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O desenvolvimento e aperfeicoamento da
microscopiaeletronica estd intimamente associado ao
progresso alcancado pela Biologia, nos ultimos 100
anos. O microscépio eletrdnico possibilitou a obser-
vacéo direta de aspectos ultraestruturais das células
até entdo desconhecidos. Como resultado dessas
novas observacdes, nossa compreensdo sobre a
organizagao dos tecidos vegetais e animais foi enor-
memente ampliada, e muitas das nossas idéias a
respeito da construcgéo e funcéo celulares foram radi-
calmente alteradas.

Tipos de Microscopios

Cada tipo de microscopio e cada técnica de prepa-
racdo de material para exame oferece vantagens espe-
cificas na demonstragdo de certos elementos
morfologicos. Os microscépios pertencem, basica-
mente, a duas categorias: luminoso (ML) e eletrénico
(ME). As diferencgas estéo na radiacgéo utilizada e na
maneira como ela é refratada.

A microscopia de luz utiliza-se da radiacdo de
ondas luminosas, sendo esta refratada através de len-
tes de vidro. O campo microscépico (ou a area obser-
vada) aparece brilhantemente iluminado e os objetos
estudados se apresentam mais escuros. Geralmente,
0s microscépios desse tipo produzem um aumento
atil de, aproximadamente, 1.000 X.

Na microscopia eletrdnica a radiagdo empregada
é a de feixe de elétrons, sendo ele refratado por meio
de lentes eletrdnicas. O microscopio eletrdnico pro-
duz aumentos Uteis de 200.000 a 400.000X, sendo seu
poder resolvente cerca de 100 vezes maior que o do
microscépio de luz. A melhoria do poder resolvente
do microscépio eletrénico esta diretamente relacio-
nada ao curto comprimento de onda apresentado pe-
los raios eletrdnicos utilizados para ampliar o
espécimen e a uma maior abertura numeérica obtida
em funcéo da diminuic¢éo da distancia focal. Em ter-
mos basicos, classificamos o microscépio eletrénico
em dois tipos: de transmisséo e de varredura.

Principios da microscopia eletrénica

Poder resolvente (ou poder de resoluco)

Ao empregar um microscopio em um estudo, tem-se
como objetivo visualizar mais detalhes do que pode-
mos com avistadesarmada. Aampliacdo que as lentes

nos proporcionam é apenas um meio para chegar a
esse objetivo, e ndo tera valor se a imagem produzida
no fim néo contiver mais detalhes do que podemos ver
—ou resolver —sem o auxilio do microscopio. A limita-
¢do basica ndo é uma questao de aumento, mas de po-
der resolvente, ou seja, a capacidade de distinguir, dis-
tinta e separadamente, dois pontos adjacentes. O po-
der resolvente de um microscopio é fung¢do do compri-
mento de onda da luz utilizada e da abertura numéri-
ca, que é uma caracteristica do sistema de lentes.

Comprimento de onda

Um objeto torna-se visivel ao microscopio como
resultado de sua interacdo com as ondas de luz
usadas para iluminé-lo. Essa intera¢io ocasiona um
desvio das ondas quando estas passam pelo objeto.
Objetos muito pequenos ndo ocasionardo quaisquer
desvios detectaveis nas ondas e, portanto, permane-
cerdo invisiveis (ou ndo resolvidos). Quanto menor o
comprimento de onda da luz, menor serd o objeto que
poderd ocasionar desvios das ondas e, portanto,
melhor ser& o poder resolvente do microscépio. Isto
significa que a natureza da luz limita a quantidade
de detalhes que pode ser resolvida em um microscopio.

Abertura numérica

O angulo formado pelo eixo 6ptico e 0s raios mais
externos ainda cobertos pela objetiva é a medida da
aberturanumérica. O valor da abertura numeérica esta
diretamente relacionada com o indice de refracédo do
meio por onda a radiacao é projetada. Assim, 0 maximo
de abertura numérica para a objetiva a seco € menos
do que 1, e as objetivas de imersdo tém uma abertura
numérica ligeiramente maior, na faixade 1,2a1,4.0
comprimento de onda da luz utilizada nos microsco-
pios de luz é, também, limitado; a luz visivel varia
entre 400 e 700 nm. O limite de resolucdo, isto é, o
menor objeto que pode ser distintamente visualizado,
é obtido com o menor comprimento de onda da luz
visivel e com objetiva de maior abertura numérica.

Portanto, o melhor poder resolvente conseguido
com o microscépio de luz é de 0,2 mm - a abertura
numeérica ndo pode ser aumentada, e mesmo usando
luz visivel de comprimento de onda minimo (cerca de
0,45 mm), o poder resolvente ndo melhora significati-
vamente. A Unica maneira de melhorar o poder
resolvente consiste em se reduzir o comprimento de
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onda da radiacdo. Para isso, se fez necessario desen-
volver equipamentos que empreguem outra forma de
radiacdo, e é aqui que o desenvolvimento do micros-
copio eletrdnico comega.

Componentes do microscépio eletrénico

Propriedades ondulatdrias dos elétrons

Em condig¢bes apropriadas, os elétrons apresen-
tam propriedades ondulatérias, que, assim como a
luz visivel, encontram-se associados a um compri-
mento de onda, cujo valor é de, aproximadamente,
0,005 nm. Desta forma tem-se uma melhoria cor-
respondente no poder resolvente. A comparacao deste
valor com o comprimento de ondadaluz visivel (0,5nm
ou 500 nm) mostra que um feixe eletrénico é cerca de
100.000 vezes menor. Considerando apenas este fator,
teriamos um aumento correspondente no poder
resolvente. Porém, o poder resolvente efetivamente
conseguido sera discutido apds considerarmos os
outros componentes do microscopio eletrénico.

Canhéo eletrénico

Canhéo eletrbnico é a fonte de iluminacdo do
microscopio eletrénico e consiste de um pequeno
fragmento de fio em forma de V. Uma alta voltagem ¢
aplicada nesse filamento, fazendo com que uma
corrente flua através dele e o incandesca, emitindo
elétrons. A propriedade de emitir elétrons por aqueci-
mento é comum atodos 0s metais e chama-se emissao
termoidnica. O comprimento de onda dos elétrons esta
diretamente relacionado a voltagem aplicada sobre o
filamento. Quanto maior for a voltagem menor sera o
comprimento de onda dos elétrons, favorecendo o
poder resolvente.

Lentes eletrénicas

Um campo magnético radialmente simétrico —
como aquele formado por um enrolamento de fio elé-
trico através do qual passa uma corrente — atuara
como uma lente que pode ser usada para focalizar
um feixe eletrénico. Na pratica, a lente eletrénicacon-
siste basicamente de uma bobina, formada por
milhares de voltas de fio, através da qual passa uma
corrente.

Microscopio eletrdnico de transmissédo

Esse tipo de microscépio é comumente chamado de
microscopio eletrénico direto ou de transmissdo (MET)
pelo fato da imagem do espécimen ser formada simul-
taneamente a passagem do feixe de luz atraveés dele.

O emprego do MET é bastante difundido no estudo
de materiais bioldgicos, pois ele permite defini¢do de
imagens intracelulares, permitindo estudos de
morfologia celular, aspectos gerais das organelas e

também da interagdo de parasitas com as células, for-
necendo informacdes sobre alteracdes e efeitos
citopatéaticos ocasionados por virus, fitoplasmas,
micoplasmas, bactérias e outros organismos diminutos,
de impossivel visualizagdo na microscopia de luz.

Composicdo

A construcdo do MET é robusta, a fim de garantir
estabilidade mecanica e evitar perturbagfes por
vibragdes do edificio. As bobinas das lentes, através
das quais passam correntes, tenderiam a aquecer-se
e, portanto sdo usualmente resfriadas por agua que
circula a sua volta. Isso é conseguido com uma uni-
dade de refrigeracédo de agua interligada ao MET.

Nossos olhos ndo sao sensiveis a elétrons, por isso
a imagem final é projetada sobre um anteparo de
observagdo, que é recoberto com um material que
fluoresce quando irradiado com elétrons, ou sobre
uma placa fotogréfica, se pretendemos registrar aima-
gem de forma permanente. Na prética, o intervalo de
aumentos do MET varia de 1.000 a cerca de 200.000X.

As lentes eletrbnicas, assim como as lentes de
vidro, apresentam defeitos. Esses defeitos interferem
no poder resolvente do microscopio eletronico. A
solucdo adotada para minimizar esse problema resi-
de em se trabalhar apenas com a porcéo central da
lente, e isso se consegue construindo nela uma aber-
tura de pequeno diametro. Outro fator que impede
gue se atinja o poder resolvente tedrico é a estabilidade
mecanica do MET. Devido ao fato de se atingir um
poder resolvente na ordem de nanémetros, qualquer
oscilacdo em escala semelhante ira interferir no resul-
tado final. Portanto, o poder resolvente obtido na
préatica depende essencialmente da qualidade do
projeto e construcdo do ME, da natureza do
espécimen, e ainda do cuidado e experiéncia do ope-
rador. Os melhores resultados obtidos para amostras
bioldgicas situa-se na faixa de 1 nm. Comparando-se
com o poder resolvente do microscopio de luz, temos
uma melhoria de cerca de 200 vezes.

Microscopio eletrdonico de varredura

No microscopio eletrénico de varredura (MEV) um
feixe de elétrons extremamente estreito é usado para
varrer o espécimen —isto é, ele € movido paradiante e
para tras enquanto passa através do espécimen. O
feixe tem varios efeitos sobre o espécimen, dos quais o
principal paranossa finalidade é que ele faz com que
0 proprio espécimen emita elétrons. A imagem ¢
construida em sequéncia, no tempo, & medida que o
espécimen é varrido. Os MEV apareceram no mercado,
pelaprimeiravez, em 1965, e desde entdo se tém reve-
lado indispensaveis em muitos tipos de pesquisa
bioldgica, contribuindo para a classificacdo e
taxonomia de insetos e fungos, estudo da morfologia

Bioldgico, Sao Paulo, v.65, n.1/2, p.33-35, jan./dez., 2003



Introducao a microscopia eletronica.

de pdlens e em pesquisas de superficies de diversas
estruturas de plantas e animais.

Composicéo

Os principais componentes do MEV assemelham-se
aqueles do MET. A coluna, com o canhdo eletrénico e
aserie de lentes eletrénicas, e o sistema de alto vacuo,
sdo similares nos dois tipos de equipamentos. Um
conjunto de bobinas defletoras faz com que o feixe
varra o espécimen. Assim, aimagem é montada ponto
aponto, linha por linha, do mesmo modo que aimagem
no visor de televisdo. A imagem pode ser observada
diretamente, ou fotografada.

O MEV tem uma série de aspectos extremamente
valiosos. Ele pode ser operado em uma escala ampla
de aumentos, desde 10X até 100.000X. Seu alcance
assim se estende desde aquele da lupa manual até o
deum MET. O MEV tem grande profundidade de foco.
Como consequéncia, a topografia superficial de objetos
solidos pode ser examinada com grande facilidade, e
as micrografias tém aspecto tridimensional. A resolucao
obtida com o MEV depende de uma série de fatores. O
didmetro da sonda do feixe eletrénico varrendo o
espécimen é o mais importante de todos, mas a natu-
reza do espécimen e a interacdo deste com o feixe tam-
bém séo influentes, bem como a velocidade de var-
redura e o numero de linhas na imagem. Na pratica,
uma resolucao de cerca de 10 nm pode ser conseguida
sob condicdes favoraveis.

MEV x MET

O MET €é um instrumento admiravel para estu-
dar os detalhes mais finos de uma estrutura celu-
lar, ou a organizacdo molecular de virus ou consti-
tuintes subcelulares. O preco de conseguir alta re-
solucdo, entretanto, € que o instrumento é comple-
X0, 0s espécimens devem ser extremamente finos e
é dificil obter informacao sobre estruturas em trés
dimensdes. O MEV, por outro lado, ¢é ideal para es-
tudar a topografia de superficie de objetos sélidos,
mas fornece pouca, ou henhuma informacao sobre
aestruturainterna. Seu poder separador ndo se igua-
la ao do microscépio de transmissado, embora seja
adequado para muitos propdsitos. Deve-se sempre
ter em mente o objetivo da pesquisa que esta desen-
volvendo, pois, ele é que indicara qual equipamento
devera ser empregado para se atingir os resultados
desejados.
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