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Resumo
A maneira mais difundida na observação de élulas sanguíneas (hemáias) é aquelaque utiliza mirosopia ótia onvenional. Devido ao limite de resolução dos instru-mentos ótios, novas ténias de mirosopia oloam-se omo alternativas para o es-tudo de élulas, tais omo: a mirosopia eletr�nia (de varredura e transmissão) e asténias de varredura por sonda. Inlui-se neste último grupo a mirosopia de forçaat�mia (AFM).Este trabalho disute as possibilidades de uso da Mirosopia de Força At�mia(Atomi Fore Mirosopy - AFM) em iênias da vida, para ser mais espeí�o, naaraterização de eritróitos. Cino experimentos envolvendo hemáias e AFM estãoaqui desritos: difereniação entre os grupos sanguíneos AB+ e O+; análise do per�lda membrana eritroitária de indivíduos sadios e portadores de SMD; preparação deélulas vermelhas para análise em mirosopia de força at�mia; análise volumétria deélulas vermelhas; e monitoramento do envelheimento de um eritróito ao ar usandoo AFM.No primeiro experimento, a rugosidade das membranas elulares dos grupos AB+e O+ mostraram-se diferentes. Já no segundo experimento, depressões foram enon-tradas sobre a membrana de paientes om SMD e indivíduos sadios, ontudo, aparente-mente mais profundas no primeiro grupo. O tereiro estudo trouxe à tona a importâniada preparação adequada dos eritróitos para medidas espeí�as em AFM. A quarta ex-periênia omprovou a apaidade da ténia AFM de forneer informação de volume,o que também foi utilizado no último experimento para monitorar o envelheimento deuma hemáia ao ar.





Abstrat
The optial mirosopy is the most employed tehnique used for visualize red blood ells(RBCs). But, due to its resolution limit, it is neessary to use other omplementarytehniques to study the ells, suh as: the sanning and transmission eletron mi-rosopy, and the sanning probing mirosopy. The Atomi Fore Mirosopy (AFM)is inluded in the last group.This work refers to the possibilities of using AFM in life siene, fousing on theerythroytes haraterization. Five experiments involving red blood ells and AFMwere arried out: AB+ and O+ blood types di�erentiation; RBCs membrane studyof donors and patients with MDS (Myelodysplasti Syndrome); suitable preparationof red blood ells for AFM analysis; volume study of erythroytes; and �nally agingproess observation of RBC in air.The �rst experiment determined the ell membrane roughness for AB+ and O+groups, whih were di�erent. For the seond one, depressions were found on the ellsurfae of both MSD patients and healthy people. These "holes"were deeper in the �rstgroup. The third experiment showed the importane of sample (RBCs) preparationfor eah AFM spei� analysis. The fourth experimental proedure showed the AFMtehnique apability for providing volume information, whih was also used in the lastexperiment to monitor the aging proess of RBCs in air.
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1Introdução
1.1 Uma Breve História da Mirosopia.Um observador interessado em examinar pequenos detalhes de um objeto traz omesmo para bem próximo de seu olho, de forma que sua imagem pareça maior. À me-dida que o objeto é aproximado, sua projeção na retina vai aumentando de tamanhoe permanee em foo até o ponto onde o ristalino pode garantir aomodação ade-quada dos raios. Além deste ponto, onheido omo ponto próximo, a imagem perderesolução e torna-se embaçada. Chegou-se ao limite da visão humana para pequenosobjetos. Hoje, sabemos que uma simples lente onvergente, também onheida omolente de aumento, é apaz de ontornar este problema. Contudo, o experimento desritoaima e a limitação imposta por ele tem grande hane de ter sido a motivação quelevou as gerações passadas a onentrar esforços para entender e dominar os fen�menosótios. Os primeiros artefatos da tenologia ótia remontam à antiguidade (1200 AC),quando lemos no livro de Êxodo 38:8 que uma mulher doa o metal de suporte de suaslentes de enxergar para a onfeção de um lavatório de metal usado em erimoniaisno tabernáulo [1℄. Fisólofos gregos omo Pitágoras, Demóritus, Empedoles, Platão,Aristóteles, dentre outros, apresentaram suas próprias teorias sobre a natureza da luz.Eulides (300 AC) registrou que onheia o fen�meno da propagação retilínea da luz emseu livro Catoptris. Uma lente onvergente usada para onentrar os raios luminosose produzir fogo é desrita por Aristófanes em sua peça As Nuvens (50 DC):"...- Voê já viu nas lojas dos droguistas aquela pedra, bonita, transparente, om a1



2 1. Introduçãoqual se aende fogo?- Está falando do ristal?- Sim. Ora, que aonteeria se eu a tomasse no momento em que o esrivão es-tivesse anotando a queixa, de longe, assim, parado diante do Sol, e �zesse derreter osdoumentos do meu proesso?- Voê fala om sabedoria. Sim, pelas Graças!" [2℄.Os registros do historiador Plínio revelam que os romanos possuíam tais lentes.Mais que isso, exemplares de esferas de vidro e ristal, que provavelmente serviam aopropósito de aender fogueiras, foram enontradas entre ruínas romanas. Já o �lósoforomano Senea (3 AC - 65 DC) observou em sua obra que esferas de vidro heias deágua poderiam ser usadas omo lentes de aumento. É possível que artistas romanospossam ter usado tais lentes para failitar a onfeção de trabalhos artesanais de grandepreisão.Com a queda do império romano (475 DC) mara-se o iníio da idade média. Nesteperíodo, o progresso ientí�o estanou na Europa e muito do que já havia sido esritopelos antigos foi esqueido em função do domínio da ultura ristã greo-romana. Con-tudo, a tomada de Alexandria pelos muçulmanos em 642 DC deu iníio à oupaçãoislâmia do oidente. Pelo �nal do sétimo séulo, o império de Alá estendia-se daPérsia à Espanha, passando por toda a osta sul do Mediterrâneo. O império árabepassou então a possuir o onheimento do velho mundo e muito da sabedoria antigafoi traduzida e preservada. No que onerne aos avanços em ótia, Alhazen (1000 DC)deu sua ontribuição para a lei da re�exão, oloando o ângulo de inidênia e re�exãono mesmo plano normal à interfae. Ele também ensaiou sobre espelhos parabóli-os e esférios, além de registrar uma desrição detalhada do mais omum e e�ienteinstrumento ótio, o olho humano.A Europa omeçaria a sair de seu torpor inteletual pelo �nal do séulo XIII. Destaépoa, sabe-se que o trabalho de Alhazen fora traduzido para o latim, in�ueniando aobra do bispo de Linoln Robert Grossete (1175-1253) e do matemátio polonês Vitello.Posteriormente, seus estudos em ótia in�ueniaram o trabalho do franisano Roger



1.1. Uma Breve História da Mirosopia. 3Baon (1215-1294). Aredita-se que partiu dele a primeira iniiativa de usar lentespara orrigir os problemas da visão humana. Baon também sugeriu a ombinação delentes para a onstrução de um telesópio.Após a morte de Baon não há registros de outros estudos envolvendo ótia. Con-tudo, paree que seu trabalho serviu à popularização dos instrumentos ótios omo porexemplo, os óulos omo os onheemos hoje. Datam da segunda metade do séuloXIII várias obras de artistas retratando monges usando óulos. Leonardo da Vini(1452-1519) ensaiou sobre a âmera esura [3℄, popularizada posteriormente por Gio-vanni Battista Della Porta (1535-1615). Em seu livro Magia Naturalis (1589), Portadesreve a ombinação de lentes onvergentes e divergentes [4℄.Os grandes avanços na ótia viriam apenas no séulo XVII. Quase que onomitan-temente foram inventados o telesópio e o mirosópio. O primeiro omo instrumentode auxílio à visão do muito grande, ou do muito distante, enquanto o segundo à visãodo muito pequeno. Tais instrumentos são provas da neessidade de ver além do que sevê. Não está laro quem onstruiu o primeiro telesópio, mas há registros de que em2 de outubro de 1608, o fabriante de óulos holandês Hans Lippershev (1587-1619)requereu a patente do novo equipamento. Sabe-se que em Pádua, Galilieu Galilei (1564-1642) ao tomar onheimento da nova invenção, p�s-se a trabalhar na fabriação doseu próprio telesópio, o que onseguiu �nalizar em alguns meses polindo as lentes àmão. Pelos mesmos tempos, o mirosópio omposto (i.e., que usa duas ou mais lentesombinadas) foi onstruído pelo holandês Zaharias Janssen (1588-1632).A partir de então, as modi�ações e desobertas viriam em turbilhão. FranisoFontana (1580-1656) de Nápoles, substituiu a lente oular �nava do mirosópio poruma onvexa. Uma modi�ação semelhante foi feita no telesópio por Johannes Kepler(1571-1630). Olhando para o éu om seu telesópio, Galileu desobriu as luas deJúpiter em 6 de janeiro de 1610. No mesmo ano ele onseguiu ver os anéis de Saturno.Ele também onluiu que o Sol possuía uma rotação pela observação de manhas quese moviam em sua superfíie. Kepler publiaria seu livro Dioptrie em 1611, no qualrelatava a desoberta da re�exão interna total. Também apresentou o tratamento



4 1. Introduçãoda ótia de primeira ordem para sistemas de lentes delgadas, além de desrever omdetalhes o funionamento do telesópio galileano (oular divergente) e o kepleriano(oular onvergente). Em 1621 oorre um dos grandes momentos no desenvolvimentoda ótia moderna. Willebrord Snell (1591-1626), professor em Leyden, desobriu demaneira empíria a lei da refração.Ao entender de maneira preisa omo os raios de luz se omportam ao atravessaruma interfae entre dois meios, Snell abriu de uma só vez a porta para o desenvolvi-mento da ótia moderna. Depois disso, o primeiro a publiar a lei da refração emtermos de senos omo a onheemos hoje foi René Desartes (1596-1650) [5℄. TambémPierre Fermat (1601-1665) formulou sua versão para a lei da refração. Este últimoprop�s que a luz propagava-se de um ponto a outro tomando o aminho ujo tempode perurso era o menor possível. Este é o famoso prinípio do tempo mínimo.Também digna de menção é a desoberta do fen�meno da difração (o desvio daluz de sua trajetória retilínea ao passar por um orifíio ou obstáulo muito pequeno)pelo professor jesuíta Franeso Maria Grimaldi (1618-1663), em Bolonha na Itália.Ele observou bandas de luz (laros e esuros) na sombra de uma haste �na quandoiluminada por uma pequena fonte de luz. Paralelamente, Robert Hooke, na Inglaterra,desreveu em seu famoso livro Mirographia(1665) padrões de interferênia oloridosgerados por �lmes �nos. Hooke onluiu orretamente que tais padrões eram devidosà interação entre a luz re�etida nas superfíies frontal e posterior do �lme. Além disso,Hooke prop�s a idéia de que a luz era um movimento vibratório rápido que se propagavanum meio a alta veloidade. Prop�s ainda que ada pulso ou vibração de um orpoluminoso geraria uma esfera. Foi o nasimento da teoria ondulatória da luz.As realizações de Hooke em iênia não se restringiram apenas à físia. Ele tam-bém ontribuiu em áreas omo paleontologia, químia, meteorologia e biologia. Nestaúltima, seu livro Mirographia tem espeial relevânia [6℄. Ao trazer desrições de-talhadas de suas observações om o mirosópio ótio de diversos sistemas biológiosomo insetos, penas de aves, esponjas, et., seu livro tornou-se um best-seller de seusdias. Uma de suas observações mais famosas é a de um �no orte de ortiça. Olhando



1.1. Uma Breve História da Mirosopia. 5os poros no teido da ortiça, Hooke desreveu:"... estes poros ou élulas, foram de fato os primeiros poros mirosópios que eujá vi, ou que alguém já viu, isso porque ainda não enontrei nenhum esritor ou pessoaque os tenha menionado." [7, 8℄De fato, esta foi a primeira vez que a palavra élula foi utilizada. Para ele, as élulasretangulares do teido da ortiça lembravam as elas de um monastério (em inglês, asduas palavras têm a mesma gra�a ell).Apesar doMirographia ter popularizado a mirosopia omo ténia, alguns atribuemao holandês Antony van Leeuwenhoek o mérito de ter apliado o mirosópio ótioa estudos mais preisos de mirosistemas. Leeuwenhoek, um omeriante de Delft,Holanda, não era rio, não tinha formação aadêmia e nem falava outra língua senãoo holandês. Isso já o oloaria de antemão fora da omunidade ientí�a. No entanto,sua determinação, uriosidade e a mente livre do pensamento ientí�o dogmátio daépoa, o levaram a grandes desobertas em biologia. Leeuwenhoek foi o primeiro a ob-servar a vida em esala mirosópia. Dentre suas desobertas estão: hemáias (temadeste trabalho), espermatozóides, protozoários e talvez a mais relevantes de todas, asbatérias.Fabriante de suas próprias lentes e mirosópios, ele onseguiu om auráia e ha-bilidade surpreendentes imagens om aumento de até duzentas vezes, enquanto o mi-rosópio omposto, inventado em 1595, era de quarenta anos antes de Leeuwenhoeknaser, era apaz de aumentos de apenas vinte a trinta vezes. Suas artas, destinadas àRoyal Soiety of London, eram traduzidas do holandês para o inglês e latim e só entãopubliadas no Philosophial Transations of the Royal Soiety.As desobertas de Antony mostraram ao mundo ientí�o um mundo mirosópioonde a vida também aonteia. Elas também renderam-lhe a asensão a membroda Royal Soiety em 1680, ao lado de nomes omo Robert Hooke, Henry Oldenburg,Robert Boyle, dentre outros. Contudo, ele jamais ompareeria a nenhum dos enontrosda soiedade. Após sua morte em 30 de agosto de 1723, o pastor da New Churh em



6 1. IntroduçãoDelft esreveu à Royal Soiety:"Antony van Leeuwenhoek onsiderou que o que é verdadeiro em �loso�a naturalpode ser ainda mais frutífero se investigado pelo método experimental, suportado pelasevidênias dos nossos sentidos. Por esta razão, om diligênia e trabalho inansável,fez om suas próprias mãos lentes de onsiderável qualidade, om a ajuda das quaisdesobriu diversos segredos da natureza, agora famosos por todo o mundo �losó�o."[9,10℄Os mirosópios ótios ompostos da époa de Hooke e Leeuwenhoek tinham poderde resolução similar aos atuais utilizados em laboratório. Isso mostra que apesar dea tenologia de fabriação de lentes ter atingido onsiderável avanço, bem omo osmétodos de iluminação e aptação da luz re�etida pela amostra, o desenvolvimento damirosopia ótia atingiu um ponto de saturação. De fato, no séulo XIX, desobriu-seque os mirosópios ótios têm um poder de resolução limitado, não importando quãoexelente seja a fabriação de suas lentes ou as ondições experimentais em que seobserva a amostra.1.2 Poder de Resolução de um Mirosópio Ótio.O poder de resolução de um mirosópio ótio é determinado pela apaidade domesmo de mostrar de maneira distinguível a imagem de dois pontos separados poruma distânia d. Costuma-se onsiderar nesta de�nição o famoso ritério de Rayleigh(1842-1919) [11℄. Ou seja, a imagem de dois objetos é dita resolvida quando, o máximodo padrão de difração de Airy do primeiro ponto oinide om o primeiro mínimo dopadrão de difração do outro ponto. Para muitos, o ritério de Rayleigh é algum tipode lei natural esrita por anjos em tábuas de ouro. Para o próprio Raylaeigh, ele nãopassa de uma aproximação. Contudo, sabe-se que não foi o Lord Rayleigh o primeiroa anuniar o poder de resolução de um sistema ótio [12℄.Em meados do séulo XIX Carl Zeiss (1816-1888) dirigia uma pequena fábria



1.2. Poder de Resolução de um Mirosópio Ótio. 7de mirosópios em Jena, Alemanha. Naquela époa, os mirosópios ainda eramfabriados de maneira impreisa e rudimentar. Logo Zeiss pereberia que o métodotentativa e erro levava a avanços insigni�antes. Foi quando em 1866 ele persuadiuo físio Ernest Abbe, então professor na Universidade de Jena, a trabalhar om ele eestabeleer bases ientí�as para o funionamento do mirosópio [13, 14℄. Abbe foio primeiro a de�nir a mínima distânia transversal (D) entre dois objetos pontuais, apartir da qual os mesmos podem ser resolvidos numa imagem, omo
D =

1, 22λ

no sin θmax

, (1.1)onde no é o índie de refração do meio entre a amostra e a lente e θmax é o ângulomáximo de abertura da objetiva (Fig. 1.1). Abbe desobriu por meio da experiêniaque uma grande abertura resultava em maior resolução, mesmo que o one de luzinidente preenhesse apenas uma pequena porção da objetiva. De alguma maneira, aregião esura ao redor do one de luz estava ontribuindo para a imagem.

Figura 1.1: Máximo ângulo de abertura da lente objetiva de um mirosópio ótio.A Fig. 1.2 mostra uma fonte de luz oerente iluminando uma grade de difração, estapoderia ser, por exemplo, uma amostra de teido sobre uma lamínula transparente.Observe que a abertura da lente não é su�iente para oletar toda a luz difratada,ou seja, a imagem não orresponde exatamente ao objeto observado. Na realidade,a imagem que se vê no plano I é resultado do padrão de difração oletado por L.Sabe-se que a porção de luz perdida está assoiada às ordens mais altas do padrão



8 1. Introduçãode difração e a remoção desta porção de informação resulta exatamente na perda dede�nição e resolução da imagem. Do ponto de vista oneitual, a grade de difração Gsó poderia ser onsiderada estritamente periódia se ela tivesse uma largura in�nita.Isto signi�a que na prátia ela tem um espetro de Fourier ontínuo, dominado pelostermos disretos da série de Fourier próximos à periodiidade onsiderada da grade,mais os termos de ordem maior, ontudo, om amplitude menor. Assim, superfíiesompliadas e irregulares naturalmente apresentarão um espetro de Fourier ontínuo,logo, podemos onluir que desde que a lente objetiva de um mirosópio ótio não temuma abertura in�nita, ela funiona om um �ltro passa-baixa, rejeitando as frequêniasde ordem superior a uma dada frequênia, deixando passar todas as outras abaixo.Consequentemente, qualquer lente real é limitada em sua habilidade de reproduzir asaraterístias de um objeto relaionadas às omponentes de alta frequênia da luzdifratada pela amostra, quando sob iluminação oerente [15℄.

Figura 1.2: Formação da imagem através de uma lente num sistema ótio, omo por exemploum mirosópio ótio.Uma outra abordagem para o problema da resolução de um sistema ótio pode serfeita por meio da análise de Fourier [16, 17, 18℄. Consideremos uma amostra sobreuma lamínula, sendo o plano da lamínula (x,y,0). Suponhamos que uma onda plana −→
E



1.2. Poder de Resolução de um Mirosópio Ótio. 9inide transversalmente sobre o plano da lamínula, se propagando na direção positivade z (Fig. 1.3). A transformada de Fourrier em duas dimensões para o ampo −→
E podeser esrita omo:
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Figura 1.3: Campo elétrio E inidindo sobre o plano (x,y,0), propagando-se na direção zpositivo.
−→
E (wx, wy) =

∫ ∫

−→
E (x, y, 0)e−2iπ(wxx+wyy)dxdy. (1.2)Na Eq.(1.2) wx e wy são as frequênias espaiais das estruturas sobre o plano deinidênia, as quais, de maneira geral podem assumir qualquer valor entre 0 e ∞.Assim, −→E (x,y,0) pode ser esrito em termos da sua transformada de Fourier inversa:

−→
E (x, y, 0) =

∫ ∫

−→
E (wx, wy, 0)e2iπ(wxx+wyy)dxdy. (1.3)O ampo sobre o plano da amostra pode então ser onsiderado omo a superposiçãode ondas planas propagando-se na direção dos vetores de onda:

−→
k = (

−→
kx,

−→
ky ,

−→
kz ) = (α, β, γ)

2π

λ
, (1.4)ujos ossenos do ângulo de propagação são:

α = λwx, β = λwy, γ =
√

1 − α2 − β2. (1.5)De maneira semelhante a Eq.(1.3), o ampo elétrio −→
E para a região z>0 pode seresrito omo:



10 1. Introdução
−→
E (x, y, z) =

∫ ∫

−→
E (wx, wy, z)e2iπ(wxx+wyy)dwxdwy. (1.6)Da eletrodinâmia, sabemos que onsiderando o meio de propagação homogêneo,isotrópio e linear, o ampo elétrio −→
E deve satisfazer à equação de Helmholtz

∇
2−→E + k2−→E = 0. (1.7)A apliação direta desta ondição ao ampo da Eq.(1.6) nos leva à seguinte solução:

−→
E (wx, wy, z) =

∫ ∫

−→
E (wx, wy)e

2izπ
√

1

λ2
−wx

2
−wy

2

dxdy. (1.8)Combinando as Eq.(1.8) e (1.6), obtemos o valor do ampo elétrio para z>0:
−→
E (x, y, z) =

∫ ∫

−→
E (wx, wy)e

2iπ(wxx+wyy+z
√

1

λ2
−wxx−wyy)

dwxdwy. (1.9)Têm-se então duas situações possíveis:1 - wx
2 + wy

2 < 1
λ2 .Neste aso, o argumento da função exponenial na Eq.(1.8) é imaginário, o queorresponde a uma onda que se propaga no eixo z em direção ao plano de observação.2 - wx

2 + wy
2 > 1

λ2 .Agora, a função exponenial na Eq.(1.8) tem um argumento real. Isto nos permitereesrever a Eq.(1.8) omo:
−→
E (wx, wy, z) =

∫ ∫

−→
E (wx, wy)e

−2zπ
√

wx
2+wy

2
−

1

λ2 dxdy. (1.10)Consequentemente, a amplitude da onda ai exponenialmente na direção de z.Isto nos leva a rer que para frequênias espaiais baixas, as ondas se propagamnormalmente em z na direção do plano de observação. Estas ondas são onheidas omoomponentes de ampo distante (far-�eld) do espetro de frequênia. Enquanto que asondas devidas às altas frequênias espaiais deaem exponenialmente ao se afastarem



1.2. Poder de Resolução de um Mirosópio Ótio. 11da amostra, não atingindo o plano de observação. A região onde estas ondas podemser detetadas é onheida omo ampo próximo (near-�eld). Nesta região trabalha oSNOM, uma ténia de mirosopia ótia que onsegue atingir onsiderável resolução.Falaremos desta ténia mais adiante.Num mirosópio ótio onvenional, as lentes estão loalizadas numa região ondeapenas as omponentes de ampo distante podem ser aptadas. Como visto anterior-mente, as únias ondas aptadas pela lente objetiva são aquelas limitadas pela aber-tura da lente. Na Eq.(1.1), o numerador no sin θmax foi hamado por Abbe de aberturanuméria da lente, ou NA (numerial aperture). Considerando então que o índie derefração do ar no é igual a 1, e θ é θ(−→z ,
−→
k ), as ondas aptadas pela lente são aquelasque obedeem à seguinte ondição:

sin(θ(−→z ,
−→
k )) < NA. (1.11)Agora, sabendo que para os ossenos direionais de�nidos pela Eq.(1.5) vale a relação:

θ = arcsin
√

α2 + β2, (1.12)onluímos por meio da Eq.(1.5) e (1.11) que:
α2 + β2 < (NA)2, (1.13)

wx
2 + wy

2 < (
NA

λ
)
2

, (1.14)
√

wx
2 + wy

2 < (
NA

λ
). (1.15)Do lado esquerdo da Eq.(1.15) temos a frequênia espaial da superfíie da amostraem suas duas omponentes dimensionais. Por de�nição, a frequênia espaial é:

w =
1

λe

, (1.16)



12 1. Introduçãosendo λe o omprimento de onda espaial da amostra e w =
√

wx
2 + wy

2. Ora, λe éa distânia no plano (x,y) da amostra entre, por exemplo, dois máximos do padrãoregular de superfíie, portanto podemos dizer que λe =
√

∆x2 + ∆y2, o que nos deixaom:
√

∆x2 + ∆y2 > (
λ

NA
). (1.17)As Eq.(1.15) e (1.17) nos dizem que apenas frequênias espaiais menores que NA/λsão detetadas, orrespondendo a distânias no plano (x,y) maiores que λ/NA. Logo, omáximo poder de resolução do mirosópio ótio está limitado a λ/NA. Este resultadoestá de aordo om o que Abbe havia previsto experimentalmente, posteriormentetambém anuniado por Rayleigh [Eq.(1.1)℄. Em termos prátios, isto signi�a queuma amostra iluminada om luz brana de omprimento de onda efetivo de 560nm,onsiderando a abertura numéria NA=1.6, o que se pode onseguir quando oloa-seóleo entre a lente objetiva e a amostra, a distânia máxima resolvível é da ordem de350nm. Para a iênia de hoje este é um limite absurdamente grande, uma vez que aesala de grandeza dos proessos mais estudados atualmente estão dentro da esala dealguns nan�metros (nanoiênia).1.3 DaMirosopia Ótia à Mirosopia de Varredurapor Sonda.Uma forma de transpor o limite imposto pelo ritério de Rayleigh é diminuir oomprimento de onda da radiação inidente sobre a amostra, mas esta não se mostrouuma boa saída experimental para o problema, omo veremos adiante. De fato, asprimeiras observações bem suedidas em esalas at�mias só vieram depois de umadesoberta básia em meânia quântia. Isto é, a de que a luz e a matéria exibemambas as naturezas, tanto de partíulas omo de ondas. Em 1927 C.J. Davison eL.H. Germer on�rmaram experimentalmente a natureza ondulatória do elétron. Eles



1.3. Da Mirosopia Ótia à Mirosopia de Varredura por Sonda. 13também onstataram que elétrons de alta energia apresentavam um omprimento deonda menor que o de elétrons de baixa energia.Estas desobertas, juntamente om o estabeleimento da ótia geométria eletr�nia,levaram à onstrução do primeiro mirosópio eletr�nio por E. Ruska e M. Knollem 1931. Desde então, uma gama de tipos de mirosópios foram desenvolvidos.Dentre os mais onheidos poderíamos itar o Mirosópio Eletr�nio de Varredura(SEM-Sanning Eletron Mirosope), o Mirosópio de Transmissão Eletr�nia (TEM- Transmission Eletron Mirosope), Mirosópio de Campo I�nio (FIM-Field IonMirosope) e os Mirosópios de Varredura por Sonda (SPM-Sanning Probe Miro-sope). Neste último grupo estão inlusos o Mirosópio de Varredura por Tunelamento(STM-Sanning Tunneling Mirosope), o Mirosópio Ótio de Varredura de CampoPróximo (SNOM-Sanning Near-�led Optial Mirosope) e �nalmente o Mirosópiode Força At�mia (AFM-Atomi Fore Mirosope).1.3.1 O Mirosópio Eletr�nio.A solução imediata para o limite de resolução imposto pela Eq.(1.1) aos instrumentosótios, era diminuir o omprimento de onda da radiação inidente sobre a amostra.Contudo, radiações aima do espetro de luz visível (Fig. 1.4) não funionavam bemem mirosopia. Por exemplo, o uso do ultravioleta apresentava problemas de absorção.Já os raios-X interagiam fraamente om a amostra e om outros materiais, di�ultandoa fabriação de lentes e portanto levando a problemas de foalização. Estas di�uldadessó puderam ser superadas om a invenção do mirosópio eletr�nio em 1931.O prinípio de funionamento destes equipamentos é análogo ao de um mirosópioótio. Porém, ao invés de usar luz e lentes de vidro omo meio de magni�ação efoalização da imagem, o mirosópio eletr�nio utiliza um feixe de elétrons foalizadopor meio de lentes magnétias. Como seu prinípio de funionamento também obedeeàs leis físias da ótia, ele também está sujeito ao limite de resolução imposto pelarelação de Abbe [Eq.(1.1)℄. A have para sua maior resolução está na troa do usode ondas eletromagnétias, omo elemento de interação om o sistema observado, por
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Figura 1.4: Espetro de radiação eletromagnétia."ondas de matéria".O oneito de ”onda material” veio om a meânia ondulatória, proposta por deBroglie em 1921 [19℄. Segundo ele, uma partíula em movimento possui uma ondaassoiada ao seu movimento, ujo omprimento de onda é dado por:
λ =

h

p
, (1.18)onde h é a onstante de Plank (4,135667 x 10−15eV.s) e p é o momento da partíula.Para um elétron em movimento, sua energia relativístia é dada por:

E2 = pc2 + (mrc
2)

2
= K + mrc

2, (1.19)om mr igual a massa de repouso do elétron (9,11 x 10−31 Kg),  é a veloidade da luz(299.792.458m/s) e K a energia inétia do elétron. Se isolarmos p na Eq.(1.19) e osubstituirmos na Eq.(1.18), obtemos para o omprimento de onda do elétron a seguinte



1.3. Da Mirosopia Ótia à Mirosopia de Varredura por Sonda. 15expressão:
λ =

h
√

2mrK(1 + K
2mrc2

)
. (1.20)A pista que levou os físios da déada de 30 a onstruir um mirosópio a partirde um feixe eletr�nio está na equação aima. Ora, se submetermos um elétron a umadiferença de potenial de 100kV (o que não é difíil de se onseguir em laboratório), omesmo ganhará energia inétia K su�iente para exibir omprimento de onda da ordemde λ ≃0,0037nm. Isto era su�iente para fazer rer que um mirosópio eletr�niodeveria ter um limite de resolução deveras maior que um mirosópio ótio omum(que utiliza luz om λ da ordem de 550nm).O esquema de um mirosópio eletr�nio de varredura está representado na Fig. 1.5.O equipamento é onstituído basiamente por uma oluna mantida sob váuo inferiora 10−4 Torr, onde existe na parte superior um �lamento de tungstênio aqueido a2700oK. O �lamento é mantido a um potenial negativo da ordem de 40kV em relaçãoao anodo. Assim, os elétrons liberados pelo �lamento aqueido são aelerados devidoà diferença de potenial, ganham energia e viajam até a amostra. Durante o perurso,o feixe é foalizado pelas lentes magnétias, omo visto na �gura. Tal diferença depotenial de 40kV, segundo a Eq.(1.20), é apaz de gerar elétrons uja onda assoiadatem omprimento λ ≃0,006018nm.1.3.2 O Mirosópio de Campo I�nio.Em 1951, E.W. Muller inventou o Mirosópio de Campo I�nio (FIM - Ion FieldMirosope) [20℄, um instrumento om altíssima sensibilidade para araterizar super-fíies. Nesta ténia, átomos de H2 e He são ionizados próximo à amostra que deveser preparada de forma que tenha o formato de uma ponta muito �na. O gás ionizadoé então aelerado por um ampo elétrio, atingindo posteriormente um anteparo quefuniona omo atodo do sistema. Então, uma imagem de ampo i�nio orrespondenteao arranjo at�mio da amostra é mostrada numa tela.
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Figura 1.5: Diagrama esquemátio de um mirosópio eletr�nio de varredura.Para atingir a intensidade de ampo elétrio neessária sobre a superfíie, a amostradeve ser preparada na forma de uma ponta uja urvatura deve estar em torno de algu-mas dezenas a entenas de Angstrons. Tal método de preparação da amostra, deverasompliado, aliado ao fato de requerer que o material analisado deve permaneer es-tável quando submetido ao intenso ampo elétrio apliado, limitaram muito o ampode apliação da ténia FIM. Contudo, ténias posteriores resolveriam o problema depreparação da amostra, das ondições de análise e dos tipos possíveis de materiais porela estudados [22℄.1.4 Os Mirosópios de Varredura por Sonda.Existe uma diferença oneitual importante entre os mirosópios ótios onven-ionais (inluindo os mirosópios eletr�nios, já que eles funionam por meio da ótiaeletr�nia) e os mirosópios de varredura por sonda (SPM). Mirosópios que utilizam



1.4. Os Mirosópios de Varredura por Sonda. 17lentes (sejam elas magnétias, elétrias ou de vidro) estão sujeitos ao limite de resoluçãode Raylaeigh desrito anteriormente [Eq.(1.1)℄ ausado pelo proesso de difração dosraios (luminosos ou eletr�nios). No aso dos mirosópios eletr�nios, seu grandepoder de resolução é devido ao pequeno omprimento de onda atingido om elétronsde alta energia.A mirosopia de varredura por sonda representa uma maneira únia de observar umobjeto. Ao invés de oloar um detetor numa dada posição distante da amostra om oobjetivo de oletar a propagação de alguma quantidade físia que arrega informaçõessobre a mesma (fótons, elétrons ou íons), o detetor é oloado muito mais próximoà amostra, algumas vezes toando-a. Mirosópios onvenionais utilizam lentes paramagni�ar a imagem da amostra, já um SPM usa uma sonda muito �na que varre aregião de interesse, oletando informações ponto a ponto da superfíie. Assim, o sinalgerado pela sonda loalmente torna-se um pixel de uma imagem digitalizada.1.4.1 O Mirosópio de Varredura por Tunelamento.O Mirosópio de Varredura por Tunelamento (STM - Sanning Tunneling Miro-sope) foi inventado nos laboratórios da IBM por Derder Binnig e Heinrih Roher em1981 [21℄. Apenas em 1986 eles seriam reonheidos para o prêmio Nobel em físiapor sua invenção. O STM usa os elétrons da própria amostra omo geradores da in-formação sobre as estruturas da superfíie analisada. Basiamente, ele fundamenta-seno ontrole de uma orrente de tunelamento I através de uma barreira de potenialentre a superfíie investigada e uma sonda de metal. Se uma pequena tensão é apliadaentre a superfíie da amostra e a ponta (teoriamente, o aso ideal seria uma sondauja ponta fosse um únio átomo), uma orrente de tunelamento irá �uir entre as duasquando a distânia de separação entre elas é reduzida a pouos diâmetros at�mios. Agrande preisão desta ténia está assoiada à forte dependênia (no aso exponenial)da probabilidade de tunelamento dos elétrons pela barreira de potenial, om a distân-ia de separação sonda-amostra. Já é bem onheido que a orrente de tunelamento I



18 1. Introduçãose omporta de aordo om a expressão (a baixas tensões VT e baixas temperaturas):
I = 18

VT

104Ω

k

d
Aeffe

−2kd, (1.21)onde 2k−1 = 1.025Φ1/2[eV ] e Φ é a função trabalho média, a qual se onsidera igual àaltura média da barreira de potenial entre os dois eletrodos, Aeff = π × (1/2Leff )
2 éa área efetiva, determinada pela resolução lateral Leff ≈ 2 × [(Rt + d)k]1/2, om Rtigual ao raio da ponta e d à separação sonda-amostra [22℄.Para um metal típio (Φ ≈ 5eV ), veri�ou-se que a orrente de tunelamento I mudaem uma ordem de magnitude para uma variação de ∆d ≈1Å. Se a orrente pode sermantida onstante dentro de uma margem de, por exemplo 2% (por ento), então aseparação d permanee onstante dentro do limite de 0.01Å.O STM pode operar de duas maneiras diferentes: om a orrente de tunelamentoonstante ou om a altura da sonda onstante (Fig. 1.6). No modo de orrente on-stante (Fig. 1.6(a)), a sonda varre a superfíie da amostra om a orrente de tunela-mento mantida num valor que não se altera no tempo, previamente esolhido atravésda tensão de feedbak Vz. No aso de uma superfíie eletroniamente homogênea,uma orrente onstante signi�a uma distânia de separação d onstante, logo, o per-�l topográ�o da amostra pode ser obtido através de uma varredura no plano (x,y),obtendo-se a altura z da omparação dos valores Vz. A altura da sonda z(x,y) é entãogravada para ada ponto da superfíie, proessada por um omputador e reonstruídanum monitor. A outra maneira seria om a distânia entre sonda e amostra onstante.Neste aso, a sonda varre a amostra rapidamente om a tensão Vz aproximadamenteonstante, sendo a orrente de tunelamento monitorada durante todo o proesso (Fig.1.6(b)). As variações da orrente de tunelamento são então gravadas, proessadas eentão plotadas omo função da posição da sonda no plano (x,y).Cada modo de operação tem suas vantagens e desvantagens. Quando riado, omodo de orrente onstante foi prinipalmente empregado para ler superfíies que nãoeram atomiamente planas. Assim, a altura dos arateres da superfíie poderiam serobtidos por meio da tensão apliada Vz e da sensibilidade (ou resposta) do elemento
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Figura 1.6: Operação do mirosópio de tunelamento (a) no modo orrente onstante (adistânia s não muda) e (b) altura onstante (s varia).que ontrola o movimento da sonda sobre a superfíie (sanner). A desvantagem destemodo de operação está no fato de que existe um tempo �nito na resposta (feedbak)do próprio sistema, o que impõe limites relativamente baixos para a veloidade devarredura. Já o modo de altura onstante permite que se façam imagens de superfíiesatomiamente planas om grande rapidez, desde que o sistema não preisa responderà passagem de per�s om alturas disrepantes sob a sonda durante a varredura. Aaquisição rápida de imagens é importante por permitir que pesquisadores estudemproessos dinâmios, bem omo reduzir o tempo de aquisição de dados [22℄.É patente que o desenvolvimento do mirosópio de varredura por tunelamento au-mentou onsideravelmente a apaidade de observação de superfíies em esalas at�mi-as (Fig 1.7). Contudo, para o STM é impresindível a natureza metália da amostrapara que se produza a orrente de tunelamento desrita aima. Sem dúvida, isso limitao ampo de apliação desta ténia, prinipalmente em iênias da vida, onde uma or-rente elétria sendo extraída da amostra ertamente ausaria danos irreparáveis. Taisproblemas tiveram suas soluções om o aprimoramento da ténia de varredura porsonda, levando en�m à invenção do Mirosópio de Força At�mia (AFM), que serádisutido mais adiante.1.4.2 O Mirosópio Ótio de Varredura por Campo Próximo.De aordo om o que foi disutido na seção 1.2, vimos que o poder de resoluçãodo mirosópio ótio é limitado a não mais que algo em torno de meio omprimento
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Figura 1.7: Imagens om resolução at�mia do Si(111) obtidas om o STM. (a) Primeiraimagem da superfíie de uma amostra de Si(111) 7x7 obtida por Binnig e Roher, inventoresdo Mirosópio de Varredura por Tunelamento (STM)(Retirado de G. Binnig and H. Rohrer,Rev. Mod. Phys. 59, 615 (1987)). (b) Imagem da mesma superfíie obtida om uma STMmoderno (Retirado de Y. Chen, K. S. Shneider, B. G. Orr, M. M. Banaszak Holl, Phys. Rev.B. 70 85402 (2004)).de onda da luz utilizada na observação. Paralelamente, através da análise de Fourier,veri�amos que omponentes de alta frequênia da radiação espalhada pela amostra(que neste aso faz o papel da grade de difração) deaem exponenialmente na direçãodo observador. Isto que faz om que as informações arregadas por estas omponentesnão atinjam o detetor de imagem (�lme, olho humano, et.). Desta maneira, ap-tar estas omponentes torna-se uma alternativa à melhora do poder de resolução dosistema ótio. Estas informações, antes perdidas, arregadas pelas omponentes deampo próximo (near �eld) são a base de funionamento do SNOM (Sanning Near-�eld Optial Mirosope) , ou Mirosópio Ótio de Varredura por Campo Próximo.Não raramente J. A. O'Keefe é itado omo inventor do oneito de SNOM mas,de fato, não foi ele o primeiro a desrever um arranjo experimental apaz de aumentara resolução do mirosópio ótio. Em seu artigo de 1956 [23℄ O'Keefe lançou umaidéia geral de omo tal arranjo experimental poderia operar, mas não ontribuiu omnenhuma solução prátia de omo onstruir tal instrumento. De fato, em 1928, oirlandês E. Synge já havia desrito um esquema experimental onde o poder de resoluçãode um sistema ótio teria seu desempenho melhorado de uma maneira jamais vistaantes, isso sem o auxílio de lentes onvenionais [24℄. Synge sugeriu o uso de uma



1.4. Os Mirosópios de Varredura por Sonda. 21fonte de luz de grande intensidade oloada atrás de uma plaa de metal om umpequeno orifíio (era de 100nm de diâmetro) que funionaria omo uma fonte de luzpontual. Este orifíio deveria então ser oloado a uma distânia da amostra não maiorque o diâmetro do orifíio (ou seja, menor que 100nm). A imagem da amostra seriaformada então pelas várias imagens obtidas por um fotodetetor ponto a ponto. Assim,ada pequena imagem seria um pixel numa imagem maior. Segundo ele, a maneira devarrer esta amostra om tamanha preisão seria através de atuadores piezoelétrios [25℄.Infelizmente, a tenologia da époa não era su�iente para atender às neessidades deSynge, portanto, seu trabalho aiu em ompleto esqueimento até que na déada de 90foi redesoberto pelo historiador D. MMullan, já após o desenvolvimento do primeiroSNOM.Apesar da base teória do SNOM ser onheida deste o iníio do séulo XX, apenasna déada de 70 foi realizado o primeiro experimento que on�rmou as previsões deSynge. Em 1972, utilizando miroondas de λ = 3cm de omprimento de onda, Ash eNiholas observaram pequenas linhas de alumínio depositadas sobre vidro, alançandouma resolução de λ/60, omprovando assim a viabilidade da ténia [26℄.A invenção do Mirosópio de Varredura por Tunelamento na IBM em 1981 on-tribuiu deisivamente para o avanço de todas as ténias de varredura por sonda. Oproblema até então era: omo manipular om preisão nanométria uma sonda sobrea região a ser estudada? Tal questão foi soluionado quando G. Binning e H. Rohrerutilizaram erâmias piezoelétrias para onstruir um sanner apaz de movimentar-se om a preisão requerida. Finalmente, o SNOM passou a funionar exatamenteomo Synge havia idealizado 53 anos antes. Dois grupos trabalharam paralelamenteno desenvolvimento do aparelho. O primeiro, nos laboratórios da IBM em Zurique,liderado por D. W. Pohl [27℄ , e o segundo na Universidade de Cornell em Nova York,então liderado por A. Lewis [28℄. Apesar de designar o mesmo instrumento, o grupoeuropeu hamou-o de SNOM, enquanto o segundo hamou-o de NSNOM. Ambos uti-lizavam luz visível para iluminar a amostra, o que de erta maneira foi uma retomadada mirosopia ótia onvenional.



22 1. IntroduçãoAtualmente o tipo de SNOM omerialmente mais omum é o que utiliza omosonda um guia de onda (�bra ótia) uja ponta é muito pequena (Fig. 1.8), om umaabertura de ordem de tamanho menor que o omprimento de onda da luz utilizada.Esta ponta é oloada então na região de ampo próximo (entre 0 e 10nm distanteda superfíie da amostra), onde ela oleta as ondas evanesentes da luz espalhada quearrega as informações sobre a amostra em nanoesala. Estas ondas são então onduzi-das pela �bra até um detetor loalizado na região de ampo distante, onde também�a a iluminação da amostra. Durante a varredura, a sonda mantém uma distâniaonstante da amostra devido ao deaimento exponenial das ondas evanenentes, omojá foi mostrado na seção 1.2. De outra maneira, a variação desta distânia ausariaefeitos de ontraste que não orresponderiam aos arateres reais da amostra.

Figura 1.8: Foto de uma sonda SNOM vista om um mirosópio ótio onvenional. Oraio da ponta é da ordem de 50nm. (Retirado de Du�an VOBORNIK's Thesis, SCANNINGNEAR-FIELD INFRARED MICROSCOPY AND SPECTROMICROSCOPY APPLIED TONANO-SYSTEMS AND CELLS (2005).O SNOM desrito aima foi o primeiro tipo deste mirosópio a ser desenvolvidona déada de 80, e é onheido omo aperture SNOM. Uma outra variação desteinstrumento foi riada na déada de 90 e é onheida omo apertureless SNOM. Aprinipal diferença entre os dois é que neste, a sonda, ao invés de �bra ótia, é feita deum material metálio, funionando omo uma antena que apta as ondas evanesentesdo ampo eletromagnétio na região de ampo próximo. Além desta diferença, deve-



1.4. Os Mirosópios de Varredura por Sonda. 23se levar em onta que o poder de resolução do aperture SNOM está entre 20-150nm,enquanto o do apertureless SNOM hega a um intervalo de 5-30nm.Nos parágrafos anteriores apresentamos algumas das ténias mais onheidas demirosopia de varredura por sonda. Elas tornaram-se assim famosas talvez por teremsido as primeiras a ser desenvolvidas e quebrar o limite de observação de estruturasminúsulas imposto pelo ritério de Rayleight. A tabela 1.1 reúne as ténias disutidasaté aqui, relaionando seu poder de magni�ação, ambiente de operação e poteniaisdanos ausados à amostra. Além destas, existem inúmeras outras ténias que utilizamuma sonda omo elemento sensor. Alguns exemplos são: EFM (Eletron Fore Miro-sope) apaz de mapear a estrutura eletr�nia da amostra em estudo, MFM (MagnetiFore Mirosope) que distingue as araterístias magnétias da amostra e o AFM(Atomi Fore Mirosope) que leva em onta as forças de interação at�mia entre asonda e amostra omo prinípio de operação.Tabela 1.1: Ténias de mirosopia, meio de operação e poder de magni�ação.

1.4.3 O AFM (Atomi Fore Mirosope).Inventado em meados da déada de 80, o AFM tornou-se um dos instrumentos demaior importânia em nanotenologia. A possibilidade de uso em materiais diversos(orgânios e inorgânios) e sua grande resolução que hega a pouos nan�metros, ooloaram em evidênia na pesquisa ientí�a de inúmeras áreas que vão da biologiaaos semiondutores [29℄.



24 1. IntroduçãoNesta pequena introdução, queremos apenas loalizar o que será disutido maisadiante. Para tanto, a Fig. 1.9 mostra o esquema básio de um AFM. Basiamente,ele é onstituído por uma sonda muito �na que varre a superfíie de uma amostraguiada por um sistema meânio, uja base são erâmias piezoelétrias. Um feixede laser inide sobre o antilever, ou o braço de suporte da sonda. De aordo om atopogra�a aompanhada pelo antilever durante a varredura, a de�exão do laser variasobre um sensor denominado fotodetetor. O sinal elétrio deste sensor é enviado a umsistema que interpreta estes dados e produz uma imagem tridimensional da amostraem estudo.

Figura 1.9: Superfíie sob análise em um mirosópio de força atõmia.[Adaptado deNanotehnology: A Brief Overview, www.barrett-group.mgill.a-teahing-nanotehnology-nano02.htm℄.
1.5 O AFM em Biologia.O mirosópio de força at�mia, tem se tornado uma ferramenta de grande im-portânia em iênias da vida, espeialmente no que diz respeito à investigação deestruturas elulares om alta resolução [30℄. Tais estudos morfológios em esalasnanométrias, os quais eram impossíveis por meio da mirosopia ótia devido à sualimitada resolução já disutida neste apítulo, agora são fatíveis via AFM. As apli-ações biológias desta ténia vão desde a simples araterização de uma superfí-ie elular, até o monitoramento do funionamento de sistemas vivos em tempo real



1.5. O AFM em Biologia. 25[31, 32, 33℄. Uma vez que a apaidade de aumento alançado pelo AFM pode hegara 1.000.000.000 de vezes, moléulas de grande relevânia biológia e as interações queoorrem entre elas, podem ser observadas. Tal habilidade oloou o AFM na lista deferramentas esseniais à pesquisa de proteínas [34, 35℄, monitoramento de interaçõesdo tipo reeptor-ligante [36℄, interações moleulares de adesão elular [37℄ e interaçõesdo tipo antígeno-antiorpo [38, 39℄.O prinipal fator que inseriu a mirosopia de força at�mia no rol de instrumen-tação em pesquisas biológias foi a possibilidade de operar em meio aquoso, ou seja,num meio que mantém as araterístias químias e físias próprias do ambiente na-tivo a que pertene o ente biológio em estudo [40℄. Tais insights têm trazido à tonaonheimentos antes inaessíveis, tornando mais preiso o entendimento de sistemasbiológios já onheidos.A primeira manipulação ontrolada de biomoléulas foi realizada om materialgenétio (DNA), retirado de uma adeia romoss�mia [41℄. Loalizado no núleodas élulas euariótias, o DNA enontra-se agregado à proteínas estruturais, as his-tonas, formando as romátides (ou braços do romossomo), visíveis ao mirosópioótio somente durante a fase de divisão elular (mitose). O álulo do volume de ima-gens topográ�as de romossomos de plantas [42℄, insetos [43, 44℄ e humanos [45, 46℄,adquiridas om o AFM, é útil na determiação do ariótipo destas espéies [47℄. NaFig. 1.10 vemos uma imagem AFM de um romossomo isolado e depositado sobreuma superfíie de mia. Utilizando o modo ontato de varredura e aumentando a forçagradativamente exerida pelo antilever sobre a amostra até aproximadamente 5nN,foi possível dissear DNA de um das romátides, omo está indiado pela seta brana(Fig. 1.11). Esta foi a primeira referênia a um proedimento de disseação em esalananométria [48, 49℄.Medir a força que a amostra exere sobre o antilever, e vie-versa, é uma prátiaorrente om o AFM. Em iênias da vida, interações em nanoesala são lugar o-mum. Inontáveis proessos biológios omo: dupliação de DNA, síntese de proteínas,interação om fármaos, dentre outros, são largamente governados por forças inter-
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Figura 1.10: (A) Imagem topográ�a de um romossomo humano após disseação. (B)Imagem de mirosopia eletr�nia da sonda utilizada na disseação. É visível o depósito dematerial biológio na ponta da sonda. A barra de esala india 1µm [Retirado de Vesenka J,Mosher C, Shaus S, Ambrosio L, Henderson E., Biotehniques. 1995 19(2) 852 (1995)℄.moleulares. Com a sensibilidade que hega a dezenas de pionewtons, o AFM podeexeutar medidas nanomeânias (omo elastiidade, por exemplo) em espéimes bi-ológios. Destas medidas, pode-se obter informações a respeito de fen�menos omodinâmia elular e de proteínas. Forças entre grupos químios espeí�os e interaçõesde origem ovalente entre a sonda e uma superfíie já foram testados diversas vezes.Como exemplo desse tipo de medida, poderíamos itar uma apliação direta em hema-tologia: o reonheimento de proteínas espeí�as na superfíie das hemáias.O glioálie, uma estrutura loalizada na parte externa das élulas euariótias, éomposto basiamente por arboidratos e proteínas (glioproteínas). Este envelope ex-terno tem várias funções interessantes. Uma delas é a repulsão entre élulas, evitandoindesejáveis adesões [50℄. São as glioproteínas presentes no glioálie que agem omointermediárias em proessos de reonheimento elular [51, 52, 53℄. Estas interações sãomediadas por uma família de proteínas reeptoras hamadas letinas. A letina Helixpomatia (HPL) liga-se espei�amente ao gliolipídio galNAC (N-aetylgalatosamine),presente na superfíie de élulas vermelhas do grupo A [58℄. Na Fig. 1.11(a), vemoso esquema de uma sonda funionalizada, ujo protoolo de funionalização foi desritopor Grandbois [54℄. Com a moléula de HPL presa à ponta da sonda, realizou-se



1.5. O AFM em Biologia. 27uma medida do ilo de força, ou seja, aproximação-repulsão-extensão-ruptura, omomostrado na Fig. 1.11(b), sobre a membrana de uma hemáia pertenente ao gruposanguíneo A, obtendo-se a urva de força para a interação sonda-amostra. Esta urvafornee failmente a força de ruptura da ligação entre a sonda funionalizada e a su-perfíie elular.

Figura 1.11: (a) Sonda funionalizada om a letina HPL presa à sua ponta. (b) Eventode interação entre a sonda e uma élula vermelha do grupo A. Ao entrar em ontato oma amostra, a sonda é repelida. Quando o sanner retrai-se, devido à adesão da letina oma élula (atração), o antilever é �exionado até que a força elástia rompe a ligação entre aletina e a superfíie elular (ruptura) [Retirado de M. Grandbois, W. Dettmann, M. Benoitand H. E. Gaub., J. Histohem. Cytohem. 48(5) 719 (2000)℄.
A imagem da Fig. 1.12 foi obtida om o valor da força de ruptura alulada paraada ilo de força numa matriz de 55x55 eventos de interação, sobre uma amostraonde haviam élulas vermelhas de dois grupos sanguíneos diferentes, A e O.Os pontos branos na imagem orrespondem à maior adesão, enquanto os pontospretos a nenhuma interação. Tal imagem de a�nidade (entre a sonda funionalizadae uma superfíie biológia qualquer) é de grande valor para estudos de reeptoresexistentes nas membranas elulares de teidos.
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Figura 1.12: (a) Mapa de força de adesão entre a sonda e a amostra. Os pontos branosorrespondem a eventos de maior atração. Note que essas regiões demaram a existêniade élulas vermelhas do tipo A, omo pode ser visto na imagem topográ�a em (b). Barrade esala 5µm. [Retirado de M. Grandbois, W. Dettmann, M. Benoit and H. E. Gaub., J.Histohem. Cytohem. 48(5) 719 (2000)℄.1.6 Síntese da Dissertação.O intento deste trabalho é apliar a mirosopia de força at�mia no estudo deeritróitos humanos. Uma vez apaz de resolver arateres em esalas nanométrias[56, 57℄, o AFM guarda outras qualidades que o tornam ideal para a investigação deamostras biológias omo: não ser uma ténia invasiva, isto é, possibilita a observaçãode amostras frágeis sem que sejam destruídas e operar em meio líquido, ondição rele-vante à manutenção da função e estrutura dos entes biológios em estudo. Dentro destaótia, este estudo investiga a estrutura externa (membrana) de élulas vermelhas, bemomo alguns parâmetros métrios da élula (área e volume) om o AFM.O apítulo 2 é uma revisão do funionamento do mirosópio de força at�mia. Nelesão vistos os prinipais omponentes que onstituem o mirosópio, omo: o sanner,o antilever, a ponta, o sistema de realimentação e os modos prinipais de operaçãodo AFM, ou seja, ontato e tapping. De maneira breve, um pouo da história dodesenvolvimento desta ténia também é apresentada.No apítulo 3 desreve-se a difereniação entre os grupos sanguíneos AB+ e O+ por



1.6. Síntese da Dissertação. 29meio da análise de rugosidade da membrana. Também é sugerido o estudo de estru-turas antes não observadas em mirosopia ótia sobre a membrana elular, pareidasom "buraos". Estes foram observados em élulas de indivíduos sadios e daquelesportadores de SMD (Síndrome Mielodisplástia). A análise do per�l transversal destasestruturas é realizada.Já no apítulo 4 veri�a-se a apaidade do AFM em forneer informação de pro-fundidade. Quando observada ao mirosópio ótio, as hemáias são avaliadas apenas apartir de suas imagens bidimensionais. Ao mirosópio eletr�nio elas podem ser ara-terizadas em termos de volume, mas om a desvantagem de serem destruídas durante avarredura. Por isso, mostra-se que a mirosopia de varredura por força (omo tambémé onheido o AFM) é uma alternativa viável à análise tridimensional de élulas, apazde forneer informações on�áveis de volume om a vantagem de ausar danos mínimosou quase nenhum, às amostras analisadas. Também no apítulo 4, o parâmetro volumeelular é empregado no monitoramento do envelheimento de um eritróito exposto aoar por um período de 84h (3,5 dias).O apítulo 5 apresenta as onlusões e perspetivas dos experimentos realizados.No anexo A enontram-se as tabelas om os valores das variáveis utilizadas nosapítulos 3 e 4.Nos anexos B e C estão relaionados os trabalhos apresentados em onferêniasnaionais e internaionais e os trabalhos publiados, respetivamente.Como a pesquisa desenvolvida neste trabalho envolveu a oleta de material biológiohumano, o pareer de aprovação do omitê de étia e pesquisa está registrado no anexoD.





2O Mirosópio de Força At�mia -AFM.
Neste apítulo apresentamos um histório ompato da mirosopia de força at�mia.O AFM, mais que um únio instrumento, deve ser enarado omo um sistema do qualfazem parte elementos que têm araterístias físias e operaionas bem distintas. Taisaraterístias são disutidas aqui om objetivo de de�nir de maneira lara os proessose as grandezas envolvidas durante a araterização de uma superfíie.
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32 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.2.1 O nasimento do AFM.Não é muito a�rmar que o desenvolvimento do mirosópio de varredura por tunela-mento (STM) por Derder Binnig e Heinrih Roher em 1981 foi, sem dúvida, o aminhoque levou à idealização e fabriação do mirosópio de força at�mia.Para entender o fen�meno de tunelamento quântio, imaginemos que na superfíiede um material os elétrons omportam-se omo a água de um lago ontornada pelamargem. Da mesma maneira que a água penetra nas paredes do lago formando umaregião de solo úmido, alguns elétrons na superfíie da amostra podem formar umanuvem ao redor do material. De aordo om a meânia lássia, nenhum elétronpoderia ser enontrado fora dos limites físios da amostra devido à re�exão om asparedes do material. Já para a meânia quântia, um elétron omporta-se omo umaonda, logo, sua posição não está onentrada num ponto, mas sim espalhada por umaerta região do espaço. Isso faz om que os elétron próximos às paredes da superfíiepossam ser enontrados fora do volume que os on�na. A probabilidade de se enontrarestes elétrons na região externa à amostra ai exponenialmente om a distânia àsuperfíie. Comportando-se desta maneira, os elétrons pareem estar avando túneisnas paredes do material por onde passam, atingindo regiões onde lassiamente nãoexistiriam, por isso este fen�nemo é onheido omo tunelamento [21℄.A primeira veri�ação experimental do fen�meno do tunelamento quântio foi feitapor Ivar Giaever na déada de 50, trabalhando para a General Eletri [60℄. Uma amadamuito �na de material isolante rígido foi usada para separar duas plaas metálias (oseletrodos). O gap entre as plaas era su�ientemente pequeno (da ordem de 100Å)para que houvesse uma leve superposição das nuvens de elétrons de ambos os eletrodos.Então, apliando-se uma diferença de potenial, observava-se o �uxo de elétrons entreas duas nuvens.A idéia original de Binnig e Roher não era onstruir um mirosópio, mas sim re-alizar espetrosopia loal por meio do fen�meno de tunelamento numa área menor que100Å de diâmetro. Contudo, esta idéia só foi desenvolvida posteriormente à invençãodo STM por Lang [59℄. O interesse prinipal da pesquisa girava em torno do estudo



2.1. O nasimento do AFM. 33de inomogeneidades em superfíies de �lmes �nos de óxidos residas sobre substratosmetálios, uja apliação prinipal estava na indústria eletr�nia. O desa�o era estu-dar estes �lmes loalmente, mas para isso faltava uma ferramenta apropriada. Assim,Binnig e Roher passaram a tentar desenvolver um instrumento apaz de realizar es-petrosopia de tunelamento em váuo. Até então, várias tentativas de onstrução doaparato experimental de tunelamento em váuo já haviam sido feitas, mas sem grandesuesso [60℄. Após algum tempo trabalhando no projeto, eles deram-se onta de que onovo instrumento pelo qual busavam não seria apaz de forneer apenas imagens es-petrosópias, mas também seria apaz de gerar imagens topográ�as da amostra, ouseja, ele era um novo tipo de mirosópio. A maneira de operar idealizada para o STMestava muito próxima a de um pro�l�metro [61℄. Porém, no primeiro aso, ao invés deuma sonda em ontato meânio om a amostra, mantêm-se um pequeno gap de pouosangstrons entre elas. Este gap é ontrolado pela orrente de tunelamento que �ui entrea superfíie e a sonda. Anos antes, Young reportou um tipo de mirosópio de emissãopor ampo onheido omo topógrafo [62℄, provavelmente o instrumento anterior maispróximo do STM, om a diferença de que a sonda loalizava-se muito mais distante daamostra, além de ser apliada alta tensão a �m de produzir uma orrente de emissão deampo no lugar de uma orrente de tunelamento, o que levava a uma resolução lateralomparada a de um mirosópio ótio. Para soluionar este problema, Young sugeriuo uso de sondas mais �nas, além de disorrer sobre as possibilidades do tunelamentoem váuo omo uma possível ferramenta para estudos espetrosópios.Em 16 de março de 1981, a primeira urva araterístia da orrente de tunela-mento I em função da separação sonda-amostra s foi obtida om o STM. Contudo,a dependênia logarítmia da orrente om a distânia não era uma prova su�ientedo tunelamento em váuo. De fato, a inlinação do grá�o de lnI versus s deveriaorresponder à altura da barreira de potenial, algo da ordem de φ ≈ 5eV , o queorrespondia à função trabalho dos materiais da sonda e da amostra [21℄. Com di�-uldade, Binnig e Roher hegaram a 1 eV, indiando tunelamento através de algummaterial isolante, e não através do váuo omo esperado. O problema foi soluionado



34 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.quando eles atentaram para o fato de que, a alibração da sensibilidade dos ristaispiezoelétrios que faziam o movimento da sonda em relação a amostra, quando sub-metidos a variações de tensão rápidas e pequenas (exatamente a maneira omo elesestavam operando os ristais), dava valores que orrespodiam à metade daqueles infor-mados pelo fabriante. Ou seja, a sensibilidade dos piezoristais era reduzida quandooperados no regime requerido pelo STM, o que foi veri�ado posteriormente de maneirapreisa por Otto no ETH em Zurih e por Vieira da Universidade Autónoma em Madri[63℄.Outro fato observado durante a varredura om o STM foi que, quando a amostraera feita de algum material de resistênia meânia mais baixa, por exemplo, gra�te,o sinal da orrente de tunelamento tornava-se instável. Só havia uma expliação paraeste fato: a separação sonda-amostra s deveria estar variando durante a varredura. En-tão, desobriu-se que quando o par sonda-amostra estava separado de apenas algumasdistânias at�mias, forças eletrostátias e de origem interat�mias passavam a agirentre eles (Fig. 2.1). Estas forças não eram apazes de deformar sondas mais robustasou amostras de material rígido. Contudo, a resposta de amostras feitas de materiaismoles ertamente deveria ser onsiderada [64℄. A partir destas observações naseu ooneito de AFM (Atomic Force Microscope).Antes de disutir o aparato experimental utilizado neste trabalho, falaremos umpouo das forças envolvidas no fen�meno desrito aima, as quais são a base de fun-ionamento do AFM.
Figura 2.1: (a) Varredura STM om a distânia sonda-amostra s estável em materiais rígidos.(b) Materiais de baixa resistênia meânia levavam à instabilidade de s, logo, do sinal deorrente de tunelamento.



2.1. O nasimento do AFM. 352.1.1 Forças em Nanoesala.A distânias mirosópias, dentre as forças que agem entre dois orpos podemositar:-Forças eletrostátias.-Forças de polarização.-Forças de natureza químia (ligações ovalentes e i�nias).-Forças de van der Waals.-Forças de repulsão (urta distânia).-Forças magnétias.O grá�o da força resultante destas interações é mostrado na �gura 2.2.

Figura 2.2: Grá�o do potenial entre dois átomos a distânias mirosópias.O per�l desta urva é originado por meio do potenial de interação entre dois oumais átomos (potenial de Lennard-Jones). A medida que a distânia entre os átomosdiminui, a força �a ada vez mais atrativa. Se ontinuarmos a diminuir esta distânia,ruzaremos um ponto em que, a força passa a ser repulsiva (note no grá�o que, nesteponto a distânia entre os átomos ainda não é nula).Um tipo de urva semelhante é obtido quando realizamos um ilo de força om oAFM (Fig. 2.3(b)). Por ilo de força, entendemos o proesso de aproximação, atração,



36 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.toque, retração, atração e distaniamento (ver Fig. 2.3(a) A-E) da sonda em relação àamostra. Note que a sonda é suportada por uma haste �exível hamada de antilever.Estes dois omponentes são de extrema importânia para o funionamento do AFM.Sobre eles falaremos om mais detalhes adiante.

Figura 2.3: (a) Cilo de força. (b) Grá�o de força orrespondendo aos 5 pontos A-E doilo de força.Ao realizar-se uma medida AFM em ar, devemos onsiderar a existênia de umaamada de umidade sobre a amostra (Fig. 2.4). Tal amada forma uma ponte deapilaridade entre a sonda e amostra, gerando forças adesivas de grande intensidade.Essas forças ausam problemas omo redução da resolução da imagem, danos à amostra,à sonda e/ou introduz artefatos indesejados nas imagens [69℄.
Figura 2.4: Camada de umidade ontaminante sobre a amostra.Este problema foi resolvido por Weisenhorn e Hansma da Universidade da Califórniaem Santa Bárbara(CA) [70℄. Eles veri�aram que a força de adesão entre uma sonda denitreto de silíio (uma das mais omuns em AFM) e uma superfíie de mia, durante avarredura em ar, era da ordem de 100 nN. Contudo eles também desobriram que, uma



2.1. O nasimento do AFM. 37vez que a sonda está ompletamente imersa no líquido, a força de adesão é reduzidapor um fator de 100 vezes, ou seja, a 1 nN.Estas desobertas, além de aumentarem o poder de resolução do AFM, onferiram aele a apaidade de operar em meio líquido. O teste de operação emmeios �siológios foientão o passo natural. Assim, Butt e olaboradores veri�aram que é possível ontrolardetalhes da interação sonda-amostra através do ontrole das propriedades do líquidono qual a medida é realizada [71℄. Por exemplo: as forças de natureza eletrostátia queatuam entre a sonda e a amostra dependem fortemente do pH ou da onentração desal da solução, tal que o ajuste destes dois parâmetros pode anular as forças de Vander Waals por meio das forças de repulsão eletrostátia (Fig 2.5). Esta possibilidadepermite o ajuste, através do líquido de imersão, das forças de adesão entre o par sonda-amostra, minimizando interações indesejáveis, que em alguns asos, onstitui perigo àintegridade do espéime analisado.

Figura 2.5: Medidas de força da interação entre uma sonda de nitreto de silíio e umasuperfíie de mia em diferentes pHs. Note que para um pH baixo, existe uma atração forteentre a sonda e amostra. A situação é reversa para altos pHs, quando a repulsão entre íonsdomina. (Retirado de H. J. Butt, Biophys J. 60(26), 1438 (1991)).



38 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.2.2 Aparato experimental.A Fig.2.6 mostra o esquema do aparato experimental utilizado nas medidas destetrabalho. Poderíamos destaar quatro subsistemas do sistema prinipal que ompõe oAFM. O primeiro deles é a sonda. Normalmente feita de óxido de silíio, sua pontatem um raio de urvatura da ordem de alguns nan�metros. Como veremos adiante, oformato da sonda tem papel fundamental na obtenção e qualidade das imagens obti-das pelo AFM. O próximo omponente é o sanner. Feito de erâmias piezoelétrias,este omponente realiza o movimento relativo, ou seja a varredura, entre a sonda ea amostra. Em alguns modelos a amostra permanee em repouso enquanto a sondamovimenta-se guiada pelo sanner, em outros oorre o ontrário, o que é o nosso aso.Também podemos itar o sistema de realimentação ou feedbak. Composto por umfeixe de laser, espelho e fotodetetor, este sistema informa o desloamento da sonda aoser de�etida devido à interação om a amostra. A quarta e última parte que ompõeo sistema AFM é a unidade ontroladora, onde os parâmetros da medida omo forçaapliada, veloidade de varredura, modo de operação, dentre outros, são seleiona-dos. Nesta unidade também proessa-se as imagens om o software do mirosópioNanosope 5.12r3.À parte do AFM em si, pode-se ver na �gura também o sistema de amorteimentosobre o qual está repousado o sanner. No iníio, quando da invenção do primeiro SPM,os problemas om vibração eram rítios e diversas soluções foram testadas a �m debloquear os ruídos externos [64℄. Aqui, utilizamos uma mesa suspensa por pistõespneumátios alimentadas por gás nitrogênio.2.2.1 O Sanner.O sanner é um atuador meânio formado por erâmias piezoelétrias. Mas o quesão erâmias piezoelétrias? Materiais que apresentam piezoeletriidade são materiasristalinos apazes de produzir uma polarização elétria, quando submetidos a um stress
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Figura 2.6: Diagrama esquemátio do sistema de mirosopia de Força At�miameânio. O efeito inverso, denominado eletrostrição, também é observado, ou seja,apliando uma tensão elétria no ristal, o mesmo sofre uma deformação meânia,mudando suas dimensões espaiais [65℄. A piezoletriidade está intimamente ligada àestrutura ristalina do material. Normalmente estes materiais não são isotrópios, ouseja, não possuem um eixo de simetria em relação ao qual seja possível fazer a inversãode seus átomos. Devido a isso, surge uma polarização natural no material, que éuma das araterístias prinipais de um ristal piezoelétrio. Materiais poliristalinosoriginalmente isotrópios podem reeber esta polarização de maneira induzida atravésde um proesso onheido omo poling, onde se aplia uma alta voltagem nas faes doristal, su�iente para orientar seus momentos de dipólos elétrios.Cada erâmia piezoelétria possui o seu próprio oe�iente de expansão. Esteoe�iente nos permite alular a deformação meânia produzida pela apliação deum potenial elétrio nas faes do ristal. Coe�ientes típios podem variar de 1 a 3000Å/V. Ou seja, se o oe�iente de expansão de uma erâmia é 5Å/V, ao apliarmos10mV entre suas faes orrespondentes, o material se expande 0.03Å.



40 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.Dependendo da área a ser varrida durante a análise AFM, deve-se esolher umsanner om uma amplitude lateral apropriada. Chamamos de amplitude lateral amáxima distânia que o ristal piezoelétrio pode se desloar no plano (x,y). Deve-setambém observar a altura das estruturas que deseja-se estudar, desde que ada tipo desanner possui também uma amplitude vertial, ou seja, uma distânia máxima que opiezoelétrio é apaz de se desloar na direção do eixo z. A tabela 2.1 mostra algunstipos de sanners disponíveis omerialmente para o mirosópio de força at�mia esuas respetivas amplitudes.Tabela 2.1: Modelos de sanners tubulares e suas respetivas amplitudes laterais.
Capacidades dos Scanners para o Multimode -AFM

Modelo Amplitude lateral Amplitude vertical

AS-0.5 (“A”) 0.4 μm x 0.4 μm 0.4 μm

AS-12 (“E”) 10 μm x 10 μm 2.5 μm

AS-12V (“E” Vertical) 10 μm x 10 μm 2.5 μm

AS-130 (“J”) 125 μm x 125 μm 5.0 μm

AS-130V (“J” Vertical) 125 μm x 125 μm 5.0 μm

AS-200 200 μm x 200 μm 8.0 μmSanners om maior amplitude lateral (J por exemplo) são mais suseptíves a ruídosausados por ondas sonoras, que aqueles om menor amplitude lateral. Isso deve-seao fato de que os últimos possuem tamanho mais ompato e maior rigidez. Portanto,medidas at�mias devem ser realizadas om sanners de pequena área de varredura, jáque os maiores neessitam de uma proteção extra e muitas vezes dispendiosa, ontraruídos (meânios e sonoros).2.2.2 A Sonda.A sonda é um dos omponentes mais importantes do nosso sistema, pois dependeprinipalmente dela, juntamente om o desempenho do sanner, a apaidade de ”ver”um sistema em nanoesala. Desde agora é preiso de�nir duas partes básias rela-ionadas à sonda utilizada no AFM. A primeira é o antilever ou braço da sonda. Asegunda é a ponta (ou ponteira) propriamente dita, omo vemos na Fig. 2.7.
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Figura 2.7: Cantilever (a) em forma de haste retangular e (b) em forma triangular. Nasduas �guras pode-se ver a ponta loalizada na extremidade do antilever.O antilever é uma haste (ou suporte) no qual está �xa a sonda. Os formatosmais omuns dos antilevers utilizados em AFM são o triangular e em forma de haste,normalmente retangular (Fig. 2.7). Existem dois parâmetros importantes que devemser lembrados a respeito de um antilever. Um é a sua onstante de mola e o outro éa sua frequênia de ressonânia.
Figura 2.8: De�exão do antilever devido às forças de interação sonda-amostra. (a) Atraçãoà distânia entre a sonda e a amostra. (b) Repulsão devido ao ontato entre a ponta e aamostra.A Fig.2.8 ilustra a de�exão de um antilever quando sujeito a uma força externa.Esta pode ser atrativa ou repulsiva, dependendo da distânia que a sonda enontra-seda amostra e tem sua intensidade dada pela lei de Hooke:

F = kx, (2.1)onde x é a de�exão do antilever e k é sua onstante de mola. De maneira geral, aofabriar-se um antilever de grande sensibilidade para uso em AFM, é preiso que este



42 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.seja apaz de sofrer grandes de�exões para pequenas forças apliadas. Isso quer dizerque a ”mola” deve ser tão maia quanto possível, ou seja, sua onstante k preisa ser amenor possível. Contudo, a sonda também deve ter uma erta imunidade a frequêniasde ressonânia meânias (vibrações de baixa frequênia omo o som ambiente), logo,ela dever ter uma frequênia de ressonânia própria alta. Ora, da meânia lássiasabemos que a frequênia de ressonânia de uma mola é dada por:
w = (

k

m
)2. (2.2)Isto quer dizer que para um k relativamente pequeno, só onseguimos uma fre-quênia de ressonânia alta se a massa m do antilever for bem pequena. Por isso, osantilevers só podem ser produzidos om ténias de mirofabriação. Normalmenteantilevers são feitos de óxido de silíio, silíio puro ou nitreto de silíio (Si3N4).Qual antilever usar numa medida depende da amostra a ser analisada e do que sequer medir. Por exemplo, para amostras biológias moles (omo élulas), antileversmais �exíveis são ideais, uma vez que eles podem �exionar-se sem deformar a superfíieda amostra. Para amostras mais duras (onha de mexilhão, por exemplo), pode-se usar antilevers om onstantes k maiores. Existem também antilevers espeiaispara medidas de mapeamento de argas elétrias sobre a amostra ou araterização dedomínio magnétios. Nestes asos, as ténias SPM utilizadas seriam EFM (EletriFore Mirosope) e MFM (Magneti Fore Mirosope) respetivamente, ao invés deAFM.Além do antilever, a outra parte que ompõe a sonda é a ponta. Ela é o queefetivamente interage om a amostra. Dela, aponta-se duas araterístias prinipais:o seu formato e seu raio. A ponta da sonda AFM está loalizada na extremidade doantilever, omo visto anteriormente na Fig. 2.7. O formato da ponta é importanteporque as imagens AFM são resultados da ombinação da topogra�a da amostra e doper�l da ponta (este proesso é onheido omo onvolução). Por exemplo, imaginemosuma amostra omo a ilustrada na Fig. 2.9 (a). Suponhamos que primeiramente es-aneamos esta amostra om a sonda A, ujo o per�l é mostrado na mesma �gura. A



2.2. Aparato experimental. 43imagem resultante pode ser vista na Fig. 2.9(b). Já se utilizarmos a sonda B, ujoper�l é visto na Fig. 2.9(), a imagem obtida é aquela vista na Fig. 2.9(d).

Figura 2.9: (a) Per�l araterizado om uma ponta de baixo aspet ratio. (b) A imagemresultante do proesso de varredura em (a) pouo tem a ver om a estrutura real. () Omesmo per�l agora é araterizado om uma sonda de alto aspet ratio. (d) Isso resulta numaaproximação maior om o per�l real da amostra.O per�l da sonda AFM é araterizado por uma grandeza hamada aspet ratioque é determinada pela razão entre a dimensão perpendiular ao eixo da ponta e adimensão de sua base (veja Fig. 2.10).
Figura 2.10: A razão entre a altura (y) e a largura da ponta (x ) determinam o aspet raioda sonda AFM. Esta medida nos diz quão omprida é a ponta em relação a sua base.Do exposto no parágrafo anterior, �a laro que pontas om grande aspet ratiosão apazes de reproduzir om mais �delidade a topogra�a real da amostra. Comoexemplo podemos itar dois tipos de sondas disponíveis omerialmente:DNP-S (Veeo Probes): esta é uma das sondas mais omuns em AFM. Feita denitreto de silíio (Si3N4), possui formato piramidal om base quadrada om lado de



44 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.aproximadamente 4µm. Sua altura pode variar entre 2.5-3.5µm, o que nos deixa omum aspet ratio da ordem de 1:1. O raio da ponta é de 10nm (Fig 2.11(a)).TESPA-HAR(Veeo Probes): possui formato piramidal om base triangular delado om aproximadamente 5µ. Sua altura pode variar entre 10-15µ, o que nos deixaom um aspet ratio da ordem de 3:1. O raio da ponta é menor que 10nm (Fig. 2.11(b)).
Figura 2.11: (a) Exemplo de sonda de baixo aspet ratio DNP-S (Veeo Probes). (b) Sondade alto aspet ratio TESPA-HAR (Veeo Probes).Quando queremos realizar imagens de sistemas om estruturas muito pequenas quevão abaixo da esala mirométria, omo por exemplo proteínas, o raio da ponta é umavariável a ser levada em onta. A Fig. 2.12 ilustra a situação de duas sondas om raiosda ponta diferentes. A situação é semelhante àquela desrita aima, quando disutimoso aspet ratio da ponta. Portanto, aspet ratio e raio são araterístias fundamentaisna esolha da sonda apropriada a ada medida.
Figura 2.12: Diferença entre a imagem obtida (linha pontilhada) de pequenos per�s de umaamostra quando araterizados om sondas de raios de urvatura da ponta diferentes. (a)Pequeno raio de urvatura da ponta. (b) Sonda de raio de urvatura da ponta maior.



2.2. Aparato experimental. 452.2.3 O Sistema de Realimentação (feedbak).Além de ontrolar om preisão o movimento da sonda nos eixos x-y, o SPM deveser apaz de ontrolar om grande auráia a interação entre a sonda e amostra. Porinteração entendemos a distânia entre a sonda e amostra, onsequentemente a forçadividida entre elas.Olhando para a história do desenvolvimento do sistema de ontrole do AFM, pre-isamos nos lembrar do primeiro SPM: o STM. O STM utiliza uma orrente de tunela-mento para monitorar a separação sonda-amostra (z ). Usualmente numa medida típiaom o STM, tal separação é mantida na ordem de 10Å durante a varredura, logo qual-quer pequena variação de altura na superfíie da amostra é su�iente para gerar umaresposta de orrente onsiderável. Isto se deve ao fato de esta orrente obedeer umarelação exponenial om z, omo foi desrito no apítulo anterior [(Eq. (1.18)℄. EmSPM, o STM é a ténia mais sensível, sendo a únia a obter de fato resolução emesalas at�mias (ver Fig. 1.7).Como resposta à di�uldade do STM de requerer amostras ondutoras, o AFMfoi desenvolvido para permitir que materiais não ondutores fossem observados omum SPM. O sistema de ontrole do primeiro AFM utilizava um STM para monitoraro desloamento da sonda AFM quando varrida sobre a amostra (Fig. 2.13). Nesteesquema, o STM era posiionado exatamente sobre a sonda AFM, que neste asoreebia uma obertura ondutora para possibilitar o �uxo da orrente de tunelamento.Assim, o desloamento na direção z do antilever fazia variar a orrente de tunelamento,forneendo a informação requerida para gerar a imagem e ontrolar a interação sonda-amostra. A prinipal desvantagem deste método era a di�uldade para alinhar a sondaSTM exatamente sobre a sonda AFM.Antes do STM e do AFM, alguns pro�l�metros já haviam utilizado sistemas dedeteção ótios omo sensores do movimento vertial das suas sondas. Estes meanis-mos onsistiam de um aparato no qual um feixe de laser era primeiramente apontadona direção da extremidade da sonda, e então re�etido em direção a um fotodetetor.



46 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.

Figura 2.13: Esquema do sistema de realimentação do primeiro AFM. As duas téniasfunionavam simultaneamente, o que experimentalmente trazia algumas di�uldades, entreelas, a de alinhamento entre a sonda AFM e a STM.Desta maneira, atingia-se grande sensibilidade até para os mais sutís movimentos dasonda. Como mostrou-se verdadeiro depois, este sistema pareia ser a resposta para asdi�uldades de ontrole do AFM.O fotodetetor utilizado atualmente possui quatro segmentos: 1, 2, 3 e 4, omoindiado na Fig. 2.14(a). O sistema reonhee os quatro segmentos omo dois grupos,dependendo da informação a ser olhida. Quando o laser se desloa sobre o fotode-tetor, a diferença de tensão gerada entre os ampos A e B, onde A orresponde aosseguimentos 1-2 e B 3-4, informa a de�exão vertial do antilever (Fig. 2.14(b)). Já adiferença de tensão entre os ampos C e D, onde C orresponde aos segmentos 1-3 e D2-4, registra a torção horizontal do antilever (Fig.2.14()). No primeiro aso, obtem-seinformação de altura das estruturas sobre a amostra. Enquanto no segundo, pode-seestudar a força lateral a que está submetido o antilever, possibilitando o estudo defen�menos de frição na superfíie analisada.Ainda na Fig. 2.14, os passos de 1 a 5 mostram omo o sistema de feedbak ontrolao sanner. Digamos que, previamente, tenhamos programado o AFM para trabalharom um valor onstante de força. Isto é, a maneira que o sistema mede a força exeridapela amostra sobre o antilever, e vie-versa, é através da de�exão do mesmo e da
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Figura 2.14: (a) Seguimentos do fotodetetor. (b) Campos A e B, uja diferença de sinalfornee informação do desloamento do antilever na direção vertial z. () Campos B eC, uja diferença no sinal fotoelétrio fornee informação de torção do antilever na direçãohorizontal. (1-5) Funionamento do sistema de feedbak para ontrole do sanner na direçãoz.
onsequente mudança de re�exão do feixe de laser sobre o fotodetetor. Por isso,regulamos a de�exão do feixe de laser para o entro do fotodetetor (1), fazendo omque a diferença de sinal A-B entre os ampos do sensor seja nula. Iniiada a varredura(2), uma mudança na topogra�a da amostra (no aso uma elevação) ausa a variaçãodo ângulo de re�exão do laser sobre o fotodetetor. Neste momento, a diferença A-B deixa de ser nula. O sistema entende que para restabeleer a situação iniial, aamostra deve afastar-se da sonda, portanto, deve ser feito pelo sanner um movimentona direção negativa de z (3). Continuando a varredura, a sonda agora enontra umvale e a diferença de sinal torna-se positiva (4). Então, o sistema entende que a �m deanular novamente a diferença de sinal entre os ampos do fotodetetor, a amostra deveser desloada para ima (5), restabeleendo a ondição iniial.



48 2. O Mirosópio de Força At�mia - AFM.2.2.4 Modos de Operação do Mirosópio de Força At�mia.A aquisição de imagens em AFM pode ser feita através de dois modos prinipais devarredura: o modo ontato e o modo tapping. Estes dois modos trabalham em regiõesdiferentes da urva de força representada no grá�o da Fig. 2.2.
• Modo ontato.No modo ontato de varredura, a sonda está permanentemente toando a amostra,logo, ela está sempre experimentando uma força repulsiva (ver grá�o - Fig. 2.2). AFig 2.14 ilustra o proesso de varredura em modo ontato. Veja que a sonda está,durante todo o proesso, ontornando o per�l da superfíie. Monitorada pelo sistemade feedbak, a de�exão do antilever fornee então a informação de altura (z ) ao sistema.Muito embora seja possível ajustar a força exerida sobre a amostra para o seuvalor mínimo, o modo ontato é mais indiado para amostras om maior resistêniameânia, uma vez que se empregado em materiais moles, a sonda pode dani�ar asuperfíie da amostra durante a varredura [72℄.
• Modo Tapping.No modo de varredura Tapping um ristal piezoelétrio faz vibrar o antilever,de maneira que a sonda realize o movimento vertial indiado na Fig. 2.15. Umavez re�etido sobre o antilever, e deste até o fotodetetor, o ponto de laser exeutarátambém um movimento vertial devido à vibração do antilever. A amplitude do sinalelétrio gerado pelo fotodetetor é então proporional à vibração da sonda.Vibrando, a sonda toa a amostra intermitentemente e embora o ristal piezoelétriomantenha onstante a vibração apliada ao antilever, a amplitude de osilação desteserá afetada pela interação da sonda om a amostra. A variação desta amplitude éutilizada pelo sistema para gerar a informação de altura da amostra (z ), ou outrasaraterístias do material em estudo omo elastiidade ou presença de sítios magnéti-os/elétrios (quando utilizadas as ténias EFM e MFM).O modo tapping é espeialmente apliável no estudo de amostras biológias. Istodeve-se ao fato de que, ao toar a sonda apenas algumas vezes durante a varredura,
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Figura 2.15: Modo tapping de varredura.há uma redução das forças de frição ausadas pelo arraste da sonda, omo oorre nomodo ontato.2.2.5 Preparação de amostras para varredura em AFM.O mirosópio de força at�mia é um equipamento om apliação nas mais diversasáreas ientí�as e tenológias, envolvendo desde a análise de semiondutores a deompostos orgânios. Portanto, dependendo do tipo de amostra que se deseja trabalhar,em ténia diferente de preparação deve ser utilizada [73, 74℄.Por exemplo, no estudo de amostras semiondutoras, que geralmente são enon-tradas na forma de pastilhas, deve-se realizar a livagem da mesma para deduzir suasdimensões a tamanhos ompatíveis om o porta-amostra do AFM a ser utilizado. Emseguida, realiza-se a limpeza da superfíie de análise através de jato de nitrogênio e�nalmente �xa-se a amostra através de uma substânia adesiva. Finalmente, o porta-amostra já preparado é introduzido no mirosópio.No nosso aso as hemáias são apliadas em �na lâmina de vidro por extensão paraonfeção de um esfregaço. O objetivo desta ténia é garantir a formação de umaúnia amada de élulas para que a sonda pereba uma élula por vez. As lâminas devidro devem ter tamanho adequado para que aibam no porta-amostra do mirosópioque possui 15mm de diâmetro. No apítulo 3, as metodologias de preparo de eritróitospara a análise AFM são disutidas om maior profundidade.





3Eritróitos sob a "ótia"AFM.
No apítulo anterior foi disutido de maneira geral o proesso de análise de superfíiesom o mirosópio de força at�mia, sem que se levasse em onta de que material eramfeitas tais superfíies. Uma vez onstituídas de material inorgânio om um arranjouniforme de átomos na sua parte superior (mia por exemplo), a análise AFM destasamostras torna-se de fáil exeução. Já se estas apresentam uma topogra�a aidentada,elas neessitam passar por um proesso de preparação antes de serem levadas ao AFM.Células vermelhas do sangue ou eritróitos (omo também são hamadas) passama ser o enfoque prinipal a partir deste ponto. Apesar de não haver grandes mudançasna maneira de proeder à realização das medidas AFM neste tipo de material, algunsuidados devem ser levados em onta durante a preparação das amostras e varredura,omo será disutido em seguida.

51



52 3. Eritróitos sob a "ótia"AFM.3.1 Análise de eritróitos om AFM - Introdução.A motivação iniial do projeto que deu origem a este trabalho estava direionadano sentido de apliar o mirosópio de força at�mia ao estudo de élulas vermelhas.Primeiramente, deidiu-se testar a viabilidade do AFM em difereniar grupos sanguí-neos distintos. Isto deveria ser feito om base na análise topográ�a das imagens dasmembranas elulares, uma vez que a denominação de grupo sanguíneo é função dapresença de antígenos na membrana elular (arboidratos) dos eritróitos [55℄. Doisgrupos sanguíneos foram esolhidos para este �m: O+ e AB+. A esolha foi feita ombase na hipótese de que o primeiro não possui nenhum, enquanto o segundo possuiambos os antígenos A e B(Fig. 3.1).

Figura 3.1: Ilustração da presença de antígenos na membrana de eritróitos.Paralelamente, apliou-se a ténia na araterização dos eritróitos de indivíduossadios e portadores de Síndromes Mielodisplástias (SMD). Estas síndromes, são re-sultado de uma sequênia de lesões gen�mias nas élulas progenitoras hematopoétiasom onsequente insu�iênia medular por hematopoese ine�az e potenial para pro-gressão a leuemia aguda. Os paientes apresentam redução em número de élulas ede sua apaidade funional, om onsequente aprisionamento esplênio preoe, re-duzindo o tempo de vida em irulação. Na imagem da Fig. 3.2 vemos o aspeto deum eritróito observado om o AFM.Desenvolvendo a pesquisa nestas direções, fomos levados aos resultados mostrados
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Figura 3.2: Imagem tridimensional de uma hemáia vista om o AFM.neste apítulo. Todas as amostras utilizadas neste trabalho provieram de doadoresaptos rerutados no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceará - HEMOCE, ou depaientes tratados naquela instituição. Em todos os asos, o sangue foi aondiionadoem tubos de ensaio ontendo antioagulante EDTA (áido etilenodiaminotetraaétio)e utilizado para análise no mesmo dia da oleta.
3.2 Difereniação de Grupos sanguíneos por meio deanálise AFM.Observando atentamente a imagemAFM de um eritróito (Fig. 3.2) é possível pere-ber que a membrana elular apresenta erta rugosidade. Um zoom sobre a membranarevela este fato om maior lareza (Fig. 3.3).Motivados por estas imagens e pelo fato de a maior expressão da diferença dosgrupos sanguíneos estar evidente na membrana eritroitária, omo já foi omentado,passamos então a analisar a rugosidade da membrana eritroitária om AFM.
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Figura 3.3: Vista superior da membrana de uma hemáia om o AFM (área 4.85 x 4.85µm)e zoom sobre a membrana (área 1 x 1µm).3.2.1 Materiais e métodos.O método seguido onsistiu nos seguintes passos:1. Uma pequena gota de sangue total foi depositada sobre uma lamínula irular devidro om um tubo apilar (sem antioagulante) (Fig. 3.4(a) e (b));2. Logo após, foi feito o esfregaço om um extensor (Fig. 3.4());3. Esperou-se 15 min até que a lamínula seasse ao ar antes de ser levada ao AFM(Fig. 3.4(2)).No AFM, o material utilizado, bem omo os parâmetros relevantes seleionados naaquisição das imagens foram:Modo de varredura: ontato.Sonda utilizada: OTR-8 (Veeo Probes);Constante de mola: 0,57 N/m;Raio da ponta: 15nm;Área de varredura: 1µm2;
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Figura 3.4: Preparação da amostra para análise AFM. (a) Coleta om apilar; (b) Deposiçãoda gota sobre a lamínula; () Esfregaço om extensor; (d) Seagem da amostra.Número de linhas por imagem: 512;Veloidade de varredura: 2µm/s;Sanner: tipo ”E”10µ de amplitude lateral.Temperatura ambiente: 22oC;Umidade relativa do ar: 40%.Apesar de utilizarmos o modo ontato de varredura, que omo omentado anterior-mente poderia dani�ar a amostra, a força apliada sobre a élula foi regulada por meiodo setpoint (valor de tensão introduzido no omando do mirosópio, orrespondenteà força apliada sobre a amostra) de maneira que nenhum dano à élula era visível nas



56 3. Eritróitos sob a "ótia"AFM.imagens. Além disso, repetidas imagens da mesma élula foram feitas utilizando estesparâmetros. Outro fator que ontribuiu para a esolha foi o fato de que, a rugosidadeda membrana pareeu mais aparente em imagens realizadas no modo ontato, do queaquelas feitas no modo tapping.Para ada élula analisada foi feita uma imagem geral da membrana a �m de de-terminar uma região onde a rugosidade pareesse aproximadamente uniforme, omoilustrado na Fig. 3.5. Esolhida a região, padronizou-se uma área de varredura de1µm2. Feita a aquisição das imagens, utilizou-se uma função software do próprio mi-rosópio denominadaAnalyze/Roughness. Nela, extraímos a informação de rugosidadedas imagens oleionadas.

Figura 3.5: Análise de rugosidade.



3.2. Difereniação de Grupos sanguíneos por meio de análise AFM. 573.2.2 Resultados.Os valores das rugosidades enontrados estão listados na tabela 3.1. A esolhados tipos sanguíneos para o estudo, apesar de apropriada, trouxe uma di�uldaderelaionada à raridade do grupo AB, o que di�ultou o aumento do número de amostraspara a melhoria da on�abilidade dos testes estatístios apliados.Tabela 3.1: Rugosidade de uma área de 1µm2 sobre a superfíie de eritróitos dos gruposAB+ 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 0.677571429A média da rugosidade foi diferente para os dois grupos, sugerindo que a presençade antígenos (A e B) ou a falta deles, in�uenia na topogra�a da membrana elular.Ambos os onjuntos de dados para as duas amostras mostraram distribuição normal,logo o test t, para dois grupos não relaionados, nos a�rma que eles são diferentes aonível de signi�ânia de 5%, omo visto no grá�o da Fig. 3.6 (o asteriso india queos grupos diferem signi�ativemente a 5%). No entanto, o número de amostras deveser aumentado para a omprovação desta análise preliminar.
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Figura 3.6: Diferença de rugosidade entre os dois grupos.3.3 Análise topográ�a da membrana de hemáias viaAFM - eritróitos sadios versus SMD.Além da rugosidade super�ial desrita na seção anterior, observou-se também sobrea membrana elular estruturas pareidas om "buraos", omo ilustrado na Fig. 3.7.Tais estruturas foram enontradas tanto sobre a membrana dos eritróitos de indi-víduos sadios, quanto sobre a membrana daqueles om SMD. A seguir, desreve-se ométodo utilizado em tal análise e os resultados enontrados.3.3.1 Materiais e métodos.O método utilizado neste proedimento segue a mesma linha daquele empregado naanálise de rugosidade. Portanto, a preparação da lamínula foi feita exatamente omodesrito nos passos 1-3 da seção 3.2.1. Tanto os doadores sadios, quanto os paientesperteniam ao grupo sanguíneo O+. Esta esolha foi feita para evitar a inlusão denova variável na análise.No que onerne ao AFM, foram utilizados os mesmos materiais já desritos noítem 3.2.1.Não foi possível estimar o número neessário de amostras para análise, por não
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Figura 3.7: "Buraos"enontrados sobre a membrana elular.haver estudo anterior semelhante em tal assunto. Por isso, esolhemos arbitrariamenteos seguintes números:
• Indivíduos sadios.10 buraos em 10 élulas, om ada élula de um doador distinto.
• Indivíduos portadores de SMD.10 buraos em 8 élulas, om ada élula de um paiente distinto.O estudo dos ”buracos” foi baseado na análise do orte transversal das imagensatravés da rotina Setion Analysis, função disponível no software do mirosópio (Fig.3.8). Nesta �gura, a distânia entre os maradores vermelhos está indiada na aixainferior sob o nome de Vert distane.
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Figura 3.8: Análise da seção transversal da membrana eritroitária.Duas variáveis foram olhidas das imagens:
• P-(Profundidade do burao): distânia vertial entre a linha média dos pixels daimagem e a parte mais inferior da depressão (Fig. 3.9(a))
• A-(Abertura): distânia entre os dois pontos interiores à depressão, onde a linhamédia dos pixels interepta a superfíie (Fig. 3.9(b)).

Figura 3.9: (a) Medida de profundidade (vertial) das depressões na membrana. (b) Medidado raio de abertura (horizontal) da depressão.



3.3. Análise topográ�a da membrana de hemáias via AFM - eritróitos sadiosversus SMD. 613.3.2 Resultados.Os histogramas apresentados nas Figs. 3.10 e 3.11 mostram o omportamento dasvariáveis P e A para os indivíduos sadios e doentes, om passos de frequênia de 1nmpara P e 5nm para A.

Figura 3.10: (a) Histograma om a frequênia dos valores de profundidade (P) para 10indivíduos sadios. (b) Histograma om a frequênia dos valores de profundidade (P) para 8indivíduos portadores de SMD.Foram realizados testes de normalidade para o onjunto de dados de P e A. Con-tudo, apenas os dados de abertura (A) para doadores apresentou distribuição normal.Os testes de normalidade para estas variáveis, om seus respetivos resultados, estãoreunidos na tabela 3.2 a seguir. No anexo B, pode-se enontrar as tabelas de dadosom todas as medidas de P e A.Desta maneira, não tendo informação sobre a natureza das distribuições de da-dos (além da normalidade para A dos doadores) deidiu-se utilizar o teste estatístionão paramétrio Mann-Whitney. O teste Mann-Whitney é usado para testar se duasamostras independentes foram retiradas de populações om médias iguais. Este métodonão exige nenhuma onsideração sobre as distribuições populaionais e suas variânias[75℄.
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Figura 3.11: (a) Histograma om a frequênia dos valores do raio de abertura abertura (A)para 10 indivíduos sadios. (b) Histograma om a frequênia do raio de abertura (A) para 8indivíduos om SMD.A hipótese estatístia utilizada foi então a seguinte: desejava-se saber se as duasamostras (indivíduos sadios e om SMD) perteniam a populações om médias deP iguais (hipótese Ho), ontra a hipótese de que estes dois grupos diferiam nesteparâmetro (H1).
Ho: não há diferença entre os grupos;
H1: há diferença.O mesmo foi feito para a variável A.As onlusões do teste, para o nível de signi�ânia de 5%, om relação às variáveisP e A, estão relaionadas na tabela 3.3.No que onerne à abertura das depressões (A), este teste estatístio mostrou quenão há diferença entre os dois grupos. Já para a variável profundidade (P), o testeapontou diferença entre os grupos estudados. Um exame dos histogramas da Fig. 3.10releva que as depressões em questão no grupo om SMD são mais profundas. Estes



3.4. Preparação de eritróitos para análise AFM - Introdução. 63Tabela 3.2: Testes de normalidade om resultados apliados às variáveis P e A.

Tabela 3.3: Teste Mann-Whitney para as variáveis P e A entre os grupos: sadios e portadoresde SMD.
resultado sugere a possibilidade de existir uma real diferença entre a expressão destasestruturas ("buraos") da membrana de indivíduos sadios e portadores de SMD.Este trabalho é pioneiro na apliação do AFM no diagnóstio da SMD. Os resultadospreliminares, ele foi publiado na revista Mirosopy and Miroanalysis (Vol.11,Sup.3, 2005), sob o título: Evaluation of Red Blood Cells of Healthy Subjets andPatients with Myelodysplasti Syndrome.3.4 Preparação de eritróitos para análise AFM - In-trodução.Uma vez investigando a membrana de élulas vermelhas om o AFM, deidiu-severi�ar de que forma apresentava-se o per�l de regiões do esfregaço onde não haviamélulas. O resultado desta busa foi que, pareia haver um �lme �no de algum materialsobre o vidro. Como utilizou-se sangue total na preparação das amostras, aredita-se que tal �lme seja formado pelo plasma sanguíneo. Este �lme também poderia



64 3. Eritróitos sob a "ótia"AFM.estar sobre as élulas, logo foi neessária a implementação de uma metodologia para aremoção deste �lme (Fig. 3.12).
Sonda

Filme
de

Plasma
CélulaFigura 3.12: Ilustração hipotétia do �lme de plasma sobre a hemáia.Por onta destes resultados, passou-se a investigar na literatura os métodos depreparação de eritróitos para a análise em mirosopia de força at�mia. Dentre osque foram enontrados, ahava-se o utilizado neste trabalho até aqui, o qual nomeamosSangue Total [76℄. Outras duas maneiras de preparação, as quais hamou-se dePBS+ALB (Phosphate bu�ered saline solution mais albumina)[77℄ e apenas PBS[78℄, foram seleionadas de publiações envolvendo hematologia e AFM. Estas on-sistiam em lavar os eritróitos em diferentes soluções antes que fossem submetidos àvarredura no AFM, no aso, solução salina tamponada ontendo albumina e sem al-bumina, respetivamente. Tais proessos de lavagem serão desritos em detalhe maisadiante. Além deles, testou-se a viabilidade do método de lavagem de eritróitos em-pregado em laboratório de hematologia, ou seja, om NaCl 0,9%, o qual hamamos deNaCl.O objetivo nesta parte do trabalho foi de veri�ar a melhor metodologia de preparaçãode eritróitos para a investigação em AFM. Os materiais, métodos e as onlusões sobreeste tópio, estão desritos nas próximas seções.3.4.1 Materiais e métodos.Novamente, as amostras utilizadas eram todas do mesmo grupo sanguíneo O+.Apesar de não ter aparente relevânia nas medidas realizadas nesta fase do trabalho,deidiu-se novamente por esta esolha a �m de evitar uma possível introdução de nova



3.4. Preparação de eritróitos para análise AFM - Introdução. 65variável no proesso.A desrição dos quatro métodos de preparação seguirá a ordem:I-Sangue total;II-NaCl;III-PBS+ALB;IV-PBS.I.Sangue Total.A primeira metodologia é a mais simples. Ela orresponde exatamente ao mesmoproesso utilizado nas análises anteriores de rugosidade e de buraos da membrana.I.I Primeiro uma pequena gota de sangue total é depositada sobre uma lamínula devidro irular om 13mm de diâmetro (o que orresponde à dimensão do porta-amostrado mirosópio).I.II Imediatamente em seguida, foi realizado o esfregaço om um extensor. A es-pessura do �lme de sangue deve ser a mais �na possível, para garantir que não haverásuperposição de élulas sobre o vidro. Após o esfregaço, a amostra foi sea ao ar por15 minutos numa temperatura de aproximadamente 22o entígrados e umidade relativade aproximadamente 40% (ver Fig. 3.4).I.III Sea, a amostra foi levada ao AFM para a obtenção das imagens.Para o AFM, podemos dizer que os seguintes parâmetros foram utilizados:Sonda utilizada: OTR-8 (Veeo Probes);Modo de varredura: ontato;Constante de mola: 0,57 N/m;Raio da ponta: 15nm;Número de linhas por imagem: 512;Temperatura ambiente: 22oC;Umidade relativa do ar: 40%.Sanner: tipo ”J” 125µm de amplitude lateral.



66 3. Eritróitos sob a "ótia"AFM.II.NaCl.Neste método, os eritróitos foram lavados ino vezes em solução salina de NaCl0,9% da seguinte maneira:II.I - Cino mililitros de sangue total foram entrifugados a 3000g por 5min numaentrífuga Hettih, modelo EBAS, à temperatura ambiente;II.II - Então, após desartar o sobrenadante, os eritróitos foram submetidos a inolavagens em NaCl 0, 9%, entrifugados novamente a 3000g, à temperatura ambiente. Aada intervalo de ino minutos, o sobrenadante era desartado e substituído por novasolução.II.III - Após a lavagem, o onentrado de hemáias foi diluído até a onentraçãode 2% om mesma solução salina.II.IV - Uma pequena gota da solução �nal foi depositada sobre uma lamínula devidro. A gota foi levemente espalhada om o próprio apilar utilizado na deposição.Não foi feito o esfregaço padrão om o extensor pois, a onentração de 2% da soluçãode hemáias já garantia um �lme �no de élulas sobre a lamínula.II.V - O tempo de seagem foi o mesmo que o anterior, era de 15 minutos, nasmesmas ondições de temperatura e umidade.II.VI - Finalmente, a amostra foi levada ao AFM para análise. Neste, foram em-pregados os mesmos parâmetro já desritos no ítem I.III.III.PBS+ALB.III.I - Para este protoolo de preparação, o proesso foi exatamente igual ao desritono ítem II. A únia variante foi a solução om a qual foram lavados os eritróitos.Desta vez utilizou-se PBS (145mM NaCl e 5mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4) ontendoalbumina 6%, tanto na etapa de lavagem, omo na de diluição.III.II - Após a lavagem, foram seguidos os mesmos passos IV a VI do métodoanterior.



3.4. Preparação de eritróitos para análise AFM - Introdução. 67IV.PSB.O último método também seguiu o proesso exeutado no ítem II, mudando no-vamente a solução om a qual as élulas foram lavadas. De maneira mais simples, foiutilizado apenas PSB (145mM NaCl e 5mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4) para lavar oeritróitos.Os resultados deste experimento estão desritos na próxima seção.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 irular e bi�nava das hemáias foi preservada apesar do proesso de seagem.Isto pode ser veri�ado através da análise de seção reta da imagem (Setion Analysis),vista na Fig. 3.13(b). Novamente, os buraos são avistados sobre a membrana elular(Fig. 3.13()), e sobre o vidro (Fig.3.13(d)).3.4.3 Resultados Método II - NaCl.Para a segunda metodologia observamos que a forma das élulas foi afetada (Fig.3.14(a)). Este fen�meno talvez oorrido durante o proesso de seagem da gota aoar. Provavelmente a água ao redor das élulas evaporou mais rapidamente, permitindouma elevação da onentração de sais no meio exterior à élula. Devido ao gradienteosmótio, a hemáia perde solvente, ganhando a forma margeada por espíulos vistana �gura. Já na Fig. 3.14(b) vemos uma região sobre o vidro. É possível identi�arpequenos ristais, possivelmente formados também após o proesso de seagem. Essaspequenas partíulas foram enontradas não apenas espalhadas sobre a lamínula devidro, mas também agregadas à superfíie elular, omo mostrado na Fig. 3.14().Comparando as imagens 3.16(d) e 3.17(d), orrespondentes à superfíie da élula,�a laro que o proesso de lavagem eliminou os ”buracos” observados om o primeirométodo (Sangue total).
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(a)

(c) (d) (e)

(b)

Figura 3.13: Imagens AFM de élulas vermelhas numa amostra de sangue total (Área devarredura-50.2 x 50.2µm.) (b). Seção transversal da imagem preedente. () Um zoom sobrea membrana da élula (Área de varredura-2.5 x 2.5µm.) (d) Superfíie do vidro (Área devarredura-2.5 x 2.5µm.)
3.4.4 Resultados Método III - PBS+ALB.Este método de preparo também preservou a forma irular e a bionavidade dasélulas, exatamente omo o fez o método I, o que pode ser visto nas Figs. 3.13(a)e (b). A expliação para este efeito permanee desonheida. Talvez a presença daalbumina na solução tenha ontribuído para isso. Diversas partíulas se depositaramsobre a membrana plasmátia, omo observado através da Fig. 3.15(). Essas partíulastambém foram enontradas sobre o vidro (Fig. 3.15(d)), possivelmente resultado daristalização dos omponentes da solução após o proesso de seagem, omo oorreuposteriormente para o método II (NaCl).
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Figura 3.14: (a) Imagens AFM de élulas vermelhas lavadas em NaCl (Área de varredura- 50.2 x 50.2µm). (b) Imagem feita sobre uma região do vidro, onde podemos ver pequenosristais de sal (Área da imagem - 5 x 5µm). () Cristais enontrados sobre a superfíie dasélulas (Área da imagem - 5 x 5µm.) (d) Superfíie elular livre do �lme de plasma (Área daimagem - 1 x 1µm). (e) Reonstituição tridimensional da imagem anterior.3.4.5 Resultados Método IV - PBS.É possível ver na imagem AFM da Fig. 3.16(a) que a forma das hemáias foi no-vamente afetada, exatamente omo oorrido para o método II(NaCl). Todavia, nãoenontramos partíulas sobre a superfíie das élulas (Fig 3.16 (b)) omo om o usodos métodos II(NaCl) e III(PBS+ALB). A imagem do detalhe da superfíie de umaregião plana sobre a élula revela a rugosidade da membrana (Fig 3.16 ()). Provavel-mente, esta é uma imagem do glioálie, que é a parte mais externa da membranaitoplasmátia. Sobre o vidro, foram enontrados estrutura rami�adas, possivelmenterelaionadas à organização ristalina do soluto da solução de PBS (Fig 3.16 (d)).Com base nestas observações, é razoável a�rmar que o proesso de lavagem doseritróitos é su�iente para retirar a obertura do �lme de plasma, observado quando
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(a)

(c) (d)

(b)

Figura 3.15: (a) Imagens AFM de élulas vermelhas lavadas em solução tampão de PBSontendo albumina 6% (Área de varredura - 50.2 x 50.2µm). (b) A forma irular e bi�navafoi preservada. () Partíulas sobre a membrana elular (Área de varredura - 5 x 5µm). (d)Partíulas sobre o vidro (Área de varredura - 5 x 5µm).se realiza o esfregaço om sangue total. Contudo, estes protoolos podem inserir algunsartefatos nas imagens, omo: renagem das élulas (NaCL e PBS) e deposição departíulas sobre a membrana (NaCl e PBS+ALB). No entanto, o último proesso(PBS) mostrou-se o mais satisfatório no que diz respeito à exposição da membranaplasmátia à investigação AFM. Estes resultados estão reunidos na tabela 3.4.
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Figura 3.16: (a) Imagens AFM de élulas vermelhas lavadas em solução tampão de PBS(Área da imagem - 50.2 x 50.2µm). A forma das élulas foi novamente afetada. (b) Contudo,sobre a membrana não houve deposição de ristais (Área da imagem - 5 x 5µm). () Rugosi-dade araterístia da membrana elular (Área da imagem - 1 x 1µm). (e) Reonstituiçãotridimensional da imagem anterior.
Tabela 3.4: Vantagens e desvantagens dos métodos de preparação de eritróitos o AFM.





4Análise volumétria de eritróitos omo AFM.
Neste apítulo, a análise volumétria das imagens AFM de eritróitos é disutida.Para tanto, utilizou-se uma ferramenta disponível no próprio software do mirosópio,a ferramenta Partile Analysis. Desta maneira, ada eritróito foi tratado separada-mente e suas dimensões foram analisadas para a obtenção de um índie volumétrio oqual denominamos VPM(AFM) ou volume partiular médio obtido om o AFM. Esteparâmetro foi então omparado om o índie hematimétrio que onsta no hemograma,exame omumente realizado em laboratório de hematologia, o volume orpusular mé-dio (VCM).

73



74 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.4.1 O VCM - Volume orpusular médio.A análise dos glóbulos vermelhos do sangue perifério é realizada pelo laboratóriolínio em uma forma padronizada denominada hemograma ompleto. Este exameavalia quantitativamente e qualitativamente as élulas do sangue que são: élulas ver-melhas (ou eritróitos), élulas branas (ou leuóitos) e plaquetas (ou trombóitos),respetivamente [55℄.Tabela 4.1: Formas anormais de eritróitos e suas oorrênias [Retirado de M. C. Zago, R.P. Falão, R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Prátia Ed. Atheneu p.79 (2001)℄.

O hemograma ompleto ontém o eritrograma, o leuograma, a ontagem de pla-quetas e uma desrição da observação da lâmina ou esfregaço sanguíneo. Assim, ele édeterminado por um proesso om duas fases, uma manual e outra automatizada. Noprimeiro momento, uma pequena quantidade do sangue total é utilizada pelo analisadorautomátio que onta o número de plaquetas, hemáias e leuóitos, faz a estimativade volume dos eritróitos e da quantidade de hemoglobina presente na amostra. Numsegundo momento realiza-se o esfregaço padrão om uma pequena gota do sangue total



4.1. O VCM - Volume orpusular médio. 75sobre uma lamínula de vidro. Esta é então orada om Leishman ou Giemsa e levadaao mirosópio ótio para a análise om objetiva ujo aumento é de 100X. O pro�s-sional de laboratório então avalia alterações morfológias tais omo: forma e tamanhodas hemáias. O número de plaquetas e de glóbulos branos também é estimado.Quando observados ao mirosópio ótio, os glóbulos vermelhos reebem diversasdenominações de aordo om a sua aparênia, omo vemos nas Figs. 4.1 e 4.2. Destaanálise morfológia, olhem-se informações que ontribuem para o diagnóstio de al-gumas patologias, omo: anemia faliforme (Fig. 4.2(a)), anemias ferroprivas (Fig.4.1(b)) e anemias hemolítias (Fig. 4.2(e)). A Tabela 4.1 relaiona as formas anormaisde eritróitos om suas respetivas oorrênias.Tabela 4.2: Parâmetros forneidos pelo hemograma (Retirado de M. C. Zago, R. P. Falão,R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Prátia Ed. Atheneu p.83 (2001)).

Os parâmetros forneidos pelo hemograma estão listados na Tabela 4.2. Dentre eles,deseja-se destaar o índie hematimétrio VCM (volume orpusular médio), impor-



76 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.

Figura 4.1: (a) Normais, (b) hemáias miroítias, () maroitose e pleoariótios, (d)maroitose, (e) eliptoitose, (f) estomatóitos, (g) aantóitos (spurr ells), (h) esquistóitos[Retirado de M. C. Zago, R. P. Falão, R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e PrátiaEd. Atheneu p.80 (2001)℄.tante parâmetro na lassi�ação das anemias. Neste apítulo, utiliza-se o AFM paraestimar o índie VCM através do álulo do volume de ada eritróito separadamente.Segundo a tabela 4.2 o índie VCM onsiderado normal está entre o intervalo de 76-96 �. Hemáias om volume abaixo de 76 � são onsideradas miroítias, enquantoaquelas om volume superior a 96� são onsideradas maroítias. Assim, de�ne-se:
• Miroitose: VCM abaixo do limite inferior de 76�.
• Maroitose: VCM aima do limite superior de 96�.
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Figura 4.2: (a) Hemáias faliformes, (b) hemáias em alvo, () hemáias piriformes, (d)hemáias semilunares ou em apaete, (e) esferóitos, (f) hemáias renadas (Retirado de M.C. Zago, R. P. Falão, R. Pasquini, Hematologia - Fundamentos e Prátia Ed. Atheneup.82 (2001)).O objetivo nesta etapa do trabalho é veri�ar a versatilidade do AFM em determinaro volume das élulas vermelhas. Para isso, ompara-se o valor do VCM forneido peloontador automátio de élulas, om aquele forneido pelas imagens AFM.4.2 Determinação do volume de partíulas om o AFM.Antes de ontinuar no estudo do VCM através das imagens AFM, abe disorrer umpouo a respeito de omo é medido o volume de uma partíula om o software utilizado[Nanosope (R)III-Digital Instruments, Version 5.12r5(2003)℄. Neste estudo a medida



78 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.é realizada através de uma rotina de análise denominada Partile Analisys.O parâmetro utilizado pela rotina Partile Analisys para de�nir uma partíulasobre uma superfíie é a altura (medida em z) dos pixels da imagem. Logo, partíula,neste ontexto, é um grupo de pixels reunidos em regiões aima ou abaixo de um ertoplano. Chama-se esse plano de referênia de Threshold. A Fig. 4.3 ilustra omo podeser isolada uma partíula numa imagem AFM 3D de aordo om a altura dos pixels.Esta ferramenta é desenhada para trabalhar om partíulas bem isoladas, que podemser analisadas separadamente ou em quantidade. No nosso aso, utilizou-se os dadosforneidos para ada partíula individualmente.

Figura 4.3: Partíulas isoladas pelo plano Threshold de aordo om a altura dos pixels daimagem.Como pode ser visto na Fig. 4.4, o software fornee duas informações relevantessobre as partíulas analisadas:
• Mean Area-MA;
• Mean Hight-MH.Dispondo destas duas informações, onsiderou-se a maneira mais simples de estimaro volume dos eritróitos. Para ada partíula (hemáia), multipliou-se a altura médiados pixels orrespondentes àquela partíula pela área média oupada pelos mesmospixels, a �m de obter o volume da �gura 3D (Fig. 4.5).
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Figura 4.4: Partile Analisys. Os parâmetros métrios de ada partíula foram oletadosindividualmente (hemáia marada em vermelho). No quadro inferior, pode-se ver os valoresde altura (Hight) e área (Area) dos pixels seleionados.Considerando que o volume alulado por meio do AFM não é igual ao volumedeterminado pelos analisadores no laboratório línio, é preiso de�nir dois tipos devolumes neste trabalho. Eles são:
• VCM - Volume orpusular médio: de�nido omo o volume eritroitário obtidopor meio do hemograma realizado pelo ontador automátio de élulas no labo-ratório línio.
• VPM(AFM) - Volume Partiular Médio (AFM): de�nido omo o volume elularenontrado através da análise das imagens AFM.É interessante frisar que o VPM(AFM) é o volume médio, obtido om os valores devolume alulados através das imagens AFM de ada partíula. O volume individual



80 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.das partíula será denominado VP(AFM) ou volume partiular AFM, dado por:
V P (AFM) = MA.MH, (4.1)o qual ainda não é igual ao VPM(AFM). Este será determinado pelo valor médio dosvolumes VP(AFM)de ada eritróito.

Figura 4.5: Dimensões onsideradas no álulo do volume dos eritróitos om o AFM: MH(Mean Hight) e MA (Mean area).
4.3 Materiais e métodos.Para determinar o volume dos glóbulos vermelhos seguiu-se os passos:1. Preparação da amostra;2. Análise no mirosópio de força at�mia;3. Análise das imagens om o software espeializado.4.3.1 Preparação da Amostra.Neste experimento, a maneira mais simples de preparar as élulas para a análiseAFM e que introduz o mínimo de artefatos é a que utiliza o sangue total e o esfre-gaço padrão. Apesar de o �lme de plasma obrir todos os eritróitos, omo foi vistoanteriormente, aqui não nos interessa aessar a membrana e suas estruturas, mas sim,apenas olher informações métrias da élula omo altura e área transversal. Portanto,na preparação da amostra, segui-se exatamente os passos menionados anteriormenteno apítulo 3, seção 3.2.1 e 3.4.1-I (Sangue total).



4.3. Materiais e métodos. 814.3.2 Análise no Mirosópio de Força At�mia.No AFM, o material e parâmetros utilizados para o experimento foram:Sonda: OTR-8 (Veeo Probes);Modo de varredura: ontato;Constate de mola: 0,57 N/m;Raio da ponta: 15nm;Número de linhas por imagem: 512;Temperatura ambiente: 22oC;Umidade relativa do ar: 40%.Sanner: tipo ”J” 125µm de amplitude lateral.Área das imagens: 100x100µm.Para ada amostra foram feitas era de 7 imagens em diferentes áreas do esfregaçoa �m de onseguir o número su�iente de eritróitos para o estudo, que no aso foi 100para ada amostra [76℄.
4.3.3 Análise quantitativa das imagens AFM.Foi analisado o volume dos glóbulos vermelhos de ino indivíduos: dois indiví-duos apresentando miroitose (amostras A e B), três om volume orpusular médioonsiderado normal (amostras C, D e E), porém, om valores médios diferentes e umapresentado maroitose (amostra F). Na Fig. 4.6 reunimos 3 imagens AFM das trêslasses morfológias de eritróitos: miroítias, normoítias e maroítias.Adquiridas as imagens, utilizamos o software do mirosópio a �m de alular ovolume das hemáias (VP(AFM)) da maneira desrita aima (seção 4.2). Os volumesalulados onstam nas tabelas do anexo A, e os resultados da análise destes dadosestão desritos na próxima seção.
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Figura 4.6: Imagens AFM de élulas vermelhas. (a) Hemáias maroítias , VCM = 105 �.(b) Hemáias normoítias, VCM = 88 �. (a) Hemáias miroítias, VCM = 67 �.4.3.4 Resultados.No anexo B é possível enontrar as tabelas om todos os valores de MH, MA eVP(AFM) para todas as amostras, a saber, A, B, C, D, E e F. Com os valores deVP(AFM) plotaram-se os histogramas que podem ser vistos na Fig. 4.7. A ontagemdas frequênias foi feita onsiderando-se um passo de 2 � em volume.
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Figura 4.7: Histogramas de frequênia dos volumes para as amostras A[V PM(AFM) =
19.98fl], B[V PM(AFM) = 20.86fl], C[V PM(AFM) = 22.94fl], D[V PM(AFM) =
24.65fl], E[V PM(AFM) = 25.73fl] e F[V PM(AFM) = 28.78fl].A �m de veri�ar se as distribuições de dados para os volumes obtidos eram urvasnormais, apliou-se os testes de normalidade a estes dados (omo �zemos no apítulo 3para as variáveis de altura e profundidade dos buraos - seção 3.4). Em todos os asos,as distribuições de frequênia revelaram urvas normais.Utilizando um programa de edição de grá�os, apliou-se um �t gaussiano sobre oshistogramas de frequênia (Fig. 4.7). O valor do pio da gaussina foi tomado entãoomo o valor VPM(AFM) para a respetiva amostra (Tab. 4.3).Com estes valores onstruiu-se o grá�o visto na Fig. 4.8. Este grá�o traduz a



84 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.Tabela 4.3: Comparação entre os valores de VCM e VPM(AFM).
Comparação do volume obtido com o AFM [VPM(AFM)] com o

dado pelo contador de células (VCM)
Amostra VPM(AFM) (fl) 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

relação entre o volume determinado pelo ontador automátio de élulas e o volumeestimado via imagens AFM.Deste grá�o é possível extrair a seguinte relação:
V PM(AFM) = 0.24681V CM. (4.2)A pergunta natural é a seguinte. Qual a ausa do volume lido pelo AFM ser menorque o volume determinado pelos ontadores automátios? Uma provável expliaçãoestá no fato de que, uma vez feito o esfregaço, as élulas estão submetidas à ondiçõesambientais ompletamente diferentes àquelas in vitro. Após o proesso de seagem,a élula perde líquido e, portanto, diminui de volume. Além disto, existe um erroinserido na estimativa de volume dos eritróitos quando utilizamos as variáveis MA eMH no álulo. Tal erro pode ser diminuído se utilizarmos na análise de imagens umprograma mais poderoso, no qual o volume possa ser alulado por meio da integraçãovolumétria dos pixels que formam a imagem.
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Figura 4.8: Relação entre o volume alulado via AFM (VPM-AFM) e o volume forneidopelo ontador de élulas vermelhas (VCM).4.4 Envelheimento de eritróitos ao ar - Introdução.Nesta seção, apresentamos os resultados de um experimentos desenvolvido em nossolaboratório, não enviado ainda para publiação. Contudo, reentemente onstatou-seque o mesmo proesso foi repetido e publiado por Yong [84℄. O proesso onsistiu naobservação om o AFM do envelheimento (ou morte) de uma élula vermelha expostaao ar. A análise deste fen�meno poderia ser útil, por exemplo, na estimativa do tempopost-mortem através da datação de uma manha de sangue no loal de um rime,aidente, et.A metodologia utilizada por Yong foi a seguinte: um eritróito oloado sobre miafoi exposto ao ar por um período de 4.5 dias, tendo a morfologia da sua superfíiemonitorada pelo AFM através da exeução de uma varredura a ada 12h. Em seuexperimento, Yong manteve a temperatura ambiente onstante em 25oC e umidaderelativa do ar em 75%. Segundo ele, a umidade foi extremamente ontrolada por doisdesumidi�adores, enquanto era monitorada através de um higr�metro. Não dispondo



86 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.destes equipamentos, realizou-se o mesmo experimento sem o ontrole das variáveisumidade e temperatura. Contudo, onsidera-se que os resultados obtidos vêm de al-guma maneira omplementar a análise já feita por Yong. Além disso, nas primeiras 24h,realizou-se uma varredura a ada hora, o que possibilitou a veri�ação das modi�açõesoorridas na élula num intervalo mais urto de tempo.O método e resultados deste proedimento estão desritos nas próximas seções.4.4.1 Materiais e métodos.Os passos seguidos na preparação da amostra foram:1. Vinte mililitros de sangue total, previamente armazenado em tubos de ensaioontendo antioagulante EDTA, foram diluídos em 50ml de solução salina tam-ponada PBS (145mM NaCl e 5mM KH2PO4/K2HPO4, pH 7,4);2. Dez mirolitros desta solução foi depositada sobre mia fresa. A gota seou aoar por um período de 15min;3. Após a seagem, as hemáias foram levadas ao AFM om o qual realizou-se umavarredura para a obtenção de uma imagem a ada hora num período de 24h;4. Após as primeiras 24h, apturou-se uma imagem a ada 12h até que se omple-tassem 84h (3,5 dias) para o tempo total do experimento;No AFM, utilizou-se o seguinte material e parâmetros de varredura:Modo de operação: tapping ;Sonda: TESP (Veeo Probes);Constate de mola: 42 N/m;Raio da ponta: 15nm;Número de linhas por imagem: 512;Sanner: tipo ”J” 125µm de amplitude lateral.Área das imagens: 13x13µm.



4.4. Envelheimento de eritróitos ao ar - Introdução. 87Como itado anteriormente, a umidade e a temperatura do ambiente não foramontroladas. No entanto, estas variáveis puderam ser monitoradas através de um ter-m�metro e um higr�metro instalados na sala do mirosópio. Desta maneira, veri�ou-se que os intervalos de variação foram de 35-48% para a umidade e 18-35oC para atemperatura durante a aquisição das imagens.Os resultados deste experimento estão desritos na próxima seção.4.4.2 Resultados.Na Fig. 4.9(a) e (b) vêem-se as imagens tridimensionais da hemáia no iníio eno �nal do experimento (0h e 84h de exposição ao ar, respetivamente). Visualmente,onstata-se que as mudanças não foram tão drástias. Nenhuma �ssura sobre a mem-brana ou outro sinal mais drástio de degradação foi identi�ado, omo reportado porYong. Contudo, é ainda é visível um erto enolhimento da parte entral da élula.Isto pode ser notado pelo tom mais esuro da parte esquerda superior e direita inferiorda élula.

Figura 4.9: (a) Hemáia exposta ao ar - 0h. (b) Hemáia após 84h de exposição ao ar.A análise do volume do eritróito exeutada novamente através da rotina PartileAnalisys revelou uma erta dinâmia na morfologia da élula durante o evento de



88 4. Análise volumétria de eritróitos om o AFM.degradação. O grá�o da Fig. 4.10 mostra omo omportou-se o volume da élula omo passar do tempo. Este grá�o revela que, onsiderados apenas os valores de volumeoletados a ada 12h, a élula tende à diminuição de suas dimensões. Uma vez que nãoforam identi�adas aberturas sobre a membrana por onde oorresse a perda de materialelular, sugere-se que este proesso tenha oorrido através da própria membrana, e queo material perdido tenha sido em sua maioria solvente intraelular.

Figura 4.10: (a) Comportamento do volume do eritróito exposto ao ar por 3.5 dias. (b)Primeira urva reportada deste mesmo experimento [Retirado de Y. Chen, J. Cai, Miron 37339 (2006)℄.Não se pode deixar de omentar a semelhança entre o grá�o para a variação dovolume enontrado por Yong (Fig. 4.12(b)) e o obtido neste trabalho (Fig. 4.12(a)).As sequênias de aumento e redução de volume disordam apenas de algumas horas,ontudo, a orrespondênia entre a ordem dos eventos nos dois experimentos é lara-mente identi�ável. Tal omportamento deve ser omum à degradação do eritróito aoar, porém, om a dependênia de alguma variável desonheida. Talvez as variáveistemperatura e umidade tenham um papel fundamental neste proesso, mas que ainda



4.4. Envelheimento de eritróitos ao ar - Introdução. 89é indeterminado.Mais urioso é o que se observa no grá�o da Fig. 4.11. No intervalo de tempo entre0 e 24h, o omportamento do volume da élula é ompletamente aleatório, inonstante.Contudo, ainda segue a tendênia à diminuição (destaada pelo �t linear apliado aospontos, ujo oe�iente angular é negativo).

Figura 4.11: Comportamento do volume do eritróito em 24h de exposição ao ar.Estes resultados apontam a forte dependênia do proesso de degradação om asondições ambientais no qual a élula está inserida. Vale lembrar também que a hemá-ia foi oloada sobre um substrato de mia. Portanto, realizar o mesmo experimentoem diferentes substratos e em diferentes ondições de temperatura e umidade serviriaomo base para a riação de um padrão de omparação para o proesso de envelhei-mento do eritróito ao ar.





5Conlusões e Perspetivas

O advento da mirosopia eletr�nia (EM), na déada de 30 do séulo passado,trouxe uma mudança signi�ativa na maneira omo estruturas mirosópias eramobservadas e ompreendidas. Em espeial para a biologia, foi a primeira vez que sub-sistemas elulares foram observados diretamente om tamanha resolução. Tal mudançaaumentou onsideravelmente a ompreensão da organização e função de teidos ani-mais e vegetais. De maneira semelhante, o desenvolvimento da mirosopia de forçaat�mia (AFM) trouxe nova ompreensão destes sistemas em pequena esala. Antes,era possível apenas ver o espéime em estudo. Hoje, mais que isso, tornou-se fatívela interação entre um objeto ujas araterístias são bem onheidas (a sonda) e osistema analisado, de maneira que a resposta deste sistema a tal estímulo possa sermedida.A prinipal vantagem que a ténia AFM possui sobre as demais ténias de mi-rosopia, espeialmente no que onerne à visualização e manipulação de élulas, é apossibilidade de realizar medidas em meio líquido sob o ontrole de parâmetros omopH e força i�nia, permitindo o monitoramento de proessos de dinâmia elular emtempo real e em meio natural [79℄. Por exemplo, após infetadas om vírus, élulasdo fígado apresentaram várias protuberânias em sua superfíie, que depois de algumtempo desapareerem deixando maras sobre a membrana, indiando o proesso deliberação dos vírus pelas mesmas [80℄. Cargas da ordem de 10nN apliadas à superfíieda membrana plasmátia foram apazes de resolver grânulos om dimensões de até91



92 5. Conlusões e Perspetivas10nm, viabilizando a identi�ação de omplexos de proteínas individuais [81℄. Maisque isso, organelas intraelulares puderam ser loalizadas através de imagens do ex-terior da membrana elular [82℄. Dentro desta perspetiva, propõe-se neste trabalhoa apliação do mirosópio de força at�mia para a investigação de alguns fen�menosbiofísios relaionados às élulas vermelhas.O primeiro deles foi a difereniação de grupos sanguíneos através de imagens tridi-mensionais da membrana eritroitária. Apesar da distinção observada por meio daanálise da rugosidade da membrana entre os dois grupos AB+ e O+, os resultadossugerem que uma investigação mais abrangente deve ser realizada om o objetivo demelhorar o número amostral e portanto, a on�abilidade do resultado obtido om ométodo estatístio empregado. As mesmas medidas deveriam ser feitas em meio líquido,uma vez que assim, a resolução atingida é onsideravelmente melhor [83℄.No segundo experimento foram enontradas depressões sobre a membrana dashemáias pareidas om "buraos". Estes buraos estavam presentes tanto sobre élulasoriundas de doadores, omo de indivíduos om SMD. Contudo, neste segundo grupoa profundidade desses buraos pareia, em alguns asos, maior. Tal fato motivou odesenvolvimento de um estudo que omparava o per�l destes arateres entre os doisgrupos de indivíduos. A análise dos resultados foi feita por meio de teste estatístio nãoparamétrio (Mann-Whitney) por ausa da não normalidade das urvas enontradas.Tal fato pode p�r em heque a hipótese �nal de que existe diferença entre os doisgrupos, deisão do teste. Porém, este resultado india a neessidade de se entender omotivo da existêna de um padrão de aomodação do plasma sobre a membrana deélulas doentes, diferente daquele observado em hemáias saídas.Ao mesmo tempo em que os "buraos"eram enontrados sobre as hemáias, elestambém estavam presentes sobre o vidro (substrato dos eritróitos) em regiões ondenão haviam élulas, mas ainda sobre o esfregaço. Daí, surgiu a idéia de testar algunsmétodos de preparação de eritróitos para análise AFM. Este foi o objetivo do tereiroexperimento. Os quatro métodos testados (Sangue Total, NaCl, PBS+ALB e PBS)apresentaram vantagens e desvantagens. Logo, a prinipal onlusão deste estudo foi



93a de que, dependendo do que se quer analisar, ou toar sobre a membrana da élula,deve-se esolher o método mais apropriado. Por exemplo: uma vez querendo apenasolher informações de volume das élulas, o primeiro método (Sangue Total) mostrou-se satisfatório, omo foi veri�ado no experimento do apítulo 4. No entanto, quandose quer estudar pequenos sistemas sobre a membrana, omo sítios de proteínas, re-eptores de determinados ligantes, et; é provável que o último método (PBS) tragamelhores resultados. Isso por que este método foi o que removeu melhor a amadade plasma, expondo uma estrutura que provavelmente por ser o glioálie da élula,que orresponde à parte mais externa da membrana plasmátia. Assim, os testes deadesão entre uma sonda funionalizada e diferentes grupos sanguíneos, omo foi feitopor Grandbois [54℄, poderiam ser refeitos om o objetivo de se veri�ar uma possívelmelhoria no ontraste das imagens, o que efetivamente está ligado à força de atraçãodividida pelo par sonda-amostra.No quarto momento, veri�ou-se a versatilidade do AFM em realizar medidas devolume em esalas, neste aso, mirométrias. Para tanto, realizou-se a varredura de100 élulas vermelhas olhidas de seis indivíduos diferentes: dois apresentando hemáiasmiroítias, três normoítias, e um maroítias. A relação enontrada Eq. (4.2)entre o volume medido pelo AFM e o volume determinado pelos ontadores de élulasautomátios sugere que, houve perda de água pelos eritróitos devido à sua exposiçãoao ar, ausando assim, a redução do seu volume. Contudo, a linearidade da relaçãoentre os dois volumes foi veri�ada om suesso. Paree muito pouo empregar o AFMpara realizar medidas em omprimentos da ordem de mirons, porém, este tipo demedida omprova uma das prinipais vantagens da ténia AFM em relação às demais:forneimento de informação de altura, possibilitando o álulo de volumes por meio dasimagens obtidas. Como já foi itado anteriormente, esta é uma ferramenta poderosa nadeterminação do ariótipo de espéies animais e vegetais, o que aponta o AFM omovia alternativa nos estudos de itogenétia.Já no quinto experimento, tentou-se rati�ar os resultados obtidos por Yong emsua proposta de utilizar o AFM para investigar o proesso de envelheimento de uma



94 5. Conlusões e Perspetivasélula vermelha ao ar [84℄. Segundo ele, a apliação desta ténia enontraria espaçona iênia forense, quando um padrão de referênia sobre as mudanças oorridas namembrana da élula devido à exposição ao ar om o tempo fosse montado. Nossos re-sultados onordaram em parte om aqueles obtidos por Yong. A diferença enontradana evolução do proesso de envelheimento pode estar relaionada a únia disordân-ia entre as metodologia dos dois experimentos: a umidade relativa do ar no primeiroaso, tanto quanto a temperatura ambiente, foram ontroladas e mantiveram-se em75% e 25oC, respetivamente. Na segunda oasião, ontudo, a umidade relativa e atemperatura (que não foram ontroladas) osilavam entre 35-48% e 18-25oC, respeti-vamente. Deve-se enfatizar que, na ena de um rime, é pouo provável que se tenhamas mesmas ondições ideais onseguidas em laboratório om o ontrole das variáveisfísias do ambiente. Por isso, o segundo experimento aproxima-me mais da realidadeenontrada na exposição de uma élula ao ar, que a primeira. Isto sugere que a análisede uma prova riminal desta natureza deve basear-se na omparação entre o per�l daélula no momento da oleta da prova (sangue sobre vidro, teido, papel, et.) e oper�l apresentado por uma élula de mesmo grupo sanguíneo submetida às mesmasondições ambientais experimentadas pela prova. Por isso, é neessário testar-se ommaior auráia a apliação do AFM à análise de glóbulos vermelhos sobre diferentessubstratos e sob diferentes ondições limátias.Poderíamos então sumarizar as perspetivas nos seguintes tópios:
• Apliação da ténia AFM operando em líquido na araterização da parte ex-terior de eritróitos atingidos pelas SMDs. Uma vez que a resolução do AFMaumenta neste meio, novas araterístias da membrana elular podem ser deter-minadas. Além disso, a exposição do itoesqueleto destas élulas e subsequenteavaliação om a mirosopia de força at�mia, mostra-se mais uma alternativaviável de araterização da membrana eritroitária, metodologia já testada porLiu e olaboradores [78℄.
• Apliação do álulo de volumes das imagens obtidas om o AFM para a deter-minação do ariótipo humano em estudos de itogenétia, omo reportado por



95Rash e Fritzshe [45, 46℄.
• Formulação de um protoolo de envelheimento de élulas vermelhas ao ar obser-vadas om o AFM, om possível apliação em iênia forense.
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Glossário
AFM Sigla para Atomi Fore Mirosopy, ou Mirosopia de Força At�mia. Té-nia de mirosopia que utiliza a força de atração entre átomos omo oletor deinformações a respeito de uma superfíie em nanoesala.AFM Sigla para Atomi Fore Mirosope, ou Mirosópio de Força At�mia. Equipa-mento de mirosopia apaz de aumentos de até 1.000.000.000 X. Ele é hoje umadas prinipais ferramentas em nanotenologia.Amplitude lateral Máxima dimensão que o sanner de um AFM é apaz de desloar-se no plano (x,y) (plano da amostra).Amplitude vertial Máxima dimensão que o sanner de um AFM é apaz de desloar-se na direção do eixo z (em realção ao plano da amostra).Cantilever Haste que suporta a sonda AFM, normalmente feita de nitreto de silíio.Poder ter formato piramidal (para ontat mode) ou formato retangular (paratapping mode).Convolução Proesso de formação da imagem a partir do formato dos arateres daamostra e do formato da sonda.Cristal Piezoelétrio Material que, se submetido a um stress meânio, respondea este estímulo gerando uma diferença de potenial. Também é possível o pro-esso inverso, ou seja, submetido a uma tensão elétria, ele muda suas dimensõesespaiais, omprimindo-se ou distendendo-se.103



104 GlossárioCurva de força Grá�o de interação (forças) entre a sonda e a amostra versus adistânia de separação entre as duas.Célula líquida Componente do AFM om o qual realiza-se medidas de força em meiolíquido.Comprimento de onda Distânia entre dois máximos de uma onda eletromagnétia,sonora, et.Difração da luz Desvio da trajetória de uma onda eletromagnétia ao enontrar umobstáulo, ujas dimensões sejam omparáveis ao seu omprimento de onda.EFM Sigla para Eletron Fore Mirosopy. Variação do mirosópio de varredurapor sonda, no qual as forças envolvidas na medida são de natureza elétria.Eritróito Célula vermelha do sangue, hemáia.Forças de Van der Waals Forças de origem moleular, atrativas na aproximação erepulsivas no ontato entre duas superfíies.Feedbak Sistema fehado através do qual o AFM lê as informações sobre a amostravarrida e se autoregula para manter os parâmetros do sistema estáveis.Gap Espaço entre a sonda STM e uma superfíie ondutora, por onde �ui a orrentede tunelamento.Modo Contato Modo de varredura em que a sonda toa a superfíie da amostra.Modo Tapping Modo de varredura em que a sonda osila sobre a amostra, toando-aintermitentemente.MFM Sigla para Magneti Fore Mirosopy, ou Mirosopia de Força Magnétia.Variação do mirosópio de varredura por sonda em que as forças envolvidas namedida são de natureza magnétia.PBS Solução salina tamponada ontendo 145nM NaCl e 5nM KH2PO4/K2HPO4,om pH = 7,4.



Glossário 105Sonda Componente do sistema AFM formado pelo antilever e a ponta.Ponta Elemento sensor da sonda, feita normalmente de nitreto de silíio. Pode tam-bém ser feita de materiais magnétios e ondutores, no aso de medidas de forçaelétria ou magnétia.Sobrenadante Qualquer fase líquida de uma solução que �a na parte superior dotubo de ensaio após entrifugação. No nosso aso, líquido semitransparente rioem plaquetas e leuóitos, que surge sobre o onentrado de hemáias quando aamostra de sangue é entrifugada.SMD Sigla para Síndrome Mielodisplástia. Doença do sangue que atinge na suagrande maioria pessoas idosas, om potenial de progressão à leuemia aguda.SPM Sigla para Sanning Probe Mirosopy, ou Mirosopia de Varredura por Sonda.Ténia de mirosopia em que não é utilizada lus, mas sim uma sonda queinterage om a amostra pontualmente.STM Sigla para Sanning Tunneling Mirosopy, ou Mirosopia de Varredura porTunelamento. Ténia de mirosopia baseada no �uxo de orrente de tunela-mento entre duas superfíies no váuo.Tunelamento Fen�meno de natureza quântia em que um elétron atravessa uma bar-reira de potenial numa região lassiamente proibida.Varredura Proesso em que a sonda perorre uma área sobre a amostra, linha porlinha, formando uma imagem tridimensional a partir da junção destas linhas.





ATabelas de dados.
As tabelas deste anexo orrespondem a todos os valores das variáveis trabalhadasno apítulo 3 e 4, mais espei�amente nas seções 3.4, 4.3 e 4.4.Estas tabelas estão organizadas da seguinte maneira:TABELA A.1 - Valores de profundidade dos buraos enontrados sobre a membranaelular, utilizados na seção 3.4.TABELA A.2 - Valores de abertura dos buraos enontrados sobre a membranaelular, utilizados na seção 3.4.TABELA A.3 - Valores de volume para a amostra A, utilizados na seção 4.3.TABELA A.4 - Valores de volume para a amostra B, utilizados na seção 4.3.TABELA A.5 - Valores de volume para a amostra C, utilizados na seção 4.3.TABELA A.6 - Valores de volume para a amostra D, utilizados na seção 4.3.TABELA A.7 - Valores de volume para a amostra E, utilizados na seção 4.3.TABELA A.8 - Valores de volume para a amostra F, utilizados na seção 4.3.TABELA A.9 - Valores de volume enontrados para o envelheimento de uma er-itróito ao ar durante 24h, om intervalo entre as medidas de 1h.TABELA A.10 - Valores de volume enontrados para o envelheimento de umaeritróito ao ar durante 84h, om intervalo entre as medidas de 12h.É interessante lembrar que, nas tabelas B.3 a B.8 a primeira oluna, ujo nome éImagem, india a ordem das imagens arregadas em regiões diferentes do esfregaço.Note que esta quantidade pode variar de amostra para amostra. Isto se deve ao fatode que foi preiso realizar tantas varreduras quanto neessárias para que se atingisse onúmero su�iente de eritróitos à análise, no aso 100.107



108 Apêndie AO nome da amostra está indiado na primeira élula do lado esquerdo superior, porexemplo: A-18/01/06, onde A é ordem da amostra (omo aparee nos histogramas doapitulo 4) seguida pela data da análise. Exatamente ao lado desta élula, pode servista a altura do plano de Threshold utilizada para isolar as partíulas no omandoPartial Analysis.
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Tabela A.1: Valores das profundidades (P) dos buraos enontraddos sobre a membrana dedoadores e paientes om SMD.

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

5 4.542 5.251 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 4.910

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 3.912

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

15 5.588 9.210 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

25 3.542 9.193 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

35 1.8 12.246 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

45 7.337 7.558 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

Sadio SMD

TABELA A1

2

Doador
/Paciente

Ordem Sadio SMD

Profundidade (nm)
Doador

/Paciente
Ordem

7

8

61

9

10

3

4

5
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Tabela A.2: Valores das aberturas (A) dos buraos enontraddos sobre a membrana dedoadores e paientes om SMD.

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

5 53.205 59.396 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

15 87.891 87.781 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

25 66.406 58.594 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

35 32.877 109.390 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

45 132.500 74.991 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

5 10

3 8

4 9

1

TABELA A2
Abertura (nm)

Doador
/Paciente

Ordem Sadio SMD
Doador

/Paciente
Ordem Sadio SMD

6

2 7
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Tabela A.3: Valores de volume para a amostra A.

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

5 529.73 40.131 21.2585946 57 348.69 45.7 15.935133

6 398.68 44.632 17.7938858 58 408.87 58.517 23.925846

7 431.69 51.918 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 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

15 320.91 46.387 14.8860522 67 368.9 38.223 14.100465

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 52.452 21.974765

22 506.19 40.512 20.5067693 74 451.79 47.722 21.560322

23 526.91 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 77 400.87 46.806 18.763121

26 506.44 47.951 24.2843044 78 373.26 50.201 18.738025

27 377.82 46.234 17.4681299 79 411.8 52.299 21.536728

28 517.63 45.09 23.3399367 80 396.61 47.417 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

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 88 486.61 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 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 55.771 24.1945752 97 342.68 42.191 14.458012

46 437.71 45.013 19.7026402 98 328.77 42.915 14.109165

47 458.16 59.776 27.3869722 99 344.31 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

52 398.91 49.973 19.9347294 média 20.86236

Área

(um2)

Volume
(fl)

Hemácia
Altura

média(nm)

Área

(um2)

Volume
(fl)

Altura
média(nm)

1

2

3

7

Imagem Hemácia

TABELA A3
Threshold: 200nmAmostra A-27/01/06

4

Imagem

5

6
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Tabela A.4: Valores de volume para a amostra B.

1 499.23 61.87 30.889357 51 440.19 52.071 22.921133

2 409.89 39.177 16.0582605 52 397.38 38.033 15.113554

3 476.95 47.569 22.6880346 53 443.76 45.738 20.296695

4 426.33 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 15.9814513 56 501.87 44.823 22.495319

7 364.52 46.158 16.8255142 57 475.85 45.395 21.601211

8 597.96 39.825 23.813757 58 376.27 50.507 19.004269

9 440.35 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

11 428.61 49.133 21.0588951 61 343.6 42.305 14.535998

12 362.1 46.12 16.700052 62 469.28 35.362 16.594679

13 406.22 52.795 21.4463849 63 424.37 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 43.411 19.9621142 71 576 51.88 29.88288

22 385.59 54.398 20.9753248 72 438.54 47.607 20.877574

23 475.2 48.79 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 48.79 25.012681

27 413.19 57.831 23.8951909 77 439.31 45.891 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 19.6150117 80 530.81 48.599 25.796835

31 432.59 44.479 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 84 396.91 42.458 16.852005

35 463.17 54.626 25.3011244 85 315.08 39.864 12.560349

36 410.22 52.452 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 48.714 21.5827377 88 589.44 48 28.552474

39 413.26 47.798 19.7530015 89 477.46 52.414 25.025588

40 513.36 47.226 24.2439394 90 473.25 46.844 22.168923

41 381.66 55.275 21.0962565 91 485.2 46.997 22.802944

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

44 457.27 59.853 27.3689813 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 23.0606

48 352.26 54.054 19.041062 98 393.7 44.632 17.571618

49 371.27 53.177 19.7430248 99 336.47 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.

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

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 24.406351

8 542.96 44.098 23.94345 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 61 484.01 50.125 24.261001

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

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 30.457175

23 412.82 44.479 18.361821 73 467.41 50.774 23.732275

24 477.93 47.226 22.570722 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

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 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

39 448.31 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 92 455.77 45.357 20.67236

43 561.23 48.826 27.402616 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 95 570.98 46.577 26.594535

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 22.789317 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.

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 54 442.37 51.117 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 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

15 464.95 52.91 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 68 515.44 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 52.91 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

24 577.57 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 78 552.9 56.305 27.04652

29 461.33 54.779 28.85631 79 477.69 48.141 26.94968

30 556.32 54.588 24.21652 80 553.53 46.73 24.19178

31 591.17 48.37 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 45.319 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 25.41107 87 467.15 56.572 22.11015

38 525.96 46.768 29.012 88 483.81 45.319 15.18928

39 551.44 45.395 24.31603 89 447.27 48.294 24.27456

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 94 485.56 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 96 540.01 44.927 22.46888

47 608.82 47.34 24.42314 97 608.21 42.839 16.43793

48 561.12 49.171 27.42174 98 493.7 48.141 28.11193

49 586 42.458 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.

1 530.35 35.32 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 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

10 598.94 44.975 26.937327 60 841.12 42.458 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 55.389 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 45.471 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

23 515.91 48.103 24.816819 73 563.12 50.888 28.656051

24 347.1 45.013 15.624012 74 549.54 46.463 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 77 449.36 48.676 21.873047

28 343.17 39.749 13.640664 78 449.86 45.242 20.352566

29 425.92 47.92 20.410086 79 471.58 42.458 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 52.91 30.242298

43 540.3 51.918 28.051295 93 603.21 46.768 28.210925

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 97 569.28 49.477 28.166267

48 497.82 42.992 21.402277 98 595.76 44.785 26.681112

49 622.09 45.433 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.

1 666.92 53.06 35.388109 51 558.82 54.283 30.334426

2 523.42 64.049 33.524528 52 477.95 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 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 58 528.45 64.125 33.886856

9 488.54 64.659 31.588508 59 587.1 51.918 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

12 436.19 62.828 27.404945 62 501.91 63.438 31.840167

13 577.79 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 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 50.316 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 52.948 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 78 455.4 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

33 567.58 62.523 35.486804 83 435.01 54.245 23.597117

34 492.56 58.479 28.804416 84 417.18 59.738 24.921499

35 468.68 57.449 26.925197 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

38 577.54 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 53.215 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

46 621.29 58.861 36.569751 96 412.15 55.847 23.017341

47 463.17 65.46 30.319108 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 62.408 32.216258

média 30.017463
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Tabela A.9: Valores de volume em 24h de envelheimento.

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 A9

Horas
Volume

(fl)
Horas

Volume

(fl)

Tabela A.10: Valores de volume em 84h de envelheimento, om intervalos de 12h entremedidas.
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

Dias
Volume

(fl)

TABELA A10





BApresentações em Conferênias.
Foram apresentados os seguintes trabalhos em onferênias naionais e internaionais:

• Third Latin Amerian Symposium on Sanning Probe Mirosopy -LASPM. 2005, Ouro Preto - MG.Título: EVALUATION OF RED BLOOD CELLS OF HEALTHY SUBJECTSAND PATIENTS WITH MYELODYSPLASTIC SYNDROME.Autores: COSTA, Erivelton Façanha da; PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE,José Alexander de King; REBELO, Luiana Magalhães; FREIRE, Valder No-geira; FARIAS, Gil de Aquino.
• 9TH CONGRESS OF THE EUROPEAN HEMATOLOGY ASSOCI-ATION, 2004, Geneva.Título: RED BLOOD CELL AGING PATTERNS: IN VITRO OBSERVA-TIONS USING ATOMIC FORCE MICROSCOPY.Autores:MAGALH�ES, Silvia Maria Meira; ROCHA FILHO, Franiso Dário;FREIRE, José Alexander de King; FREIRE, Valder Nogeira; FARIAS, Gil deAquino; COSTA, Erivelton Façanha da; SILVA JUNIOR, Eronides Felisberto da;REBELO, Luiana Magalhães.

119



120 Apêndie B
• CONGRESSO BRASILEIRO DE HEMATOLOGIA E HEMOTER-APIA, 2004, São Paulo.Título: AVALIAÇ�O DO PERFIL ERITROCITÁRIO POR MICROSCOPIADE FORÇA ATÔMICA EM INDIVÍDUOS SADIOS.Autores: MAGALH�ES, Silvia Maria Meira; COSTA, Erivelton Façanha da;FREIRE, José Alexander de King; PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE,Valder Nogeira; FARIAS, Gil de Aquino.
• XXI ENCONTRO DE FÍSICOS DO NORTE E NORDESTE, 2004Título: CARACTERIZAÇ�O DO PERFIL ERITROCITÁRIO EM INDIVÍ-DUOS SADIOS E PORTADORES DE SÍNDROMES MIELODISPLÁSTICASPOR MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA.Autores: COSTA, Erivelton Façanha da; MAGALH�ES, Silvia Maria Meira;PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE, José Alexander de King.
• XXIII ENCONTROUNIVERSITÁRIODE INICIAÇ�OÀ PESQUISA,2004Título: MONITORAMENTO DOS PARÂMETROS DE IDADE DE CÉLULASVERMELHAS UTILIZANDO O MICROSCÓPIO DE FORÇA ATÔMICA.Autores: COSTA, Erivelton Façanha da; FREIRE, José Alexander de King;FREIRE, Valder Nogeira; MAGALH�ES, Silvia Maria Meira.



CArtigos Publiados.
• Periódio: Mirosopy and Miroanalysis, v. 11, n. 03, p. 66-69, 2005.Título:Evaluation of Red Blood Cells of Healthy Subjets and Patients withMyelodysplasti Syndrome.Autores:COSTA, Erivelton Façanha da; MAGALH�ES, Silvia Maria Meira;PITOMBEIRA, Maria da Silva; FREIRE, José Alexander de King; FREIRE,Valder Nogeira; BARRETO, Marjorie; REBELO, Luiana Magalhães; FARIAS,Gil de Aquino; SANTOS, Riardo Pires dos.
• Periódio: Journal of Histohemistry and Cytohemistry, submetido.Título: Red Blood Cells for Atomi Fore Mirosopy investigation: a Compar-ative Analysis.Autores: E. F. Costa, S. M. M. Magalhães, B. S. Cavada, R. G. Benevides, J.A. K. Freire

121





DAprovação do Comitê de Étia
Doumento omprovando a aprovação do omitê de étia e pesquisa para o trabalhodesenvolvido om material humano.

123


