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1. LOCAL ONDE FOI REALIZADO O ESTAGIO

O estagio foi realizado na Unidade Auxiliar de Estrutura Simples “Centro
de Microscopia Eletrénica” do Instituto de Biociéncias de Botucatu, Campus de
Botucatu, UNESP.

Conforme informado no site http://www.ibb.unesp.br/#!/cme , o Centro de

Microscopia Eletronica (CME) de Botucatu comecou a ser idealizada em 1975,
para ser uma unidade auxiliar de servicos da Faculdade de Ciéncias Médicas e
Biologicas de Botucatu (FCMBB), visando inicialmente estudos e pesquisas
utilizando microscopios eletronicos de transmissao.

Durante o ano de 1977, a FCMBB passa a ser uma unidade UNESP, e
as chegadas dos equipamentos adquiridos coincidiram com essa mudanca. Em
14 de Abril de 1977 entra entdo em funcionamento o CME de Botucatu. Seu
patrimonio ficou sob responsabilidade do Instituto de Biociéncias de Botucatu, e
seus servicos ficaram destinados a todas as unidades do Campus de Botucatu,
e também a qualquer outra instituicdo publica ou privada, caracterizando o
CME entdo como um laboratorio multiusuario.

Em 1987 foi montado o servico de Microscopia Eletronica de Varredura,
com auxilio financeiro da FINEP - Financiadora de estudos e projetos.
Posteriormente a FAPESP - Fundacdo de amparo a pesquisa do estado de
Sdo Paulo - financiou a modernizacdo e readequacdo dos servicos do
Microscoépio eletrénico de Transmisséo.

Atualmente o arsenal de equipamentos do CME Botucatu consiste em
dois Microscopios Eletrbnicos de Transmissdo, um Techai Spirit da FEI
Company e um CM100 da Philips, um Microscépio Eletrdnico de Varredura
Quanta 200 da FEI Company, e também um microscopio confocal de varredura
a laser SP5 da Leica.

No CME Botucatu ha pessoal técnico especializado
responsavel pela operagdo de equipamentos, assisténcia técnica para o
processamento das amostras e também treinamento de usuarios. A equipe
técnica atual consiste em uma assistente administrativa, e quatro assistentes
de suporte académico. Até os dias de hoje o CME é amplamente procurado e
utilizado por diversos docentes, pesquisadores e pdés-graduandos das mais

variadas instituicoes do Brasil.


http://www.ibb.unesp.br/#!/cme

2. ESTAGIO NO CENTRO DE MICROSCOPIA ELETRONICA

Durante o meu estadgio no CME de Botucatu, orientado pela Profa. Dra.
Daniela Carvalho dos Santos, supervisora do Centro de Microscopia Eletronica,
tive a oportunidade de participar de todas as atividades desenvolvidas durante

0 segundo semestre de 2017.

Atividades de Pesquisa e Prestacao de Servi¢cos da Unidade:
Minhas principais atividades durante o periodo do estagio foram
atividades préticas e instrumentais no laboratorio da Unidade. Acompanhei e
auxiliei em todas as etapas da rotina de prestacao de servigos e pesquisa do

Centro de Microscopia Eletrénica.

Primeiramente fui introduzido ao protocolo de processamento de
amostras, tanto para MET quanto MEV. Minha rotina inicial do semestre foi
aprender o preparo e a utilizacdo das diferentes substancias utilizadas durante
0 processo. A preparacao da solugéo de Karnovsky, utilizada na etapa
primordial do processo, a fixacdo, e dos componentes necessarios para
prepara-la — paraformaldeido, glutaraldeido e tampéo fosfato — foram as

primeiras etapas nas quais tive participacao.

Seguindo com a pos-fixacdo, aprendi o preparo da substancia
responsavel por essa etapa, o tetréxido de 6smio. Importante para preservar 0s
lipidios das amostras, o 6smio € um metal pesado bastante toxico, sendo
necessaria a utilizacdo de luvas de nitrila e o uso da capela para uma

manipulacéo segura.

A préxima etapa é diferente entre o MET e o MEV. Na microscopia de
transmissao, € feita a imersédo do material em acetato de uranila 0,5%,
preparado a partir da mistura de alcool e acetato de uranila. Na microscopia de

varredura ndo € necessaria esta etapa.

Segue-se entdo com a etapa de desidratacao, etapa importante para
retirar toda a 4gua da amostra e substitui-la por material que seja miscivel em
resina. Esse processo é feito com alcool no MEV e acetona no MET. Além das

diluicdes necessarias para que seja possivel desidratar com concentracdes



gradualmente mais altas, eu também pude praticar o processo de desidratacao

em si.

Na microscopia de transmissao, o material passa entao pelo processo
de infiltracd@o, para que a acetona seja substituida por uma mistura 1:1 de
resina Araldite® e acetona 100%. Os frascos devem entéo ser fechados e
vedados com Parafilm® para que ndo ocorra a volatilizacdo da acetona. Apos
aproximadamente 12 horas em temperatura ambiente, retira-se essa mistura e
embebemos o material em resina pura por cerca de 1 hora em estufa a 37°C,
em um processo chamado de embebicdo. Nessa etapa devemos deixar o0s
frascos abertos para que qualquer residuo de acetona volatilize. Finalizando
esse processo, o material € emblocado em moldes apropriados, e depois sao
deixados em estufas de 60°C por cerca de 2 a 3 dias.

Apébs algumas semanas participando da rotina de processamento, eu ja
podia fazer todo o protocolo sozinho, e pude entdo comecar a participar das
outras etapas da preparacdo das amostras. Na microscopia de varredura, as
amostras precisam passar por uma secagem final apds a desidratacéo, etapa
chamada de elevacéo ao ponto critico. Nesta etapa, feita em um aparelho
chamado de camara de ponto critico, utilizamos diéxido de carbono como
agende de troca, para que seja possivel impor na amostra uma condicéo de
temperatura e pressao especifica, na qual ocorre a secagem total do material

sem deformac&o na sua estrutura biolégica.

Apbs a secagem em ponto-critico, nGs montavamos o espécime em
suporte porta-amostras especificos para o MEV, chamados Stubs. Finalizando
essa montagem o material era metalizado, ou seja, sua superficie era coberta
com microparticulas de ouro, visando promover ou aumentar a condutividade
da superficie da amostra. Apds essa etapa 0 material estava pronto para

visualiza¢do no microscoépio eletrdnico de varredura.

Ja no microscoépio eletrbnico de transmisséo, as amostras, agora
emblocadas, iam para o processo de trimagem. Esse processo consiste em
reduzir a area dos blocos para que depois possam ser feitos os cortes
semifinos. Na trimagem utilizam-se laminas de barbear para reduzir o excesso

de resina ao redor da amostra, facilitando o processo de cortes semifinos. Ja



estes, sao feitos em um micrétomo com navalhas de vidro, e consistem em
produzir cortes de aproximadamente 0,5um. Estes cortes séo entao
visualizados em lupas para que seja escolhida a area de interesse, a qual sera

utilizada para fazer os cortes ultrafinos.

O laboratorio oferece diversos blocos de resina utilizaveis para treino de
trimagem, os quais eu utilizei exaustivamente antes de trimar as amostras da
rotina do laboratorio. Ap6s me familiarizar com as técnicas de trimagem, pude
ter a oportunidade de realizar cortes semifinos no microtomo, com auxilio dos
técnicos do laboratorio. Aléem disso, as navalhas de vidro sdo produzidas no
préprio laboratorio, utilizando um cortador de vidro, processo o qual eu aprendi

e pelo qual eu fiquei encarregado durante meu tempo de estagio.

Finalizando os cortes para a microscopia de transmissao, séo feitos os
cortes ultrafinos, de aproximadamente 90nm, realizados no ultramicrétomo com
navalhas de diamante. Os cortes séo capturados em pequenas grades
especificas. Nesta etapa, s6 pude acompanhar o processo e ndo pratica-lo,
pois as navalhas de diamante sdo bastante caras além de sensiveis, e um

corte errado nessa etapa poderia prejudicar todo o processo feito até agora.

Em seguida, sao feitas as coloracdes das amostras, primeiramente com
acetato de uranila e em seguida com citrato de chumbo. Nesta etapa eu pude
participar ativamente, corando o material e finalizando-o para ser observado no

microscopio de transmissao.

Além dos protocolos de processamento de amostras, eu pude treinar o
manuseio do microscopio de transmisséo, tanto na prestacao de servicos
quanto na matéria oferecida para alunos da p6s-graduacao, a qual eu participei
como aluno especial. Durante minha estadia no laborat6rio, ndo pude
manusear o microscopio de varredura, devido a problemas técnicos no

funcionamento deste.

Por fim, no laboratorio ha também prestacéo de servigcos para uso da
microscopia confocal. Este € manuseado pelos técnicos do laboratorio, e
também foi me dada a oportunidade de acompanhar a formacao de imagens

através deste aparelho.



Atividades de Extenséo e Ensino:

Além disso, o laboratorio oferece atividades de ensino e extensdo, das
quais eu pude participar juntamente com as equipes envolvidas. Participei de
duas atividades de extensao: Projeto de extenséao “Conhecendo uma célula em
um microscoépio eletrénico” e Evento de extensao: “Venha conhecer o IB”.

Dentro dessas atividades de extensao, o CME se organiza para fazer e
receber visitas nas/de escolas de ensino fundamental e médio da cidade de
Botucatu, nas quais propdem atividades, oficinas e palestras com o intuito de
interagir e trocar conhecimentos sobre biologia e estrutura celular com os
alunos, além de apresentar as criancas e adolescentes 0s microscopios
eletrbnicos e suas aplicacdes nas diferentes areas cientificas.

Nas atividades de ensino, pude acompanhar as aulas e demonstracdes
praticas oferecidas aos alunos de graduacao de diferentes cursos da UNESP
Botucatu. Finalmente foi me dada a oportunidade de participar como aluno
especial, regularmente matriculado — conforme documento em anexo - em uma
disciplinas da pés-graduacao, “Microscopia Eletrénica e Ultraestrutura Celular”,
de responsabilidade da Profa. Dra. Daniela Carvalho dos Santos, oferecida aos
alunos dos Programas de Pdés-Graduacdo em Biologia Geral e Aplicada,
Biotecnologia e Zoologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu. Os créditos
dessa disciplina serdo contabilizados para o meu curso de mestrado, que
pretendo iniciar no proximo ano (2018). A disciplina tem por objetivo fornecer
conhecimentos tedrico-praticos sobre metodologias de preparo e analise de
materiais biol6gicos ao nivel de microscopia eletrdnica de transmissao e
varredura, e sua aplicabilidade nas diferentes areas de graduacao. Os alunos
durante a disciplina séo treinados para que se tornarem capacitados na
interpretacdo de morfologia ultraestrutural, correlacionando-a com o
funcionamento celular, além de desenvolver habilidades de utilizacdo dos
microscopios eletrbnicos e de planejamento metodolégico de pesquisa com
abordagem ultraestrutural.

Seguem imagens realizadas por mim durante as aulas praticas da

disciplina:



Figura 1: Fotomicrografia de Transmisséo. Detalhe de mitocdndrias (mi) e cisterna de

reticulo endoplasmatico rugoso (rer).



Figura 2: Fotomicrografia de Transmissao. Viséo geral de células do intestino de ratos,

com nuacleos descondensados (n), nucléolo evidente e citoplasma contendo

mitocondrias e cisternas de reticulo endoplasmaético.
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Figura 3: Fotomicrografia de Transmisséo. Jun¢des oclusivas (jo) e desmossomos (de)
entre células absortivas do intestino de ratos. Notar microvilosidades em corte

transversal (m).



3. RELAVANCIA DO ESTAGIO PARA MINHA FORMACAO PROFISSIONAL

Durante o semestre em que estagiei no CME Botucatu, tive a oOtima
oportunidade de aprender na teoria e na pratica sobre a microscopia eletronica,
uma area com a qual ndo possuimos muito contato na graduagdo em ciéncias
biomédicas. Pude perceber como faz falta uma disciplina que dé énfase para

uma tecnologia tdo essencial para o avanco das pesquisas cientificas.

O estagio inclusive me incentivou a seguir a area académica, e desenvolver
um projeto de mestrado que conecte pesquisa em biologia celular com o uso
da microscopia eletrénica. Continuando assim o aprendizado iniciado no CME
Botucatu.
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