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Abstract

The diagnosis performed in Pathological Anatomy is based on the use of light microscopy, through
visualization of cellular changes. However, these changes are not always visible using light
microscope (LM), either due to its limitations of resolution, either due to the type of contrast that can
be obtained by LM.

Scanning (SEM) or transmission (TEM) electron microscopy assume as a microscopy technique
complementary to the diagnostic at Pathological Anatomy and the information gathered from different
types of microscopy may also hold a more complete diagnosis. This complementary information

obtained with different microscopy techniques is called correlative microscopy.

In this study, comparative observations were made between different biological samples in
histological sections by LM and SEM. The sample preparation protocol (thickness, drying and
conductivity of the section) has been optimized. The best results were obtained with the following
protocol: histological sections of 10 um thickness, dried with T-butanol and increased of the
conductivity with metallic coating. The application of this optimized protocol showed that there is a

need for a new protocol optimization in some tissues so that can be used the information in diagnosis.

This study shows that the use of the SEM in the correlative microscopy is executable and provides
useful additional information to the diagnosis of Pathological Anatomy when compared to LM,
however, the preparation of protocols are depending on the type of tissue that is used and it is

important that they are always optimized.

Keywords: Correlative Microscopy; Scanning Eletron Microscopy; Diagnosis; Paraffin-embedded

samples
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Resumo

O diagnéstico realizado na Anatomia Patoldgica (AP), baseia-se na utilizacdo da microscopia de luz
através da visualizagdo das alteracdes celulares. No entanto, nem todas as alteragdes sao visiveis
usando microscépio de luz (ML), quer devido a limitagdes de resolugcdo, quer devido a questdes
relacionadas com o tipo de contraste que pode ser obtido, seja o ML de transmisséo ou de reflexdo. A
microscopia eletrénica, de varrimento (MEV) e a de transmissdo (MET), assumem-se assim como
técnicas de microscopia complementares ao diagndstico em AP. Com as informacgdes recolhidas dos
diferentes tipos de microscopias podera, assim, realizar-se um diagnéstico mais completo, sendo

essa complementaridade designada por microscopia correlativa.

No presente trabalho foram efetuadas observagdes comparativas entre diversas amostras biolégicas
em cortes histolégicos por ML e MEV, com o objetivo de desenvolver e consolidar protocolos de
microscopia correlativa. Assim, o protocolo de preparacao das amostras (espessura, secagem e
condutividade do corte) foi otimizado. Os melhores resultados foram obtidos com o protocolo de
cortes histolégicos de 10um de espessura, secos com T-butanol e aumento da condutividade com

cobrimento metalico.

O presente trabalho mostra que a utilizagdo do MEV complementarmente a ML na pratica do
diagndstico € nao s6 exequivel, como proporciona maior interesse e fiabilidade a um diagnéstico mais
completo em AP. Contudo, evidenciou que é necessario continuar a desenvolver o trabalho de
otimizacdo de protocolos de preparacdo de amostras para ampliar os tipos de imagens disponiveis
para interpretacdo anatomo-patoldgica, com reflexo na compreensado do significado das estruturas

observadas e consequente impacto nos métodos de diagndstico.

Palavras-Chave: Microscopia Correlativa; Microscopio Eletronico de Varrimento; Diagndostico;

Amostras em Parafina
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Introducéo

1 Introducao

1.1 Ambito e enquadramento do trabalho

Esta dissertagdo de mestrado tem como tema genérico a avaliagdo da importancia do estudo de
material biolégico por Microscépia Eletrénica de Varrimento para fins de diagndstico em Anatomia

Patoldgica.

O diagnéstico elaborado pela Anatomia Patologica (AP) é efetuado, na sua maioria, utilizando
microscopios de luz visivel (ML). Contudo, nem sempre é possivel diagnosticar por ML todos os tipos
de alteragdes celulares que estdo presentes nas amostras bioldgicas. Assim, o diagnéstico em AP
pode beneficiar muito com o recurso a microscopia eletrénica (ME), quer de varrimento (MEV) quer

de transmissao (MET).

Na microscopia de luz, as amostras sédo fixadas em formaldeido neutro tamponado (FNT) e depois
processadas de modo a serem incluidas em parafina, para que sejam feitos cortes finos. As amostras

incluidas em parafina podem, entao, ser guardadas para posterior utilizagdo em novas analises.

Na observagéo por MET, tem que se mudar o meio de inclusdo da amostra para se conseguir fazer

cortes ultrafinos [1] , e para a observagdo no MEV, a amostra incluida em parafina pode ser fraturada
(2], [3].

A utilizacdo de diferentes tipos de microscopias para retirar diferentes informacdes das mesmas
amostras da-se o nome de Microscopia Correlativa (MC) [4]. Assim, a mesma amostra € visualizada
através de diferentes tipos de microscopia para posterior analise da informagao obtida. A correlagao
desta informagao permite fazer um estudo mais completo da amostra [5]-[8]. Contudo, a microscopia
eletrénica de varrimento é mais utilizada para dar informacédo a nivel da superficie do tecido que
estamos a visualizar, sendo menos utilizada para fornecer informagao a nivel celular ou, até,
intracelular, como acontece com a microscopia eletronica de transmissao [2]. Sdo raras as vezes em
gue sdo usadas técnicas de microscopia eletrénica comparativamente com a microscopia de luz, em
AP.

Na microscopia correlativa, € importante garantir que se esta a observar a mesma zona da amostra
pelas diferentes técnicas de microscopia e isso ndo é de facil obtencdo [9]. Os protolocos que se
encontram estabelecidos para a visualizagdo das amostras nos diferentes microscopios utilizam ou
(1) amostras diferentes do mesmo tecido, mas com a garantia que contém a mesma zona de
interesse, ou (2) a alteragdo da amostra utilizada de modo a que seja reprocessada para ser
visualizada por outras técnicas de microscopia. A primeira abordagem implica a existéncia de
diversas amostras, todas semelhantes, mas n&o garantindo que possuam a regido de interesse,
enquanto que a segunda implica a existéncia de s6 uma amostra, contendo, se possivel, a regido de

interesse [10].
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O MEV é um microscépio que permite a visualizagdo da superficie das amostras, criando uma
aparéncia de tridimensionalidade. Contudo, ndo possui uma resolugéo tdo elevada como a do MET
[11]. Séo varias as metodologias utilizadas nos tecidos bioldgicos para a visualizagdo da sua estrutura
interna com o MEV: fratura da amostra, dissociagdo ou microtomia [12]. No entanto, a microtomia
permite o levantamento de informagdes utilizando o ML antes do MEV pois o MEV permite a

visualizacao da superficie plana e a posi¢ao topografica da amostra em secgao [12].

Assim, é esperado que os procedimentos de rotina da histologia para ML possam facilitar a
correlacdo de imagens do ML com as de MEV e MET, pois estas imagens fornecem um detalhe
morfolégico completo das superficies internas e externas das amostras biologicas, o que permite
melhorar o diagnéstico dado na AP [2], [13], [14].

A questao de partida deste trabalho é: avaliar o valor do MEV, que € um instrumento especializado no

estudo das superficies, na obtengéo de informagao importante para o diagndstico.
Para responder a esta questao, foram estabelecidos os seguintes objetivos:

e Estudar com o MEV as amostras incluidas em parafina para a identificagdo de informagao
com significado anatomo-patoldgico evidenciando a importancia da utilizagdo do método;

e Elaborar protocolos de preparagdo de amostras para a sua observagdo no MEV, aferindo a
qualidade da preservagao das amostras através da comparagao dos diferentes protocolos;

o Estudar um sistema de detecdo de sinal do MEV, realizando reverse-engineering no detetor

de eletrdes retrodifundidos para conceber a sua aplicagédo ao MEV.

Deste modo, neste trabalho comegou-se por tratar de colocar em funcionamento um detetor de
eletrdes retrodifundidos. Assim, procedeu-se a abertura do amplificador para colocar a descoberto o
circuito de modo a elaborar um esquema do mesmo para se perceber como o sinal era gerado e

como seria possivel inseri-lo e controla-lo no MEV (parte |).

Apoés isto, deu-se inicio a parte da dissertagdo que corresponde a Microscopia Correlativa

propriamente dita, tendo sido efetuado um conjunto grande de observagdes de tecidos de rato (parte

).
1.2 Microscopia

O olho humano tem um limite de resolugdo de cerca de 0,2mm, ou seja, ndo tem a capacidade de
distinguir dois pontos que distam entre si menos de 0,2mm [15]. Para conseguir ultrapassar esta
barreira, o Homem criou equipamentos de ampliacdo de imagem, nomeadamente lupas,

microscopios e telescopios [15], [16]. No presente trabalho focar-nos-emos sobre os microscopios.

A nivel historico, existem varias pessoas que sao tidas como inventoras deste tipo de equipamento,
como Galileo Galilei, ou Hans Lippershey (detentor da patente do telescdpio). Contudo, é transversal
o contributo dos fabricantes de 6culos Hans e Zacharias Jasen, que no final do século XVI criaram

um instrumento formado por um conjunto de duas lentes que permitia observar os objetos em
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tamanho aumentado. Este equipamento foi aperfeicoado no século XVII pelo fisico britanico Robert
Hooke. Algumas das observagdes feitas por Hooke foram posteriormente referidas pelo cientista
holandés Anton van Leeuwenhoek, que no final do mesmo século ja tinha observado células
sanguineas, bactérias e estruturas dentro das células animais utilizando um microscoépio de luz visivel
[16], [17].

Durante o século XVIII, varias invengdes tecnoldgicas e melhoramentos no design dos microscopios
fizeram com que ficassem bastante populares em diversas areas: biologia, zoologia, geologia, entre
outras. Contudo, s6 no inicio do século XX é que se descobriu algo que revolucionaria a maneira de
ver as amostras ao microscopio. Descobriu-se que, usando eletrdes acelerados em vacuo, estes se
comportariam do mesmo modo que a luz (fotdes). E também se descobriu que usando campos
elétricos e magnéticos, era possivel controlar a trajetéria dos eletrbes, da mesma maneira que as
lentes de vidro controlam a luz [17]. Essa descoberta resultou na invengédo do microscopio eletrénico.
O primeiro microscépio eletrénico foi, assim, criado em 1931 por Ernst Ruska e Max Knoll na
universidade de Berlim [17], [18].

Os microscopios tém que produzir uma imagem ampliada da amostra, para poder visualizar os

detalhes pequenos que a amostra possua com o olho humano [16].

Existem varias categorias de classificagdo dos diferentes tipos de microscopias: de acordo com o
principio fisico que utilizam, como interagem com a amostra, como é feita a observagdo da mesma ou
mesmo a sua area de aplicagdo. Para o efeito deste trabalho, sera feita a classificacdo tendo em

conta a formacao da imagem da amostra.

Na biologia, a amostra pode ser observada por transmissdo de campo largo, ou seja, a amostra é
atravessada pelo feixe e a imagem é formada de uma s6 vez no olho ou num ecra. Neste tipo de
microscopia incluem-se, a titulo de exemplo, o microscépio de luz composto, o microscopio de
fluorescéncia e o microscopio eletrénico de transmissdo (MET); ou entdo, a amostra pode ser
observada através de varrimento do feixe pela amostra, formando a imagem ponto por ponto, onde se

incluem o microscopio confocal ou 0 microscopio eletronico de varrimento (MEV).

Na microscopia, a imagem obtida da amostra s6 estara corretamente focada quando a amostra se
encontrar no plano apropriado. Se parte da amostra esta acima ou abaixo desse plano, entao a parte

equivalente na imagem n&o se encontra focada [15].
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1.2.1 Microscopia de Luz

Existem diversos tipos de microscopios de luz, dependendo do modo como o feixe de luz atinge a
amostra. O microscopio pode ser usado em modo de transmissdo, que € 0 que acontece no
microscépio de luz convencional, ou pode ser em modo de reflexdo como o microscépio de luz de
dissecgdo, em que a imagem é ampliada pelas lentes usando a reflexdo da luz na superficie da
amostra [19]. O ML tem um limite de resolugdo de aproximadamente 200nm, determinado pelo
comprimento de onda minimo da radiagdo visivel, o0 que é bastante superior aos 0,2mm do olho
humano [15], [18], [20].

O ML (Figura 1-1) é composto por [17], [21]-[23]:

e Base ou pé, que serve de apoio as restantes estruturas;

e Mesa ou platina, onde fica a ldmina a ser observada, que possui uma janela por onde passa a
luz;

e Tubo ou canhao, que suporta a lente ocular na extremidade superior;

e Revdlver, que é a pega giratéria que suporta as objetivas;

e Coluna ou brago, que se encontra fixado a base, servindo de apoio a outros elementos;

e Parafuso macrométrico, que permite movimentos de grande amplitude, rapidos, para a
deslocacgao vertical da platina;

e Parafuso micrométrico, que permite movimentos lentos para focagens mais precisas da
amostra;

o Fonte de luz;

e Condensador, lente convergente que orienta e espalha de um modo regular a luz sob o
campo de visao;

e Diafragma, que regula a intensidade da luz que incide no campo de visao;

e Lentes objetivas, que se encontram na extremidade mais préxima da amostra e que projetam
uma imagem da mesma;

e Lentes oculares, que permitem ampliar a imagem dada pelas objetivas.

W

&

Figura 1-1 — Exemplar de um
microscopio de luz
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O ML é um instrumento que usa a luz visivel para produzir uma imagem ampliada da amostra que é
depois visualizada num sistema de imagem. A amostra é colocada antes do ponto de foco da lente
objetiva e aimagem ¢é depois ampliada pela lente ocular, para um plano conveniente para o utilizador
[171, [21]-[23].

Existem dois componentes importantes na formagéo das imagens: a lente objetiva que recolhe a luz
difratada pela amostra e que forma uma imagem real, ampliada e invertida perto da ocular e o
condensador que foca o feixe de luz numa pequena area da amostra para que s6 essa area possa
ser analisada [21]-[23].

Para a visualizagdo de amostras neste equipamento, estas tém de ser oticamente transparentes,
como € uma secc¢ao fina de tecido biolégico. Usando diferentes coloragdes é possivel revelar certos
componentes da célula, pois as coloragdes (ou seja, conjuntos de quimicos que absorvem a luz em

diferentes comprimentos de onda) tém afinidade para zonas especificas da amostra [17].

A coloragado utilizada rotineiramente na microscopia de luz para o diagnéstico em AP é a
Hematoxilina-Eosina (HE), pois € uma coloragdo topografica, ou seja, distingue o nudcleo do
citoplasma das células. Os nucleos ficam corados de roxo pela Hematoxilina e o citoplasma fica

corado de rosa devido a Eosina [24].

Existem varias técnicas de microscopia de luz que podem ser utilizadas atualmente, dependendo do

tipo de informacgdo que se pretende obter da amostra.

1.2.1.1 Microscopia de Luz Polarizada

Para este tipo de microscopia € necessario que o microscopio seja equipado com um polarizador
(primeiro filtro polarizador), que se encontra posicionado no caminho da luz antes que esta atinja a
amostra e com um analisador (segundo filtro polarizador) que é colocado entre as objetivas e as

oculares [25].

A luz é polarizada no polarizador e atinge a amostra. Se esta possuir porgdes cristalinas ou com um
padréo regular como por exemplo, colagénio, a luz é polarizada por estas porgdes. Ao atingir o
segundo filtro, as areas que polarizaram a luz encontram-se mais brilhantes, contra um fundo escuro,

sendo faceis de distinguir [25].

1.2.1.2 Microscopia de Campo Escuro

Para este tipo de microscopia é necessario que o microscopio seja equipado com um condensador
especial, que bloqueia a luz que normalmente passa através e em torno da amostra. A imagem é
formada pelos raios de luz que foram desviados pela amostra e posteriormente capturados pelas

lentes objetivas. A amostra encontra-se, assim, iluminada, fazendo contraste com o fundo escuro [25].

Para se conseguir observar a amostra com este tipo de microscopia, esta deve possuir um indice de

refracdo diferente do meio [25].
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1.2.1.3 Microscopia de Contraste de Fase

Para este tipo de microscopia é necessario que o microscopio seja equipado com um sistema de
anéis de fase colocados no caminho da luz, nas lentes objetivas e condensador. A luz atravessa as
estruturas com diferentes densidades, o que vai levar a que tenham diferentes velocidades, sendo
formada da imagem. A interferéncia entre estes dois caminhos produz imagens cuja densidade das

estruturas aparecem mais escuras que o fundo [25].

1.2.1.4 Microscopia de Fluorescéncia

Para este tipo de microscopia € necessario equipar o microscépio com uma fonte de luz adequada,

bem como diversos filtros [25].

A fonte de luz pode provir de lampadas de Mercurio ou de Xénon, pois produzem luz de alta energia e
de comprimento de onda curto para excitar os eletrdes de certas moléculas da amostra, colocando-os
em orbitais mais elevadas. Quando estes eletrdes voltam a sua camada de valéncia, emitem luz de
baixa energia e de comprimento de onda longo, normalmente no espectro do visivel, formando entao

a imagem [25].

A existéncia de filtros permite direcionar e selecionar o tipo de luz que pode excitar a amostra.

Existem filtros de excitacao, filtros de barreia e espelhos dicromaticos [25].

1.2.15 Microscopia Confocal

O microscopio utilizado na microscopia confocal € muito semelhante ao da microscopia de

florescéncia.

Um laser emite um feixe de luz que incide no espelho dicréico e, de seguida, na objetiva. Esta
converge a luz para um unico ponto na amostra. Ha medida que a luz atinge a amostra, fotdes
fluorescentes sdo emitidos e alguns entram pela lente objetiva. Outros passam pela pinhole (abertura)
e sdo captados pelo fotomultiplicador. O fotomultiplicador transforma o sinal luminoso em sinal

elétrico que sera analisado por um computador.[23]

O microscopio digitaliza assim a amostra sequencialmente, ponto por ponto e reune os pixéis numa
imagem. Deste modo, as segbes Opticas da amostra sdo imagens com grande contraste e resolugdo
nos eixos X, Y e Z [21].

1.2.2 Microscopia Eletronica

A microscopia eletronica utiliza outra fonte de radiagdo que néo a luz (fotdes). Neste caso utiliza-se
um feixe de eletrbes que ira interagir com a amostra. No entanto, as amostras para o MEV tém que
ser tratadas por forma a estar estaveis em vacuo e devem ser condutoras, e para o MET, além destas
duas condigdes, também tém que ter a espessura adequada. Estas duas condi¢des (estabilidade em
vacuo e condutividade) condicionam fortemente os protocolos de preparagdo de amostras

histolégicas para microscopia eletronica. Sera este um dos assuntos centrais abordados nesta tese.
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N&o obstante a complexidade do protocolo de preparagdo de amostras histolégicas para microscopia
eletrénica, esta apresenta como vantagens em relagcdo ao ML, uma resolugao espacial muito superior,

bem com uma profundidade de campo muito maior [19], [20].

1.2.2.1  Microscopia Eletrénica de Varrimento

O MEV é um dos instrumentos mais versateis disponivel para o estudo e analise de caracteristicas
estruturais e topograficas [18], [26], [27]. A apresentacdo caracteristica da imagem tridimensional da
amostra é o resultado da grande profundidade de campo deste equipamento, bem como o efeito
sombra-relevo do contraste de eletrées. Uma outra maneira de obter este tipo de informacgao
tridimensional com este nivel de resolugéo é possivel através da reconstrugdo da estrutura a partir de

secc¢des seriadas (secgdes seguidas) observadas em MET [27].

A primeira vez que um MEV foi utilizado na observagéo de amostras foi entre as décadas de 30 e 40
do século XX. Em 1938, von Ardenne estabeleceu os principios basicos do MEV, como por exemplo,
a formacgéao do feixe e a sua deflexdo, a posi¢cdo dos detetores e como amplificar o sinal do fluxo de
eletrdes [28]. Depois, Zworykin e a sua equipa nos RCA Research Laboratories construiu um MEV

que tinha uma resolugéo de 50nm [28].

Em 1948 a investigacdo com o MEV foi novamente retomada na Universidade de Cambridge por
Charles Oatley. Oatley, juntamente com os seus estudantes, construiram cinco MEV. O primeiro
destes equipamentos demonstrou como o MEV pode revelar a natureza tridimensional das

superficies [29]. Em 1965 foi produzido o primeiro MEV comercial [28].
1.2.2.1.1 Funcionamento

No MEV, um feixe de eletrbes altamente focado percorre a superficie das amostras ponto por ponto,
linha a linha. Os eletrdes secundarios ou retrodifundidos pela amostra sdo detetados por detetores de

eletrdes, sendo este sinal tratado por forma a criar uma imagem pixel por pixel num ecra [30], [31].
O MEV possui varios componentes que sao essenciais ao seu funcionamento:

O canhao de eletrbes, produz e acelera eletrbes até a amostra. O canhdo pode ter dois tipos de
emissao, (1) termoemisséo - de tungsténio ou hexaboreto de lantanio - e (2) de emissdo de campo.
Para que os eletrbes se propagem sem que ocorra dispersdo € necessario criar vacuo ao longo da

coluna [18].

Cada MEV possui um conjunto de lentes, para permitir que o feixe de eletres seja focado na
amostra. Para fazer isso, recorre-se a um campo eletrostatico ou eletromagnético [18]. As lentes
condensadoras sao aquelas que convergem e colimam o feixe de eletrdes, controlando a dimensao
da sonda. As lentes objetivas sdo aquelas que dirigem o foco de eletrbes para o local a analisar na

amostra [18].
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Uma escolha apropriada de lentes resulta na redugdo do didmetro do feixe de eletrdes na amostra e,
consequentemente, uma melhoria na resolugdo da imagem, pois sdo usadas para focar e definir o
feixe [18].

Na maioria dos MEV, o sistema de vacuo é composto por uma bomba difusora que tem uma bomba

rotativa a apoia-la e que permite que haja vacuo quer na coluna quer na camara [32].

O sistema de varrimento permite que seja formada uma imagem da amostra. Para tal, o feixe de
eletrbes faz o varrimento da amostra horizontalmente em diregées perpendiculares (X e Y). O
procedimento denomina-se raster scanning e faz com que o feixe cubra uma area retangular das
amostras. Os outputs dos geradores X e Y sdo aplicados a um equipamento que forma e faz o display
da imagem, tal como acontece num tubo de raios catdédicos (TRC). O feixe de eletrdes do TRC
apresenta um sincronismo exato com o feixe do MEV, de forma que cada ponto da amostra (dentro

da area do raster scan) seja equivalente a um ponto no display da imagem [17].

A cémara onde é colocada a amostra € um espacgo livre, imediatamente abaixo da lente objetiva,
onde estao posicionados todos os detetores usados no microscépio - detetores de sinal de eletrées e
detetores de raios-X - bem como onde é possivel movimentar a amostra e onde é necessario criar o

vacuo [18] (Figura 1-2).

Vacuum
Chamber

Anode

Condenser
Lens

' Electron
Condenser o Beam

Lens

Figura 1-2 - Esquema exemplificativo dos componentes existentes num
MEYV [86]

Hélia Ferreira 8 Novembro de 2016



Introducéo

1.2.2.1.2 Modos de imagem

A formagao da imagem no MEV esta dependente da aquisigdo dos sinais produzidos a partir da
interagao do feixe de eletrdes com a amostra. A existéncia de detetores dos diversos sinais emitidos é

0 que permite a visualizagdo das imagens.

A interacdo do feixe de eletrbes com a amostra ocorre dentro de um volume de excitagdo na
superficie da mesma. A profundidade desse volume estd dependente da composicdo sdlida da

amostra, da energia do feixe incidente e do angulo incidente.

Existem dois tipos de processos de scattering, ou espalhamento: processos elasticos e inelasticos.
Os processos elasticos sao aqueles em que os eletrdes conservam toda a sua energia, resultando na
producgéo de eletrbes retrodifundidos quando os eletrdes viajam de volta para a superficie da amostra
e escapam para o vacuo. Os processos inelasticos sdo aqueles em que os eletrées perdem energia
acabando por excitar a estrutura das amostras. Quando estes eletrdes de baixa energia escapam

para o vacuo, sao chamados de eletrdes secundarios [18].

Eletroes Secundarios

O scattering inelastico é responsavel pela transferéncia de energia que pode resultar na emisséo de
radiagao secundaria [33]. Os eletrdes secundarios sao definidos na base da sua energia cinética, isto
€, sao todos os eletrbes emitidos, a partir da amostra, com uma energia inferior a 50 eV [34]. Estes
séo produzidos pelas interagbes entre os eletrbes energéticos do feixe e os eletrdes de fraca ligagao
dos metais utilizados no cobrimento da amostra. Se os eletrbes tiverem energia suficiente, havera
ionizacado das camadas de valéncia dos atomos. Durante este fendmeno existe a ejecao de eletrdes

gue possuem uma determinada energia cinética e que vao atingir o detetor [35].

Em média, os eletrdes secundarios sdo gerados a baixa profundidade. A maioria destes entram em
repouso apods a interacdo com a amostra. Pelo contrario, aqueles criados préximos a superficie
podem escapar para o vacuo, especialmente se no inicio se deslocavam em direcao a superficie [34],

[36].

Para detetar os eletrbes, eles sdo primeiramente atraidos para um elétrodo de malha de arame
carregado positivamente. Como a maioria dos eletrbes passa pela malha, eles sdo acelerados para o
cintilador que também esta carregado positivamente. O cintilador converte a energia dos eletrdes em
fotbes, fotdes esses que véao até ao fotomultiplicador, que converte a energia dos fotdes em eletrdes
novamente, sendo depois projetados num ecra. O detetor mais comum de se encontrar num MEV ¢ o
Everhart-Thomley [17], [18].

Na pratica, ha geralmente alguma assimetria devido ao facto de o detetor de eletrbes secundarios
estar localizado para um dos lados da cAmara. As caracteristicas de superficie que sao inclinadas em
direcdo ao detetor aparecem especialmente brilhantes porque os eletrdes emitidos por estas regides
tém uma maior probabilidade de alcancar o detetor. Este facto pode ser utilizado para distinguir
caracteristicas salientes e depressbes na superficie da amostra. Como resultado, a imagem tem uma

aparéncia tridimensional, semelhante ao de uma superficie aspera obliguamente iluminada pela luz, o
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que faz com que o contraste topografico seja relativamente facil de interpretar [34]. Os eletrdes
secundarios sao principalmente usados para o contraste topografico, ou seja, para a visualizagao da
textura e rugosidade da amostra. A visualizagdo de uma imagem topografica depende do numero de

eletrdes que atinjam o detetor [18].

Eletroes Retrodifundidos

Os eletrdes retrodifundidos sao eletrdes provenientes do feixe gerado no canhao de eletrdes que sédo
projetados de uma amostra por scattering elastico, saindo da amostra com energia préxima da
energia do feixe primario. Assim, podem ser distinguidos dos eletrdes secundarios utilizando por base

a sua energia cinética [17], [34], [35].

Outra caracteristica dos eletrées retrodifundidos é a relagdo com o niumero atémico dos elementos da
amostra: o coeficiente de retrodifusdo (fragdo de eletrbes do feixe primario que saem da amostra
como eletroes retrodifundidos) aumenta para nimeros atémicos elevados, sendo quase linear para
numeros atémicos baixos. Deste modo, o contraste existente nas imagens obtidas através dos
eletrdes retrodifundidos traduz variagbes na composicdo atdbmica da amostra. As zonas com

elementos de maior numero atémico surgem mais claras neste tipo de imagem [17], [34], [35].

Existe ainda outra diferenca entre os dois tipos de imagens, relativa a profundidade de onde é obtida
a informagao da imagem. No caso da imagem por eletrdes retrodifundidos, o sinal provém de cerca
de metade da profundidade de penetragdo do feixe primario, superior as imagens por eletrbes

secundarios.[34]

O detetor usado para os eletrdes retrodifundidos € um pouco diferente do usado para os eletrbes
secundarios, pois esta carregado negativamente para evitar que os eletrbes secundarios sejam
atraidos para ele. Apenas os eletrées que viajam num caminho reto da amostra para o detetor é que
vao formar a imagem dos eletrdes retrodifundidos [18]. Os eletrdes podem ser detetados por um
cintilador/fotomultiplicador, se este estiver carregado negativamente. Os eletrdes sdo captados se
estes colidirem diretamente no colimador [17]. Existem dois tipos de detetor - Robinson e Solid State -
e sao montados entre a objetiva e a amostra. O modo de funcionamento do primeiro (Robinson) é
semelhante ao Evertart-Thomley. O segundo € um detetor semicondutor; se um eletrdo chegar ao
detetor e atravessar a regido de transicdo do semicondutor, a energia que ainda lhe resta é usada
para excitar os eletrbes de valéncia da banda condutora, criando a mobilidade de eletrées, e

consequentemente, a mudanca dos locais das lacunas [17].

O sinal obtido pelos eletrées retrodifundidos contém pouca informagao sobre a topografia do material,
mas fornece informagédo quimica devido as diferencas dos numeros atémicos dos materiais que
constituem a superficie da amostra. Também a orientagdo dos planos cristalinos do material,
relativamente ao feixe de eletrdes incidente, afeta a penetragdo do feixe na amostra, através do efeito
de difragéo, que fornece alguma informagéao relativamente a orientagdo dos diferentes planos numa

amostra policristalina [34].
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A imagem dada pelos eletrbes retrodifundidos permite, assim, identificar a existéncia particulas na
amostra, bem como a sua composi¢ao quimica relativamente ao que as envolve, e ao mesmo tempo,

ter a sua localizacdo na amostra.

Espectroscopia de dispersao de energia

A espectroscopia de dispersdo de energia de radiagdo-X é uma técnica microanalitica qualitativa e
quantitativa que consegue fornecer informagédo da composi¢cdo quimica de elementos com numeros
atémicos superiores a trés. Os eletrbes do feixe primario penetram na amostra e interagem com os
atomos de que esta é feita, resultando em dois tipos de radiagdo-X: bremsstrahlung de radiagdo-X e

radiacéo-X caracteristica [37].

Quando um eletrao da camada interna € deslocado pela colisdo com o eletrao do feixe, um eletrdo da
camada mais exterior vai decair para a camada interna que perdeu o eletrdo para repor o equilibrio
de cargas nas orbitais do atomo, levando a um evento de ionizagdo. Assim, através da emisséo de
um fotdo de raio-X, o atomo ionizado volta ao seu estado base. Adicionado aos picos de radiagao-X
caracteristica, um fundo continuo é gerado através da desaceleragéo de eletrdes de elevada energia -
bremsstrahlung de radiagdo-X [18]. Esta radiagédo-X é detetada por um detetor que vai mostrar o sinal
na forma de um espectrograma de intensidade versus energia da radiagao-X. A energia adquirida da
radiagcao-X caracteristica permite que os elementos que constituem a amostra sejam identificados e
as suas concentragdes quantificadas gragas aos picos existentes no espectrograma [37]. A resolugéo
espacial depende do tamanho do volume de interagcdo com a amostra, que é controlado pela tenséao

de aceleragao e a média de numeros atdomicos dos elementos existentes na amostra [37].
1.2.2.1.3 Tipos

Dependendo do tipo de amostras que se podem ver, existem varios tipos de MEV. Assim, & possivel

distinguir trés tipos de MEV:

e O MEV convencional é aquele em que € utilizado na obtengao de imagens de rotina, usando
varios tipos de detetores. E necessario utilizar uma amostra seca e condutora, sendo muitas
vezes necessario prepara-la para que apresente estas qualidades. A amostra deve ser capaz
de suportar elevado vacuo, pois este € necessario para que o feixe de eletrbes nao disperse
[38];

¢ O MEV de emissdo de campo (FESEM, do inglés Field Emission Scanning Eletron
Microscope) é semelhante ao MEV convencional, tendo uma fonte de eletres diferente. E
usado com o canhdo de eletrées de emissdo de campo. Como contrapartida, este tipo de
MEV necessita de condi¢cbes de maior vacuo que as utilizadas no MEV convencional [39];

e O MEV ambiental, também chamado de MEV de baixo vacuo, apés terem sido focados pela
lente objetiva, os eletrbes do feixe encontram apenas moléculas gasosas durante os ultimos
milimetros da sua jornada. O gas que se encontra na zona da amostra, €, normalmente,
vapor de agua, o que permite a utilizacdo de amostras que nao foram secas para a sua

visualizagao no microscopio [17].
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1.2.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo

Neste trabalho, devido a questdes de tempo, acabou por ndo se efetuar observagbes por MET.
Contudo, justifica-se uma breve descricdo do mesmo, uma vez que este tipo de microscopia permite

complementaridade nas observagdes de amostras bioldgicas entre ML e MEV.

O modo de funcionamento do MET é muito semelhante ao do microscopio de luz convencional, tendo

como grande diferenca o facto de a fonte de radiagéo serem eletrdes e nao luz (fotdes) [15].

Nas décadas de 1950 e 1960 foram comercializados os primeiros microscopios eletronicos de
transmissao. As diversas lentes - condensador, objetiva e projetora - atuavam no feixe de eletrdes e

produziam a imagem ampliada da amostra que transmitia parte do feixe [19].

Figura 1-3 — Exemplo de um microscépio
eletrénico de transmisséo [40]

O MET (Figura 1-3) tem diversos componentes que serao descritos de seguida [40]:

e Canhéao de eletrées — é onde se gera o feixe de eletrbes, sendo normalmente colocado no
topo da coluna. Os tipos de canhdes sdo semelhantes entre o MET e o MEV;

o Coluna — é onde se encontra o canhdo de eletrbes, as diversas lentas eletromagnéticas e o
porta-amostras e é onde é formado o vacuo;

e Lentes eletromagnéticas — € o que direciona o feixe de eletrbes;

e Detetores — o detetor mais utilizado no MET ¢é o sistema de espectroscopia de dispersao de
energia de radiagdo-X, que também se pode encontrar no MEV,;

e Porta-amostras — onde séo colocadas as grelhas para a visualizagao das amostras em vacuo.
O porta-amostras possui um ou dois pogos numa das extremidades onde é colocada a grelha
que tem a amostra;

e Painel de controlo — que controla os campos gerados pelas lentes para focar a amostra, bem

como todas as outras caracteristicas necessarias para uma boa qualidade de imagem;
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As amostras, para serem vistas por este microscopio, tém que ser finas o suficiente para que o feixe

de eletrbes as atravesse, sendo a sua espessura da ordem dos 50 a 90nm. Podem ser montadas em

Camara de visualizagdo — encontra-se no fundo da coluna com uma janela e com um par de
binoculares ajustaveis. A imagem da amostra é projetada no ecra fluorescente existente na

camara.

grelhas de cobre e cobertas com carbono [19].

1.2.3 Microscopia Correlativa

A Microscopia Correlativa (MC) (Figura 1-4) é uma metodologia que junta as diversas capacidades
dos sistemas de microscopia anteriormente descritos para observar uma mesma amostra. Com a
combinacao de toda a informacao obtida, é feito um estudo de maior abrangéncia da amostra [4]-[6].

Isto porque diferentes tipos de microscopios dao diferentes informagdes, logo, é possivel realizar um

estudo muito mais completo da amostra do que se s6 se utilizar um tipo de microscoépio [5].
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i i\
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Figura 1-4 - Esquema comparativo das diferentes microscopias - microscopia de luz
de transmissado, microscopia eletrénica de transmissao e microscopia eletrénica de
varrimento [87]

A MC tem como caracteristicas [41]:

A

A identificagéo da regido de interesse;
A colocagédo do alvo numa regido mais ampla;
A identificacdo de diversas informagdes a partir das diferentes técnicas;

A procura de uma melhor resolucdo utilizando a ME, que fornece detalhe ultraestrutural.
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Esta metodologia tem bastante importancia na area das ciéncias biomédicas, pois €& possivel fazer

uma compilagdo correlativa da informacgao estrutural a nivel tecidular, celular e até molecular [4], [42].

Quando se fala de MC, qualquer combinagdo entre dois ou mais dos sistemas de imagem que
utilizem luz, eletrdes, raios-X ou mesmo ressonancia magnética sao possiveis [41], [42]. Contudo, o
que € mais comum se encontrar na bibliografia € a combinagéo entre a microscopia de luz visivel e a
microscopia eletrénica - microscopia de luz e eletronica correlativa (CLEM do inglés correlative light
and eletronic microscopy). A combinacao destes dois métodos permite a visualizagdo da célula para
encontrar um evento raro num tecido e identificar o local para posterior visualizagdo em alta resolugao
com a microscopia eletrénica [6], [8], [42]-[46]. Isto porque a microscopia eletrénica tem como

grandes limitagdes o campo de viséo restrito e de ndo ser possivel ver organismos vivos [5], [8], [42].

A utilizagdo da CLEM em amostras bioldgicas foi feita, pela primeira vez, ainda na década de 1970,
quando se correlacionou tecidos onde tinha sido feita imunohistoquimica para microscopia de luz e

depois foram vistos em microscopia eletronica [47].

A utilizagdo da CLEM com instrumentos separados tem diversos obstaculos que precisam de ser
superados: o reconhecimento e a localizacao da regido de interesse nos dois tipos de microscopia e
observagdo da amostra nos dois microscopios [48]. Assim, a maneira mais facil de correlacionar é
usando a informacgao obtida apds a aplicagdo de protocolos diferentes a amostras similares, e ndo a

mesma amostra, ou seja, amostras paralelas que nao foram preparadas de forma idéntica [8], [10].

Ha quem defenda que s6 quando se utiliza a mesma amostra é que se deve utilizar o termo de
microscopia correlativa, pois s assim é possivel estudar a mesma estrutura existente na mesma

regido da mesma amostra [9].

Recentemente, tém sido criados diversos equipamentos na tentativa de que a mesma amostra possa
ser observada nos dois tipos de microscopios [49]. No entanto, a ideia ndo € nova, pois ja em 1982
um instrumento foi construido para facilitar o diagndstico, s6 que ndo chegou a ser comercializado
[42].

Para a realizagdo de alguns diagndsticos, atualmente, recorre-se a MC entre a microscopia de luz e a
microscopia eletronica (de transmissdo) de amostras que podem ou néo ser exatamente a mesma [9].
Quando a amostra é exatamente a mesma, o que se costuma fazer é retirar a area de interesse do
bloco de parafina, reinclui-lo em resina e depois, analisar sec¢des semi-finas de amostra em resina
para novamente analisar a area ao ML, para localizar a regido de interesse e realizar, entédo, as

seccdes ultrafinas para a microscopia eletronica [41].

Hélia Ferreira 14 Novembro de 2016



Introducéo

Figura 1-6 - Glomérulo visto por um Figura 1-7- Glomérulo visto por um
Figura 1-5 - Glomérulo visto MEYV - detalhe poddcito (6000X) [87] MET - detalhe podécito (5600X) [87]
por um ML (360X) [87]

Quando se fala em microscopia correlativa em diagnéstico, fala-se da possibilidade de utilizar a
microscopia de luz e eletrénica. O que acontece € que se utiliza a microscopia de luz de transmissao
e a microscopia eletrénica de transmissao, pois € o mais tradicional - realizagdo de secgdes das
amostras para ver ao microscopio. No entanto, existem diferengas na resolugdo e na area de
observagao da amostra quer para o ML quer para o MET [50]. Para ultrapassar essas diferencgas,
pode-se utilizar o MEV, pois possui uma gama de resolugao que varia quase desde a resolugdo do
ML até a do MET, além de que apresenta um tipo de imagem diferente daquele que é obtido pela
microscopia de transmissdo, porque da informagédo sobre a topografia da amostra, bem como de
material estranho presente, mesmo quando se possa estar a falar de cortes histologicos [12], [27]

(Figura 1-5, Figura 1-6 e Figura 1-7).

Para se estabelecer um critério valido para diagnéstico com MEV, é necessario que as observacdes
neste microscopio sejam bem documentadas com estudos na microscopia de transmissao da mesma

amostra, pois s6 assim é possivel melhorar a precisao do mesmo [14], [51].
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1.3 Caso de estudo: Tecidos de Rato

Neste trabalho foram utilizados os tecidos incluidos em parafina existentes no arquivo do laboratério
no Centro de Microscopia Eletrénica e Histopatologia Egas Moniz da Cooperativa de Ensino Superior
Egas Moniz. Nas amostras foram executados cortes seriados: um corte para a visualizagdo no ML e
os restantes para o estudo das caracteristicas do tecido em MEV. Por cada caracteristica, realizou-se

um corte para ML, para comparagao das estruturas existentes nos diversos cortes.

Para maior controlo de todas as fases pelo qual o tecido passa na rotina histolégica, foram cedidos
pelo Instituto Ricardo Jorge — Centro de Estudos de Vectores e Doengas Infecciosas Doutor
Francisco Cambournac alguns tecidos de rato. Estes tecidos foram fixados em FNT, sofrendo um
processamento para que ficassem incluidos em parafina. Apds a sua inclusdo em parafina, foram

cortados para as duas microscopias utilizadas: ML e MEV.
1.3.1 Tecidos estudados

1.3.1.1 Péncreas
O péancreas é uma glandula tanto enddcrina como exécrina [52].

O péancreas € revestido por uma capsula de tecido conjuntivo e é dividido em Iébulos, que sao

acumulagdes densas de glandulas exdécrinas, que muitas vezes envolvem os ilhéus [53].

A porgao exdcrina do pancreas € formada a partir de conjuntos de glandulas tubuloacinares que estao
agregados em I6bulos. Sdo compostos por grandes células epiteliais secretoras piramidais que
rodeiam e definem um limen, agrupados em acinos. A orientagdo luminal pode nao ser reconhecida
devido a natureza bidimensional dos cortes histologicos. Na superficie luminal as células estao
ligadas entre si e na superficie basal sdo suportados por uma |amina basal [52], [53]. As células
acinares podem ser binucleadas, com complexos de Golgi e reticulo endoplasmatico proeminentes e

o citoplasma apresenta grandes quantidades de granulos eosindfilos segregados [52], [53].

A parte enddcrina € composta por grupos de células enddcrinas com a sua rede capilar - ilhéus de
Langerhans - que se encontram incorporados no meio do tecido acinar. Os ilhéus de Langerhans s&o
compostos por varias combinagdes de dois tipos de células enddcrinas: as células alfa que segregam
glucagon e ocupam a periferia do ilhéu e as células beta que segregam insulina, s&o mais numerosas

e preenchem o centro do ilhéu [52], [53].

1.3.1.2 Coracgao

O coragao é um 6rgao muscular oco que se encontra rodeado por um tecido fibroelastico - pericardio.
A parede do coracdo é constituida por trés camadas distintas: endocardio, miocardio e epicardio. O
endocardio € a camada interior que reveste as camaras e que cobre as valvulas. O miocardio é a
camada intermédia constituida por musculo cardiaco. O epicardio é camada externa composta por
mesotélio e tecido conjuntivo, que cobre a superficie do coragdo como o pericardio visceral. A

cavidade do pericardio, preenchida com fluido, separa o pericardio do epicardio [52].
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A maior parte do miocardio € composto pela grande area eosindfila do citoplasma dos cardiomidcitos.
O nucleo dos cardiomiocitos € grande, retangular e contém cromatina granular e pode conter um ou
dois nucléolos. Entre cardiomiécitos estd um intersticio delicado com fibroblastos e capilares
revestidos com células endoteliais. Os fibroblastos e as células endoteliais sdo semelhantes entre si
quando visualizadas em ML, tém um citoplasma escasso € um pequeno nucleo ovaldide densamente
basdfilo [53].

O epicardio e o endocardio sdo muito finos, por vezes, da espessura de uma camada de células [53].

O sistema de condugdo do impulso do coragdo € composto por fibras musculares cardiacas
especializadas que sao estimuladas por nervos do sistema nervoso auténomo. Este sistema possui o

nédulo sinusal, o nddulo auriculo-ventricular e as fibras de Purkinje [52].

1.3.1.3 Rim

O rim é um 6rgédo em forma de feijao e coberto por uma capsula de tecido conjuntivo. Do lado

cbncavo menor encontra-se o hilo e é de onde saem os vasos renais, 0s nervos e o uréter [52], [53].

O rim ¢é dividido em duas regides: o cortex, que contem maioritariamente os glomérulos e alguns

tubulos, e a medula, composta por vasos sanguineos e tubulos coletores [52].

A unidade funcional deste érgdo é o nefrénio, que é constituido pelo glomérulo e tdbulos urinarios
associados - tubulo proximal, ansa de Henle descendente e ascendente, segmento reto, macula
densa e tubulo distal. O glomérulo, composto por um tufo de capilares rodeados por capsula de
Bowman, é fornecido por uma arteriola aferente e drenado por uma arteriola eferente. No rato, um
dimorfismo sexual € observado no tipo de epitélio da capsula de Bowman: epitélio cubdide para a

maioria dos glomérulos no macho, epitélio pavimentoso na fémea [52], [53].

Histologicamente, a rede vascular glomerular é apoiada por células mioepiteliais incorporando a
matriz extracelular. A superficie luminal de capilares é revestida por endotélio fenestrado, ao passo
que a superficie urinaria é coberta por células epiteliais viscerais (poddcitos), com prolongamentos

caracteristicos — pedicelos [53].

1.3.1.4 Pulméao

Os pulmdes fazem parte do sistema respiratério. E onde se fazem as trocas gasosas [52]. Os

pulmdes, no rato, sdo divididos em quatro l6bulos do lado direito e um do lado esquerdo [53].

Nos pulmdes estdo presentes os bronquiolos revestidos por epitélio ciliado e nao ciliado. Os
bronquiolos ramificam-se para formar os ductos alveolares, seguidos pelos sacos alveolares e por
fim, os alvéolos. Antes dos bronquiolos existem os brénquios e a traqueia. A traqueia possui um
epitélio colunar ciliado e é suportada por varios anéis em forma de C de cartilagem hialina. A
cartilagem hialina é caracterizada por ter um aspeto esbranquigcado e lustroso no estado vivo e é

composta por células - os condrécitos - que estdo em lacunas [52].
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Os alvéolos sdo estruturas de paredes finas revestidas por células epiteliais e suportadas pelos
septos (tecido intersticial). As células alveolares, ou pneumacitos, podem ser de dois tipos: tipo | e
tipo Il [52]. Os pneumdacitos tipo | estdo diretamente envolvidos na troca gasosa, ao passo que o0s
pneumdécitos tipo Il produzem surfactante e funcionam como células de reserva para o epitélio
alveolar [53]. As células tipo Il podem ser reconhecidas pela sua localizagéo caracteristica na jung¢ao

dos septos bem como pela sua forma cuboide e citoplasma vacuolizado [52].

Dentro dos espacos alveolares estdo os macrofagos alveolares, que limpam as particulas
transportadas pelo ar e servem como a primeira linha de defesa contra microrganismos que atingem

as superficies epiteliais da zona respiratéria [53].

1.3.1.5 Figado

O figado é dividido em quatro I6bulos contendo a veia hepatica central, da qual células hepaticas
saem, separadas por sinusoides, para a periferia [53]. As fronteiras externas dos Iébulos sdo mal
delimitadas pelas triades (artéria hepatica, veia porta e ducto biliar). As fibras reticulares, originarias

da capsula fibrosa que cobrem o figado, penetram o 6rgao dando apoio ao parénquima [52], [53].

As células hepaticas ou hepatécitos sdo grandes células poligonais com um nucleo central
proeminente e citoplasma eosindfilo. Ocasionalmente podem ser vistos dois nucleos € um ou mais
nucléolos [52], [53].

Os ramos interlobulares da artéria e porta hepatica fornecem o sangue aferentes as sinusoides
hepaticas. As sinusoides por sua vez, drenam para as veias centrais do I6bulo, que sao ramos da
veia hepatica. As sinusoides s&o revestidas por endotélio e células reticuloendoteliais especializadas,

e ainda possuem as células de Kupffer, que funcionam como fagdcitos [52].

Entre os hepatdcitos adjacentes, no lado oposto da sinusoide, estdo os canaliculos biliares. Estes
estendem-se desde a veia central para fora, para a periferia do l6bulo, onde se abrem em ductos

biliares revestidos por epitélio cubico. Esses ductos biliares carregam bilis até a vesicula biliar [52].

1.3.1.6 Bago

O bago é um 6rgéo muito vascular e é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo. E composto

por polpa branca e polpa vermelha [52], [53].

A polpa branca é composta por tecido linféide e forma nddulos caracteristicos (corpusculos de
Malpighi). Ocasionalmente, os centros germinativos séo identificaveis, pois encontram-se cercados

por uma massa esférica de linfocitos, bem como uma arteriola ocupa o centro do nédulo [52], [53].

A polpa vermelha consiste principalmente em células estimuladoras da eritropoiese, linfécitos,

granuldcitos, células plasmaticas, mastocitos e megacariécitos [52], [53].

1.3.1.7 Musculo esquelético

Musculos estriados (voluntarios ou esqueléticos) sdo capazes de contragdo poderosa ou a

manutengado do ténus. O tecido conjuntivo também acompanha este tipo de musculo, bem como os
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vasos sanguineos e os nervos. Os nucleos das células sao alongados e ovais e aparecem no lado de

fora do feixe de fibras do musculo, quando em corte longitudinal [52].

Quando visto em secc¢ao longitudinal das estrias, a partir das quais este tipo de musculo tem o nome,

sao altamente visiveis as bandas claras e bandas escuras verticais que alternam entre si [52].

Todas as fibras musculares esqueléticas tém uma fibra nervosa associada [52].

1.3.2 Variaveis em estudo

Neste trabalho, as variaveis independentes (as que s&o manipuladas) sdo os diversos métodos
aplicados a amostra: diferentes espessuras, diferentes métodos de secagem e diferentes métodos de
condugdo. A variavel dependente (a que sofre o efeito da variavel independente) é a qualidade da
preservacao do tecido da amostra apds submetido aos diferente métodos, sendo avaliada

qualitativamente [54].

1.3.3 Consideracoes éticas
Neste trabalho, de acordo com os procedimentos éticos e legais descritos no Codigo de Nuremberg:

e Ainvestigagéo foi necesséria e realizada com o intuito de trazer beneficios para a sociedade;

e Alnvestigacao foi conduzida de modo a evitar todo o sofrimento e danos desnecessarios.

Hélia Ferreira 19 Novembro de 2016



Introducéo

Hélia Ferreira 20 Novembro de 2016



Técnicas e procedimentos experimentais

2 Técnicas e procedimentos

experimentais

Os procedimentos experimentais deste trabalho iniciaram-se com a realizagdo de um cronograma

com o objetivo de definir detalhadamente as atividades a serem executadas, que se apresenta na

tabela seguinte (Tabela 2-1). A primeira atividade realizada foi a instalacdo de um detetor de eletrées

retrodifundidos. A segunda parte do trabalho consistiu na preparagdo de um conjunto de amostras e

sua observagao por microscopia correlativa.

Etapas do

estudo

Tabela 2-1 — Cronograma de dissertagao de mestrado

Set. Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Margco Abrii  Maio  Junho

Planeamento

Revisao da

Literatura

Reverse-

Engineering

Adaptacéo
de

protocolos

Aplicacdo do
protocolo

ofimizado

Recolha de
dados

Interpretacéo

dos dados

Discussao
dos dados e

concluséao
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Parte |

2.1 Instalagao do detetor de eletroes retrodifundidos

A primeira tarefa realizada no presente trabalho consistia na instalagdo de um detetor de eletrdes
retrodifundidos, pois permitia a obtencdo de informagéao relativamente a composi¢ao quimica relativa
das amostras. Para tal foi necessaria a realizagdo do reverse-engineering no detetor de eletrdes
retrodifundidos para conceber a sua adaptacdo ao MEV. O trabalho iniciou-se pela procura das
datasheets dos diversos componentes para compreender por onde o sinal elétrico passa no circuito.
Foi identificada a saida do sinal e seguiu-se o caminho da corrente no sentido inverso. Foi necessario
identificar os diversos valores das resisténcias e dos condensadores e perceber quais sao os que
intervém ativamente nos ganhos do circuito. A partir dai, foi importante elaborar pequenos esquemas
dos diversos componentes e de como se interligam entre si e identificar, entdo, os sinais de entrada.

Foi criado um esquema e descrito o sinal do detetor de eletrdes retrodifundidos.

2.1.1 Circuito elétrico

Para se fazer o estudo de circuitos elétricos, € necessario ter algumas defini¢gdes presentes [55].

A intensidade de corrente elétrica, ou mais comummente dita como corrente, € o nimero de cargas
elétricas (eletrdes) que por segundo, atravessam uma secg¢do reta do circuito. Ja a tensdo, ou
diferenca de potencial entre dois pontos, € o trabalho que é necessario fazer para mover uma carga

de um ponto a um potencial elétrico mais baixo para um ponto a potencial mais elevado [55].

Analisando agora os circuitos, quando estes possuem uma bifurcacido pela qual a corrente passa,
designa-se por no, qualquer componente presente no ramo € atravessado pela mesma corrente.

Malha é conjunto de ramos e nds existentes no circuito pelos quais passa a corrente elétrica [55].

Quando a tenséo presente no circuito varia ao longo de um determinado tempo de um modo
particular, da-se pelo nome de sinal, que pode ser ou ndo periodico, e tem em conta trés
caracteristicas: a sua frequéncia, a sua amplitude e a sua fase. Mas quando sinais ocorrem
ocasionalmente, sem algumas caracteristicas bem definidas, como a frequéncia ou a amplitude,

denominam-se por ruido [55].

Para alterar o sinal produzido, pode-se recorrer a componentes, como por exemplo resisténcias ou

condensadores, de modo a conseguir o sinal pretendido [55].

Uma resisténcia € um componente que se opbem a passagem da corrente elétrica, quando existe

uma diferenga de potencial aplicada nela [55].

O componente que tenha dois condutores separados por um dielétrico da-se pelo nome de

condensador [55].
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Os circuitos podem ser analdgicos ou digitais. Os analdgicos sdo aqueles cujo o estado de saida
corresponde ao estado de entrada. E como exemplo, temos os circuitos amplificadores, ou seja, os

amplificadores operacionais [56].

2.1.2 Amplificadores operacionais

O amplificador operacional, ou abreviadamente, ampop, € um elemento ativo fundamental no

desenho e funcionamento de circuitos analdgicos [57].

Os primeiros ampops eram circuitos de valvulas que foram criados para serem utilizados nos
computadores, para executar operagdes matematicas em aplicagbes [57], [58]. Contudo, com o
avango da tecnologia, os ampops tornaram-se componentes com funcionamento altamente confiavel
e previsivel, miniaturizado e termicamente estabilizado, ndo possuindo quase nenhuma semelhanga

com os ampops iniciais [57], [58].

Um ampop € entdo, um dispositivo amplificador de ganho elevado, que funciona através de uma
malha de realimentacéo, podendo ser associado em andares de amplificacéo. E representado por um
tridngulo em que esta assinalado as duas entradas diferenciais (entrada inversora - negativa - e ndo

inversora - positiva) e a saida (Figura 2-1) [55], [57], [59].

Gain: A

Vi (O +

O Vut

Figura 2-1 - Esquema representativo de ampop
[59]

2.1.3 Realimentacgao

A realimentagdo de um circuito consiste num processo pelo qual se aplica uma parte do sinal de
saida na entrada para se conseguir controlar a resposta do circuito [55]. A realimentagado pode ser
aplicada em diferentes tipos de mecanismos, estando também presente nos sistemas bioldgicos.
Pode ser positiva ou negativa, sendo esta ultima a mais utilizada nos sistemas, isto porque a
realimentacdo negativa tende a diminuir o sinal de saida quando este é aplicado na entrada, ja

qguando é positiva, o sinal de saida controlado tende a aumentar [55].

Para que o ampop funcione, a realimentagdo deve ser aplicada na entrada inversora. Isto faz com
que a tensdo aplicada nas entradas seja igual, existindo assim um curto-circuito na entrada do

ampop, ou seja, a diferenga de potencial entre os dois pontos € nula [57].

Com a utilizagéo do sistema de realimentagéo € possivel controlar e reduzir o ganho do amplificador,
tornando-o independente da frequéncia e da amplitude do sinal de entrada [55], [57]. E assim, a partir

dos restantes componentes existentes na malha, é viavel determinar o valor do ganho [55].

O ampop tem sido utilizado para multiplicar o sinal por uma constante. Dependo da construgdo do

amplificador, depende a maneira de calcular o ganho: para o ampop inversor, a constante de
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multiplicagédo € o ganho -R2/R1 e para um ampop nao inversor, a constante de multiplicagédo é o
ganho 1+R2/R1 [60] (Figura 2-2 e Figura 2-3).

R2
Input ——o
R1 Opt
Input —o
] Opt R2
R1
——qv ov
Figura 2-2 - Esquema representativo Figura 2-3 - Esquema representativo
de um ampop inversor [88] de um ampop néo inversor [88]

Para obter um determinado ganho, basta usar resisténcias com os valores que permitam obter o valor
final. No entanto, valores muito elevados ou muito baixos ndo sao aconselhaveis, isto porque quando
se utilizam resisténcias de valores elevados, a corrente que circula € muito préxima da que entra no
ampop, fazendo com que as aproximagdes ndo sejam validas; e quando se utilizam resisténcias de
valores baixos, a corrente que circula € muito elevada, podendo ultrapassar o limite maximo que o

ampop pode fornecer [55].

O ampop amplifica a diferenca entre os dois sinais de entrada, sendo isso 0 ganho de tensdo em

malha aberta. O ganho, quando & visto a nivel de amplitude, varia numa faixa de 10* até 107 [58].

2.1.4 Tipos

As montagens dos ampops com os outros componentes eletrénicos podem dar origem a diversos

tipos de amplificadores.

O circuito de ampop pode ser alterado para produzir uma fonte de corrente e quando tal acontece,
assume-se que o0 ampop tem uma carga de resisténcia desconhecida (resisténcia de carga) e esta

tem outra resisténcia em série [59].

O ampop conversor de tensdo em corrente aceita como entrada uma tensao e tem como saida uma
corrente de um certo valor. O ampop forga as suas entradas a serem iguais, fazendo com que a
tensdo de entrada seja igual nas duas. A corrente que passa na resisténcia carga e resisténcia R séo,

consequentemente, iguais a V/R (Figura 2-4) [60].

@
v

E Load

Figura 2-4 -Ampop conversor de
tensdo em corrente [59]
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2.1.5 Descrigao do sinal

Na Figura 2-5 mostra-se o esquema elétrico do amplificador do detetor de retrodifundidos a ser
instalado no MEV existente no laboratério. O esquema foi construido e descrito no ambito do
presente trabalho utilizando uma abordagem de reverse-engineering.
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Figura 2-5 - Esquema do circuito elétrico do amplificador do detetor de eletrées retrodifundidos
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Apo6s a identificacdo de entrada e como o sinal circula no circuito, € possivel descrevé-lo para
conseguir perceber como é manipulado eletricamente. Existem trés andares de entrada que seréo

analisados separadamente.

2.1.5.1 Entrada analégica BE1

Segue-se um andar de protecdo constituido pela resisténcia R1 (200Q) e diodos D1 e D2. Estes
diodos estéo ligados ao Comum Eletrénico (CE) porque a entrada do ampop esta a esse potencial e

0 ampop esta numa configuragédo de transadmitancia - conversao corrente-tenséo.

O ganho do primeiro ampop € estabelecido pela malha de realimentagdo de U1 (OPA606) que é
escolhida dependendo das entradas binarias do multiplexer U4 (MC74HC4052N):

e BA= 00, realimentagao feita por (C1//R2)//(C4//R5), Ganho = -21000;
e BA= 01, realimentagao feita por (C1//R2)//(C2//R3), Ganho = -21000;
e BA=10, realimentagao feita por (C1//R2)//(C3//R4), Ganho = -21000;
e BA= 11, realimentagao feita por (C1//R2), Ganho = -150000;

e A-pino 3 da ficha BE14 (cinzento, DH-11);

e B - pino 2 da ficha BE14 (branco, DH-11).

As combinagdes da palavra binaria estdo relacionadas com as frequéncias de corte de cada conjunto,

que fazem variar as frequéncias de varrimento por parte do feixe de eletrdes. Assim:

e BA=00, fc = 250kHz;
e BA=01, fc = 170kHz;
e BA=10, fc = 110kHz;
e BA=11,fc=47kHz

A saida do primeiro amplificador é depois seguida por dois amplificadores, U7 e U10 (AD847).
O ganho de U7 é controlado pelas resisténcias R29 (519Q) e R28 (519Q), Ganho = -R29/R28 = -1.

O U7 tem um circuito de compensacado da componente DC efetuado pelo potencidmetro VR4 que

pode somar uma corrente via R30 (432kQ) que é +, - ou 0.
O ganho de U10 é controlado pelas resisténcias R34 (2150Q) e R33 (301Q), Ganho=-R34/R33=-7,14

A saida dos trés andares é feita pelo segundo canal do multiplexer analégico U4 (MC74HC4052N)

com a seguinte configuragao:

e BA=00, saida = U1x U10 x U7 = 147000;
e BA=01,saida=U1xU10 x U7 = 147000;
e BA=10, saida = U1 x U10 x U7 = 147000;
e BA=00, saida = U1x U10 x U7 = 147000;
e BA=11, saida = U1=150000;

e A-pino 3 da ficha BE14 (cinzento, DH-11);
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e B —pino 2 da ficha Be14 (branco, DH-11).

Depois do multiplexer U4, o sinal segue para uma ficha de interligagdo que liga uma das placas a
outra (pino 2 da ficha AXL2169).

O andar de amplificagao seguinte U32 (AD847), é um filtro passa-baixo cuja fungéo de transferéncia é

definida de acordo com a palavra digital binaria do multiplexer U27, canal x (MC74HC4053N):

e A=B-=C-=0,realimentacao feita por (C130//R148), Ganho = 29, 40;
e A=B-=C =1, realimentagao feita por (C130 // R148)//(C129//R147), Ganho = 0,604;
e A=B=C-pino 1daficha BE14 (preto, DH-11).

A saida deste andar de amplificacdo segue para outro amplificador, U30 (AD602), sendo antes
multiplicado pelo factor constante de R140/(R140+R141) = (1000/(1000+825) = 0,5479.

Este amplificador U30 tem uma particularidade de ter o ganho controlado por tensdo, tensdo essa
que vem pelo pino 2 da ficha BE13 (vermelho, DH-14, varia entre OV e 1,3V) e passa por um filtro
passa-baixo definido pelo U24A, R111 (7500kQ), R155 (510Q) e C137 (1uF). Este amplificador
também tem a particularidade de ter uma resisténcia interna, que vaira de acordo com a tenséo que
nele entra. O ganho para este amplificador é calculado tendo em conta a tensdo que entra nele.

Assim:

e Tensao é minima (0V), o ganho é de 0,29;
e Tenséao 0,65V, o ganho de 3,2;

e Tensao é maxima (1,3V), o ganho é 34, 67.

A seguir ao U28 vem mais um amplificador, o U29 (AD847), com possivel configuracdo de filtro
passa-baixo, cujo ganho é definido por (R135//C124)/R136 = -1.

A saida deste ampop, U29, vai haver um divisor de tensdo, que vai fazer com que o sinal siga dois

caminhos distintos:

1. Entre no amplificador U21 (AD847), sendo o seu ganho controlado pelas resisténcias R104
(750Q) e R102 (475Q), Ganho = -R102/R104 = -0,63(3). A este sinal vai ser adicionado outro,
originario no pino 7 da ficha BE14. Esse sinal passa pelo U24B, entrando no canal x do
multiplexer U26, sendo a funcdo de transferéncia definida de acordo com a palavra digital
binaria:

e A =0, osinal segue para o seguinte andar de amplificagdo U21, passando por R126
(7,5kQ), R120 (182Q) e C110 (1uF);

e A =1, o sinal segue para o seguinte andar de amplificagdo U21, passando por Rs
(13Q), R126 (7,5kQ), R120 (182Q) e C110 (1uF). A saida deste ampop vai para a
ficha BE11, via R101 (7,5kQ).

2. Entre no amplificador U22 (AD847), pela via de R107 (475Q). A tensdo DC é controlada
através dos potenciometros VR7 e VR8, dependendo da palavra binaria existente no
multiplexer Us (MC74HC4052N):
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e BA=00, é controlado por VRY7;
e BA=01=10= 11, é controlado por VRS.

Esta opcgéo so esta presente quando no canal z de U26, a palavra binaria C esta a 1. O sinal entra no
U22, com a configuragéo de filtro passa-baixo, cujo o ganho é definido por — R106/(R107//R110) =
-2,11. A saida deste ampop vai para a ficha BE12, via R105 (7,5kQ).

2.1.5.2 Entrada analégica BE2

Segue-se um andar de protecao constituido pela resisténcia R10 (200Q) e diodos D3 e D4. Estes
diodos estdo ligados ao CE porque a entrada do ampop esta esse potencial e 0 ampop esta numa

configuragéo de transadmitancia — conversao corrente-tensao.

O ganho do primeiro ampop € estabelecido pela malha de realimentagdo de U2 (OPA606) que é
escolhida dependendo das entradas binarias do multiplexer U5 (MC77HC4052N):

e BA= 00, realimentagao feita por (C9//R11)//(C12//R14), ganho = - 21000;
C9//R11)//(C10//R12), ganho = - 21000;

C9//R11)//(C11//R13), ganho = - 21000;

e BA= 11, realimentacao feita por (C9//R11), ganho = - 150000;

e A —pino 3 daficha BE14;

e B - pino 2 da ficha BE14.

e BA= 01, realimentacao feita por

e BA=10, realimentacao feita por

(
(
(
(

As combinagdes da palavra binaria estdo relacionadas com as frequéncias de corte de cada conjunto,

que fazem variar as frequéncias de varrimento por parte do feixe de eletrdes. Assim:

e BA=00, fc = 250kHz;
e BA=01, fc = 170kHz;
e BA=10, fc = 110kHz;
e BA=11,fc=47kHz

A saida do primeiro amplificador é depois seguida por dois amplificadores, U8 e U11 (AD847). O
ganho de U8 é controlado pelas resisténcias R39 (519Q) e R40 (519Q), Ganho = -R40/R39 = -1.

O U8 tem um circuito de compensacado da componente DC efetuado pelo potencidmetro VR5 que

pode somar uma corrente via R41 (432kQ) que é +, - ou 0.

O ganho de U10 é controlado pelas resisténcias R45 (2150Q) e R44 (301Q) Ganho = -R45/R44 = -7,
1429.

A saida dos trés andares é feita pelo segundo canal do multiplexer analégico U5 (MC74HC4052N)

com a seguinte configuragao:

e BA=00, saida = U2x U11 x U8 = 147000;
e BA=01,saida=U2x U11 x U8 = 147000;
e BA=10, saida = U2 x U11 x U8 = 147000;
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e BA=00, saida = U2x U11 x U8 = 147000;
e BA=11, saida = U2 = 150000;

e A-pino 3 da ficha BE14;

e B -pino 2 da ficha Be14.

Depois do multiplexer U5, o sinal segue para uma ficha de interligagdo que liga uma das placas a
outra (pino 3 da ficha AXL2169).

O andar de amplificagao seguinte U28 (AD847), é um filtro passa-baixo cuja fungéo de transferéncia é

definida de acordo com a palavra digital binaria do multiplexer U27, canal z (MC74HC4053N):

e A=B-=C-=0,realimentagao feita por (C120//R128), Ganho = 29, 40;
¢ A=B=C =1, realimentagao feita por (C120 // R128)//(C119//R127), Ganho = 0,604;
e A=B-=C-pino 1 daficha BE14.

A saida do multiplexer U27 passa pelo potenciémetro VR9 e pela resisténcia R123 (750Q) antes de
entrar no ampop U25 (AD847), somando-se ao sinal que vem do canal y do U26 (que em ultima
analise, é o sinal originario da outra entrada analdgica). Neste ampop, com possivel configuracéo de

filtro passa-baixo, 0 ganho tem em conta a soma de vérias tensoes.
A saida do ampop U25, o sinal segue dois caminhos distintos:

1. O sinal segue pela R109 (475Q), avangando para a entrada positiva do U22 (AD847).
Aqui, a entrada negativa tem o sinal proveniente do canl z de U26 realimentado, que pela
via R110 (150kQ) se junta com o sinal que passa pela R107 (475Q), sendo o seu ganho
definido por ( -R106/(R107//R110)) = -2,11. Por ultimo, o sinal segue para a ficha BE12,
via R105 (7,5kQ)

2. O sinal junta-se a outro proveniente do pino 7 da ficha BE14. Este passa pelo U24B,
entrando no multiplexer U26, canal x, sendo a fungao de transferéncia definida de acordo
com a palavra digital binaria:

e A=0, osinal segue para o seguinte andar de amplificagdo U21, passando por R126
(7,5kQ), R120 (182Q) e C110 (1uF).

e A =1, o sinal segue para o seguinte andar de amplificagdo U21, passando por Rs
(13Q), R126 (7,5kQ), R120 (182Q) e C110 (1uF)

O sinal proveniente de U25 soma-se ao sinal do andar de amplificacdo U21. O ganho de U21 é
controlado pelas resisténcias R121 (750Q) e R102 (475Q), Ganho = -R102/R121 = -0,6(3). Por ultimo,
a saida deste ampop vai para a ficha BE11, via R101 (7,5kQ)

2.1.5.3 Entrada analégica BE3

Segue-se um andar de protecdo constituido pela resisténcia R19 (200Q) e diodos D5 e D6. Estes
diodos estéo ligados ao CE porque a entrada do ampop esta a esse potencial e 0 ampop estd numa

configuragéo de transadmitancia — conversao corrente-tensao.
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O ganho do primeiro ampop € estabelecido pela malha de realimentagdo de U3 (OPA606) que é
escolhida dependendo das entradas binarias do multiplexer U6 (MC74HC4052N):

e BA =00, realimentagéo feita por (C17//R20)//(C20//R23), ganho = - 21000;
e BA= 01, realimentagao feita por (C17//R20)//(C18//R21), ganho = - 21000;
o BA=10, realimentagao feita por (C17//R20)//(C19//R22), ganho = - 21000;
o BA= 11, realimentacao feita por (C17//R20), ganho = - 150000;

e A —pino 3 daficha BE14;

e B -pino 2 daficha BE14.

As combinagdes da palavra binaria estao relacionadas com as frequéncias de corte de cada conjunto,

que fazem variar as frequéncias de varrimento por parte do feixe eletrdes. Assim:

e BA=00, fc = 250kHz;
e BA=01, fc = 170kHz;
e BA=10, fc = 110kHz;
e BA=11,fc=47kHz.

A saida do primeiro amplificador é depois seguida por dois amplificadores, U9 e U12(AD847). O
ganho de U9 é controlado pelas resisténcias R50 (519Q) e R51 (519Q), Ganho = -R51/R50 = -1.

O U9 tem um circuito de compensacgado da componente DC efetuado pelo potencidmetro VR6 que

pode somar uma corrente via R52 (432kQ) que é +, - ou 0.

O ganho de U12 é controlado pelas resisténcias R56 (2150Q) e R55 (301Q), Ganho = -R56/R55 =
-7,1429. A saida dos trés andares é feita pelo segundo canal do multiplexer analégico U6

(MC74HC4052N) com a seguinte configuracao:

e BA=00, saida =U3x U12 x U9 = 147000;
e BA=01,saida=U3x U12 x U9 = 147000;
e BA=10, saida = U3 x U12 x U9 = 147000;
e BA=00, saida = U3 x U12 x U9 = 147000;
e BA=11, saida = U3 = 150000;

e A —pino 3 daficha BE14;

e B - pino 2 da ficha Be14.

Depois do multiplexer U6, o sinal segue para uma ficha de interligagdo que liga uma das placas a
outra (pino 4 da ficha AXL2169). O andar de amplificagdo seguinte U31 (AD847), & um filtro passa-
baixo cuja fungéo de transferéncia € definida de acordo com a palavra digital binaria do multiplexer
U27, canal y (MC74HC4053N):

e A=B-=C =0, realimentagao feita por (C127//R143), Ganho = 29, 40;
e A=B=C =1, realimentagao feita por (C127 // R143)//(C126//R142), Ganho = 0,604;
e A=B=C-pino 1daficha BE14.
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A saida do U27 segue para outro multiplexer, U26 (MC74HC4053N), cuja a fungdo de transferéncia &

definida de acordo com a palavra digital binaria:

e CBA (C=A) =000, o sinal segue para o proximo andar de amplificagao;

e CBA (C=A) =101, o sinal segue para o préximo andar de amplificagao;

e CBA (C=A) =010, o sinal ndo segue para o préximo andar de amplificagao;
e CBA (C=A) =010, o sinal ndo segue para o proximo andar de amplificagao;
e A-—pino 1 da ficha BE14;

e B -pino 8 da ficha BE13.

O sinal segue para o amplificador U25 (AD847) com possivel configuragado de filtro passa-baixo, cujo

ganho é definido consoante a palavra binaria B do U26:

e B = 0, entrada do sinal proveniente de U26, canal y, no ampop U25 pela via R124 (1kQ),
somando-se com o sinal proveniente de U27, canal z, pela via VRO e R123 (750Q);

e B =1, entrada do sinal proveniente de U27, canal z, no ampop U25 pela via VRO e R123
(750Q), ganho = (R122//C112)/R123 = 1,33.

O sinal que sai deste ampop (U25) tem destinos diferentes:

1. O sinal segue pela R109 (475Q) avangando para a entrada positiva do U22 (AD847).
Neste ampop, a entrada negativa tem o sinal proveniente do canal z de U26
realimentado, que pela via R110 (150kQ) se junta com o sinal que passa pela R107
(475Q) proveniente do U29, sendo o seu ganho definido por -R106/(R107//R110) = -2,11.
Por ultimo, o sinal segue para a ficha BE12, via R105 (7,5 kQ).

2. O sinal junta-se a outro proveniente da ficha BE14 (pino 7). O sinal proveniente de BE14
passa pelo U24B, entrando no multiplexer U26, canal x, sendo a fungao de transferéncia
definida de acordo com a palavra digital binaria:

e A =0, osinal segue para o seguinte andar de amplificacdo U21, passando por R126
(7,5kQ), R120 (182Q) e C110 (1uF).

e A =1, o sinal segue para o seguinte andar de amplificagdo U21, passando por Rs
(13kQ), R126 (7,5kQ), R120 (182Q) e C110 (1uF)

O sinal proveniente de U25 soma-se ao sinal do andar de amplificacdo U21. O ganho de U21 é
controlado pelas resisténcias R121 (750Q) e R102 (475Q), Ganho = -R102/R121 = -0,6(3). Por ultimo,
a saida deste ampop vai para a ficha BE11, via R101 (7,5 kQ).

2.1.5.4 Fichas de controlo

As fichas de controlo tém a seguinte disposi¢ao:

e Ficha de controlo BE14 (DH11):

1. Controlo Geral;
2. Palavra binaria B;
3. Palavra binaria A;
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CE;
CE;
CE;
Controlo do ganho por Tensao;
Alimentagdo do sistema - parte positiva (+5V);
CE;
10. Alimentagéo do sistema - parte negativa (-5V).
e Ficha de controlo BE13 (DH14):
CE;
Controlo do ganho por Tensao;
CE;

Ligado a resisténcia RB1;

© ® N o g &

Ligado a resisténcia RB1;
Ligado a resisténcia RB1;
Ligado a resisténcia RB1;
Ligado a resisténcia RB1;
NC;
NC.

© ® N o g~ w D

=
©

2.1.5.5 Tenséao de saida

A tenséo na saida BE11 (DH6) pode ser calculada tendo em conta o ganho de U29 (- R102/R104 = -
0,6(3)) multiplicado pela a tensdo a saida de U29 somando com o ganho de U25 (- R102/R121 = -
0,6(3)) multiplicado pela a tensao a saida de U25 (ganho de U27 (29,4) multiplicado com a tenséo da

segunda e terceiro entrada analdgica apos a primeira placa) (Equacao 1):
Tensio BE11 = 0 — 0,6(3)xTensdo U29 — 0,6(3)xTensio U25 = —0,6(3)x(Tensio U29 + Tensio U25) (1)

A tensdo na saida BE12 (DHS5) pode ser calculada tendo em conta varios parametros (Equacgéao 2):

e A tensdo que entra na parte positiva de U22 [R108/(R109+108) = 1/1,5] multiplicado com a
tenséo a saida de U25;

o Atensao que entra na parte negativa de U22 [R106/R107 = 2] multiplicado pela subtragéo da
tensdo positiva de U22 com a tenséo de saida de U29;

e Atensdo que entra na parte negativa de U22 [R106/R110= 7x10%] multiplicado pela subtragéo

da tensao positiva de U22 com a tensao DC.

1 1 1
Tensdo de BE12 = Tensdo U25% (ﬁ) —2X [Tenséo U25x%x (E) — Tensao U29] —7x1073x [Tenséo U25x%x (E) — Tensdo DC] (2

1
= Tensdo U25(1 + Z)Xﬁ — 2XxTensdo U29 + 5x1073(Tensdo U25) — 7x10~3(Tensdo DC)

= 2x(Tensdo U25 — Tensdo U29) + 5x1073(Tensdo U25) — 7x1073(Tensdo DC)
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Parte Il

A segunda parte do presente trabalho consistia na preparacado de amostras bioldgicas, otimizagédo de

protocolos e observagéo por microscopia correlativa.

2.2 Preparacao de amostras

A grande profundidade de campo do MEV torna possivel a observagdo de amostra de uma forma
tridimensional [11]. Este tipo de informagao acaba por ser bastante valiosa no exame das amostras de
origem biolégica, que sao muito diferentes a nivel morfolégico [27], [61]. A existéncia de diversos tipos
de MEV influencia o método utilizado para a preparacdo das amostras, ndo s6 devido as

caracteristicas do equipamento, mas também da amostra [61].

A maioria das amostras de origem bioldgica estdo num ambiente aquoso, sao sensiveis a radiagédo e
a temperatura, tém baixa emissividade e sdo pouco condutoras. Assim, ha que ter em atencdo a
estabilizacdo das amostras para as ver no MEV, bem como melhorar o seu contraste e a sua
condutividade, mas tendo sempre presente a manutengéo, ao maximo, da estrutura do seu estado in
vivo [27].

Os procedimentos de rotina para a preparagdo das amostras envolvem uma fixagdo quimica do
material, a sua desidratacdo ou secagem e a montagem num suporte metalico, com a amostra
revestida por uma camada condutora [11], [62], [63]. A parte da fixacdo é considerada um passo
critico, pois € com este passo que a atividade celular para e ocorre a preservagao das amostras e das

suas estruturas como no seu estado in vivo [48], [64].

Para observar as amostras biolégicas foram desenvolvidas metodologias para ver a superficie das
amostras. Contudo, também foram desenvolvidas metodologias para que se consiga a visualizagao
do interior das amostras: a criofratura, a dissociagdo, a microtomia ou uma combinagao destes [11],
[12], [26].

Recorrendo a microtomia da amostra, é possivel a correlagdo com os outros tipos de microscopia,
bem como a observacao tridimensional da organizagao interna da célula [2], [12]. Com este método
também é possivel ter uma melhor orientagdo da amostra, bem como da posigdo das estruturas em
estudo [12].

2.2.1 Processamento histolégico

O material bioloégico proveniente de autdpsias ou de biopsias pode fornecer informagéo bastante util
através da analise num MEV. Assim, para obter ndo s6 a orientagdo da amostra, mas também para a
correlacdo entre ML e MEV foram desenvolvidos varios métodos que permitem a visualizacdo das
amostras a partir de blocos de parafina, preservando a maioria do tecido para outros cortes, se tal for
necessario [12], [26], [65], [66].
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Nos laboratérios de AP, as amostras sdo rotineiramente fixadas em FNT, para parar os processos de
autdlise nas células e séo incluidas em parafina para que sejam mais faciimente cortadas em
secgdes de espessura reduzida (3um). E depois, quando se encontram incluidas em parafina - blocos

de parafina - que as amostras sdo arquivadas, apos realizadas as sec¢oes.

A existéncia de material em blocos de parafina facilita a correlagdo entre as diversas microscopias,
pois & possivel retirar as amostras da parafina e reprocessa-las para a microscopia eletronica [2],
[66].

O facto de se verificar que usando material preparado para a microscopia de luz pode ser utilizado
para ME e com boa preservacao tecidular permite obter muita informagéao Util para o diagnéstico por

observacao em ME de material incluido em parafina [2], [64].

Sabe-se que a profundidade de campo, uma caracteristica-chave do MEV, esta intimamente
relacionada com a espessura do corte [65]. Relativamente a espessura do corte, a bibliografia ndo é
muito variavel. Os diversos artigos analisados mencionam que as espessuras de 5um ou 10um sao
as melhores, para a obtengao de imagens tridimensionais [2], [66]. Como com a utilizagdo do MEV se
quer ver a superficie das amostras, o uso da microtomia vai alterar a superficie da amostras, pois

ocorre o seu corte da amostra com uma faca, suavizando assim a superficie [67].

A parafina deve ser removida da amostra para expor a superficie da mesma. Para tal, pode-se

recorrer as técnicas ja utilizadas para a microscopia de luz, ou seja, utilizando solventes orgéanicos.

O xileno é o solvente organico utilizado para a remogédo da parafina, sendo também miscivel em

alcool, podendo ser possivel recolocar a amostra num ambiente aquoso [2].

2.2.2 Secagem

Para que o feixe de eletrbes possa chegar a amostra sem qualquer tipo de desvio, os microscopios
eletrénicos precisam de trabalhar em vacuo [31], [48]. E para tal, as amostras tém que ser estaveis
em vacuo e sdo preparadas no seu estado sélido [31]. Ou seja, a agua presente nas amostras
biolégicas tem de ser removida e substituida por um meio n&o volatil em vacuo. Contudo, a remogao
da agua leva a redistribuicao dos componentes na célula e a precipitagdo de outros na membrana ou

no citoesqueleto, o que pode levar a uma ma interpretagcdo da amostra [27], [48], [68].

Quando se realiza a secagem ao ar da agua presente nas amostras, nota-se que certas estruturas

colapsam devido a alta tensao superficial que a agua tem (72,8 mN/m) [69], [70].

Assim, outras técnicas que n&do a simples secagem ao ar tém sido desenvolvidas para a desidratacéo
da amostra, tendo como objetivo final a minima distor¢gdo do material celular e a maxima preservagao
estrutural [62], [70].

2.2.2.1 Critical Point Drying

O Critical-Point Drying (CPD) € um dos métodos mais utilizados para a preparagdo das amostras

biolégicas para MEV [71]. Foi introduzido por Anderson em 1951 e consiste em impregnar a amostra
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com diéxido de carbono liquido a uma temperatura de 31°C e pressao de 74 bar, num equipamento

proprio para o efeito [71]-[73].

O uso deste método diminui a possibilidade de ocorrer uma distorgdo na morfologia da célula, bem
como minimiza a producao de artefactos devido a tensdo superficial quase nula a que a amostra é

sujeita durante a desidratagéo [72].

As vantagens deste método (CPD) sédo a sua facil aplicagéo, a reprodutibilidade dos resultados bem
como a preservacgao dos finos detalhes da superficie da amostra, contudo, apresenta desvantagens,
como o elevado investimento inicial no equipamento e a diminuicdo do tamanho das amostras

bioldgicas (retragéo) [71].

2.2.2.2 Hexametildisilazano

Para substituir o CPD, devidos as suas desvantagens, outros métodos de secagem sao descritos. Um

desses métodos utiliza solventes que infiltram e evaporam do tecido rapidamente [4], [69], [74].

Este tipo de solventes séo utilizados nas amostras biolégicas com bons resultados, pois preservam o
tecido e tém algumas vantagens, como a caracteristica baixa tensao superficial, de serem misciveis
em alcool e acetona, de ndo ser necessario qualquer tipo de equipamento especifico para a sua
utilizagédo (ao contrario do CPD) e o seu baixo custo e tempo dispensado. Um destes solventes é o
Hexametildisilazano (HMDS) [4], [74].

Em 1983, quando o HMDS foi utilizado pela primeira vez, ndo se tinha a certeza como é que o
solvente agia nos tecidos. Pensava-se que formava éteres com alguns dos compostos reativos do
tecido e fazia também ligagbes cruzadas com as proteinas presentes [75]. Foi-se descobrindo que os
éteres reagiam com atomos de hidrogénio reativos como os que se encontram nos agucares,
aminoacidos ou mesmo alcoois (a maioria proveniente da desidratacao da amostra) [69], [74], [75].

Assim, a amostra seca com HMDS apresenta robustez e detalhe superficial [69], [75].

Sabe-se que, nas células, as zonas citoplasmaticas ndo sao afetadas e a zona nuclear é de facil
distorcdo quando a desidratacdo se faz com alcoois. E por isso que o HMDS ¢é utilizado, porque tem

menos tenséo perinuclear e menos danos a nivel nuclear durante a secagem da amostra [4].

Para usar o HMDS, é necessario ter alguns cuidados a nivel da seguranga do utilizador, sendo
importante evitar o contacto com a pele e ainda usar uma camara de fluxo laminar ou hotte, para nao
inspirar os vapores, uma vez que o solvente é reativo com compostos presentes no tecido bioldgico
[75].

2.2.2.3 Tert-butanol

Um dos métodos que se pode utilizar para a secagem das amostras biolégicas pode ser a liofilizagdo
ou seja, freeze-drying. A amostra é tratada com um solvente liquido, que depois & congelado, para
depois ser sublimado [61]. Este procedimento evita a existéncia de uma interface liquido-ar, que é a
causa da tensdo superficial. Ao sublimar o solvente, é eliminada a tensao superficial, ndo ocorrendo o

colapso das estruturas mais frageis [76].
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Um dos solventes que se usa neste tipo de método é o Tert-butanol. O Tert-butanol, 2-metil-2-
propanol, também chamado de T-butanol, apresenta propriedades fisicas que o qualificam como um
bom solvente para este método: é miscivel em agua, tem um baixo ponto de ebuligdo (82,4°C) e um
alto ponto de fusdo (25,6°C) [76], [77]. Mas também tem outras caracteristicas, como ser
relativamente barato, ser utilizado em técnicas para o ML e ndo ser preciso nenhum aparelho especial

para fazer este método.

As amostras séo desidratadas e depois impregnadas com o T-butanol. De seguida, sdo congeladas,
ficando o T-butanol no seu estado sélido. Apds este processo, as amostras sao colocadas em vacuo,

que sublima o solvente congelado, passando do seu estado sélido para o estado gasoso [61], [76].

Um dos problemas deste solvente € que contamina o 6leo presente nas bombas rotativas usadas
para fazer o vacuo. Contudo, isto é facilmente contornavel, pois quando o T-butanol entra em

contacto com o 6leo, o produto resultante é de facil remocao [77].

A utilizagcdo de T-butanol em vez de agua permite que ndo haja a existéncia de artefactos como
células danificadas pelos cristais de agua [77], além de que causa menos retragcdo dos tecidos

quando comparado com os outros agentes desidratantes utilizados [78].

Este método passou a ser muito popular no Japao quando uma equipa de investigadores o utilizou
pela primeira vez em 1988 com 6timos resultados. No entanto, durante anos, o Japao foi o unico pais
com bibliografia referente a este método. Atualmente, isso ja ndo se verifica, mas, nao deixa de

intrigar os investigadores que agora usam este método [76], [78].

2.2.2.4 Protocolos experimentais

2.2.2.4.1 Protocolo de secagem por HMDS

¢ Realizagao de cortes histoldgicos do bloco de parafina a espessura pretendida (10um);
o Adesao na estufa (65°C);

Desparafinagédo do corte durante 20 min em xileno;

Passagem por etanol a 100%;

Passagem por HMDS de modo a garantir a total remocéo do etanol a 100%;

Secagem do HMDS ao ar;

Metalizacao da lamina com crémio;

Colocagao da lamina num suporte;

e Visualizagdo ao MEV.
2.2.2.4.2 Protocolo de secagem por T-butanol

o Realizagao de cortes histoldgicos do bloco de parafina a espessura pretendida (10um);
e Adeséo na estufa (65°C);
e Desparafinacao do corte durante 20 min em xileno;

e Desidratagao do corte em etanol a 100% durante 3 min;
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¢ Incubagdo do corte em concentragdes crescentes de T-butanol em etanol a 100% (1:3, 2:2,
3:1), a TA, durante 10 min cada;
¢ Incubagéo do corte em T-butanol a 100%:
o 1%incubacgao - 30 min;
o 2%incubagao — 60 min;
o 3%incubagao — 60 min;
e Incubagédo do corte em T-butanol a 100% a 4°C durante 15 a 20 min (até solidificar);
e Sublimacao de T-butanol numa camara de vacuo e mais 30 min apds sublimagéo total;
e Metalizagao da I[dmina com crémio;
e Colocagao da lamina num suporte;

e Visualizacdo ao MEV.
2.2.2.4.3 Protocolo de secagem a partir de agua

e Realizagao de cortes histoldgicos do bloco de parafina a espessura pretendida (10um);

e Adeséo na estufa (65°C);

e Desparafinacao do corte durante 20 min em xileno;

e Passagens por decrescentes concentracbes de etanol (100%, 96% e 70%), seguida de
passagem por agua destilada

e Secagem ao ar;

e Metalizagdo da lamina com crémimo;

e Colocagao da lamina num suporte;

e Visualizagdo ao MEV.

2.2.3 Condutividade

As amostras que que nao sejam condutoras e que vao ser visualizadas no MEV apresentam
numerosos artefactos, desde a acumulagdo do excesso de carga que provoca O aparecimento de

linhas resultantes das descargas iminentes (linhas horizontais na imagem) [48], [79], [80]..

Para evitar estes artefactos, as superficies a observar necessitam de ser recobertas de uma camada
condutora, ligada a terra (massa do microscépio) [19], [48]. No MEV, tal consegue-se cobrindo a
amostra com uma fina camada de metal ou carbono, ligando a massa com uma ponte condutora [11],
[27], [48], [79], [81], [82]. Este procedimento aumenta a resolugcédo do ME [11], [48].

2.2.3.1 Metais

Os metais usados para recobrir a amostra tém uma boa condutividade elétrica. Quando estdo sob
bombardeamento de eletrbes, emitem um grande numero de eletrdes secundarios, que depois sé&o

facilmente detetaveis pelo detetor [83].
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2.2.3.2 Liquido Iénico

O liquido iénico (IL do inglés ionic liquid) € um sal que esta no estado liquido a temperatura ambiente.
Este tipo de sal esta a ser utilizado, na investigacao, para visualizar amostras biolégicas no MEV, pois
as amostras assim tratadas ndo precisam de ser desidratadas, ndo sofrendo, entéo, qualquer tipo de

alteragéo ao seu estado in vivo, além de que ficam estaveis num ambiente de vacuo [82], [84].

O facto de ser possivel visualizar amostras no MEV com IL deve-se ao facto de este possuir
condutividade i6nica, mas nao condutividade elétrica, ndo havendo os problemas de efeitos de carga
na amostra [84], pois é o IL que é carregado pela irradiagao do feixe de eletrdes na cAmara de vacuo
[82].

As imagens obtidas com este procedimento exibem um contraste escuro [82], quando comparadas

com o contraste de imagens obtidas com cobrimento metalico.

2.2.3.3 Protocolo experimental

2.2.3.3.1 Protocolo sem secagem e cobrimento com IL

e Realizagao de cortes histoldgicos do bloco de parafina a espessura pretendida (10um);

e Adeséo na estufa (65°C);

e Desparafinacao do corte durante 20 min em xileno;

e Passagens por decrescentes concentragbes de etanol (100%, 96% e 70%), seguida de
passagem por agua destilada;

e Remocédo do excesso de agua seguida de incubagéo do liquido iénico (concentragdo de 1:10
em agua destilada), na hotte e deixar secar;

e Colocagao da lamina num suporte;

e Visualizagdo no MEV.
2.2.3.3.2 Protocolo de secagem com HMDS e cobrimento com IL

o Realizagao de cortes histoldgicos do bloco de parafina a espessura pretendida (10um);

e Adeséo na estufa (65°C);

e Desparafinacao do corte durante 20 min em xileno;

e Passagens por decrescentes concentracdes de etanol (100%, 96% e 70%), seguida de
passagem por agua destilada;

o Remocao do excesso de agua seguida de incubagao do liquido iénico (concentragédo de 1:10
em agua destilada), na hotte e deixar secar (15 min);

e Passagens por crescentes concentragoes de etanol (70%, 96%), até etanol a 100%;

e Passagem por HMDS de modo a garantir a total remogéo do etanol e deixar secar (15 min);

e Metalizagdo da lamina com crémio;

e Colocagao da lamina num suporte;

e Visualizagao no MEV.
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2.2.3.3.3 Protocolo de secagem com HMDS e cobrimento metalico
Protocolo idéntico ao descrito em 2.2.2.4.1 — Protocolo de secagem com HMDS
2.2.3.3.4 Protocolo de secagem com HMDS e cobrimento com IL e metalico

e Realizagao de cortes histoldgicos do bloco de parafina a espessura pretendida (10um);

e Adeséo na estufa (65°C);

e Desparafinagcao do corte durante 20 min em xileno;

e Passagens por decrescentes concentragbes de etanol (100%, 96% e 70%), seguida de
passagem por agua destilada;

e Remocédo do excesso de agua seguida de incubagéo do liquido iénico (concentragéo de 1:10
em agua destilada), na hotte e deixar secar (15 min);

e Passagens por crescentes concentragdes de etanol (70%, 96%), até etanol a 100%;

e Passagem por HMDS de modo a garantir a total remocao do etanol e deixar secar (15 min);

e Metalizagao da Idmina com crémio;

e Colocagao da lamina num suporte;

e Visualizagdo no MEV.

2.3 Procedimento experimental

A parte experimental deste trabalho esta relacionada com a otimizagdo do protocolo para a
visualizagao de cortes em laminas no MEV. Para tal, obtiveram-se treze cortes por cada amostra em
estudo (um bloco com tecido pancreatico, um bloco com tecido cardiaco e outro bloco com tecido
renal, todos de rato) a partir de um micrétomo de Minot, tendo sido colocado um corte por |amina.

Apos o corte, as laminas foram colocadas na estufa para que o corte aderisse as mesmas.

Para a otimizagcdo do protocolo, focou-se em trés caracteristicas-chave para a boa visualizagdo da
amostra biolégica em MEV: espessura, secagem e condutividade do corte. Para a analise da
espessura, foram utilizados quatro dos treze cortes. Um deles seguiu o procedimento utilizado no
laboratorio para a microscopia de luz — espessura de 3um e coloragdo HE — e os restantes cortes,
que tinham espessuras diferentes - 5um, 10um e 15um — seguiram o procedimento utilizado no
laboratdrio para a visualizagdo de amostras biolégicas no MEV. Para a analise da secagem, foram
utilizados quatro dos treze cortes. Um deles seguiu o procedimento utilizado no laboratério para a
microscopia de luz — espessura de 3um e coloracdo HE — e nos restantes, com espessura de corte de
10um, testou-se os diferentes procedimentos de secagem: secagem utilizando solventes com baixa
tensdo superficial (HMDS), secagem utilizando o processo de liofilizagdo com o T-butanol e a
secagem da amostra embebida em agua. Para a analise da condutividade do corte, foram utilizados
cinco dos treze cortes. Um dos cortes seguiu os procedimentos utilizados no laboratério para a
microscopia de luz — espessura de 3um e coloragdo HE — e nos restantes quatro cortes, com
espessura de corte de 10um, testou-se os diferentes protocolos de condutividade da amostra:

cobrimento da amostra com IL sem secagem, cobrimento da amostra com IL e secagem por HMDS,
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cobrimento da amostro com crémio com secagem por HMDS e cobrimento da amostra com créomio e

IL com secagem por HMDS.

De seguida foi a aplicagao do protocolo otimizado em seis tecido diferentes de rato — coragéo, rim,
figado, pulmao, bago e musculo esquelético. Para tal, por cada tecido obteve-se dois cortes: um para
microscopia de luz — espessura de 3um e coloragdgo com HE — e um para MEV — o protocolo

otimizado (identico ao protocolo 2.2.2.4.2 — protocolo de secagem por T-butanol ).
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3 Resultados

Devido a escassa bibliografia relativamente a este tipo de amostras (cortes histolégicos para serem
vistos num MEV), foi necessaria a elaboragdo e otimizagdo de um protocolo de preparagcdo de

amostras. Fez-se a elaboragéo de protocolos tendo por base trés caracteristicas da amostra:

e Espessura;
e Secagem;

e Condutividade do corte.

Para tal recorreu-se a trés tipos de tecido de rato que se encontravam em arquivo no laboratdrio:

Pancreas, Coragao e Rim.

Todas as observagbes por MEV foram sempre acompanhados de observagdes por ML de laminas
com cortes de 3um de espessura e corados com a coloracdo de HE (Figura 3-1, Figura 3-2 e Figura
3-3). A realizagao destes cortes teve como objetivo a identificagdo das diversas estruturas presentes

nos cortes (uma vez tratarem-se de cortes sequenciais), em cada caracteristica analisada.

Figura 3-1 — Porgdo exécrina e endécrina  Figura 3-2 — Tecido cardiaco (10X, Figura 3-3 — Diferentes estruturas do
do tecido pancreatico (10X, ML) ML) tecido renal (10X, ML)

Todos os resultados foram obtidos através da visualizagdo das amostras por eletrdes secundarios,
uma vez que nao foi possivel por acidente imprevisto e ndo imputavel ao trabalho da tese, a

instalacao do detetor de eletrées retrodifundidos no MEV utilizado neste trabalho.

3.1 Otimizacao dos protocolos de preparacao das

amostras

3.1.1 Influéncia da espessura do corte

Foram analisadas trés espessuras de corte diferentes: corte com 5um, 10pm e 15um.

A uma baixa ampliagéo, ndo é visivel grande diferenga pois ha muita informagéo, independente da

espessura usada (Figura 3-4 a Figura 3-9).
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Dependendo do tipo de tecido analisado (pancreas e coragdo), a lamina de 15um da diversas
informagdes. Na lamina com tecido pancreatico, é visivel uma maior nogao de tridimensionalidade na
[&mina de 15um, como seria esperado, por ser mais espessa. Na lamina da mesma espessura com o

tecido cardiaco, nao apresenta muita informagéo.

Quando se faz a andlise de uma estrutura mais tubular, entra em linha de conta a orientagdo da
secgdo: Figura 3-10, Figura 3-11 e Figura 3-12. Com 5um, ndo se tem a nogéo de profundidade, que

ja se encontra presente nos cortes de 10um e 15um.

A utilizagdo da inclinagdo da amostra para o detetor ndo produz grandes alteragdes da imagem nas

diversas espessuras observadas (Figura 3-13 e Figura 3-14).

Quando se faz a andlise de uma estrutura com mais elementos e no qual é possivel analisar a
profundidade, os cortes de 15um apresentam mais informacdo, mas nao é tdo detalhada como nas
[&minas de 5um ou 10um. Tomemos como exemplo os vasos (Figura 3-15 a Figura 3-17). Com a
[dmina de 5um percebe-se que o corte nao é profundo e pode nao ser suficiente para analisar o seu
interior, 0 que ja acontece na lamina de 10um. Contudo, quando se compara o corte de 15 um com o

de 10um, nota-se que ndo ha uma grande definicdo das estruturas que rodeiam o vaso, perdendo-se

assim informacao.

Figura 3-5 — Tecido pancreético a Figura 3-6 - Tecido pancreético a
10um 15um

Figura 3-8 — Tecido cardiaco a 10um
Figura 3-7 — Tecido cardiaco a 5um Figura 3-9 - Tecido cardiaco a 15um
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Figura 3-10 — Tecido pancreatico a Figura 3-11 — Tecido pancreatico a Figura 3-12 — Tecido pancreético a
5um — estrutura tubular 10um — estrutura tubular 15um — estrutura tubular

Figura 3-14 — Tecido cardiaco a 5um

Figura 3-13 — Tecido cardiaco a 5um
com inclinag&o

sem inclinagéo

Figura 3-15 — Tecido pancreatico a Figura 3-16 — Tecido pancreatico a Figura 3-17 — Tecido pancreéatico a
5um — estrutura vascular 10um — estrutura vascular 15um — estrutura vascular

3.1.2 Influéncia da secagem do corte

Foram analisados trés métodos de secagem de corte diferentes: corte seco a partir de HMDS, a partir

de T-butanol e a partir de agua. Tendo em conta os resultados obtidos anteriormente, para esta

analise, os cortes foram de 10um de espessura.

A uma baixa ampliagéo, é possivel notar que com o HMDS, o tecido parece mais definido do que na

[&mina tratada com T-butanol (Figura 3-18 a Figura 3-23).
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A altas ampliagbes, em zonas que apresentam estruturas mais finas, estas estdo mais presentes, ou
melhor, parecem ser mais numerosas com o protocolo de T-butanol do que com HMDS (Figura 3-24 a
Figura 3-29).

A utilizagdo da agua serviu como controlo. Embora seja possivel a visualizagdo razoavel das
estruturas a baixas ampliagbes, quando se aumenta a ampliagdo, comega-se a perceber que as
estruturas mais finas ou mais frageis ndo aguentaram a enorme tensido superficial da agua e

colapsaram, nao sendo, por isso, tdo evidentes como nos outros cortes.

Quando se analisam os vasos, que sao estruturas quase sempre presentes em todos os tecidos, €
possivel notar, a uma mesma ampliagdo, que o tecido tratado com o HMDS parece mais retraido
(mais pequeno) que o tratado com o T-butanol, o que é confirmado nas imagens tiradas com um
FESEM (Figura 3-30, Figura 3-31 e Figura 3-32).

Recorreu-se a visualizagdo das amostras num FESEM pois é possivel ver, com maior detalhe a

presenca de estruturas finas e, assim, perceber qual o melhor resultado.

Ao analisar as imagens do FESEM, é possivel visualizar a retragdo dos tecidos, ja detetada no MEV

convencional, bem como é possivel ver com mais nitidez a existéncia de mais estruturas finas com a

lamina tratada com T-butanol do que a que foi tratada com HMDS, na mesma zona do corte (Figura
3-33 a Figura 3-37).

Figura 3-18 — Tecido pancreatico Figura 3-19 — Tecido pancreético Figura 3-20 — Tecido pancreético
tratado com HMDS tratado com T-butanol tratado com agua

Figura 3-21 — Tecido cardiaco Figura 3-22 — Tecido cardiaco tratado Figura 3-23 — Tecido cardiaco
tratado com HMDS com T-butanol tratado com agua

Hélia Ferreira 44 Novembro de 2016



Resultados

. 3 g
IOkV X7.500

3I0kV X7.500

Figura 3-24 — Tecido pancreético Figura 3-25 — Tecido pancreético Figura 3-26 — Tecido pancreatico
tratado com HMDS — detalhe de tratado com T-butanol — detalhe de tratado com agua — detalhe de
estruturas finas estruturas finas estruturas finas

Figura 3-27 — Tecido cardiaco Figura 3-28 — Tecido cardiaco tratado Figura 3-29 — Tecido cardiaco
tratado com HMDS — detalhe de com T-butanol — detalhe de tratado com &gua — detalhe de
estruturas finas estruturas finas estruturas finas

JOkV X7Se
Figura 3-30 — Tecido pancreatico Figura 3-31 — Tecido pancreatico Figura 3-32 — Tecido pancreatico
tratado com HMDS — estrutura tratado com T-butanol — estrutura tratado com agua — estrutura
vascular vascular vascular

Figura 3-33 — Tecido renal tratado Figura 3-34 — Tecido renal tratado
com HMDS (FESEM) com T-butanol (FESEM)

Hélia Ferreira 45 Novembro de 2016



Resultados

Figura 3-37 — Tecido renal tratado
com T-butanol (FESEM) — detalhe
poddcito

Figura 3-35— Tecido renal tratado Figura 3-36 — Tecido renal tratado
com HMDS (FESEM) com T-butanol (FESEM)

3.1.3 Influéncia da condutividade do corte

Foram analisados quatro métodos diferentes de melhorar a condutividade de corte: corte com o
protocolo de secagem do corte coberto com IL, com cobrimento metalico, com cobrimento metalico e
IL e um outro corte que nao foi seco e que foi coberto com IL. Assim, para a analise da condutividade
da amostra, os cortes sdo de 10um de espessura e o protocolo de secagem foi realizado com HMDS

devido a facilidade de execugéo da técnica, comparada com o T-butanol, quando aplicado.

A presenca de IL na amostra sem que esta seja seca, faz com que o contraste seja diferente e menor
quando comparados com o cobrimento metalico. Logo, ndo é possivel visualizar qualquer tipo de

estrutura na lamina. Apos este resultado, decidiu-se que seria mais viavel secar sempre a amostra.

Apos a realizagdo da secagem da amostra, € depositado o IL, que é seco ao ar, ficando a amostra
com um contraste diferente. A baixas ampliagdes, parece que a diferenciacao das diversas estruturas

néo é tao evidente (Figura 3-38 a Figura 3-43).

Quando se aplica o IL, o contraste € muito menor do que quando se utiliza o cobrimento metalico.
Nao se tem a nocdo da presenga de varias estruturas, ou nogao da orientacdo das fibras como se

tem no cobrimento metalico.

Quando se analisam os cortes e estruturas a altas ampliagdes, o baixo contraste continua presente,
mas nao impede a boa visualizagéo das estruturas (Figura 3-44 a Figura 3-49). Nota-se também uma
maior intensidade na lamina que foi tratada apenas com o cobrimento metalico, do que na que foi
tratada com a combinagdo dos métodos, ja para nao falar da que foi apenas tratada com o IL, cuja

intensidade de sinal é ainda menor.

Quando comparando o cobrimento metalico com a combinagdo dos métodos, a diferenga no
contraste € quase nula, estando s6 presente em maior quantidade, as linhas dos efeitos de cargas,

quando se utilizou a combinagéo dos métodos (Figura 3-50, Figura 3-51 e Figura 3-52).
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Figura 3-38 — Tecido pancreatico Figura 3-39 — Tecido pancreatico Figura 3-40 — Tecido pancreético
coberto com crémio coberto com IL coberto com crémio e IL

Figura 3-41 — Tecido cardiaco Figura 3-42 — Tecido cardiaco Figura 3-43 — Tecido cardiaco
coberto com cromio coberto com IL coberto com créomio e IL

F/gurz 3r-t44 - Tecn’:IO pancrlt:at/co Figura 3-45 — Tecido pancreético FigILJJrat3-46 - Te’cid'o palzcrea;ttico
coberto com crémio — altas coberto com IL — altas ampliages coberto com cromio e IL — altas
ampliagbes ampliagbes

Figura 3-47 — Tecido cardiaco
coberto com crémio — altas
ampliagbes ampliagées

Figura 3-49 — Tecido cardiaco

Figura 3-48 — Tecido cardiaco coberto com crémio e IL — altas

coberto com IL — altas ampliagbes

Hélia Ferreira 47 Novembro de 2016



Resultados

=5
_—h
IRV Xi.500

Figura 3-50 — Tecido pancreéatico Figura 3-51 — Tecido pancreéatico Figura 3-52 — Tecido pancreatico
coberto com crémio — diferentes coberto com IL — diferentes coberto com créomio e IL — diferentes
intensidades intensidades intensidades

3.2 Observagcoes apos otimizacao do protocolo de
preparacao de amostras

Apobs a otimizagdo de um protocolo que permitia a visualizar de cortes histolégicos com qualidade no

MEYV, procedeu-se a sua aplicagdo em diversos tecidos, cujos resultados se apresentam de seguida.

3.2.1 Coragao

A uma baixa ampliagdo é possivel reparar nas diferentes orientagbes das fibras musculares, bem
como a presenga de vasos na periferia do tecido (epicardio) (Figura 3-56). Estes vasos sao de facil
visualizagdo e identificagdo graca a presenca de eritrécitos no seu interior. E possivel ainda visualizar
a parede interna dos vasos, principalmente quando se inclina amostra na dire¢cao do detetor e tem-se

a nocao de profundidade gragas a espessura do corte.

A presenca de vasos, e consequentemente, de eritrocitos, permite ter uma ideia ndo s6 de
dimensoes, pois os eritrocitos servem de medida relativa, bem como da preservacédo da amostra, pois

os eritrocitos sofrem com as alteragdes do seu meio (Figura 3-57).

Sendo o coragcdo composto maioritariamente por musculo cardiaco (musculo estriado), € facil
encontrar diversas orientagdes das fibras - sejam elas mais longitudinais, em que se vé a fibra no seu

comprimento, sejam elas mais transversais, em que se vé o interior de toda a fibra (Figura 3-58).

Quando a fibra esta cortada longitudinalmente, € possivel observar o que separa as diferentes fibras,
como elas se ligam, bem como a sua superficie/topografia, que ndo é de facil acesso. Também é

possivel visualizar alguns eritrocitos no intersticio (Figura 3-59 e Figura 3-60).

Quando a fibra se encontra cortada transversalmente, é possivel observar a presenga de miofibrilhas
(Figura 3-61 e Figura 3-62).
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rdiaco (10X, ML) Figura 3-54 — Vaso (20X, ML)

v

Figura 3-53 — Tecido ca

das fibras (20X, ML)
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Figura 3-56 - Baixa ampliagcdo (MEV) Figura 3-57 — Vaso (MEV) Figura 3-58 - Diferentes orientagbes
das fibras (MEV)

Figura 3-59 - Fibras longitudinais Figura 3-60 — Fibras longitudinais, Figura 3-61 — Fibras transversais
(MEV) alta ampliagdo (MEV) (MEV)

Figura 3-62 — Fibras transversais,
alta ampliacdo (MEV)
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3.2.2 Rim

O rim é composto por uma parte medular (Figura 3-70), como maior predominancia dos tubulos, e

uma parte cortical (Figura 3-66), em que ha uma maior predominancia dos glomérulos.

Os glomérulos sdo novelos de vasos que se encontram numa capsula, em que a parte visceral é
composta pelos poddcitos, que sdo faciimente identificados pois revestem os vasos, e em secgdo é
possivel ver os pedicelos, que sdo as extensdes pediculares dos poddcitos (Figura 3-67, Figura 3-68
e Figura 3-69).

Os tabulos, por serem estruturas ocas (como o0s vasos) € possivel analisar o seu interior, bem como a

suas paredes, podendo ser facil a distingéo entre eles (Figura 3-71 e Figura 3-72).

e, 3 ’ g REAE 2 N
Figura 3-63 — Por¢gdo medular (10X, ML)

Figura 3-66 — Zona cortical (MEV)

Figura 3-67 — Glomérulo (MEV)

Figura 3-68 — Podécito (MEV)

Figura 3-69 — Podécito — detalhe , Figura 3-71 — Tubulos (MEV,
pedicelo (VEV) Figura 3-70 — Zona medular (MEV) 9 (MEV)
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Figura 3-72 — Tubulos — detalhe interior
(MEV)

3.2.3 Pulmao

Os pulmdes, na sua porgao terminal, sdo compostos pelos alvéolos pulmonares, que sdo compostos

por dois tipos de células: pneumdcitos tipo | e tipo Il (Figura 3-76 e Figura 3-77).

Além dos alvéolos, também estdo presentes os bronquiolos, por onde chega o ar para as trocas. Esta

estrutura é revestida por epitélio cubico (Figura 3-79).

A presenga de cartilagem nos canais apenas esta presente na zona mais alta da arvore respiratéria,
como por exemplo, o brédnquio ou mesmo traqueia. Na Figura 3-78 é possivel ver o brénquiolo, com o
seu epitélio. E facil a identificacdo da cartilagem no corte, quer no ML (Figura 3-75) quer no MEV
Figura 3-80). Numa ampliagdo a zona de cartilagem, é possivel ver que € um material mais amorfo do

que o resto do tecido bioldgico. (Figura 3-81)

Tal como acontece noutros 6rgéos, este também é irrigado. A presenca de eritrocitos ajuda na analise

da qualidade de preservagao do corte, bem como serve de medida relativa.

B
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Figura 3-73 — Alvéolos pulmonares Figura 3-74 - Brénquios (10X, ML) Figura 3-75 — Cartilagem (20X, ML)
(10X, ML)
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Figura 3-76 - Alvéolos pulmonares
(MEV)

Figura 3-77 — Pneumécitos (MEV)

Figura 3-78 — Bronquiolos (MEV)

Figura 3-79 — Bronquiolo — detalhe Figura 3-80 — Tecido cartilagineo (MEV) Figura 3-81 — Condrécitos (MEV)
da parede (MEV)

3.2.4 Figado

O figado € um 6rgédo macigo, composto por vasos (sanguineos, linfaticos e hepaticos), bem como

células do parénquima (Figura 3-82 e Figura 3-83).

As células do parénquima - hepatdcitos - ndo séo facilmente distinguiveis umas das outras. As Unicas

estruturas que é possivel distinguir sdo os vasos (Figura 3-84, Figura 3-85 e Figura 3-86).

Nao ha muita informagao que possa ser retirada deste tipo de tecido, num individuo saudavel.

PR S R T O P L TR
IR SRy

Figura 3-82 — Parénquima Hepatico Figura 3-83 — Hepatécitos (20X, ML)
(10X, ML)
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Figura 3-84 — Vaso (MEV)

Figura 3-85 — Eritrécitos (MEV)

Figura 3-86 — Parénquima hepatico
(MEV)

3.2.5 Bago

O bago é um tecido de germinagéo de células linféides. Nao é facil distinguir as diferentes células

nem os centros germinativos, como na microscopia de luz (Figura 3-87 e Figura 3-88).

Embora de dificil identificacdo, é possivel distinguir a presenga de células do tecido linféide no meio
do parénquima (Figura 3-90). Tal como acontece em todos os érgaos, estdo presentes vasos onde é

possivel ver células na parede do endotélio (Figura 3-91).

Figura 3-87 — Centos germinativos
(10X, ML)

Figura 3-88 — Células (20X, ML)

Figura 3-89 — Parénquima esplénico Figura 3-90 — Células (MEV) Figura 3-91 — Célula na parede do
(MEV) vaso (MEV)
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3.2.6 Musculo Esquelético

O musculo esquelético € estriado, como o cardiaco, e devido ao facto de se estar a observar uma

secgao, tal como no coragéo, estamos perante varios tipos de orientagao das fibras (Figura 3-92).

Numa baixa ampliagdo é facil identificar as diferentes orientagbes das fibras. Por ser possivel as

diferentes orientagdes, visualizam-se as fibras longitudinais e fibras transversais.

Numa grande ampliagéo, é possivel observar as miofibrilhas (num corte longitudinal) (Figura 3-94).

f iG] 4

Figura 3-92 — Tecido muscular (10X,
ML)

Figura 3-93 — Fibras longitudinais
(MEV)

Figura 3-94 — Fibras longitudinais —
detalhe (MEV)

Figura 3-95 — Fibras transversais
(MEV)
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4 Discussao

4.1 Otimizacao do protocolo

A pouca bibliografia encontrada sobre a visualizagao de cortes histolégicos num MEV fez com que

fosse necessario a adaptacgao e otimizagao de protocolos de observagao.

4.1.1 Espessura do corte

Uma das carateristicas que é importante ter bem definida é a espessura do corte, pois ha que ter em

atencao a aparéncia de tridimensionalidade que o MEV oferece.

No tecido pancredtico, seria interessante encontrar os diferentes tecidos hormonais - o tecido
endécrino (ilheus de Langerhans) e o tecido exdcrino -, mas nao foi possivel visualizar o tecido
enddcrino nas laminas usadas na visualizagdo no MEV. A concluséo a que se pode chegar é que nao
€ de facil identificagdo dos diferentes tipos de tecido hormonal pela sua superficie, mas esta é
possivel pelo conteudo das células, e essa distingdo é feita quando se usam coloragdes para a
visualizacdo no ML, ou entdo, por ME, utilizando marcadores de elevada densidade de massa

detetaveis por imagens de eletrdes retrodifundidos.

Analisando agora a parte da profundidade de campo, concluiu-se os cortes de 5um nao sao os ideais
pois ndo apresentam tanta informagdo como os de 10um ou 15um. O mesmo acontece com
estruturas circundantes, que ndo se consegue perceber com detalhe se sdo ductos ou apenas
depressodes, devido ao facto de ndo se perceber se tem fundo ou nao, pois podera ter sido cortado,

na lamina com o corte de 5um, quando comparada com as restantes.

Relativamente a comparacao entre as ladminas de 10um e 15um, ndo se encontram grandes
diferencas, excecao feita a vaga referéncia que a lamina de 15um poderia ter mais informagao
relevante, mas que nao acontece. Ou seja, ambas as laminas dao informagdes sobre a profundidade
das estruturas visualizadas. Contudo, a de 15um, seria esperado que desse ainda mais informagao

sobre a profundidade, por ser mais espessa e conter, assim, mais material.

No tecido cardiaco, € suposto ver-se as trés camadas que constituem o tecido: (1) epicardio que
possui tecido epitelial pavimentoso, vasos linfaticos e sanguineos, tecido adiposo e conjuntivo; (2)
miocardio, que possui as células cardiacas, tecido conjuntivo, capilares e discos intercalares; (3)

endocardio, que possui tecido adiposo e conjuntivo.

Como no processamento para a visualizagdo da amostra em ML o tecido adiposo ndo é conservado,
esse nao é visualizado nestas Iaminas. Contudo, é possivel distinguir qual € a parte do epicardio pela

presenca abundante de vasos.

Relativamente ao miocardio, é esperado ver as diversas camadas de tecido muscular com diferentes

orientacbes. Numa maior ampliacdo dessa zona é possivel ver uns prolongamentos, que ndo sao
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mais que os discos intercalares, vistos longitudinalmente (comunicagbes e adesdes entre duas fibras

musculares) (Figura 3-13 e Figura 3-14).

Relativamente a profundidade de campo, analisando a lamina de 15um n&o da para perceber com
nitidez a informagéo que possa ser recolhida, como acontece com as laminas de 10um e S5um. Isto
pode dever-se ao protocolo usado, mas ndao € muito seguro, pois existem partes da amostra que se
encontram bem nitidas e outras que n&o, por isso cré-se que o problema esteja mesmo no tipo de
tecido e n&o no protocolo. Analisando as Iaminas de 5um e 10um, acontece 0 mesmo que aconteceu
no tecido pancreatico. Os cortes de 5um n&o apresentam tanta informagao de profundidade como os

cortes de 10um.

Assim, tendo em conta esta experiéncia, foi escolhida a ladmina de 10um devido a melhor
interpretacdo da informagao nela contida, bem como devido as dificuldades técnicas de preparagao
das amostras, ou seja, ha obtengao de cortes com a espessura de 15um na sua melhor qualidade, tal

como descrito na bibliografia [2], [66].

Tendo em conta as conclusées retiradas desta experiéncia, os cortes de 10um s&o os ideais para a

visualiza¢ao de tecido animal no MEV.

Na tabela apresentada (Tabela 4-1) esta resumido a conclusao desta experiéncia.

Tabela 4-1- Tabela comparativa entre as diversas espessuras em analise

5um 10um 15um
Identificagdo das estruturas Fraco Forte Moderado

Profundidade de campo Moderado Forte Forte

4.1.2 Secagem do corte

Nos protocolos para a visualizagdo de amostras bioldgicas em MEV procede-se a secagem das
mesmas. Na maioria da bibliografia, quando se analisavam amostras bioldgicas, usava-se o CPD,
alternativamente pode ser usada a liofilizagdo com o T-butanol, que oferece resultados idénticos e
nalguns casos melhores que o CPD. Este método pode também ser realizado com equipamento
habitualmente disponivel nos laboratérios, tendo sido, portanto, adotado neste estudo, juntamente
com a secagem a partir de HMDS, de uso generalizado pela sua facilidade. O protocolo com a
secagem a partir da agua serviu como controlo, principalmente por se querer evitar os resultados

obtidos neste protocolo.

Analisando agora a definigdo das estruturas, o método com agua apresenta pior definigdo que o
método de HMDS, como é expectavel, e o método de T-butanol apresenta os melhores resultados
nesta caracteristica. Ainda assim, é possivel ver bastantes caracteristicas do tecido quando se fez a

secagem do corte a partir de agua, desde que estas ndo contenham estruturas pequenas ou frageis.
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Relativamente a retracao do tecido, é possivel estudar esta alteragao do tecido quando se analisa o
mesmo campo da amostra. Um bom exemplo disto sdo os glomérulos (Figura 3-33 a Figura 3-37), em
que, na mesma ampliagdo, o glomérulo é ligeiramente menor no corte tratado com HMDS do que no
corte tratado com o T-butanol. Tal artefacto pode-se dever aos efeitos da tensédo superficial na
amostra ser seca ao ar, havendo uma interface liquido-ar, enquanto que com o T-butanol, o reagente
€ sublimado, ndo havendo a interface, ndo alterando a preservagado da amostra, tal como descrito na
bibliografia [78].

Analisando o colapso estrutural das amostras, notou-se que este estava bastante presente no método
que utiliza a secagem a partir da agua, tal como seria de esperar, e menos presente no método com o
HMDS. O método com o T-butanol, € o que provoca menos colapso, tal como descrito na bibliografia
[69], [70].

De um modo geral, quer no tecido pancreatico quer no tecido cardiaco, quando se utilizaram baixas
ampliagcbes, nao foi possivel distinguir com clareza qual o melhor protocolo. No entanto, com
ampliacbes mais elevadas, para ver as estruturas mais pequenas e frageis, estas estruturas

apresentam uma melhor preservagéo com o T-butanol.

Uma das conclusdes que se pode tirar € que o método de secagem pelo HMDS é bom, tendo em
conta o tempo de execugdo que é necessario, quando comparado com o método de T-butanol. No
entanto, se se quer visualizar estruturas muito finas, pequenas e frageis, a altas ampliagdes, o melhor
método é o que utiliza o T-butanol, pois foi esse que apresentou melhores resultados, quando os
cortes foram vistos num FESEM (microscopio de maior resolucéo). Porque quando vistos os dois
cortes num MEV convencional, as diferengas entre protocolos eram minimas, a ndo ser a presenga

de retracdo dos tecidos.

Tendo em conta as conclusées retiradas desta experiéncia, os cortes tratados com o T-butanol sdo os
ideais para a visualizagdo de tecido animal no MEV, principalmente quando € necessario visualizar

estruturas pequenas e frageis.

Na tabela apresentada (Tabela 4-2) esta resumido a conclusao desta experiéncia.

Tabela 4-2 - Tabela comparativa entre os diversos métodos de secagem em analise

Agua HMDS T-butanol
Colapso estrutural Forte Moderado Fraco
Definigdo da estrutura Fraco Moderado Forte
Retragéo do tecido Forte Forte Fraco
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4.1.3 Condutividade do corte

Para a visualizagao de amostras biolégicas em MEV, estas tém que ter a superficie condutora. Para o
efeito, recorre-se ao revestimento da amostra com uma camada condutora, em regra metalica. No
entanto, os liquidos i6nicos sdo usados com alguma frequéncia para amostras biolégicas, por serem
misciveis em agua e por tornar a amostra condutora. Resolveu-se testar o método para perceber se
neste caso, com cortes histolégicos tal funcionaria, pois se funcionasse, ndo seria necessaria a

utilizagdo do passo de secagem da amostra [82], tornando o protocolo mais simples.

No entanto, a metodologia de utilizar o IL sem antes recorrer a secagem da amostra biolégica ndo
deve ser aplicada, pois nao foi possivel visualizar qualquer tipo de estrutura nem tecido quando
colocado no MEV. Um dos fatores que estara a contribuir para que este protocolo nio ter funcionado
podera ser a necessidade de reidratar a amostra seccionada, pois o IL necessita que a amostra

possua agua, o que ndo acontece numa secg¢ao de parafina.

Quando o corte é coberto com IL, ndo apresenta grande detalhe e apresenta um contraste diferente,
quando comparado com os outros protocolos, quer no tecido pancreatico quer no tecido cardiaco.
Este contraste diferente encontra-se descrito na bibliografia, pois o IL ndo € um condutor elétrico, mas
sim iénico, podendo também apresentar pouca intensidade de sinal, que interfere com a interpretagao

da imagem devido ao ruido produzido.

Quando o corte é coberto com um metal (crémio, neste caso) séo visiveis os efeitos de cargas, mas
estes sdo ultrapassaveis quando se faz um recobrimento mais denso da amostra, quer no tecido
pancreatico quer no tecido cardiaco. Relativamente a intensidade de sinal, este é mais intenso que o

IL simples.

Quando se fez a combinacdo dos métodos, com a incubagéo do corte com IL e depois cobrimento
metalico, é possivel observar a reducao dos efeitos de carga. No tecido cardiaco é possivel observar

mais contraste e mais efeitos de cargas, o que nao é benéfico para uma boa qualidade da imagem.

Tendo em conta as conclusdes retiradas desta experiéncia, os cortes tratados com o cobrimento
metalico (cromio) sdo os melhores nas condi¢des utilizadas para a visualizagdo de tecido animal

preparado para ML no MEV.

Na tabela apresentada (Tabela 4-3) esta resumido a conclusao desta experiéncia.

Tabela 4-3 - Tabela comparativa entre os diversos métodos de condutividade em anélise

IL Metais IL com Metais
Intensidade do sinal Fraco Forte Forte
Efeitos de cargas Fraco Moderado Moderado
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4.2 Observagcoes apoés otimizacao do protocolo de

preparacao de amostras

Apos ter sido feita a otimizagdo do protocolo para a visualizagdo de cortes histolégicos no MEV,
aplicou-se o mesmo protocolo em diversos tecidos, para verificar a exequibilidade em diferentes

tecidos.

Alguns tecidos apresentam mais estruturas que outros, sendo, assim, mais facil analisa-los.

4.2.1 Coragao

O tecido cardiaco € um tecido com diversas estruturas visiveis no MEV. As diferentes orientagbes das
fibras, as ligagdes entre células, o interior dos vasos, sdo quase tudo estruturas que ndo sdo muito
visiveis na microscopia de luz, mas visivel na ME. Ao serem visiveis no MEV, com o devido estudo
dessas estruturas, sera possivel identificar as alteragdes celulares que ndo s&o visiveis na

microscopia de luz.

Comparando as estruturas vistas a uma baixa ampliagdo em ambos os microscopios (Figura 3-53 e
Figura 3-56, bem como Figura 3-55 e Figura 3-58), é possivel notar a capacidade que o MEV
apresenta de apresentar uma imagem muito semelhante a apresentada pelo ML. Isto permite ao
utilizador do microscépio ter uma orientagao facilitada do tecido e a partir dai analisar estruturas a

uma ampliagdo muito maior, como acontece quando se observa um vaso - Figura 3-54 e Figura 3-57.

4.2.2 Rim

O tecido renal, tal como acontecia no tecido cardiaco, € um tecido com diversas estruturas visiveis no
MEV. A facilidade de ampliagdo numa parte do nefrénio - o glomérulo (Figura 3-65 e Figura 3-67) -
permite a visualizagdo de células como os poddcitos (Figura 3-68) com grande clareza, bem como a
visualizacdo dos prolongamentos das mesmas — pedicelos (Figura 3-69) -, que fazem com que a
utilizacdo do MEV juntamente com a microscopia de luz, seja util para estudar a estrutura da

membrana glomérulo-capilar.

A visualizagao de cortes com maior resolugéo, como as imagens obtidas no MEV, facilita a exploragéo
e identificacdo de certas estruturas, como os vasos, que poderdao fornecer informagdes sobre a

fisiologia e patologias renais.

O estudo dos poddcitos e dos seus pedicelos, que é algo que é feito, normalmente em MET, pode
consequentemente ser feita em MEV, havendo patologias que estdo relacionadas com alteragdes
nestas células [85]. Relativamente ao MET; o MEV permite um processamento mais simples e rapido,

levando a que seja feito também um diagndstico em menos tempo.
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4.2.3 Pulmao

O tecido pulmonar também é um dos tecidos analisados em que se observam diversas estruturas de
facil identificacdo e que poderdao dar mais informacdo. Contudo, s6 com o sinal de eletrdes
secundarios, as informagdes obtidas ndo sao diferentes das obtidas em ML, tal como é mostrado

quando comparado as duas microscopias:

e Figura 3-73 com Figura 3-76 — a identificagdo imediata dos alvéolos pulmonares, sendo a
Unica diferenga a percegao de profundidade presente no MEV,;

e Figura 3-75 com Figura 3-80 — a identificagdo do material cartilagineo é feita em ML pela
diferente afinidade do corante, enquanto que em MEV ¢ feita pela diferente interagdo com os

eletrdes, tornando-se ligeiramente mais brilhante.

A utilizagdo de outros sinais, como os eletrdes retrodinfundidos ou os raios-X oferecem a

possibilidade de identificar e analisar particulas no parénquima pulmonar [51].

4.2.4 Figado

O tecido hepatico, ao contrario dos tecidos até agora mencionados, quando visto no MEV, nas
condigdes experimentais, ndo fornece mais informagéo que aquela obtida no ML, tirando a facilidade
de amplicagédo da imagem (Figura 3-82 e Figura 3-86). Alias, a utilizagdo de outras coloragdes para o
ML dao mais informagao que no MEV, como o exemplo das coloragdes de prata para a reticulina [24].
De assinalar que o MEV também podera ser usado, por exemplo com imagens de eletrbes

retrodifundidos para analisar sec¢gbes coradas com metais pesados, como a prata.

4.2.5 Bago

O tecido esplénico, sendo um tecido germinativo linféide, € composto por uma imensa variedade de
células diferentes. Contudo, estas ndo sao de facil identificagdo no MEV, pois a superficie, elas nao
diferem muito entre si. Assim, tal como acontece no figado, a informagao que se pode obter no MEV
nao € uma mais-valia nas condi¢cdes da experiéncia, quando comparada com as informagdes obtidas

pelas outras microscopias.

4.2.6 Musculo Esquelético

No musculo esquelético, é possivel observar as diferentes orientagcdes das fibras e observar as
miofibrilhas quando estas se encontram cortadas longitudinalmente. Mas tal como acontece com os
tecidos hepaticos e esplenicos, ndo existem mais estruturas para observar no musculo que poderéo
dar mais informacao sobre as alteracdes celulares. E tal como acontece com o coragdo, o musculo
estriado ndo é um tecido muito frequente na AP, sendo s6 feita uma bidpsia deste tecido, na maioria

das vezes, para determinar alguma patologia neurolégica, realizando histoenzimologia.
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5 Consideracoes finais

5.1 Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que a utilizagdo do MEV na pratica do
diagndstico, usando a microscopia correlativa, € exequivel. No entanto, alguns tipos de tecido nao
revelaram beneficios com a metodologia utilizada para a observagao de tecidos normais. O estudo de
amostras patoldgicas, em particular as produzidas por corpos estranhos, podera eventualmente

revelar aplicagdes com indicagdes para o uso do MEV.

A escassa bibliografia existente, no que diz respeito a metodologia que poderia ser aplicada neste
tipo de amostras - tecido fixado em FNT e incluido em parafina - fez com que fosse necessario fazer
uma adaptacdo dos diversos protocolos existentes para este tipo de material — em particular na

observacao de cortes histoldgicos.

A obtencao de cortes histologicos para que o tecido possa ser visto no MEV mostrou-se ser uma
técnica que tem algum valor no diagndstico. A visualizagdo de certas estruturas numa maior
ampliacdo, mas ainda assim, sem qualquer disrupgdo da amostra vista em ML, da mais informagao,

podendo fornecer informacao vital para um melhor diagnéstico.

O MEV disponivel no laboratério sé tinha instalado o detetor de eletrdes secundarios, que foi o
utilizado no trabalho, e a partir do qual todas estas conclusdes foram retiradas. No entanto, os sinais
que poderiam ser obtidos pelo detetor de eletrdes retrodifundidos ou mesmo pela espectroscopia de
dispersao de energia de radiacdo-X forneceriam outro tipo de informagéo, também possivelmente
relevante para o diagnostico de diversas patologias. Contudo, diversos aspetos das patologias teriam

que ser estudados para melhor os classificar usando estes detetores.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Tendo em conta as conclusdes retiradas deste trabalho, considera-se pertinente fazer algumas

sugestbes para estudos futuros:

e estudar outras caracteristicas da amostra, em particular cortes corados com metais pesados
com o MEV, para explorar outras potencialidades;

e estudar outros tipos de tecido, bem como analisar tecidos ja com patologias, para perceber o
verdadeiro impacto desta técnica, no diagndstico das mesmas;

e estudar os diferentes tipos de sinais que se podem obter de um MEV além dos eletrbes
secundarios - eletrdes retrodifundidos, espectroscopia de dipersdo de energia de radiagéo-X,

entre outros.
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7 Apéndices

7.1 Material, Reagentes e Equipamentos de Protecao
Individual

1. Material

e Banho-mairia;

e Bateria de coloragéo para HE;

e Bisturi;

e Blocos de material arquivado (Coragéo, Rim e Pancreas);
e Bomba rotativa;

e Cestos de laminas plasticos;

e Cola de carbono;

e Esguicho de agua destilada;

o Estirador;

o Estufa;

e Evaporador;

e Faca de microtomia;

e Fita-cola de carbono;

e Frascos de biopsia de 50 mL;

e Frigorifico;

o Funil;

e Gobelets de capacidade de 200 mL;

e Lamelas;

e Laminas néo adesivadas Marienfeld,

e Microscopio eletronico de varrimento — Jeol JMS-5400;
e Microscopio de luz visivel composto — Leica DMLB;
¢ Micrétomo de Minot;

e Pincas metalicas;

e Pincel;

o Pipetas de Pasteur;

e Placa fria;

e Processador automatico;

e Provetas graduadas de 250 ml;

e Suportes metalicos;

e Tesoura;
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Tina de agua fria.

Reagentes

2-metil-2-propanol (T-butanol);

Agua corrente;

Agua destilada;

Etanol a 100%;

Etanol a 70%;

Etanol a 96%;

Formaldeido neutro tamponado (FNT);
Hexametildisilazano (HMDS);

Liquido lénico (IL);

Parafina;

Xileno.

Equipamentos de protecgao individual

Bata;

Luvas de nitrilo.
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