
Capítulo 13 

Métodos de Microscopia para 
a Análise do Efeito Antimicrobiano 
da Terapia Fotodinâmica 
Walter Mlyakawa e Martha Simões Ribeiro 

1. INTRODUÇÃO 

A microscopia é uma forma relativamente simples c direta para visualizar contornos e estruturas de fungos e bactérias. com 
quaJidade e resolução. Mas. há algum tempo. de ixou de ser merame nte uma ferramenta de obtenção de imagens. Contínuos 
aprimoramentos tecnológicos. não só dos microscópios, como também dos computadores. softwares, c sistemas digitais 
de aquisição de imagem. transformaram a microscopia numa poderosa técnica de caracterização de superfícies. agregando 
informações quantilativas. e beneficiando a pesquisa científica como um todo. 

Do microscópio 6plico,l.2 em sua configur.lção mais básica, à famma de microscópios de sonda de varredura. J da qual faz 
parte o microsc6piode força alõmica,4 custe uma ampla gama de técnicas e equipamcntos.lnfonnaçõc.~ dislinlas. mas com
plementares cnlrC si, podem ser obtidas e. via de regra, é aconselhávcl que mais de uma fonna de microscopia seja utilii'.ada. 

A escolha da microscopia mais apropriada para cada situação dcve levar em conta, primordialmcnlc. os objetivos da 
análise (quais são a~ infonnações relcvantes) e a relação custo-beneffcio. não só no aspecto financeiro . mas. principalmentc. 
na facilidade técnica c no tempo de análise. Fatores críticos como magnificação. resolução (espacial e dc contraste). campo 
de visão (extensão lateral) e/ou profundidade de foco (extensão venical). fonnade anáJise (de formatos. mOlilidade. presença 
de componentes qufmicos. de algumas atividades microbianas. ou de dctcnninação de dimensões. parJmetros c teores de 
componentes ou fases etc.), e, mesmo. compatibilidade das técnicas, entre si, também devem ser considerados previamente. 
Obviamente, isto requer um razoável domfnio dos princfpios de funcionamcnto de cada tipo de microscopia. das fonnas de 
operação. das exigência .. para o preparo dc amostra e, principalmente. dos possfveis artefatos (falsas estruturas) gerados pela 
ferramenta. Mas. estc não é o foco deste texto. e uma descrição detalhada e abrangente das diversas formas dc microscopia 
deve ser buscada em li tcratura especffica, 

O objetivo deste capítulo é fornecer subsídios ao leitor. leigo em microscopia, para auxiliá-lo na escolha da técnica. 
bem como na compreensão c interpretação das micrografias para a anáJise do efeito da terapia fotodinãmica antimicrobiana 
(aPDT. do inglês. tmtimicrobial photoo}'namic thempy). 

2. IMAGENS DE MICROSCOPIA 

2.1 Microscopias de luz 
Normalmente. o primeiro recurso utilizado para a visualização de microrganismos é o microscópio óptico.' Neste ins
trumento. assim como em outras variantes de microscopia de luz (por exemplo, luz polarizada. contraste de fase e contraste 
por interferência diferencial. varredura confocal a laser e de fluorcscência), as amostras podem ser observadas em seu estado 
natural. embora seja necessário, em alguns casos, fixar e corar os microrganismos. A imagem é obtida cm tempo real, com 
o auxnio. basicamente. de um par de sistemas dc lentes convergentes: uma ocular e uma objetiva. A magnificação total 
fornecida pelo microscópio será o produto das ampliações da objetiva e da ocular. Os microscópios ó pticos mais modernos 
chegam a produzir ampliações de 2.000x , com resolução lateral de cerca de 300 nm e vertical de. aproximadamente, 1 11m. 

Um equfvoco muito comum é atribuir o valor de magnificação às micrografias: por exemplo. 400x • quando se utiliza 
a objetiva de 40x c a ocular de IOx . EMa magnificação vale. unicamente. para a imagem vista na ocular, Ao transferi-Ia 
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para a câmera. computadores. monitores de vfdeo ou papel, essa imagem sofre ampliações e reduções. que dependem 
dos diverws processos que ocorrem durante a trajetória. Com isso, a ampliação do sistema de lentes perde totalmente seu 
significado e. rigorosamente. não deve sequer ser citada. A barra de escala, sim. deve obrigmoriamente estar presente na 
mierografia. uma vez que acompanha as variações de ampliação quc a imagem sofreu, e é. de fmo. o único parâmetro de 
dimcmào relevante da micrografia. 

Ali amigas limitaçõcs de campo de visão e profundidade de foco (Figum 13. 1 A) deixaram de ser problema. Com lentes 
mais modcmas. câmeras digitais de al ta resolução (espacial. de 13 megapixel<.; de IUL. de 12 ou 16 bits). sistemas de fiI· 
tmgem óptica e rccur~os de software, é possível fazer a aquisição em camadas verticais. pam compor uma imagem com 
maior profundidade de foco. melhor definição e alto contraste. como mostr'J a Figura 13.1 B, ou mosaicos. a partir de um 
conjunto de imagens laterais de um objeto de maior extensão (Figura 13.1C). Podem·se até mesmo. efetuar medidas de 
diâmetro (Figura 13.2A), dimensões de estruturas (Figura 13.2B), oU ângulos (Figura 13.2C). 

Na microscopia de varredu ra confocal a lase,-3·1 (CSLM. do inglês cOllfocal sc:mmi,,!( la.ter microsc:opy). um feixe 
de fa.~er é utilizado como fonte de luz. e também é possível a aquisição de imagens em planos verticais sucessivos. para 
compor uma imagem focal izada de microestruturas a diferentes profundidade!; ou alturas. Além disso. podem ser conslrufda.s 
visualizaçõcs lridimcnsionais, embora o eixo vertical represente intensidade de pixel da luz reflet ida ou espalhada. e não a 

FIGURA 13.1 ~omicrografias tb exu\'nl,<bde de lima cnneta e\ferográfka com um phmo fO!.!al (A e 11 ). e CUIlI m~ior profundidade foco. construído 
por composIÇão de imagens \ertlC"a.s oblldas OQ m.cmscóp.o óptico Zciu. modelo Al\io ll l1a!!~r A2m C. M()\lllcO de seção tranwcr,;al de uma região de 
in!err~ amelodentinária de terceiro molar humano. obudo no nlicl'Ol;Ç6pio óptko Qlympus, model() 8XS I 

FIGURA t 3.2 Medidou de (,\) di!imetro. (H) dl~ta!ICia.~ e (C) !ngul~ da extremidade de uma cmelll esferogJ1iftea. ulili/-3Jldo o JQjrnarr AxioVision 

LE. do microI-C6plo óptico ZeIS~. moddo Axiotmagcr A2m 
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topografia de '\uperficie. Comparado ao microscópio óptico. o de varredum confocal a lruu consegue magnificaçõcs maiore!. 
f -I ",AOOX ). rcsoluC;Jo laterJI de 120 nm e análise em camadas de 0.5-1.5 ).Im. parJ amostras de até 50 ).I1ll de espe'\sura . .s 

Ao utilizar um micro~ópio em que a fonte de IUL é provcnicnte de um laser. paniculannente. elll estudo" de tcmpia 
fotodinâmica (PDT. do inglês./,holo(/lllflmic thempy) dc\c-sc con!oidcr ... r a possibilidade de os fotosscnsibilizndorc~ (FS). 
utili/udos como c romóforos. elou de os próprio, microrganismos absorverem a radiação. O .. fllser.f mai~ comumente 
utili/ados emitem em 352 11m. 364 nm. 405 nm. 408 nm. 430 nm. 458 nm. 476 nm. 488 nm. 496 nm, 514 nm. 543 nm. 
561 om. 596 nm. e 633 nm. 

A maioria dos microscópios confocair.; também pennite a oblenção de imagens da fluorescência emitida pela amostra. 
E.-,tc recun.o. conhecido como microscopia de fluorc'iCência. !em sido mui!o u!ilizado na terapia fotodin!lmica.6-14 

A idci:1 b~ica dessa microscopial~.lá é indu/ir a nuorescência na amostra ou em suas sube.-,trutum\. iluminando com 
raJiaçiio com comprimento de onda apropriado. Filtl1llldo a luz de retomo. podem-se a colctar -.omente a..\ componentes de 
maior comprimento de onda. ou seja. a nuoreM:ênda emitida pelo fluoróforo. A micro<>copia de nuore!>Cência tem maior 
\Cn\ibilidade. uma vez que o sinal écolctado por um detector fOlOmultiplicndor: é seleü,a, poi~. e'-Colhcndo-!tC o fluoróforo 
apmpriado. visualiza-se somente a estrutura de interesse: e permite a visualização de mai~ de um nuoróforo. simplesmente 
altcrando-se a luz de excitação ou o~ filtro~. 

A Figum 13.3 mostra um exemplo dc visualização de mais de um nuoróforo. P-Jnt j\Ml. células do fungo CmulitllllllhiclllIS 
roram corada:, com azul de metilcno (AM) (fl uorescência na região do ,emlelho), e com rodamina 123 (fluorescência na 
região do verde). As imagens. gcntilmcntc cedida~ pelo Dr. Renato A. Prates, fOr.1m ob!ida!o em um microscópio confocal 
(Leica TCS NT. Lcica Mikroskopic und System GmBH. Wetzlar. DE). utililando um espelho dicroico. para 580 nm. acoplado 
a um filtro p.'ls~a-baJlda dc 525-550 nm. pam a região verde. e o espelhodicroico a!!sociado ao filtrO passa-banda maior que 
665 nm pam o vermelho. A Figunl 13.3A mO~lra a micrografia confocal de tmn,missào do campo avaliado. 11 qual podem 
~r vistas cél ulas do microrganismo. A Figura 13.38 e C apresenta a5. imagcns par.! ti nuorescência do azul de rnctileno c 
da rodamina 123. respectivamente. Como a imagem fillrada por cor (comprimcnto de onda) é monocromálica. fal~n., Cores 
(verde e vermelha) foram sobreposta!! para u fonnação das imagcn\ exibida .... Na Figum 13.3D foi fcita a -.obrepo .. ição das 
nuorescências. Como fi rodamina acumula-se preferencialmente em miwc(mdrills. a coloração amarela na imagem indica 
que o a7ul de mctilcno dcvc também estar presente nessas mitocôndria,. 

FIGURA 13.3 .\ I D. I lt\3gen.~ por microscopia de fluo
,..",m.,.;1 do fungo Candidu ulbicuru ror.Idas com l17ul de 
lIItuleno e rodmllna 123. (lmarens gCnlitmenle cedJda~ 
lU R A Prale~.) 
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Diversos falores cOOlribuem para a qualidade das imagens por fiuoT'C<õCência: 16 escolha dos nuoroforos. intenl.ldade e 
oomprimenlo de onda da luz. de excitação. filtros uLilizados. magnificaçào e. principahncntc. a fotodegrndaçào d~ próprios. 
nuorÓforos. que podem se tornar irreversivelmente não nuorescentes. pela reação com oxigl!nio e seus rndicai~.17 

2.2 Microscopias eletrônicas 

Os dois tipos principais de microscopia eletrônica usados em PDT sào a microscopia e letrônica de varrcdura (MEVI e a 
microscopia eletrônica de transmis!>ào (MET). A MEV. por apresentar excelente prorundidade de foco. pcnnitc a análl~1k 
superfícies. enqu311lO a MET permite a análise interna das amostm". 

A MET desenvolveu o primeiro microscópio e letmnico. 18 Seu design óptico básico é comparável àquele do micl"O'IÇópio 
óptico básico. É um microscópio con~ tiluído por um sistema de iluminaçào (encarregado de gerar o feixe de clétronsl. uma 
coluna que contém o sistema de lentes (condensadoras. objetivas. intermediárias e projetoras). um sistema de aqui~içâo 
de infonnação c O pon:l-amostras. O coração do MET é a lente objetiva. porque é ela que limita o poder de rc~luçàodo 
microscópio. As lente.\, intermediária., c projetoras são as encarregadas de projetar e magnificar a Imagem. 'ieja numa tela 
fosforescente. num filme fotográfico. o,eja capturada por uma câmera CCO. 19 

A MET. portanto. consiste na geração de um feixe de elétrons. que é transmitido através de uma amo\t(;\ ult ra!ina 
(transparente ao fe ixe). Os feixes resul tantes da imcração com a amostra combinado!> através da lente objetl \a \'30 trazer 
infonnaçào intema do matennl anali~do_20 

A microscopia eletrônica de trummir.,.l.ào é uma ferramcntll poderosa para a obscr.ação de células c/ou tecidos biológi("()!,. 
já que pennite não só visuaJitar morfologia. mas l:lmbém identificar as ultraestrutums celulares (Figura 13AA e Bl. 

Em geral. MET operam com ten\lo de aceleração de 50 a 1.000 K V. oferecendo uma magnificação de 1.000 a 300.(XX)x 
com resolução de 3 . Até hOJe. a r.,'IET continua sendo o equipamento de escolha paJ""'..1 camcterização de amost ... ..Is com allil!. 
magnificação e resolução. 

A microscopia elelm nica de valTCdu ... .t21.22 também é umll técnica com grande poder de ampliação (10 a 200.000 X) 
e profundidadc'\' de campo cerca de 300x maiores do que a .. de um microscópio óptico. Na MEV. um feixe foc"lizado de 
e létrons é acelerado contra a supcrffc ie da amostra. com t ensõc~ entre I e 50 KV, de modo a varrer a superfície da amostra. 
ao longo de li nhas sucessivas e ju~tupo.\,tas. Em cada linha. ns interações . ponto a ponto. ~ão detectadas e utilizadas para 
gerar umn imagem de vídeo em tempo real. 

As interações ocorrem da o,eguinte fonna: uma p.'lne dos elétrons provoca a em ir.,'\'ão de ... .t.ios X c dos chamados elétron, 
~cundários. Os elétrons secundários têm baixa energia « 50 eV) e são respon!'.áveis pela romlllção de imagens de rele-.o 
da <;upcrfície. com alta rc<;Qtução (3-5 mn). A outro parte do.\, elétrons primários é retroespalhllda. pos~ui energia predomi
nanteme nte próxima ao do feixe incidente (> 50 eV) e. além de informações topográficas. fornece conlrJ..Ste~ rclaci~ 
lIO número atômico dos elemenlOS presentes na..s c:m13das m:lis superficiais da amostrJ.. 

Uma vamagem adicional da MEV é a sua eapacid3de de 3nálise químic3. conhecida como microanáli~ por energia 
di<;per~ivu de r3ios X,21 oU espectrometria de energia di~persiva de raio,> X (EDS. do ing lês. t'lIergy-dis",m,;I't' X-rl/\ 

FIGURA 13.4 ElttronuaograIWdetran5-
t1U' .... OI: f~ pmma.ugol.a5 de: LtiJlurta· 
moi turI(J:~",tnsls. A. C€tuta apóo. imdiaçJo 
II.Fnde~ssio\""MlIIC.'Iha.IOOmW . .smiQl. 
11. A~ aPOT mediada fD'" azut & meuteno 
(.'10 11111 por tO t1Un de pré-imldlaç!o). APÓS 
!l()meme ln-adia.,.--ao. nenhuma mudança '18-
nlficall\"a rOl obsen'ad:l em rc laçlo n célu-
1:I~<OfItrole roem !nlt:lmCnlo. Após aPDT. note 

o enrolhmlCtllo celular. a imensa v3Cuoliu· 
çiu do ~llopJa~ma.. a ITlltocôndria lumenlada 
e a ~"nllllillir ... dispersa 00 nÓ!:leo.)") bf. bolsa 
n.h'l"". m. t1Utorondria: n. nGdeo: I. corpo 
hJ"dl~"O; c. d~oplasKl: I. l"lICÚOto~ 
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lpf'ctmml'll'r). Quando um elétron do rei xe incide nte colide com U111 álomo na ~uperfícic da amo~tra e provoca 11 
emi~,ào de um elétron de um nível mai s interno (e lé tron Auger), o íon rormado rica em um estado exc itado ins
t,hel. O decaimento é imediato e acompanhado pela emi~<;f!o de rai os X. O sina l de raios X é captado por detector 
de dispersão de energia. rornecendo uma curva ele inten ~idade de ~inlll em função da sua energia. Co mo O e~pcctro 
é camcterfstico do e lemento que o produziu, podem-se, n!;!oim. obter u ident ificação e o teor relativo dos eleme ntos 
na superrície ob~ef\ada. 

Até pouco tempo alrJ~, ao. análise~ ",6 podiam <,cr reitas em câmaras a baixa pressão ( 10-6 torro lembrando que a pressão 
atlllÜ'>rérica é de 7fIJ torr). c amostra .. bio l6gica" deverhun. nece",ariamente. ser deljidnlladas e recobenas com um filme 
lino. condutor elétrico. 

Na desidr:llação de microrganislT\O\. pore:o;emplo. utilia-se et,mol. à concentração de 7Qlk (ou 77' GL). em uma de ,uas 
elapa.s. Mas. o ctanollambém é sohente de Iipídeos.2.l·!!'j Desse modo. estruturas lipídica, de membral1as.lanW de bactérias 
Gram-posilivU3 quanto de Gram-negativas. liOrrem altcmçôes já no proceli."o de desidratação. o quc pode comprometer a 
análi')C. 

Ma.r,. assim como a microscopia de luz. a micro.-.copia elctrônica de võlfTCdura também passou por ~ignjficati\os a\-ançrn.. 
Atu.llmente. os equipamcntos podem operar a pressões \ari:hei,. entre 0.07 c 2.00 tOIT. com direrentes ga)C ... ou nlC'mo. 
com vapor de água. Também rorJm desenvolvida~ MEV chamad .. de wblf'lop. menore .. , ponálei, .... ersátei., c de opemção 
quase tão simplc .. quanto a do microsc6pio óptico. Não há nece .... idade de desidratação de amo~tr.l.S ou de recobrimento 
com filmes rino .. condutore ... e recun.,o .. de sofnl"lIrt! paro! a realização de medidas quantitati\'as das cl,truturJ.S foram também 
incorporados. 

A Figura 13.5 apresenta rnicrogmfiu~ eletrônicas de varredura de biofi1me~ de levedunL' do gênem Cflfulida. O, biofilmclo 
romm crescidos sobre placa. .. de poliuTClano. de I em X I cm. por 48 h. em incubadora <~/wker. a 37°C e sob agitação com
tante a 110 rpm. As imagem foram obt idas com as amo'>!r" .. sem nenhum ti lX1 de preparo. ou seja. não romm desidnlladas 
nem recobcrtU!o com filmc fino condulor. 

Tmdieionalmcnte. na microscopia eletrônica de varredum. os elétrons do feixe primário são gerado .. por emi,~1I0 termiô
nica. Um fil amento. geralmente de tungstênio. é aquecido a temperaturas na quais seu,> e létron~ tenham energia suficiente 
pata escapar do material. Em seguida. são foca li t..'1dos c acelerado!> em direção à amOI, U"3. 

Atualmente. existe um .. istcma mai .. refinado de emi .. ~o de elétrons. chamado de emissão por campo elétrico. Em \el 

do filamento. utiliza-se uma agulha. também de tungstên io. com I"..lio. na extremidade de emissão. da ordem de ccntena de 
nanômetros. Ao ser submctido a Campos eletro., tático!> 'uficicntemente inten'>Os. OCOITC a emissão de eléln:lI1" 11:1 ponta. A 
\anlagem desse sistema é a produção de reixe~ mUito mai, intensos (-I.OOOx a do filamento). finO!l (r.Jio~ da ordem de 
nm) e com baixas energias (-I KV). Em conlr.lp:U'Iida. e,;,c sistema exige condiçõc .. dI! \ácuo mai .. alto do que na MEV 
convencional. Além de redulir a ncces~idade de amoslras condutorU3. e .. ses feixes produlcm magnificaçõc .. IlMiores. com 
imagens de alta resolução e comraste. Na POT, 11 microscopia eletrôn ica de varrcdura com elétron' ]lOr emi"ão dc campo 
(FE-SEM, do inglê~.field emin;on·Je-{Jmlillf.: f'fectmn ",je-rtHC:QP.\,) já eslá sendo utiIi7..ada. por ctcmplo. para caracteril.aT 
nanopartículas de óxido de rerro (Fe,04). com dinlCnsõcs da ordem de 100 nm. que são conjugada., com o fOlO\Cmlbili1.ador 
hernatopofirina. pam avaliar o ~eu efeito anticancerígeno. 16 Es .. a técnica também roi usad..l na avaha~'ão do cfeito da aPDT 
em StaphyloCOCIIJ aurell .l. quando se utilil.am n:motubos de carbono de parede única. conjugado, com a porfirina como 
rotossensibi I izador. !7 

As microscopia .. eletrônica,; 1,1\0 comumente u'adas como padrão para a camcterilaçào de materiais. poi., rornecem 
imagens de alia credibilidnde c não al)l"esentarn dificuldades de interpretação. Ma!), uma da.') de'ivanlagen .. para oc\tudo do .. 
efeitos da aPDT é 11 impossibilidade de aV:lliaçf!o das mesma .. amostras, antes e apó~ a aPDT . . . ~ A '" B 

"'f 
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2.3 Microscopia de força atômica 

A microscopia de força atômica)'" (AFM. do inglês. atomic force microscopy) é uma técnica de caracterização de superrfcics 
que. a. .. sim como as microscopias confocal e eletrônica. baseia-se na varredura da superfície da amostra. Mas. em vez do fe ixe 
de la.ser, ou de elétrons. a AFM uliliza uma sonda em forma de agulha (ponta). extremamente fi na, para fazer a varredura. 
Esta sonda está localizada na extremidade de uma haste flexível. chamada call1ilever. e, durante a varredura, o canrilel'er 
sofre de nexões de acordo com as variações de topografia da superfície. Estas variações são detectadas com o auxílio de um 
fe ixe de laser refletido pelo cUll/ilever sobre um fotodetector, como mostra a Figura 13.6. O si nal do fotode teclor é enviado 
a um computador, que realimenta o circuito e transforma esse si nal em coordenadas x.)'.z. Com ba~ nessa. .. coordenadas. a 
image m da superffc ie é facilmente reconslJUída pelo softwa" da AFM . 

Como bem descrito por Mo rris el al.;" diferememente das outms microscopias (de luz e eletrônica). a microscopia de 
força atÔmica gera imagens "tateando", e não "olhando" a amostm. Conseguem-se ampliações equivalentes a um bi lhão de 
veles. com o mesmo nível de precisão lateral e vertical (da ordem de décimos de nanõmetros). Também não requer preparo 
de amostru, o que a toma bastante atraente para aplicações não só na microbiologia.21I-30 como também na aPDT,7.3 1.).I pois é 
poss(vel exam inar as mesmas amostras antes e depois da aPOT sem que nenhum lratanlentO adicional seja necessário. Como 
são annazenadas coordenadas espaciais das miçroestruturas da superfície da amostra. é possível realizar medidas, cálculos 
e estadsticas de diversos parâmetros. Em oUlras palavras. a AFM é uma técnica que, além de imagens bi e tridimensionais. 
de alta resolução e contraste. fornece diretamente infonnaçõcs quantitativas. 

O microscópio de força atômica pode operar de três modos diferentes: contato, não contato e contato intennÍlenle. No 
modo de contato. a varredura é fe ita mantendo-se a ponta em contato permanente, com o callfiln'er levemente pressionado 
contra a amostra. No modo de não oonlalo, a varredum é fe ita com o c(lIItiJel'er oscilando a frequência.'i próximas às de res
sonância do callfile\·er. a uma altura constante da superfície da amostrJ., de forma que variações de topografia sejam detectadas 
monitorando-se as variações de freq uênc ia c/ou amplitude de oscilação do cemlilever . No modo de contato intennitente. a 
varredura também é feita com o c:antilever oscilando a frequências próximas à.'i de ressonància, ma. .. a distâncias intennediárias. 
entre as do modo de contato e as de não contato, de maneira que a ponta "toque" gentilmente a superffcie da amostrd. As 
variações de topografia também são detectadas monitorando-se as variações de frequência c/ou ampli tude de osci lação do 
camilever. A escolha do modo de operação depende de características da amostra, como adesividadl!. rigidez e fragilidade. 

Uma das maiores desvantagens da microscopia de força atômica está no tempo de obtenção da imagem. As varredu ras 
não são tão rápidas quanto na MEV ou no microscópio confocul. pois. u cada ponto de medida, ao longo de uma linha. ocorre 
um processo mecânico, de deflexão do callfilever, que deve ser estável e preciso. As variações de de fl exão são detectadas por 
um fotodetector, transfonn adas em coordenadas de altura. por meio de cálculos numéricos. e armazenadas no computador. 
Assim, uma imagem com resolução de 512 pixels x 512 pixels. o que significa medir 512 linhas, com 512 pontos por linha, 
a uma taxa de varredura de uma linha por segundo. demora 5 12 segundos ( .... 8,5 minutos) para ser concl uída. Dependendo 
das características da amostra, é bastante comum uma demora de 40 minutos, ou mais, para a aquisição de uma primeira 
imagem. que. geralmente, não é a mai s representativa da amostra. Porém, uma vez adquirida a imagem, é fácil efetuar 
cálculos e gráficos de dimensões. estruturas, caracterizar grãos. determinar parâmetros de rugosidude, avaliar o perfil de 
linhas em qualquer região e em qualquer direção de uma imagem. ou em subáreas dessa imagem. 

FtGURA 11.6 Diagrama "S<jllC'm~li~'O do microscópio de 
força 31ômica. 

Detetor 

Feixe de Isser 
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FICURA 13 .7 Vhualizaç.'les bidllTlcnsionais de Imagem; de biofilme de SI"PIIXOCCILI mulOnJ obtidaS por AFM (SPM9SOOJ3, Shunadl.u Corp., JIl). em 
lnodo de conlalo Inlcrmilemc. oom área de ~arrcdura de 10 llIIl X 10 11m. eXibindo (A) lopografia e (8 ) dcncxAQ do (tJllllln'i'r. 

A Figura 13.7 mostra imagens de biofilme de Streptococcus mutans sobre lâmina de microscópio. obtida por AFM 
(SPM950013, Shimad7u Corp .• lP), em modo de contato intermitente, com:trea de varredurol de 10 ~m x 10 11m. Na visua· 
lização bidimensional de alturas (Figura 13.7 A). observam-sc células esféricas de S. mutans. com distribuição uniforme de 
tamanho. envolvidas por uma pequena quantidade de matriz extracelular CEPS. do inglês. ulmctllular poJymeric subJtance). 
As células de colomç!lo mais clara estão topograficamente mais altas. revelando sobreposição de microrganismo,; em pIgumas 
regiõcs do biofilme. À direim da imagem. são mOSlmdos uma escala de cores e o histogrolma de altur.ls correspondente à 
cada tonalidade de cor. Para esta micrografia. em particular. a diferença de altura. medida entre o ponto mais baixo e o mais 
alto dn imagem. foi de 930.64 nm. Na Figura 13.7B, o mapa de variação de denexão (movimentação não conven ida em 
altura) do clllllilever, dn mesma região em que foi fcÍla a imagem de topogmfia. pode ser interpretado como O equivalente 
ao que uma pessoa cega sente ao tatear um objeto para avaliar sua fonna. textura e rigidc7. Além de melhor definição de 
contorno das células. a!. microestruturas de baixo relevo ficam mais bem evidenciadas. Várias células apresentllrdm um sulco 
na região central da membrana. bem como resfduos, provavelmente de EPS. que também e!;tá presente nas regiões da lfiminu 
em que não há bactéria.!>. Essas características nem ~mpre ficam visíveis na imagem topográfica. É imponante notar que a 
C!>Cala de core!>. à direita da imagem. está as!tOCiada. agora. a um histograma de tensão elétrica, e não mai!. de altul'3!>. Para 
~te mapa, '>Cria necessária a aplicação de 60 mV pum provocar a máxima variação denexão detectada dumnte a v:lrrcdura. 

A análi!.e de perfi l ~ baslante útil pal"J identificar caracteríslica. .. visuais, de fonna mais analítica. Na Figura l3.8A. por 
exemplo. visualizam--,e células de Cemdida albicolls. cultivadas por 24 h. obtidas com varredura da esquerda para a direila. 
Na Hgura 13.8B. a imagem foi obtida na mesma região, com varredura da direita para a esquerda. A linha AB. em ambas 
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FIGURA 13 .8 Recurso de an4lLse de perfil de 1maacm panI tnço (A) e rcu.ço (8) de um btofilme de CUNliOO lllJHcoru . 
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FIGURA 13.9 Curva ideal de rocça por de~locamemQ. 

F 
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as imagens. foi colocada para avaliar o perfil da superl1cie. que é apresenlado nos gráficos logo abaixo de cada imagem. O 
ruído que aparece no gráfi co de perfil evidencia os pontos em que a adesividadeda superffc ie interfere na varTCdum, quando 
a ponta se move pam a direita ou pura a esquerda, 

Mes mo considcrando-se somente as aplicações biológicas e microbiológicas. a microscopia de força atômiclI lem, na 
verdade. um polcncial muito maior do que o aqui apresenlado.4•JO O simples fato de pemutir a observação de amOStras no 
interior de uma célula contendo um meio líquido.l .4 coloca a AFM em posição de vantagem em relação às outras micros
copias. Touhami ct a!. obtiverdm imagens de SUlphJ/ococC:U.f aureusem meio de cultura (caldo caseína de ~oja) pam estudar 
o processo decrescimento e divisão celulares,H Silva Juniore TCM:hke avaliaram o efeito do peptídeo 3ntimicrobiano PGLa 
em Escherichia co/i util izando não só as imagens da bactéria em célula líquida contendo solução fisiológica, ma~ tumbém 
analisaram curvas de força l'erSII$ disUincia. para avaliar a rigidez da membrana celular.36 

Medidas de curva de força I'ersus distância. técnica conhecida como cspectroscopia de força. pode ser feita em ambiente 
Ifq uido ou em ar, e é outro diferencial da microscopia de forÇ3 atômica. Como a ponta de varredura "toca" a amoqra, o 
c(Jlllilel'er pode "sentir" a reação da superfTcic ao toque. Do pon to de vista da física, à medida que a ponta se aproxima 
da superfícic. aluam. no camifel'er, forças atralivas de Van. de Waals. cujas intensidades aumentam de modo inverSllmenle 
proporcional à distância, Quando a ponta alinge a superfície. começam a atuar forças repul sivas. que impedem que a agu
lha penetre superfície adentro. Assim, dependendo da e lasticidade do tnalerial, pode ocorrer uma pequena compressão do 
malerial na aproximação e. conforme a aderência, um leve estiramento ao afastar a ponta. Desse modo. a curva de fo rça 
I'ersus distância (Figura 13.9) entre a ponta e a amostra pode fomecer infonllaçõcs sobre a rigidez ou o gmu de elaslicidade 
da membrana celular de um nucrorganismo. 

O cálculo da constante elástica da amostra pode ser rei to considerando-se o sistema cantilel'er-amostra apresentado 
na Figura 13.10, onde k.: e ka são. respectivamente. as constantes elásticas do c:antilel'er e da amostra, como um sislema 
massa-mola. 7"" é a deflexão sofrida pelo clmtilCl'er. c z, li compressão da amostra quando o callfifel'er é pressionado contm 
a amostra. a partir da equação 13.1 a seguir: 

K =-K ( tga ) 
• K, + tga 

( 13. 1 ) 

A Figur.l 13. t I mostra uma úpica curva de força l'erSIlS distância. obtida com uma ponta. cujo callfilevertinha constante 
elástica nominal de 0. 10 N/m, para a membrana de uma cé lula de C. a/bicam. Utilizando a cquação 13.1, obtém-se o valor 
dc 0.052 N/m. para a constante eláslica da mcmbnma . 

No pomo de contato: Quando se aplica a força: 

k.: '" ete mota eanti!ever 

k. '" ele mota da amoslra 

FIGURA I J . IO Diugrarna C!iqucmático de canlilt'Vu e amostl1l (A) e sistema ma!oSll-moJa equt\'aleflCe (8 ) 
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FIGURA 13. 11 Tlpicl CUJ"\~ tk r~.a 1""'"511J distlllll;j.a para I membrana de uma 
célula de C. ulbicolls. oblida no mlcro<oeóplO de rorça IIlômica Shimadzu. modelo 
SPM95OOJ3. 
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Obviamente. existem dificuldades na avaliação de microrganismos por AFM. Por exemplo, se as células niío estiverem 
sufi cientemente aderidas ao biofilme. pode ocorre r deslocamento ou remoção de microrganismos. Meio~ de cultura, 
metabólitos. matriz cxtracelular e alé mesmo uma fina camada de água sobre o biofilme formam meniscos 4uc rc~ultam 
em anefalos de imagem devido às forças capilares Cnlre a ponta e o meio. O controle da força exercida pela pon\(l sobre a 
amOSlrn também requer atenção. pois podem ocorrer desde pequenas alteraçõcs morfológicas até danos irreversrvcis nas 
células. Assim. embom <I obtenção de infonnaçõcs preci sas e fidedignas utilizando a microscopia de força atômica demande 
e.\perlüe. o seu potencial de aplicações trnnscende. em muito. a proposta inicial da microscopia. de simplcr.menlc fomecer 
imagens de superfície. 
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