do contraste * Adicdo de mais um
GA + aparente de todos os reagente no
1% AG elementos celulares processamento
para MET,;
e Desempenho
inferior ao do AT
2,5% VM x | v/ | ¥ | ®Manutengéo estrutural « Extragéo do
GA + apenas dos componentes conteldo
1% AT do citoesqueleto citoplasmatico
¢ N&o substitui o uso
do OsO4
2,5% PK x | v/ | v | *Manutengéo estrutural « Extragéo do
GA + apenas dos componentes conteldo
1% AT do citoesqueleto citoplasmatico
¢ N&o substitui o uso
do OsO4
2,5% 0sO4 | v | x | v | ¢ Otima visualizagéo de x
GA todos os elementos
celulares
¢ Dispensa o uso do acetato
de uranila
eN&o apresenta artefatos
ePreco de 1g de AT é mais
barato que 1g de AU

GA, glutaraldeido; AT, &cido tanico; AG, acido galico; OsOzg, tetroxido de ésmio; VM, verde malaquita;
PK, permanganato de potassio, AU, acetato de uranila; CC, citrato de chumbo.v'= foi utilizado. x= ndo

foi utilizado ou ndo apresentou.
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6. DISCUSSAO

O aprimoramento continuo das técnicas de processamento para MET é
essencial para aprofundar a compreensédo da morfologia e ultraestrutura de modelos
bioldégicos, como parasitas anaerébios, possibilitando avangos significativos na
biologia celular e na pesquisa de doencas associadas. Baseado em nossos
resultados, esta sec¢ao discute os principais achados deste estudo e visa interpretar
os resultados a luz das implicagdes tedricas e praticas, bem como identificar possiveis

limitagcoes e direcdes futuras.
6.1. Adicao de acido tanico e com poés-fixagao com OsO4

A andlise realizada revelou que, ao processar G. intestinalis e T. vaginalis com
acido tanico na etapa de fixagao, com pos-fixagcdo de OsOs4, e contrastagdo posterior
completa, resultou em maior espessura e eletrondensidade da membrana plasmatica.
Isso sugere que o método proposto poderia ser uma estratégia adequada para estudar
interacdes célula-célula ou contato direto entre as membranas plasmaticas de células
vizinhas. Essa abordagem poderia ser utilizada para visualizar outros fenémenos
celulares, como o momento de invasdao de parasitos intracelulares, verificar
especializagbes da membrana plasmatica, como interdigitagbes e outras areas
juncionais, ou esclarecer duvidas sobre a fusdo de membranas como ocorre na

interac&do de parasitos com células hospedeiras.

Protocolos de citoquimica sdo empregados para visualizar componentes
especificos da membrana plasmatica e aumentar a eletrondensidade. O método
descrito por Thiéry (1967), por exemplo, visa evidenciar carboidratos e localizar
glicoproteinas associadas a membrana plasmatica. Utiliza diversos reagentes, como
acido periodico, acido acético, tiosemicarbazida e proteinato de prata e requer mais
de 24h para ser realizado, sem fazer distingdo entre os varios tipos de carboidratos
(THIERY, 1947). A abordagem sugerida nesta dissertacdo, com a adigdo do acido
tanico na solugao fixadora e contrastagao posterior completa dos cortes, pode servir
como uma alternativa mais simples e rapida para investigar interagbes membrana-

membrana, uma das utilizagdes do protocolo de Thiéry (1967).

Nossos resultados indicaram maior eletrondensidade da membrana plasmatica

e de componentes citoplasmaticos, corroborando os resultados iniciais de Mizuhira e
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Futuesaku (1972), que observaram o efeito do acido tanico como mordente. Mizuhira
et al. (1976) relataram alta afinidade do acido tanico por colageno e Tachibana et al.
(1977) discutiram brevemente sua eficacia em revelar proteinas de baixo peso
molecular e complexos de lipoproteinas. Brunschwig et al., (1982) exploraram o uso
do acido tanico para estudar especializagées da membrana plasmatica, como jun¢des
que foram isoladas de musculo esquelético. Embora nao tenhamos verificado
afinidade maior do acido tanico por componentes especificos em G. intestinalis e T.
vaginalis, notamos que essa abordagem é vantajosa para o estudo do citoesqueleto
isolado devido a observagdo de estruturas ligadas aos corpusculos basais, como
filamentos em faixa associados aos colares em banda em G. intestinalis e estruturas

proteicas ligadas aos axonemas em T. vaginalis.

Na visualizagdo da membrana plasmatica, nossos resultados que utilizaram
acido tanico na solucado fixadora e com pos-fixacao pelo OsO4, se alinharam a
literatura que reporta eletrondensidade proeminente em protozoarios processados
com acido ténico, abrangendo membranas internas, como as de mitocondrias e
reticulo endoplasmatico, em protozoarios como T. cruzi e H. samuelpessoai (SOARES
e DE SOUZA, 1977), além do complexo de Golgi, com detalhes das cisternas de T.
foetus (DIAZ et al., 1996). A anélise de amostras bioldgicas processadas com acido
tanico pode permitir a identificagcao de caracteristicas ultraestruturais nao evidentes

com o processamento convencional.

Tilney et al. (1973), ao utilizarem o protocolo de Mizuhira e Futuesaku (1972),
lograram evidenciar microtubulos e a quantidade de protofilamentos, que
apresentaram efeito de contrastagdo negativa, com belas imagens permitindo a
visualizacdo mais evidente e detalhada dessa estrutura. Para essa finalidade, Burton
etal. (1975) observaram que a maioria das estruturas apresentava 13 protofilamentos,
conforme relatado por Tilney et al. (1975). No entanto, foram identificadas exce¢des
de estruturas com 12 e 15 protofilamentos, o que foi possivel devido ao
processamento com acido tanico (BURTON et al., 1975). Em protozoarios, esse
mesmo protocolo foi utilizado e adaptado para analisar microtubulos sub-peliculares
em T. cruzi e H. samuelpessoai (SOARES e DE SOUZA, 1977). Em nosso trabalho,
o uso de acido tanico e acido galico na solugao fixadora possibilitou a visualizagao
eficaz das estruturas compostas por tubulinas do citoesqueleto de G. intestinalis e T.

vaginalis. Esses protozoarios apresentam diversas estruturas microtubulares como o
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disco, funis e corpos medianos em G. intestinalis e axoéstilo e pelta em T. vaginalis.
Com uma investigacdo mais direcionada, os resultados obtidos ofereceram novas
perspectivas em comparacao as publicagdes de Holberton (1981), Peattie (1990) e
Carvalho e Monteiro-Leal (2004) utilizando G. intestinalis, e de Wexler-Cohen (2013)
em T. vaginalis. Como por exemplo, as estruturas ligadas aos corpusculos basais de
G. intestinalis ficaram evidentes, permitindo visualizar estruturas com proteinas
provavelmente de baixo peso molecular, que ajudem a compreender o funcionamento
do citoesqueleto e suas relagdes com as fungodes celulares. E por fim, em T. vaginalis
o uso do acido tanico permitiu visualizag&o de estruturas ligadas aos axonemas, como
estruturas da zona de transicdo, possibilitando futuros estudos sobre motilidade

celular e demais fungdes associadas.

Observou-se que o processamento com adicdo de acido tanico no fixador,
utilizando apenas acetato de uranila como contraste posterior, ndo apresentou
diferengas significativas em relagdo ao processamento padrdao e a contrastagao
posterior completa. Este resultado sugere que a utilizagao de citrato de chumbo pode
ser dispensavel, contribuindo para a simplificagao do protocolo e a redugao de custos,
além de mitigar riscos associados ao manuseio de reagentes toxicos, formacgao de
artefatos e depositos cristalinos. O citrato de chumbo pode formar precipitados
insoluveis se reagir com COz2, portanto deve ser armazenado em aliquotas pequenas,

e em recipientes cheios e lacrados.

Embora o acido galico seja considerado um mordente, sua eficacia é inferior a
do acido tanico. Seu peso molecular menor pode ter contribuido para a menor
eletrondensidade aparente nas amostras em comparagao com o acido tanico. Sua
acgao, quando adicionado a solugao fixadora, e em conjunto com a pds-fixagao pelo
OsO04, foi evidente na preservagao e no aumento do contraste aparente das estruturas
celulares. No entanto, ndo se observou sua influéncia no espessamento aparente e
no aumento da eletrondensidade da membrana plasmatica de T. vaginalis e G.

intestinalis.
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6.2. Adicao de acido tanico na solugao fixadora e sem pds-fixagao com
OsOq4

O OsO4 € uma molécula de alto peso molecular que impede coagulagéo,
ruptura e coagulagao de lipoproteinas, essencial para a fixagao de fosfolipideos da
membrana plasmatica, além de conferir contraste (HADDAD et al., 2007; SESSO,
2011). O OsO4 reage bem a complexos proteicos com manoses, porém substancias
como glicose, manose ou glucosamina sozinhos, ndo reagem com OsO4 e ndo séo
contrastados por ele (SARMIENTO et al.,, 2021). O OsO4 reage com diversos
aminoacidos (DEETZ e BEHRMAN, 1981), e com lipidios, tem o poder de realizar a
oxidagao em ligagdes insaturadas de acidos graxos, adiciona eletrondensidade, o que
da contraste, e permeabiliza as células instantaneamente (WHITE et al., 1981; HOOG
et al., 2010). Embora seu tempo de penetragao seja mais lento que o do glutaraldeido,

exposicdes superiores a duas horas resulta em extracao proteica.

Embora a extragéo proteica represente uma desvantagem para o uso do OsOs4
em processamentos para MET em tempos longos, essa caracteristica pode ser
explorada em outros tipos de processamento. Fukudome e Tanaka (1986)
desenvolveram um protocolo de clivagem e maceragao de células livres, utilizando
células fixadas e embebidas em gelatina e congeladas, que foram clivadas fisicamente
e maceradas pela exposic¢ao prolongada ao OsOas. Este protocolo, em conjunto com o
acido tanico, que atua como mordente, retira conteudo proteico para expor vacuolos,
organelas e sistemas internos de membranas (FUKUDOME e TANAKA, 1986). O
método foi amplamente adaptado para diversos organismos (GUALTIERI et al., 1990;
LEA et al., 1992; ADNET et al., 2003; KOGA et al., 2012, 2024).

Wagner et al. (1976) destacaram que a adicdo de &cido tanico a solucao
fixadora, seguida de um processo de contrastagdo completa, resultou em aumento da
eletrondensidade e da espessura aparente da membrana plasmatica, tanto em
condi¢gdes em que o OsOq foi utilizado na pos-fixagdo quanto naquelas em que nao
foi empregado. No entanto, ndo houve discussao sobre o aspecto e a integridade dos
demais componentes citoplasmaticos processados na auséncia do OsOs4. Este tema
foi abordado nesta dissertacdo, onde se observou que, em todos os protocolos
realizados sem o OsOs4, ocorreu algum nivel de extragao do conteudo citoplasmatico,
provavelmente de estruturas lipidicas, que ndo foram estabilizadas de maneira
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eficiente e possivelmente foram extraidas em etapas subsequentes, como a

desidratacdo com acetona e a inclusdo em resina.

O presente trabalho realizou processamentos para MET com &cido tanico na
solugdo fixadora, omitindo o uso do OsO4 para analisar o aspecto das células sem
este reagente, e na tentativa de substitui-lo. Essa abordagem incluiu a contrastagao
in bloc pelo acetato de uranila na etapa da desidratagao, além do acetato de uranila
em conjunto com o de ferrocianeto de potassio. O permanganato de potassio e verde
malaquita foram testados como substitutos do OsO4 na pdés-fixacdo. Todos estes
processamentos resultaram na extragao do conteudo citoplasmatico, provavelmente

pela extragcao e ma fixagao de lipoproteinas.

No processamento que foi utilizado o acido tanico na solugao fixadora e omitida
a pos-fixagao pelo OsOa4, apesar da extragdo do conteudo citoplasmatico, o complexo
de Golgi de T. vaginalis apresentou eletrondensidade proeminente nas regides medial
e periférica das cisternas, o que pode estar relacionado a estabilidade do conteudo
dessa organela. A agdo mordente do acido tanico na solugédo fixadora pode ter
potencializado a agdo do acetato de uranila, resultando no aumento aparente da
eletrondensidade da organela. Possivelmente, a agdo do OsOs durante o
processamento convencional confere um aspecto visual com eletrondensidade menos

proeminente.

A investigacdo nesta dissertagdo sobre o uso do permanganato de potassio
(KMnO4) como substituto do OsOa4 corroborou a literatura existente, pois as amostras
processadas sem OsO4, com acido tanico e com o KMnO4 também resultaram na
extragdo do conteudo citoplasmatico. Observou-se pouca delimitagdo dos
componentes do citoesqueleto, conforme descrito anteriormente por Wright (2000).
Este autor constatou que o uso do KMnOa4, como pés-fixador foi satisfatorio apenas
para analisar perfis de membrana de leveduras, mas n&o para os demais
componentes celulares (LUM e WRIGHT, 1995).

O verde malaquita é comumente empregado como fixador de lipideos em
conjunto com o OsOs4. Essa combinagédo resulta em aumento da afinidade dos
contrastantes, conferindo maior eletrondensidade as membranas e componentes
lipidicos (TEICHMAN et al., 1974; POURCHO et al., 1978; SCHULTZ et al., 2012). Na
literatura ndo ha uma variedade de estudos sobre o uso do verde malaquita como
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fixador de lipideos sem a agdo conjunta com o OsOas. Este trabalho visou analisar sua
capacidade de fixar lipideos em G. intestinalis e T. vaginalis na auséncia de OsO4. Em
combinagdao com o acido tanico e acetato de uranila, observou-se a extragdo do
conteudo celular e pouca definigao e eletrondensidade das membranas de organelas,
como hidrogenossomos em T. vaginalis, mesmo com a contrastacdo posterior
completa. As vesiculas periféricas de G. intestinalis sofreram deformacgao, apesar de
suas membranas estarem bem delimitadas. Apenas o citoesqueleto aparentemente
nao sofreu deformacgdes, possivelmente devido a sua natureza majoritariamente
proteica. Assim, o verde malaquita hdo se mostrou um substituto viavel ao OsO4 para

o processamento de amostras bioldgicas para MET.

Em relacdo ao citoesqueleto de T. vaginalis e G. intestinalis, os
processamentos para MET realizados sem a participacdo do OsO4 mostraram boa
preservagao dessas estruturas. Tal fato sugere uma abordagem de estudo para
visualizagao do citoesqueleto que é menos invasiva do que a feita com extracdo da
membrana plasmatica por agao de detergentes. As estruturas do citoesqueleto, como
corpusculos basais, filamento sigmdide, pelta, costa e flamentos parabasais em T.
vaginalis, assim como disco ventral, corpusculos basais e filamentos associados em
G. intestinalis, mantiveram-se em suas localiza¢gdes conhecidas, mesmo com alguma
extracdo do contetldo ao seu redor. E importante ressaltar que a visualizacdo do
citoplasma, como um todo, ficou comprometida devido a extracdo de conteudo
lipidico.

A busca por alternativas eficientes ao 6smio é essencial, considerando as
limitacbes deste estudo e a impossibilidade de eliminar completamente esse
componente no processamento de amostras biolégicas para analise da célula inteira.
E fundamental continuar a explorar opgdes que reduzam tanto a toxicidade quanto o

impacto ambiental e os problemas de descarte.
6.3. Contrastacao de cortes ultrafinos com acido tanico

A substituicdo do acetato de uranila pelo acido tanico destaca-se por suas
implicagdes na seguranga e viabilidade econdmica. O &cido tanico, por ser menos
toxico e poluente, representaria uma alternativa viavel aos reagentes tradicionais, que

apresentam maiores riscos a saude dos operadores e ao meio ambiente.
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Em nossos experimentos, cortes ultrafinos incubados em 5% de acido tanico
por 20 minutos e 1% de citrato de chumbo por 3 a 5 minutos, apresentaram contraste
satisfatorio de todos os componentes celulares em G. intestinalis e T. vaginalis. O uso
do acido tanico em cortes ultrafinos foi sugerido por Kajikawa et al. (1975), em
conjunto com o acetato de uranila, para a contrastagdo seletiva de elastina, uma
proteina presente em fibras elasticas e constituida por polimeros insoluveis (VINDIN
et al., 2019). Adicionalmente, foi relatado que o acido tanico, quando utilizado como
contrastante posterior, conferiu pouco contraste as fibras colagenas, ao contrario do
que ocorreu quando foi utilizado na etapa da fixagdo, em que apresentou alta afinidade
pelo colageno (KAJUKAWA et al., 1975).

Afzelius (1992) afirmou que o acido tanico, como contrastante de cortes,
apresentou certa especificidade pelo glicogénio, aumentando a afinidade desses
componentes pelo acetato de uranila. No entanto, ao contrario dos resultados
encontrados neste trabalho, Afzelius (1992) relatou que o citrato de chumbo nao agiu

de maneira satisfatéria apds o uso do acido tanico.

Esses resultados ndo apenas validam a proposta inicial, mas também abrem
caminho para futuras investigagbes e aplicagdbes do protocolo desenvolvido,
alinhando-se as necessidades contemporaneas por métodos mais seguros e
eficientes no processamento de amostras biolégicas para microscopia eletrénica de

transmissao.
6.4. Analise estatistica do contraste

A analise do contraste em amostras biologicas que foram fixadas com acido
tédnico em conjunto com o glutaraldeido buscou responder a questao inicial sobre a
eficacia desse agente na melhoria da visualizagdo celular em comparagdo aos
métodos tradicionais. A problematica central envolve a busca por alternativas mais
seguras e ambientalmente sustentaveis, que ndao comprometessem a qualidade dos

dados morfoldgicos obtidos através da microscopia eletrénica de transmisséao (MET).

Em imagens de MET, a imagem é resultado da distribuicdo de intensidade de
um feixe de elétrons que se apresenta homogéneo em relagéo a direcao e velocidade
apos passar pelo objeto. Quando os elétrons incidem na amostra, interagem com os
atomos presentes, resultando em efeitos como a dispersao elastica e inelastica. Esses
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efeitos determinam a quantidade de elétrons que sio transmitidos ou desviados
(ZEITLER e BAHR, 1957). O contraste na imagem decorre da variagdo na densidade
€ na composi¢cdo da amostra. Regides mais densas ou contendo elementos com maior
numero atdémico dispersam mais elétrons, resultando em areas mais escuras na
imagem. Em contraste, regides menos densas ou com elementos leves permitem a
passagem de mais elétrons, aparecendo mais claras (ZEITLER e BAHR, 1957;
WILLIAMS e CARTER, 2009; KOHL e REIMER, 2008).

Os resultados obtidos demonstraram que, nas condicdes de contraste
completo, sem contraste e apenas acetato de uranila, nao houve diferengas
estatisticamente significativas entre as amostras processadas com acido tanico no
fixador e as amostras controle, sem o acido tanico. Em contrapartida, a condi¢do que
utilizou apenas citrato de chumbo revelou um aumento no contraste em amostras
tratadas com acido tanico, sugerindo um efeito positivo do agente sobre a visualizagéo
de determinados componentes celulares. Contudo, é importante considerar que o
efeito positivo do acido tanico pode ser limitado a determinados contextos ou

compostos celulares, o que requer uma investigagédo mais aprofundada.

A analise quantitativa do contraste nao foi condizente com a qualitativa, pois na
condicdo de contrastacio posterior completa, foi evidente o aumento do contraste de
diversos elementos celulares. As limitagbes desta abordagem incluem a possibilidade
do “n” de 111 imagens ao total das condigbes experimentais, ser relativamente
pequeno, o que pode ter influenciado a significancia estatistica dos resultados. Além
disso, é possivel que as diferengas observadas sejam apenas aparentes, uma vez
que a eletrondensidade e a espessura aparente das estruturas escolhidas para a
analise podem nao refletir variagdes significativas nos pontos de distribuicdo dos
histogramas gerados. A variabilidade nos resultados sugere a necessidade de
abordagens complementares. Estudos futuros devem explorar diferentes regides de

células conhecidas, para maximizar a eficacia na visualizagao celular.
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6.5. Valores dos reagentes e tempo de preparo

Ao avaliar os resultados dos processamentos alternativos para amostras

biolégicas com &acido tanico (AT), realizamos uma comparagdo entre os valores

cotados (Tab. 3) e os tempos de preparo, visando incorporar uma abordagem pratica.

O uso de tetroxido de 6smio (OsO,) revelou-se dispensavel apenas para
a analise do citoesqueleto. Nesse contexto, seria possivel eliminar este
reagente, cujo custo de 1 g ultrapassa mil reais.

A adicao de AT a solucao fixadora eliminou a necessidade do citrato de
chumbo como contrastante posterior. O preparo do fixador contendo 1%
de AT demandou, em média, 15 minutos. Em contraste, a preparacgao
do citrato de chumbo requer mais de uma hora e € suscetivel a formacéao
de precipitados insoluveis devido ao contato com o CO, atmosférico, o
que pode prejudicar a visualizagdo no microscopio eletrénico de
transmissao. Nao foram observados precipitados ao utilizar o uso do AT.
A utilizacdo de AT como contrastante para cortes ultrafinos tornou
dispensavel o uso do acetato de uranila (AU). Em termos comparativos,
1 g de AT é cerca de 150 vezes mais econdbmico do que 1 g de AU,
dependendo da marca do reagente.

Tabela 3. Cotacao dos valores dos reagentes em dezembro de 2024

Reagente/marca Preco por grama em

: R$ (sem frete)
Acetato de uranila (Exodo Cientifica, Sao Paulo, Brasil) 291,20
Acetato de uranila (ACS Cientifica, Sao Paulo, Brasil) 238,80
Citrato de sddio (Sigma-Aldrich, EUA) 8,64
Citrato de sodio (Supelco, Sigma-Aldrich, EUA) 415,00
Nitrato De Chumbo (Exodo Cientifica, Sdo Paulo, Brasil) 0,30
Nitrato De Chumbo (Merck, EUA) 2,55
Acido tanico (Exodo Cientifica, Sdo Paulo, Brasil) 0,42
Acido tanico (Synth, Sao Paulo, Brasil) 0,50
Acido tanico (Sigma-Aldrich, EUA) 3,32
Tetroxido de ésmio (EMS, EUA) 999,00
Tetréxido de dsmio (Sigma-Aldrich, EUA) 4320,00
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6.6. Processamento com Acido Tanico e Seu Potencial Uso em Técnicas

Avancadas de Microscopia

O aumento do contraste diretamente no bloco pode melhorar a qualidade das
imagens obtidas por meio de técnicas avangadas de microscopia, como a Microscopia
Eletrdnica de Fenda de ions (FIB-SEM) e a Microscopia de Superficie de Bloco Serial
(SBF-SEM), que tém se consolidado como ferramentas de ponta na analise
tridimensional de amostras biolégicas (Kizilyaprak et al., 2014; 2019; Courson et al.,
2021; Qi et al., 2017). A FIB-SEM utiliza um feixe de ions para realizar cortes ultra-
finos em amostras tridimensionais, possibilitando a observacao de estruturas celulares
com altissima resolugdo. O contraste das amostras € uma variavel critica nesse
processo, e um contraste in bloc adequado pode aprimorar a resolucéo e a definicao
das imagens obtidas (Kizilyaprak et al., 2014). De forma analoga, o SBF-SEM envolve
o corte de camadas finas da amostra diretamente no bloco para reconstrugao
tridimensional, beneficiando-se de um aumento de contraste in bloc, o que facilita a
visualizacdo de estruturas celulares complexas sem a introducdo de artefatos
induzidos pelos contrastantes aplicados apos o corte (Courson et al., 2021). As
imagens para tomografia por FIB-SEM exigem contraste suficiente entre todos os
elementos de interesse para garantir uma segmentacdo confiavel antes da
reconstrugdo 3D. Quanto maior o contraste, menor a necessidade de multiplas
varreduras de uma mesma fatia com parametros diferentes, o que elimina a deriva da
amostra e reduz consideravelmente o tempo total de aquisicdo das imagens
tomograficas. Esse processo facilita um aumento substancial do volume analisado e

aprimora a relevancia dos parametros materiais extraidos (Meffert et al., 2020).

Em estudos com protozoarios, essas ferramentas de microscopia de alta
resolugao tém sido exploradas para resolver estruturas celulares que auxiliam na
compreensao da morfologia e fisiologia dos parasitas, por meio de imagens seriadas
de cortes ultrafinos, com espessuras que variam de 10 a 100 nm, cobrindo volumes
de dezenas de micrémetros (Martins-Duarte et al., 2016; de Souza e Attias, 2018;
Miranda et al., 2014; Lemgruber et al., 2011).
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O acetato de uranila € amplamente utilizado na maioria dos procedimentos de
contrastacdo de amostras antes da realizacdo do SBF-SEM. No entanto, sua
obtencao tem se tornado progressivamente mais dificil devido as regulamentagdes
mais rigorosas sobre substancias radioativas, o que torna a busca por substitutos para
a coloragao in bloc uma necessidade crescente (Wanner et al., 2016). A literatura
relata a utilizacdo de contrastantes in bloc a base de lantanideos, que proporcionam
excelente contraste e reduzem eficientemente a carga da amostra, quando em
comparagao com as amostras que foram processadas com acetato de uranila
(Odriozola et al., 2017). Os lantanideos s&o conhecidos como metais de transi¢gao

interna (National Center for Biotechnology Information, 2025).

A introdugéo de novos agentes de contraste, como o acido tanico, utilizado na
solucao fixadora neste estudo, pode ser promissora no aumento do contraste in bloc
das amostras. Além disso, o protocolo demonstrou potencial para melhorar a
visibilidade de componentes celulares especificos, como a membrana plasmatica, as
membranas de organelas e componentes do citoesqueleto, sem a formagao de
artefatos. Esse avango pode contribuir significativamente para os estudos

ultraestruturais de amostras bioldgicas.
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7. CONCLUSOES

A abordagem adotada neste estudo, visando otimizar o protocolo de

processamento de amostras biolégicas para microscopia eletrénica de transmissao

com acido tanico (AT) e acido galico (AG), resultou em contribuicdes para a

visualizacdo de estruturas celulares de T. vaginalis e G. intestinalis. As principais

conclusdes séo as seguintes:

O protocolo proposto com AT mostrou-se simples, rapido e eficiente em
comparagao aos protocolos tradicionais. Ele eliminou a necessidade de
reagentes como citrato de chumbo, que sao mais dificeis de preparar e
apresentam riscos de gerar artefatos, tornando o processo mais pratico. O AT
€ um reagente irritante, porém como €& de origem vegetal, ndo apresenta
problemas no descarte, como o acetato de uranila e citrato de chumbo.

O AT foi eficaz no aumento do contraste de estruturas celulares, incluindo a
membrana plasmatica, organelas e o citoesqueleto de T. vaginalis e
G. intestinalis. 1sso permitiu a visualizagcdo detalhada de componentes
especificos, sendo equivalente ou superior em alguns casos, especialmente em
relagcao as proteinas de baixo peso molecular.

O protocolo proposto contribuiu para uma visualizagdo mais detalhada e
precisa das estruturas celulares, confirmando sua estabilidade e confiabilidade.
Embora o protocolo modificado tenha demonstrado resultados robustos, ha a
necessidade de pds-fixagdo com OsO, para preservar membranas celulares,
pois sao estruturas ricas em lipideos. O uso de acido galico AG como alternativa
mostrou eficacia limitada, particularmente no aumento da eletrondensidade de
membranas de organelas.

O AT como contrastante posterior apresentou resultados comparaveis ao uso
do acetato de uranila, sugerindo que o citrato de chumbo pode ser dispensavel

num processamento de rotina.
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|. Palavras-chave

Microscopia eletrénica de transmissao; acido tanico; contraste;

Il. Dicionario de termos e siglas

Termo/Sigla Significado

(x)g Aceleracado da gravidade

pl microlitros

AT Acido tanico

g gramas

GA Glutaraldeido

MET Microscopia eletrénica de transmissao
OsO4 Tetroxido de osmio

PBS Tampao fosfato-salino

pH Potencial hidrogenidnico
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IV. Parametros para medigdo do desempenho do processo

eQualidade da imagem (contraste e eletrondensidade): a adicao de AT a
solugéo fixadora eliminou a necessidade de citrato de chumbo na contrastacao
posterior, e todos os elementos celulares ficam bem contrastados, em especial,
a membrana plasmatica, que se apresenta bem delimitada e com
eletrondensidade proeminente. Adicionalmente, o uso de AT como contrastante
posterior, em conjunto com o citrato de chumbo, eliminou nessa condigéo o uso
do acetato de uranila e garante excelente contraste a todos os elementos
celulares.

« Tempo total de processamento: a preparacao do fixador contendo 1% de AT
leva, em média, 15 minutos, enquanto a preparagdo do citrato de chumbo
requer mais de uma hora, e este reagente tem maior suscetibilidade a formagao
de precipitados insollGveis em contato com o CO; atmosférico.

s Auséncia de artefatos: ndo foram observados artefatos como precipitados
insollveis ao utilizar AT na solugdo fixadora ou como contrastante para cortes
ultrafinos, melhorando a confiabilidade do processo.

s Custos dos reagentes e insumos: a utilizagéo de AT na solugao fixadora, é
significativamente mais econdmica, pois 1 g deste reagente chega a ser 150

vezes mais barato do que o acetato de uranila.
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eSeguranga e impacto ambiental: o acido tanico diluidoc em agua pode ser
classificado como residuo quimico classe Il (ndo inerte) ou classe | (perigoso),
dependendo da concentragio e do volume. Solugbes de acido tanico com baixa
concentragdo (em torno de 1%) geralmente sdo consideradas menos criticas,
mas ainda nao podem ser descartadas diretamente na rede de esgoto.

sDescarte: segundo a resolugdo que dispde sobre o Inventario Nacional de
Residuos Sdlidos Industriais (NBR 10004/2004 da ABNT, CONAMA n°
313/2002), a destinagéo final de solugdes aquosas de AT é encaminhar o
residuo para empresas licenciadas de manejo de residuos quimicos, que dardo
a destinagao final adequada que pode ser oxidagéo quimica para decompor o
acido tanico em subprodutos inertes, tratamento biologico em estagbes de
tratamento especializadas, onde microrganismos degradam compostos
organicos como o acido tanico ou incineragdo controlada se a concentragdo ou
o volume forem elevados.

V. Procedimentos
Protocolo 1) Para realizar um processamento de amostras biologicas para
MET que apresente maior contraste de todos os elementos celulares e maior
eletrondensidade aparente da membrana plasmatica, e sem o uso de citrato

de chumbo, seguir o seguinte protocolo:
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eLavar as células trés vezes com PBS a 37 °C, pH 7.2, para retirar o meio de
cultura.

¢ Centrifugar as células a 1000 x g por 5 minutos.

e Fixar por 2 horas em uma solugado contendo 2,5% de GA e 1% de AT em
tampao cacodilato de sédio (0,1 M), pH 7.2. Para preparar 5 ml de solugédo
fixadora: 2500 ul de tampéao cacodilato de sédio (0,2 M), 500 ul de GA (25%),
0,05 g de acido tanico, e avolumar com agua ultrapura (Milli-Q, por exemplo)
até o volume de 5000 pl. Homogeneizar por 2 minutos, ou até a completa
dissolugdo do pod. Essa solugdo apresenta uma cor ambar.

eLavar trés vezes as amostras com tampao cacodilato de sodio (0,1 M) pH 7.2.

sPoés-fixar com 1% de OsOs e 0,8% de ferricianeto de potassio em tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M por 30 minutos, na auséncia de luz.

s Lavar trés vezes as amostras em tampao cacodilato de sédio (0,1 M) pH 7.2.

¢ Desidratar as amostras em solugdes de acetona: 50%, 70%, 90%, e 3 trocas
na acetona 100%, por 15 minutos em cada etapa.

sInfiltrar gradualmente as amostras em resina epoéxi, usando misturas de
acetona:epon nas proporgoes de: 2:1 por um periodo de 4 horas, 1:1 por 8

horas, 1:2 por 8 horas e resina pura por 12 horas, ou overnight.
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e Colocar as amostras no suporte de silicone, na estufa a 60 °C por 72 horas
para polimerizagao.

e Cortar os blocos na espessura de 70 nm e coletar em grades de cobre de 300
“mesh”.

¢ Para a contrastacéo posterior dos cortes: Em um pedaco de Parafilm, dispor 30
Ml de 5% de acetato de uranila em agua e colocar as grades com os cortes
virados para o liquido. Abrigar as grades da luz.

eLavar trés vezes com agua ultrapura, e deixar secar em temperatura ambiente.
Para lavar, dispor 3 gotas de agua ultrapura de 50 pl cada, em um pedaco de

Parafim e deixar as grades por 5 minutos em cada gota.

Protocolo 2) Para realizar a contrastagdo posterior de cortes ultrafinos usando
acido tanico e citrato de chumbo, sem a necessidade de acetato de
uranila, de amostras bioloégicas que foram processadas de maneira
convencional (descrito ao final dessa segéo), seguir o protocolo:

e Cortar os blocos na espessura de 70 nm e coletar em grades de cobre de 300

“mesh”.
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¢ Para a contrastacéo posterior dos cortes: Em um pedaco de Parafilm, dispor 30
Ml de 5% de acido tanico em agua e colocar as grades com os cortes virados
para o liquido. Abrigar as grades da luz.

e avar trés vezes com agua ultrapura, e deixar secar em temperatura ambiente.
Para lavar, dispor 3 gotas de agua ultrapura de 50 pl cada, em um pedago de
Parafilm e deixar as grades por 5 minutos em cada gota.

¢ Contrastar os cortes com 1% de citrato de chumbo em agua por 3- 5 minutos.

eLavar as grades trés vezes com agua ultrapura e secar em temperatura

ambiente.

ATENGAOQ: E importante que as grades sejam bem lavadas e que estejam
completamente secas para serem usadas ao microscopio eletrdnico de

transmissao.
Processamento convencional de amostras biolégicas para MET:

e Lavar as células trés vezes com PBS a 37°C, pH 7.2
e Fixar quimicamente por 2 horas em uma solugdo contendo 2,5% de GA em

tampédo cacodilato de sédio (0,1M), pH 7.2. Para preparar 5 ml de solugado
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fixadora: 2500 ul de tamp&o cacodilato de sédio (0,2 M), 500 ul de GA (25%)),
2000 pl de agua ultrapura.

» Apds a fixagao, centrifugar as amostras a 1.000 x g por 5 minutos, e remover o
sobrenadante, para lavar as células por trés vezes com tampao cacodilato de
sodio (0,1M) pH 7.2.

¢ Pos-fixar com 1% de OsO4 e 0,8% de ferricianeto de potassio em tampéao
cacodilato de sodio 0,1 M por 30 minutos, na auséncia de luz.

e Lavar trés vezes as amostras em tampao cacodilato de sddio (0,1 M) pH 7.2.

¢ Desidratar as amostras em solugdes de acetona: 50%, 70%, 90%, e 3 trocas
na acetona 100%, por 15 minutos em cada etapa.

eInfiltrar gradualmente as amostras em resina epoxi, usando misturas de
acetona:epon nas proporgdes de: 2:1 por um periodo de 4 horas, 1:1 por 8
horas, 1:2 por 8 horas e resina pura por 12 horas, ou overnight.

e Colocar as amostras no suporte de silicone, na estufa a 60 °C por 72 horas
para polimerizagdo.

¢ Cortar os blocos na espessura de 70 nm e coletar em grades de cobre de 300

“mesh”.
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VI. CondigOes de biosseguranga

¢ Utilizar equipamentos de protecdo individual (jaleco, luvas, mascara e éculos
de protegédo) durante todo o processamento para MET, principalmente ao
manusear os seguintes reagentes: tampéao cacodilato de soédio, glutaraldeido,
0s04, acido tanico, acetato de uranila, citrato de chumbo, acetona e resina
epoxy.

e Realizar o processamento para MET na capeta de exaustdo como medida de
protegéo coletiva.

e Descartar solugbes contendo OsO4 em areia, ou em oleo vegetal até a total
desativacao dele.

¢ Descartar fixadores em recipiente apropriado e identificado, para descarte de
produtos quimicos realizado pelo setor especializado.

VII. Fluxograma

Protocolo 1

2,5% GA + 0s04 Desidrataca Infiltragso & Cortes gl

1% AT 2h 46 min em Acetona Polimerizagio "“?g':“: s pni
Protocolo 2

5% de &cidi 1% de citrato
Pcr:ucessamantlo u“gz:::de ok p ikl —
onvencional 70 nm 20 min 5 min
Elaborado por: Aprovado por: Data aprovacao:

Sharmila Fiama das Neves Ortiz

10

116



Universidade Federal do Rio de Janeiro
Procedimento Operacional Padrao (POP)

Nome do Processo:

Métodos Alternativos para Processamento para Microscopia Eletrénica de
Transmissdo de Protozoarios Patogénicos: Manutencgéo Estrutural e Realce de
Contraste

Objetivo Estratégico:

Descrever dois protocolos alternativos de processamento de amostras
biolégicas para microscopia eletrénica de transmissdo com acido tanico, sem
artefatos e mais rapido. Com o objetivo aumentar o contraste e a
eletrondensidade da membrana plasmatica e das organelas, por meio da
substituicdo do acetato de uranila e/ou do citrato de chumbo.

Campo de aplicacédo:

Microscopia Eletronica de Transmissao

Unidade responsavel: Versdo: Numero de paginas:

Laboratoério de Ultraestrutura Celular Hertha | 1 1
Meyer, Centro de Pesquisa em Medicina de
Precisdo — CPMP, IBCCF, UFRJ

VIIl. Controle das alteragdes

N° da Data
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IX. Controle de aprovag¢des para uso

Data da
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aprovagao

Unidade/subunidade
aprovadora:

Elaborado por:

Aprovado por:

Data aprovacao:

Sharmila Fiama das Neves Ortiz
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