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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N°,

Consideracoes gerais sobre a utilizacao do laboratério
a) Os hordrios de aula deverdo ser obedecidos com rigor.

b) E aconselhdvel o uso de avental, pois além de proteger a roupa, condiciona o aluno a limpeza e

disciplina.

¢) O aluno que danificar o material permanente ou de consumo, mesmo casualmente, deverd

indenizar a Escola, a critério do professor.
d) Nao jogue lixo nas pias, mas em cestos apropriados e embrulhados em papel.

e) Nao risque as bancadas. O aluno devera encontrar seu lugar limpo e assim deixa-lo para o
colega seguinte. Se observar algo errado comunique ao professor assim que chegar, pois o
professor terd condi¢des de localizar o grupo desordeiro. Limpe seu lugar quando terminar o

trabalho.

f) Observe, ao sentar-se, se as torneiras de gas a frente estdo fechadas e desobstruidas, pois

qualquer alteragdo pode causar vazamento que voce estard inspirando.

g) Nao € permitida a passagem de alunos para o laboratorio de microbiologia pelo interlab. Mude

de sala pelo corredor de fora.

h) Vocé ird trabalhar em grupos formados sob seu critério. Portanto escolha bem seus

companheiros de trabalho.
Como documentar o curso

Todo trabalho cientifico precisa ser documentado. No caso de Biologia o desenho
esquematico é muito importante desde que seja realizado com honestidade, isto €, sem criagdes,

sem a influéncia do esquema do professor, com atengao e sem pressa.
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1. Leia todo o roteiro da experiéncia que vai fazer, antes de iniciar o trabalho para ficar claro o

que vai ser realizado.

2. Separe todo o material necessdrio antes de comecar o trabalho.

3. Siga especificamente as indicagdes de tempo, material, etc. como o roteiro indica.
4. Ap6s usar, coloque cada material no local indicado para ndo misturar componentes.

5. S6 esquematize o que vocé de fato vé. Nao dé asas a sua imaginacdo. Isto € um trabalho
cientifico e ndo uma obra de arte. Se alguma estrutura deveria ser exibida e ndo aparece, anote o
sucedido por escrito em seu roteiro, porém procure bem antes de proceder desta forma. A

qualidade dos esquemas € importante para sua compreensao.
6. Leia o roteiro com atengdo. Solicite auxilio do professor s6 em ultimo caso.

7. Anote todos os dados. Na hora eles podem ndo parecer importantes, mas o serdo para as

conclusdes.
8. Escreva em linguagem simples e clara e evitara enganos.

9. Nao use l4pis de cor ou similar, régua a menos que o roteiro instrua em contrario. Os desenhos

serdo feitos a lapis, a mao livre.

10. Coloque o nome, nimero e a turma a tinta e no lugar indicado. Ndo se esqueca que os

relatérios sdo individuais.

11. Os esquemas devem ser acompanhados de legendas e explicagdes por escrito e eventualmente

gréaficos. Tudo que vocé desenhou tem nome.

12. Quando o roteiro solicitar que vocé faca o0 mesmo esquema com diferentes aumentos, note que

os desenhos nao terdo tamanhos diferentes, terdo detalhes a mais ou menos.

13. O roteiro foi programado para ser executado durante a aula. Habitue-se a trabalhar com regra
e horario, pois caso vocé€ nao termine, ndo poderd fazé-lo em casa, uma vez que vocé nao dispde
do material necessdrio. Nao passe a limpo, pois isso € 0 mesmo que copiar figuras e os esquemas

devem partir do natural.

14. Lembre-se que o relatdério deve estar correto e agradar aos olhos (esteticamente falando).



AULAS PRATICAS BIOLOGIA FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE 3
Professores: Dr. NewtonSoares da Silva e Dra. Cristina Pacheco-Soares

Do seu desempenho e comportamento depende a sua nota de laboratério. Seja objetivo,

consciente e responsavel.
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: DIMENSOES EM BIOLOGIA, INSTRUMENTOS E TECNICAS USADOS EM
CITOLOGIA, DIMENSOES EM BIOLOGIA

As dimensdes das estruturas biologicas podem agrupar-se em dois grandes grupos,
macroscopicas, isto €, visiveis ao olho humano e microscopicas, isto €, invisiveis ao olho humano,
tendo como fronteira o poder de resolu¢dao do olho humano. As unidades de medida utilizadas
nestas dimensdes estdo, assim, adaptadas sendo as mais freqiientemente utilizadas o micrometro
(um) para a microscopia ptica e o nanémetro (nm) e o angstrom (A) para a microscopia
eletronica. A sua relacdo com a unidade fundamental do sistema métrico, 0 metro (m) e com o
milimetro (mm) € a seguinte:

1 pm =10 *m =10 * mm (0,001 mm)

1nm =10 m = 10 ** mm (0,000001 mm)

1A =10 " m =10 7 mm (0,0000001 mm)

Nesta disciplina iremos falar muito em especial do mundo microscépico e como tal face ds
dimensdes das estruturas celulares que, salvo raras exce¢des como € o caso da acetabuldria, da
gema do ovo e de alguns feixes liberos-lenhosos, sdo invisiveis ao olho humano, € por demais
6bvio a necessidade de utilizacdo do microscopio uma vez que o limite de resolu¢do do olho
humano € de 100 pm (0,1 mm). Em termos de formagdo de imagem ¢ fundamental percebermos o
significado de trés conceitos muito importantes, que sdo o poder de ampliacdo, o poder de
resolucao e o de limite de resolugdo.

Poder de ampliacao: capacidade de um aparelho aumentar n vezes uma imagem. Na microscopia
¢ dado pelo produto entre a ampliacdo das oculares e a ampliacdo das objetivas.

Poder de resolucao: capacidade de um aparelho fornecer imagens distintas de dois pontos
distintos.

Limite de resolucao: distancia minima a que dois pontos podem estar para o aparelho os

mostrar individualizados.

O que determina pois a riqueza dos detalhes da imagem fornecida por um sistema de
imagens é o seu poder de resolu¢do e ndao o seu poder de ampliar o tamanho dos objetos. A
capacidade de aumentar s tem valor pratico se for acompanhado de um aumento do poder de

resolucdo. Este limite de resolu¢do depende essencialmente da objetiva, j4 que as oculares nao
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podem acrescentar detalhes a imagem, pois a sua fun¢cdo € aumentar de tamanho essa imagem,
que € projetada no seu plano de focagem pela objetiva.
INSTRUMENTOS USADOS EM CITOLOGIA
Microscopia:

()ptica:

Campo luminoso

Campo escuro

Ultravioleta

Fluorescente

Contraste de fase

Eletronica:

Transmissao

Varredura

TECNICAS USADAS EM CITOLOGIA
Citoquimicas

Permitem estudar a localizacdo intracelular das diversas substdncias que compdem as
células, através de técnicas in sifu, nas quais as células sdo preservadas intactas e as substancias
detectadas por técnicas que dio reacdes coradas ou cujo produto € eletrondenso, ou extra situ, que
se baseiam no fracionamento celular e no estudo dos componentes isolados.

No primeiro caso procede-se a execug¢do de preparagdes definitivas com coloracoes
especificas, no segundo caso recorre-se a outras técnicas laboratoriais, tais como, centrifugacao,
filtracdo, com posterior utilizacdo dos produtos obtidos para identificacdo e quantificacdo por
técnicas de cromatografia, espectrofotometria entre outras.

Imunocitoquimicas

As técnicas de imunocitoquimica permitem o estudo da localizacdo intracelular de
proteinas especificas, sendo estas técnicas muito superiores ds técnicas de identificacao de
proteinas baseadas na verificagdo de aminodcidos. Estas técnicas baseiam-se na reacao

antigeno-anticorpo.

Radiofotografia
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A radiofotografia € aplicada como uma técnica citoquimica in sifu para a detec¢do de is6topos
radioativos e baseia-se na sensibilidade das emulsdes fotogréficas ds radia¢des ionizantes. Como
ndo existem nas células elementos radioativos, podemos seguir pela radiofotografia a

incorporagdo € a movimentacdo de compostos radioativos, introduzidos nas células com

finalidades experimentais.

ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA - N.°
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MICROSCOPIA
A microscopia tem a maior importancia no estudo das células. Muitas

caracteristicas importantes de interesse nos sistemas biologicos sao demasiado
pequenas para serem vistas a olho nu, s6 podendo portanto, ser observadas
com O microscopio.

Nos anos mais recentes, tem-se notado um grande desenvolvimento em
microscopios, corantes, protocolos de coloracao e técnicas de preparacao para
ajudar a esclarecer melhor a estrutura e funcao das células.

Descreveremos as capacidades e aplicacoes das varias técnicas de microscopia
usadas para visualizar as c€lulas, as suas estruturas subcelulares e ainda as
suas moléculas.

As estruturas celulares que necessitamos de estudar tém dimensées que, em
regra, sao invisiveis a vista desarmada. lmm (milimetro) = 1 000 pm
(micrémetro) = 1 000 000 nm (nanémetro) = 10 000 000 A (Angstrom).

O olho humano s6 consegue formar imagens de objetos com dimensoées
superiores a cerca de 0,2mm. Para observar objetos menores € necessario
formar deles uma imagem ampliada.

Os microscoépios sao os aparelhos utilizados para formar essas imagens.
Radiacao eletromagnética

Os microscopios usam radiacdes eletromagnéticas para formar imagens
ampliadas dos objetos a observar.

O microscopio optico usa a luz visivel (radiacdao eletromagnética com
comprimento de onda compreendido entre 400 e 800 nm).

O microscopio eletronico usa raios catédicos (feixe de elétrons) cujo
comprimento de onda € inversamente proporcional a voltagem de aceleracao dos
elétrons usados no microscopio, sendo de 0,0037nm para uma voltagem de
100KV.

Resolucao e ampliacao

Ha um limite minimo para a dimensao dos objetos que podem ser observados
com um determinado sistema optico, limite esse que se denomina resolucao do

sistema.
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Por exemplo, a resolucao do olho humano € de cerca de 0,2mm, e € determinada
pela estrutura celular da retina. A de um microscopio optico € de 0,2mm e €
limitada pelo comprimento de onda da luz visivel.

A ampliacao da imagem produzida pelo sistema oOptico permite observar objetos
de dimensoes inferiores a 0,2 mm (resolucdao do olho humano), mas apenas até
ao limite de resolucao do sistema optico. Objetos menores que este limite nao
podem formar imagens, por maior que seja a ampliacao utilizada.

A ampliacao util € a ampliacao necessaria para que a imagem do objeto se torne
visivel, ou seja, para que atinja dimensodes iguais ou superiores ao limite de
resolucdao do olho humano. Para conforto do observador, as imagens sao
ampliadas até dimensdes que tornam a sua observacao confortavel. O fator de
ampliacao adicional € a ampliacao vazia.

Exemplo: Para que um objeto no limite de resolucao do microscopio 6ptico se
torne visivel € necessario amplia-lo: 0,2mm / 0,2 pym = 200 pym / 0,2 ym = 1000
x. Para uma observacao confortavel, podemos amplia-lo até 1mm, utilizando um
fator de ampliacao adicional de 1mm/0,2mm=5.

Vé-se assim que a ampliacao util de um microscopio optico nao excede as
1000x

Tipos de microscopio

O limite de resolucao de um microscopio depende do comprimento de onda da
radiacao eletromagnética usada para formar a imagem e de aberracoes das
lentes.

Deste modo, pode-se melhorar a resolucao construindo microscopios que
utilizem

radiacoes de comprimento de onda menor que o da luz visivel. A construcao
deste tipo de microscopios depende da capacidade de produzir lentes para a
radiacao em causa. A radiacao ultravioleta permite algum ganho de resolucao,
mas € usada principalmente nos microscopios de fluorescéncia. Os raios-X
comecam a poder ser usados com lentes especiais, e raios-gama nao foram

ainda usados por falta de dispositivos que possam funcionar como lentes. Os
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raios catodicos (feixes de elétrons) utilizam ++ e sdo usados nos microscopios

eletronicos.

Nos microscopios mais comuns, o feixe de radiacao € estatico e irradia
simultaneamente toda a area observavel da amostra. Noutros aparelhos
(microscopios de varredura), o feixe possui dimensdes muito reduzidas
irradiando apenas um ponto da amostra, € € dotado de um movimento
relativamente aquela, irradiando em sequéncia todos os pontos do objeto
(varredura).

O microscopio optico usa a luz visivel como radiacao eletromagnética.

Os componentes principais do microscoépio 6ptico sio:

- Fonte luminosa:

. Condensador

- Diafragmas de campo ¢ do condensador

- Platina

. Objetiva

. Tubo

- Oculares

MICROSCOPIO OPTICO FOTONICO COMUM

No microscopio optico de transmissao a luz emitida pela fonte luminosa e
concentrada pelas lentes condensadoras, atravessa a amostra e penetra na
objetiva. A objetiva forma uma imagem real, ampliada, do objeto e as oculares
formam uma imagem virtual, também ampliada, da imagem real produzida
pela objetiva. A imagem virtual situa-se a distancia de 25cm do olho do
observador, € € a imagem que pode ser observada. A ampliacao total € o produto
dos fatores de ampliacao da objetiva e das oculares, podendo existir outros
dispositivos no trajeto da luz que introduzam fatores multiplicativos adicionais.

O feixe luminoso que atravessa a amostra ¢ modificado por interacdées com esta,
que consistem na absorcao de certos comprimentos de onda produzindo cor,

difracao, refracao, reflexao, diferenca de fase etc. Estas interacoes vao-se
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traduzir na producao de diferencas de cor ou de intensidade luminosa na

imagem do objeto, que podem ser percebidas pelo olho humano.

MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE

Ambos o0s microscopios usam a propriedade de dar contraste a estruturas
biolégicas transparentes a luz visivel, visto que fazem mudancas de fase e/ou
atrasos nas radiacoes que atravessam essas estruturas.

O microscopio de contraste de fase usa um condensador e objetivas especiais. O
condensador esta provido de um diafragma em forma de anel (diafragma anular)
que produz um cone oco da luz que o atravessa.

A luz ilumina o objeto e o que o rodeia. A luz que passa o objeto € desviada em
relacdo a que passa diretamente o meio que o rodeia. O efeito de fase depende
da interferéncia entre a imagem geomeétrica direta e a imagem difratada lateral.
Se os dois grupos de raios se somam em contraste brilhante ou negativo o
objeto aparecera mais brilhante que o meio. Quando o contraste € positivo ou
escuro os jogos de raios experimentam uma interferéncia subtrativa sendo a
imagem do objeto mais escura que o meio. Deste modo, pequenas mudancas de

fase sao transformadas em diferencas de amplitude (intensidade).

o

Comp. de onda

1. Raios difractados

S. Raios directos



AULAS PRATICAS BIOLOGIA FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
Professores: Dr. NewtonSoares da Silva e Dra. Cristina Pacheco-Soares

. A

5D

-

Comyp, de onda

Para obter os dois tipos de contrastes o microscopio € provido de objetivas com
dispositivos de fase especificos:

CONTRASTE BRILHANTE

-f—— vidro

- material retardante de fase
e material absorvente

CONTRASTE ESCURO
A)

-f—— vidro

}

material
absorvente

B)

-— vidro

-#——— material retardante de fase

Conforme os fabricantes de microscopios o contraste escuro pode ser obtido

com dois dispositivos diferentes (ver Figuras A e B). Utilizando o dispositivo A, a
luz direta €

11
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levada ao foco da objetiva onde esta colocada a placa de fase. Esta, tem uma
ranhura em forma de anel que € coberta por uma fina camada de metal que tem
por fim fazer avancar os sados comparativamente a luz da da do objecto.

Os esquemas mostram a passagem da luz através da preparacdao, € o0s
dispositivos de fase. Os esquemas mostram a passagem da luz através da
preparacao, e os dispositivos de fase.

PHASE-COMTRAST MICROSCOFE

Annular ‘
diaphragm |

Condenser —
lens

Specimen —__

suppart T—

Wnrefractad ray

phass-plate

phase
objective

Refracted ray —

Objective—"
lens

specimen

Phase plate——_3

condenser .| annujus
Evepigce

A microscopia de interferéncia tem por base principios semelhantes ao
microscopio de contraste de fase, mas tem a vantagem de fornecer dados
quantitativos. Este microscopio permite a deteccao de variacoes pequenas e
continuas de indice de refracdo, enquanto que objeto, e porque o aumento
refrativo € quase o mesmo para todas as moléculas o microscopio de fase so6
revela variacoes acentuadas.

Porque o atraso de fase € consequiente da diferenca entre o indice de refracao do
meio e do biologicas, € possivel avaliar a quantidade de massa seca por unidade

de area do objeto, medindo o atraso de fase.
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A quantificacao do atraso de fase é feita usando um compensador que reduz o
brilho do objecao a negro. Embora o seu uso seja remoto, pode ser empregue no
futuro com sistemas analisadores de imagem.

MICROSCOPIA DE CAMPO ESCURO

No microscopio de fundo escuro, a luz € dirigida do condensador a amostra num
angulo obliquo de maneira a que nenhuma luz incidente entre nas lentes da
objetiva (criando um campo escuro se nenhuma amostra estiver presente).
Nestas condicoes, s6 a luz refratada ou difratada pela amostra entra nas lentes
da objetiva para formar a imagem.

A resolucao nao € muito boa, mas com este método podemos observar objetos
pequenos que refratam a luz incidente. E usado na microbiologia, para detectar
bactérias ou na auto-radiografia, para detectar graos de prata produzidos na
emulsao fotografica por radiacao.

A Figura mostra um esquema deste tipo de microscopio.

Lj_ abjective

_ctpetimen

Uma das grandes vantagens dos microscopios de contraste de fase, interferéncia
e de fundo escuro é que eles tornam possivel a observacao dos movimentos
envolvidos em processos como, mitose e migracao celular. Como muitos

movimentos sdo demasiado
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lentos para observar em tempo real € util fotografar (microcinematografia) ou
filmar em sistema de video.

Ultimamente, as camaras de video e a tecnologia associada do processamento
de imagem tém tido maior impacto na microscopia Optica. Além de
possibilitarem a resolucao de certas imperfeicoes do microscopio, resolveram de
igual modo as limitacoes do olho humano, tais como a percepcao de pequenas
diferencas na intensidade da luz contra um fundo brilhante.

Como as imagens dadas pelas camaras de video sao em forma eletronica, elas
podem ser digitalizadas e processadas por um computador. Este fato tornou
possivel, atingir o limite de resolucao teorico do microscopio 6ptico e aumentar
o contraste das imagens. Um dos exemplos € a observacao de microtubulos,
com diametros de dimensao inferior ao & da luz (0,025 pm) no microscopio de
interferéncia assistido por um computador.

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

E um microscépio de luz incidente (epi-iluminacdo), como o microscépio de
reflexdao. O feixe luminoso tem, no entanto um comprimento de onda apropriado
(habitualmente na regiao azul ou ultravioleta) para excitar substancias
fluorescentes (fluorocromos) que se encontram na amostra. Estas substancias
podem fazer parte da composiciao natural amostra ou ser introduzidas pelo
processamento técnico como corantes.

A luz emitida pelos fluorocréomos excitados pelo feixe luminoso entra na objetiva
para formar a imagem.

Mecanismo da fluorescéncia

Quando certas substancias como o vidro, gotas de gordura e diversos corantes
sdo expostos as radiacoes UV, modificam o comprimento de onda destas
radiacoes e tornam-se luminosas, isto é, sao fluorescentes. Se tratarmos
tecidos, células, bactérias com um corante

fluorescente e as examinarmos ao microscopio com luz UV, elas tornam-se
luminosas e aparecem como corpos brilhantes num fundo escuro.

A fluorescéncia data de 1904 com Kohler e foi usada mais freqiientemente com

Coons que introduziu a técnica dos anticorpos fluorescentes em 1941.
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A fluorescéncia é um fendémeno Optico no qual a luz é absorvida por uma
substancia chamada fluoroforo e quase instantaneamente re-emitida com luz
dum & maior. Como resultado da absorcao da luz, as moléculas de fluoréforo
tornam-se excitadas, quer dizer, absorvem a energia da luz e o seu estado
eletronico € mudado para um estado excitado no qual a energia de cada
molécula € maior do que o seu estado normal.

A energia excedente € dissipada em calor, emitida em fluorescéncia, ou usada
numa reacao fotoquimica.

No primeiro caso, a luz ¢ meramente absorvida sem fluorescéncia. No segundo,
a

fluorescéncia ocorre. No terceiro, a reacao fotoquimica induzida pela luz apagar-
se-a. Esta técnica nao € s6 utilizada quando se pretende detectar substancias
em concentracoes minimas, mas também se usa para observacoes depois de
tratamentos quimicos. Quando surgem mudancas de excitacao ou emissao do
espectro de substancias fluorescentes devido a sua unido ao substrato, também
se podem obter informacdes a respeito da conformacao das moléculas do

substrato.
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Tipos de fluorescéncia do material biolégico

Tipos de fluorescéncia

Locais ¢ Técnicas

Autofluorescéncia

Fluorescéncia induzida

Fluorescéncia do corante

Imunofluorescéncia

Fluoreseéneia prod. Enzimaticamente

Fluorescénecia natural de substincia(s) no
tecido

Drogas fluorescentes

Substincia no  tecido  convertida a
fluorofero

ATéc.coloragio  simples sem  p.  trat
Quimico

B. Reac. quimica seguida de coloragio, ex.
Feulgen

Fluorocromia indirecta

Mét. Fluorescentes

Quadro, podem ver-se os tipos de fluorescéncia e os materiais a observar no

microscopio de fluorescéncia.

Autofluorescéncia

16

No

A autofluorescéncia € predominante nos tecidos vegetais. Nos tecidos animais,

podemos encontra-la nas fibras do tecido conjuntivo (colageno e elastina) e nas

lipofucsinas. No interior celular, a maior parte da autofluorescéncia € devida a

presenca do NADH unido a uma desidrogenase mitocondrial.

Todas as proteinas fluorescem quando sao excitadas a 250-280 nm (UV), devido

a presenca do triptofano, tirosina e fenilalanina.

As gotas lipidicas também podem ser observadas no microscopio de

fluorescéncia.

Fluorescéncia induzida

Algumas substancias podem ser convertidas a fluorescentes por tratamento

quimico. Ex° o formol reage com as ariletilaminas por reacdées de condensacao

levando a formacao de isoquinolinas e outros compostos fluorescentes.
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Fluorocromia

Os corantes fluorescentes sio conhecidos por fluorocromos em contraste com os
que sao visualizados no microscopio de luz que sao chamados diacromos.
Muitos corantes podem ser usados como diacromos e fluorocromos: Vermelho
Congo, Vermelho neutro, Eosina e Fucsina Basica. A maioria dos corantes
amarelos, laranja, e vermelhos sdo de fato, fluorescentes, (laranja de acridina e
quinacrina, estao entre eles).

A coloracao do DNA com fluorocromos € importante, principalmente, devido aos
estudos

fluorimétricos. Primeiro, foi usada para o estudo da conformacdao do DNA, mas
agora € utilizada para a quantificacao do conteido em DNA. Usam-se Laranja
de Acridina, reacao de Feulgen, Brometo de etidio, etc.

Fluorescéncia Metacromatica

Alguns fluorocromos sao metacromaticos, isto €, fluorescem com mais de uma
cor. Com os fluorocromos metacromaticos, assim como os diacromos, a
mudanca da ortocromasia para metacromasia envolve um aumento no pico de
excitacao (absorcao) em direcao a curtos comprimentos de onda, € um
decréscimo na absorcao maxima. Adicionalmente, existe um correspondente
aumento do espectro de emissao em direcao a grandes &. Resumindo, a cor
emitida pela fluorescéncia muda para uma de & maior, e o brilho da
fluorescéncia diminui.

A fluorescéncia metacromatica ¢ devida a formacao de dimeros e polimeros
como resultado duma agregacao das moléculas do corante.

Dos corantes fluorescentes metacromaticos, o mais conhecido é a Laranja de
Acridina, verde na sua forma ortocromatica, cora o DNA, e vermelho na forma

metacromatica, cora o RNA, DNA desnaturado e polissacarideos.
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Imunofluorescéncia

Certos corantes fluorescentes podem utilizar-se para marcar os anticorpos do
soro. Eles sao adicionados as gamaglobulinas a custa de determinados radicais
e tornam fluorescente o conjugado resultante. Pode empregar-se o isotiocianato
de fluoresceina.

As figuras 1 e 2 apresentam, respectivamente, as estruturas da fluoresceina e
tetrametilrodamina, dois corantes usados em imunofluorescéncia. O 1° emite
luz amarela esverdeada quando € ativado por luz de comprimentos de onda
proprios, enquanto que o 2° emite luz vermelha. Na zona sombreada € onde
estao localizadas os grupos reativos quimicamente. Nesta posicao vai ser
formada uma ligacao covalente entre o corante e a proteina ou outra molécula.

Quando se ligam a proteinas a ligacao € feita ao grupo SH ou ao NHa.

Fig.1 - Fluoresceina Fig. 2 - Tetrametilrodamina

Fluorescéncia produzida enzimaticamente
A atividade enzimatica nas células (vivas ou fixadas) pode ser estudada em
sistemas onde a enzima produz uma mudanca de fluorescéncia pela acdo num

substrato ou co-enzima.
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Microtubulos

Rat aortic smooth muscle cells stained with an anti-tubulin antibody and FITC-conjugated

secondary antibody (green). (Omega Optical Filter Set # XF71). hotograph by Jim San Fillipo
Aplicacoes

As técnicas de fluorescéncia podem ser aplicadas a todas as espécies de
material biologico.

O microscopio de fluorescéncia tem grande sensibilidade tornando possivel
detectar pequenas quantidades de substancia ou particulas de tamanhos
abaixo da resolucao do microscopio de luz. Podem ser visualizadas as mesmas
preparacoes que no MO de luz e tem a vantagem de observar os corantes que
absorvem na regiao do UV fluorescendo no

visivel.

MICROSCOPIA DE POLARIZACAO

Este método baseia-se no comportamento de certos componentes de células e
tecidos, quando sao observados com luz polarizada. Se o material for isotropico,
a luz polarizada propaga-se através dele com a mesma velocidade,
independentemente da direcao do plano de incidéncia. Estas substancias
caracterizam-se por terem o mesmo indice de refracao em todas as direcoes. Por
outro lado, num material anisotropico a velocidade de propagacao da luz

polarizada varia. Este material também €é chamado birrefringente, porque
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apresenta dois indices de refracao diferentes, correspondentes a diferentes
velocidades de transmissao.

Nas fibras biolégicas, a birrefringéncia € positiva se o indice de refracao for
maior ao longo do comprimento da fibra, do que no plano perpendicular, e €
negativa no caso oposto.

A birrefringéncia (B) pode ser expressa quantitativamente como a diferenca
entre os dois indices de refracao (Ne — No) associados com os raios de maior e
menor velocidade.

Na pratica, com o microscopio de polarizacao, mede-se o atraso (T) que a luz
sofre num plano, relativamente a velocidade que a luz apresenta num plano
perpendicular a este. O atraso esta relacionado com a espessura do espécime (t)
da seguinte maneira:

B=Ne-No=T/t

O microscopio de polarizacao difere do microscopio vulgar pela presenca de dois
elementos de polarizacao: o polarizador e o analisador, que consistem de folhas
Polaroid ou de prismas de Nicol em calcita. O polarizador monta-se por baixo do
condensador e o analisador por cima da objetiva.

O microscopio de polarizacao, tal como o microscopio de interferéncia, pode ser
acoplado a uma camara de video, o que melhora consideravelmente o contraste

e a qualidade de imagem.

Microscopio confocal

Trata-se de um microscopio 6ptico que funciona em modo de varredura.
Portanto o feixe luminoso irradia apenas um ponto da preparagdao, sendo
produzido por um laser. Do mesmo modo que no MEV, o feixe de radiacao

percorre a preparacao.

Microscopio invertido

E um microscépio 6ptico de transmissdo, em que as posicoes da objetiva e do
condensador se encontram invertidas relativamente a platina.

O aparelho ¢é usado para observar o fundo dos frascos de cultura de células, que

nao podem ser facilmente estudados com os microscépios normais.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSAO

Interpretacao da imagem em microscopia eletronica de transmissao

As imagens observadas com um microscopio eletronico de transmissao (TEM —
).

(Transmission Electron Microscope) sao imagens de cortes de objetos
tridimensionais. A formacdao das imagens no microscopio depende de métodos
de contrastacao que introduzem nos cortes metais pesados que, ao interagir
com o feixe de elétrons, dao origem a imagem. Na interpretacao destas imagens
ha que atender, portanto a estes dois fatores:

1. Em que medida é que a imagem produzida pelo método de contrastacao
corresponde a realidade estrutural, e que dados sobre a sua composicao

quimica se podem recolher por manipulacao dos mecanismos de contrastacao.

[ Transmission Electron Microscopy }

|_| +— Electron Gun

* Operates exactly like a Light
Microscope except with electrons

1

—

|: <+ Cendenser lens

1
:| ‘\E»\\\ Sirle * Samples must be very thin to pass
I

2 i * Electrons are focused by
<+ Objective lens  electromagnetic lenses

electrons through (<1000 A)

|: -— Diffraction lens + Samples diffract electrons and then
are recombined in the image

~— Screen

+~—— Camera

2. Que se pode inferir relativamente a estrutura do objeto tridimensional que se
pretende compreender, do estudo das seccoes bidimensionais, em termos
qualitativos e quantitativos.

O contraste

Para compreender a primeira questao € necessario conhecer o mecanismo da

formacao do contraste no TEM. O feixe de elétrons, acelerado por um potencial
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de varias dezenas de kilovolts (tipicamente 60-80 KV em estudos de materiais
biologicos), atravessa a amostra interagindo com os seus atomos.

As colisoes dos eletros do feixe com os atomos da amostra processam-se
segundo dois processos essenciais:

1) colisdoes dos elétrons do feixe com os elétrons dos atomos da amostra.

2) colisdes com os respectivos nucleos.

No primeiro caso, o electron do feixe transmite parte da sua energia ao electron
do atomo da amostra e € pouco desviado da sua trajetoria. Trata-se de uma
colisdo nao elastica. Estas colisdes reduzem a energia dos elétrons do feixe, que
podem produzir contraste por interféncia com os elétrons do feixe que nao
sofreram colisdes. Este mecanismo de formacao do contraste tem importancia
sobretudo para o detalhe mais fino, perto do limite de resolucdo do microscoépio.
No segundo caso, os elétrons do feixe ndo perdem energia, mas sao desviados
da sua trajetoria segundo angulos elevados, quando colidem com ntucleos de
atomos pesados.

Estes elétrons podem ser seletivamente removidos pela introducao de
diafragmas que s6 deixam passar os elétrons nao desviados (fig).
Consequentemente, nas regioes da amostra onde ha maior concentracao de
atomos pesados, ha uma maior fracdo de elétrons desviados e removidos do

feixe, gerando regioes deficientes em elétrons.

Microscopia eletronica de varredura

Enquanto que nos microscopios de transmissao convencionais o feixe irradia
toda a amostra, e sao as alteracoes produzidas no feixe por interacao com esta
que vao ser convertidas na imagem, nos microscopios de varredura o feixe
irradia apenas um ponto da amostra. O feixe percorre sistematicamente toda a
amostra por um processo de varredura, € a interacdo do feixe com a amostra
gera sinais que podem ser medidos por detectores apropriados. A imagem
forma-se ponto por ponto em tubos de raios catédicos nos quais o feixe de
elétrons se move de um modo sincronizado com o movimento do feixe de
radiacao do microscopio de modo que a cada ponto do objeto corresponde um

ponto da imagem. A intensidade e/ou cor do ponto imagem sao moduladas pelo
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sinal recolhido pelo detector. A resolucao deste tipo de aparelhos depende
principalmente do tamanho da area do objeto irradiada pelo feixe O modo de
varredura pode ser implementado quer em microscopia de transmissao quer em
microscopia de reflexdao quer Optica quer eletronica. As implementacoes
atualmente mais importantes em biologia sao o microscopio eletronico de
varredura (MEV -).

scanning electron microscope), que € essencialmente um microscopio eletronico
de reflexao, e o microscopio confocal, que € um microscéopio optico funcionando
também em modo de reflexdo (fazendo uso principalmente de técnicas de
imunofluorescéncia). Merece também referéncia o microscopio eletronico de
varredura-transmissao (STEM - Scanning-transmission electron microscope)
que € um microscopio eletronico funcionando em modo de transmissao.
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

Funcionamento do instrumento

No microscopio eletronico de varredura o feixe de radiacao é um feixe de
elétrons que € focado num ponto da amostra pelas lentes eletromagnéticas do
microscopio.A interacao do feixe de elétrons com a amostra gera um conjunto
de sinais em que se contam elétrons secundarios, elétrons retrodifundidos,
raios-X, etc. Estes sinais podem ser medidos por detectores apropriados,
respectivamente para elétrons de baixa energia (elétrons secundarios), de alta
energia (elétrons retrodifundidos), e raios-X. Estes sinais sdao convertidos pelo
detector em correntes elétricas de maior ou menor intensidade que vao modular
a intensidade do feixe de elétrons que forma a imagem no tubo de raios
catodicos. As amostras estudadas no MEV sao amostras espessas, como dentes
inteiros, nao sendo importante que o feixe de elétrons seja capaz de a atravessar
uma vez que os sinais recolhidos dizem respeito, em regra, apenas a iteracao
com a superficie da amostra. Portanto estes instrumentos estao particularmente
adaptados ao estudo das superficies das amostras e ndo da estrutura interior.
Preparacao das amostras para o MEV

Uma vez que interessa estudar a superficie de amostras inteiras, os métodos de
preparacdo tém por objetivo preservar as superficies, de um modo tao fiel

quanto possivel. Quando se torna necessario estudar o interior das amostras,
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estas podem ser cortadas ou fraturadas de modo a expor o interior. Como as
amostras sdo observadas no vacuo do microscopio, elas tém de ser fixadas e
secas. secagem € habitualmente o passo mais delicado, uma vez que no seu
decurso, os fenomenos de tensao superficial exercem forcas capazes de destruir
a maior parte da estrutura biologica observavel. Para evitar estes efeitos recorre-
se a secagem por métodos de ponto critico ou a partir de liquidos de tensao
superficial muito baixa.

Modernamente tém vindo a ser desenvolvidos microscopios eletronicos de
varredura “ambientais” nos quais a camara que contém a amostra pode ser
mantida a uma pressao elevada, proxima da pressao atmosférica, permitindo a
observacao de amostras nao desidratadas.

Imagens produzidas pelos elétrons secundarios

Trata-se do modo de observacao mais utilizado no MEV. Os elétrons
secundarios sao os elétrons ejetados dos atomos da amostra pelas colisoes nao
elasticas com os elétrons do feixe. Estes elétrons sao ejetados direcionalmente
em funcao da topografia da amostra.

A intensidade da emissao depende da natureza quimica da amostra. Os metais,
que possuem elétrons mais fracamente ligados, emitem melhor que as
substancias em que os elétrons se ligam mais firmemente aos atomos, caso dos
compostos organicos. Por este motivo, a superficie das amostras € recoberta
com finas peliculas metalicas. Como o detector se localiza num dos lados da
camara de observacao, a intensidade do sinal recolhido € maior para os pontos
das superficies viradas para o detector. Por este motivo, o método € ideal para
revelar a topografia das superficies.

Imagens produzidas pelos elétrons retrodifundidos

Estes elétrons sao os elétrons do feixe que, através de sucessivas colisoes
elasticas com os atomos da amostra sao desviados do seu trajeto o suficiente
para se libertar da amostra e re-entrar no vacuo da camara de observacao
(retro-difusdo). Como se trata de elétrons do feixe de radiacdo do microscopio,
desviados por colisoes elasticas, a sua energia € muito maior que a dos elétrons
secundarios. A sua emissao € também direcional como a dos elétrons

secundarios. No entanto trata-se de elétrons que penetram na amostra a maior
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profundidade e que sao defletidos mais intensamente nas regides de maior
densidade de massa (a semelhanca do que se passa no mecanismo de formacao
de contraste do TEM).

Portanto, a intensidade do sinal reflete ndao apenas a topografia da amostra

COomo a sua composicao quimica.

Fotografia de E. Coli num SEM
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N-°

Tema: Observacio do Microscépio Optico Comum (M.O.C.)

Material: Microscépio, laminas prontas.

Construgdo do Microscopio optico

O microscopio € um aparelho destinado a ampliar a imagem das micro estruturas observadas,

utilizando para isso, a luz.

1. Base ou pé: da ao instrumento boa estabilidade e € usado para o repouso do aparelho na mesa

de trabalho. Nele estd um botdo que da controle a intensidade luminosa.
2. Brago: sustenta a parte Optica (lentes) e serve para o transporte do aparelho.

3. Tubo ou canhdo: contém em uma das extremidades a lente e na outra, o revilver que é uma

peca giratdria a qual se prendem as lentes objetivas.

4. Platina: sobre esta se coloca a lamina preparada, exatamente sobre uma abertura central que da

passagem aos raios de luz.

5. Charriot: serve para locomover a lamina para a direita ou esquerda e para cima ou para baixo.
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6. Parafuso macro e micrométrico: abaixam e elevam a platina. O micrométrico permite um
ajuste grosseiro da imagem. O micro permite uma melhor focalizacgao.

7. Revolver: local onde sdo inseridas as objetivas.

8. Objetivas: Conjunto de lentes que ampliam a imagem. Estdo presas ao revélver, que ao ser
girado vai mudando as objetivas. Ela projeta uma imagem real, ampliada e invertida. O aumento
da objetiva € gravado na sua lateral. Para uso da objetiva de imersao (100 x) utilizar, inicialmente,
o menor aumento e focalizar. Colocar entdo uma gota de 6leo de cedro sobre o centro iluminado
da lamina lateralmente e controlando o abaixamento até que a objetiva toque o d6leo. Observar
pela ocular e girar o micro até que a focalizacdo seja nitida. Terminando o estudo, limpar a lamina

e a lente usando um pano macio molhado em xilol, em seguida com flanela limpa.

9. Ocular: Conjunto de lentes sobre as quais vocé coloca o olho. Da imagem virtual, ampliada e
direta. O aumento estd gravado na sua extremidade superior. Para célculo da ampliagdo total,
multiplica-se a ampliacdo da ocular pela da objetiva. Exemplo: ocular = 10x e objetiva = 40x ---

ampliacdo total de 400x.

10. Condensador: esté por baixo da platina. E o conjunto de lentes cuja fungdo é concentrar a luz.
11. Lampada

Recomendagoes

O M.O.C. deve ser transportado cuidadosamente com as duas maos, pelo braco e pela base.

Ap6s o uso, o microscopio deve ser guardado livre de poeira e/ou 6leo. Sempre com a menor

objetiva e a platina totalmente levantada.
Como utilizar o microscopio
1. Coloque a lamina com o material a ser observado no orificio da platina.

2. Gire o botdo que estd no pé do microscépio e dé a intensidade luminosa. Nao precisa girar até o

fim e ndo force o botdo.

3. Olhando por fora e nunca pela ocular, € com a objetiva de menor capacidade gire o parafuso

macrométrico, até que a objetiva se aproxime da lamina.
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4. Com os olhos na ocular, gire o macro no sentido inverso, bem devagar até ver o material no

campo com relativa nitidez.

5. Focalize melhor com o micro, para conseguir uma boa imagem. Para uma ampliacdo maior,
gire o revllver e utilize imediatamente uma objetiva mais poderosa. Corrija o foco com o

micrométrico. Cada vez que mudar a objetiva, repita essa operacao.

6. Para pessoas destras, a mao esquerda deve estar presa ao macro e a direita livre para desenhar,

escrever, etc.
Unidades de Medida

O estudo das estruturas celulares exige a utilizagdo de medidas adequadas ao material estudado.

Na tabela seguinte, fornecemos algumas dessas dimensdes.

Unidade Simbolo || Referéncia | Dimensdes citoldgicas
. 0,001 vista desarmada
milimetro mm
[metros [tecidos, células grandes
microscopia dptica
micrémetro || m- 0,001 mm |maioria das células e
lorganelas maiores
microscopia eletronica
nandmetro || nm 0,001 m-

organelas menores
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microscopia eletronica
angstron A 0,1 nm
moléculas.

O olho humano € capaz de distinguir dois pontos distantes 0,1 mm um do outro. Se a distancia for
menor, eles serdo vistos como um ponto apenas. A capacidade de distinguir dois pontos muito
proximos é chamada poder de resolugdao. O poder de resolu¢do de um microscépio Optico € de

cerca de 225 nm e do eletronico € de até 0,5 nm

Procedimento
1. Reconheca cada peca do microscépio, colocando os nomes de suas partes.

2. Utilize uma lamina fornecida pelo professor para ter o mecanismo de focaliza¢ao em 40x, 100x

e 400x. Nao precisa esquematizar.
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°.

Tema: Utilizagdo do Microscépio Optico Comum (M.O.C.)

Material: M.O.C., 1aminas, laminulas, letras recortadas de jornal, d4gua e papel de filtro.

Procedimento: Limpe bem a lamina , coloque a letra, duas gotas de dgua e a laminula por cima.

Observagoes:

Para evitar a formagdo de bolhas de ar, coloque a laminula com o polegar e indicador da mao
direita de maneira a formar um angulo entre lamina e laminula de 45°. Deixe a laminula cair sobre

a letra de uma s6 vez. Enxugue o excesso de dgua com papel de filtro.

Esta aula tem como objetivo exerciti-lo para o uso do M.O.C. bem como provar o que foi dito no
roteiro anterior sobre as objetivas. Portanto, se vocé enxergar a imagem invertida, desenhe-a

como a veé.
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Esquematizar: a letra em aumento de 40x, 100x e 400x. Atente para as sensiveis diferencas de
detalhes. Nao se esqueca que isso é um trabalho cientifico, por isso, merece uma boa observagao e

um bom relato.

ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

NOIE: ..ot N.° ... Turma: ...........

Tema: Diversidade Celular

Os antigos filésofos e naturalistas chegaram a conclusdao de que "todos os animais e
vegetais, por mais complicados que fossem, eram constituidos por uns poucos elementos que se
repetiam em cada um deles". Referiam-se as estruturas macroscOpicas de um organismo, tais
como as raizes, os caules ou os segmentos de 6rgaos que se repetem no mundo animal. Muitos
séculos mais tarde, gracas ao invento e posterior aperfeicoamento dos microscopios, foi
descoberto que por detrds desta estrutura macroscopica, existe também um mundo de dimensdes
microscépicas.

As células sdo as unidades estruturais e funcionais dos seres vivos. Apesar da grande
diversidade existente entre os seres vivos consideram-se apenas dois tipos celulares bdsicos: as
células procariotas e as eucariotas. As células procariotas apresentam menores dimensdes e
caracterizam-se por ndao possuirem um sistema de membranas que divida a célula em
compartimentos funcionais. Nestas o genoma estd em contacto direto com a por¢ao plasmaética.

As células eucariotas apresentam-se divididas em compartimentos funcionais gracas a

presenca de um complexo sisttema de membranas. Os principais componentes das células
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eucariotas sao o nucleo, o invélucro nuclear, o reticulo endoplasmatico, o aparelho de Golgi, os
lisossomas, as mitocondrias e, nas células vegetais, os cloroplastos.

Atendendo a diversidade existente entre os seres vivos, desde muito cedo houve a
preocupacdo de os classificar em grupos de identidade. O sistema de classifica¢do de cinco
Reinos foi proposto por Whittaker em 1969, baseando-se ndo s6 nos diferentes niveis de
organizacao celular, mas também nos principais tipos de nutricao. Assim, enquanto o Reino
Monera inclui o nivel de organizagdo procaridtico, o Reino Protista corresponde ao nivel
eucariotico unicelular e os Reinos Plantae, Fungi e Animalia traduzem o nivel eucariético e

multicelular.

2. MATERIAL

- Microscépio - Infusdo de palha

- Laminas e laminulas - Tradescantia sp.

- Laminas escavadas - Cebola

- Pingas e bisturis - Preparacdes definitivas de bactérias
- Azul de metileno —logurte

- Varetas de vidro - Oleo de imersio

- Lamparina

3. TECNICA

3.1 - Observacao de células da epiderme do bulbo da cebola (Allium cepa L.)

1. Retire com uma pinga, uma porcao da epiderme interna de uma escama do bolbo da cebola.
2. Coloque-a sobre uma lamina com uma gota de dgua.

3. Cubra com laminula.

4. Observe ao microscopio e registe.

5. Deite uma ou duas gotas de azul de metileno ao longo de um dos bordos da laminula. Com
papel de filtro, aspire na margem oposta até a infiltracdo do corante.

6. Observe ao microscopio e registe.

3.2 - Observacao de células da epiderme do caule de Tradescantia sp.
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1. Corte um fragmento de caule com cerca de 3 cm.

2. Com a ajuda de uma pinga retire uma por¢ao da pelicula epidérmica.
3. Coloque-a sobre uma lamina com cuidado por forma a ndo dobrar.
4. Adicione uma gota de dgua.

5. Coloque a laminula.

6. Observe e registe.

3.3 - Observacao de células do epitélio bucal

1. Desinfete o dedo indicador com &lcool.

2. Raspe a parte interna da bochecha com a ponta do dedo.

3. Esfregue a ponta do dedo numa 1amina e cubra-a com a laminula.

4. Observe ao microscopio.

5. Deite uma ou duas gotas de azul de metileno ao longo de um dos bordos da laminula. Com
papel de filtro, aspire na margem oposta até a infiltracdo do corante.

6. Observe ao microscopio e registe.

3.4 - Observacao de bactérias do iogurte

1. Coloque um pouco de iogurte sobre uma ldmina com o auxilio de uma vareta de vidro.
2. Passe a lamina trés ou quatro vezes sobre a chama da lamparina. Deixe arrefecer.

3. Deite uma ou duas gotas de azul de metileno e deixe atuar durante alguns minutos.

4. Lave a lamina com 4gua destilada e deixe secar.

5. Coloque uma gota de 6leo de imersao e cubra com laminula

6. Observe e registe (utilize a objetiva de imersao - 100 X - colocando uma gota de 6leo).

(de imersdo sobre a laminula).
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Nota: No final desta sessao devera ficar completamente elucidado sobre o significado dos
termos como células procariotas e eucariotas, seres unicelulares e pluricelulares, seres
unicelulares procariotas e eucariotas, seres pluricelulares eucariotas, células animais e vegetais,
entre outros, bem como ficar com uma visao global sobre a grande diversidade celular que

constitui o mundo vivo.

ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Observagao de células vegetais.

Material: Elodea (planta aquética), 1amina, pinga, laminula, conta-gotas, microscopio.

Procedimento:
1. Destaque uma folha inteira da planta, coloque-a no centro de uma ldmina bem limpa.

2. Pingue uma gota de 4dgua sobre a folha, entdo a laminula por cima sem deixar bolhas (vide aula

“Utiliza¢do do M.O.C.)”.
3. Focalize em 40x, 100x e 400x.
4. Note as células, seu formato, tamanho, membranas, cloroplastos.

5. Observe o movimento dos cloroplastos. O movimento realizado pelos organulos e hialoplasma

€ uma das propriedades do citoplasma que recebe o nome de ciclose.
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Esquematizar: Desenhe em 100x e 400x. No caso de duvidas, solicite o professor.

ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Dissociacao do epitélio da mucosa oral.

Material: espétulas, 1aminas, laminula, azul de metileno, conta-gotas.

Procedimento:

1. Com uma espatula especial, raspe a mucosa de dentro da bochecha.
2. Espalhe o material sobre o centro da lamina.

3. Acrescente uma gota de azul de metileno.

4. Coloque a laminula (siga a mesma técnica da aula anterior).
Esquematizar:

Vocé vai fazer esquemas nos circulos correspondentes em 100x e 400x. Nao esquecer de colocar

legendas. Seu desenho deve se aproximar o maximo do real. Nao desenhe o que vocé nao vé.
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Observagoes:

Vocé notard a presenca de células epiteliais vistas de perfil, frente, isoladas e aglomeradas. Em
todas, € possivel identificar o nicleo como uma pequena esfera intensamente corada em azul de
posicao central. O citoplasma apresenta-se corado de azul mais claro e com presenga de
minudsculas granulagdes. Quando vocé for esquematizar, procure um grupo de células onde vocé

possa isolar algumas para poder observar bem os detalhes citados acima.
ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

N OIIE: ettt e e evaaa N.Co:....... Turma:...........

Tema: Observacao dos componentes em célula vegetal viva.

Material: Cebola, vermelho neutro, gilete, vidro de relégio, pinga, 4gua destilada, bequer, 1amina,

laminula, 6leo de imersao, M.O.C.

Procedimento:

[

. Cortar longitudinalmente uma cebola.

2. Separar uma das camadas internas.

3. Retirar a epiderme externa (pelicula que envolve a camada).

4. Dividir a epiderme em 4 pedagos quadrados de mais ou menos 3 mm de lado.

5. Mergulhar os cortes em 1 ml de solucao de vermelho neutro contido em um vidro de relégio.
6. Passando um minuto, com a pinga, retirar um dos pedagos da epiderme.

7. Lave-o em dgua destilada dentro do béquer.

8. Colocé-lo entre 1amina e laminula.

9. Observe em 400x.

10. Passados cinco, dez e quinze minutos, observar, sucessivamente os cortes.
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Esquematizar: Desenhe em 1000x os 4 cortes. Responda as questdes.
Observagdo:
* Corantes vitais sao utilizados para observacdo de células vivas.

* Neste relatério vocé podera identificar parede celular, citoplasma, vactolo e nicleo.

Responda:

1. Ocorreu mudangas de cor em diferentes partes da célula? Por qué?

2. O tempo de imersdo no corante teve algum efeito na distribuicdo da intensidade da cor?

37
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

NOIE: ..ottt N ... Turma: ...........

Tema: Observagdo de vactuolo e leucoplastos.

Material: Folha de Zebrina péndula, 1amina, laminula, conta-gotas, 4gua e M.O.C.

Procedimento:

1. Retire a epiderme inferior de uma folha de Zebrina e coloque-a numa lamina com 1 (uma) gota

de 4gua. Cubra com a laminula.
2. Observe e esquematize utilizando as objetivas de 40x e 400x.
Observacgao:

Nas células de raizes de plantas, por exemplo, as moléculas de glicose provenientes das folhas

(sede da fotossintese) penetram nos leucoplastos, onde se transformam em amido.

Os leucoplastos repletos de amido passam a ser chamados de amiloplastos ou de graos de amido.

Sua funcdo € servir de organela armazenadora de alimento para situagdes de necessidade.
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Responda:

1. Que estruturas sao visiveis nas células de Zebrina?

2. Em que essas células diferem das células ja observadas?

3. Faca uma tabela comparativa das estruturas de uma célula animal e vegetal e assinale com (X)

quando a estrutura estiver presente .

Nome das estruturas|| célula animal célula vegetal

1-

2 -
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°.

N OIIE: ettt e et eevaaa NCo:....... Turma: ...........

Tema: Observacgao de células de El6dea

Material: Folha de el6dea, lamina, laminula, conta-gotas, lugol, microscépio

Procedimento:

1. Tome uma folha nova de elédea do dpice do ramo, e coloque-a numa lamina.

2. Core com Lugol, espere alguns minutos
3. Observe no microscépio com aumento de 40x a 400x.

Que estruturas tornam-se visiveis nas células coradas?

Essas células tém vactiolo? Em que vocé se baseia para responder?

40
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O que limita as células de cebola, elédea e zebrina?

Ha diferencas entre o nucleo dessas células e os niicleos das células da cebola e zebrina?

Ha nucléolo nos nucleos das células dos trés materiais?

ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Movimento da dgua através da membrana.

Material: Ramo de Elddea, dgua destilada, 5 g de sal em 100 ml de dgua (5%), 1amina, laminula,

papel de filtro, microscopio.

Procedimento:

1. Retire uma folha jovem de elédea (da ponta onde hé crescimento).

2. Coloque sobre uma lamina com uma gota de dgua e cubra com a laminula.

3. Observe a folha em aumento de 40x, focalizando pr6ximo a nervura central, coloque em 400x e

desenhe a célula.

4. Pingue uma gota de solugdo salina a 5% em um dos lados da laminula e absorva com papel de
filtro no lado oposto. Observe pela ocular o que acontece as células. Aguarde alguns minutos e

desenhe a célula nesta situacgao.
5. Repita o experimento usando dgua destilada no lugar da solucao.

6. Aguarde e desenhe.
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Responda:

1. Quando a folha de elédea estd em solugdo salina, qual é o movimento da dgua?

2. Quando em 4gua destilada, qual o sentido do movimento da dgua?

3. Explique as modifica¢des observadas usando os termos hipotdnica, hipertonica e osmose.

4. Certas conservas sdo feitas com salmoura. Vocé € capaz de explicar por que ndo ocorre ataques

dos microorganismos nesses alimentos?
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.° .....ccevvvenee

Tema: Prova de Permeabilidade seletiva na membrana.

Material: Suspensao de levedo em 4gua, solucdo de vermelho congo, formol a 40%, 3 tubos de

ensaio, e lamina, conta-gotas, pinca de madeira, bico de bunsen, M.O.C.

Procedimento

1. Colocar 2 ml de suspensao de levedo em cada um dos 3 tubos de ensaio.

2. Adicionar seis gotas de vermelho congo em cada um dos 3 tubos.

3. Somente no segundo adicionar 8 gotas de formol.

4. Somente o terceiro levar a chama do bico de bunsen até ferver.

5. Preparar 3 1aminas com uma gota do material sendo uma para cada um dos tubos preparados.

Esquematizar: Observar em 400x cada lamina.
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Responda:

1. O que é Permeabilidade seletiva da membrana plasmética?
2. Em que tubo houve mudanca de coloragcdo? Por qué?

3. Qual a influéncia do formol?

4. Antes de findar a aula, observe novamente o 1° tubo. Houve alguma mudanca? Explique.

ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.° .....ccevvvenee

Tema: Permeabilidade Diferencial em Células Vivas

1. INTRODUCAO

A permeabilidade diferencial € fundamental para a fisiologia da célula e para a
manutencdo de condig¢des fisioldgicas intracelulares adequadas, pois condiciona a entrada de
certas substancias, muitas das quais sao necessdrias para manter oS processos vitais e a sintese de
novas substancias vivas, para além de regular a saida de dgua e de produtos de excrecdo, que
devem ser eliminados da célula.

Os estudos da permeabilidade sdo baseados na composi¢do quimica € na organizagdo
molecular da membrana plasmaética, a qual estabelece uma clara diferenciacdo entre o liquido
intracelular e o extracelular, no qual a célula estd imersa.

A membrana plasmdtica e de uma maneira geral todas as membranas celulares sdo
constituidas por uma bicamada lipidica e por proteinas que apresentam uma organizacao vectorial
(fig. 1). Os lipidios das membranas sdo moléculas anfipéticas com as regides polares ou hidréfilas
orientadas para as superficies interna e externa, enquanto que as regides apolares ou hidréfobas se

localizam no interior das membranas. As membranas apresentam natureza fluida gozando as
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moléculas protéicas de mobilidade lateral, no plano da membrana. As proteinas sdo os principais

componentes funcionais das membranas celulares.

Fig. 1- Modelo de organizagao das membranas biol6gicas em “mosaico fluido”.

2. MATERIAL

- Folhas de Elodea sp. - Vermelho de Congo

- Laminas - Lamparinas

- Laminulas - Pingas

- Papel de filtro - Copos de precipitacdo com dgua

- Solugao de cloreto de sédio a 5% - Vidro de relogio

- Suspensao de leveduras - Tubos de ensaio

3. TECNICA

Exp.1

1. Coloque uma folha de Elodea sp. numa gota de 4gua numa lamina.

2. Coloque a laminula e observe ao microscopio.

3. Coloque um pedaco de papel de filtro em contacto com uma aresta da laminula.

4. Adicione na outra extremidade da laminula uma solugao de cloreto de sédio (NaCl) a 5%.
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5. Observe ao microscopio e registe.

6. Retire a folha de Elodea sp. e coloque-a num copo de dgua durante 5 minutos.

7. Volte a observé-la ao microscopio e registe as alteracdes que observar.

8. Coloque agora a folha de Elodea sp. num vidro de rel6gio com uma solug¢do de NaCl a
5% durante 15 minutos.

9. Retire a folha e coloque-a numa lamina com uma gota da mesma solug@o.

10. Observe e registe.

Exp.2

1. Coloque 1 ml de uma suspensao de leveduras em dois tubos de ensaio.

2. Adicione trés gotas de uma solucdo de vermelho de Congo a cada um dos tubos.

3. Aqueca até a fervura a solu¢do de um dos tubos (faca esta operagdo com muito cuidado).
para ndo deixar "espirrar" a solucao).

4. Coloque uma gota de cada uma das solu¢gdes em duas laminas e cubra com laminula.

5. Observe ao microscopio e registe.

4. TOPICOS DE DISCUSSAO

Exp.1

1. Como explica as alteracOes registadas nas células da folha de Elodea até ao passo 4?

2. Como explica as altera¢des registadas no passo 67

3. Como explica as alteragdes registadas nas células da folha da Elodea ap6s 15 minutos na

solugdo de cloreto de s6dio a 5% ? (passo 9)

Exp.2
1. Que diferencas observou nas duas suspensoes ?

2. Como explica esses resultados ?
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

N OIIE: ettt eevaaa N.Co:....... Turma: ...........

Tema: Observagao de estdmatos

Material: Folhas de Rhoeo ou Zebrina (planta terrestre), pinga, lamina, laminula, conta-gotas,

agua destilada e solucdo salina.

Procedimento 1.
1. Destaque uma folha, e retire com auxilio de pin¢a um delgado fragmento da epiderme inferior.

2. Coloque-a na lamina limpa, pingue uma gota de dgua destilada e coloque a laminula.

Esquematizar:

Desenhe em 400x. Responda as questdes depois de ler as observagdes e ver o material no

microscopio.
Observagoes:

Observe o contorno poligonal das células e o contetido avermelhado devido a antocianina. Atente
para a disposicao regular das células que no seu conjunto constituem o tecido epitelial de

revestimento.

Os estOmatos sdo estruturas da epiderme especifica das folhas, responsdveis pelas trocas gasosas e
transpiracao. Cada estdmato tem duas células guarda onde fica o ostiolo cuja abertura depende da

turgescéncia celular.
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Planta Face inferior Face superior
Cedrella 600 0

Ficus 145 0

Nymphaea (aquatica) |0 460
Helianthus (girassol) | 325 175

Zea (milho) 68 52

A tabela nos dda uma idéia do niimero médio de estomatos por mm?2 de superficie da folha.

Mecanismos de abertura ¢ fechamento dos estomatos

Os estOmatos permanecem abertos quando a folha estd em presenca de luz e ha um bom

suprimento de dgua. A noite, ou quando hé deficiéncia de dgua, os estomatos se fecham..

Existe um mecanismo dependente do suprimento de dgua (hidroativo) e outro dependente da luz
(fotoativo). Em qualquer caso, sabe-se que os estomatos abrem-se quando as células-guardas

estdo turgidas, fechando-se quando elas perdem 4gua.

Quando esté turgida, a célula-guarda fica arqueada devido ao reforco existente apenas na parede
interna (voltada para o ostiolo). O aumento do volume da célula provoca a expansio da parede
oposta ao ostiolo, 0 que puxa a parede interna pouco eldstica, abrindo o estomato. A saida de dgua

das células-guardas leva ao fechamento do estomato.

O mecanismo hidroativo € devido ao suprimento hidrico disponivel, quando houver um bom
suprimento os estdmatos estardo abertos Se houver deficiéncia estardo fechados. Esse mecanismo
protege o vegetal de uma transpiracdo excessiva, porém quando fechados a fotossintese é

prejudicada devido a maior dificuldade para absor¢do de gas carbdnico.

O mecanismo fotoativo estd ligado a fotossintese. De todas as células da epiderme, as tnicas que

possuem cloroplastos sdo as células-guardas dos estdmatos.
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Quando a luz incide sobre as células-guardas, ocorre a realiza¢do de fotossintese. Os cloroplastos
presentes nessas c€lulas retiram o CO, dissolvido no suco celular, o que o torna mais alcalino
(bésico). Assim as enzimas transformam o amido (insoluvel) armazenado em glicose (soltvel),
aumentando a concentracdo celular. Logo a célula-guarda passa a absorver dgua das células

anexas vizinhas, aumentando seu volume e abrindo os estomatos.

No escuro ocorre a respiragdo celular, consequentemente hd a eliminacdo de CO2 e o processo
que ocorre € o contrdrio do citado acima, o que leva a diminui¢do da concentra¢do das células-

guardas e a perda de dgua para as células anexas vizinhas.
Procedimento 11

1. Introduza uma gota de solugdo salina, encostando um papel de filtro do lado oposto. Observe ao

microscopio e anote o que acontece.
2. Substitua a solugao salina por dgua destilada. Observe e anote o que acontece.
Responda

1. Por que a solugdo salina muda o estado do estomato ? E a dgua destilada?

2. Se um vegetal se encontra num local que possui grande umidade no solo e na atmosfera, e boa

iluminacao, espera-se encontrar seus estdmatos com ostiolos abertos ou fechados?

3. Explique com as suas palavras os fendmenos fotoativo e hidroativo dos estomatos.
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4. No que o pH interfere nesse processo?

50
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Observacao de mitocondria em células vivas.

Material: Leveduras, 1amina, laminula, verde janus, conta-gotas, 6leo de imersao, , M.O.C.

Procedimento:

1. Preparar uma solugao de leveduras (fermento de pao) e colocar uma gota sobre a lamina
2. Colocar uma gota de verde janus,

4. Cobrir com a laminula.

Esquematizar: Desenhar o conjunto de células, observe no aumento de 1000x. Responder as

questoes.

Observagoes:
As mitocOndrias sdo organulos citoplasméticos importantissimos (vide apostila de teoria ou livro).
Esta observacgdo € feita com corante vital (ndo mata a célula) especifico: o verde janus.

As mitocondrias sdo muito pequenas e a observagao de tais organulos € relativamente dificil e vai

precisar de muito empenho e boa vontade. Esta aula € muito bonita. Vai valer a pena. Boa aula!
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Responda:

1. Qual a funcdo da mitocondria?

2. Por que se utiliza o verde janus nessa pratica?
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Classificagdo dos cromossomos humanos e montagem do cariétipo.

Material: fotografia de cromossomos humanos em metéafase, tesoura, cola e lapis.

Procedimento:

1. Conte os cromossomos da pdgina avulsa, fazendo um contorno em cada grupo de 10

cromossomos (aleatoriamente), deve sobrar alguns;
2. Anote o total de cromossomos encontrados

3. Os cromossomos sdo classificados de acordo com o tamanho e a morfologia, que esta
relacionada com a posi¢ao do centrémero, e estdo divididos em 7 grupos representados de A a G,

e ordenados decrescentemente.

4. Identifique os cromossomos do grupo A:
o par Al é o maior metacéntrico,

o par A2 é o maior submetacéntrico

o par A3 é metacéntrico, 0 maior que sobrou.
5. Identifique os cromossomos do grupo B:

o par B4¢ o maior submetacéntrico

o par B5¢ o maior submetacéntrico - menor que o B4
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6. Identifique os cromossomos do grupo D:

correspondem aos pares 13,14 e 15. Os trés pares sao compostos pelos maiores acrocéntricos, faga

um contorno em verde ao redor dos cromossomos;
7. Identifique os cromossomos do grupo F:

correspondem aos pares 19 e 20, sdo os menores metacéntricos, faca um contorno em amarelo ao

redor deles;
8. Identifique os cromossomos do grupo G:

correspondem aos pares 21 e 22, que sdo os menores acrocéntricos, faca um contorno em
vermelho ao redor deles. Se o cariétipo pertencer ao sexo masculino, vocé devera encontrar mais

um cromossomo, 0 cromossomo Y.

9. Identifique os cromossomos do grupo E:

o par E 16 é o menor metacéntrico que restou,

os pares 17 e 18 s@o os menores submetacéntricos que restaram;
10. Identifique os cromossomos do grupo C:

sao todos que restaram correspondem aos pares de 6 a 12, e mais o cromossomo sexual X, se for
um individuo do sexo masculino haverd um a mais se for do feminino tera dois a mais. Nesse

grupo basta apenas conté-los, deixe para separar os pares na hora que vocé cortd-los.
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Responda:

O caridtipo preparado corresponde a qual sexo?

12345

AB

6789101112

C+2X

131415161718

DE

1920 21 22

F
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Simulacdo da 1* lei de Mendel

Material: Recipiente I e II contendo 20 pedras cada um (10 pedras marcadas com a letra A

maitiscula e 10 com a letra a mintuscula).
Procedimento:

1. Sortear uma pedra do recipiente I e outra do recipiente 1. Cada pedra corresponderd a um gene

dos possiveis gametas, e o par (um de cada recipiente) correspondera ao zigoto.
2. Fazer 100 sorteios tomando cautela de repor as pedras e de anotar os resultados.

3. Preencha a tabela abaixo e responda as questdes propostas.

Individuo X Individuo Y

I0A10 A

I0al0a

(A) gameta sorteado (a) gameta sorteado
(A a) zigoto formado

Probabilidades

Grupo I

Grupo II

Grupo III

Grupo VI
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Grupo V
Total Absoluto
Total Relativo
Responda:

1. Em que principio baseia-se a primeira Lei de Mendel?

2. O resultado esperado, foi o obtido? Justifique.

3. Se A condicionasse um gene dominante e a um recessivo, qual a porcentagem fenotipica obtida

no final dessa experiéncia?
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ROTEIRO PRATICO DE BIOLOGIA N.°

Tema: Estudo dos tecidos animais

Material: Laminas prontas, M.O.C., 6leo de imersao.

Procedimento:

Leia o texto abaixo, esquematizando o que se pede nos aumentos determinados pelo professor.
Os animais possuem em sua organizacao 4 tipos basicos de tecidos.

1. Tecido epitelial: é constituido por células de forma regular encostadas umas as outras com
funcdo de revestimento e secrecdo. Utilize uma lamina de intestino para conhecer esse tipo de

tecido.

2. Tecido de sustentacdo: que é subdividido em vérios tipos, sendo esta divisdo referente ao

material que se localiza entre as células do tecido, como segue.
P conjuntivo, para preencher espacos no organismo.

P adiposo, constituido por células que armazenam gordura.

P hematopoiético, € o que produz as células do sangue.

b cartilaginoso, o material entre as células é consistente.

b 6sseo, o material entre as células € rigido. Este tipo de tecido, vocé€ vai conhecer observando

laminas de articulagcdo de joelho onde aparecem cartilagem e 0sso.

3. Muscular: Este tecido € constituido por células alongadas, cuja caracteristica principal e a

capacidade de contracdo. Voce ird conhecé-lo observando laminas do coracao.

4. Nervoso: € constituido por células com abundante prolongamento especializados em receber
estimulos e transmitir impulsos. Esse tecido tem fung¢do de coordenacdo e serd observado na

lamina do cérebro.
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