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Resumo

A maneira mais difundida na observagao de células sanguineas (hemécias) é aquela
que utiliza microscopia 6tica convencional. Devido ao limite de resolucao dos instru-
mentos 6ticos, novas técnicas de microscopia colocam-se como alternativas para o es-
tudo de células, tais como: a microscopia eletronica (de varredura e transmissao) e as
técnicas de varredura por sonda. Inclui-se neste tltimo grupo a microscopia de forga
atomica (AFM).

Este trabalho discute as possibilidades de uso da Microscopia de Forca Atdmica
(Atomic Force Microscopy - AFM) em ciéncias da vida, para ser mais especifico, na
caracterizacao de eritrocitos. Cinco experimentos envolvendo hemécias e AFM estao
aqui descritos: diferenciacao entre os grupos sanguineos AB+ e O-+; anélise do perfil
da membrana eritrocitaria de individuos sadios e portadores de SMD; preparacao de
células vermelhas para analise em microscopia de forca atomica; analise volumétrica de
células vermelhas; e monitoramento do envelhecimento de um eritrocito ao ar usando
o AFM.

No primeiro experimento, a rugosidade das membranas celulares dos grupos AB-+
e O+ mostraram-se diferentes. Ja no segundo experimento, depressoes foram encon-
tradas sobre a membrana de pacientes com SMD e individuos sadios, contudo, aparente-
mente mais profundas no primeiro grupo. O terceiro estudo trouxe a tona a importancia
da preparacao adequada dos eritrocitos para medidas especificas em AFM. A quarta ex-
periéncia comprovou a capacidade da técnica AFM de fornecer informacao de volume,
o que também foi utilizado no ultimo experimento para monitorar o envelhecimento de

uma hemaécia ao ar.






Abstract

The optical microscopy is the most employed technique used for visualize red blood cells
(RBCs). But, due to its resolution limit, it is necessary to use other complementary
techniques to study the cells, such as: the scanning and transmission electron mi-
croscopy, and the scanning probing microscopy. The Atomic Force Microscopy (AFM)
is included in the last group.

This work refers to the possibilities of using AFM in life science, focusing on the
erythrocytes characterization. Five experiments involving red blood cells and AFM
were carried out: AB+ and O+ blood types differentiation; RBCs membrane study
of donors and patients with MDS (Myelodysplastic Syndrome); suitable preparation
of red blood cells for AFM analysis; volume study of erythrocytes; and finally aging
process observation of RBC in air.

The first experiment determined the cell membrane roughness for AB+ and O+
groups, which were different. For the second one, depressions were found on the cell
surface of both MSD patients and healthy people. These "holes"were deeper in the first
group. The third experiment showed the importance of sample (RBCs) preparation
for each AFM specific analysis. The fourth experimental procedure showed the AFM
technique capability for providing volume information, which was also used in the last

experiment to monitor the aging process of RBCs in air.
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1

Introducao

1.1 Uma Breve Historia da Microscopia.

Um observador interessado em examinar pequenos detalhes de um objeto traz o
mesmo para bem proximo de seu olho, de forma que sua imagem pareca maior. A me-
dida que o objeto é aproximado, sua projecao na retina vai aumentando de tamanho
e permanece em foco até o ponto onde o cristalino pode garantir acomodacao ade-
quada dos raios. Além deste ponto, conhecido como ponto préoximo, a imagem perde
resolucao e torna-se embacada. Chegou-se ao limite da visao humana para pequenos
objetos. Hoje, sabemos que uma simples lente convergente, também conhecida como
lente de aumento, é capaz de contornar este problema. Contudo, o experimento descrito
acima e a limitacao imposta por ele tem grande chance de ter sido a motivacao que
levou as geragoes passadas a concentrar esforcos para entender e dominar os fendémenos
oticos. Os primeiros artefatos da tecnologia 6tica remontam a antiguidade (1200 AC),
quando lemos no livro de Exodo 38:8 que uma mulher doa o metal de suporte de suas
lentes de enxergar para a confeccao de um lavatério de metal usado em cerimoniais
no tabernaculo [1]. Fisolofos gregos como Pitagoras, Democritus, Empedocles, Platao,
Aristoteles, dentre outros, apresentaram suas proprias teorias sobre a natureza da luz.
Euclides (300 AC) registrou que conhecia o fenomeno da propagagao retilinea da luz em
seu livro Catoptrics. Uma lente convergente usada para concentrar os raios luminosos

e produzir fogo é descrita por Aristofanes em sua pega As Nuvens (50 DC):

"...- Vocé ja viu nas lojas dos droguistas aquela pedra, bonita, transparente, com a
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qual se acende fogo?

- Estd falando do cristal?

- Sim. Ora, que aconteceria se eu a tomasse no momento em que 0 eScrivio es-
tivesse anotando a queizra, de longe, assim, parado diante do Sol, e fizesse derreter os
documentos do meu processo?

- Vocé fala com sabedoria. Sim, pelas Gragas!"|[2].

Os registros do historiador Plinio revelam que os romanos possuiam tais lentes.
Mais que isso, exemplares de esferas de vidro e cristal, que provavelmente serviam ao
proposito de acender fogueiras, foram encontradas entre ruinas romanas. Ja o filosofo
romano Seneca (3 AC - 65 DC) observou em sua obra que esferas de vidro cheias de
dgua poderiam ser usadas como lentes de aumento. E possivel que artistas romanos
possam ter usado tais lentes para facilitar a confeccao de trabalhos artesanais de grande
precisao.

Com a queda do império romano (475 DC) marca-se o inicio da idade média. Neste
periodo, o progresso cientifico estancou na Europa e muito do que ja havia sido escrito
pelos antigos foi esquecido em fungao do dominio da cultura crista greco-romana. Con-
tudo, a tomada de Alexandria pelos muculmanos em 642 DC deu inicio & ocupacao
islamica do ocidente. Pelo final do sétimo século, o império de Ala estendia-se da
Pérsia a Espanha, passando por toda a costa sul do Mediterraneo. O império arabe
passou entao a possuir o conhecimento do velho mundo e muito da sabedoria antiga
foi traduzida e preservada. No que concerne aos avancos em otica, Alhazen (1000 DC)
deu sua contribuigao para a lei da reflexao, colocando o angulo de incidéncia e reflexao
no mesmo plano normal & interface. Ele também ensaiou sobre espelhos paraboli-
cos e esféricos, além de registrar uma descricao detalhada do mais comum e eficiente
instrumento 6tico, o olho humano.

A Europa comecaria a sair de seu torpor intelectual pelo final do século XIII. Desta
época, sabe-se que o trabalho de Alhazen fora traduzido para o latim, influenciando a
obra do bispo de Lincoln Robert Grossete (1175-1253) e do matemaético polonés Vitello.

Posteriormente, seus estudos em otica influenciaram o trabalho do franciscano Roger
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Bacon (1215-1294). Acredita-se que partiu dele a primeira iniciativa de usar lentes
para corrigir os problemas da visao humana. Bacon também sugeriu a combinacao de

lentes para a construcao de um telescopio.

Apobs a morte de Bacon nao hé registros de outros estudos envolvendo 6tica. Con-
tudo, parece que seu trabalho serviu a popularizacao dos instrumentos 6ticos como por
exemplo, os 6culos como os conhecemos hoje. Datam da segunda metade do século
XIIT vérias obras de artistas retratando monges usando 6culos. Leonardo da Vinci
(1452-1519) ensaiou sobre a camera escura [3|, popularizada posteriormente por Gio-
vanni Battista Della Porta (1535-1615). Em seu livro Magia Naturalis (1589), Porta

descreve a combinagao de lentes convergentes e divergentes [4].

Os grandes avangos na 6Otica viriam apenas no século XVII. Quase que concomitan-
temente foram inventados o telescopio e o microscopio. O primeiro como instrumento
de auxilio a visao do muito grande, ou do muito distante, enquanto o segundo a visao
do muito pequeno. Tais instrumentos sao provas da necessidade de ver além do que se
vé. Nao esta claro quem construiu o primeiro telescopio, mas ha registros de que em
2 de outubro de 1608, o fabricante de 6culos holandés Hans Lippershev (1587-1619)
requereu a patente do novo equipamento. Sabe-se que em Padua, Galilieu Galilei (1564-
1642) ao tomar conhecimento da nova invencao, pos-se a trabalhar na fabrica¢ao do
seu proprio telescopio, o que conseguiu finalizar em alguns meses polindo as lentes a
mao. Pelos mesmos tempos, o microscopio composto (i.e., que usa duas ou mais lentes

combinadas) foi construido pelo holandés Zacharias Janssen (1588-1632).

A partir de entao, as modificagoes e descobertas viriam em turbilhao. Francisco
Fontana (1580-1656) de Napoles, substituiu a lente ocular concava do microscopio por
uma convexa. Uma modificacao semelhante foi feita no telescopio por Johannes Kepler
(1571-1630). Olhando para o céu com seu telescopio, Galileu descobriu as luas de
Jupiter em 6 de janeiro de 1610. No mesmo ano ele conseguiu ver os anéis de Saturno.
Ele também concluiu que o Sol possuia uma rotagao pela observacao de manchas que
se moviam em sua superficie. Kepler publicaria seu livro Dioptrice em 1611, no qual

relatava a descoberta da reflexao interna total. Também apresentou o tratamento
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da otica de primeira ordem para sistemas de lentes delgadas, além de descrever com
detalhes o funcionamento do telescopio galileano (ocular divergente) e o kepleriano
(ocular convergente). Em 1621 ocorre um dos grandes momentos no desenvolvimento
da 6tica moderna. Willebrord Snell (1591-1626), professor em Leyden, descobriu de

maneira empirica a lei da refracao.

Ao entender de maneira precisa como os raios de luz se comportam ao atravessar
uma interface entre dois meios, Snell abriu de uma s6 vez a porta para o desenvolvi-
mento da Otica moderna. Depois disso, o primeiro a publicar a lei da refracao em
termos de senos como a conhecemos hoje foi René Descartes (1596-1650) [5]. Também
Pierre Fermat (1601-1665) formulou sua versao para a lei da refragdo. Este ultimo
propds que a luz propagava-se de um ponto a outro tomando o caminho cujo tempo

de percurso era o menor possivel. Este é o famoso principio do tempo minimo.

Também digna de mengao é a descoberta do fenomeno da difragdo (o desvio da
luz de sua trajetoria retilinea ao passar por um orificio ou obstaculo muito pequeno)
pelo professor jesuita Francesco Maria Grimaldi (1618-1663), em Bolonha na Italia.
Ele observou bandas de luz (claros e escuros) na sombra de uma haste fina quando
iluminada por uma pequena fonte de luz. Paralelamente, Robert Hooke, na Inglaterra,
descreveu em seu famoso livro Micrographia(1665) padrdes de interferéncia coloridos
gerados por filmes finos. Hooke concluiu corretamente que tais padroes eram devidos
a interacao entre a luz refletida nas superficies frontal e posterior do filme. Além disso,
Hooke propos a idéia de que a luz era um movimento vibratorio rapido que se propagava
num meio a alta velocidade. Propos ainda que cada pulso ou vibracao de um corpo

luminoso geraria uma esfera. Foi o nascimento da teoria ondulatoéria da luz.

As realizacoes de Hooke em ciéncia nao se restringiram apenas a fisica. Ele tam-
bém contribuiu em areas como paleontologia, quimica, meteorologia e biologia. Nesta
tltima, seu livro Micrographia tem especial relevancia [6]. Ao trazer descrigoes de-
talhadas de suas observacoes com o microscopio Otico de diversos sistemas biologicos
como insetos, penas de aves, esponjas, etc., seu livro tornou-se um best-seller de seus

dias. Uma de suas observacoes mais famosas é a de um fino corte de cortica. Olhando
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os poros no tecido da cortica, Hooke descreveu:

estes poros ou células, foram de fato os primeiros poros microscopicos que eu
ja vi, ou que alguém jd viu, isso porque ainda nao encontrei nenhum escritor ou pessoa

que os tenha mencionado." |7, 8|

De fato, esta foi a primeira vez que a palavra célula foi utilizada. Para ele, as células
retangulares do tecido da corti¢a lembravam as celas de um monastério (em inglés, as

duas palavras tém a mesma grafia cell).

Apesar do Micrographia ter popularizado a microscopia como técnica, alguns atribuem
ao holandés Antony van Leeuwenhoek o mérito de ter aplicado o microscopio 6tico
a estudos mais precisos de microsistemas. Leeuwenhoek, um comerciante de Delft,
Holanda, nao era rico, nao tinha formacao académica e nem falava outra lingua senao
o holandés. Isso ja o colocaria de antemao fora da comunidade cientifica. No entanto,
sua determinacao, curiosidade e a mente livre do pensamento cientifico dogmatico da
época, o levaram a grandes descobertas em biologia. Leeuwenhoek foi o primeiro a ob-
servar a vida em escala microscopica. Dentre suas descobertas estdo: hemécias (tema
deste trabalho), espermatozoides, protozoarios e talvez a mais relevantes de todas, as

bactérias.

Fabricante de suas proprias lentes e microscopios, ele conseguiu com acuracia e ha-
bilidade surpreendentes imagens com aumento de até duzentas vezes, enquanto o mi-
croscopio composto, inventado em 1595, cerca de quarenta anos antes de Leeuwenhoek
nascer, era capaz de aumentos de apenas vinte a trinta vezes. Suas cartas, destinadas a
Royal Society of London, eram traduzidas do holandés para o inglés e latim e s6 entao

publicadas no Philosophical Transactions of the Royal Society.

As descobertas de Antony mostraram ao mundo cientifico um mundo microscopico
onde a vida também acontecia. Elas também renderam-lhe a ascensao a membro
da Royal Society em 1680, ao lado de nomes como Robert Hooke, Henry Oldenburg,
Robert Boyle, dentre outros. Contudo, ele jamais compareceria a nenhum dos encontros

da sociedade. Apos sua morte em 30 de agosto de 1723, o pastor da New Church em
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Delft escreveu a Royal Society:

"Antony van Leeuwenhoek considerou que o que € verdadeiro em filosofia natural
pode ser ainda mais frutifero se investigado pelo método experimental, suportado pelas
evidéncias dos nossos sentidos. Por esta razao, com diligéncia e trabalho incansdvel,
fez com suas proprias maos lentes de considerdvel qualidade, com a ajuda das quais
descobriu diversos segredos da natureza, agora famosos por todo o mundo filosdfico."[9,

10]

Os microscopios 6ticos compostos da época de Hooke e L.eeuwenhoek tinham poder
de resolucao similar aos atuais utilizados em laboratorio. Isso mostra que apesar de
a tecnologia de fabricacao de lentes ter atingido consideravel avanco, bem como os
métodos de iluminacao e captacao da luz refletida pela amostra, o desenvolvimento da
microscopia 6tica atingiu um ponto de saturacao. De fato, no século XIX, descobriu-se
que os microscopios Oticos tém um poder de resolucao limitado, nao importando quao
excelente seja a fabricacao de suas lentes ou as condigoes experimentais em que se

observa a amostra.

1.2 Poder de Resolucao de um Microscopio Otico.

O poder de resolucao de um microscopio 6tico é determinado pela capacidade do
mesmo de mostrar de maneira distinguivel a imagem de dois pontos separados por
uma distancia d. Costuma-se considerar nesta definicao o famoso critério de Rayleigh
(1842-1919) [11]. Ou seja, a imagem de dois objetos ¢é dita resolvida quando, 0 méximo
do padrao de difracao de Airy do primeiro ponto coincide com o primeiro minimo do
padrao de difracao do outro ponto. Para muitos, o critério de Rayleigh é algum tipo
de lei natural escrita por anjos em tabuas de ouro. Para o proprio Raylaeigh, ele nao
passa de uma aproximacao. Contudo, sabe-se que nao foi o Lord Rayleigh o primeiro
a anunciar o poder de resolugdo de um sistema otico [12].

Em meados do século XIX Carl Zeiss (1816-1888) dirigia uma pequena fabrica
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de microscopios em Jena, Alemanha. Naquela época, os microscopios ainda eram
fabricados de maneira imprecisa e rudimentar. Logo Zeiss perceberia que o método
tentativa e erro levava a avancos insignificantes. Foi quando em 1866 ele persuadiu
o fisico Ernest Abbe, entao professor na Universidade de Jena, a trabalhar com ele e
estabelecer bases cientificas para o funcionamento do microscopio [13, 14]. Abbe foi
o primeiro a definir a minima distancia transversal (D) entre dois objetos pontuais, a

partir da qual os mesmos podem ser resolvidos numa imagem, como

1,22

D= ———
N SIN O, 0

(1.1)

onde n, é o indice de refracao do meio entre a amostra e a lente e 6,,,, ¢ o angulo
méaximo de abertura da objetiva (Fig. 1.1). Abbe descobriu por meio da experiéncia
que uma grande abertura resultava em maior resolucao, mesmo que o cone de luz
incidente preenchesse apenas uma pequena porcao da objetiva. De alguma maneira, a

regiao escura ao redor do cone de luz estava contribuindo para a imagem.

Eixo da lente

Lente

Figura 1.1: Méximo angulo de abertura da lente objetiva de um microscopio 6tico.

A Fig. 1.2 mostra uma fonte de luz coerente iluminando uma grade de difracao, esta
poderia ser, por exemplo, uma amostra de tecido sobre uma laminula transparente.
Observe que a abertura da lente nao é suficiente para coletar toda a luz difratada,
ou seja, a imagem nao corresponde exatamente ao objeto observado. Na realidade,
a imagem que se vé no plano I é resultado do padrao de difracao coletado por L.

Sabe-se que a porcao de luz perdida estd associada as ordens mais altas do padrao
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de difracao e a remocao desta porcao de informacao resulta exatamente na perda de
definicao e resolucao da imagem. Do ponto de vista conceitual, a grade de difracao GG
sO poderia ser considerada estritamente periddica se ela tivesse uma largura infinita.
Isto significa que na prética ela tem um espectro de Fourier continuo, dominado pelos
termos discretos da série de Fourier proximos a periodicidade considerada da grade,
mais os termos de ordem maior, contudo, com amplitude menor. Assim, superficies
complicadas e irregulares naturalmente apresentarao um espectro de Fourier continuo,
logo, podemos concluir que desde que a lente objetiva de um microscopio 6tico nao tem
uma abertura infinita, ela funciona com um filtro passa-baixa, rejeitando as frequéncias
de ordem superior a uma dada frequéncia, deixando passar todas as outras abaixo.
Consequentemente, qualquer lente real é limitada em sua habilidade de reproduzir as
caracteristicas de um objeto relacionadas as componentes de alta frequéncia da luz

difratada pela amostra, quando sob iluminagao coerente [15].

Fonte de Luz
coerente

Figura 1.2: Formacao da imagem através de uma lente num sistema 6tico, como por exemplo
um microscopio 6tico.

Uma outra abordagem para o problema da resolucao de um sistema 6tico pode ser
feita por meio da andlise de Fourier [16, 17, 18]. Consideremos uma amostra sobre

uma laminula, sendo o plano da laminula (z,y,0). Suponhamos que uma onda plana E
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incide transversalmente sobre o plano da laminula, se propagando na direcao positiva
de z (Fig. 1.3). A transformada de Fourrier em duas dimensdes para o campo E pode

ser escrita como:

e.)/ |/ /

N AN
o N
*S -\-S
0y %y

z

Figura 1.3: Campo elétrico E incidindo sobre o plano (z,y,0), propagando-se na dire¢ao z
positivo.

E (w,, w,) = //E)(m,y,O)e2i”(w“”‘”+wyy)dxdy. (1.2)

Na Eq.(1.2) w, e w, sao as frequéncias espaciais das estruturas sobre o plano de
incidéncia, as quais, de maneira geral podem assumir qualquer valor entre 0 e oo.

Assim, ﬁ(m,y,O) pode ser escrito em termos da sua transformada de Fourier inversa:

E)(IM%O) ://E)(wx,wy,O)e2i”(w”m+wyy)dxdy. (1.3)

O campo sobre o plano da amostra pode entao ser considerado como a superposicao

de ondas planas propagando-se na direcao dos vetores de onda:

2T
A’

k.

— — —
k :< x7ky7k2) - (Oé,ﬁ,’)/)

cujos cossenos do angulo de propagacao sao:

a = wg, 3=y, y=+1—-a?— 3. (1.5)

De maneira semelhante a Eq.(1.3), o campo elétrico E para a regiao z>0 pode ser

escrito como:
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E) (z,y,2 //E Wy, Wy, 2)eX™ 0T doyy dup,. (1.6)

Da eletrodinamica, sabemos que considerando o meio de propagacao homogéneo,

isotroépico e linear, o campo elétrico E deve satisfazer a equacao de Helmholtz

V*E + K*E =0. (1.7)

A aplicagao direta desta condigao ao campo da Eq.(1.6) nos leva a seguinte solugao:

B (wy, 1wy, 2) = / / B (wy, wy) =V 32700 gy (1.8)

Combinando as Eq.(1.8) e (1.6), obtemos o valor do campo elétrico para z>0:

ﬁ IE Y, 2 E wl’) 27'7"(wzw+wyy+2\/>\2 T wyy dwxdw 19
Y-

Tém-se entao duas situacoes possiveis:

1- w24 w,? < 55.

Neste caso, o argumento da fun¢ao exponencial na Eq.(1.8) é imaginario, o que
corresponde a uma onda que se propaga no eixo z em direcao ao plano de observacao.

2 - w,? +w,? > 55,

Agora, a fungao exponencial na Eq.(1.8) tem um argumento real. Isto nos permite

reescrever a Eq.(1.8) como:

ﬁ (Wa, Wy, 2 //ﬁ Wy, Wy)e _Z’W\/w“" Fwy? _fdxdy (1.10)

Consequentemente, a amplitude da onda cai exponencialmente na direcao de z.

Isto nos leva a crer que para frequéncias espaciais baixas, as ondas se propagam
normalmente em z na direcao do plano de observagao. Estas ondas sao conhecidas como
componentes de campo distante (far-field) do espectro de frequéncia. Enquanto que as

ondas devidas as altas frequéncias espaciais decaem exponencialmente ao se afastarem
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da amostra, nao atingindo o plano de observagao. A regiao onde estas ondas podem
ser detectadas é conhecida como campo proximo (near-field). Nesta regiao trabalha o
SNOM, uma técnica de microscopia 6tica que consegue atingir consideravel resolugao.
Falaremos desta técnica mais adiante.

Num microscépio 6tico convencional, as lentes estao localizadas numa regiao onde
apenas as componentes de campo distante podem ser captadas. Como visto anterior-
mente, as Unicas ondas captadas pela lente objetiva sao aquelas limitadas pela aber-
tura da lente. Na Eq.(1.1), o numerador n, sin 6,,,, foi chamado por Abbe de abertura
numérica da lente, ou NA (numerical aperture). Considerando entdo que o indice de
refragdo do ar n, é ignala 1,e 0 é 0(Z, ?), as ondas captadas pela lente sao aquelas

que obedecem a seguinte condicao:

sin(0(7, %)) < NA. (1.11)

Agora, sabendo que para os cossenos direcionais definidos pela Eq.(1.5) vale a relagao:

§ = arcsin /o2 + (32, (1.12)

concluimos por meio da Eq.(1.5) e (1.11) que:

o+ 52 < (NA), (1.13)
) , NA?

NA

Vwg? +w,? < (T) (1.15)

Do lado esquerdo da Eq.(1.15) temos a frequéncia espacial da superficie da amostra

em suas duas componentes dimensionais. Por definicao, a frequéncia espacial é:

w=—, (1.16)
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sendo A\, o comprimento de onda espacial da amostra e w = /w,? +w,% Ora, A, é
a distancia no plano (z,y) da amostra entre, por exemplo, dois méaximos do padrao
regular de superficie, portanto podemos dizer que A\, = v/Az* + Ay?, 0 que nos deixa

Ccom:

\ Az? 4+ Ay? > (ﬁ). (1.17)

As Eq.(1.15) e (1.17) nos dizem que apenas frequéncias espaciais menores que N A/\
sao detectadas, correspondendo a distancias no plano (z,y) maiores que A\/N A. Logo, o
méximo poder de resolu¢ao do microscopio 6tico esta limitado a A/N A. Este resultado
estd de acordo com o que Abbe havia previsto experimentalmente, posteriormente
também anunciado por Rayleigh [Eq.(1.1)]. Em termos préticos, isto significa que
uma amostra iluminada com luz branca de comprimento de onda efetivo de 560nm,
considerando a abertura numérica NA 1.6, o que se pode conseguir quando coloca-se
6leo entre a lente objetiva e a amostra, a distancia méaxima resolvivel ¢ da ordem de
350nm. Para a ciéncia de hoje este é um limite absurdamente grande, uma vez que a
escala de grandeza dos processos mais estudados atualmente estao dentro da escala de

alguns nanémetros (nanociéncia).

1.3 Da Microscopia Otica & Microscopia de Varredura

por Sonda.

Uma forma de transpor o limite imposto pelo critério de Rayleigh é diminuir o
comprimento de onda da radiacao incidente sobre a amostra, mas esta nao se mostrou
uma boa saida experimental para o problema, como veremos adiante. De fato, as
primeiras observagoes bem sucedidas em escalas atdmicas s6 vieram depois de uma
descoberta basica em mecanica quantica. Isto é, a de que a luz e a matéria exibem
ambas as naturezas, tanto de particulas como de ondas. Em 1927 C.J. Davison e

L.H. Germer confirmaram experimentalmente a natureza ondulatoria do elétron. Eles
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também constataram que elétrons de alta energia apresentavam um comprimento de
onda menor que o de elétrons de baixa energia.

Estas descobertas, juntamente com o estabelecimento da 6tica geométrica eletronica,
levaram & construcao do primeiro microscopio eletronico por E. Ruska e M. Knoll
em 1931. Desde entao, uma gama de tipos de microscopios foram desenvolvidos.
Dentre os mais conhecidos poderiamos citar o Microscopio Eletronico de Varredura
(SEM-Scanning Electron Microscope), o Microscopio de Transmissao Eletronica (TEM
- Transmission Electron Microscope), Microscopio de Campo Iénico (FIM-Field Ton
Microscope) e os Microscopios de Varredura por Sonda (SPM-Scanning Probe Micro-
scope). Neste tltimo grupo estao inclusos o Microscopio de Varredura por Tunelamento
(STM-Scanning Tunneling Microscope), o Microscopio Otico de Varredura de Campo
Proximo (SNOM-Scanning Near-filed Optical Microscope) e finalmente o Microscopio

de Forca Atomica (AFM-Atomic Force Microscope).

1.3.1 O Microscépio Eletronico.

A solugao imediata para o limite de resolugao imposto pela Eq.(1.1) aos instrumentos
oticos, era diminuir o comprimento de onda da radiacao incidente sobre a amostra.
Contudo, radiagées acima do espectro de luz visivel (Fig. 1.4) ndo funcionavam bem
em microscopia. Por exemplo, o uso do ultravioleta apresentava problemas de absorcao.
Ja os raios-X interagiam fracamente com a amostra e com outros materiais, dificultando
a fabricagao de lentes e portanto levando a problemas de focalizacao. Estas dificuldades
s6 puderam ser superadas com a invencao do microscopio eletronico em 1931.

O principio de funcionamento destes equipamentos é analogo ao de um microscépio
Otico. Porém, ao invés de usar luz e lentes de vidro como meio de magnificacao e
focalizacao da imagem, o microscopio eletronico utiliza um feixe de elétrons focalizado
por meio de lentes magnéticas. Como seu principio de funcionamento também obedece
as leis fisicas da otica, ele também esta sujeito ao limite de resolucao imposto pela
relacdo de Abbe [Eq.(1.1)]. A chave para sua maior resolugdo esta na troca do uso

de ondas eletromagnéticas, como elemento de interacao com o sistema observado, por
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Figura 1.4: Espectro de radia¢ao eletromagnética.

"ondas de matéria".
O conceito de "onda material” veio com a mecanica ondulatoria, proposta por de
b)
Broglie em 1921 [19]. Segundo ele, uma particula em movimento possui uma onda

associada ao seu movimento, cujo comprimento de onda é dado por:

A=, (1.18)

onde h é a constante de Planck (4,135667 x 1075V s) e p ¢ o momento da particula.

Para um elétron em movimento, sua energia relativistica é dada por:

E? =pc® + (m,ncz)2 = K +m,c, (1.19)

com m, igual a massa de repouso do elétron (9,11 x 1073 Kg), ¢ é a velocidade da luz
(299.792.458m/s) e K a energia cinética do elétron. Se isolarmos p na Eq.(1.19) e o

substituirmos na Eq.(1.18), obtemos para o comprimento de onda do elétron a seguinte
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expressao:

B h
V2K (14 55)

A (1.20)

A pista que levou os fisicos da década de 30 a construir um microscopio a partir
de um feixe eletronico esta na equacao acima. Ora, se submetermos um elétron a uma
diferenca de potencial de 100kV (o que nao é dificil de se conseguir em laboratério), o
mesmo ganhara energia cinética K suficiente para exibir comprimento de onda da ordem
de A ~0,0037nm. Isto era suficiente para fazer crer que um microscopio eletronico
deveria ter um limite de resolucao deveras maior que um microscopio 6tico comum
(que utiliza luz com A da ordem de 550nm).

O esquema de um microscopio eletronico de varredura esta representado na Fig. 1.5.
O equipamento é constituido basicamente por uma coluna mantida sob vacuo inferior
a 10~* Torr, onde existe na parte superior um filamento de tungsténio aquecido a
2700°K. O filamento é mantido a um potencial negativo da ordem de 40kV em relacgao
a0 anodo. Assim, os elétrons liberados pelo filamento aquecido sao acelerados devido
a diferenca de potencial, ganham energia e viajam até a amostra. Durante o percurso,
o feixe é focalizado pelas lentes magnéticas, como visto na figura. Tal diferenca de
potencial de 40kV, segundo a Eq.(1.20), é capaz de gerar elétrons cuja onda associada

tem comprimento A ~0,006018nm.

1.3.2 O Microscépio de Campo Iénico.

Em 1951, E.W. Muller inventou o Microscopio de Campo Ioénico (FIM - Ton Field
Microscope) [20], um instrumento com altissima sensibilidade para caracterizar super-
ficies. Nesta técnica, atomos de Hy e He sao ionizados préoximo & amostra que deve
ser preparada de forma que tenha o formato de uma ponta muito fina. O gés ionizado
é entao acelerado por um campo elétrico, atingindo posteriormente um anteparo que
funciona como catodo do sistema. Entao, uma imagem de campo idnico correspondente

ao arranjo atomico da amostra é mostrada numa tela.
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Figura 1.5: Diagrama esquemético de um microscopio eletronico de varredura.

Para atingir a intensidade de campo elétrico necessaria sobre a superficie, a amostra
deve ser preparada na forma de uma ponta cuja curvatura deve estar em torno de algu-
mas dezenas a centenas de Angstrons. Tal método de preparacao da amostra, deveras
complicado, aliado ao fato de requerer que o material analisado deve permanecer es-
tavel quando submetido ao intenso campo elétrico aplicado, limitaram muito o campo
de aplicacao da técnica FIM. Contudo, técnicas posteriores resolveriam o problema de
preparacao da amostra, das condicoes de andalise e dos tipos possiveis de materiais por

ela estudados [22].

1.4 Os Microscopios de Varredura por Sonda.

Existe uma diferenca conceitual importante entre os microscopios 6ticos conven-
cionais (incluindo os microscopios eletronicos, ja que eles funcionam por meio da oOtica

eletronica) e os microscopios de varredura por sonda (SPM). Microscopios que utilizam
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lentes (sejam elas magnéticas, elétricas ou de vidro) estao sujeitos ao limite de resolugao
de Raylaeigh descrito anteriormente [Eq.(1.1)] causado pelo processo de difracao dos
raios (luminosos ou eletronicos). No caso dos microscopios eletronicos, seu grande
poder de resolucao é devido ao pequeno comprimento de onda atingido com elétrons
de alta energia.

A microscopia de varredura por sonda representa uma maneira tinica de observar um
objeto. Ao invés de colocar um detector numa dada posicao distante da amostra com o
objetivo de coletar a propagacao de alguma quantidade fisica que carrega informacoes
sobre a mesma (fotons, elétrons ou ions), o detector é colocado muito mais proximo
a amostra, algumas vezes tocando-a. Microscopios convencionais utilizam lentes para
magnificar a imagem da amostra, jA um SPM usa uma sonda muito fina que varre a

regiao de interesse, coletando informacgoes ponto a ponto da superficie. Assim, o sinal

gerado pela sonda localmente torna-se um pixel de uma imagem digitalizada.

1.4.1 O Microscépio de Varredura por Tunelamento.

O Microscopio de Varredura por Tunelamento (STM - Scanning Tunneling Micro-
scope) foi inventado nos laboratorios da IBM por Derder Binnig e Heinrich Roher em
1981 [21]. Apenas em 1986 eles seriam reconhecidos para o prémio Nobel em fisica
por sua invencao. O STM usa os elétrons da propria amostra como geradores da in-
formacao sobre as estruturas da superficie analisada. Basicamente, ele fundamenta-se
no controle de uma corrente de tunelamento [ através de uma barreira de potencial
entre a superficie investigada e uma sonda de metal. Se uma pequena tensao é aplicada
entre a superficie da amostra e a ponta (teoricamente, o caso ideal seria uma sonda
cuja ponta fosse um tinico 4tomo), uma corrente de tunelamento iré fluir entre as duas
quando a distancia de separacao entre elas é reduzida a poucos diametros atomicos. A
grande precisao desta técnica esta associada a forte dependéncia (no caso exponencial)
da probabilidade de tunelamento dos elétrons pela barreira de potencial, com a distan-

cia de separacao sonda-amostra. Ja é bem conhecido que a corrente de tunelamento /
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se comporta de acordo com a expressdo (a baixas tensdes Vr e baixas temperaturas):

Vr k —2kd
= 18—- 1.21
1 18 104QdAeff€ s ( )

onde 2k~! = 1.025®'/2[eV] e ® é a funcdo trabalho média, a qual se considera igual a
altura média da barreira de potencial entre os dois eletrodos, Aepp =7 X (1/2L.57)% &
a area efetiva, determinada pela resolugio lateral Losp &~ 2 X [(R; + d)k]'/2, com R,
igual ao raio da ponta e d a separacao sonda-amostra [22].

Para um metal tipico (® ~ 5eV), verificou-se que a corrente de tunelamento I muda
em uma ordem de magnitude para uma variacdo de Ad ~1A. Se a corrente pode ser
mantida constante dentro de uma margem de, por exemplo 2% (por cento), entdo a
separacio d permanece constante dentro do limite de 0.01A.

O STM pode operar de duas maneiras diferentes: com a corrente de tunelamento
constante ou com a altura da sonda constante (Fig. 1.6). No modo de corrente con-
stante (Fig. 1.6(a)), a sonda varre a superficie da amostra com a corrente de tunela-
mento mantida num valor que nao se altera no tempo, previamente escolhido através
da tensao de feedback V,. No caso de uma superficie eletronicamente homogénea,
uma corrente constante significa uma distancia de separacao d constante, logo, o per-
fil topografico da amostra pode ser obtido através de uma varredura no plano (z,y),
obtendo-se a altura z da comparagao dos valores V,. A altura da sonda z(z,y) é entao
gravada para cada ponto da superficie, processada por um computador e reconstruida
num monitor. A outra maneira seria com a distancia entre sonda e amostra constante.
Neste caso, a sonda varre a amostra rapidamente com a tensao V, aproximadamente
constante, sendo a corrente de tunelamento monitorada durante todo o processo (Fig.
1.6(b)). As variacoes da corrente de tunelamento sdo entdo gravadas, processadas e
entao plotadas como fung¢ao da posi¢ao da sonda no plano (x,y).

Cada modo de operagao tem suas vantagens e desvantagens. Quando criado, o
modo de corrente constante foi principalmente empregado para ler superficies que nao
eram atomicamente planas. Assim, a altura dos caracteres da superficie poderiam ser

obtidos por meio da tensao aplicada V, e da sensibilidade (ou resposta) do elemento
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Figura 1.6: Operagao do microscopio de tunelamento (a) no modo corrente constante (a
distancia s ndo muda) e (b) altura constante (s varia).

que controla o movimento da sonda sobre a superficie (scanner). A desvantagem deste
modo de operagao esta no fato de que existe um tempo finito na resposta (feedback)
do proprio sistema, o que impoe limites relativamente baixos para a velocidade de
varredura. Ja o modo de altura constante permite que se facam imagens de superficies
atomicamente planas com grande rapidez, desde que o sistema nao precisa responder
a passagem de perfis com alturas discrepantes sob a sonda durante a varredura. A
aquisicao rapida de imagens é importante por permitir que pesquisadores estudem
processos dinamicos, bem como reduzir o tempo de aquisi¢do de dados [22].

E patente que o desenvolvimento do microscopio de varredura por tunelamento au-
mentou consideravelmente a capacidade de observacao de superficies em escalas atomi-
cas (Fig 1.7). Contudo, para o STM é imprescindivel a natureza metélica da amostra
para que se produza a corrente de tunelamento descrita acima. Sem duvida, isso limita
o campo de aplicacao desta técnica, principalmente em ciéncias da vida, onde uma cor-
rente elétrica sendo extraida da amostra certamente causaria danos irreparaveis. Tais
problemas tiveram suas solugoes com o aprimoramento da técnica de varredura por
sonda, levando enfim a invengao do Microscopio de Forga Atomica (AFM), que sera

discutido mais adiante.

1.4.2 O Microscopio Otico de Varredura por Campo Préximo.

De acordo com o que foi discutido na secao 1.2, vimos que o poder de resolucao

do microscopio 6tico é limitado a nao mais que algo em torno de meio comprimento
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Figura 1.7: Tmagens com resolu¢do atomica do Si(111) obtidas com o STM. (a) Primeira
imagem da superficie de uma amostra de Si(111) 7x7 obtida por Binnig e Roher, inventores
do Microscopio de Varredura por Tunelamento (STM)(Retirado de G. Binnig and H. Rohrer,
Rev. Mod. Phys. 59, 615 (1987)). (b) Imagem da mesma superficie obtida com uma STM
moderno (Retirado de Y. Chen, K. S. Schneider, B. G. Orr, M. M. Banaszak Holl, Phys. Rev.
B. 70 85402 (2004)).

de onda da luz utilizada na observacao. Paralelamente, através da analise de Fourier,
verificamos que componentes de alta frequéncia da radiacao espalhada pela amostra
(que neste caso faz o papel da grade de difragdo) decaem exponencialmente na diregao
do observador. Isto que faz com que as informagoes carregadas por estas componentes
nao atinjam o detector de imagem (filme, olho humano, etc.). Desta maneira, cap-
tar estas componentes torna-se uma alternativa & melhora do poder de resolucao do
sistema oOtico. Estas informacoes, antes perdidas, carregadas pelas componentes de
campo proximo (near field) sdo a base de funcionamento do SNOM (Scanning Near-
field Optical Microscope) , ou Microscopio Otico de Varredura por Campo Préximo.
Nao raramente J. A. O’Keefe é citado como inventor do conceito de SNOM mas,
de fato, nao foi ele o primeiro a descrever um arranjo experimental capaz de aumentar
a resolugao do microscopio 6tico. Em seu artigo de 1956 [23| O’Keefe langou uma
idéia geral de como tal arranjo experimental poderia operar, mas nao contribuiu com
nenhuma solugao pratica de como construir tal instrumento. De fato, em 1928, o
irlandés E. Synge ja havia descrito um esquema experimental onde o poder de resolugao
de um sistema Otico teria seu desempenho melhorado de uma maneira jamais vista

antes, isso sem o auxilio de lentes convencionais [24]. Synge sugeriu o uso de uma
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fonte de luz de grande intensidade colocada atrids de uma placa de metal com um
pequeno orificio (cerca de 100nm de diametro) que funcionaria como uma fonte de luz
pontual. Este orificio deveria entao ser colocado a uma distancia da amostra nao maior
que o diametro do orificio (ou seja, menor que 100nm). A imagem da amostra seria
formada entao pelas varias imagens obtidas por um fotodetector ponto a ponto. Assim,
cada pequena imagem seria um pixel numa imagem maior. Segundo ele, a maneira de
varrer esta amostra com tamanha precisao seria através de atuadores piezoelétricos [25].
Infelizmente, a tecnologia da época nao era suficiente para atender as necessidades de
Synge, portanto, seu trabalho caiu em completo esquecimento até que na década de 90

foi redescoberto pelo historiador D. McMullan, ja ap6s o desenvolvimento do primeiro

SNOM.

Apesar da base teorica do SNOM ser conhecida deste o inicio do século XX, apenas
na década de 70 foi realizado o primeiro experimento que confirmou as previsoes de
Synge. Em 1972, utilizando microondas de A\ = 3cm de comprimento de onda, Ash e
Nicholas observaram pequenas linhas de aluminio depositadas sobre vidro, alcancando

uma resolugao de A\/60, comprovando assim a viabilidade da técnica [26].

A invencao do Microscopio de Varredura por Tunelamento na IBM em 1981 con-
tribuiu decisivamente para o avanco de todas as técnicas de varredura por sonda. O
problema até entao era: como manipular com precisao nanométrica uma sonda sobre
a regiao a ser estudada? Tal questao foi solucionado quando G. Binning e H. Rohrer
utilizaram ceramicas piezoelétricas para construir um scanner capaz de movimentar-
se com a precisao requerida. Finalmente, o SNOM passou a funcionar exatamente
como Synge havia idealizado 53 anos antes. Dois grupos trabalharam paralelamente
no desenvolvimento do aparelho. O primeiro, nos laboratorios da IBM em Zurique,
liderado por D. W. Pohl [27] , e 0 segundo na Universidade de Cornell em Nova York,
entao liderado por A. Lewis [28|. Apesar de designar o mesmo instrumento, o grupo
europeu chamou-o de SNOM, enquanto o segundo chamou-o de NSNOM. Ambos uti-
lizavam luz visivel para iluminar a amostra, o que de certa maneira foi uma retomada

da microscopia 6tica convencional.
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Atualmente o tipo de SNOM comercialmente mais comum é o que utiliza como
sonda um guia de onda (fibra 6tica) cuja ponta é muito pequena (Fig. 1.8), com uma
abertura de ordem de tamanho menor que o comprimento de onda da luz utilizada.
Esta ponta é colocada entdo na regido de campo proximo (entre 0 e 10nm distante
da superficie da amostra), onde ela coleta as ondas evanescentes da luz espalhada que
carrega as informacoes sobre a amostra em nanoescala. Estas ondas sao entao conduzi-
das pela fibra até um detector localizado na regiao de campo distante, onde também
fica a iluminacao da amostra. Durante a varredura, a sonda mantém uma distancia
constante da amostra devido ao decaimento exponencial das ondas evanencentes, como

ja foi mostrado na secao 1.2. De outra maneira, a variacao desta distancia causaria

efeitos de contraste que nao corresponderiam aos caracteres reais da amostra.

Figura 1.8: Foto de uma sonda SNOM vista com um microscopio 6tico convencional. O
raio da ponta é da ordem de 50nm. (Retirado de DuZan VOBORNIK'’s Thesis, SCANNING
NEAR-FIELD INFRARED MICROSCOPY AND SPECTROMICROSCOPY APPLIED TO
NANO-SYSTEMS AND CELLS (2005).

O SNOM descrito acima foi o primeiro tipo deste microscopio a ser desenvolvido
na década de 80, e é conhecido como aperture SNOM. Uma outra variacao deste
instrumento foi criada na década de 90 e é conhecida como apertureless SNOM. A
principal diferenca entre os dois é que neste, a sonda, ao invés de fibra 6tica, é feita de
um material metalico, funcionando como uma antena que capta as ondas evanescentes

do campo eletromagnético na regiao de campo proximo. Além desta diferenca, deve-
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se levar em conta que o poder de resolucao do aperture SNOM esta entre 20-150nm,
enquanto o do apertureless SNOM chega a um intervalo de 5-30nm.

Nos paragrafos anteriores apresentamos algumas das técnicas mais conhecidas de
microscopia de varredura por sonda. Elas tornaram-se assim famosas talvez por terem
sido as primeiras a ser desenvolvidas e quebrar o limite de observacao de estruturas
mintsculas imposto pelo critério de Rayleight. A tabela 1.1 retine as técnicas discutidas
até aqui, relacionando seu poder de magnificacao, ambiente de operacao e potenciais
danos causados a amostra. Além destas, existem intimeras outras técnicas que utilizam
uma sonda como elemento sensor. Alguns exemplos sao: EFM (Electron Force Micro-
scope) capaz de mapear a estrutura eletronica da amostra em estudo, MEM (Magnetic
Force Microscope) que distingue as caracteristicas magnéticas da amostra e o AFM
(Atomic Force Microscope) que leva em conta as forgas de intera¢ao atomica entre a

sonda e amostra como principio de operacao.

Tabela 1.1: Técnicas de microscopia, meio de operac¢ao e poder de magnificagao.

Microscopio Magnificacdo  Ambiente de Tipo de Danos
operacio imagem causados
a amostra
Otico x10 Ar, liquido 2-D Nenhum
FIM x10° Vacuo 2-D Graves
(Field Emission Microscope)
SEM x10° Viacuo 2-D Algum
(Scanning Electron Microscope)
SPM x10° Ar, liquido, 3-D Nenhum ou
(Scanning Probe Microscope) vacuo minimo

1.4.3 O AFM (Atomic Force Microscope).

Inventado em meados da década de 80, o AFM tornou-se um dos instrumentos de
maior importancia em nanotecnologia. A possibilidade de uso em materiais diversos
(orgénicos e inorganicos) e sua grande resolugdo que chega a poucos nanoémetros, o
colocaram em evidéncia na pesquisa cientifica de inimeras areas que vao da biologia

aos semicondutores [29].
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Nesta pequena introducao, queremos apenas localizar o que serd discutido mais
adiante. Para tanto, a Fig. 1.9 mostra o esquema basico de um AFM. Basicamente,
ele é constituido por uma sonda muito fina que varre a superficie de uma amostra
guiada por um sistema mecanico, cuja base sao ceramicas piezoelétricas. Um feixe
de laser incide sobre o cantilever, ou o braco de suporte da sonda. De acordo com a
topografia acompanhada pelo cantilever durante a varredura, a deflexao do laser varia
sobre um sensor denominado fotodetector. O sinal elétrico deste sensor é enviado a um
sistema que interpreta estes dados e produz uma imagem tridimensional da amostra

em estudo.

Feixe de laser

Fotodetector

Figura 1.9: Superficie sob andlise em um microscopio de forca atomica.|Adaptado de
Nanotechnology: A Brief Overview, www.barrett-group.mcgill.ca-teaching-nanotechnology-
nano02.htm].

1.5 O AFM em Biologia.

O microscopio de forca atomica, tem se tornado uma ferramenta de grande im-
portancia em ciéncias da vida, especialmente no que diz respeito a investigacao de
estruturas celulares com alta resolu¢ao [30]. Tais estudos morfologicos em escalas
nanométricas, os quais eram impossiveis por meio da microscopia 6tica devido a sua
limitada resolucao ja discutida neste capitulo, agora sao factiveis via AFM. As apli-
cagoes biologicas desta técnica vao desde a simples caracterizacao de uma superfi-

cie celular, até o monitoramento do funcionamento de sistemas vivos em tempo real
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[31, 32, 33]. Uma vez que a capacidade de aumento alcangado pelo AFM pode chegar
a 1.000.000.000 de vezes, moléculas de grande relevancia biologica e as interacoes que
ocorrem entre elas, podem ser observadas. Tal habilidade colocou o AFM na lista de
ferramentas essenciais & pesquisa de proteinas [34, 35|, monitoramento de interagoes
do tipo receptor-ligante [36], interagoes moleculares de adesao celular [37] e interagoes

do tipo antigeno-anticorpo [38, 39].

O principal fator que inseriu a microscopia de forca atémica no rol de instrumen-
tacao em pesquisas biologicas foi a possibilidade de operar em meio aquoso, ou seja,
num meio que mantém as caracteristicas quimicas e fisicas proprias do ambiente na-
tivo a que pertence o ente biologico em estudo [40]. Tais insights tém trazido a tona
conhecimentos antes inacessiveis, tornando mais preciso o entendimento de sistemas

biolégicos ja conhecidos.

A primeira manipulagao controlada de biomoléculas foi realizada com material
genético (DNA), retirado de uma cadeia cromossomica [41]. Localizado no nucleo
das células eucarioticas, o DNA encontra-se agregado a proteinas estruturais, as his-
tonas, formando as croméatides (ou bragos do cromossomo), visiveis ao microscopio
Otico somente durante a fase de divisao celular (mitose). O calculo do volume de ima-
gens topogréficas de cromossomos de plantas [42], insetos [43, 44| e humanos [45, 46],
adquiridas com o AFM, é 1til na determiacao do caridtipo destas espécies [47|. Na
Fig. 1.10 vemos uma imagem AFM de um cromossomo isolado e depositado sobre
uma superficie de mica. Utilizando o modo contato de varredura e aumentando a forga
gradativamente exercida pelo cantilever sobre a amostra até aproximadamente 5nN,
foi possivel dissecar DNA de um das croméatides, como esta indicado pela seta branca
(Fig. 1.11). Esta foi a primeira referéncia a um procedimento de dissecagdo em escala

nanométrica [48, 49|.

Medir a forca que a amostra exerce sobre o cantilever, e vice-versa, é uma pratica
corrente com o AFM. Em ciéncias da vida, interacdes em nanoescala sao lugar co-
mum. Incontaveis processos bioldgicos como: duplicacao de DNA, sintese de proteinas,

interacao com farmacos, dentre outros, sao largamente governados por forcas inter-
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Figura 1.10: (A) Imagem topografica de um cromossomo humano apés dissecacao. (B)
Imagem de microscopia eletronica da sonda utilizada na dissecacdo. E visivel o deposito de
material bioldgico na ponta da sonda. A barra de escala indica 1um [Retirado de Vesenka J,
Mosher C, Schaus S, Ambrosio L, Henderson E., Biotechniques. 1995 19(2) 852 (1995)].

moleculares. Com a sensibilidade que chega a dezenas de piconewtons, o AFM pode
executar medidas nanomecanicas (como elasticidade, por exemplo) em espécimes bi-
ologicos. Destas medidas, pode-se obter informacgoes a respeito de fenémenos como
dinamica celular e de proteinas. Forcas entre grupos quimicos especificos e interacoes
de origem covalente entre a sonda e uma superficie ja foram testados diversas vezes.
Como exemplo desse tipo de medida, poderiamos citar uma aplicagao direta em hema-

tologia: o reconhecimento de proteinas especificas na superficie das hemécias.

O glicocélice, uma estrutura localizada na parte externa das células eucarioticas, é
composto basicamente por carboidratos e proteinas (glicoproteinas). Este envelope ex-
terno tem varias funcgoes interessantes. Uma delas é a repulsao entre células, evitando
indesejaveis adesoes [50]. Sao as glicoproteinas presentes no glicocalice que agem como
intermediarias em processos de reconhecimento celular |51, 52, 53|. Estas interagoes sao
mediadas por uma familia de proteinas receptoras chamadas lectinas. A lectina Heliz
pomatia (HPL) liga-se especificamente ao glicolipidio galNAC ( N-acetylgalactosamine),
presente na superficie de células vermelhas do grupo A |58]. Na Fig. 1.11(a), vemos
o esquema de uma sonda funcionalizada, cujo protocolo de funcionalizacao foi descrito

por Grandbois [54]. Com a molécula de HPL presa a ponta da sonda, realizou-se
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uma medida do ciclo de forca, ou seja, aproximagao-repulsao-extensao-ruptura, como
mostrado na Fig. 1.11(b), sobre a membrana de uma hemaécia pertencente ao grupo
sanguineo A, obtendo-se a curva de forca para a interacao sonda-amostra. Esta curva
fornece facilmente a forca de ruptura da ligacao entre a sonda funcionalizada e a su-

perficie celular.
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Figura 1.11: (a) Sonda funcionalizada com a lectina HPL presa a sua ponta. (b) Evento
de interagdo entre a sonda e uma célula vermelha do grupo A. Ao entrar em contato com
a amostra, a sonda é repelida. Quando o scanner retrai-se, devido & adesdo da lectina com
a célula (atragdo), o cantilever é flexionado até que a forga elastica rompe a ligagao entre a
lectina e a superficie celular (ruptura) [Retirado de M. Grandbois, W. Dettmann, M. Benoit
and H. E. Gaub., J. Histochem. Cytochem. 48(5) 719 (2000)].

A imagem da Fig. 1.12 foi obtida com o valor da forca de ruptura calculada para
cada ciclo de forca numa matriz de 55x55 eventos de interacao, sobre uma amostra

onde haviam células vermelhas de dois grupos sanguineos diferentes, A e O.

Os pontos brancos na imagem correspondem a maior adesao, enquanto os pontos
pretos a nenhuma interagdo. Tal imagem de afinidade (entre a sonda funcionalizada
e uma superficie biologica qualquer) é de grande valor para estudos de receptores

existentes nas membranas celulares de tecidos.
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(b)

Figura 1.12: (a) Mapa de for¢a de adesdo entre a sonda e a amostra. Os pontos brancos
correspondem a eventos de maior atracao. Note que essas regides demarcam a existéncia
de células vermelhas do tipo A, como pode ser visto na imagem topografica em (b). Barra
de escala 5um. |Retirado de M. Grandbois, W. Dettmann, M. Benoit and H. E. Gaub., J.
Histochem. Cytochem. 48(5) 719 (2000)].

1.6 Sintese da Dissertacao.

O intento deste trabalho é aplicar a microscopia de forca atomica no estudo de
eritrocitos humanos. Uma vez capaz de resolver caracteres em escalas nanométricas
[56, 57|, o AFM guarda outras qualidades que o tornam ideal para a investigacao de
amostras biologicas como: nao ser uma técnica invasiva, isto é, possibilita a observagao
de amostras frageis sem que sejam destruidas e operar em meio liquido, condigao rele-
vante & manutencao da funcao e estrutura dos entes bioldgicos em estudo. Dentro desta
Otica, este estudo investiga a estrutura externa (membrana) de células vermelhas, bem
como alguns parametros métricos da célula (area e volume) com o AFM.

O capitulo 2 é uma revisao do funcionamento do microscopio de forca atémica. Nele
sao vistos os principais componentes que constituem o microscoépio, como: 0 scanner,
o cantilever, a ponta, o sistema de realimentacao e os modos principais de operacao
do AFM, ou seja, contato e tapping. De maneira breve, um pouco da historia do

desenvolvimento desta técnica também é apresentada.

No capitulo 3 descreve-se a diferenciagao entre os grupos sanguineos AB+ e O+ por
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meio da andlise de rugosidade da membrana. Também é sugerido o estudo de estru-
turas antes nao observadas em microscopia 6tica sobre a membrana celular, parecidas
com "buracos”. Estes foram observados em células de individuos sadios e daqueles
portadores de SMD (Sindrome Mielodisplastica). A analise do perfil transversal destas
estruturas é realizada.

Ja no capitulo 4 verifica-se a capacidade do AFM em fornecer informacao de pro-
fundidade. Quando observada ao microscopio 6tico, as hemacias sao avaliadas apenas a
partir de suas imagens bidimensionais. Ao microscopio eletronico elas podem ser carac-
terizadas em termos de volume, mas com a desvantagem de serem destruidas durante a
varredura. Por isso, mostra-se que a microscopia de varredura por for¢a (como também
é conhecido o AFM) é uma alternativa viavel a analise tridimensional de células, capaz
de fornecer informacoes confidveis de volume com a vantagem de causar danos minimos
ou quase nenhum, as amostras analisadas. Também no capitulo 4, o parametro volume
celular é empregado no monitoramento do envelhecimento de um eritrocito exposto ao
ar por um periodo de 84h (3,5 dias).

O capitulo 5 apresenta as conclusoes e perspectivas dos experimentos realizados.

No anexo A encontram-se as tabelas com os valores das varidveis utilizadas nos
capitulos 3 e 4.

Nos anexos B e C estao relacionados os trabalhos apresentados em conferéncias
nacionais e internacionais e os trabalhos publicados, respectivamente.

Como a pesquisa desenvolvida neste trabalho envolveu a coleta de material biol6gico
humano, o parecer de aprovacao do comité de ética e pesquisa esta registrado no anexo

D.
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O Microscopio de Forca Atdomica -

AFM.

Neste capitulo apresentamos um historico compacto da microscopia de forca atémica.
O AFM, mais que um tinico instrumento, deve ser encarado como um sistema do qual
fazem parte elementos que tém caracteristicas fisicas e operacionas bem distintas. Tais
caracteristicas sao discutidas aqui com objetivo de definir de maneira clara os processos

e as grandezas envolvidas durante a caracterizacao de uma superficie.

31
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2.1 O nascimento do AFM.

Nao é muito afirmar que o desenvolvimento do microscopio de varredura por tunela-
mento (STM) por Derder Binnig e Heinrich Roher em 1981 foi, sem duvida, o caminho
que levou a idealizacao e fabricacao do microscopio de forca atomica.

Para entender o fendomeno de tunelamento quantico, imaginemos que na superficie
de um material os elétrons comportam-se como a dgua de um lago contornada pela
margem. Da mesma maneira que a dgua penetra nas paredes do lago formando uma
regiao de solo timido, alguns elétrons na superficie da amostra podem formar uma
nuvem ao redor do material. De acordo com a mecéanica classica, nenhum elétron
poderia ser encontrado fora dos limites fisicos da amostra devido a reflexao com as
paredes do material. Ja para a mecanica quantica, um elétron comporta-se como uma
onda, logo, sua posicao nao esta concentrada num ponto, mas sim espalhada por uma
certa regiao do espaco. Isso faz com que os elétron proximos as paredes da superficie
possam ser encontrados fora do volume que os confina. A probabilidade de se encontrar
estes elétrons na regiao externa a amostra cai exponencialmente com a distancia a
superficie. Comportando-se desta maneira, os elétrons parecem estar cavando tineis
nas paredes do material por onde passam, atingindo regioes onde classicamente nao
existiriam, por isso este fenénemo é conhecido como tunelamento [21].

A primeira verificacao experimental do fenomeno do tunelamento quantico foi feita
por Ivar Giaever na década de 50, trabalhando para a General Eletric [60]. Uma camada
muito fina de material isolante rigido foi usada para separar duas placas metélicas (os
eletrodos). O gap entre as placas era suficientemente pequeno (da ordem de 100A)
para que houvesse uma leve superposicao das nuvens de elétrons de ambos os eletrodos.
Entao, aplicando-se uma diferenca de potencial, observava-se o fluxo de elétrons entre
as duas nuvens.

A idéia original de Binnig e Roher nao era construir um microscopio, mas sim re-
alizar espectroscopia local por meio do fenémeno de tunelamento numa area menor que
100A de diametro. Contudo, esta idéia s6 foi desenvolvida posteriormente a invencio

do STM por Lang [59]. O interesse principal da pesquisa girava em torno do estudo
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de inomogeneidades em superficies de filmes finos de 6xidos crescidas sobre substratos
metdlicos, cuja aplicacao principal estava na industria eletronica. O desafio era estu-
dar estes filmes localmente, mas para isso faltava uma ferramenta apropriada. Assim,
Binnig e Roher passaram a tentar desenvolver um instrumento capaz de realizar es-
pectroscopia de tunelamento em vacuo. Até entdo, varias tentativas de construcao do
aparato experimental de tunelamento em vacuo ja haviam sido feitas, mas sem grande
sucesso [60]. Apos algum tempo trabalhando no projeto, eles deram-se conta de que o
novo instrumento pelo qual buscavam nao seria capaz de fornecer apenas imagens es-
pectroscopicas, mas também seria capaz de gerar imagens topograficas da amostra, ou
seja, ele era um novo tipo de microscopio. A maneira de operar idealizada para o STM
estava muito proxima a de um profilometro [61]. Porém, no primeiro caso, ao invés de
uma sonda em contato mecanico com a amostra, mantém-se um pequeno gap de poucos
angstrons entre elas. Este gap é controlado pela corrente de tunelamento que flui entre
a superficie e a sonda. Anos antes, Young reportou um tipo de microscopio de emissao
por campo conhecido como topografo [62|, provavelmente o instrumento anterior mais
proximo do STM, com a diferenca de que a sonda localizava-se muito mais distante da
amostra, além de ser aplicada alta tensao a fim de produzir uma corrente de emissao de
campo no lugar de uma corrente de tunelamento, o que levava a uma resolucao lateral
comparada a de um microscopio 6tico. Para solucionar este problema, Young sugeriu
o uso de sondas mais finas, além de discorrer sobre as possibilidades do tunelamento

em vacuo como uma possivel ferramenta para estudos espectroscopicos.

Em 16 de marco de 1981, a primeira curva caracteristica da corrente de tunela-
mento [/ em funcao da separacao sonda-amostra s foi obtida com o STM. Contudo,
a dependéncia logaritmica da corrente com a distancia nao era uma prova suficiente
do tunelamento em vacuo. De fato, a inclinacao do gréafico de Inl versus s deveria
corresponder a altura da barreira de potencial, algo da ordem de ¢ ~ 5eV, o que
correspondia a func¢ao trabalho dos materiais da sonda e da amostra |21]. Com difi-
culdade, Binnig e Roher chegaram a 1 €V, indicando tunelamento através de algum

material isolante, e nao através do vacuo como esperado. O problema foi solucionado
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quando eles atentaram para o fato de que, a calibracao da sensibilidade dos cristais
piezoelétricos que faziam o movimento da sonda em relacao a amostra, quando sub-
metidos a variagoes de tensdo rapidas e pequenas (exatamente a maneira como eles
estavam operando os cristais), dava valores que correspodiam a metade daqueles infor-
mados pelo fabricante. Ou seja, a sensibilidade dos piezocristais era reduzida quando
operados no regime requerido pelo STM, o que foi verificado posteriormente de maneira
precisa por Otto no ETH em Zurich e por Vieira da Universidade Autonoma em Madri
[63].

Outro fato observado durante a varredura com o STM foi que, quando a amostra
era feita de algum material de resisténcia mecanica mais baixa, por exemplo, grafite,
o sinal da corrente de tunelamento tornava-se instavel. S6 havia uma explicacao para
este fato: a separacao sonda-amostra s deveria estar variando durante a varredura. En-
tao, descobriu-se que quando o par sonda-amostra estava separado de apenas algumas
distancias atomicas, forcas eletrostaticas e de origem interatémicas passavam a agir
entre eles (Fig. 2.1). Estas forgas ndo eram capazes de deformar sondas mais robustas
ou amostras de material rigido. Contudo, a resposta de amostras feitas de materiais
moles certamente deveria ser considerada [64]. A partir destas observagoes nasceu o
conceito de AFM (Atomic Force Microscope).

Antes de discutir o aparato experimental utilizado neste trabalho, falaremos um
pouco das forcas envolvidas no fenomeno descrito acima, as quais sao a base de fun-

cionamento do AFM.
Sonda STM Sonda STM
@ -> % @ -> o%
S S S 3’1
(a) (b)

Figura 2.1: (a) Varredura STM com a distancia sonda-amostra s estavel em materiais rigidos.
(b) Materiais de baixa resisténcia mecanica levavam a instabilidade de s, logo, do sinal de
corrente de tunelamento.
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2.1.1 Forcas em Nanoescala.

A distancias microscopicas, dentre as forcas que agem entre dois corpos podemos

citar:
-Forgas eletrostéticas.
-Forcas de polarizacao.
-Forgas de natureza quimica (ligagbes covalentes e ionicas).
-Forgas de van der Waals.
-Forgas de repulsao (curta distancia).
-Forcas magnéticas.

O grafico da forca resultante destas interagdes é mostrado na figura 2.2.

40 -

30 egido repulsiva

20

10 4

Distancia

Potencial

-10 4

Regido atrativa
-20

-30-

Figura 2.2: Grafico do potencial entre dois 4tomos a distancias microscopicas.

O perfil desta curva é originado por meio do potencial de interacao entre dois ou
mais dtomos (potencial de Lennard-Jones). A medida que a distancia entre os dtomos
diminui, a forca fica cada vez mais atrativa. Se continuarmos a diminuir esta distancia,
cruzaremos um ponto em que, a forga passa a ser repulsiva (note no grafico que, neste
ponto a distancia entre os atomos ainda nao é nula).

Um tipo de curva semelhante é obtido quando realizamos um ciclo de forca com o

AFM (Fig. 2.3(b)). Por ciclo de for¢a, entendemos o processo de aproximagao, atragao,
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toque, retragdo, atracao e distanciamento (ver Fig. 2.3(a) A-E) da sonda em relagio a
amostra. Note que a sonda é suportada por uma haste flexivel chamada de cantilever.
Estes dois componentes sao de extrema importancia para o funcionamento do AFM.
Sobre eles falaremos com mais detalhes adiante.

A B

Forca Aproximagéo
Retragé@o —

\ %

(a) (b)

Figura 2.3: (a) Ciclo de for¢a. (b) Grafico de forga correspondendo aos 5 pontos A-E do
ciclo de forca.

Ao realizar-se uma medida AFM em ar, devemos considerar a existéncia de uma
camada de umidade sobre a amostra (Fig. 2.4). Tal camada forma uma ponte de
capilaridade entre a sonda e amostra, gerando forcas adesivas de grande intensidade.
Essas forcas causam problemas como reducao da resolu¢ao da imagem, danos a amostra,

a sonda e/ou introduz artefatos indesejados nas imagens [69].

Camada de umidade

L[ [ Amdsra [ [ [ [ ][]

Figura 2.4: Camada de umidade contaminante sobre a amostra.

Este problema foi resolvido por Weisenhorn e Hansma da Universidade da Califérnia
em Santa Barbara(CA) [70|. Eles verificaram que a for¢a de adesao entre uma sonda de
nitreto de silicio (uma das mais comuns em AFM) e uma superficie de mica, durante a

varredura em ar, era da ordem de 100 nN. Contudo eles também descobriram que, uma
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vez que a sonda estd completamente imersa no liquido, a forca de adesao é reduzida

por um fator de 100 vezes, ou seja, a 1 nN.

Estas descobertas, além de aumentarem o poder de resolucao do AFM, conferiram a
ele a capacidade de operar em meio liquido. O teste de operagao em meios fisiologicos foi
entao o passo natural. Assim, Butt e colaboradores verificaram que é possivel controlar
detalhes da interacao sonda-amostra através do controle das propriedades do liquido
no qual a medida é realizada [71]. Por exemplo: as for¢as de natureza eletrostatica que
atuam entre a sonda e a amostra dependem fortemente do pH ou da concentracao de
sal da solucao, tal que o ajuste destes dois parametros pode anular as forcas de Van
der Waals por meio das forcas de repulsao eletrostatica (Fig 2.5). Esta possibilidade
permite o ajuste, através do liquido de imersao, das forcas de adesao entre o par sonda-
amostra, minimizando interacoes indesejaveis, que em alguns casos, constitui perigo a

integridade do espécime analisado.

Cantilever
Force

Sample Position

Figura 2.5: Medidas de for¢a da interacao entre uma sonda de nitreto de silicio e uma
superficie de mica em diferentes pHs. Note que para um pH baixo, existe uma atracao forte
entre a sonda e amostra. A situacio é reversa para altos pHs, quando a repulsdo entre ions
domina. (Retirado de H. J. Butt, Biophys J. 60(26), 1438 (1991)).
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2.2 Aparato experimental.

A Fig.2.6 mostra o esquema do aparato experimental utilizado nas medidas deste
trabalho. Poderiamos destacar quatro subsistemas do sistema principal que compoe o
AFM. O primeiro deles é a sonda. Normalmente feita de 6xido de silicio, sua ponta
tem um raio de curvatura da ordem de alguns nanémetros. Como veremos adiante, o
formato da sonda tem papel fundamental na obtencao e qualidade das imagens obti-
das pelo AFM. O proximo componente é o scanner. Feito de ceramicas piezoelétricas,
este componente realiza o movimento relativo, ou seja a varredura, entre a sonda e
a amostra. Em alguns modelos a amostra permanece em repouso enquanto a sonda
movimenta-se guiada pelo scanner, em outros ocorre o contrario, o que é 0 Nosso ¢aso.
Também podemos citar o sistema de realimentacao ou feedback. Composto por um
feixe de laser, espelho e fotodetector, este sistema informa o deslocamento da sonda ao
ser defletida devido & interacao com a amostra. A quarta e tltima parte que compoe
o sistema AFM ¢é a unidade controladora, onde os parametros da medida como forca
aplicada, velocidade de varredura, modo de operacao, dentre outros, sao seleciona-
dos. Nesta unidade também processa-se as imagens com o software do microscopio
Nanoscope 5.12r3.

A parte do AFM em si, pode-se ver na figura também o sistema de amortecimento
sobre o qual esta repousado o scanner. No inicio, quando da invencao do primeiro SPM,
os problemas com vibracao eram criticos e diversas solugoes foram testadas a fim de
bloquear os ruidos externos [64]. Aqui, utilizamos uma mesa suspensa por pistoes

pneuméticos alimentadas por gas nitrogénio.

2.2.1 O Scanner.

O scanner é um atuador mecanico formado por ceramicas piezoelétricas. Mas o que
sao ceramicas piezoelétricas? Materiais que apresentam piezoeletricidade sao materias

cristalinos capazes de produzir uma polarizacao elétrica, quando submetidos a um stress
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Fotodetector
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Figura 2.6: Diagrama esquematico do sistema de microscopia de For¢a Atomica

mecanico. O efeito inverso, denominado eletrostricao, também é observado, ou seja,
aplicando uma tensao elétrica no cristal, o mesmo sofre uma deformacao mecanica,
mudando suas dimensoes espaciais [65]. A piezoletricidade esta intimamente ligada a
estrutura cristalina do material. Normalmente estes materiais nao sao isotrépicos, ou
seja, nao possuem um eixo de simetria em relacao ao qual seja possivel fazer a inversao
de seus atomos. Devido a isso, surge uma polarizagao natural no material, que é
uma das caracteristicas principais de um cristal piezoelétrico. Materiais policristalinos
originalmente isotropicos podem receber esta polarizacao de maneira induzida através
de um processo conhecido como poling, onde se aplica uma alta voltagem nas faces do

cristal, suficiente para orientar seus momentos de dipolos elétricos.

Cada ceramica piezoelétrica possui o seu proprio coeficiente de expansao. Este
coeficiente nos permite calcular a deformacgao mecanica produzida pela aplicacao de
um potencial elétrico nas faces do cristal. Coeficientes tipicos podem variar de 1 a 3000
A/V. Ou seja, se o coeficiente de expansao de uma ceramica é 5A/V, ao aplicarmos

10mV entre suas faces correspondentes, o material se expande 0.03A.
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Dependendo da area a ser varrida durante a andlise AFM, deve-se escolher um
scanner com uma amplitude lateral apropriada. Chamamos de amplitude lateral a
maxima distancia que o cristal piezoelétrico pode se deslocar no plano (z,y). Deve-se
também observar a altura das estruturas que deseja-se estudar, desde que cada tipo de
scanner possui também uma amplitude vertical, ou seja, uma distancia maxima que o
piezoelétrico é capaz de se deslocar na direcao do eixo z. A tabela 2.1 mostra alguns
tipos de scanners disponiveis comercialmente para o microscopio de forca atomica e

suas respectivas amplitudes.

Tabela 2.1: Modelos de scanners tubulares e suas respectivas amplitudes laterais.

Capacidades dos Scanners para o Multimode -AFM

Modelo Amplitude lateral Amplitude vertical
AS-0.5 (“A”) 0.4 pm x 0.4 um 0.4 um
AS-12 (“E”) 10 pm x 10 pm 2.5 um
AS-12V (“E” Vertical) 10 pm x 10 pm 2.5 um
AS-130 (*“J”) 125 pm x 125 pm 5.0 pm
AS-130V (“J” Vertical) 125 pm x 125 pm 5.0 pm
AS-200 200 pm x 200 pum 8.0 um

Scanners com maior amplitude lateral (J por exemplo) sdo mais susceptives a ruidos
causados por ondas sonoras, que aqueles com menor amplitude lateral. Isso deve-se
ao fato de que os ultimos possuem tamanho mais compacto e maior rigidez. Portanto,
medidas atomicas devem ser realizadas com scanners de pequena érea de varredura, ja
que os maiores necessitam de uma protecao extra e muitas vezes dispendiosa, contra

ruidos (mecénicos e sonoros).

2.2.2 A Sonda.

A sonda é um dos componentes mais importantes do nosso sistema, pois depende
principalmente dela, juntamente com o desempenho do scanner, a capacidade de "ver”
um sistema em nanoescala. Desde agora é preciso definir duas partes bésicas rela-
cionadas a sonda utilizada no AFM. A primeira é o cantilever ou brago da sonda. A

segunda é a ponta (ou ponteira) propriamente dita, como vemos na Fig. 2.7.
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Ponta Ponta
® Cantilever (b)

Figura 2.7: Cantilever (a) em forma de haste retangular e (b) em forma triangular. Nas
duas figuras pode-se ver a ponta localizada na extremidade do cantilever.

O cantilever é uma haste (ou suporte) no qual esta fixa a sonda. Os formatos
mais comuns dos cantilevers utilizados em AFM sao o triangular e em forma de haste,
normalmente retangular (Fig. 2.7). Existem dois parametros importantes que devem
ser lembrados a respeito de um cantilever. Um é a sua constante de mola e o outro é

a sua frequéncia de ressonancia.

T

M

(2) (b)

Figura 2.8: Deflexao do cantilever devido as forgas de interagao sonda-amostra. (a) Atracao
a distancia entre a sonda e a amostra. (b) Repulsao devido ao contato entre a ponta e a
amostra.

A Fig.2.8 ilustra a deflexao de um cantilever quando sujeito a uma forga externa.
Esta pode ser atrativa ou repulsiva, dependendo da distancia que a sonda encontra-se

da amostra e tem sua intensidade dada pela lei de Hooke:

F = kuz, (2.1)

onde x é a deflexao do cantilever e k£ é sua constante de mola. De maneira geral, ao

fabricar-se um cantilever de grande sensibilidade para uso em AFM, é preciso que este
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seja capaz de sofrer grandes deflexdes para pequenas forcas aplicadas. Isso quer dizer
que a "mola” deve ser tao macia quanto possivel, ou seja, sua constante k precisa ser a
menor possivel. Contudo, a sonda também deve ter uma certa imunidade a frequéncias
de ressonancia mecanicas (vibragoes de baixa frequéncia como o som ambiente), logo,
ela dever ter uma frequéncia de ressonancia propria alta. Ora, da mecanica classica

sabemos que a frequéncia de ressonancia de uma mola é dada por:

w = (%)2. (2.2)

Isto quer dizer que para um k relativamente pequeno, s6 conseguimos uma fre-
quéncia de ressonancia alta se a massa m do cantilever for bem pequena. Por isso, os
cantilevers s6 podem ser produzidos com técnicas de microfabricacao. Normalmente
cantilevers sao feitos de oxido de silicio, silicio puro ou nitreto de silicio (Si3Ny).

Qual cantilever usar numa medida depende da amostra a ser analisada e do que se
quer medir. Por exemplo, para amostras biologicas moles (como células), cantilevers
mais flexiveis sao ideais, uma vez que eles podem flexionar-se sem deformar a superficie
da amostra. Para amostras mais duras (concha de mexilhao, por exemplo), pode-
se usar cantilevers com constantes k maiores. Existem também cantilevers especiais
para medidas de mapeamento de cargas elétricas sobre a amostra ou caracterizagao de
dominio magnéticos. Nestes casos, as técnicas SPM utilizadas seriam EFM (Electric
Force Microscope) e MFM (Magnetic Force Microscope) respectivamente, ao invés de
AFM.

Além do cantilever, a outra parte que compde a sonda é a ponta. Ela é o que
efetivamente interage com a amostra. Dela, aponta-se duas caracteristicas principais:
o seu formato e seu raio. A ponta da sonda AFM esta localizada na extremidade do
cantilever, como visto anteriormente na Fig. 2.7. O formato da ponta é importante
porque as imagens AFM sao resultados da combinacao da topografia da amostra e do
perfil da ponta (este processo é conhecido como convolugao). Por exemplo, imaginemos
uma amostra como a ilustrada na Fig. 2.9 (a). Suponhamos que primeiramente es-

caneamos esta amostra com a sonda A, cujo o perfil é mostrado na mesma figura. A
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imagem resultante pode ser vista na Fig. 2.9(b). Ja se utilizarmos a sonda B, cujo

perfil é visto na Fig. 2.9(c), a imagem obtida é aquela vista na Fig. 2.9(d).

. Dire¢do de varredura
t o

VAR VAR VARG

Superficie Imagem

(a) (b)

\__Diregio de varredura J—U—U—L

Superficie
(c) (d) Imagem

Figura 2.9: (a) Perfil caracterizado com uma ponta de baixo aspect ratio. (b) A imagem
resultante do processo de varredura em (a) pouco tem a ver com a estrutura real. (c) O
mesmo perfil agora é caracterizado com uma sonda de alto aspect ratio. (d) Isso resulta numa
aproximacao maior com o perfil real da amostra.

O perfil da sonda AFM é caracterizado por uma grandeza chamada aspect ratio
que é determinada pela razao entre a dimensao perpendicular ao eixo da ponta e a

dimensao de sua base (veja Fig. 2.10).

Figura 2.10: A razao entre a altura (y) e a largura da ponta (z) determinam o aspect raio
da sonda. AFM. Esta medida nos diz quao comprida é a ponta em relagao a sua base.

Do exposto no paragrafo anterior, fica claro que pontas com grande aspect ratio
sao capazes de reproduzir com mais fidelidade a topografia real da amostra. Como

exemplo podemos citar dois tipos de sondas disponiveis comercialmente:

DNP-S (Veeco Probes): esta ¢ uma das sondas mais comuns em AFM. Feita de

nitreto de silicio (SigNy), possui formato piramidal com base quadrada com lado de
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aproximadamente 4um. Sua altura pode variar entre 2.5-3.5um, o que nos deixa com

um aspect ratio da ordem de 1:1. O raio da ponta é de 10nm (Fig 2.11(a)).

TESPA-HAR(Veeco Probes): possui formato piramidal com base triangular de
lado com aproximadamente 5u. Sua altura pode variar entre 10-15u, o que nos deixa

com um aspect ratio da ordem de 3:1. O raio da ponta é menor que 10nm (Fig. 2.11(b)).

|

(a) (b)

Figura 2.11: (a) Exemplo de sonda de baixo aspect ratio DNP-S (Veeco Probes). (b) Sonda
de alto aspect ratio TESPA-HAR (Veeco Probes).

Quando queremos realizar imagens de sistemas com estruturas muito pequenas que
vao abaixo da escala micrométrica, como por exemplo proteinas, o raio da ponta é uma
variavel a ser levada em conta. A Fig. 2.12 ilustra a situacao de duas sondas com raios
da ponta diferentes. A situacao é semelhante aquela descrita acima, quando discutimos
o aspect ratio da ponta. Portanto, aspect ratio e raio sao caracteristicas fundamentais

na escolha da sonda apropriada a cada medida.

Figura 2.12: Diferenca entre a imagem obtida (linha pontilhada) de pequenos perfis de uma
amostra quando caracterizados com sondas de raios de curvatura da ponta diferentes. (a)
Pequeno raio de curvatura da ponta. (b) Sonda de raio de curvatura da ponta maior.
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2.2.3 O Sistema de Realimentacao (feedback).

Além de controlar com precisao o movimento da sonda nos eixos z-y, o SPM deve
ser capaz de controlar com grande acuricia a interacao entre a sonda e amostra. Por
interacao entendemos a distancia entre a sonda e amostra, consequentemente a forca

dividida entre elas.

Olhando para a histéria do desenvolvimento do sistema de controle do AFM, pre-
cisamos nos lembrar do primeiro SPM: o STM. O STM utiliza uma corrente de tunela-
mento para monitorar a separagao sonda-amostra (z). Usualmente numa medida tipica
com o STM, tal separacao é mantida na ordem de 10A durante a varredura, logo qual-
quer pequena variacao de altura na superficie da amostra é suficiente para gerar uma
resposta de corrente consideravel. Isto se deve ao fato de esta corrente obedecer uma
relagdo exponencial com z, como foi descrito no capitulo anterior |[(Eq. (1.18)]. Em
SPM, o STM é a técnica mais sensivel, sendo a tnica a obter de fato resolucao em

escalas atomicas (ver Fig. 1.7).

Como resposta a dificuldade do STM de requerer amostras condutoras, o AFM
foi desenvolvido para permitir que materiais nao condutores fossem observados com
um SPM. O sistema de controle do primeiro AFM utilizava um STM para monitorar
o deslocamento da sonda AFM quando varrida sobre a amostra (Fig. 2.13). Neste
esquema, o STM era posicionado exatamente sobre a sonda AFM, que neste caso
recebia uma cobertura condutora para possibilitar o fluxo da corrente de tunelamento.
Assim, o deslocamento na direcao z do cantilever fazia variar a corrente de tunelamento,
fornecendo a informacao requerida para gerar a imagem e controlar a interagao sonda-
amostra. A principal desvantagem deste método era a dificuldade para alinhar a sonda

STM exatamente sobre a sonda AFM.

Antes do STM e do AFM, alguns profilometros ja haviam utilizado sistemas de
deteccao 6ticos como sensores do movimento vertical das suas sondas. Estes mecanis-
mos consistiam de um aparato no qual um feixe de laser era primeiramente apontado

na direcao da extremidade da sonda, e entao refletido em direcao a um fotodetector.
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Sonda STM

Corrente de

Tunelamento

Superficie

Figura 2.13: Esquema do sistema de realimentacao do primeiro AFM. As duas técnicas
funcionavam simultaneamente, o que experimentalmente trazia algumas dificuldades, entre
elas, a de alinhamento entre a sonda AFM e a STM.

Desta maneira, atingia-se grande sensibilidade até para os mais sutis movimentos da
sonda. Como mostrou-se verdadeiro depois, este sistema parecia ser a resposta para as

dificuldades de controle do AFM.

O fotodetector utilizado atualmente possui quatro segmentos: 1, 2, 3 e 4, como
indicado na Fig. 2.14(a). O sistema reconhece os quatro segmentos como dois grupos,
dependendo da informacao a ser colhida. Quando o laser se desloca sobre o fotode-
tector, a diferenca de tensao gerada entre os campos A e B, onde A corresponde aos
seguimentos 1-2 e B 3-4, informa a deflexao vertical do cantilever (Fig. 2.14(b)). Ja a
diferenca de tensao entre os campos C e D, onde C corresponde aos segmentos 1-3 e D
2-4, registra a torgao horizontal do cantilever (Fig.2.14(c)). No primeiro caso, obtem-se
informacao de altura das estruturas sobre a amostra. Enquanto no segundo, pode-se
estudar a forca lateral a que estd submetido o cantilever, possibilitando o estudo de

fenomenos de friccao na superficie analisada.

Ainda na Fig. 2.14, os passos de 1 a 5 mostram como o sistema de feedback controla
o scanner. Digamos que, previamente, tenhamos programado o AFM para trabalhar
com um valor constante de forca. Isto é, a maneira que o sistema mede a forca exercida

pela amostra sobre o cantilever, e vice-versa, é através da deflexao do mesmo e da
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Feixe de laser

i L]
B\/

Fotodetector

(1

Scanner

Figura 2.14: (a) Seguimentos do fotodetector. (b) Campos A e B, cuja diferenca de sinal
fornece informagao do deslocamento do cantilever na direcao vertical z. (c) Campos B e
C, cuja diferenca no sinal fotoelétrico fornece informagao de tor¢ao do cantilever na dire¢ao
horizontal. (1-5) Funcionamento do sistema de feedback para controle do scanner na dire¢ao
2.

consequente mudanca de reflexao do feixe de laser sobre o fotodetector. Por isso,
regulamos a deflexdo do feixe de laser para o centro do fotodetector (1), fazendo com
que a diferenca de sinal A-B entre os campos do sensor seja nula. Iniciada a varredura
(2), uma mudanga na topografia da amostra (no caso uma elevagao) causa a variagao
do angulo de reflexao do laser sobre o fotodetector. Neste momento, a diferenca A-
B deixa de ser nula. O sistema entende que para restabelecer a situacao inicial, a
amostra deve afastar-se da sonda, portanto, deve ser feito pelo scanner um movimento
na dire¢ao negativa de z (3). Continuando a varredura, a sonda agora encontra um
vale e a diferenga de sinal torna-se positiva (4). Entao, o sistema entende que a fim de
anular novamente a diferenca de sinal entre os campos do fotodetector, a amostra deve

ser deslocada para cima (5), restabelecendo a condigao inicial.
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2.2.4 Modos de Operacao do Microscdpio de Forca Atoémica.

A aquisi¢cao de imagens em AFM pode ser feita através de dois modos principais de
varredura: o modo contato e o modo tapping. Estes dois modos trabalham em regioes

diferentes da curva de forca representada no grafico da Fig. 2.2.
e Modo contato.

No modo contato de varredura, a sonda estad permanentemente tocando a amostra,
logo, ela esta sempre experimentando uma forga repulsiva (ver grafico - Fig. 2.2). A
Fig 2.14 ilustra o processo de varredura em modo contato. Veja que a sonda esta,
durante todo o processo, contornando o perfil da superficie. Monitorada pelo sistema
de feedback, a deflexao do cantilever fornece entao a informagao de altura (z) ao sistema.

Muito embora seja possivel ajustar a forca exercida sobre a amostra para o seu
valor minimo, o modo contato é mais indicado para amostras com maior resisténcia
mecanica, uma vez que se empregado em materiais moles, a sonda pode danificar a

superficie da amostra durante a varredura [72].
¢ Modo Tapping.

No modo de varredura Tapping um cristal piezoelétrico faz vibrar o cantilever,
de maneira que a sonda realize o movimento vertical indicado na Fig. 2.15. Uma
vez refletido sobre o cantilever, e deste até o fotodetector, o ponto de laser executara
também um movimento vertical devido a vibracao do cantilever. A amplitude do sinal
elétrico gerado pelo fotodetector é entao proporcional a vibracao da sonda.

Vibrando, a sonda toca a amostra intermitentemente e embora o cristal piezoelétrico
mantenha constante a vibracao aplicada ao cantilever, a amplitude de oscilagao deste
serd afetada pela interacao da sonda com a amostra. A variacdo desta amplitude é
utilizada pelo sistema para gerar a informacdo de altura da amostra (z), ou outras
caracteristicas do material em estudo como elasticidade ou presenca de sitios magnéti-
cos/elétricos (quando utilizadas as técnicas EFM e MFM).

O modo tapping é especialmente aplicdvel no estudo de amostras bioldgicas. Isto

deve-se ao fato de que, ao tocar a sonda apenas algumas vezes durante a varredura,
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Fotodetector
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Figura 2.15: Modo tapping de varredura.

h& uma reducao das forcas de friccao causadas pelo arraste da sonda, como ocorre no

modo contato.

2.2.5 Preparacao de amostras para varredura em AFM.

O microscopio de forca atdmica é um equipamento com aplicacao nas mais diversas
areas cientificas e tecnologicas, envolvendo desde a anéalise de semicondutores a de
compostos organicos. Portanto, dependendo do tipo de amostra que se deseja trabalhar,
em técnica diferente de preparagao deve ser utilizada |73, 74].

Por exemplo, no estudo de amostras semicondutoras, que geralmente sao encon-
tradas na forma de pastilhas, deve-se realizar a clivagem da mesma para deduzir suas
dimensoes a tamanhos compativeis com o porta-amostra do AFM a ser utilizado. Em
seguida, realiza-se a limpeza da superficie de andlise através de jato de nitrogénio e
finalmente fixa-se a amostra através de uma substancia adesiva. Finalmente, o porta-
amostra ja preparado é introduzido no microscopio.

No nosso caso as hemécias sao aplicadas em fina lamina de vidro por extensao para
confeccao de um esfregaco. O objetivo desta técnica é garantir a formacao de uma
unica camada de células para que a sonda perceba uma célula por vez. As laminas de
vidro devem ter tamanho adequado para que caibam no porta-amostra do microscopio
que possui 15mm de diametro. No capitulo 3, as metodologias de preparo de eritrocitos

para a analise AFM sao discutidas com maior profundidade.






3

Eritrocitos sob a "o6tica" AFM.

No capitulo anterior foi discutido de maneira geral o processo de analise de superficies
com o microscopio de for¢a atomica, sem que se levasse em conta de que material eram
feitas tais superficies. Uma vez constituidas de material inorgdnico com um arranjo
uniforme de dtomos na sua parte superior (mica por exemplo), a analise AFM destas
amostras torna-se de facil execugao. Ja se estas apresentam uma topografia acidentada,
elas necessitam passar por um processo de preparacao antes de serem levadas ao AFM.

Células vermelhas do sangue ou eritrécitos (como também sao chamadas) passam
a ser o enfoque principal a partir deste ponto. Apesar de nao haver grandes mudancas
na maneira de proceder a realizacao das medidas AFM neste tipo de material, alguns
cuidados devem ser levados em conta durante a preparacao das amostras e varredura,

como serd discutido em seguida.

o1
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3.1 Analise de eritr6citos com AFM - Introducao.

A motivacao inicial do projeto que deu origem a este trabalho estava direcionada
no sentido de aplicar o microscopio de forca atomica ao estudo de células vermelhas.
Primeiramente, decidiu-se testar a viabilidade do AFM em diferenciar grupos sangui-
neos distintos. Isto deveria ser feito com base na andlise topografica das imagens das
membranas celulares, uma vez que a denominacao de grupo sanguineo é funcao da
presenga de antigenos na membrana celular (carboidratos) dos eritrocitos [55]. Dois
grupos sanguineos foram escolhidos para este fim: O+ e AB+. A escolha foi feita com
base na hipétese de que o primeiro nao possui nenhum, enquanto o segundo possui

ambos os antigenos A e B(Fig. 3.1).

Grupo O+  Grupo AB+

© Antigeno A
\/ Antigeno B

Figura 3.1: Tlustracdo da presenca de antigenos na membrana de eritrocitos.

Paralelamente, aplicou-se a técnica na caracterizagao dos eritrécitos de individuos
sadios e portadores de Sindromes Mielodispléasticas (SMD). Estas sindromes, sao re-
sultado de uma sequéncia de lesoes genomicas nas células progenitoras hematopoéticas
com consequente insuficiéncia medular por hematopoese ineficaz e potencial para pro-
gressao a leucemia aguda. Os pacientes apresentam reducao em numero de células e
de sua capacidade funcional, com consequente aprisionamento esplénico precoce, re-
duzindo o tempo de vida em circulagcao. Na imagem da Fig. 3.2 vemos o aspecto de
um eritrocito observado com o AFM.

Desenvolvendo a pesquisa nestas direcoes, fomos levados aos resultados mostrados
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Figura 3.2: Imagem tridimensional de uma hemécia vista com o AFM.

neste capitulo. Todas as amostras utilizadas neste trabalho provieram de doadores
aptos recrutados no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard - HEMOCE, ou de
pacientes tratados naquela instituicao. Em todos os casos, o sangue foi acondicionado
em tubos de ensaio contendo anticoagulante EDTA (4cido etilenodiaminotetraacético)

e utilizado para andlise no mesmo dia da coleta.

3.2 Diferenciacao de Grupos sanguineos por meio de

analise AFM.

Observando atentamente a imagem AFM de um eritrocito (Fig. 3.2) é possivel perce-
ber que a membrana celular apresenta certa rugosidade. Um zoom sobre a membrana

revela este fato com maior clareza (Fig. 3.3).
Motivados por estas imagens e pelo fato de a maior expressao da diferenca dos
grupos sanguineos estar evidente na membrana eritrocitaria, como ja foi comentado,

passamos entao a analisar a rugosidade da membrana eritrocitaria com AFM.
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L

Figura 3.3: Vista superior da membrana de uma heméacia com o AFM (area 4.85 x 4.85um)
e zoom sobre a membrana (drea 1 x 1um).

3.2.1 Materiais e métodos.

O método seguido consistiu nos seguintes passos:

1. Uma pequena gota de sangue total foi depositada sobre uma laminula circular de

vidro com um tubo capilar (sem anticoagulante) (Fig. 3.4(a) e (b));
2. Logo apos, foi feito o esfregaco com um extensor (Fig. 3.4(c));

3. Esperou-se 15 min até que a laminula secasse ao ar antes de ser levada ao AFM

(Fig. 3.4(2)).

No AFM, o material utilizado, bem como os parametros relevantes selecionados na

aquisicao das imagens foram:

Modo de varredura: contato.

Sonda utilizada: OTR-8 (Veeco Probes);
Constante de mola: 0,57 N/m;

Raio da ponta: 15nm;

Area de varredura: 1um?;
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Figura 3.4: Preparacao da amostra para anéalise AFM. (a) Coleta com capilar; (b) Deposigao
da gota sobre a laminula; (¢) Esfregaco com extensor; (d) Secagem da amostra.

Nimero de linhas por imagem: 512;
Velocidade de varredura: 2um/s;

Scanner: tipo ” E”10u de amplitude lateral.
Temperatura ambiente: 22°C;

Umidade relativa do ar: 40%.

Apesar de utilizarmos o modo contato de varredura, que como comentado anterior-
mente poderia danificar a amostra, a forca aplicada sobre a célula foi regulada por meio
do setpoint (valor de tensdo introduzido no comando do microscopio, correspondente

a forga aplicada sobre a amostra) de maneira que nenhum dano a célula era visivel nas
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imagens. Além disso, repetidas imagens da mesma, célula foram feitas utilizando estes
parametros. Outro fator que contribuiu para a escolha foi o fato de que, a rugosidade
da membrana pareceu mais aparente em imagens realizadas no modo contato, do que

aquelas feitas no modo tapping.

Para cada célula analisada foi feita uma imagem geral da membrana a fim de de-
terminar uma regiao onde a rugosidade parecesse aproximadamente uniforme, como
ilustrado na Fig. 3.5. Escolhida a regiao, padronizou-se uma &area de varredura de
1pum?. Feita a aquisicio das imagens, utilizou-se uma funcao software do proprio mi-
croscopio denominada Analyze/ Roughness. Nela, extraimos a informagao de rugosidade

das imagens colecionadas.

Roughness Analysis

Image Statistics

Img. Z range 7.237 nm
Img. Rms (Ra) 0.895 nm
Img. Ra 0.715 nm

Box Statistics

Z range
Rms (Rgl
Mean roughness (Ra)

0.50 0.75 1.00 um

Figura 3.5: Analise de rugosidade.
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3.2.2 Resultados.

Os valores das rugosidades encontrados estao listados na tabela 3.1. A escolha
dos tipos sanguineos para o estudo, apesar de apropriada, trouxe uma dificuldade
relacionada a raridade do grupo AB, o que dificultou o aumento do ntimero de amostras

para a melhoria da confiabilidade dos testes estatisticos aplicados.

Tabela 3.1: Rugosidade de uma area de 1um? sobre a superficie de eritrocitos dos grupos

AB+ e O+.
Rugosidade Média(nm)
Amostra AB+ O+
1 0.629 0.654
2 0.714 0.541
3 0.942 0.617
4 0.611 0.63
5 0.719 0.67
6 0.9 0.667
7 0.971 0.964
Média 0.783714286 0.677571429

A média da rugosidade foi diferente para os dois grupos, sugerindo que a presenca
de antigenos (A e B) ou a falta deles, influencia na topografia da membrana celular.
Ambos os conjuntos de dados para as duas amostras mostraram distribui¢ao normal,
logo o test t, para dois grupos nao relacionados, nos afirma que eles sao diferentes ao
nivel de significancia de 5%, como visto no grafico da Fig. 3.6 (o asterisco indica que
os grupos diferem significativemente a 5%). No entanto, o nimero de amostras deve

ser aumentado para a comprovacao desta analise preliminar.
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Figura 3.6: Diferenca de rugosidade entre os dois grupos.

3.3 Analise topografica da membrana de hemacias via

AFM - eritrocitos sadios versus SMD.

Além da rugosidade superficial descrita na secao anterior, observou-se também sobre
a membrana celular estruturas parecidas com "buracos", como ilustrado na Fig. 3.7.

Tais estruturas foram encontradas tanto sobre a membrana dos eritrécitos de indi-
viduos sadios, quanto sobre a membrana daqueles com SMD. A seguir, descreve-se o

método utilizado em tal anédlise e os resultados encontrados.

3.3.1 Materiais e métodos.

O método utilizado neste procedimento segue a mesma linha daquele empregado na
anélise de rugosidade. Portanto, a preparacao da laminula foi feita exatamente como
descrito nos passos 1-3 da secao 3.2.1. Tanto os doadores sadios, quanto os pacientes
pertenciam ao grupo sanguineo O-+. Esta escolha foi feita para evitar a inclusao de
nova variavel na anélise.

No que concerne ao AFM, foram utilizados os mesmos materiais ja descritos no

item 3.2.1.

Nao foi possivel estimar o nimero necessario de amostras para analise, por nao



3.3. Analise topografica da membrana de heméacias via AFM - eritrocitos sadios

1.00 20.0 nm Height

0.75 10.0 nm

0.0 nm

0.25 Digital Instruments NanoScope
Scan size 1.000 pm
Scan rate 1.969 Hz
Number of samples 512
Image Data Height
Data scale 20.00 nm

0

0 0.25 0.50 0.75 1.00
pm

Figura 3.7: "Buracos"encontrados sobre a membrana celular.

haver estudo anterior semelhante em tal assunto. Por isso, escolhemos arbitrariamente

0s seguintes niimeros:
e Individuos sadios.
10 buracos em 10 células, com cada célula de um doador distinto.
e Individuos portadores de SMD.

10 buracos em 8 células, com cada célula de um paciente distinto.

O estudo dos "buracos” foi baseado na analise do corte transversal das imagens
através da rotina Section Analysis, fungao disponivel no software do microscopio (Fig.
3.8). Nesta figura, a distancia entre os marcadores vermelhos esté indicada na caixa

inferior sob o nome de Vert distance.
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Figura 3.8: Analise da segao transversal da membrana eritrocitaria.

Duas varidveis foram colhidas das imagens:

e P-(Profundidade do buraco): distancia vertical entre a linha média dos pixels da

imagem e a parte mais inferior da depressao (Fig. 3.9(a))

e A-(Abertura): distancia entre os dois pontos interiores a depressao, onde a linha

média dos pixels intercepta a superficie (Fig. 3.9(b)).

| & aAS

(@) (b)

Figura 3.9: (a) Medida de profundidade (vertical) das depressoes na membrana. (b) Medida
do raio de abertura (horizontal) da depresséo.
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3.3.2 Resultados.

Os histogramas apresentados nas Figs. 3.10 e 3.11 mostram o comportamento das
variaveis P e A para os individuos sadios e doentes, com passos de frequéncia de Inm

para P e 5nm para A.
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Figura 3.10: (a) Histograma com a frequéncia dos valores de profundidade (P) para 10
individuos sadios. (b) Histograma com a frequéncia dos valores de profundidade (P) para 8
individuos portadores de SMD.

Foram realizados testes de normalidade para o conjunto de dados de P e A. Con-
tudo, apenas os dados de abertura (A) para doadores apresentou distribuigao normal.
Os testes de normalidade para estas variaveis, com seus respectivos resultados, estao
reunidos na tabela 3.2 a seguir. No anexo B, pode-se encontrar as tabelas de dados
com todas as medidas de P e A.

Desta maneira, nao tendo informacgao sobre a natureza das distribuicoes de da-
dos (além da normalidade para A dos doadores) decidiu-se utilizar o teste estatistico
nao paramétrico Mann-Whitney. O teste Mann-Whitney é usado para testar se duas
amostras independentes foram retiradas de populacoes com médias iguais. Este método
nao exige nenhuma consideragao sobre as distribuicoes populacionais e suas variancias

[73].
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Figura 3.11: (a) Histograma com a frequéncia dos valores do raio de abertura abertura (A)
para 10 individuos sadios. (b) Histograma com a frequéncia do raio de abertura (A) para 8
individuos com SMD.

A hipotese estatistica utilizada foi entao a seguinte: desejava-se saber se as duas
amostras (individuos sadios e com SMD) pertenciam a populagdes com médias de
P iguais (hipotese H,), contra a hipotese de que estes dois grupos diferiam neste

parametro (Hy).

H,: nao hé diferenca entre os grupos;

Hy: ha diferenca.

O mesmo foi feito para a variavel A.

As conclusdes do teste, para o nivel de significancia de 5%, com relagao as variaveis
P e A, estao relacionadas na tabela 3.3.

No que concerne a abertura das depressoes (A), este teste estatistico mostrou que
nao ha diferenga entre os dois grupos. Ja para a variavel profundidade (P), o teste
apontou diferenca entre os grupos estudados. Um exame dos histogramas da Fig. 3.10

releva que as depressoes em questao no grupo com SMD sao mais profundas. FEstes
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Tabela 3.2: Testes de normalidade com resultados aplicados as varidveis P e A.

Teste de Normalidade

Abertura (A) Profundidade (P)

Teste Sadio SMD Sadio SMD
Kolmogorov-Smirnov Nao Nao Sim Nao
Cramér-von Mises Nao Nao Sim Nao
Anderson-Darling Nao Nio Sim Nao
Kuiper Nao Nao Sim Nao
Lilliefors Nao Nao Sim Nao
Shapiro-Wilk Nao Nio Nao Nao

Tabela 3.3: Teste Mann-Whitney para as variaveis P e A entre os grupos: sadios e portadores

de SMD.

Teste Mann-Whitney
Abertura (A) Profundidade (P)
Rejeita-se Hy  Considera-se Hy Rejeita-se Hy Considera-se Hy
X X

resultado sugere a possibilidade de existir uma real diferenca entre a expressao destas
estruturas ("buracos") da membrana de individuos sadios e portadores de SMD.

Este trabalho é pioneiro na aplicagao do AFM no diagnostico da SMD. Os resultados
preliminares, ele foi publicado na revista Microscopy and Microanalysis (Vol.11,
Sup.3, 2005), sob o titulo: FEvaluation of Red Blood Cells of Healthy Subjects and
Patients with Myelodysplastic Syndrome.

3.4 Preparacao de eritrocitos para analise AFM - In-

troducao.

Uma vez investigando a membrana de células vermelhas com o AFM, decidiu-se
verificar de que forma apresentava-se o perfil de regides do esfregaco onde nao haviam
células. O resultado desta busca foi que, parecia haver um filme fino de algum material
sobre o vidro. Como utilizou-se sangue total na preparacao das amostras, acredita-

se que tal filme seja formado pelo plasma sanguineo. Este filme também poderia
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estar sobre as células, logo foi necessaria a implementacao de uma metodologia para a

remocao deste filme (Fig. 3.12).

Soﬁda

Filme
de

' Célula . Plasma

Figura 3.12: Tlustragao hipotética do filme de plasma sobre a hemacia.

Por conta destes resultados, passou-se a investigar na literatura os métodos de
preparacao de eritrocitos para a andalise em microscopia de forga atomica. Dentre os
que foram encontrados, achava-se o utilizado neste trabalho até aqui, o qual nomeamos
Sangue Total |76]. Outras duas maneiras de prepara¢ao, as quais chamou-se de
PBS+ALB (Phosphate buffered saline solution mais albumina)[77| e apenas PBS
[78], foram selecionadas de publicagoes envolvendo hematologia e AFM. Estas con-
sistiam em lavar os eritrocitos em diferentes solucoes antes que fossem submetidos a
varredura no AFM, no caso, solucao salina tamponada contendo albumina e sem al-
bumina, respectivamente. Tais processos de lavagem serao descritos em detalhe mais
adiante. Além deles, testou-se a viabilidade do método de lavagem de eritrocitos em-
pregado em laboratério de hematologia, ou seja, com NaCl 0,9%, o qual chamamos de
NaCl.

O objetivo nesta parte do trabalho foi de verificar a melhor metodologia de preparacao
de eritrocitos para a investigacao em AFM. Os materiais, métodos e as conclusoes sobre

este topico, estao descritos nas proximas segoes.

3.4.1 Materiais e métodos.

Novamente, as amostras utilizadas eram todas do mesmo grupo sanguineo O-.
Apesar de nao ter aparente relevancia nas medidas realizadas nesta fase do trabalho,

decidiu-se novamente por esta escolha a fim de evitar uma possivel introducao de nova
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variavel no processo.
A descricao dos quatro métodos de preparacao seguird a ordem:
I-Sangue total;
I1I-NaCl;
IT1I-PBS+ALB;
IV-PBS.

I.Sangue Total.
A primeira metodologia é a mais simples. Ela corresponde exatamente ao mesmo

processo utilizado nas anélises anteriores de rugosidade e de buracos da membrana.

I.T Primeiro uma pequena gota de sangue total é depositada sobre uma laminula de
vidro circular com 13mm de didmetro (o que corresponde a dimensao do porta-amostra
do microscopio).

L.IT Imediatamente em seguida, foi realizado o esfregaco com um extensor. A es-
pessura do filme de sangue deve ser a mais fina possivel, para garantir que nao havera
superposicao de células sobre o vidro. Apoés o esfregaco, a amostra foi seca ao ar por
15 minutos numa temperatura de aproximadamente 22° centigrados e umidade relativa
de aproximadamente 40% (ver Fig. 3.4).

LIIT Seca, a amostra foi levada ao AFM para a obtencao das imagens.

Para o AFM, podemos dizer que os seguintes parametros foram utilizados:

Sonda utilizada: OTR-8 (Veeco Probes);
Modo de varredura: contato;

Constante de mola: 0,57 N/m;

Raio da ponta: 15nm:;

Nimero de linhas por imagem: 512;
Temperatura ambiente: 22°C;

Umidade relativa do ar: 40%.

Scanner: tipo ”J” 125um de amplitude lateral.
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II.NaCl.

Neste método, os eritrocitos foram lavados cinco vezes em solucao salina de NaCl

0,9% da seguinte maneira:

IL.T - Cinco mililitros de sangue total foram centrifugados a 3000g por 5min numa

centrifuga Hettich, modelo EBAS, a temperatura ambiente;

I1.IT - Entao, apos descartar o sobrenadante, os eritrocitos foram submetidos a cinco
lavagens em NaCl 0, 9%, centrifugados novamente a 3000g, & temperatura ambiente. A
cada intervalo de cinco minutos, o sobrenadante era descartado e substituido por nova
solucao.

ILIIT - Apos a lavagem, o concentrado de heméacias foi diluido até a concentracao

de 2% com mesma solu¢ao salina.

IL.TV - Uma pequena gota da solucao final foi depositada sobre uma laminula de
vidro. A gota foi levemente espalhada com o préprio capilar utilizado na deposi¢ao.
Nao foi feito o esfregaco padrao com o extensor pois, a concentracio de 2% da solucao

de hemécias ja garantia um filme fino de células sobre a laminula.
I1.V - O tempo de secagem foi o mesmo que o anterior, cerca de 15 minutos, nas
mesmas condicoes de temperatura e umidade.

II.VI - Finalmente, a amostra foi levada ao AFM para anélise. Neste, foram em-

pregados os mesmos parametro ja descritos no item L.III.

III.PBS+ALB.

ITL.T - Para este protocolo de preparacao, o processo foi exatamente igual ao descrito
no item II. A tnica variante foi a solucao com a qual foram lavados os eritrocitos.
Desta vez utilizou-se PBS (145mM NaCl e 5mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4) contendo

albumina 6%, tanto na etapa de lavagem, como na de diluicao.

ITT.IT - Apoés a lavagem, foram seguidos os mesmos passos IV a VI do método

anterior.
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IV.PSB.

O ultimo método também seguiu o processo executado no item II, mudando no-
vamente a solucao com a qual as células foram lavadas. De maneira mais simples, foi
utilizado apenas PSB (145mM NaCl e 5mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4) para lavar o

eritrocitos.

Os resultados deste experimento estao descritos na proxima sec¢ao.

3.4.2 Resultados Método I - Sangue total.

A imagem AFM do sangue total pode ser vista na Fig. 3.13(a). Como era esperado,
a forma circular e biconcava das hemaécias foi preservada apesar do processo de secagem.
Isto pode ser verificado através da andlise de se¢ao reta da imagem (Section Analysis),
vista na Fig. 3.13(b). Novamente, os buracos sao avistados sobre a membrana celular

(Fig. 3.13(c)), e sobre o vidro (Fig.3.13(d)).

3.4.3 Resultados Método 1II - NaCl.

Para a segunda metodologia observamos que a forma das células foi afetada (Fig.
3.14(a)). Este fenomeno talvez ocorrido durante o processo de secagem da gota ao
ar. Provavelmente a dgua ao redor das células evaporou mais rapidamente, permitindo
uma elevacao da concentracao de sais no meio exterior a célula. Devido ao gradiente
osmotico, a heméacia perde solvente, ganhando a forma margeada por espiculos vista
na figura. Ja na Fig. 3.14(b) vemos uma regido sobre o vidro. E possivel identificar
pequenos cristais, possivelmente formados também apds o processo de secagem. Essas
pequenas particulas foram encontradas nao apenas espalhadas sobre a laminula de

vidro, mas também agregadas a superficie celular, como mostrado na Fig. 3.14(c).
Comparando as imagens 3.16(d) e 3.17(d), correspondentes a superficie da célula,

fica claro que o processo de lavagem eliminou os ”buracos” observados com o primeiro

método (Sangue total).
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Figura 3.13: Imagens AFM de células vermelhas numa amostra de sangue total (Area de
varredura-50.2 x 50.2um.) (b). Segdo transversal da imagem precedente. (c) Um zoom sobre
a membrana da célula (Area de varredura-2.5 x 2.5um.) (d) Superficie do vidro (Area de
varredura-2.5 x 2.5um.)

3.4.4 Resultados Método 111 - PBS+ALB.

Este método de preparo também preservou a forma circular e a biconcavidade das
células, exatamente como o fez o método I, o que pode ser visto nas Figs. 3.13(a)
e (b). A explicacdo para este efeito permanece desconhecida. Talvez a presenca da
albumina na solucao tenha contribuido para isso. Diversas particulas se depositaram
sobre a membrana plasmética, como observado através da Fig. 3.15(c). Essas particulas
também foram encontradas sobre o vidro (Fig. 3.15(d)), possivelmente resultado da
cristalizacao dos componentes da solugao apds o processo de secagem, como ocorreu

posteriormente para o método II (NaCl).
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Figura 3.14: (a) Imagens AFM de células vermelhas lavadas em NaCl (Area de varredura
- 50.2 x 50.2um). (b) Imagem feita sobre uma regido do vidro, onde podemos ver pequenos
cristais de sal (Area da imagem - 5 x 5um). (c) Cristais encontrados sobre a superficie das
células (Area da imagem - 5 x 5um.) (d) Superficie celular livre do filme de plasma (Area da
imagem - 1 x 1um). (e) Reconstitui¢ao tridimensional da imagem anterior.

3.4.5 Resultados Método 1V - PBS.

E possivel ver na imagem AFM da Fig. 3.16(a) que a forma das hemécias foi no-
vamente afetada, exatamente como ocorrido para o método IT(NaCl). Todavia, nao
encontramos particulas sobre a superficie das células (Fig 3.16 (b)) como com o uso
dos métodos II(NaCl) e III(PBS+ALB). A imagem do detalhe da superficie de uma
regido plana sobre a célula revela a rugosidade da membrana (Fig 3.16 (c)). Provavel-
mente, esta é uma imagem do glicocalice, que é a parte mais externa da membrana
citoplasméatica. Sobre o vidro, foram encontrados estrutura ramificadas, possivelmente
relacionadas & organizacao cristalina do soluto da solugao de PBS (Fig 3.16 (d)).

Com base nestas observacgoes, é razoavel afirmar que o processo de lavagem dos

eritrocitos é suficiente para retirar a cobertura do filme de plasma, observado quando
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Figura 3.15: (a) Imagens AFM de células vermelhas lavadas em solu¢ao tampao de PBS
contendo albumina 6% (Area de varredura - 50.2 x 50.2um). (b) A forma circular e biconcava
foi preservada. (c) Particulas sobre a membrana celular (Area de varredura - 5 x 5um). (d)
Particulas sobre o vidro (Area de varredura - 5 x 5um).

se realiza o esfregaco com sangue total. Contudo, estes protocolos podem inserir alguns
artefatos nas imagens, como: crenagem das células (NaCL e PBS) e deposicao de
particulas sobre a membrana (NaCl e PBS+ALB). No entanto, o tltimo processo
(PBS) mostrou-se o mais satisfatorio no que diz respeito a exposi¢do da membrana

plasmatica a investigacao AFM. Estes resultados estao reunidos na tabela 3.4.
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Figura 3.16: (a) Imagens AFM de células vermelhas lavadas em solug¢ao tampao de PBS
(Area da imagem - 50.2 x 50.2um). A forma das células foi novamente afetada. (b) Contudo,
sobre a membrana ndo houve deposicdo de cristais (Area da imagem - 5 x 5um). (c) Rugosi-
dade caracteristica da membrana celular (Area da imagem - 1 x 1um). (e) Reconstituicio

tridimensional da imagem anterior.

Tabela 3.4: Vantagens e desvantagens dos métodos de preparagao de eritrocitos o AFM.

Preparacio de hemacias para AFM.

Método Vantagens
Sangue total Forma das células
preservada.
NaCl Remocao do filme
de plasma.
PBS+ALB Forma das células
preservada.
PBS Melhor remogao do

filme de plasma.

Desvantagens
Artefatos: buracos.

Alteragado da forma
das células +
precipitagdo de sais.
Deposigao de
cristais sobre a
célula.

Forma das células
alterada.







4

Analise volumétrica de eritroécitos com

o AFM.

Neste capitulo, a andlise volumétrica das imagens AFM de eritrécitos é discutida.
Para tanto, utilizou-se uma ferramenta disponivel no proprio software do microscopio,
a ferramenta Particle Analysis. Desta maneira, cada eritrécito foi tratado separada-
mente e suas dimensoes foram analisadas para a obtencao de um indice volumétrico o
qual denominamos VPM(AFM) ou volume particular médio obtido com o AFM. Este
parametro foi entao comparado com o indice hematimétrico que consta no hemograma,

exame comumente realizado em laboratoério de hematologia, o volume corpuscular mé-

dio (VCM).

73
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4.1 O VCM - Volume corpuscular médio.

A anélise dos globulos vermelhos do sangue periférico é realizada pelo laboratorio
clinico em uma forma padronizada denominada hemograma completo. Este exame
avalia quantitativamente e qualitativamente as células do sangue que sao: células ver-
melhas (ou eritrocitos), células brancas (ou leucécitos) e plaquetas (ou trombocitos),

respectivamente |55].

Tabela 4.1: Formas anormais de eritrocitos e suas ocorréncias [Retirado de M. C. Zago, R.

P. Falcao, R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Pratica Ed. Atheneu p.79 (2001)].

Eritrocitos de formato Anormal

Denominaciao Ocorréncia

Micrdcitos hipocromicos Eritrocitos de formato arredondado

Anemias ferroprivas, talassemias, sangue em criangas

Micrdcitos hipercromicos (esferdcitos) Anemias hemoliticas esferociticas congénitas e imunes
Macrocitos policromaticos Reticulocitose, eritropoese hiperplastica ou displastica
Macroécitos hipercromicos Anti-retrovirais, hepatopatias, Anemias megaloblasticas
Estomatocitos Poiquildcitos

Estomacitose hereditaria, alcool, anemias hemoliticas, artefato
Hemacia em alvo Talassemias maior e menor
Hemoglobinopatias S, C, E

Pos-esplenectomia, hematopatias

Ovaldcitos Sangue normal, ovalocitose congénita, anemia ferropriva, megaloblastica
Eliptocitos Eliptocitose hereditaria, mielodisplasias, anemia ferropriva, talassemias
Hemacias piriformes, em lagrima, dacriocitos Talassemias, mielofibrose, megaloblastica, anemias mielotisicas, mielodisplasias
Hemacias falciformes (deprandcitos) Anemia falciforme

Contendo Cristais Hemoglobinopatia C

Hemacias espiculadas, acantocitos (spurr cells) | Pos-esplenectomia, hematopatia, congénito, insuficiéncia renal

O hemograma completo contém o eritrograma, o leucograma, a contagem de pla-
quetas e uma descricao da observacao da lamina ou esfregaco sanguineo. Assim, ele é
determinado por um processo com duas fases, uma manual e outra automatizada. No
primeiro momento, uma pequena quantidade do sangue total é utilizada pelo analisador
automéatico que conta o nimero de plaquetas, hemacias e leucocitos, faz a estimativa
de volume dos eritrocitos e da quantidade de hemoglobina presente na amostra. Num

segundo momento realiza-se o esfregago padrao com uma pequena gota do sangue total
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sobre uma laminula de vidro. Esta é entao corada com Leishman ou Giemsa e levada
ao microscopio Otico para a analise com objetiva cujo aumento é de 100X. O profis-
sional de laboratoério entao avalia alteracoes morfologicas tais como: forma e tamanho
das hemécias. O ntumero de plaquetas e de globulos brancos também é estimado.
Quando observados ao microscopio otico, os globulos vermelhos recebem diversas
denominacoes de acordo com a sua aparéncia, como vemos nas Figs. 4.1 e 4.2. Desta
analise morfologica, colhem-se informacoes que contribuem para o diagnoéstico de al-
gumas patologias, como: anemia falciforme (Fig. 4.2(a)), anemias ferroprivas (Fig.
4.1(b)) e anemias hemoliticas (Fig. 4.2(e)). A Tabela 4.1 relaciona as formas anormais

de eritrocitos com suas respectivas ocorréncias.

Tabela 4.2: Parametros fornecidos pelo hemograma (Retirado de M. C. Zago, R. P. Falcao,
R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Pratica Ed. Atheneu p.83 (2001)).

Hemograma Completo com Valores de Referéncia para Adultos

Medidas ou contagem Valores normais
Globulos Vermelhos Masculino Feminino Unidades
Eritrocitos 4,2-6,3 3,8-5,5 Milhdes/ul
Hemoglobina 14-18 12-16 2/100ml
Hematocrito 40-52 37-47 %

Indices hematimétricos
(para ambos os sexos)

VCM 80-102 fl
HbCM 27-32 pg
CHbCM 30-35 g/dl
Globulos brancos ou Leucécitos Relativa Absoluta
(para ambos os sexos)
Contagem Global 4.000-11.000/ pl
Neutrofilos 40-75% 2.000-7.500/ pl
Mielocitos 0%
Metamielécitos 0-1%
Bastonetes 0-10%
Segmentados 35-72%
Eosindfilos 1-6% 40-400/ pl
Basofilos 0-1% 0-100/ml
Linfocitos 20-45% 1.200-3.500/ pl
Monocitos 2-10% 100-800/ pul
Plasmocitos 0-1% 0-100/ pl
Plaquetas 125.000-450.000/ pl

Os parametros fornecidos pelo hemograma estao listados na Tabela 4.2. Dentre eles,

deseja-se destacar o indice hematimétrico VCM (volume corpuscular médio), impor-
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A B
D
oh!:

C D
|

E F
|

.

G H

Figura 4.1: (a) Normais, (b) heméacias microciticas, (c) macrocitose e pleocarioticos, (d)
macrocitose, (e) eliptocitose, (f) estomatocitos, (g) acantocitos (spurr cells), (h) esquistocitos
[Retirado de M. C. Zago, R. P. Falcao, R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Pratica
Ed. Atheneu p.80 (2001)].

tante parametro na classificacdo das anemias. Neste capitulo, utiliza-se o AFM para
estimar o indice VCM através do céalculo do volume de cada eritrocito separadamente.
Segundo a tabela 4.2 o indice VCM considerado normal est& entre o intervalo de 76-
96 fl. Hemacias com volume abaixo de 76 fl sdo consideradas microciticas, enquanto

aquelas com volume superior a 96fl sao consideradas macrociticas. Assim, define-se:

e Microcitose: VCM abaixo do limite inferior de 76fl.

e Macrocitose: VCM acima do limite superior de 96fl.
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Figura 4.2: (a) Hemacias falciformes, (b) heméacias em alvo, (c¢) hemécias piriformes, (d)
hemécias semilunares ou em capacete, (e) esferdcitos, (f) hemécias crenadas (Retirado de M.
C. Zago, R. P. Falcao, R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Pratica Ed. Atheneu
p.82 (2001)).

O objetivo nesta etapa do trabalho é verificar a versatilidade do AFM em determinar
o volume das células vermelhas. Para isso, compara-se o valor do VCM fornecido pelo

contador automatico de células, com aquele fornecido pelas imagens AFM.

4.2 Determinacao do volume de particulas com o AFM.

Antes de continuar no estudo do VCM através das imagens AFM, cabe discorrer um
pouco a respeito de como é medido o volume de uma particula com o software utilizado

[Nanoscope (R)III-Digital Instruments, Version 5.12r5(2003)]. Neste estudo a medida
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é realizada através de uma rotina de anélise denominada Particle Analisys.

O parametro utilizado pela rotina Particle Analisys para definir uma particula
sobre uma superficie é a altura (medida em 7z) dos pixels da imagem. Logo, particula,
neste contexto, é um grupo de pixels reunidos em regioes acima ou abaixo de um certo
plano. Chama-se esse plano de referéncia de Threshold. A Fig. 4.3 ilustra como pode
ser isolada uma particula numa imagem AFM 3D de acordo com a altura dos pixels.
Esta ferramenta é desenhada para trabalhar com particulas bem isoladas, que podem
ser analisadas separadamente ou em quantidade. No nosso caso, utilizou-se os dados

fornecidos para cada particula individualmente.

Particulas isoladas

K

N eshold

\_/

| ]

L 8 Plano da amostra

Figura 4.3: Particulas isoladas pelo plano Threshold de acordo com a altura dos pixels da
imagem.

Como pode ser visto na Fig. 4.4, o software fornece duas informacdes relevantes

sobre as particulas analisadas:

e Mean Area-MA;

e Mean Hight-MH.

Dispondo destas duas informacoes, considerou-se a maneira mais simples de estimar
o volume dos eritrocitos. Para cada particula (hemécia), multiplicou-se a altura média
dos pixels correspondentes aquela particula pela drea média ocupada pelos mesmos

pixels, a fim de obter o volume da figura 3D (Fig. 4.5).
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0 Diameter [pm] ‘ 10

195 He'ight [rm] ‘ 757

Count 1
Density 0.0001 /pm?

Mean Minimum Maximum Sigma
Height 625.06 nm 625.06 nm £625.06 nm 0 nm
Area 55.809 pm? 55.809 pm? 55.809 pm® 0 nm’
Diameter 8.430 pm 8.430 pum 8.430 pm 0 nm
Length 8.789 pm 2.789 pum B.789 pm 0 nm
wWidth 8.042 pm 8.042 pum 8.042 pm 0 nm

Figura 4.4: Particle Analisys. Os parametros métricos de cada particula foram coletados
individualmente (hemécia marcada em vermelho). No quadro inferior, pode-se ver os valores
de altura (Hight) e area (Area) dos pixels selecionados.

Considerando que o volume calculado por meio do AFM nao é igual ao volume
determinado pelos analisadores no laboratério clinico, é preciso definir dois tipos de

volumes neste trabalho. Eles sdo:

e VCM - Volume corpuscular médio: definido como o volume eritrocitario obtido
por meio do hemograma realizado pelo contador automatico de células no labo-

ratoério clinico.

e VPM(AFM) - Volume Particular Médio (AFM): definido como o volume celular

encontrado através da analise das imagens AFM.

E interessante frisar que o VPM(AFM) é o volume médio, obtido com os valores de

volume calculados através das imagens AFM de cada particula. O volume individual
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das particula sera denominado VP(AFM) ou volume particular AFM, dado por:

VP(AFM) = MA.MH, (4.1)

o qual ainda nao é igual ao VPM(AFM). Este sera determinado pelo valor médio dos

volumes VP(AFM)de cada eritrocito.

Figura 4.5: Dimensdes consideradas no célculo do volume dos eritrocitos com o AFM: MH
(Mean Hight) e MA (Mean area).

4.3 Materiais e métodos.
Para determinar o volume dos globulos vermelhos seguiu-se os passos:

1. Preparacao da amostra;
2. Anélise no microscopio de forca atomica;

3. Analise das imagens com o software especializado.

4.3.1 Preparagao da Amostra.

Neste experimento, a maneira mais simples de preparar as células para a anélise
AFM e que introduz o minimo de artefatos é a que utiliza o sangue total e o esfre-
gaco padrao. Apesar de o filme de plasma cobrir todos os eritrécitos, como foi visto
anteriormente, aqui nao nos interessa acessar a membrana e suas estruturas, mas sim,
apenas colher informagoes métricas da célula como altura e rea transversal. Portanto,
na preparacao da amostra, segui-se exatamente os passos mencionados anteriormente

no capitulo 3, se¢do 3.2.1 e 3.4.1-1 (Sangue total).
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4.3.2 Analise no Microscépio de Forca Atomica.

No AFM, o material e parametros utilizados para o experimento foram:

Sonda: OTR-8 (Veeco Probes);

Modo de varredura: contato;

Constate de mola: 0,57 N/m;

Raio da ponta: 15nm;

Nimero de linhas por imagem: 512;
Temperatura ambiente: 22°C;

Umidade relativa do ar: 40%.

Scanner: tipo ”J” 125um de amplitude lateral.

Area das imagens: 100x100um.

Para cada amostra foram feitas cerca de 7 imagens em diferentes areas do esfregaco
a fim de conseguir o niimero suficiente de eritrocitos para o estudo, que no caso foi 100

para cada amostra [76].

4.3.3 Analise quantitativa das imagens AFM.

Foi analisado o volume dos globulos vermelhos de cinco individuos: dois indivi-
duos apresentando microcitose (amostras A e B), trés com volume corpuscular médio
considerado normal (amostras C, D e E), porém, com valores médios diferentes e um
apresentado macrocitose (amostra F). Na Fig. 4.6 reunimos 3 imagens AFM das trés

classes morfologicas de eritrocitos: microciticas, normociticas e macrociticas.

Adquiridas as imagens, utilizamos o software do microscopio a fim de calcular o
volume das hemacias (VP(AFM)) da maneira descrita acima (segio 4.2). Os volumes
calculados constam nas tabelas do anexo A, e os resultados da andlise destes dados

estao descritos na proxima se¢ao.



82 4. Analise volumeétrica de eritrocitos com o AFM.

Figura 4.6: Imagens AFM de células vermelhas. (a) Hemacias macrociticas , VCM = 105 fl.
(b) Hemécias normociticas, VCM = 88 fl. (a) Hemacias microciticas, VCM = 67 fl.

4.3.4 Resultados.

No anexo B é possivel encontrar as tabelas com todos os valores de MH, MA e
VP(AFM) para todas as amostras, a saber, A, B, C, D, E e F. Com os valores de
VP (AFM) plotaram-se os histogramas que podem ser vistos na Fig. 4.7. A contagem

das frequéncias foi feita considerando-se um passo de 2 fl em volume.
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Figura 4.7: Histogramas de frequéncia dos volumes para as amostras A[VPM(AFM) =
19.98f1], B[VPM(AFM) = 20.86fl], CIVPM(AFM) = 2294fl], D[VPM(AFM) =
24.65f1), ElVPM(AFM) = 25.73fl] e F[VPM(AFM) = 28.78 f1].

Y

A fim de verificar se as distribui¢oes de dados para os volumes obtidos eram curvas
normais, aplicou-se os testes de normalidade a estes dados (como fizemos no capitulo 3
para as variaveis de altura e profundidade dos buracos - se¢ao 3.4). Em todos os casos,

as distribui¢oes de frequéncia revelaram curvas normais.

Utilizando um programa de edi¢ao de graficos, aplicou-se um fit gaussiano sobre os
histogramas de frequéncia (Fig. 4.7). O valor do pico da gaussina foi tomado entao

como o valor VPM(AFM) para a respectiva amostra (Tab. 4.3).

Com estes valores construiu-se o grafico visto na Fig. 4.8. Este grafico traduz a
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Tabela 4.3: Comparagao entre os valores d¢ VCM e VPM(AFM).

Comparacio do volume obtido com 0 AFM [VPM(AFM)] com o
dado pelo contador de células (VCM)

Amostra VPM(AFM) (f1) VCM(fl)
A 19.98 67
B 20.86 78.9
C 22.94 83
D 24.65 88
E 25.73 93
F 28.78 105

relacao entre o volume determinado pelo contador automatico de células e o volume

estimado via imagens AFM.

Deste gréafico é possivel extrair a seguinte relagao:

VPM(AFM) = 0.24681V CM. (4.2)

A pergunta natural é a seguinte. Qual a causa do volume lido pelo AFM ser menor
que o volume determinado pelos contadores automaticos? Uma provavel explicacao
estd no fato de que, uma vez feito o esfregaco, as células estao submetidas a condigoes
ambientais completamente diferentes aquelas in wvitro. Apo6s o processo de secagem,
a célula perde liquido e, portanto, diminui de volume. Além disto, existe um erro
inserido na estimativa de volume dos eritrocitos quando utilizamos as variaveis MA e
MH no calculo. Tal erro pode ser diminuido se utilizarmos na anélise de imagens um
programa mais poderoso, no qual o volume possa ser calculado por meio da integracao

volumétrica dos pixels que formam a imagem.
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Figura 4.8: Relagao entre o volume calculado via AFM (VPM-AFM) e o volume fornecido
pelo contador de células vermelhas (VCM).

4.4 Envelhecimento de eritrécitos ao ar - Introducao.

Nesta secao, apresentamos os resultados de um experimentos desenvolvido em nosso
laboratorio, nao enviado ainda para publicacao. Contudo, recentemente constatou-se
que o mesmo processo foi repetido e publicado por Yong [84]. O processo consistiu na
observac¢ao com o AFM do envelhecimento (ou morte) de uma célula vermelha exposta
ao ar. A anélise deste fendmeno poderia ser 1til, por exemplo, na estimativa do tempo
post-mortem através da datacao de uma mancha de sangue no local de um crime,
acidente, etc.

A metodologia utilizada por Yong foi a seguinte: um eritrocito colocado sobre mica
foi exposto ao ar por um periodo de 4.5 dias, tendo a morfologia da sua superficie
monitorada pelo AFM através da execucao de uma varredura a cada 12h. Em seu
experimento, Yong manteve a temperatura ambiente constante em 25°C e umidade
relativa do ar em 75%. Segundo ele, a umidade foi extremamente controlada por dois

desumidificadores, enquanto era monitorada através de um higrometro. Nao dispondo
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destes equipamentos, realizou-se o0 mesmo experimento sem o controle das varidveis
umidade e temperatura. Contudo, considera-se que os resultados obtidos vém de al-
guma maneira complementar a andlise ja feita por Yong. Além disso, nas primeiras 24h,
realizou-se uma varredura a cada hora, o que possibilitou a verificagao das modificacoes
ocorridas na célula num intervalo mais curto de tempo.

O método e resultados deste procedimento estao descritos nas proximas segoes.

4.4.1 Materiais e métodos.

Os passos seguidos na preparacao da amostra foram:

1. Vinte mililitros de sangue total, previamente armazenado em tubos de ensaio
contendo anticoagulante EDTA, foram diluidos em 50ml de solucao salina tam-

ponada PBS (145mM NaCl e 5mM KH2PO4/K2HPOA4, pH 7,4):

2. Dez microlitros desta solucao foi depositada sobre mica fresca. A gota secou ao

ar por um periodo de 15min;

3. Apos a secagem, as hemécias foram levadas ao AFM com o qual realizou-se uma

varredura para a obtengao de uma imagem a cada hora num periodo de 24h;

4. Apo6s as primeiras 24h, capturou-se uma imagem a cada 12h até que se comple-

tassem 84h (3,5 dias) para o tempo total do experimento;
No AFM, utilizou-se o seguinte material e parametros de varredura:

Modo de operacao: tapping;

Sonda: TESP (Veeco Probes);

Constate de mola: 42 N/m;

Raio da ponta: 15nm;

Nimero de linhas por imagem: 512;

Scanner: tipo ”J” 125um de amplitude lateral.

Area das imagens: 13x13um.
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Como citado anteriormente, a umidade e a temperatura do ambiente nao foram
controladas. No entanto, estas variaveis puderam ser monitoradas através de um ter-
mometro e um higrometro instalados na sala do microscopio. Desta maneira, verificou-
se que os intervalos de variacao foram de 35-48% para a umidade e 18-35°C para a
temperatura durante a aquisicao das imagens.

Os resultados deste experimento estao descritos na proxima secao.

4.4.2 Resultados.

Na Fig. 4.9(a) e (b) véem-se as imagens tridimensionais da heméacia no inicio e
no final do experimento (0Oh e 84h de exposigao ao ar, respectivamente). Visualmente,
constata-se que as mudancas nao foram tao dréasticas. Nenhuma fissura sobre a mem-
brana ou outro sinal mais drastico de degradacao foi identificado, como reportado por
Yong. Contudo, é ainda é visivel um certo encolhimento da parte central da célula.

Isto pode ser notado pelo tom mais escuro da parte esquerda superior e direita inferior

da célula.
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Figura 4.9: (a) Hemécia exposta ao ar - Oh. (b) Hemacia apos 84h de exposicao ao ar.

A anélise do volume do eritrécito executada novamente através da rotina Particle

Analisys revelou uma certa dinamica na morfologia da célula durante o evento de
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degradacao. O grafico da Fig. 4.10 mostra como comportou-se o volume da célula com
o passar do tempo. Este gréfico revela que, considerados apenas os valores de volume
coletados a cada 12h, a célula tende a diminuicao de suas dimensoes. Uma vez que nao
foram identificadas aberturas sobre a membrana por onde ocorresse a perda de material
celular, sugere-se que este processo tenha ocorrido através da propria membrana, e que

o material perdido tenha sido em sua maioria solvente intracelular.
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Figura 4.10: (a) Comportamento do volume do eritrocito exposto ao ar por 3.5 dias. (b)
Primeira curva reportada deste mesmo experimento |Retirado de Y. Chen, J. Cai, Micron 37
339 (2006)].

Nao se pode deixar de comentar a semelhanca entre o grifico para a variacao do
volume encontrado por Yong (Fig. 4.12(b)) e o obtido neste trabalho (Fig. 4.12(a)).
As sequéncias de aumento e reducao de volume discordam apenas de algumas horas,
contudo, a correspondéncia entre a ordem dos eventos nos dois experimentos é clara-
mente identificavel. Tal comportamento deve ser comum a degradacao do eritrocito ao
ar, porém, com a dependéncia de alguma variavel desconhecida. Talvez as varidveis

temperatura e umidade tenham um papel fundamental neste processo, mas que ainda
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¢ indeterminado.

Mais curioso é o que se observa no gréafico da Fig. 4.11. No intervalo de tempo entre
0 e 24h, o comportamento do volume da célula é completamente aleatorio, inconstante.
Contudo, ainda segue a tendéncia & diminuigao (destacada pelo fit linear aplicado aos

pontos, cujo coeficiente angular é negativo).
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Figura 4.11: Comportamento do volume do eritrocito em 24h de exposi¢ao ao ar.

Estes resultados apontam a forte dependéncia do processo de degradacao com as
condicoes ambientais no qual a célula esté inserida. Vale lembrar também que a hemé-
cia foi colocada sobre um substrato de mica. Portanto, realizar o mesmo experimento
em diferentes substratos e em diferentes condi¢oes de temperatura e umidade serviria
como base para a criacao de um padrao de comparacao para o processo de envelheci-

mento do eritrocito ao ar.
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Conclusoes e Perspectivas

O advento da microscopia eletronica (EM), na década de 30 do século passado,
trouxe uma mudanca significativa na maneira como estruturas microscopicas eram
observadas e compreendidas. Em especial para a biologia, foi a primeira vez que sub-
sistemas celulares foram observados diretamente com tamanha resolucao. Tal mudanca
aumentou consideravelmente a compreensao da organizacao e funcao de tecidos ani-
mais e vegetais. De maneira semelhante, o desenvolvimento da microscopia de forga
atomica (AFM) trouxe nova compreensao destes sistemas em pequena escala. Antes,
era possivel apenas ver o espécime em estudo. Hoje, mais que isso, tornou-se factivel
a interacao entre um objeto cujas caracteristicas sao bem conhecidas (a sonda) e o
sistema analisado, de maneira que a resposta deste sistema a tal estimulo possa ser

medida.

A principal vantagem que a técnica AFM possui sobre as demais técnicas de mi-
croscopia, especialmente no que concerne a visualizacao e manipulacao de células, é a
possibilidade de realizar medidas em meio liquido sob o controle de parametros como
pH e forca ionica, permitindo o monitoramento de processos de dindmica celular em
tempo real e em meio natural [79]. Por exemplo, apods infectadas com virus, células
do figado apresentaram varias protuberancias em sua superficie, que depois de algum
tempo desaparecerem deixando marcas sobre a membrana, indicando o processo de
liberagao dos virus pelas mesmas [80]. Cargas da ordem de 10nN aplicadas & superficie

da membrana plasmatica foram capazes de resolver granulos com dimensoes de até

91
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10nm, viabilizando a identificagdo de complexos de proteinas individuais [81]. Mais
que isso, organelas intracelulares puderam ser localizadas através de imagens do ex-
terior da membrana celular [82]. Dentro desta perspectiva, propde-se neste trabalho
a aplicacao do microscopio de forca atomica para a investigacao de alguns fendmenos

biofisicos relacionados as células vermelhas.

O primeiro deles foi a diferenciacao de grupos sanguineos através de imagens tridi-
mensionais da membrana eritrocitaria. Apesar da distincao observada por meio da
andlise da rugosidade da membrana entre os dois grupos AB+ e O-+, os resultados
sugerem que uma investigacao mais abrangente deve ser realizada com o objetivo de
melhorar o nimero amostral e portanto, a confiabilidade do resultado obtido com o
método estatistico empregado. As mesmas medidas deveriam ser feitas em meio liquido,

uma vez que assim, a resolugdo atingida é consideravelmente melhor [83].

No segundo experimento foram encontradas depressoes sobre a membrana das
hemécias parecidas com "buracos". Estes buracos estavam presentes tanto sobre células
oriundas de doadores, como de individuos com SMD. Contudo, neste segundo grupo
a profundidade desses buracos parecia, em alguns casos, maior. Tal fato motivou o
desenvolvimento de um estudo que comparava o perfil destes caracteres entre os dois
grupos de individuos. A anélise dos resultados foi feita por meio de teste estatistico nao
paramétrico (Mann-Whitney) por causa da nao normalidade das curvas encontradas.
Tal fato pode por em cheque a hipotese final de que existe diferenca entre os dois
grupos, decisao do teste. Porém, este resultado indica a necessidade de se entender o
motivo da existénca de um padrao de acomodacao do plasma sobre a membrana de

células doentes, diferente daquele observado em heméacias saidas.

Ao mesmo tempo em que os "buracos"eram encontrados sobre as hemécias, eles
também estavam presentes sobre o vidro (substrato dos eritrocitos) em regides onde
nao haviam células, mas ainda sobre o esfregago. Dai, surgiu a idéia de testar alguns
métodos de preparacao de eritrocitos para analise AFM. Este foi o objetivo do terceiro
experimento. Os quatro métodos testados (Sangue Total, NaCl, PBS+ALB e PBS)

apresentaram vantagens e desvantagens. Logo, a principal conclusao deste estudo foi
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a de que, dependendo do que se quer analisar, ou tocar sobre a membrana da célula,
deve-se escolher o método mais apropriado. Por exemplo: uma vez querendo apenas
colher informacoes de volume das células, o primeiro método (Sangue Total) mostrou-
se satisfatorio, como foi verificado no experimento do capitulo 4. No entanto, quando
se quer estudar pequenos sistemas sobre a membrana, como sitios de proteinas, re-
ceptores de determinados ligantes, etc; é provavel que o tltimo método (PBS) traga
melhores resultados. Isso por que este método foi o que removeu melhor a camada
de plasma, expondo uma estrutura que provavelmente por ser o glicocalice da célula,
que corresponde & parte mais externa da membrana plasmaéatica. Assim, os testes de
adesao entre uma sonda funcionalizada e diferentes grupos sanguineos, como foi feito
por Grandbois [54], poderiam ser refeitos com o objetivo de se verificar uma possivel
melhoria no contraste das imagens, o que efetivamente esta ligado a forca de atracao

dividida pelo par sonda-amostra.

No quarto momento, verificou-se a versatilidade do AFM em realizar medidas de
volume em escalas, neste caso, micrométricas. Para tanto, realizou-se a varredura de
100 células vermelhas colhidas de seis individuos diferentes: dois apresentando hemacias
microciticas, trés normociticas, e um macrociticas. A relagao encontrada Eq. (4.2)
entre o volume medido pelo AFM e o volume determinado pelos contadores de células
automaticos sugere que, houve perda de agua pelos eritrocitos devido a sua exposicao
ao ar, causando assim, a reducao do seu volume. Contudo, a linearidade da relacao
entre os dois volumes foi verificada com sucesso. Parece muito pouco empregar o AFM
para realizar medidas em comprimentos da ordem de microns, porém, este tipo de
medida comprova uma das principais vantagens da técnica AFM em relacao as demais:
fornecimento de informacao de altura, possibilitando o calculo de volumes por meio das
imagens obtidas. Como ja foi citado anteriormente, esta é uma ferramenta poderosa na
determinacao do cariotipo de espécies animais e vegetais, o que aponta o AFM como

via alternativa nos estudos de citogenética.

J& no quinto experimento, tentou-se ratificar os resultados obtidos por Yong em

sua proposta de utilizar o AFM para investigar o processo de envelhecimento de uma
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célula vermelha ao ar [84]. Segundo ele, a aplicagdo desta técnica encontraria espago
na ciéncia forense, quando um padrao de referéncia sobre as mudancas ocorridas na
membrana da célula devido & exposi¢ao ao ar com o tempo fosse montado. Nossos re-
sultados concordaram em parte com aqueles obtidos por Yong. A diferenca encontrada
na evolucao do processo de envelhecimento pode estar relacionada a tnica discordan-
cia entre as metodologia dos dois experimentos: a umidade relativa do ar no primeiro
caso, tanto quanto a temperatura ambiente, foram controladas e mantiveram-se em
75% e 25°C, respectivamente. Na segunda ocasiao, contudo, a umidade relativa e a
temperatura (que nao foram controladas) oscilavam entre 35-48% e 18-25°C', respecti-
vamente. Deve-se enfatizar que, na cena de um crime, é pouco provavel que se tenham
as mesmas condigoes ideais conseguidas em laboratério com o controle das varidveis
fisicas do ambiente. Por isso, o segundo experimento aproxima-me mais da realidade
encontrada na exposicao de uma célula ao ar, que a primeira. Isto sugere que a analise
de uma prova criminal desta natureza deve basear-se na comparacao entre o perfil da
célula no momento da coleta da prova (sangue sobre vidro, tecido, papel, etc.) e o
perfil apresentado por uma célula de mesmo grupo sanguineo submetida as mesmas
condicoes ambientais experimentadas pela prova. Por isso, é necessario testar-se com
maior acuracia a aplicacao do AFM a anélise de glébulos vermelhos sobre diferentes
substratos e sob diferentes condicoes climaticas.

Poderiamos entao sumarizar as perspectivas nos seguintes topicos:

e Aplicacao da técnica AFM operando em liquido na caracterizacao da parte ex-
terior de eritrocitos atingidos pelas SMDs. Uma vez que a resolucao do AFM
aumenta neste meio, novas caracteristicas da membrana celular podem ser deter-
minadas. Além disso, a exposicao do citoesqueleto destas células e subsequente
avaliacao com a microscopia de forca atomica, mostra-se mais uma alternativa
viavel de caracterizacao da membrana eritrocitaria, metodologia ja testada por

Liu e colaboradores [78].

e Aplicacao do céalculo de volumes das imagens obtidas com o AFM para a deter-

minagao do cari6tipo humano em estudos de citogenética, como reportado por
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Rasch e Fritzsche [45, 46].

e Formulacao de um protocolo de envelhecimento de células vermelhas ao ar obser-

vadas com o AFM, com possivel aplicagdo em ciéncia forense.
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(zlossario

AFM Sigla para Atomic Force Microscopy, ou Microscopia de Forca Atomica. Téc-
nica de microscopia que utiliza a for¢a de atracao entre atomos como coletor de

informacoes a respeito de uma superficie em nanoescala.

AFM Sigla para Atomic Force Microscope, ou Microscopio de Forca Atomica. Equipa-
mento de microscopia capaz de aumentos de até 1.000.000.000 X. Ele é hoje uma

das principais ferramentas em nanotecnologia.

Amplitude lateral Maxima dimensao que o scanner de um AFM é capaz de deslocar-

se no plano (x,y) (plano da amostra).

Amplitude vertical Maxima dimensao que o scanner de um AFM é capaz de deslocar-

se na diregao do eixo z (em realgdo ao plano da amostra).

Cantilever Haste que suporta a sonda AFM, normalmente feita de nitreto de silicio.
Poder ter formato piramidal (para contact mode) ou formato retangular (para

tapping mode).

Convolucgao Processo de formacao da imagem a partir do formato dos caracteres da

amostra e do formato da sonda.

Cristal Piezoelétrico Material que, se submetido a um stress mecanico, responde
a este estimulo gerando uma diferenca de potencial. Também é possivel o pro-
cesso inverso, ou seja, submetido a uma tensao elétrica, ele muda suas dimensoes

espaciais, comprimindo-se ou distendendo-se.
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Curva de forga Gréfico de interacao (forgas) entre a sonda e a amostra versus a

distancia de separacao entre as duas.

Célula liquida Componente do AFM com o qual realiza-se medidas de for¢ca em meio

liquido.

Comprimento de onda Distancia entre dois méximos de uma onda eletromagnética,

sonora, etc.

Difracao da luz Desvio da trajetoria de uma onda eletromagnética ao encontrar um

obstaculo, cujas dimensoes sejam comparaveis ao seu comprimento de onda.

EFM Sigla para Electron Force Microscopy. Variacao do microscopio de varredura

por sonda, no qual as forcas envolvidas na medida sao de natureza elétrica.
Eritrécito Célula vermelha do sangue, hemécia.

Forcas de Van der Waals Forcas de origem molecular, atrativas na aproximacao e

repulsivas no contato entre duas superficies.

Feedback Sistema fechado através do qual o AFM 1é as informagoes sobre a amostra

varrida e se autoregula para manter os parametros do sistema estaveis.

Gap Espaco entre a sonda STM e uma superficie condutora, por onde flui a corrente

de tunelamento.
Modo Contato Modo de varredura em que a sonda toca a superficie da amostra.

Modo Tapping Modo de varredura em que a sonda oscila sobre a amostra, tocando-a

intermitentemente.

MFM Sigla para Magnetic Force Microscopy, ou Microscopia de Forca Magnética.
Variacao do microscopio de varredura por sonda em que as forcas envolvidas na

medida sao de natureza magnética.

PBS Solucao salina tamponada contendo 145nM NaCl e 5nM KH2PO4/K2HPO4,
com pH — 7/4.
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Sonda Componente do sistema AFM formado pelo cantilever e a ponta.

Ponta Elemento sensor da sonda, feita normalmente de nitreto de silicio. Pode tam-
bém ser feita de materiais magnéticos e condutores, no caso de medidas de forca

elétrica ou magnética.

Sobrenadante Qualquer fase liquida de uma solucao que fica na parte superior do
tubo de ensaio ap6s centrifugacao. No nosso caso, liquido semitransparente rico
em plaquetas e leucocitos, que surge sobre o concentrado de hemécias quando a

amostra de sangue é centrifugada.

SMD Sigla para Sindrome Mielodisplastica. Doenca do sangue que atinge na sua

grande maioria pessoas idosas, com potencial de progressao a leucemia aguda.

SPM Sigla para Scanning Probe Microscopy, ou Microscopia de Varredura por Sonda.
Técnica de microscopia em que nao é utilizada lus, mas sim uma sonda que

interage com a amostra pontualmente.

STM Sigla para Scanning Tunneling Microscopy, ou Microscopia de Varredura por
Tunelamento. Técnica de microscopia baseada no fluxo de corrente de tunela-

mento entre duas superficies no vacuo.

Tunelamento Fenomeno de natureza quantica em que um elétron atravessa uma bar-

reira de potencial numa regiao classicamente proibida.

Varredura Processo em que a sonda percorre uma area sobre a amostra, linha por

linha, formando uma imagem tridimensional a partir da juncao destas linhas.






A
Tabelas de dados.

As tabelas deste anexo correspondem a todos os valores das variaveis trabalhadas
no capitulo 3 e 4, mais especificamente nas secoes 3.4, 4.3 e 4.4.

Estas tabelas estao organizadas da seguinte maneira:

TABELA A.1 - Valores de profundidade dos buracos encontrados sobre a membrana
celular, utilizados na secao 3.4.

TABELA A.2 - Valores de abertura dos buracos encontrados sobre a membrana
celular, utilizados na se¢ao 3.4.

TABELA A.3 - Valores de volume para a amostra A, utilizados na secao 4.3.

TABELA A.4 - Valores de volume para a amostra B, utilizados na secao 4.3.

TABELA A.5 - Valores de volume para a amostra C, utilizados na secao 4.3.

TABELA A.6 - Valores de volume para a amostra D, utilizados na secao 4.3.

TABELA A.7 - Valores de volume para a amostra E, utilizados na secao 4.3.

TABELA A.8 - Valores de volume para a amostra F, utilizados na secao 4.3.

TABELA A.9 - Valores de volume encontrados para o envelhecimento de uma er-
itrocito ao ar durante 24h, com intervalo entre as medidas de 1h.

TABELA A.10 - Valores de volume encontrados para o envelhecimento de uma
eritrocito ao ar durante 84h, com intervalo entre as medidas de 12h.

E interessante lembrar que, nas tabelas B.3 a B.8 a primeira coluna, cujo nome é
Imagem, indica a ordem das imagens carregadas em regioes diferentes do esfregaco.
Note que esta quantidade pode variar de amostra para amostra. Isto se deve ao fato
de que foi preciso realizar tantas varreduras quanto necessarias para que se atingisse o

numero suficiente de eritrocitos a anéalise, no caso 100.
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O nome da amostra esta indicado na primeira célula do lado esquerdo superior, por
exemplo: A-18/01/06, onde A é ordem da amostra (como aparece nos histogramas do
capitulo 4) seguida pela data da andlise. Exatamente ao lado desta célula, pode ser
vista a altura do plano de Threshold utilizada para isolar as particulas no comando

Partical Analysis.
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Tabela A.1: Valores das profundidades (P) dos buracos encontraddos sobre a membrana de

doadores e pacientes com SMD.

TABELA Al
Profundidade (nm)
Dozfdor Ordem Sadio SMD Dozfdor Ordem Sadio SMD
/Paciente /Paciente
1 3.069 54 51 7.140 5.523
2 3.026 4.561 52 8.915 11.447
3 2.373 4.048 53 5.389 13.033
4 1.771 13.672 54 8.380 3.834
1 S 4.542 5.251 6 55 7.355 6.412
6 2.547 8.258 56 4.244 8.691
7 4.548 16.255 57 4.966 4.501
8 3.272 4.670 58 5.629 4910
9 6.262 4.096 59 8.149 7.783
10 4.982 7.100 60 3.399 4.581
11 11.252 7.684 61 5.254 3912
12 9.148 6.839 62 5.979 4.462
13 7.719 6.292 63 5.847 5.515
14 17.557 8.466 64 7.426 7.154
2 15 5.588 9.210 7 65 7.001 4.901
16 10.200 2.600 66 11.047 4.196
17 10.967 10.290 67 10.511 6.207
18 6.272 9.845 68 4.481 4.102
19 8.244 12.578 69 6.810 2.639
20 7.823 6.362 70 9.161 4.156
21 3.609 16.145 71 4.653 1.624
22 3.871 19.62 72 4.512 3.797
23 3.885 21.535 73 5.691 3.838
24 8.939 10.207 74 8.501 5.657
3 25 3.542 9.193 8 75 5.898 4.24
26 1.775 18.574 76 4.661 3.607
27 3.085 7.513 77 3.852 6.487
28 2.376 12.862 78 10.331 5.388
29 2.335 7.016 79 5.077 4.604
30 2.754 24.125 80 6.434 3.82
31 2.769 13.782 81 7.791
32 1.956 10.777 82 5.150
33 2.205 15.547 83 3.977
34 2.067 8.371 84 5.147
4 35 1.8 12.246 9 85 5.737
36 1.878 11.252 86 5.107
37 2.134 15.896 87 8.339
38 1.658 24.885 88 8.499
39 1.045 13.532 89 5.945
40 2.798 12.131 90 5.544
41 6.947 17.473 91 10.943
42 6.582 14.798 92 4.767
43 7.679 10.399 93 6.275
44 10.144 11.274 94 5.217
5 45 7.337 7.558 10 95 6.133
46 8.882 10.982 96 7.291
47 10.651 9.619 97 4.155
48 6.815 19.279 98 5.977
49 6.230 15.810 99 5.773
50 5.302 11.426 100 6.947
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Tabela A.2: Valores das aberturas (A) dos buracos encontraddos sobre a membrana de

doadores e pacientes com SMD.

TABELA A2
Abertura (nm)
Doador 1 ¢y gem | Sadio | smp [ D% | orgem | sadio | s
/Paciente /Paciente
1 75.373 154.11 51 95.401 47.013
2 84.241 45.254 52 166.950 72.086
3 62.072 36.769 53 159.000 | 119.100
4 57.638 93.337 54 174.900 43.879
1 5 53.205 59.396 6 55 182.850 50.147
6 70.939 61.155 56 87.451 62.684
7 88.647 103.96 57 119.250 43.879
8 75.373 42.808 58 103.350 56.415
9 97.542 48.924 59 159.000 53.281
10 88.674 42.808 60 127.200 59.549
11 117.190 87.781 61 37.109 54.688
12 99.609 105.340 62 39.063 50.781
13 82.031 79.003 63 52.734 44.922
14 140.630 70.225 64 58.594 75.456
2 15 87.891 87.781 7 65 56.641 49.046
16 93.750 61.447 66 62.500 52.819
17 164.060 87.781 67 56.641 71.683
18 128.910 61.447 68 31.250 56.592
19 99.109 87.781 69 52.734 52.819
20 123.050 79.003 70 50.781 30.182
21 52.734 72.820 71 55.727 35.156
22 62.500 84.957 72 61.919 31.250
23 76.172 72.100 73 61.867 33.203
24 78.125 78.889 74 148.610 68.359
3 25 66.406 58.594 8 75 154.800 39.063
26 42.969 92.773 76 92.878 44.922
27 58.594 58.594 77 92.878 42.969
28 33.203 78.125 78 99.070 46.875
29 44.922 58.594 79 99.070 39.063
30 29.297 122.070 80 117.650 39.063
31 29.795 198.750 81 53.510
32 43.152 84.088 82 57.330
33 35.96 202.570 83 103.200
34 27.74 98.799 84 61.155
4 35 32.877 109.390 9 85 84.088
36 26.713 93.184 86 95.554
37 25.686 84.088 87 103.200
38 27.74 236.970 88 117.190
39 7.466 145.240 89 78.125
40 52.399 103.200 90 70.313
41 108.120 74.991 91 46.875
42 101.760 58.326 92 70.313
43 120.840 66.659 93 56.641
44 133.560 66.549 94 48.828
5 45 132.500 74.991 10 95 50.781
46 82.681 91.656 96 62.500
47 82.851 58.326 97 35.156
48 39.063 74.121 98 37.109
49 42.969 108.320 99 15.625
50 50.781 58.326 100 46.875
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Tabela A.3: Valores de volume para a amostra A.

TABELA A3
Amostra A-27/01/06 Threshold: 200nm
L. Altura Area Volume L . Altura Area Volume
Imagem | Hemacia média(nm) () @) Imagem | Hemicia média(nm) () )
1 456.80 35.67 16.2926856) 53 348.69 45.7 15.935133
2 379.87 39.139 [ 14.8677319 54 522.9 44.098 23.058844
3 386.75 34.599 | 13.3811633 55 490.53 48.752 23.914319
4 350.54 51.155 [ 17.9318737 56 355.23 39.063 13.876349
1 5 529.73 40.131 | 21.2585946] 57 348.69 45.7 15.935133
6 398.68 44.632 | 17.7938858 58 408.87 58517 23.925846
7 431.69 51918 22,4124814| 59 387.97 47.951 18.603549,
8 392.85 52.528 | 20.6356248 60 418.54 46.425 19.43072
9 406.97 49.477 | 20.1356547] 5 61 325.6 41.962 13.662827,
10 457.83 53.749 | 24.6079047 62 416.77 49.744 20.731807,
11 443.24 39.978 | 17.7198487 63 437.09 47.264 20.658622,
12 409.24 40.321 16.500966) 64 396.51 48.447 19.20972
13 390.5 47.836 18.679958 65 431.71 49.362 21.310069.
14 336.88 52.223 | 17.5928842 66 389.88 52.757 20.568899,
15 32091 46.387 | 14.8860522 67 368.9 38.223 14.100465
2 16 493.82 51.994 | 25.6756771 68 400.33 58.02 23.227147
17 485.01 50.545 | 24.5148305 69 368.68 63.248 23.318273
18 508.9 47.34 24.091326) 70 440.32 44.746 19.702559,
19 454.55 46.921 | 21.3279406] 71 416.96 51.721 21.565588|
20 469.19 54.359 | 25.5046992 72 388.66 47.035 18.280623
21 463.69 51.88 24.0562372 73 418.95 52452 21.974765
22 506.19 40.512 ] 20.5067693 74 451.79 47.722 21.560322,
23 52691 46.945 24.73579 75 388.23 58.289 22.629538|
24 433.67 52.528 | 22.7798178 76 400.17 59.662 23.874943
25 435.85 48.18 20.999253 6 77 400.87 46.806 18.763121
26 506.44 47.951 | 24.2843044] 78 373.26 50.201 18.738025
27 371.82 46.234 | 17.4681299] 79 411.8 52.299 21.536728
28 517.63 45.09 23.3399367 80 396.61 47417 18.806056,
29 582.4 33.531 | 19.5284544] 81 446.02 47.02 20.97186
30 469.07 52.528 24.639309) 82 342.84 41.733 14.307742
31 358.09 48.981 | 17.5396063 83 490.59 51.346 25.189834
3 32 402.08 49.286 | 19.8169149] 84 524.28 42.114 22.079528|
33 426.97 44.746 ] 19.1051996] 85 366.66 51.765 18.980155
34 417.38 55.58 23.1979804 86 292.46 44.403 12.986101
35 413.42 40.207 | 16.6223779] 87 368.82 41.428 15.279475
36 427.48 40.588 | 17.3505582 88 4806.61 39 18.929129,
37 458.73 43.526 19.966682] 89 379.02 44.022 16.685218
38 462.3 48.79 22.555617, 90 401.5 58.861 23.632692
39 497.3 54.321 | 27.0138333 91 383.92 49.019 18.819374
40 466.84 49.057 | 22.9017699] 7 92 363.41 45.853 16.663439,
41 449.47 48.828 | 21.9467212 93 346.7 49.248 17.074282,
42 482.26 29.945 | 14.4412757, 94 393.37 48.027 18.892381
43 408.8 47.302 | 19.3370576 95 333.94 50.354 16.815215
44 429.77 53.864 [ 23.1491313 96 306.13 48.981 14.994554
45 433.82 55771 | 24.1945752 97 342.68 42.191 14.458012,
46 437.71 45.013 ] 19.7026402] 98 328.77 42.915 14.109165
4 47 458.16 59.776 | 27.3869722 99 34431 53.558 18.440555
48 465.51 46.387 | 21.5936124] 100 395.26 41.008 16.208822,
49 397.35 53.94 21.433059)
50 404.57 53.749 | 21.7452329
51 396.02 65.041 | 25.7575368
52 39891 49.973 ] 19.9347294] |média | 20.86236




112

Apéndice A

Tabela A.4: Valores de volume para a amostra B.

TABELA A4
Amostra B-25/01/06 Threshold 200nm
L. Altura Area Volume L. Altura Area Volume
Imagem | Hemécia média (nm) (wnd) @) Imagem | Hemiécia média (nm) (wnd) @
1 499.23 61.87 30.889357 51 440.19 52.071 | 22921133
2 409.89 39.177 | 160582605 52 397.38 38.033 | 15.113554
3 476.95 47.569 | 22.6880346, 53 443.76 45.738 | 20.296695
4 42633 49.515 21.10973 54 447.67 49.629 | 22.217414]
5 379.79 42.152 | 16.0089081 55 296 54.703 | 16.192088
6 377.09 42.381 | 159814513 56 501.87 44.823 | 22.495319]
7 364.52 46.158 | 16.8255142 57 475.85 45395 | 21.601211
8 597.96 39.825 23.813757| 4 58 37627 50.507 | 19.004269|
9 44035 54.169 | 23.8533192] 59 367.6 51.994 | 19.112994
10 406.22 52.795 | 21.4463849) 60 352.2 41.351 | 14.563822
1 11 428.61 49.133 | 21.0588951 61 343.6 42305 [ 14.535998
12 362.1 46.12 16.700052, 62 469.28 35.362 | 16.594679
13 406.22 52.795 | 21.4463849) 63 42437 46.883 | 19.895739]
14 348.75 57.716 20.128455 64 439.15 50.659 22.2469)
15 421.35 54.092 | 22.7916642 65 554.68 58.975 | 32.712253
16 373.84 53.558 | 20.0221227| 66 555.51 41.237 | 22.907566|
17 423.84 53.52 ] 22.6839168 67 386.01 41.695 | 16.094687
18 460.49 54.321 | 25.0142773 68 407.48 50.507 | 20.580592
19 463.89 57.564 26.703364 69 426.74 48.79 | 20.820645
20 443.16 55.962 | 24.8001199) 70 429.44 48.599 | 20.870355
21 459.84 43411 | 19.9621142 71 576 51.88 29.88288
22 385.59 54.398 | 20.9753248 72 438.54 47.607 | 20.877574]
23 4752 4879 23.185008 73 543.84 50.278 | 27.343188
24 464.24 49.019 | 22.7565806, 74 352.12 42.114 | 14.829182
25 399.27 42.725 ] 17.0588108 75 469.72 50.125 | 23.544715
26 471.24 51.117 | 24.0883751 76 512.66 4879 | 25.012681
By 27 413.19 57.831 | 23.8951909] 5 71 43931 45.801 [ 20.160375,
28 353.72 42.191 | 14.9238005, 78 690.4 47.226 32.60483
29 424.66 39.52 16.7825632 79 399.41 48.447 | 19.350216
30 465.34 42.152 1 19.6150117, 80 530.81 48.599 | 25.796835
31 432.59 44479 | 19.2411706 81 469.63 50.163 23.55805
32 432.39 48.18 | 20.8325502, 82 428.99 46.921 20.12864
33 396.24 50.812 | 20.1337469) 83 443.25 45.776 | 20.290212
34 371.27 53.177 ] 19.7430248 84 39691 42.458 | 16.852005
35 463.17 54.626 | 25.3011244] 85 315.08 39.864 | 12.560349
36 41022 52452 | 21.5168594] 86 352.94 43.221 15.25442
37 506.87 47.646 24.150328 87 435.83 50.125 | 21.845979
38 443.05 48714 | 21.5827377 88 589.44 48 28.552474]
39 413.26 47.798 | 19.7530015, 89 47746 52414 | 25.025588
40 513.36 47.226 | 24.243939%4 90 473.25 46.844 | 22.168923
41 381.66 55.275 | 21.0962565 91 4852 46.997 | 22.802944]
3 42 453.69 39.558 17.947069 92 500.05 43.446 | 21.725172
43 303.36 43.983 | 13.3426829 93 438.63 49.858 | 21.869215
4 457.27 59.853 | 27.3689813 6 94 478.99 55.161 | 26.421567
45 470.58 52.795 | 24.8442711 95 428.54 59.586 | 25.534984
46 404.1 48.256 | 19.5002496, 96 390.19 56.038 | 21.865467
47 408 46.844 19.112352 97 363.95 63.362 23.0600)
48 352.26 54.054 19.041062 9% 393.7 44.632 | 17.571618
49 371.27 53.177 ] 19.7430248 9 336.47 42.076 | 14.157312
50 359.35 47.226 | 16.9706631 100 401.3 43.64 17.512732
média 20.974637
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Tabela A.5: Valores de volume para a amostra C.

TABELA A5
Amostra C-19/01/06 Threshold 200nm
. . | Altura média Area Volume . . | Altura média Area Volume
Imagem | Hemicia (nm) () ) Imagem | Hemicia (nm) () @)
1 413.48 46.50 19.227233 51 504.95 48.18 24.328491
2 406 43.449 17.640294 52 592.9 43.602 25.851626
3 463.7 52.299 24.251046 53 482.41 56.648 27.327562
1 4 536.18 47.76 25.607957 54 487.38 42.839 20.878872
5 528.43 44.365 23.443797 55 358.84 44.632 16.015747
6 559.96 45.586 25.526337 56 549.02 50.278 27.603628
7 587.97 43.411 25.524366 57 540.37 45.166 24406351
8 542.96 44.098 23.94345 6 58 452.09 39.024 17.64236
9 489.97 51.308 25.139381 59 628.89 39.024 24.541803
10 494.25 45.7 22.587225 60 524.81 49.171 25.805433
11 496.27 47.302 23.474564 6l 484.01 50.125 24.261001
2 12 514.7 53.864 27.723801 62 506.33 39.749 20.126111
13 478.96 50.43 24.153953 63 543.86 48.904 26.596929
14 444.09 46.539 20.667505 64 439.53 47.913 21.059201
15 559.66 46.425 25.982216, 65 523.36 46.463 24.316876,
16 433.18 50.964 22.076586 66 573.83 51.689 29.660699
17 375.6 46.043 17.293751 67 491.85 48.866 24.034742
3 18 410.02 53.215 21.819214 68 519.83 45.7 23.756231
19 408.08 50.354 20.54846 69 635.29 52.643 33.443571
20 389.98 44.746 17.450045 70 662.7 53.024 35.139005
21 439.11 41.122 18.057081 71 571.49 56.61 32.352049
22 421.49 51.956 21.898934 72 587.5 51.842 30457175
23 412.82 44.479 18.361821 73 467.41 50.774 23.732275
4 24 477.93 47.226 22.570722 7 74 463.42 42.038 19.48125
25 480.02 45.319 21.754026 75 482.43 53.024 25.580368
26 437.75 49.515 21.675191 76 559.9 50.507 28.278869
27 506.71 41.962 21.262565 77 560.92 51.92 29.122966
28 361.06 42.61 15.384767 78 453.93 41.962 19.047811
29 424.02 54.588 23.146404 79 502.31 40.092 20.138613
30 487 38.147 18.577589 80 485.68 47.913 23.270386
31 447.94 47.188 21.137393 81 478.74 53.635 25.67722
32 466.05 49.706 23.165481 82 581.52 47.874 27.839688
33 473.19 40.55 19.187855 83 456.26 50.926 23.235497
5 34 444.03 43.793 19.445406, 84 507.61 39.52 20.060747
35 493.26 41.122 20.283838 85 427.5 47.379 20.254523
36 409.63 48.18 19.735973 3 86 478.89 43.945 21.044821
37 484.79 51.155 24.799432 87 356.16 42.648 15.189512
38 366.39 43.106 15.793607 88 452.62 45 20.563884
39 44831 47.569 21.325658 89 386.87 40.512 15.672877
40 546.56 40.855 22.329709 90 401.39 45.013 18.067768
41 552.86 42.839 23.68397 91 562.23 50.278 28.2678
42 551.49 47.569 26.233828 92 455.71 45.357 20.67236,
43 561.23 48.826 27402616 93 642.43 45.357 29.138698
44 609.12 46.73 28.464178 94 526.1 45.09 23.721849
45 636.9 38.28 24.380532 9 95 570.98 46.577 26.594535
6 46 417.67 47.493 19.836401 96 549.05 54.626 29.992405
47 419.82 47.607 19.986371 97 531.44 42.381 22.522959
48 451.9 50.43 22789317 98 516.31 52.834 27.278723
49 526.58 53.825 28.343169 99 585.29 43.983 25.74281
50 509.67 53.482 27.258171 100 442.19 41.122 18.183737
média 22.247064
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Tabela A.6: Valores de volume para a amostra D.

TABELA A6
Amostra D-16/01/06 Threshold 200nm
, . | Alturamédia| Area Volume ., . | Alturamédia| Area Volume
Imagem | Hemicia Imagem | Hemicia
(nm) (umz) ) (nm) (umz) W)}
1 537.07 50.70 20.90972 51 461.8 41.504 22.5243
2 492.58 46.158 30.51716, 52 443.44 41.008 24.47423
3 462.63 46.082 22.33651 53 651.86 47.264 27.16943
4 497.6 49.438 22.43921 54 44237 51117 24.43785
5 498.34 47.646 23.08964 55 355.61 45.738 25.34946,
6 461.81 38.528 18.50531 56 481.54 49.973 20.99816,
7 531.2 47.646 30.79348 57 573.25 58.022 26.81686,
8 506.96 48.637 23.03575 58 661.16 46.463 22.28659)
9 559.94 45.662 18 59 537.55 54.359 27.2735
10 542.13 40.97 24.45166 2 60 501.01 46.501 25.68907,
11 497.64 51.613 31.09859 61 528.79 52.185 28.59337
12 498.47 49.477 16.71791 62 549.11 55.542 26.7897
13 449.8 46.272 22.40389 63 585.42 52.185 26.02387
14 524.32 54.665 26.59381 64 409.02 43.983 28.79381
1 15 464.95 5291 20.67572 65 431.51 40.169 28.15845
16 442.07 50.125 29.55558 66 499.46 42.305 25.59768
17 443 49.553 26.55199 67 504.15 54.398 25.61747
18 411.86 50.354 21.87104 68 51544 52.185 26.71158
19 579.2 55.084 19.52539 69 621.89 43.411 26.03793
20 579.78 56.076 26.11576 70 642.79 5291 23.97567
21 577.61 56.114 25.95104 71 461.45 40.855 26.00516,
22 505.88 54.283 32.48857 72 579.36 50.049 23.10287
23 429.88 44.67 16.55691 73 473.79 48.943 30.00085,
24 571.57 48.79 21.60076 74 539.17 56.19 21.20201
25 597.8 43.602 16.71044] 75 558.82 49.82 27.8261
26 686.84 43.716 21.24203 76 539.65 44.136 37.31732
27 669.44 53.329 24.95736 77 554.56 47.531 34.64106,
28 662.73 39.711 26.68001 78 5529 56.305 27.04652
29 461.33 54.779 28.85631 79 477.69 48.141 26.94968
30 556.32 54.588 2421652 3 80 553.53 46.73 24.19178
31 591.17 4837 24.02591 81 518.88 48.294 31.77027
32 474.55 45.509 27.92434 82 547.63 53.749 23.41745
33 496.87 48.943 22.83471 83 405.94 45.776 19.95862
34 645.72 45319 23.18464 84 489.7 39.864 25.09804
35 536.11 46.387 25.44206 85 510.56 46.082 21.53753
36 687.54 62.981 24.0266, 86 493.38 43.64 20.53163
37 557.79 52.261 2541107 87 467.15 56.572 22.11015
38 525.96 46.768 29.012 88 483.81 45319 15.18928
39 551.44 45.395 24.31603 89 447.27 48.294 24.27456,
2 40 514.86 50.011 24.48936 90 462.07 40.169 18.96895
41 526.99 52.643 26.95816 91 479 44.136 28.07328
42 513.24 46.043 16.03006, 92 633.24 53.596 20.17394
43 566.76 55.084 19.59459 93 513.68 53.787 20.3906
44 521.62 54.55 20.94427 Lz 485.56 44.289 29.88102
45 554.63 54.054 22.39616 95 523.51 46.272 15.9291
46 527.75 53.596 23.9132 4 96 540.01 44.927 22.46888
47 608.82 47.34 2442314 97 608.21 42.839 16.43793
48 561.12 49.171 27.42174 98 493.7 48.141 28.11193
49 586 42458 24.80221 99 517.6 46.196 26.20344
50 563.47 52.948 21.83234 100 528.17 54.436 20.86827
média 23.871153
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Tabela A.7: Valores de volume para a amostra E.

TABELA A7
Amostra E-20/01/06 Threshold 200nm
.. Altura Area Volume Y . Altura Area Volume
Imagem | Hemacia média (nm) (umz) ) Imagem | Hemicia média (nm) (umz) )

1 530.35 3532 18.734083 51 638.04 54.741 34.926948
2 543.28 48.294 | 26.237164 52 536.98 53.177 | 28.554985
3 502.15 49.362 | 24.787128 53 612.42 45.853 | 28.081294
4 478.94 42.839 | 20.517311 54 554.39 51.613 | 28.613731
5 552.1 42 23.1882 3 55 511.99 42.305 | 21.659737
6 519.85 49.629 | 25.799636 56 621.78 46.387 | 28.842509
7 501.26 44.975 | 22.544169 57 616.61 47.493 | 29.284659
8 550.68 50.354 | 27.728941 58 470.22 35.362 16.62792
9 473.26 50.049 23.68619 59 538.08 51.804 | 27.874696
1 10 598.94 44.975 | 26.937327 60 841.12 42458 | 35.712273
11 619.53 49.629 | 30.746654 61 514.74 50.278 | 25.880098
12 622.37 55.046_ | 34.258979 62 485.86 47.836_ | 23.241599
13 589.89 42.152 | 24.865043 63 553.29 43.297 | 23.955797
14 554.72 46.082 | 25.562607 64 465.13 55389 | 25.763086
15 518.76 47.989 | 24.894774 65 607.72 45.815 | 27.842692
16 597.55 35.21 21.039736 66 541.7 43.144 | 23.371105
17 595.64 45471 27.084346 67 529.78 54.665 | 28.960424
18 816.52 41.809 | 34.137885 68 511.19 54.741 27.983052
19 746.88 42.152 | 31.482486 69 501.99 47.531 23.860087
20 395.57 40.321 15.949778 70 521.67 40.359 21.05408
21 495.4 48.256 | 23.906022 71 493 46.501 22.924993
22 483.69 53.846 | 26.044772 72 526 44.899 | 23.616874
23 51591 48.103 | 24.816819 73 563.12 50.888 | 28.656051
24 347.1 45.013 15.624012 74 549.54 46463 | 25.533277
25 478.34 54.283 25.96573 75 502.67 47.989 | 24.122631
26 502.62 46.883 | 23.564333 76 578.29 46.349 | 26.803163
27 433.38 47.226 | 20.466804 4 77 449.36 48.676 | 21.873047
28 343.17 39.749 13.640664 78 449.86 45.242 | 20.352566
2 29 425.92 47.92 20.410086 79 471.58 42458 | 20.022344
30 452.67 37.308 16.888212 80 546.66 48.37 26.441944
31 330.07 50.392 16.632887 81 561.25 48.18 27.041025
32 502.59 50.85 25.556702 82 723.37 46.654 | 33.748104
33 524.79 48.294 | 25.344208 83 523.74 36.964 19.359525
34 553.11 40.817 | 22.576291 84 562.21 45.624 | 25.650269
35 604.24 51.994 | 31.416855 85 573.9 47.989 | 27.540887
36 425.13 46.196 19.639305 86 648.03 52.147 33.79282
37 518.44 48.485 | 25.136563 87 747.48 46.616 | 34.844528
38 365.79 52.872 19.340049 88 744.21 45 33.669549
39 657.94 58.395 | 38.420406 89 580.4 60.501 35.11478
40 556.95 44.823 24.96417 90 684.92 50.011 34.253534
41 579.02 39.101 22.640261 91 720.77 45.166 | 32.554298
42 441.32 47.112 | 20.791468 92 571.58 5291 30.242298
43 540.3 51.918 | 28.051295 93 603.21 46.768 | 28.210925
3 44 610.96 54.588 | 33.351084 94 623.5 46.196 | 28.803206
45 567.57 44.632 | 25.331784 95 620.01 46.387 | 28.760404
46 479.06 41.962 | 20.102316 96 638.04 50.621 32.298223
47 662.64 45.204 | 29.953979 5 97 569.28 49.477 | 28.166267
48 497.82 42.992 | 21.402277 98 595.76 44.785 | 26.681112
49 622.09 45433 | 28.263415 99 573.45 58.136_ | 33.338089
50 681.74 48.409 | 33.002352 100 557.67 49.362 | 27.527707
média 24.668551
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Tabela A.8: Valores de volume para a amostra F.

TABELA A8
Amostra F-10/02/06 Threshold 200nm
Imagem | Hemicia Altura Area Volume Imagem | Hemcia Altura Area Volume
média (nm) (um?) 1) média (nm) (um’) (L))
1 660.92 53.06 35.388109 51 558.82 54.283 | 30.334426
2 523.42 64.049 | 33.524528 52 47795 49.973 | 23.884595
3 574.74 62.027 | 35.649398 53 812.19 56.19 45.636956
4 462.22 41.733 19.289827 3 54 488.21 62.675 | 30.598562
5 488.73 56.648 | 27.685577 55 560.83 50.659 | 28.411087
6 450.19 43.64 19.646292 56 540.79 52.299 | 28.282776
7 449.79 63.477 28.55132 57 527.72 59.013 31.14234
8 625.06 55.58 34.740835 58 52845 64.125 | 33.886856
9 488.54 64.659 | 31.588508 59 587.1 51918 | 30.481058
10 566.11 64.507 | 36.518058 60 581.24 47.684 | 27.715848
11 625.06 55.58 34.740835 61 528.84 52.109 | 27.557324
1 12 436.19 62.828 | 27.404945 62 501.91 63.438 | 31.840167
13 571.79 71.64 41.392876 63 428.86 66.071 28.335209
14 445.52 51.994 | 23.164367 64 500.62 59.013 | 29.543088
15 544.65 52.071 28.36047 65 538.65 63.019 | 33.945184
16 492.72 63.591 31.332558 66 426.32 61.951 26.41095
17 501.16 50.735 | 25.426353 4 67 402.97 58.098 | 23.411751
18 568.67 53.101 | 30.196946 68 555.06 65.269 | 36.228211
19 554.29 46.158 | 25.584918 69 595.87 56.686 | 33.777487
20 492.72 50316 24.7917 70 465.13 49.667 | 23.101612
21 505.81 72.327 36.58372 71 440.62 53.444 | 23.548495
22 407.01 52948 | 21.550365 72 495.3 51.918 | 25.714985
23 340.75 61.15 20.836863 73 576.34 51.231 | 29.526475
24 524.08 63.515 | 33.286941 74 559.76 52.223 | 29.232346
25 525.16 63.019 | 33.095058 75 543.96 52.643 | 28.635686
26 414.84 60.844 | 25.240525 76 636.02 53.444 | 33.991453
27 594.77 63.629 37.84462 77 423.88 56.953 | 24.141238
28 533.32 65.727 | 35.053524 78 4554 52.948 | 24.112519
29 438.07 57.03 24.983132 79 429.47 62.866 | 26.999061
30 462.79 62.18 28.776282 80 578.92 64.087 | 37.101246
31 527.13 60.654 | 31.972543 81 407.58 58.136 | 23.695071
32 567.16 57.945 | 32.864086 82 427.56 54.245 | 23.192992
2 33 567.58 62.523 | 35.486804 83 435.01 54.245 | 23.597117
34 492.56 58479 | 28.804416 84 417.18 59.738 | 24.921499
35 468.68 57449 ] 26.925197 5 85 526.8 50.545 | 26.627106
36 472.87 53.368 | 25.236126 86 405.43 58.327 | 23.647516
37 605.15 61.607 | 37.281476 87 456.93 51.422 | 23.496254
38 571.54 59.509 | 34.368828 88 537.1 57 30.528227
39 521.93 56.267 | 29.367435 89 515.72 59.7 30.788484
40 418.72 52.795 ] 22.106322 90 578.06 55.656 | 32.172507
41 597.46 54.245 | 32.409218 91 392.49 48.218 18.925083
42 519.54 53215 | 27.647321 92 414.63 60.768 | 25.196236
43 445.35 56.496 | 25.160494 93 531.29 46.692 | 24.806993
44 655.36 53.101 34.800271 94 417.61 36.85 15.388929
45 458.13 48.904 22.40439 95 436.19 64.926 | 28.320072
3 46 621.29 58.861 36.569751 96 412.15 55.847 | 23.017341
47 463.17 65.46 30.319108 6 97 626.99 63.591 39.870921
48 525.71 77.515 | 40.750411 98 453.69 64.964 | 29.473517
49 473.61 60.463 | 28.635881 99 556.32 65 36.338266
50 500.63 51.003 ] 25.533632 100 516.22 62408 | 32.216258
média 30.017463
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Tabela A.9: Valores de volume em 24h de envelhecimento.

TABELA A9
Volume Volume
Horas () Horas (1)

0 44.86266348 13 39.83244125
1 45.541056 14 | 41.10237068
2 51.162447 15 41.887179
3 15.0358122 16 | 35.96994036
4 41.994288 17 | 36.91240588
5 42.745032 18 | 40.24635225
6 37.66290948 19 41.309454
7 40.80530428 20 | 41.01815012
8 44.500638 21 47.3407
9 36.1113984 22 | 41.82806585
10 46.260884 23 42.341994
11 40.2897594 24 43.047148
12 44.365838

Tabela A.10: Valores de volume em 84h de envelhecimento, com intervalos de 12h entre

medidas.
TABELA A10
. Volume
Dias
Q1))

0 44.86266348
0.5 44.365838

1 43.047148
1.5 54.648924
2 46.440112
2.5 42.125157
3 46.44513

3.5 42.245892







B

Apresentacoes em Conferéncias.

Foram apresentados os seguintes trabalhos em conferéncias nacionais e internacionais:

e Third Latin American Symposium on Scanning Probe Microscopy -

LASPM. 2005, Ouro Preto - MG.

Titulo: EVALUATION OF RED BLOOD CELLS OF HEALTHY SUBJECTS
AND PATIENTS WITH MYELODYSPLASTIC SYNDROME.

Autores: COSTA, Erivelton Facanha da; PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE,
José Alexander de King; REBELO, Luciana Magalhaes; FREIRE, Valder No-
geira; FARIAS, Gil de Aquino.

e 9TH CONGRESS OF THE EUROPEAN HEMATOLOGY ASSOCI-
ATION, 2004, Geneva.

Titulo: RED BLOOD CELL AGING PATTERNS: IN VITRO OBSERVA-
TIONS USING ATOMIC FORCE MICROSCOPY.

Autores:MAGALHAES, Silvia Maria Meira; ROCHA FILHO, Francisco Dario;
FREIRE, José Alexander de King; FREIRE, Valder Nogeira; FARIAS, Gil de
Aquino; COSTA, Erivelton Facanha da; SILVA JUNIOR, Eronides Felisberto da;
REBELOQO, Luciana Magalhaes.

119



120 Apéndice B

¢ CONGRESSO BRASILEIRO DE HEMATOLOGIA E HEMOTER-
APIA, 2004, Sao Paulo.

Titulo: AVALIACAO DO PERFIL ERITROCITARIO POR MICROSCOPIA
DE FORCA ATOMICA EM INDIVIDUOS SADIOS.

Autores: MAGALHAES, Silvia Maria Meira; COSTA, Erivelton Facanha da;
FREIRE, José Alexander de King; PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE,
Valder Nogeira; FARIAS, Gil de Aquino.

e XXI ENCONTRO DE FiSICOS DO NORTE E NORDESTE, 2004

Titulo: CARACTERIZACAO DO PERFIL ERITROCITARIO EM INDIVI-
DUOS SADIOS E PORTADORES DE SINDROMES MIELODISPLASTICAS
POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA.

Autores: COSTA, Erivelton Facanha da; MAGALHAES, Silvia Maria Meira;
PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE, José Alexander de King.

e XXIII ENCONTRO UNIVERSITARIO DE INICIACAO A PESQUISA,
2004

Titulo: MONITORAMENTO DOS PARAMETROS DE IDADE DE CELULAS
VERMELHAS UTILIZANDO O MICROSCOPIO DE FORCA ATOMICA.

Autores: COSTA, Erivelton Facanha da; FREIRE, José Alexander de King;
FREIRE, Valder Nogeira; MAGALHAES, Silvia Maria Meira.
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Autores: E. F. Costa, S. M. M. Magalhaes, B. S. Cavada, R. G. Benevides, J.
A. K. Freire

121






Aprovacao do Comité de Etica

Documento comprovando a aprovacao do comité de ética e pesquisa para o trabalho

desenvolvido com material humano.

Universidade Federal do Ceard
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 521/03 Fortaleza, 19 de dezembro de 2003
Protocolo COMEPE n° 229/03

Pesquisador respons:ivel: Silvia Maria Meira Magalhdes

Dept’./Servigo: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: "Caracterizagdo do perfil eritrocitario em individuos sadios e

portadores de sindrome mielodisplastica através de microscopia de forga atomica"

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satide — Ministério da Saude, Resolugdo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Didrio Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 18 de dezembro de 2003.

Atenciosamente,

123



