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Cores chegam ao
microscopio eletronico

Pesquisadores dos EUA produzem as primeiras imagens coloridas no mais potente equipamento de ampliacao de seres
e objetos. A solucdo facilitard, por exemplo, a identificagéo de componentes presentes em virus e bactérias

s microscopios eletroni-

€0s 530 0s equipamentos
O disponiveis mais poten-

tes para se observar o mi-
ntisculo mundo composto de cé-
lulas e moléculas. Os mais avan-
¢ados conseguem aumentar uma
imagem em até 10 milhoes de
vezes. Porém, até recentemente,
apenas imagens monocromati-
cas eram geradas. Foram neces-
sdrios 15 anos de trabalho para
que pesquisadores da Universi-
dade da Califérnia em San Diego
(UCSD), nos Estados Unidos, de-
senvolvessem um método para
que esses aparelhos passassem a
produzir imagens coloridas.

O grupo foi supervisionado
por Mark Ellisman, diretor do
Centro Nacional de Microscopia
e Pesquisa em Imagiologia da
universidade norte-americana, e
pelo falecido Roger Tsien, ganha-
dor do Prémio Nobel de Quimica
em 2008 e visiondrio em imagem
celular. Os cientistas ilustraram a
descoberta com imagens de
membranas celulares e sinapses
entre dois neurdnios, em um arti-
go publicado na edicdo de ontem
darevista Cell Chemical Biology.

A técnica permite que até trés
cores (verde, vermelho e amare-
lo) sejam adicionadas a uma im-
agem. Um sensor instalado no
microscopio detecta elétrons
emitidos por ions metdlicos, que
sdo espalhados sobre o objeto a
ser observado. Dessa forma, a
perda de energia dos metais é re-
gistrada pelo aparelho como uma
cor. As substancias devem ser
adicionadas ao espécime — uma
célula, por exemplo —uma de
cada vez, criando um mapa de
cor completo, adicionado a ima-
gem microscépica no fim do
processo.

“E como ver uma imagem co-
lorida pela primeira vez, depois
de conhecer apenas preto e bran-
co. Estivemos tdo acostumados,
pelos tiltimos 50 anos, as micro-
grafias eletrénicas com apenas
uma cor que, agora, € dificil ima-
ginar voltar atrds”, disse o princi-
pal autor do estudo Stephen Ada-
ms, quimico na UCSD. “Esse mé-
todo tem vdrias aplicacdes po-
tenciais na biologia. No artigo,
demonstramos como ele pode
distinguir entre compartimentos
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E como ver uma
imagem colorida
pela primeira vez,
depois de
conhecer apenas
preto e branco (...)
Esse método tem
varias aplicacoes
potenciais na
biologia. No
artigo,
demonstramos
como ele pode
distinguir entre
compartimentos
celulares, rastrear
proteinas e
marcar células”

Stephen Adams, principal
autor do estudo e quimico
da Universidade da
Califérnia em San Diego
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celulares, rastrear proteinas e
marcar células”, complementou.

Sucessao de metais

Para criar imagens com cores,
os pesquisadores precisaram en-
contrar complexos metdlicos es-
taveis, que ndo deteriorassem ra-
pidamente, borrando o resultado
final. As substdncias deveriam
emitir também uma assinatura
distinta ao perder energia para
que fossem reconhecidas pelo
sensor. Os cientistas utilizaram
ions de lantéanio, cério e praseo-
dimio — metais da familia dos
lantanideos —, sobrepondo cada
complexo metdlico ao objeto, ja
No Microscopio, por vez.

“Um desafio que nos impediu
de publicar a descoberta mais ce-
do, porque nés temos o conheci-
mento e os aparelhos necessdrios
hd quatro anos, foi que precisa-
vamos de uma maneira de depo-
sitar os componentes metdlicos
emsequéncia’, contou Mark Ellis-
man, coautor do estudo. “Gasta-
mos uma enorme quantidade de
tempo tentando descobrir como
depositar um dos lantanideos e,
entdo, limpd-lo para que nao rea-
gisse ao depositar um segundo
elemento no mesmo local.”

Depois de estabelecer o pro-
cesso de aplicacdo, a equipe ilus-
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trou o poder do método ao visua-
lizar uma sinapse compartilhada
por dois neur6nios. Eles também
observaram peptideos (conjun-
tos de aminodcidos) atravessan-
do amembrana de uma célula. A
técnica desenvolvida é andloga a
microscopia fluorescente, ferra-
menta que detecta a luz colorida
liberada por proteinas brilhantes
marcadas em um espécime bio-
légico, mas se beneficia de deta-
lhes que s6 podem ser observa-
dos pelos microscépios eletroni-
cos, que sdo mais poderosos do
ponto de vista da visualizacao.

Trabalho postumo

0 artigo publicado na Cell Che-
mical Biology foi um dos ultimos
que Roger Tsien, ganhador do
Nobel de Quimica pela descober-
ta e aplicacdo da fluorescéncia
verde em imagens bioldgicas, viu
aceitos por uma revista cientifica
antes da sua morte, em agosto,
durante um passeio de bicicleta.
O quimico realizou os primeiros

Brigsiiantypara desenvolver

todas as técnicas de fluorescén-
cia que introduziu, ele foi capaz
de fazer isso em células vivas e fa-
zer videos delas em acdo, com co-
res vividas. Mas ele sempre quis
olhar mais de perto.”

“Esse é um exemplo de como
Roger era brilhante na quimica e
como ele viu que, se pudéssemos
criar esse método, serfamos ca-
pazes de aproveitar as vantagens
dos microscépios eletrénicos”,
acrescentou Ellisman, colabora-
dor de longa data e coautor com
Tsien em dezenas de estudos. “A
maior vantagem que nés obser-
vamos € que vocé obtém contras-
tes fracos pela forma como a co-
loracdo funciona. Entdo, rétulos
coloridos especificos dao contex-
to para toda a riqueza de infor-
macdes no cendrio no qual as
moléculas estao operando.”

Os autores dizem que existem
mais estudos a serem feitos para
aperfeicoar o processo de apli-
cacao dos ions metdlicos e pro-
duzir imagens com mais de trés
cores. Pode também haver ma-
neiras de aumentar a quantida-

componentes necessarios a imagi-
ologia colorida quase 15 anos atrds.

“Um tema que esteve presente
em todos os trabalhos do Roger
foi o desejo de se olhar mais de
perto para o funcionamento de
uma célula”, disse Adams. “Com

de de metal a ser depositada, o
que ajudaria a obter uma resolu-
¢do maior nas imagens. O uso da
solucdo poderd ser ampliado
imediatamente, uma vez que ela
utiliza ferramentas ja presentes
nos laboratérios.

Luminescéncia

Roger Y. Tsien ficou conhecido na
comunidade quimica por
modificar uma proteina
luminescente para ser utilizada
para facilitar a observacao de
células pelo microscdpio.

A proteina foi descoberta em
&guas-vivas por Osamu
Shimomura, que dividiu o Nobel
com Roger e com Martin Chalfie,
o primeiro a inserir a molécula
em outro organismo.

0 laboratério de Tsien
transformou a molécula em
uma ferramenta capaz de emitir
luz de diferentes cores e marcar
diversas células em uma mesma
amostra. Em 24 de agosto
dltimo, durante um passeio de
bicicleta, na cidade de Eugene,
nos Estados Unidos, perdeu a
vida as 64 anos. A causa da
morte nao foi divulgada.



