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Resumo: O emprego do microscopio eletronico de transmissdo (MET) ¢ bastante difundido no estudo
de materiais bioldgicos, pois ele permite definicdo de imagens intracelulares, permitindo estudos de
morfologia celular e de aspectos gerais das organelas. As imagens sao produzidas por meio da interagao
inicial de um feixe de elétrons com a amostra, que ¢ mantida sob condigdes de alto vacuo. Tanto o
ambiente de vacuo como a propria irradiagdo dos elétrons durante a observagao, representam condi¢des
adversas para a amostra, especialmente no caso de materiais organicos ou bioldgicos, que sdo por natureza
hidratados, frageis e eletricamente isolantes. Considerando que existem varias técnicas de preparo
para MET, mas pouca descricao detalhada destas técnicas na literatura, principalmente para o preparo
de raizes de plantulas, assim, esse trabalho teve como objetivo aplicar e adaptar essas técnicas para o
estudo de boa qualidade de raizes de plantulas. As amostras primeiramente foram lavadas em tampao
fosfato salina, passando pela fixacao primaria com glutaraldeido, depois pos-fixagdo com tetroéxido de
Osmio, onde posteriormente foram desidratadas com acetona e infiltradas com resina Epon, finalizando
com a polimerizacdo, ultramicrotomia e contrastacdo da amostra. Assim, essa descri¢do detalhada da
metodologia aplicada para raiz de plantulas, pode ser utilizada com seguranca e eficacia por outras pessoas,
pois quase nao existem descrigoes adaptadas de metodologia de MET na literatura, principalmente para
raiz de plantulas.

Palavras-chave: Microscopio Eletronico de Transmissao; Adaptagdo de técnicas; raizes de planta daninha.
TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY METHODOLOGY APPLIED TO THE STUDY OF SEEDLING ROOTS

ABSTRACT :The use of the transmission electron microscope (TLM) is very widespread in the study of
biological materials, since it allows the definition of intracellular images, permitting studies of cellular
morphology and general aspects of organelles. The images are produced by the initial interaction of an
electron beam with the sample, which is maintained under high vacuum conditions. Both the vacuum
environment and the irradiation of the electrons during observation represent adverse conditions for the
sample, especially in the case of organic or biological materials, which are by nature hydrated, fragile
and electrically insulating. Considering that there are several preparation techniques for (TLM), but few
detailed description of these techniques in the literature, especially for the preparation of seedling roots,
this work aimed to apply and adapt these techniques for the study of good quality of seedling roots. The
samples were first washed in phosphate buffered saline solution, passed through the primary fixation
with glutaraldehyde, then postfixed with osmium tetroxide, where they were subsequently dehydrated
with acetone and infiltrated with Epon resin, finishing with polymerization, ultramicrotomy and sample
staining. This detailed description of the methodology applied to seedlings root can be used safely and
effectively by other people, since there are almost no adapted descriptions of TLM methodology in the
literature, especially for seedlings.
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INTRODUCAO

O microscopio eletronico de transmissao (MET), fornece informagdes analiticas juntamente com a
observagdo da ultraestrutura ou morfologia do objeto em estudo. De maneira geral, o MET funciona
como um microscopio fotdnico (de luz), com alto poder de resolu¢do. Em condi¢des apropriadas, os
elétrons apresentam propriedades ondulatdrias que, assim como a luz visivel, encontram-se associados a
um comprimento de onda cujo valor ¢ de, aproximadamente, 0,005 nm. A comparagdo deste valor com o
comprimento de onda da luz visivel (0,5 mm ou 500 nm) demonstra que um feixe eletronico ¢é cerca de
100.000 vezes menor, e considerando apenas este fator, teriamos um aumento correspondente no poder
resolvente (MANNHEIMER, 2002; GRIZZI, et al, 2003; PADILHA, 2013).

O emprego do microscopio eletronico de transmissdo (MET) € bastante difundido no estudo de materiais
bioldgicos, pois ele permite definigdo de imagens intracelulares, permitindo estudos de morfologia celular
e de aspectos gerais das organelas. Um MET moderno possui cinco ou seis lentes magnéticas, além
de varias bobinas eletromagnéticas de deflexdao e aberturas localizadas ao longo do caminho do feixe
eletronico. Entre estes componentes, destacam-se os trés seguintes pela sua importancia com respeito
aos fendmenos de difracdo eletronica: lente objetiva, abertura objetiva e abertura seletiva de difragao.
A funcao das lentes projetoras ¢ apenas a producao de um feixe paralelo e de suficiente intensidade
incidente na superficie da amostra (GRIMSTONE, 1980; DUVERT et al, 2003; GALLETI, 2003;). Na
pratica, o intervalo de aumentos do MET varia de 1.000 a cerca de 380.000 vezes. No MET, a imagem
do espécime ¢ formada simultaneamente a passagem do feixe de luz através dele. Os elétrons saem da
amostra pela superficie inferior com uma distribui¢do de intensidade e dire¢do controladas pelas leis de
difracdo impostas pelo arranjo cristalino dos 4&tomos na amostra. Em seguida, a lente objetiva entra em
acdo, formando a primeira imagem desta distribuicdo angular dos feixes eletronicos difratados. Apos
este processo, as lentes restantes servem para aumentar a imagem ou diagrama de difracdo para futura
observacao (MANNHEIMER, 2002; PADILHA, 2013).

Estas imagens sdo produzidas através da interagdo inicial e de um feixe de elétrons com a amostra,
que ¢ mantida sob condi¢des de alto vacuo. Tanto o ambiente de vacuo como propria irradiacdo dos
elétrons durante a observacao, representam condigdes adversar para a amostra, especialmente no caso
de materiais organicos ou biologicos, que sao por natureza hidratados, frageis e eletricamente isolantes
(FARINA, 1998; KITAJIMA 1998).

Os métodos de preparo visam justamente contornar ou minimizar estas condi¢des adversas, tornando
as amostras resistentes e condutoras. Assim pode-se dizer que o sucesso de uma boa preparacdo €
fundamental para se garantir a melhor imagem do espécimen bioldgico por microscopia eletronica.
Considerando também que existem pouca descri¢ao detalhada destas técnicas na literatura (SANTOS et
al,2008; MARCONDES; GARCIA, 2009; BAGNIEWSKA-ZADWORNA, et al,2012; VIEIRA, 2017),
principalmente para o preparo de raizes de plantulas, portanto, esse trabalho teve como objetivo aplicar
e adaptar essas técnicas para o estudo de boa qualidade de raizes de plantulas.

MATERIAL E METODOS

PREPARO DA AMOSTRA DE RAIZES DE PLANTULAS

As raizes selecionadas de plantas daninhas crescidas 4 dias apds a embebi¢do da semente foram
lavadas em Tampao fosfato salina (PBS) (PADRON, 1998) pH 7,2, preparado [0,01M] a temperatura
ambiente 3 vezes. Para cada raiz, foi usado aproximadamente 1,5 mL de PBS em tubos de Eppendorf.
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FIXACAO PRIMARIA

Glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio [0,1 M]. Foi preparado na hora, de acordo com
o volume a ser utilizado. Para 12 amostras em 12 Eppendorf, usou-se 1,5ml por Eppendorf, dando um
volume total de aproximadamente 20ml (pipetou-se 2,0 ml de glutaraldeido 25% em 18 ml de tampao
cacodilato 0,1 M). Depois foi deixado em temperatura ambiente por 2 horas. Apds, lavou-se as raizes
fixadas com tampao cacodilato 3 vezes, sempre agitando-se antes, para tirar o excesso de gliceraldeido
(SESSO, 1998; SOUZA, 1993).

Po6s-Fixacio com TETROXIDO De Osmio

Tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato 0,1 M (v/v). Foi preparado na hora uma solugdo
no tubo Eppendorf em quantidade suficiente para cobrir a raiz. Envolveu o tubo com papel aluminio
(deixou 1 hora no escuro). Volume total para cobrir a raiz no eppendorf foi de 0,5 ml. Entao, pipetou 250
ul de Tetroxido e 250 ul de tampao cacodilato, ou 5 gotas para 5 gotas de cada reagente. Apos, lavou-se
as raizes com tampao cacodilato de sodio 0,1 M (3 vezes) para tirar o excesso de tetréxido de dsmio
(SOUZA, 1993).

Os primeiros cuidados que devemos ter para alcangar a metodologia empregada nesse trabalho foi ter
muito cuidado com o tampao cacodilato e tetréxido de 6smio, pois sdo toxicos € por isso foi trabalhado
sempre com luvas na capela. Nao foi contaminado pipetas com solugdes diferentes ou com outros
materias biologicos e nunca foi usado vidraria utilizada em outras metodologias para preparar material
de microscopia.

DESIDRATACAO

As amostras foram desidratadas primeiramente com acetona 50%, onde foi pipetado 1,5 ml de acetona
50 % no eppendorf e deixou em temperatura ambiente 5 - 15 min. Em sequéncia com acetona 70%,
pipetou 1,5 ml de acetona 50 % no eppendorf e deixou novamente em temperatura ambiente 5 - 15 min.
Se tiver que interromper o procedimento, esta ¢ a etapa ideal. Pode deixar “overnight”. Depois com
acetona 90%, foi feito igual ao anterior. Retirou a acetona com auxilio de pipeta de Pasteur. Finalizando
com acetona 100%, onde foi repetido 2 vezes (MACHADO; SOUZA, 1998).

INFILTRAGCAO DA RESINA

O EPON foi retirado do freezer para atingir a temperatura ambiente. Para 12 Eppendorf, onde precisa
de 0,5 ml para cobrir a raiz por eppendorf, preparou-se um volume final de 9 ml (um pouco a mais de
6 ml). Preparou a mistura de EPON com acetona pura (v/v) (1:2), onde pipetou-se 3 ml de Epon para
6 ml de acetona e transferiu a mistura para o eppendorf com a raiz e deixou de 8 a 12 h (ou overnight).
Substituiu a mistura EPON/acetona (1:2) por EPON/Acetona (1:1), onde pipetou-se 4,5 ml de Epon para
4,5 ml de acetona e deixou de 8 a 12 h a temperatura ambiente. Depois substituiu a mistura EPON/acetona
(1:1) por EPON/Acetona (2:1), onde pipetou-se 6 ml de Epon para 3 ml de acetona e deixoude 8a 12 h
a temperatura ambiente (overnight). No final substituiu a mistura EPON/acetona (2:1) por EPON puro
e deixou por 6 h a temperatura ambiente (MACHADO & SOUZA, 1998).

POLIMERIZACAO

Foi colocado o material em formas, acomodando a amostra na extremidade da forma com o auxilio
de um palito, posicionando adequadamente o pedago da amostra. Depois, incubou em estufa a 60°C
durante 72 h.
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ULTRAMICROTOMIA
Foram feitos cortes ultrafinos de 60nM e coletados em grades de chumbo de 400 mesh (Sigma); Obs.:

antes de fazer os cortes no micrétomo, os bloquinhos foram piramidados, ou seja, foi feito pontinha no
bloquinho para facilitar o corte com a navalha de diamante (MACHADO; SOUZA, 1998).

CONTRASTACAO

Foi feito contrastagdo em 5% de acetato de uridila, 20 minutos ¢ citrato de chumbo, 4 minutos.
Apos as seccdes foram secas ao ar para visualizagdo em microscopio eletronico de transmissao - MET,
(MACHADO; SOUZA, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira fase de preparo da amostra das raizes de plantulas foi usado o Tampao Fosfato Salina
(PBS), pois de todos, ¢ considerado o tampdo mais fisioldgico porque ¢ encontrado em células na forma
de fosfatos inorganicos e éster de fosfato. O pH de tampdes fosfato apresenta pouca variagao em diferentes
temperaturas. Este tampao nao ¢ recomendado para citoquimica de enzimas e nao pode ser suplementado
com sais de calcio ou uranio, pois pode resultar em precipitacao de compostos. (Figura 1A e B).

Figura 1 - Imagens ilustrativas mostrando a primeira fase de preparo da amostra de raiz de plantula
para MET. Em A plantula usada: raiz de Bidens pilosa. Em B lavagem das raizes com PBS em tubo de
eppendorf.

CONTROLE

3 dias de germlnaqiofm

Na segunda fase que corresponde a fixacdo primaria foi utilizado o Glutaraldeido (AG) que ¢ a
substancia mais utilizada como fixador em microscopia eletronica. E fornecido em solugdes aquosas de
concentracoes entre 25 ¢ 70% com pH entre 4,0 e 5,0. Solugdes estoques de AG com pH inferior a 3,5
devem ser descartadas, pois terdo ma acao fixadora. O AG ¢ um fixador aditivo, a medida que penetra
vai sendo irreversivelmente incorporado as estruturas. Além disso, em cada sitio reativo para fixagao
serdo consumidas em média varias moléculas do fixador. Portanto deve-se prover excesso de moléculas
fixadoras. Com as concentragdes de aldeido glutarico entre 1,5 e 2,0% temos como norma pratica que o
volume total dos fragmentos a serem fixados ndo devem exceder a 1/20 do volume da solugao fixadora.
Vale ressaltar que, a a¢do desnaturante do AG sobre as proteinas ¢ pequena, portanto o AG altera
relativamente pouco a configuragdo tercidria das cadeias polipeptidicas; a estrutura em hélice dessas
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cadeias ¢ substancialmente reduzida, mas ndo abolida; e varias moléculas de AG participam das ligacdes
cruzadas intra e intermoleculares. (Figura 2A e B).

O preparo do gliceraldeido e as lavagens das amostras foram feitas em Tampao Cacodilato, pois
este possui pH de tamponamento maximo que se encontra na faixa de 6,4 a 7,4 e oferece vantagens
na fixagdo de materiais biologicos, como auséncia de ions fosfato que possam interferir em estudos
citoquimicos; preservacao da atividade de determinadas enzimas; resisténcia a contaminacao por bactérias;
e possibilidade de adigao de célcio as solugdes fixadoras.

Na terceira fase que corresponde a pos-fixagdo foi utilizado o Tetroxido de Osmio (OsO ,)> DOis este
protege as lipoproteinas naturais dos tecidos evitando sua ruptura e coagulacdo. Em relacdo as proteinas,
a acao do tetroxido de ésmio ainda é pouco conhecida. O 6smio estabiliza e contrasta especialmente os
fosfolipidios constituintes da membrana citoplasmatica. Atua sobre os acidos graxos insaturados (com
dupla ligacdo) desses fosfolipidios. Este fixador tem um papel importante na contrastagao inicial da amostra,
ndo devendo a exposi¢ao dos tecidos ser muito prolongada. O OsO, € altamente cancerigeno, devendo ser
manipulado com todos os equipamentos de protecdo necessarios, como capela de exaustdo, luvas e mascara.
Este junto com o tampao Cocadilado e gliceraldeido foram descartados em recipientes dentro da capela, que
posteriormente foram levados para o Pré-residuos (programa de reciclagem de substancias descartas que
sdo perigosas para a populacdo e meio ambiente) da Universidade Estadual de Maringa. (Figura 3A e B).

Na quarta etapa que corresponde a desidratacao foi utilizado a acetona, pois para microscopia
eletronica, a desidratagdo tém que ser feita antes do processo de inclusdo em resina e € necessario retirar
toda a agua do sistema bioldgico, o que deve ser feito de maneira gradual. Modificagdes bruscas podem
levar ao colabamento das finas projecdes citoplasmaticas, afetando a estrutura celular. Apds a fixagao,
o material deve ser bem lavado, com tampao caso o fixador seja tamponado ou com agua caso ndo o
seja, iniciando-se em seguida a desidratacdo com banhos sucessivos de concentragdes crescentes de um
agente adequado que substitua a 4gua e a elimine do espécime.

Ap6s a desidratagdo, o espécime a ser analisado em MET foi incluido em um material que permita a
posterior obten¢do de cortes ultrafinos. Este material deve apresentar boa estabilidade quando submetido
ao feixe eletrdnico e permitir uma contrastacdo adequada. Véarias substancias sdo utilizadas como
agentes de inclusdo, sendo as resinas as mais conhecidas. Praticamente todas as resinas utilizadas na
microscopia eletronica sdo suspeitas de serem cancerigenas, devendo, portanto, ser manipuladas com
todos os equipamentos de protecdo necessarios, como capela de exaustdo, luvas e mascara. As resinas
sdo comercializadas em ‘kits’, contendo os componentes e as proporc¢des de preparo dos reagentes. Antes
de levar a estufa para a polimerizagdo, os espécimes infiltrados devem ser colocados em céapsulas de
gelatina ou em moldes flexiveis, devidamente identificados. As principais resinas utilizadas sdo a Epon,
a Spurr e a LR White. No caso da raiz de plantulas pode ser usada qualquer umas das resinas citadas.
Neste trabalho foi usado a resina Epon que mostrou um bom resultado. (Figura 4)

Assim, os bloquinhos de resina Epon foram levados para o processo de microtomia onde foi utilizado
a navalha de diamante que ¢ muito resistente e duravel, mas deve-se tomar cuidado para evitar qualquer
movimento transversal ao gume. Desde que nao cortem materiais que contenham inclusdes muito
duras, uma navalha de diamante bem tratada pode durar varios anos em boas condi¢des. Para se evitar
defeitos nos cortes, deve se manter a navalha perfeita, limpa e sem dente, e obter blocos homogéneos,
de consisténcia adequada e material bem infiltrado. (Figura SA, B, C e D). Os cortes sdo coletados na
agua e posicionados sobre uma grade, em geral de cobre, podendo ser de niquel ou ouro (utilizadas em
citoquimica e histoquimica). Ha grades com aberturas de diferentes formatos, mais comumente quadrados
ou hexagonais. Neste trabalho foi usado a grade de chumbo de 400 mesh (Sigma), que serviu muito bem
para este proposito. (Figura 6)
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Figura 2 - Imagens ilustrativas mostrando a segunda fase de preparo da amostra de raiz de plantula para
MET. Em A fixagdo primaria. Em B raiz sendo fixada com glutaraldeido em tubo de eppendorf.

Glutaraldejl;
EIPEOCECO

Fixehdo & FizZ
Eicoufpor2hoias

Figura 3 - Imagens ilustrativas mostrando a terceira fase de preparo da amostra de raiz de plantula para
MET. Em A Pés-fixagdo. Em B raiz sendo pos-fixada com Tetroxido de Osmio em tubo de eppendorf.

ROS:EixaCaos
Flicou 1 hora e eSCUro

Figura 4 - Imagem ilustrativa mostrando a polimerizacdo com resina Epon para o preparo da amostra
de raiz de plantula para MET.
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Figura S - Imagens ilustrativas mostrando as fases de preparagao dos bloquinhos de resina Epon para Figura 7 - Imagens ilustrativas mostrando a Contrasta¢do usada no preparo da amostra de raiz de plantula
fazer os cortes no Ultramicrétomo. Em A preparagao dos bloquinhos manualmente. Em B preparacao do para MET. Em A, os objetos usados no processo de Contrastacdo. Em B, gotas de citrato de chumbo e
bloquinho no ultramicrétomo (piramidar). Em C o bloquinho pronto para o corte. Em D cortes ultrafinos em C as gradinhas de chumbo disposta sobre a gota de chumbo.

feitos pela navalha de Diamante. Em E os corte dispostos na “banheirinha” para serem pescados pela
grade de chumbo.

Figura 8 - Imagens ilustrativas dos cortes das raizes primarias de Bidens pilosa, usando o Microscopio

eletronico de Transmissdo (MET). Em A, mostra uma imagem mais ampla de 8K, visualizando quatro

células da raiz. J4 em B, mostra uma imagem mais aproximada de 30K, visualizando dentro de uma
célula da raiz algumas organelas, como Mitocondrias, Amiloplasto e Complexo de Golgi.

Figura 6 - Imagens ilustrativas mostrando a grade de chumbo de 400 mesh (Sigma) usada no preparo
da amostra de raiz de plantula para MET.
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Figura 8 - Imagens ilustrativas dos cortes das raizes primarias de Bidens pilosa, usando o Microscopio

eletronico de Transmissdao (MET). Em A, mostra uma imagem mais ampla de 8K, visualizando quatro

células da raiz. J& em B, mostra uma imagem mais aproximada de 30K, visualizando dentro de uma
célula da raiz algumas organelas, como Mitocondrias, Amiloplasto e Complexo de Golgi (Cont.)

Para finalizar o processo de preparo da amostra foi feito a contrastagao que ¢ usada para intensificar o
contraste dos cortes ultrafinos, as grades sdo colocadas sobre uma gota de acetato de uranila 5% em agua
destilada durante 5-30 minutos, com o corte voltado para a gota. Esta ¢ previamente depositada sobre
um pedaco de parafilme no fundo de uma placa de Petri, devidamente protegida da poeira ambiente. Em
seguida, foi lavada a grade com 4gua destilada. O excesso de dgua ¢ absorvido com um pedago de papel
filtro, podendo-se entdo colocar a grade sobre uma gota de citrato de chumbo durante 5-30 minutos,
lavando e secando como descrito anteriormente. (Figura 7A, B e C). Apos a contrastacdo, o corte esta
pronto para ser examinado no MET, como mostrado as imagens na Figura 8A e B.

CONSIDERACOES FINAIS

A aplicagcdo do MET tem, contudo, limitacdes impostas pela necessidade do alto vacuo na coluna e
pelo baixo poder de penetracao do feixe de elétrons. Assim, a metodologia ndo vai ser tao diferente para
cada material bioldgico, mas a aplicacdo e adaptagdo para cada amostra tem que ser feita e descrita de
forma detalhada. Contudo, a descri¢do detalhada neste trabalho da metodologia aplicada para raiz de
plantulas, pode ser utilizada com seguranca e eficacia por pesquisadores que utilizardo o MET, como
mostrado por meio das técnicas e imagens, pois quase ndo existem descri¢cdes detalhadas e principalmente
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adaptada para raiz de plantulas na literatura.
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REesumo: Este estudo tem a finalidade de verificar a resisténcia a compressao axial das argamassas
fabricadas com diferentes aditivos, que sdo eles: Cal hidratada, detergente liquido e cola branca (PVA). Para
elaboracdo deste trabalho, foi realizada uma revisdo bibliografica e montado o experimento laboratorial.
Os tragos dos trés aditivos foram o mesmo, modificando apenas a adi¢ao do aditivo. A primeira argamassa
foi produzida com detergente liquido, a segunda teve a adi¢do da cola branca (PVA) e o terceiro foi
utilizando a tradicional cal hidratada. Apds a producdo foram moldados os corpos de prova. Apds a
moldagem, os corpos de prova permaneceram armazenados no laboratdrio até atingir a cura adequada,
para posteriormente serem rompidos com auxilio de prensa hidraulica automatizada. Com os resultados
das resisténcias dos corpos de prova, pode-se observar que as resisténcias das argamassas com detergente
liquido e a com cola branca (PVA) equivaleram-se, enquanto a composta por cal hidratada adquiriu uma
resisténcia inferior.

PALAVRAS-CHAVE: Argamassa; Aditivo; Detergente Liquido; Cola Branca (PVA); Cal Hidratada.

COMPARATIVE STUDY BETWEEN THE AXIAL COMPRESSION RESISTANCE OF ARGAMS WITH THE FOLLOWING
ADDITIVES: LIQUID DETERGENT, CAL, AND WHITE TAIL

ABSTRACT: This study has the purpose of verifying the axial compressive strength of mortars manufactured
with different additives, which are: hydrated lime, liquid detergent and white glue (PVA). For the
preparation of this work, a bibliographical review was carried out and the laboratory experiment was set
up. The traces of the three additives were the same, modifying only the addition of the additive. The first
mortar was produced with liquid detergent, the second had the addition of white glue (PVA) and the third
was using traditional hydrated lime. After production, the specimens were molded. After molding, the
specimens were stored in the laboratory until adequate cure was obtained, and then they were disrupted
with the aid of an automated hydraulic press. With the results of the resistance of the test specimens, it
was observed that the resistance of the mortars with liquid detergent and with white glue (PVA) were
equivalent, whereas the one composed of hydrated lime acquired a lower resistance.

Keyworbps: Mortar; Additive; Liquid Detergent; White Cola (PVA); Hydrated Lime.
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