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RESUMO

Os protocolos existentes para processamento de amostras biolégicas para
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) frequentemente ndo produzem bons
resultados quando aplicados a tardigrados. Este estudo objetivou adaptar
protocolos padrédo para invertebrados, no intuito de serem obtidos melhores
resultados com amostras desse grupo. As duas adaptacGes sugeridas
descrevem as etapas de preparacdo do material, tais como fixagdo, forma de
acondicionamento dos espécimes, lavagens, poés-fixacdo, desidratacao,
secagem ao ponto critico, metalizacdo e o modo de utilizacdo do MEV. Na
sugestdo de protocolo “A”, o material é fixado em formol 4%, as lavagens sao
procedidas em tampao cacodiltato de so6dio e agua destilada, a pos- fixacdo
com tetroxido de ésmio, desidratacdo com imersao em acetona, a secagem da
amostra ao ponto critico com CO,, metalizacdo em ouro e 0 microscopio
configurado no modo alto vacuo. Na sugestdo de protocolo “B” o material é
fixado em etanol 70%, os exemplares acondicionados em capsulas com
malhas nas extremidades, com etapas de lavagem e pos-fixacao suprimidas do
processo. A desidratacdo é feita em etanol e acetona, secagem ao ponto critico
com CO,, metalizagcdo com ouro e 0 microscopio configurado no modo alto
Vacuo.

Palavras-chave: Metodologia, MEV, Taxonomia, Tardigrada.

ABSTRACT

Existing protocols for processing biological samples for scanning electron
microscopy (SEM) usually do not produce good results when applied to
tardigrades. This study aimed to test standard protocols for invertebrates in
order to obtain better results with samples from this group. The two suggested
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protocols describe the preparation steps of the material, such as clamping, form
of packaging of the specimens, rinses, post-fixation, dehydration, critical point
drying and the manner of use of the SEM. In the "Protocol suggestion A" the
material is fixed in 4% formaldehyde, rinses with sodium cacodilato buffer and
distilled water, post-fixation with osmium tetroxide, dehydration with acetone,
drying the sample to critical point with CO;, metallization in gold and the
microscope configured in high vacuum mode. In the "Protocol suggestion B" the
material is fixed in 70% ethanol, the samples are enclosed in capsules closed
by meshes without washing steps and post-fixation. Dehydration is performed in
ethanol and acetone, critical point drying with CO,, metallization in gold and the
microscope configured to high vacuum mode.

Key words: Methodology, SEM, Taxonomy, Tardigrada.

INTRODUCAO

Tardigrados sdo pequenos
metazoarios encontrados nos mais
diversos ambientes. Sempre
dependentes da agua para estar no
estado ativo, podem ser
encontrados associados a musgos,
liquens, serrapilheira, sedimento
marinho  ou  lacustre, desde
montanhas até o mar profundo
(Ramazzotti & Maucci, 1983;
Kinchin, 1994).

Devido ao pequeno tamanho
(no maximo 1 mm) e habitos
cripticos, sua diversidade ainda é
subavaliada (Blaxter et al. 2004;
Garey et al. 2008). Nos ultimos
anos, tém crescido o interesse a
respeito do filo, devido
principalmente as pesquisas sobre
seus mecanismos de sobrevivéncia

em condi¢cbes desfavoraveis (Guil &
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Cabrero-Safiudo, 2007; Wetnicz et
al. 2011). Quando em criptobiose,
tardigrados perdem parte
substancial da &gua corpérea e
cessam, quase que completamente,
0 seu metabolismo. Durante o
processo, sintetizam uma série de
moléculas (Trehalose, glicerol e
“‘proteinas de choque térmico”) que
atuam como protetores celulares,
estabilizando e conservando seu
material genético e  tecidos
(Bertolani et al. 2004).

Compreender os dispositivos
envolvidos na criptobiose tem se
mostrado um campo promissor, com
potencial utilidade biotecnoldgica
(Guil & Cabrero- Safudo, 2007). Ja
se sabe que algumas espécies de
tardigrados apresentam a
capacidade de sobreviver a altas

pressbes (Ono et al. 2008),



temperaturas  extremas (Rahm,
1921; Becquerel, 1950), altos niveis
de radiacdo ionizante (May et al.
1964), substancias toxicas (Ramlgv
& Westh, 2001) e a um longo
periodo congelado (Tsujimoto et al.
2015), sendo, inclusive, levados
para Orbita terrestre em
experimentos de exposicdo ao
vacuo (Rebecchi et al. 2011).

Desde a monografia de
Ramazzotti & Maucci em 1983, o
grupo recebeu inUmeras revisoes,
expandindo e corrigindo  as
informacbes sobre os taxons.
Existem Varios problemas
envolvidos em publicacoes
cientificas com taxonomia dos
tardigrados, dentre o0s quais
merecem referéncia as descricbes
antigas, o detalhamento insuficiente
para relatar a variabilidade
intraespecifica e as chaves
taxonémicas defasadas (Degma et
al. 2010). Com um plano corporal
aparentemente simples, com
poucos caracteres morfolégicos
(Fontoura & Morais, 2011; Nelson &
Marley, 2000; Nelson & Mclinnes,
2002; Pilato & Binda, 2010), uma

observacdo minuciosa a partir de
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instrumentos de boa qualidade é
fundamental.

O microscopio eletrénico de
varredura (MEV) gera (grande
profundidade de foco e alta
resolucao, tornando possivel
levantamento e ilustracdo de um
grande numero de caracteres
morfologicos (Castro et al. 2002).
Apesar do inicio precoce dos
estudos utiizando MEV com
tardigrados (Baccetti & Rosati,
1969), trabalhos onde se discute
metodologias sao
(Shivelly & Miller, 2009). Essas

informacBes frequentemente séo

€SCcassos

restritas aos corredores das
universidades, fazendo com que o0s
entusiastas do filo sejam obrigados
a galgar laboriosamente por
tentativa e erro suas proprias
adaptacoes (Shively & Miller, 2009),
ou mesmo, fazer uso de praticas
propostas para outros taxons.
Tardigrados apresentam um
epitélio delicado com cuticula
disposta em trés camadas, podendo
ser quitinosa ou nao (Nelson &
Higgins, 1990). Com

estruturas rigidas (apenas estilete

poucas

bucal e garras - ver Ramazzotti &

Maucci, 1983), o processo de



preparacao das amostras para MEV
€ consideravelmente trabalhoso
gquando comparado ao de outros
animais, tais como Porifera e suas
espiculas calcareas/silicosas (Hadju
et al. 2011: 57), ou artrépodes de
exoesqueleto rigido (Castro et al.
2002).

Portanto, sabendo-se das
dificuldades envolvidas no
processamento de amostras para
microscopia eletrbnica de varredura,
bem como da insuficiente literatura
especializada, com esse trabalho
pretende-se descrever de maneira
sucinta as etapas do
processamento das amostras de
tardigrados marinhos e
limnoterrestres, relatar os
problemas a serem enfrentados e
sugerir as alternativas menos
onerosas no uso das substancias

quimicas.

MATERIAL E METODOS
Obtencéao dos espécimes e
preparacao do material

Os espécimes foram
coletados na praia de Cupe (litoral
sul de Pernambuco), localizada
entre as coordenadas 8° 25’ S e 34°

55 W, de onde foram extraidas
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amostras de substrato
inconsolidado para obtencdo dos
tardigrados marinhos, e no campus
de Dois Irmédos da Universidade
Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) — lat. 8°00’ S; long. 34°08’
W, de onde foram retirados musgos
aderidos a arvores e telhados para
a coleta dos tardigrados
limnoterrestres. O material marinho
foi fixado em formol salino a 4% ou
AFA {etanol a 70% (93%); formol a
37% (5%), é&cido acético glacial
(2%)}. As amostras de tardigrados
limnoterrestres foram fixadas em
etanol a 70%.
Para a extracdo dos
tardigrados, efetuou-se lavagens
das amostras através de peneiras
geoldgicas sobrepostas seguindo o
procedimento indicado por Elmgren
(1966). A triagem foi feita em placa
de Dollfus com auxilio de
estereomicroscopio, tendo como
objetivo separar os tardigrados da
meiofauna  (marinhos) e da
briofauna (limnoterrestres) em geral.
Aproximadamente 500 espécimes
entre marinhos e limnoterrestres
foram acondicionados em
microtubos do tipo “Eppendorf” com

o fixador, quando utilizado.



Seguiram-se as etapas de
lavagens dos espécimes sobre
laminulas de  microscopia. A
principio, foi testada a utilizacdo de
um polimero (Poli-L-Lisina) que
ajudaria na aderéncia dos
espécimes na prépria laminula. Foi
testada a secagem ao ponto critico
com CO; na méaquina Baltec 030
CPD (Critical Point Dryer) e também
foi testada a imersdo em HMDS
(hexametildissilazano), como

alternativa (Shivelly & Miller, 2009).

Baseando-se em  técnicas
utilizadas para pequenos
metazoarios optou-se por

desenvolver capsulas para imerséo
dos espécimes nas substancias
utilizadas no processamento das
amostras (Mitchell & Miller, 2008).
Para a confeccdo da capsula de

imersdo foram utilizadas pipetas
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graduadas serradas nas duas
extremidades, formando um cilindro,
sendo uma das extremidades
revestidas por uma malha de 30 pm
(ou 44 pm) onde os tardigrados
foram dispostos. Testou-se a
utilizacdo de material vivo e também
fixado.

Os tardigrados acondicionados
nos microtubos do tipo “Eppendorf’
foram despejados em uma placa de
Petri e selecionados para serem
observados. Os espécimes foram
dispostos sobre a malha com o uso
de agulhas histolégicas, sendo, em
seguida, mantidos abrigados dentro
das capsulas para imersdo nas
substancias (Fig. 1). Apds esta
etapa, a metodologia varia de
acordo com o protocolo adotado

(ver Tabela | e Tabela Il).
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Figura 1- Procedimento de imerséo das capsulas para lavagem e desidratacéo. A) Microtubo
com os espécimes; B) Placa de petri; C) Malha 30/44 um, onde os espécimes sdo dispostos; D)
Agulha histoldgica para manipulacdo dos espécimes; E) Capsula de imerséo; F) Béquer ; F1)
Béquer com a solucéo; G) Suporte para amostras do microscopio (Stub).
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Tabela I. Protocolo “A” sugerido para confecgdo de laminulas para MEV de tardigrados.

Sugestao de Protocolo “A”

Fixacéo Formol 4%

Acondicionamento dos exemplares Cépsulas com malhas de 30 um (material vivo) e 44

pum (material fixado)

Lavagens Agua destilada por 10 minutos, seguida por tamp&o
cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2 (material
limnoterrestre), ou apenas o tampéo cacodilato

(material marinho)

Pés-fixagdo Tetroxido de Osmio (0sO,) 1%
Lavagem H, O (destilada) 3x 10 min
Desidratacédo Séries de acetona a 30%, 50%, 70%, 90% e 100%(3x)

por 10-15 minutos cada.

Secagem da amostra Ponto critico com CO,
Metalizacao 10 nm de ouro
Modo de utilizagdo do microscopio Alto vacuo

Tabela Il. Protocolo “B” sugerido para confec¢do de laminulas para MEV de tardigrados.
Sugestdo de Protocolo “B”

Fixacao Etanol a 70 % (marinho ou limnoterrestre) ou material

in vivo (limnoterrestre).

Tratamento prévio Manter a amostra por pelo menos 5 minutos em agua
destilada para uma pré-remocao do fixador e

distensao dos espécimes.

Acondicionamento dos exemplares Cépsulas com malhas de 30 um (material vivo -
limnoterrestre) e 44 um (material fixado — marinho ou

limnoterrestre)

Lavagens X (Etapa suprimida)
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Pés-fixacao

X (Etapa suprimida)

Lavagem

X (Etapa suprimida)

Desidratacao

Séries de etanol a 10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 90% e
100%(3x) por 2-3 minutos cada. Em seguida, proceder
a trés passos de etanol/acetona (33% de acetona +
etanol 67%, seguindo-se de: 67% acetona + 33% de
etanol, finalizando com a imerséo em acetona 100%

pelo menos 2 vezes).

Secagem da amostra

Ponto critico com CO,

Metalizacao

10 nm de ouro

Modo de utilizagdo do microscopio

Alto vacuo

Sugestédo de Protocolo A
Iniciou-se com a retirada do
fixador, efetuando-se 3 lavagens
(das capsulas) com Cacodilato de
sédio [(CH3),AsO,Na] por 10
minutos cada evento. ApOs as
lavagens, procedeu-se a pos-
fixacdo com wuma solucdo 1:1
[Tetroxido de Osmio (0sO,) +
tampéo fosfato 0,2M], por 30
minutos. Apdés a pos-fixacao,
procedeu-se 3 lavagens sucessivas
em agua destilada, por 10 minutos
cada evento, para retirada do
fixador. Em seguida, iniciou-se a
desidratacdo do material utilizando

acetona em séries de 30%, 50%,
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70% e 90% (uma lavagem por cada
concentracdo), completando a
desidratacdo com 3 lavagens em
acetona 100% por quinze minutos
cada. Todas as lavagens foram
efetuadas utilizando béqueres com
50 ml de capacidade como
recipiente  para imersdao das
capsulas com os tardigrados em
seu interior (Fig. 1). Por fim,
secagem ao ponto critico (CO;y) —
procedimento padrdo para MEV.
Sugere-se 0 uso de microscopio
estereoscopico para conferir a
permanéncia dos espécimes sobre
a malha das cépsulas. Apos o ponto

critico com CO, 0s espécimes sao




retirados individualmente da
superficie da malha com auxilio de
agulhas histolégicas e colocados
diretamente sobre a fita de carbono
adesivo (Fig.1) no suporte porta
amostras do microscopio (stub),
tudo isso sob observacdo em
microscopio estereoscopico,
verificando o estado de preservacéo
dos organismos. Por fim, o material
seguiu para metalizacdo em ouro
(10 nm) - procedimento padrao
para MEV - e observagdo no
microscopio eletrénico de varredura
no modo “alto vacuo” (Tabela I).
Depois da obtencao das
fotomicrografias no MEV, algumas
fotos foram editadas para remocéo
de artefatos com Corel Draw®

versao X5.

Sugestédo de Protocolo B

Iniciou-se banhando 0s
espécimes (dentro das capsulas)
em agua destilada para retirada do
fixador e distensdo do corpo por
aproximadamente 5 minutos. Em
seguida procedeu-se a uma série de
desidratacdo em etanol de 10
etapas (10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80% 90% e 100%)

mantendo as capsulas em cada
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solugdo por 2 a 3 minutos.
Posteriormente fez-se a imersao
das capsulas trés vezes em etanol a
100% por 1 minuto cada. Em
seguida, procederam-se trés passos
de etanol/acetona (uma parte de
acetona 33%-+ etanol 67%, seguido
por etanol 33%+ acetona 67%) Por
fim, fez-se a imersdo em acetona a
100%, ao menos por duas vezes
por 1 minuto cada (Tabela Il). Todas
as lavagens foram efetuadas nas
capsulas (Fig.1). Em seguida o
material seguiu para o ponto critico
e o0s demais passos foram
conduzidos como relatados para a

sugestéo de protocolo A.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer deste estudo
foram testados alguns protocolos
pré-existentes para microscopia
eletronica de varredura utilizados
em variados tipos de materiais
biolégicos (Amsellem & Clement,
1980; Silveira, 1989; Rebecchi &
Guidi, 1991; Melone, 1998; Eibye-
Jacobson, 2001; Castro et al. 2002;
Mitchell & Miller, 2008), quando foi
averiguada a eficacia e
aplicabilidade para tardigrados de

substancias e metodologias tais



como o uso do fixador (AFA, Formol
4% ou etanol 70%), substancias
para retirada (lavagem) do fixador
(tampdo  fosfato ou tampdo
Cacodilato de so6dio), tempo de
desidratagdo em acetona (5, 10, 15
ou 30 minutos), necessidade do
tratamento  ultrassénico  prévio,
secagem ao ponto critico com CO,
ou uso do HMDS, utilizagao da Poli-
L-Lisina, metodologia das lavagens
sob estereomicroscépio, além dos
modos de utilizacdo do microscopio
eletrénico de varredura (modo a alto
VAacuo ou baixo vacuo). Foram feitas
modificacdes frente aos resultados
obtidos, que culminaram na
elaboracdo de duas sugestdes de
protocolos viaveis para utilizacédo
com tardigrados, que sao aqui
apresentadas.

Algumas caracteristicas do
protocolo “B” fazem com que este
seja considerado mais viavel do que
o protocolo “A”, tais como: 1)
reducdo nos custos, pois Tetroxido
de Osmio, tamp&o cacodilato e
formol 4% séo substancias de custo
relativamente elevado; 2) maior
seguranga, pois o protocolo “A”
requer substancias toxicas, de

manipulagdo obrigatdria sob capela,
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como o Tetroxido de Osmio; 3)
processamento mais rapido (no
protocolo ‘B” parte dos
procedimentos foi suprimida e a
desidratacdo ocorre por imersao
nas series de graduacao por apenas
2 a 3 minutos em cada evento),
reduzindo assim significativamente
0 tempo: no protocolo A, a duracéo
estimada é de 2h e no protocolo B é
em cerca de 30 minutos.

Uma parcela substancial dos
espécimes foi perdida (entre 30-
40%) em

Iavagens. Isto costuma ser um

consequéncia das

problema quando se trabalha com
um material biol6gico microscopico,
como foi observado anteriormente
em trabalho utilizando MEV para
Rotifera (Amsellem & Clement,
1980).

As lavagens, assim como o
ponto critico, passaram a ser
executadas em estruturas
manufaturadas, como sugerido para
Rotifera (Amsellem & Clement,
1980) e Tardigrada (Mitchell &
Miller, 2008). Antes das capsulas,
testou-se a Poli-L-Lisina. Porém,
aproximadamente 90% do material
foram perdidos com este método,

sendo carreados pelos liquidos. A



capsula de imersao foi uma solucao
pratica e barata adotada ao longo
dos testes laboratoriais.

Foi testado também o uso de
material in vivo. Os espécimes
foram coletados e levados vivos
para processamento, a principio foi
utilizada na capsula uma malha de
44 um, o que resultou na perda de
todos os espécimes utilizados, que
atravessavam ativamente a malha
assim que acondicionados. A
questdo das fugas foi solucionada
gquando foi adotada a malha com
abertura de 30 pm. Portanto,
considera-se este €& o tamanho
adequado caso seja preciso lidar
com espécimes vivos, sendo 0 uso
alternativo da malha de 44 pm
indicado apenas para material
fixado.

O uso do material in vivo ndo
trouxe nenhuma vantagem que
compense 0 maior trabalho
empreendido. Para lidar com
organismos Vvivos, as etapas de
triagem e conservacgao (manutencao
dos espécimes vivos) requerem
maior diligéncia, uma vez que o
material, recém coletado, deve ser

imediatamente processado.
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Portanto, recomenda-se o uso de
material fixado tanto por facilidade
de obtencdo dos espécimes como
por otimizacdo do tempo a ser
dedicado as amostras.

Durante a fixacdo e a
confeccdo das laminas para
microscopia, distor¢des quanto ao
tamanho real das partes moles dos
espécimes € um  problema
recorrente (Eibye-Jacobson, 2001).
Como tentativa de superar esses
entraves, Pilato (1981) sugere a
observacéo das estruturas
esclerotizadas, ndo deformaveis,
como tubo bucal e garras, para
andlises morfométricas. Para a
taxonomia dos tardigrados
limnoterrestres as partes
esclerotizadas, como as garras, sao
consideradas o critério  mais
importante nas identificagbes em
nivel de familia (Degma et al. 2010;
Pilato & Binda, 2010). Neste estudo,
foram obtidas fotos de boa
gqualidade das garras dos
espécimes limnoterrestres, mesmo
gquando o restante do corpo nao se

encontrava em nivel similar (Fig. 2).
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Figura 2 - Fotomicrografia das garras de dois tardigrados limnoterrestres.

A desidratacdao foi um dos
principais problemas no
processamento das amostras de
Tardigrada para MEV. A substancia
mais utilizada para a fixacdo e
desidratacdo em tardigrados tem
sido o etanol (Nelson & Higgins,
1990; Nelson, 2001; Nelson &
Mcinnes, 2002), mas atribui-se a
acetona uma maior eficiéncia no
momento da secagem ao ponto
critico com CO, (etapa que se
segue a secagem ao ponto critico
procede-se apdés a desidratacao
com acetona ou etanol, quando é
feita a substituicdo desses produtos
por gas carbonico liquefeito) (Castro
et al. 2002).

Na fase final da desidratacao,
deve-se eliminar o solvente usado

(acetona, etanol, etc.), 0 que muitas
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vezes é feito por evaporacdo. Sabe-
se que este procedimento pode
causar, em sua fase final,
alteracdes de detalhes superficiais
da cuticula dos espécimes devido a
tensdo superficial. Isto poderia ser
minimizado com uso de certos
solventes de baixa  tensédo
superficial como o HMDS (Silveira,
1989). Sabendo disso, recorreu-se
ao uso HMDS em substituicdo ao
ponto critico com CO,. Foram
obtidos alguns resultados positivos,
porém houve acumulo de residuos
sobre os espécimes que poderiam
dificultar a  visualizacdo de
estruturas como o0s poros da
cuticula (Fig.3A e Fig.3B). Portanto,
ainda que exista na literatura
opinido favoravel ao seu uso

(Shively & Miller, 2009) manteve-se



0 uso do ponto critico com CO;
como sugestao de protocolo, sendo

também o mais frequentemente
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usado em tardigrados (Baccetti &
Rosati, 1969; Rebechi & Guidi,
1991; Nelson & Mclnnes, 2002).

Figura 3 - A) Fotomicrografia de dois espécimes de Stygarctus bradypus Schulz, 1951 com uso
de HMDS; B) Fotomicrografia de um tonel (espécime em criptobiose) de um tardigrado
limnoterrestre.

Na MEV é comum que junto ao

organismo  fotografado venham
artefatos que possam dificultar a
compreensao real dos limites e das
partes a serem focadas (Eibye-
Jacobson, 2001; Mclnnes, 2001).
Portanto, Mclnnes (2001) sugere o
uso de ferramentas que aumentem
a qualidade da foto sem interferir na
morfologia do organismo (a autora

fez uso do Adobe® photoshop).
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Podem ser utilizados outros
programas tais como Picasa®, Paint
e Corel Draw® para que as imagens
se tornem mais limpas, sempre
respeitando os limites e as
conformacgdes reais do organismo.
Para as fotos aqui detalhadas
optou-se pelo Corel Draw®, versdo
X5, devido uma maior afinidade dos
autores com programa (Fig. 4A e

4B).



Fotomicrografias de
tardigrados limnoterrestres
apresentam-se em  publicacfes
cientificas com qualidade
relativamente superior (ver-
Michalczyk & Kaczmarek, 2010) ao
observado para espécies marinhas
(ver- Jgrgensen et al. 2014). Supbe-
se serem estes resultados tanto
consequéncia da morfologia externa
dos tardigrados limnoterrestres,
menos complexa do que a das
espécies marinhas, como também
fruto da maior experiéncia dos
pesquisadores, uma vez que ha
uma ampla dominédncia de
ambientes

& Cabrero-

pesquisas em
continentais  (Guil
Safiudo, 2007).

CONCLUSOES
Microscopia  eletrbnica de
varredura com micrometazoarios

exige destreza para lidar com a
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Figura 4. Fotomicrografia de Batillipes pennaki Marcus, 1946: A) Antes da edi¢édo de imagem;
B) Depois da edicdo de imagem (através do Corel Draw®, versdo X5).

fragilidade das estruturas
envolvidas. Desta  forma, é
importante que sejam realizados
estudos piloto com material que
possa eventualmente ser
descartado, visando a adaptacao
dos protocolos ao material que se
pretende examinar.

Considerou-se que a sugestao
de protocolo “A” permitiu a obtencéo
de bons resultados, embora seja
mais dispendiosa sob o0s aspectos
financeiro e temporal. Os resultados
foram compativeis em qualidade
com 0s obtidos através da sugestao
de protocolo “B”. Portanto, ambos
0s procedimentos podem ser
utilizados para o0 estudo de
tardigrados tanto limnoterrestres
como marinhos, ficando a escolha a
critério dos pesquisadores,
conforme testes prévios e

preferéncias.
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