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Resumo

Esse trabalho pretende reunir os fatos que antecederam o surgimento do microscopio
eletronico, bem como esclarecer as limitagdes do tipo de microscopia anterior ao enfocar a
importancia desse novo instrumento para a histéria da virologia.O primeiro capitulo
destina-se aos acontecimentos importantes para a histéria da microscopia.Diz respeito a
evolucdo das técnicas de ampliagdo, desde o uso das lentes simples até o microscopio
eletronico.Na segunda parte temos a distingdo entre os dois tipos de microscopia
empregados atualmente, tratando também de alguns conceitos importantes para o melhor
esclarecimento das limitagdes do microscopio Optico.Ainda no segundo capitulo entramos
de fato na microscopia eletronica, descrevendo seus principais constituintes e
posteriormente algumas de suas variantes, ressaltando também as diferencas entre cada
tipo. Feito isso, traca-se a historia da virologia evidenciando seu problema inicial, que
vinha a ser a observacao do agente descoberto e as incertezas entorno de sua natureza.Por
fim, trata-se das propriedades gerais dos virus,demonstrando como a virologia acumulou
conhecimentos em algumas décadas de existéncia,muitos desses somente viaveis gracgas ao
advento do microscépio eletronica
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Introdugao

O homem sempre tentou superar suas limitagdes, essa € uma caracteristica que
atravessa o tempo historico.A visdo era um fator limitante do conhecimento
humano.Tendo consciéncia de tal limitagdo, o homem buscou meios para contorna-la.Esse
é o ponto de partida da historia da microscopia. E somente quando o homem percebe que
necessita enxergar muito mais do que a simples capacidade natural de seus olhos o
permite, que ele procura meios para potencializar sua visao.

Assim, procuram-se objetos que proporcionem o aumento desejado e surgem as
lentes.Mas o aumento proporcionado ndo € o satisfatdrio, entdo trabalha-se a lente de
modo que ela possa fornecer o aumento desejado.Percebe-se, entdo, que uma composi¢ao
de lentes trabalhadas pode oferecer um aumento maior do que uma unica lente.Surge,
dessa composi¢do, o que conhecemos por microscopio Optico,que também encontraria
suas limitagdes,dando inicio as pesquisas que terminariam por possibilitar a concepcao de
um instrumento capaz de dar ao olho humano acesso a estruturas nunca antes vistas nem
sequer imaginadas.

O microscopio eletronico ¢ fundamental em diversas areas do conhecimento, nos
mais variados tipos de pesquisas, mas certamente tem um sentido muito especial para
virologia, em seu desenvolvimento.

Foi, de certo modo, um desafio a microscopia: a doenga conhecida como mosaico
do tabaco era estudada e, ao contrario do que ocorria em outras moléstias, o agente
infeccioso dessa doenca nao podia ser visualizado ao microscopio Optico.Entao,
experiéncias foram realizadas no intuito de estabelecer o tamanho do agente, mesmo sem

ser visualizado.Concluiu-se, a partir de trabalhos com filtros, que deveria ser muito menor



do que as bactérias.A confusdo era tanta que se cogitou ser uma toxina e nao um
microorganismo o responsavel pela doenca nas folhas de tabaco. Contudo, demonstrou-se
que essa proposicdo era inviavel, uma vez que o causador da doenga era capaz de se
multiplicar e infectar outras plantas.Mas até o momento, a morfologia do ser em questao
continuava desconhecida e muito pouco ou nada se sabia acerca do seu processo de
infec¢do e reproducio.

Sendo assim, o presente trabalho destina-se a relatar o desenvolvimento da
microscopia até a criagdo do microscopio eletronico e os principios dessa nova ferramenta
que conferem sua vantagem frente ao seu congénere Optico.Também neste trabalho temos
um levantamento dos acontecimentos que compde a historia da virologia, evidenciando as
dificuldades iniciais € como esta poderosa ferramenta que € o microscopio eletronico

potencializou o desenvolvimento desse nascente campo das ciéncias bioldgicas.



1-Historia da microscopia

O progresso de um determinado campo de conhecimento cientifico depende do
grau de informagdes acumuladas pelo homem sobre o objeto que se deseja conhecer.O
grande interesse humano pelas pequenas estruturas da matéria, viva ou morta ,s6 podia
equiparar-se a curiosidade acerca dos mundos que se vislumbravam no
espaco.Contudo,como tais descobertas necessitavam de uma enorme capacidade visual,
certos conhecimentos ficaram restritos devido a capacidade do olho humano:ndo s6 a
visao do homem ndo ia muito longe,como ndo diferenciava bem a intimidade dos objetos
terrestres.(Freitas e Bolsanello,1979)

Desde a antiguidade j&4 havia a tentativa de potencializar a visdo por meio de
dispositivos opticos.Em escavagdes feitas em Ninive foram encontrados pedagos de vidro
que eram usados como lentes. Aristoteles, filosofo grego(384-322 a.C.)considerado como
criador da Anatomia e Fisiologia comparadas,refere-se claramente a uma lente, e Seneca
descreveu o uso de globulos de vidro na ampliagdo de imagens.A partir do século XIV
lentes comegaram a ser usadas para corrigir defeitos visuais € como dispositivos de
aumento. '

O estudo tedrico das lentes bem como algumas propriedades Opticas das
superficies curvas vem de tempos longinquos, tendo sido conhecidas por Euclides(323
a.C),Ptolomeu(151) e Alhazen(1039),mas nada de pratico se havia feito em torno do
assunto até se construirem lentes em 1285 por Salvino degli Armati na Italia.No século
XVI,Leonardo Da Vinci e Francisco Maurolyco insistiram na vantagem de aplicacdo das

lentes para aumentar a visdo de pequenos objetos.(Freitas e Bolsanello,1979)Mas essa

! http://www.fortunecity.com/greenfield/eco/813/modlaulal.html
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aplicacdo proposta por Da Vinci s6 ocorreria alguns anos mais tarde,com dois irmaos
holandeses...

Em 1590 os irmaos Jensen compuseram sistemas de lentes aos quais o médico
italiano Jaime Faber de Bamberg deu o nome de “microscopio”. A microscopia optica que
a partir dai se desenvolveria, baseia-se no uso de lentes de vidro ou cristal.(Freitas e
Bolsanello,1979)

O microscopio encontrou, a principio, sua mais perfeita aplicagdo na observacao
das pequenas estruturas de animais e microorganismos.O conhecimento que temos acerca
das células, so foi possivel mediante o desenvolvimento da microscopia. A medida que
aumentava a qualidade daquele instrumento, aprendia-se cada vez mais sobre a estrutura
celular. As primeiras observacdes de células foram feitas no século XVII, por Robert
Hooke , na Inglaterra, ¢ Anton Von Leeuwenhoek, na Holanda. 2

O cientista inglés Robert Hooke em seu trabalho Micrographia (1665),considerado
como o primeiro passo no estudo celular,descreve um corte fino de cortica com o auxilio
de um precario microscopio de entdo,que para época era o que havia de mais desenvolvido
em termos de microscopia.(Ibid)

Leeuwenhoeck (1632-1723d.C.),fabricante de lentes holandés ,influenciado pela
Micrographia, montou seus proprios microscopios simples (composto de uma lente
apenas) que lhe possibilitaram visualizar diversas estruturas com aumentos
consideraveis,como células,espermatozdides e hemacias de peixes.As observagdes feitas
por Leeuwenhoeck foram tantas e de tamanha qualidade, dada a simplicidade de seus

instrumentos, que ele é considerado o pai da microscopia cientifica.’

2 http://www.iesambi.org/iesambi_arquivos/roteiromicroscopia2004.htm

* http://www.iesambi.org/iesambi_arquivos/roteiromicroscopia2004.htm
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Com o decorrer do tempo, a microscopia Optica desenvolveu-se gradativamente,
demonstrando que realmente havia um mundo de estruturas que desconheciamos e que
sem o advento do microscopio Optico continuaria sendo desconhecido.

Mas o desenvolvimento do assunto mostrou também as limitagdes do proprio
microscopio Optico.O fisico alemdo Ernest Abbé (1840-1905) demonstrou em seus
trabalhos que o poder de resolugdo destes microscopios dependia do comprimento de onda
da luz utilizada, isto ¢, quanto menor o comprimento de onda, maior o poder de
resolucdo ,que ¢ a caracteristica do microscopio que nos permite distinguir pontos cada
vez mais proximos um do outro.(Freitas e Bolsanello,1979)

Sabendo-se o limite de resolugdo desses microscopios, que ¢ a metade do menor
comprimento de onda do espectro da luz visivel, ficava bem claro que existiam estruturas
que o microscopio Optico era incapaz de nos revelar.(Freitas e Bolsanello,1979)Era,
portanto, imprescindivel procurar uma outra fonte de energia, que tivesse um
comprimento de onda menor que o da luz, de modo que o poder de resolucdo do
microscOpio aumentasse.

A principio tentou-se resolver o problema usando os raios ultravioleta, mas a
aparelhagem microscopica era muito complexa, requerendo Optica de quartzo e
substituindo a observacdo visual pela fotografia.Com os progressos na microscopia
eletronica, tal pesquisa foi abandonada.(Ibid)

A historia da microscopia eletronica estd diretamente associada as descobertas nos
campos da eletricidade e do magnetismo, as mais significantes sdo as seguintes:

» 1880-particulas elétricas sdo descobertas por L.Lorentz, fisico holandés(1853-

1928);

= 1897-J. Thomson, fisico e matematico inglés (1856-1940), descobre os elétrons;
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= 1923-¢ estabelecida a natureza do elétron por Luiz de Broglie, fisico francés;

» 1925-a difracdo dos elétrons ¢ observada por W. Elsasser;

* 1926-a difragdo eletronica ¢ estudada por C. J. Davidsohn e L. A. Germer;

= 1927-H. Bush estabelece a teoria das lentes eletromagnéticas, estudadas por C. J.

Davidsohn e C. J. Calbick no ano de 1921.

Esses trabalhos e descobertas levaram a concluir que o feixe de luz utilizado no
microscopio deveria ser substituido por um feixe eletronico, pois 0 minimo comprimento
de onda deste deveria garantir um maior poder de resolug¢do.Foi seguindo esta idéia que,
em fevereiro ¢ marco de 1931, Knoll e Ruska obtiveram as primeiras imagens de um
microscopio eletronico, com pouco aumento, cerca de 17x, mas com os principios basicos
deste tipo de microscopia bem alicer¢ados. E de se estranhar, mas os dois nio requereram
patente do instrumento, apenas o relataram num congresso da Technische Hochschule
Berlin, em 4 de junho de 1931.Ficaram bastante surpresos ao saber que cinco dias antes R.
Rudenberg havia registrado uma patente do instrumento.A historia dessa patente nunca foi
esclarecida ao certo, mas sabe-se que foi recusada na Alemanha, sendo aceita em poucos
paises.(Ibid)

No ano de 1932, além do microscopio eletronico de Knoll e Ruska, surge outro de
Briicke e Johnson, o qual dispunha de lentes eletrostaticas e um feixe eletronico acelerado
por diferenga de potencial de 300V. No ano seguinte, Knoll e Ruska aperfeigoam seu
microscopio, obtendo imagens com resolu¢do superior ao microscopio Optico,objetivo que
desde o inicio norteara as pesquisas com feixes de elétrons.(Ibid)

Em 1934, na Bélgica, Marton constroi um dispositivo com lentes magnéticas e
também tenta pela primeira vez estudar um material biolégico num microscopio

eletronico.No ano de 1935, o mesmo Marton constrdi o primeiro microscopio eletronico
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comercial, o EM1, que foi vendido para Metropolitan Vickers Eletrical Company.A
producdo em série dos microscopios eletronicos foi vidvel somente em 1938, sendo
realizado por Von Borries e Ruska na Siemens e Halske Co. de Berlin.Durante a Segunda
Guerra (1938-1945) as pesquisas no assunto foram prejudicadas, embora tenha surgido
nos Estados Unidos um novo modelo o RCA-B e, na Alemanha, Von Ardenne tenha
construido o primeiro microscopio eletronico de varredura, adaptando bobinas de
varredura ao microscopio eletronico de transmissdo. Nesse periodo a divulgacdo da
microscopia eletronica também aumentou, tendo colaborado para tanto o mesmo Von
Ardenne, ao publicar trabalhos mais esclarecedores.(Ibid)

Em nosso continente o primeiro microscopio eletronico foi construido no Canada
em 1939, por Hillier e Prebus, no laboratério de Burton. No mesmo ano, mas
posteriormente, Hall construiu outro nos laboratérios da Eastman-Kodak, nos Estados
Unidos. (Ibid)

A partir de 1945, a microscopia eletronica se desenvolveu rapidamente, além do
microscopio eletronico de transmissdo, aperfeicoou-se o0 microscopio eletronico de
varredura, no qual a imagem obtida mostra apenas detalhes da superficie da amostra, sem
necessidade de cortd-la e sem que o feixe de elétrons perpasse-a,ao contrario do que ocorre
no microscopio de transmissao.

A microscopia eletronica vem trazendo grandes contribuigdes ao conhecimento
das pequenas estruturas da matéria e dos pequenos seres existentes. E, atualmente,
indispensavel para vérios ramos da ciéncia, como a Biologia, Cristalografia e Fisica
Eletronica,por exemplo.

2-Tipos de microscopios
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Os microscopios pertencem basicamente a duas categorias: os que usam luz e os
que usam elétrons para gerar as imagens finais.Também diferem quanto a forma de
refratar o tipo de radiagdo recebida.

Na microscopia Optica temos instrumentos que usam a radiagdo de ondas
luminosas, sendo esta refratada por lentes de vidro.A area estudada aparece bastante
iluminada e os objetos um pouco escurecidos.Os microscopios desse tipo nos fornecem
um aumento de 1000x.(Galetti, 2003)

Na microscopia eletronica usa-se a radiagdo de feixe de elétrons, sendo esta
refratada por lentes eletromagnéticas.O microscopio eletronico produz aumentos Uteis de
200000 a 400000x, sendo seu poder resolvente cerca de 100x maior que o microscopio
optico.Essa melhora considerdvel em sua capacidade se deve diretamente a natureza da
radiagdo empregada (comprimento de onda mais curto que o da luz) e também a maior
abertura numérica conseguida a partir da diminui¢do da distancia focal.Os microscopios
eletronicos dividem-se basicamente em microscOpios de transmissdo e de varredura.
(Galetti, 2003)

Segue-se um quadro que resume as principais diferengas entre os dois tipos de

microscopia.
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Quadro: Comparacgao entre a microscopia optica e eletrénica.

Caracteristicas M. Optico M. Elet. de Varredura Mic. Elet. de
Transmissao
Fonte de radiacao Filamento de Filamento de Filamento de
Tungsténio Tungsténio Tungsténio
Tipo de radiagdo Luz (f6tons) Feixe de elétrons Feixe de elétrons
Meio de propagagao Atmosfera Vécuo < 10*Pa Vécuo < 10°Pa
Lentes Vidro ou quartzo Eletromagnéticas Eletromagnéticas
Ampliagdo 1500 vezes 9000 vezes 250 000 vezes
Modo de Ampliagao Substituicao das Alteracao da largura Alteragdo da corrente
Lentes de varredura das Lentes de
Ampliacao
Poder de resolucao ~ 200 nm ~5nm ~ 0,14 nm
Profundidade de Foco Reduzida Muito Elevada Elevada
Contraste Absorcao/Reflexao Electrdes Secundarios Dispersao/Difragao
Observacao Direta da imagem Conversao de Elétrons | Conversdo de Elétrons
luminosa em Fotons e Analise em Fotons por um
em Monitor de TV Alvo Fluorescente
Imagem Geralmente colorida Preto e Branco Preto e Branco
Espessura do Material > 0,5 um <10 nm <1 um
Material a observar Vivo e ndo vivo Naio vivo Nao vivo
Preparacao do Fécil Relativamente Facil Dificil

Material

Adaptado do site http://www.fop.unicamp.br /microbiologia/aulas/aulavirus06.pdf

2.1-Conceitos importantes em microscopia eletronica

Sao trés os conceitos a serem esclarecidos para que melhor se compreenda as

limitagcdes do microscopio Optico, as quais foram imperativas para as pesquisas de um

novo instrumento com maior capacidade de aumento:poder de resolugdo,comprimento de

onda e abertura numeérica.

2.1.1-Poder de resolucio ou poder resolvente

Quando usamos um microscopio, seja qual for o tipo dele, visamos enxergar mais

do que naturalmente somos capazes.L.ogo, se tal instrumento ndo nos fornecer um imagem

que contenha mais detalhes do que podemos ver ou resolver com os olhos, a ampliagdo

proporcionada por ele ndo terd valor algum .
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O poder de resolucdo ¢ definido como”a menor distancia em que dois pontos em
um espécime podem ser afastados e visualizados separadamente como dois pontos € ndo
como um s0.”’(Martinez)Em outras palavras, ¢ a capacidade de distinguir separadamente
dois pontos adjacentes. Sem o auxilio de microscopios de luz podemos diferenciar pontos
distantes at¢ 0,Imm , ja com esse instrumento essa distancia cai para 200nm.

O poder resolvente dos microscopios ¢ dado em fungdo do comprimento de onda
da radiacdo utilizada e da abertura numérica, que ¢ uma caracteristica do sistema de lentes.
(Galetti, 2003)

2.1.2-Comprimento de onda

A imagem que vemos ao microscopio € o resultado da interacdo entre o objeto que
desejamos visualizar e o feixe de luz.A interagdo do objeto com o feixe de luz, provoca
desvios neste.Se o objeto for muito pequeno e ndo conseguir produzir desvios detectaveis,
ndo poderd ser resolvido, isto €, continuara ndo sendo visualizado.Sendo assim, quanto
menor o comprimento de onda do feixe utilizado menores serdo os objetos capazes de
produzir desvios apreciaveis nele, e, portanto, maior serd também seu poder de
resolucao.Levando em conta isso, podemos perceber como a natureza da luz visivel limita
a quantidade de objetos que podem ser resolvidos em um microscopio, uma vez que seu
comprimento de onda estd entre 400nm-700nm e seu melhor poder de resolugdo ¢ a

metade disto, cerca de 200nm, como mencionado anteriormente.(Galetti,2003)

2.1.3-Abertura numérica
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A abertura numérica ¢ a medida do angulo formado pelo eixo dptico e os raios
mais externos ainda cobertos pela objetiva.Este valor esta diretamente relacionado com o
indice de refracdo do meio entre a objetiva e a amostra.Assim nas objetivas de imersdo
temos um maior valor para a abertura.Mas isso ndo melhora muito o limite de resolugao
dos microscopios de luz, pois o valor da abertura ndo pode ser aumentado.(Galetti,2003)

Uma vez que o limite de resolucdo, isto é, o menor objeto que pode ser
visualizado, ¢ obtido com o menor comprimento de onda e a lente de maior abertura
numérica(Galetti,2003) ,fica evidente que a solucdo para esta limitagdo encontrava-se no

comprimento de onda a ser empregado:ele deveria ser o menor possivel.

2.2-O microscopio eletrénico
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Em condigdes especificas, os elétrons apresentam caracteristicas ondulatérias, bem
como a luz visivel, que estdo diretamente associadas ao seu comprimento de onda, que ¢
cerca de 0,005nm. Sabendo que a luz visivel tem seu comprimento na casa de 500nm,
podemos presumir que a melhora no poder de resolucdo de um microscopio eletronico
esteja também nessa proporcao, 100000x em relagdo ao seu congénere Optico.De fato se
considerassemos somente esse fator teriamos o aumento desejado no poder resolvente.
Porém, o poder resolvente efetivamente obtido estd abaixo dessa previsdo, devido a outros
constituintes do microscopio eletronico que sdo extremamente sensiveis. (Galetti, 2003)

Apesar dos diferentes modelos existentes e dos diferentes materiais usados em sua
fabricagdo, em linhas gerais um microscopio eletronico consta do seguinte:

1-Um canhdo eletronico, que ¢ a fonte de iluminacdo do microscopio e €
constituido por um filamento de tungsténio em forma de V ,ao qual ¢ aplicado uma alta
voltagem(40-10000V),que o torna incandescente e faz emitir elétrons.Essa propriedade de
emitir elétrons ¢ comum a todos os metais, sendo conhecida por emissdo termoidnica.
(Freitas e Bolsanello,1979)O comprimento de onda dos elétrons ¢ inversamente
proporcional a voltagem aplicada,assim quanto maior a voltagem ,menor sera o
comprimento de onda obtido.(Galetti,2003)Apds serem emitidos,os elétrons sdo atraidos
pelo polo positivo e desse modo o feixe eletronico ¢ movido.

2-Um sistema de lentes eletromagnéticas condensadoras que pode ser simples ou
duplo conforme o microscopio,que tem por funcdo focalizar o feixe de elétrons
divergentes para que este incida sobre a amostra a examinar,atravessando-a.(Freitas e
Bolsanello,1979)Na pratica, a lente eletromagnética consiste basicamente de uma
bobina ,composta por milhares de voltas de fio,através da qual passa uma corrente

elétrica .(Galetti,2003)
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3-Um sistema de lentes eletromagnéticas chamadas objetivas as quais desviam os
elétrons do feixe eletronico, ampliando muito o didmetro deste. Causam com isso o
aumento inicial da imagem da amostra que o feixe atravessou, focalizando-a em um ponto
a apenas alguns milimetros abaixo do espécime(Freitas e Bolsanello,1979) .E um dos
componentes mais importantes do microscopio eletronico,pois qualquer defeito que
ocorra nestas lentes sera ampliado pelo resto do sistema.Sao também elas que determinam
a resolucao do microscopio.(Martinez)

4-Um sistema de lentes eletromagnéticas chamadas ‘“de projecdo” as quais
aumentam ainda mais o didmetro do feixe eletronico e o projetam sobre a placa fotografica
ou o ¢écran fluorescente.(Freitas e Bolsanello,1979)O aumento da amplitude do feixe ¢
determinado pela intensidade da corrente nessas lentes:quanto maior a corrente,maior a
ampliagdo,e por conseguinte,maior a imagem.(Martinez)

5-Um sistema de bombas que geram véacuo dentro do tubo, pois o feixe de elétrons
s6 pode ser produzido em vacuo.A colisdo com moléculas de gases diminuiria a distancia
percorrida pelos elétrons.Esse sistema € constituido por uma bomba mecanica que faz o
pré-vacuo, a partir da pressdo atmosférica,e outras bombas,chamadas de bombas de
difusdo,que sdo acionadas apds o vacuo anterior ser alcancado.O vacuo produzido por
essas bombas ¢ chamado de alto vacuo.(Martinez)

6-Um sistema de resfriamento das lentes eletromagnéticas e das bombas de
vacuo(de difusdo)durante o uso do microscopio eletronico. O resfriamento ¢ feito pela
circulacdo de dgua fria por todos esses locais.Sua parada pode ocasionar a queima das
lentes ou a contaminag¢do do interior do tubo com o 6leo responsavel pelo funcionamento

das bombas de difusdo. (Freitas e Bolsanello,1979)
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7-Uma camara porta objeto, que permite a introdugdo e retirada das amostras no
tubo do microscépio.(Ibid)

8-Uma tela fluorescente ou écran fluoroscopio,que ¢ uma placa fotosensitiva na
qual a imagem final ¢ projetada.Esta placa ¢ recoberta por sulfeto de zinco, material eu
fluoresce quando irradiado por elétrons.A necessidade desta tela se explica pelo fato de
que nossos olhos ndo sdo sensiveis aos elétrons.Ela nos fornece uma espécie de imagem-
sombra (areas claras e escuras),na qual a area clara ¢ resultante dos elétrons que
conseguiram incidir na placa e, as areas escuras,regides onde os elétrons teriam incidido se
nao fossem barrados pela abertura da objetiva.(Martinez)

9-Uma camara fotografica colocada sob a tela fluorescente. Dispositivo que
permite fotografar a imagem microscopica ampliada levantando-se a tela para que o filme
seja exposto.(Ibid)

Esses sdo os constituintes comuns tanto ao microscopio eletronico de transmissao
quanto ao de varredura, mas existem diferengas bastante significativas entre ambos.

2.2.1-O Microscopio Eletronico de Transmissao(MET)

E assim designado devido ao fato de produzir a imagem do objeto
simultaneamente a passagem do feixe eletronico. E bastante empregado no estudo de
materiais biologicos, pois permite a definigdo de imagens intra celulares, possibilitando
estudos acerca da interacdo de parasitas com as células,fornecendo,por
exemplo ,informagdes sobre alteracdes e efeitos citopaticos ocasionados por
virus.Contudo, a alta resolugdo oferecida pelo MET tem seu preco: ele € um instrumento
extremamente complexo, exige preparagdo especial das amostras e nao fornece
informacdes em trés dimensdes.(Galetti,2003)

2.2.2-O Microscoépio Eletronico de Varredura(MEYV)
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Nesse tipo de microscopio eletronico, um feixe de elétrons extremamente estreito
¢ usado para varrer o objeto.O feixe faz com que o proprio objeto passe a emitir elétrons. A
imagem final ¢ construida em seqiiéncia, conforme o objeto ¢ varrido, muito similar ao
que ocorre nos televisores convencionais. O MEV apareceu no mercado em 1956, desde
entdo tém sido de grande valor em certos ramos da ciéncia, como a classificagdo e
taxonomia de insetos e fungos ,estudo de morfologia de pdélen e em pesquisas de
superficies de diversas estruturas de plantas e animais.Se por um lado o MEV ¢ ideal no
estudo da superficie dos objetos, por outro ndo ¢ indicado para se estudar a estrutura
interna dos mesmos.(Galetti, 2003) As vantagens do MEV sdo: as imagens, que tem
aspecto tridimensional e sdo mais faceis de interpretar; o preparo do material ,que ¢ mais
simples do que no MET;e também seu consideravel poder de resolu¢do,que ¢ da ordem de
20nm.(Martinez)

Devido ao fato de se atingir um poder resolvente na ordem de nandmetros,
qualquer oscilagdo podera interferir no resultado final.Desse modo, o poder resolvente
obtido na pratica,como dito no inicio deste capitulo, depende de outros fatores além do
comprimento de onda do feixe utilizado, tais como a qualidade do projeto, a forma como
foi construido o microscopio eletronico, a natureza do objeto estudado, além, ¢ claro, da

pericia da pessoa que o maneja.(Galetti,2003)

2.2.3-Outros tipos de microscopios eletronicos
Existem algumas varidveis que nao fogem muito aos dois modelos bésicos,ou

melhoram alguma caracteristica ou reunem num sé os dois tipos.Sao eles:
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Microscépio eletronico de transmissio de alta voltagem:

MET que opera numa voltagem superior a 200V.Como conseqiiéncia a resolugao
melhora (0,1 1nm) em relagdo ao MET convencional;(Martinez)

Microscopio eletronico de transmissao e varredura(scaning transmission):

Como o proprio nome ja nos sugere, ¢ um microscopio que combina as virtudes do
MET e do MEV no mesmo instrumento.Pode-se obter uma imagem combinada, de
varredura e transmissao; (Ibid).

Microscoépio eletronico de varredura de tunelamento:

Pode-se obter imagens reais de superficies pondo em relevo a superficie atomica.

(Ibid)

3-Historia da virologia
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A historia da descoberta dos virus comeca com o pesquisador alemao Adolf Mayer
(1843-1942), em 1883.Ele, entdo, estudava a doenga conhecida como mosaico-do-tabaco,
na qual as folhas da planta de fumo(Nicotiana tabacum)desenvolvem manchas irregulares
e despigmentagdao.Mayer descobriu que era possivel infectar outras plantas pulverizando
um macerado de folhas contaminadas, conclui com isto que havia um agente infeccioso
causador da enfermidade.Como tinha conhecimento dos trabalhos de Pauster, Koch e
outros microbiologistas, Mayer pensou que devia haver um microorganismo envolvido.
(Amabis e Martho, 2003)

Tentou, portanto, identificar tal agente causador com o microscopio optico, mas foi
em vao.Assim, Mayer propos que o agente causador da moléstia devia ser extremamente
pequeno.Lembremos de que, na época, o microscopio eletronico ainda ndo havia sido
inventado. (Ibid)

Muito interessado pelos trabalhos de Mayer, o bidlogo russo Dimitri Ivanovski
(1864-1920) imaginou uma estratégia para determinar o tamanho do possivel agente
infeccioso, mesmo sem ter uma imagem dele.Ivanovsky planejou uma experiéncia na qual
o macerado de folhas seria passado, antes de ser pulverizado, por filtros de porcelana com
finissimos poros de tamanhos previamente determinados.A idéia era que se o agente
infeccioso fosse maior do que os poros, ele ficaria retido e o pulverizado ndo contaminaria
as folhas,mas se fosse menor,passaria e o filtrado seria infeccioso,produzindo a doenca.Tal
experiéncia, realizada em 1982, mostrou que o agente infeccioso era capaz de passar pelos
mais finos filtros de porcelana.Dado esse fato, Ivanovsky chegou até mesmo a pensar que
ndo se tratava de um microorganismo, mas sim de algum tipo de toxina.(Ibid)

O botanico holandés Martinus Beijerinck (1851-1931) descartou logo essa

possibilidade.No ano de 1897 ele demonstrou que tal agente infeccioso era capaz de se
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multiplicar, sendo transmitido de planta a planta, mesmo quando o extrato havia sido
muito diluido, logo ndo poderia se tratar de uma toxina.(Ibid)

O agente infeccioso causador do mosaico do tabaco era muito similar ao causador
da raiva em animais, que havia sido identificado pelo cientista francés Louis Pauster, mas
nunca visualizado ao microscopio.O tipo de agente infeccioso em questao foi chamado de
virus, palavra do latim que significa veneno ou fluido venenoso.Mesmo sem poder
visualiza-los, os cientistas logo identificaram diversas doengas virais em animais, em
plantas e até mesmo em bactérias.(Ibid)

Os bacteriofagos, que sdo os virus capazes de infectar bactérias, foram estudados
independentemente nos anos de 1915 (TWORT), na Inglaterra e 1917(d" HERELLE), no
instituto Pasteur de Paris. Os virus, no entanto, ndo foram visualizados até o
desenvolvimento do microscopio eletronico, na década de 30, verificando-se que os
bacteriofagos sdo considerados os virus de estrutura mais complexa.*

Um marco na histdria da Virologia ¢ o momento em que foi descoberto por Stanley
(1940) que o virus do mosaico do tabaco podia ser cristalizado (assim como os sais
inorganicos e proteinas moleculares) e que os cristais inanimados, eram capazesde
produzir doenga em plantas sadias.’

Essa descoberta teve um grande impacto no campo das ciéncias biologicas em
geral, da ciéncia médica, e dentro do proprio campo da bioquimica, onde os
conhecimentos que se acumulam, sobre a estrutura viral, deram origem uma nova area do
conhecimento, a biologia molecular.

Vejamos agora, um pouco daquilo que se sabe acerca dos virus e como o

microscopio eletronico encaixou-se perfeitamente aos interesses da Virologia.

* http://www.fop.unicamp.br /microbiologia/aulas/aulavirus06.pdf
> http://www.fop.unicamp.br /microbiologia/aulas/aulavirus06.pdf
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4-Os virus
Os virus sdao conhecidos agentes infecciosos, causadores de doencas em humanos,
animais ou plantas.Em humanos, tanto podem ocasionar doengas benignas, como verrugas

e gripes, assim como podem induzir sintomas mais severos, como cancer, poliomielite e
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AIDS.Contudo, deve-se ressaltar, que além de causarem problemas aos seres humanos,
virus tém servido como ferramentas em pesquisas cientificas.Muitas descobertas sobre o
metabolismo celular foram viabilizadas pelo uso dos virus, uma vez que estes usam a
maquinaria celular em seus processos, e, além disso, devido ao seu pequeno genoma
possibilitar um relativo facil manuseio, recentemente virus estdo sendo usados como
vetores para introducao de genes em organismos, abrindo as fronteiras da terapia gé€nica e
apontando uma nova perspectiva no tratamento de diversas doengas. (Racz e Menck,
2004).

A maioria dos virus mede menos de 200nm, sendo por isso, somente observados ao
microscopio eletronico.Eles diferem dos seres vivos por serem acelular, ou seja ,por nao
apresentarem estrutura celular.Basicamente um virus € constituido por 4cido nucléico,
uma Unica molécula em geral, envolta por proteinas e, em certos tipos, possui uma
membrana externa envolta por proteinas.(Amabis e Martho,2004)Essa simplicidade faz
com que eles sejam incapazes de crescimento independente em meio artificial,podendo
replicar somente em células animais,vegetais ou de microorganismos,usando para tanto, a
propria maquinaria da célula infectada.Sao por isso parasitas celulares obrigatérios.(Réacz
e Menck,2004)

Os virus contém, em geral, apenas um tipo de acido nucléico, DNA ou RNA.(Racz
e Menck,2004)O 4cido nucléico contem os genes necessarios para produzir novas
particulas virais e que constituem o genoma viral.Se comparado a outros organismos, o
virus tem poucos genes.Poe exemplo, o maior virus conhecido, o virus da variola, tem
cerca de 200 genes, enquanto o genoma humano tem entre 30 e 40 mil genes.(Amabis e

Martho, 2004)
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A atividade dos genes virais comeca quando o virus penetra na célula hospedeira,
sendo ativados pelas proprias enzimas da célula infectada.O material genético também
comega a se multiplicar e produz moléculas de RNA mensageiro que irdo comandar a
producdo de proteinas virais.Algumas dessas tém por fungdo desviar o metabolismo da
c€lula para a produgdo de novos virus, outras sdo componentes do envoltorio viral(Ibid)

Os virus podem ser classificados segundo o seu material genético: serdo ditos virus
de DNA se possuirem o acido desoxirribonucléico (DNA), e virus de RNA caso possuam
o acido ribonucléico (RNA).Esse mesmo acido nucléico pode ser de cadeia simples ou
dupla.No caso dos virus de RNA a maioria tem cadeias simples, dividindo-se em trés tipos
basicos: virus de cadeia positiva, virus de cadeia negativa e retrovirus. (Ibid)

Virus de cadeia positiva sdao aqueles cujo RNA do genoma tem a mesma seqiiéncia
de bases nitrogenadas que os RNA mensageiros por ele produzidos.Os de cadeia negativa,
por sua vez, sdo todos aqueles cujo RNA gendmico tem seqiiéncia de bases nitrogenadas
complementar a dos RNA mensageiros.Ja os retrovirus sdo os que possuem uma cadeia
simples de RNA associada a transcriptase reversa, uma enzima que produz DNA tendo
como modelo o RNA viral.O DNA produzido por esta enzima sera usado tanto para
transcrever moléculas de RNA mensageiro na sintese de proteinas, quanto para originar o
RNA que serd empacotado e constituirda o genoma dos novos virus formados na célula
infectada.(Ibid)

Os virus que possuem DNA como material genético, similar as células, podem
empregar diretamente a maquinaria celular para transcri¢ao de seus genes, sua replicacdo e
reparo de seu DNA, ndo necessitando de enzimas para intermediar esses processos, ao
contrario dos virus de RNA.Isso permite a alguns virus ter um genoma grande, como os

herpesvirus, que tem um genoma de 125 a mais de 240 mil pares de bases e evoluiram de
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modo a produzir alguns genes proprios, ficando mais independentes do metabolismo
celular.(Racz e Menck, 2004)

O acido nucléico viral ¢ revestido por um envoltorio protéico protetor chamado
capsidio,apresentando formas variadas e complexas.E constituida por subunidades
denominadas capsomeros. Juntos, 4cido nucléico mais capsidio constituem o
nucleocapsidio.(Ibid)

Existem ainda nucleo proteinas que envolvem o 4cido nucléico do virion (particula
viral), como uma capa.Servem como protecdo contra ataques das enzimas
celulares.Algumas auxiliam na replicagdo viral.®

Alguns virus apresentam a nucleocapside coberta por um envoltoério, uma
membrana lipoprotéica denominada envelope viral.(Amabis e Martho, 2003).0s virus que
possuem tal estrutura sdo denominados encapsulados ou envelopados e os que ndo
possuem designados por virus nus.’

Tanto os virus envelopados como os ndo-envelopados (virus nus) possuem
proteinas denominadas ligantes ,capazes de se encaixar a proteinas da membrana da célula
hospedeira,sendo que estas atuam como receptores virais,e os virus utilizam-se destas para
invadir a célula. Tal relacdo confere ao virus uma especificidade muito elevada, pois eles
somente infectardo as células com proteinas de membrana que se encaixem perfeitamente
as proteinas dele, como uma chave e fechadura.(Amabis e Martho,2003)

Como dito, os virus ndo realizam processos metabdlicos, sendo, em geral, inertes
fora da célula.Entretanto, algumas particulas virais contém enzimas de grande importancia

no processo infeccioso.Além do exemplo classico do HIV, com a transcriptase reversa,

¢ http://www.fop.unicamp.br /microbiologia/aulas/aulavirus06.pdf

7 http://www.fop.unicamp.br /microbiologia/aulas/aulavirus06.pdf
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fundamental para sua replicacdo, temos também alguns bacteriofagos que dispdem de
enzimas e lisozimas, necessarias para a perfuracdo da parede celular e penetracdo do
genoma viral.(Racz e Menck, 2004)

Os virus podem ser classificados, segundo a simetria do capsidio,como virions
icosaédricos,virions helicodais e virions de estrutura complexa.(Racz e Menck,2004)E
importante ressaltar como nessa divisdo fica evidente, mais uma vez, a importancia do
microscopio eletronico, pois tal classificacdo parte da observagdo direta da morfologia
viral, e como sabemos, sem esse importante instrumento ndo teriamos acesso a um

conhecimento dessa ordem.
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Virions icosaédricos

Os virions icosaédricos sdo todos aqueles virus cuja cépside apresenta
simetria icosaédrica,nao apresentando necessariamente morfologia
icosaédrica,como € o caso do rinovirus.O icosaédro ¢ um poligono que apresenta
20 faces,12 vértices e 30 arestas,apresentando trés eixos de simetria:2x,3x e 5x.0
acido nucléico situa-se empacotado na regido central do poligono. Os capsomeros
que se localizam nos vértices do poligono sdo pentdmeros, isto €, sdo constituidos
por cinco protomeros € os capsomeros que se localizam nas faces sdo
hexameros.Como exemplos, temos o adenovirus(DNA), os picornavirus(RNA) e

os herpesvirus(DNA).(Réacz e Menck,2004)

Adenovirus.(A)Modelo estrutural.(B)Microscopia eletronica.
Virions helicoidais
Nos virus helicoidais, os capsomeros estdo dispostos em torno do acido
nucléico segundo uma estrutura em forma de hélice, como a prépria classificacao
sugere.O d4cido nucléico localiza-se no interior dessa estrutura, comumente
associado aos capsomeros,formando assim um nucleocapsidio mais compacto.Os
exemplo de virus helicoidais sdo os virus do mosaico-do-tabaco,que ndo sdo
envelopados, e o virus da influenza e da raiva,que sdo envelopados.Bem como os
virus icosaédricos,os helicoidais podem apresentar morfologias diversas, como, por

exemplo o virus
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Influenza ,que apresenta morfologia aproximadamente esférica.

Virus do mosaico do tabaco.(A)Microscopia eletronica.(B)Modelo estrutural.
Virions complexos

Existem também os virus que ndo podem ser classificados nas classes
anteriores,sendo considerados como virus de estrutura complexa.O exemplo mais
caracteristico sdo alguns bacteriofagos ,como o T4, cuja capside tem a forma de cabega

poligonal ,além de estruturas adicionais que formam uma espécie de cauda.(Ibid)
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Bacteriofago T4.(A)Modelo.(B)Microscopia eletronica
Agentes subvirais

Alguns agentes infecciosos apresentam caracteristicas gerais idénticas as dos
virus,mas por outro lado sdo de estrutura bem mais simples.Os viroides e os prions sao
dois desses casos.(Ibid)

O virdide ¢ constituidos apenas de RNA,sem nenhuma forma de capsidio,que
aparentemente ndo codifica nenhuma proteina.Sendo assim, ele ¢ completamente
dependente das fungdes celulares para sua replicacdo.Replicam-se em algumas espécies de
plantas, causando doengas provavelmente por interferir no metabolismo destas.O processo
de infec¢do ndo ¢ bem determinado, mas se acredita que sua passagem seja pelo contato de
c€lulas e/ou em células que sofram um corte mecanico.(Ibid)

Prions(proteina infecciosa) sdo provavelmente constituidos de apenas um tipo de
proteina,sem acido nucléico.Causam doencas neurodegenerativas,de progressdo lenta e
fatal. Atualmente, este agente infeccioso estd em destaque devido a ser o causador da
encefalopatia espongiforme de bovinos(BSE), mais popularmente conhecida como

sindrome da vaca louca.(Ibid)
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Consideracoes finais

Como pudemos perceber ao longo do trabalho o microscopio eletronico teve um
papel de destaque na histéria da virologia.Muito daquilo que sabemos atualmente acerca
dos virus ¢ fruto em grande parte, do advento desta fantistica tecnologia que ¢ o
microscopio eletronico.Sem esse importante instrumento nossos conhecimentos acerca da
morfologia viral, por exemplo, ndo seriam possiveis.Foi somente com o microscopio
eletronico que tal estudo pdde ser iniciado.

As fotografias virais obtidas ao microscopio eletronico revelaram suas formas,
dimensdes e estruturas internas.O microscopio eletronico tornou possivel a visualizagao
dos virus, tornando viavel o estudo da interagao destes com as células e o estabelecimento
de muitas de suas propriedades gerais. Sem esse importante instrumento certamente nao
terilamos uma Virologia nos moldes que temos atualmente.

A histéria da Virologia se confunde com a da microscopia eletronica:é uma
historia da supera¢do das limitagdes humanas, em que a segunda foi crucial para o

desenvolvimento da primeira.

34



Bibliografia

AMABIS, José¢ Mariano;, MARTHO, Gilberto Rodrigues.Biologia dos Organismos.Sao
Paulo: Moderna, 2004.617p.

Aula de parasitologia. Disponivel em:
http://www.fortunecity.com/greenfield/eco/813/modlaulal.html Acesso em: 14 nov. 2007
MARTINEZ, Ana Maria Blanco.Microscopia eletronica.Rio de Janeiro: ICB, s.d. 79p.

COUTO, Jodo.Microscopia.Disponivel
em:http://www.iesambi.org.br/iesambiarquivos/roteiromicroscopia2004.htm/>. Acesso
em: 15 nov. 2007.

FREITAS, Orlando T. de. BOLSANELLO, Aurélio.Fundamentos da citologia.Rio de
Janeiro: Livros técnicos e cientificos, 1979.358p.

Galetti,Silvia Regina.Introducao a microscopia eletronica. In: Bioloégico,v.65, n.1/2, p. 33-
35, jan/dez. , 2003,Sao Paulo. Disponivel em:
http://www.biologico.sp.gov.br/biologico/v65 1 2/galetti.PDF. Acesso em:16 nov.2007.
Maliska,Ana Maria.Microscopia eletronica de varredura e microanalise.Disponivel
em:http://www.materiais.ufsc.br/lcm/web-MEV/MEV_ Apostila.pdf.Acesso em:19 nov.
2007.

TRABULSI, Luiz Rachid; ALTERTHUM, Flavio.Microbiologia.In: RACZ, Maria Lucia;
MENCK, Carlos Frederico Martins.Propriedades gerais dos virus.Sao Paulo:
Atheneu,2004.p.509-14.

Virus. Disponivel em: http://www.fop.unicamp.br /microbiologia/aulas/aulavirus06.pdf Acesso em:
15 nov. 2007

35


http://www.materiais.ufsc.br/lcm/web-MEV/MEV_Apostila.pdf
http://www.biologico.sp.gov.br/biologico/v65_1_2/galetti.PDF
http://www.iesambi.org.br/iesambiarquivos/roteiromicroscopia2004.htm/
http://www.fortunecity.com/greenfield/eco/813/mod1aula1.html

Anexos

Fig.2-Microscopio simples de Hooke.

Fig.3-Um dos primeiros microscopios.
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Retirado de www.cdcc.sc.usp.br/.../microscopio.jpg

Fig.4-Microscopio Optico moderno.
Retirado de www.icb.ufmg.br/mor/biocelch/microscopio.jpg
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Fig.5 -Microscopio eletronico de transmissao(MET) antigo.

Retirado de www.poli.usp.br/.../imagens/pg348_n.jpg
Fig.6-MET mais atual.

Retirado de www.unifesp.br/.../microsceletronico.jpg
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Fig.7-Microscépio eletrénico de varredura(MEV)
Retirado de  www.las.inpe.br/imagens/MEV_Canon2.jpg

Virus da Sindrome respiraféria aguda(SARS) ampliado em microscopia eletronica.
Retirado de upload.wikimedia.org/.../150px-SARS_CoV.jpg
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Fig.8-Virus HIV introduzindo seu material genético no linfocito T
auxiliar. MEV(360000x)
Retirado de www.ciencianews.com.br/universo4.htm

.

Fig.9-Virus HIV atacando um leucocito.MEV(20000x)
Retirado de www.ciencianews.com.br/universo4.htm

Fig.10-Prion causador da doencga da vaca louca.
Retirado de www.ciencianews.com.br/universo4.htm
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