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Recentemente 0s equipamentos de microscopia eletrbnica de
transmisséo alcancaram a resolucdo de 0,5 A, este fato ocorreu devido a
correcdo da aberragcdo esférica das lentes eletromagnéticas cilindricas através
de corretores multipolares [1]. Apesar deste fato, a resolugdo maxima
alcancada para amostras bioldgicas, utilizando a metodologia de particula
Unica é de 3,3 A [2]. existem vérios fatores fisicos limitantes para que isto
ocorra, o principal deles é que amostras biologicas sofrem ionizacdo quando
expostas ao feixe de elétrons, por esta razdo imagens bioldgicas sdo obtidas
com baixa dose e conseguentemente 0 contraste destas imagens é
extremamente reduzido quando comparado a imagens obtidas em materiais. O
contraste em imagens de microscopia eletrébnica de transmissdo € obtido
através da mudanca da amplitude e fase da onda plana incidente [3],
macromoléculas biolégicas sao perfeitos objetos de fase, elas sdo visualizadas
pelo contraste de fase, em criomicroscopia eletrénica convencional o contraste
de fase é gerado principalmente pela desfocalizacdo da macromolécula
biologica [4]. Apesar deste processo funcionar muito bem para materiais, este
processo possui fatores limitantes para amostras biolégicas, tais como,
baixissimo contraste e incompleta transferéncia da informacéo do objeto para
altas resolucbes. Estes fatores reduzem drasticamente a possivel resolucao
tridimensional da macromolécula reconstruida. Além disso, o contraste tem
uma dependéncia inversa com a massa da proteina, ou seja, quanto menor a
massa da proteina menor ser seu contraste na imagem, tornando praticamente
impossivel o uso de criomicroscopia para proteinas pequenas (<200KDa).
Neste caso, utilizam-se corantes metalicos (ex: acetato de uranila, molibidato
de amoénia e fosfato de tungsténio), os quais permitem a visualizacdo nao da
proteina especificamente, mas sim da falta de material metalico no espaco em
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que a proteina ocupa, isto porque o corante é composto por graos



nanometricos e estes graos recobrem a superficie da proteina. Os graos
nanométricos dos corantes sdo da ordem de 2 nm e por este motivo a
resolucdo do modelo tridimensional da proteina fica limitada para valores
maiores que 2 nm.

Outro modo de aumentar o contraste de imagens de proteina é utilizar a
microscopia eletronica de varredura em transmissao em baixa voltagem em
campo escuro, isto porque a interacdo dos elétrons com a matéria aumenta
com a reducdo da voltagem de aceleracdo e imagens obtidas em campo
escuro reduzem significativamente o espalhamento difuso causado pelo feixe
transmitido. A resolucdo de microscopia eletronica de varredura em
transmissdo em baixa voltagem para nosso laboratério é de 0,8 nm.

Neste contexto, o objetivo deste projeto € propor e estudar o uso de
corantes metélicos na tentativa de encontrar grdos menores que dois
nandmetros para aumentar a resolucao do modelo tridimensional da proteina
obtida através de contraste negativo. Outro ponto é comparar dentro dos
mesmos parametros a resolucdo do modelo tridimensional obtida por
microscopia eletrbnica de transmissdo e por microscopia eletrbnica de
varredura em transmissdo. Sendo assim, o aluno aprendera a utilizar um
microscépio eletrbnico de varredura, manipulacdo de corantes metalicos,
preparacdo de amostras de proteinas com corante metalico e processamento
de imagens para reconstrucdo do modelo tridimensional da proteina. Cabe
ressaltar, que a microscopia eletrdnica de varredura é de fato mais facil e
simples do que a microscopia eletronica de transmissdo, portanto podemos
estabelecer uma nova metodologia para reconstrucdo estrutural de proteinas

de baixa massa utilizando a microscopia eleténica.
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