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RESUMO

A microscopia eletrénica de transmisséo é ferramenta Util na realizacéo de investigagdes de nervos,
humanos, tanto em condicdes normais, quanto na presenca de neuropatias. Modelos experimentais de
neuropatias t8m sido cada vez mais Uteis na elucidacdo dos processos fisiopatolégicos que acometem os
nervos comprometidos e, assim, a utilizacdo da microscopia eletrdnica de transmisséo tem apresentado
papel fundamental no entendimento desses processos. A utilizacdo de modelos animais se faz necessdria pois
tentamos reproduzir em laboratério a forma mais original desses achados clinicos. Dessa forma, é de
exirema importéncia a obten¢@o de material biolégico o mais integro e intacto possivel, sem perder suas
caracteristicas originais. A presente revisGo demonstra uma das metodologias possiveis para a obtencéo de
material biolégico, particularmente de nervos, com efic4cia e bom uso da microscopia eletrdnica para os
estudos dos modelos experimentais de neuropatias.
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ABSTRACT

The transmission electron microscopy is a valuable tool for the investigation of peripheral nerves either
under normal conditions or in the presence of peripheral neuropathies. Experimental models of neuropathies
are useful in the elucidation of the physiopathological steps of the diseases and transmission electron
microscopy techniques play an important role in this process. The use of experimental models is mandatory
once there is a need for reproducing in the laboratory the clinical findings in their most original form possible.
Thus, the obtainment of a well preserved and intact biological material is crucial. The present review discuss
one of the possible methods for the obtainment of a biological material of good quality, particularly nerves, to
be investigated under transmission electron microscopy in order to study experimental models of peripheral
neuropathies.

KEY WORDS: Sensitive and motor peripheral nerves, histological processing, peripheral nervous system,

transmission electron microscopy.

1. INTRODUCAO

divisGo do sistema nervoso humano é

baseada na sua topografia: o sistema
nervoso central (cérebro e medula espinal, o
chamado neuro-eixo) e o sistema nervoso periférico
(12 pares de nervos cranianos, 31 pares de
nervos espinais ou raquidianos, plexos autond-
micos, ganglios e as terminacdes nervosas livres).
Atualmente o sistema nervoso entérico foi incluido
nessa classificacdo, chamado de um “pequeno
cérebro”, contendo uma quantidade de neurénios
igual a da medula espinhal (Bear et al., 2008). O
sistema nervoso do rato é semelhante ao humano,
uma diferenca macroscépica é que enquanto a
medula espinal humana se estende até o inicio da
regido lombar, a do rato quase alcanca o sacro.
Em termos de comparacdo, a medula espinal do
rato & proporcionalmente mais extensa que a
humana. A origem de todos os nervos cranianos do
rato se dd em nivel da medula oblonga ou bulbo, o
que facilita sua identificacéo e coleta, sendo o rato,
portanto, um excelente modelo experimental para
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investigacdo de neuropatias (Varejdo et al, 2004;
Jerdnimo el al., 2005; Vasconcelos et al., 2009).

As caracteristicas marcantes, principais e
mais importantes para a manipulacdo histolégica
adequada dos tecidos em diferentes espécimes
animais é a reproducdo, em condicdes experi-
mentais, do mesmo padrdo em que se encontram
os tecidos biolégicos “in vivo”, ou seja, na forma
natural. Para isso a manipulacéo do tecido que se
pretende estudar deve ser cuidadosa, com a
tentativa de se controlar varidveis como o pH e a
autdlise

osmolaridade, evitando desnaturacéo,

tecidual ou até mesmo lesdo macroscépica (Souza,

2007).

2. ESPECIMES E DISSECACAO

Alguns animais de laboratério mais usados
em experimentacdo e em modelos experimentais de
neuropatias sdo: Camundongos (Mus musculus);
Ratos (Rattus novergicus); Cobaias (Cavia porcellus)
e Coelhos (Oryctologus cuniculus). A tabela abaixo
classifica os mesmos.
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ANIMAL CAMUNDONGO RATO COBAIA COELHO
FILO Chordata Chordata Chordata Chordata
SUB-FILO Vertebrata Vertebrata Vertebrata Vertebrata
CLASSE Mammalia Mammalia Mammalia | Mammalia
ORDEM Rodentia Rodentia Rodentia Lagomorpha
FAMILIA Muridae Muridae Caviidae Ochotonidae
GENERO Mus Rattus Cavia Oryctolagus
ESPECIE Musculus Norvegicus Porcellus Cuniculus

Sado mamiferos de pequeno e médio porte,
de fdcil criacio e manutencdo em biotérios, com
gestacdo geralmente rdpida. Assim, podemos
trabalhar com varidveis controladas, tais como
tamanho da ninhada, geracées de filhotes, sexo,
peso e idade. A dissecacdo para retida dos
fragmentos teciduais que se deseja estudar é
geralmente cirlrgica, e deve se tomar extremo
cuidado para ndo esmagar ou prensar o tecido a
ser estudado, danificando assim a estrutura celular
da amostra. O tecido nervoso é muito fragil quanto
ao manuseio (Varejago 2003) e por isso, o desejdvel
é que o mesmo seja fixado “in locu”, antes da sua

dissecacdo e remocdo do animal.
3. FIXACAO

A fixacdo tem por objetivo a preservacédo
das estruturas celulares, bem como a protecdgo das
lesdes decorrentes dos processos subseqientes do
processamento histolégico. Os fixadores podem ser
fisicos ou quimicos. A fixagdo quimica é o
procedimento de escolha para o preparo do tecido
nervoso periférico. E o processo pelo qual é usada
uma solucdo fixadora, através da perfuséo
intravascular ou da imersdo do tecido “in situ”, ou
apés retirada rdpida do animal. para tentar
preservar o tecido na forma mais real possivel “in
vivo”, bem como a sua estrutura morfolégica macro
e microscépica, estabilizando e coagulando,
camadas lipidicas, membranas e formando ligagdes
infra e infermoleculares estdveis. A fixacdo fisica
pode ser obtida submetendo-se a amostra a um
nitrogénio  liquido

congelamento  rdpido  com

(criofixacdo). Esta é comumente utilizada para
reacdes imunohistoquimicas no sistema nervoso
central. No caso de nervos periféricos, as solucdes
fixadoras sdo mais eficientes. Sao elas:

3.1 ALDEIDO GLUTARICO (GLUTARAL-
DEIDO)

E o substancia fixadora mais utilizada,
preserva a cromatina, firma as ligacdes das pontes
cruzadas das proteinas e ndo inibe a atividade
enzimdtica nos tecidos, sendo utilizado em técnicas
imuno-histoquimicas. E usado na concentracdo de
2,5%, diluido em tampéo cacodilato de sédio 0,2
M. Apresenta custo elevado, porém para fixar nervo
por imersdo é excelente, como no caso do nervo
auditivo do rato ou cobaia (Vasconcelos, 2005) ou
de nervos muito pequenos (Fazan et. al., 1997,

Fazan et al., 2001; Fazan et. al., 2002).

3.2 TETROXIDO DE OSMIO (ACIDO
OSMICO OU ACIDO PEROSMICO)

Em microscopia eletrdnica de transmissdo é
usado como um pds-fixador, encontrado na forma
de cristais ou solucdo aquosa, altamente voldtil e
toxico. Fixa e estabiliza extraordinariamente
gorduras e fosfolipideos das membranas, formando
um éster insoltvel. Oxida rapidamente e torna o
material escuro devido as ligacées com &tomos de
carbonos, ndo precipita proteinas. A penetracdo
tecidual é pequena, dai a importéncia de se obter
fragmentos bem seccionados e pequenos. Evidencia

bem as mitocéndrias, membranas lipoprotéicas e
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principalmente a bainha de mielina dos nervos.
Para o manuseio desta substancia é obrigatério o

uso de capela de exaustdo e escuriddo (Souza,
2007).

3.3 PARAFORMALDEIDO (TRIOXIMETILENO)
4%

E um pd solovel em d4gua ligeiramente
alcalino. Muito utilizado na microscopia de luz.
Menos eficiente nas ligacées das pontes cruzadas,
porém possui uma fixacdo adequada ds amostras.
Podem ocorrer variacdes de pH na solucdo.
Quando misturado ao glutaraldeido a 2,5% é
formada a Solucdo de Karnovsky, muito utilizada
para fixar nervo por perfusdo intravascular e

diminuir o custo do procedimento.

3.4 ACETATO DE URANILA

Em microscopia eletrénica de transmisséo,
o acetato de uranila é utilizado como meio de
contraste, ndo exatamente um corante. Esta
substancia se fixa aos radicais fosfatos de vdrios
tipos de moléculas, prende-se também aos
grupos carboxilas e aminas livres, ela facilmente
se precipita.

infensa extracdo de glicogénio citoplasmdtico.

O ftratamento com uranila induz
Outra solucdo bastante usada é o corante de
Reynold's (citrato de chumbo), para aumentar o
contrate das membranas & microscopia eletrénica
de fransmissdo.

4. SOLUCOES TAMPAO

Em microscopia eletrdnica de transmisséo é
fundamental a manutencéo e o controle do pH das
solucdes fixadoras. A eficiéncia do sistema tampéo
varia com o pH e a interferéncia ou ndo de outros
fatores, como solubilidade, penetracéo tecidual,
resisténcia & oxidagdo. Os diferentes sistemas
tampdes sdo utilizados para manter o controle de
um determinado pH nas solucdes fixadoras, etapas
de lavagem do material, reagdes, entre outras

(Souza, 2007). Principais s@o:
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4.1 TAMPAO CACODILATO DE SODIO

Seu pH de tamponamento encontra-se na
faixa de pH de 6,4 a 7,4. Possui grande vantagem
sobre os demais com relacéo & fixacdo de materiais
biolégicos pois permite a estocagem do material
nessa solucdo por longos periodos de tempo, sem
deteriorar.

4.2 TAMPAO FOSFATO DE SODIO

E o mais fisiolégico porque é encontrado
nas células na forma de fosfatos inorgénicos e éster
de fosfato. Néo é téxico e o pH desse tampado
apresenta pouca variacdo em diferentes tempe-
raturas.

4.3 TAMPAO TRIS

Muito usados em técnicas citoquimicas,
apresentam-se em duas formas: TRIS-Maleato e o
TRIS-HCI.

diminuida capacidade de tamponamento.

Abaixo do pH 7,5 possuem uma

4.4 TAMPAO ZWITERIONICOS

S@o aminas ou aminodcidos N-substituidos
que funcionam como tampdo para os fons
hidrogénio dentro de um pH entre 6,15-8,35.
Bom para cultura de células e pouco usado em
microscopia eletrbnica de transmissdo pela apre-
sentacdo de densidade citoplasmdtica bastante
acentuada.

5. DESIDRATACAO, INCLUSAO, ULTRA-
MICROTOMIA E CONTRASTACAO

Uma das técnicas de desidratacéo pode ser
realizada com acetona 50% por 20 minutos,
seguida de acetona 70% por mais 20 minutos.
O material pode ficar “over night” nessa solugéo ou
o procedimento pode seguir com acetona 90% por
20 minutos e terminar com acetona 100% em 3
trocas de 15 minutos cada. Pode ser também usado
tipo de
serd utilizada para o procedimento de incluséo. A

etanol, dependendo do resina  que

infiltracéo ou inclusdo/emblocamento pode ser feita
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com EPON 812® - EMS/USA. Na microtomia, os

cortes transversais semifinos dos nervos sdo
realizados com navalhas de vidro, numa espessura
que pode variar de 0,5 a 1,0 um. O material
obtido é corado com azul de toluidina a 1% e,
montados entre ldmina e laminula, pode ser
observado em microscopia de luz. Para a
ultramicrotomia, os cortes ultrafinos sdo realizados

numa espessura entre 50 e 80 nm e sGo montados

6. ELETROMICROGRAFIAS

em grades de cobre, para observacdo na
microscopia eletrénica de transmissdo. Esses cortes
sdo contrastados com acetato de uranila a 5% por
1 hora, envolto por papel aluminio, pois é a
solugdo é fotossensivel. Em seguida, utiliza-se a
solucdo de citrato de chumbo por 5 minutos,

lavando, em seguida, em dgua destilada 3 vezes

por 10 minutos.

Figuras A-D: Eletromicrografias de secgdes transversais ultrafinas do nervo isquidtico de ratos Wistar controles e
diabéticos agudos (STZ - 60 mg/kg, i.p.). A) Note os axénios mielinizados (Ax) no grupo controle. Observe a
presenca de fibras amielinicas com sua célula de Schwann e nicleo bem evidente (seta fina). 8.000x. B) No grupo
diabético um macréfago néo ativado (seta pequena) emite seus pseudépodes entre as fibras mielinicas. Note a
presenca de um vaclUolo no axoplasma de uma fibra mielinica fina (asterisco). 8.000x. C) A imagem mostra
desmielinizacdo de uma fibra mielinica fina (cabeca de seta) e um possivel espessamento da membrana basal das
fibras amielinicas (estrela) no grupo diabético. Note a presenca do macréfago entre as fibras nervosas. 10.000x.
D) Célula de Schwann (seta curta) com seu nicleo proeminente e muitas organelas citoplasméticas no grupo
diabético (citoplasma da célula de Schwann reativo). 14.000x.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os

utilizados de rotina no preparo de nervos para

procedimentos aqui descritos  sdo
avaliacdo em nivel de microscopia eletrénica de

transmissdo, mostrando resultados  satisfatérios.
As estruturas endoneurais se apresentam preser-
vadas de maneira que pode-se observar as

estruturas de interesse em alta resolugdo.
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Figuras E-G: Eletromicrografia de seccdo transversal
ultrafina do VIII nervo craniano de rato Wistar diabético
agudo (STZ - 60 mg/kg, i.p.). E) Note os axénios
mielinizados (Ax) proximos entre si. Observe a presenca
de uma célula do sistema circulatério (seta fina), um
mondcito entre as fibras endoneurais, bem como fibras
mielinicas com afrofia axonal evidente. 2.700x. F)
A bainha de mielina (BM) envolvendo um axénio (seta
pequena). 10.000x. G) A insercdo mostra em maior
aumento o mondcito no endoneuro do VI

nervo.
14.000x.
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