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Métodos de Microscopia para
a Analise do Efeito Antimicrobiano
da Terapia Fotodinamica

Walter Miyakawa e Martha Simdes Ribeiro

1. INTRODUCAO

A microscopia ¢ uma forma relativamente simples e direta para visualizar contornos e estruturas de fungos e bactérias, com
qualidade e resolug@o. Mas, hd algum tempo, deixou de ser meramente uma ferramenta de obtenciio de imagens. Continuos
aprimoramentos tecnolégicos, ndo s6 dos microscépios, como também dos computadores, softwares, ¢ sistemas digitais
de aquisigdo de imagem, transformaram a microscopia numa poderosa técnica de caracterizacdo de superficies, agregando
informagdes quantitativas, e beneficiando a pesquisa cientifica como um todo.

Do microscépio 6ptico,'? em sua configuragio mais basica, a familia de microscépios de sonda de varredura,’ da qual faz
parte o microscépio de forga atdmica,* existe uma ampla gama de técnicas e equipamentos. Informagdes distintas, mas com-
plementares entre si, podem ser obtidas e, via de regra, € aconselhdvel que mais de uma forma de microscopia seja utilizada.

A escolha da microscopia mais apropriada para cada situagiio deve levar em conta, primordialmente, os objetivos da
andlise (quais sdo as informagoes relevantes) e a relagao custo-beneficio, nio s6 no aspecto financeiro, mas, principalmente.
na facilidade técnica e no tempo de andlise. Fatores criticos como magnificagdo, resolugdo (espacial e de contraste), campo
de visdo (extensio lateral) e/ou profundidade de foco (extensdo vertical), forma de andlise (de formatos, motilidade, presenga
de componentes quimicos, de algumas atividades microbianas, ou de determinagdo de dimensdes, pardmetros e teores de
componentes ou fases etc.), e, mesmo, compatibilidade das técnicas, entre si, também devem ser considerados previamente.
Obviamente, isto requer um razodvel dominio dos principios de funcionamento de cada tipo de microscopia, das formas de
operagdo, das exigéncias para o preparo de amostra e, principalmente, dos possiveis artefatos (falsas estruturas) gerados pela
ferramenta. Mas, este niio é o foco deste texto, e uma descrigio detalhada e abrangente das diversas formas de microscopia
deve ser buscada em literatura especifica.

O objetivo deste capitulo é fornecer subsidios ao leitor, leigo em microscopia, para auxilid-lo na escolha da técnica,
bem como na compreensio e interpretagio das micrografias para a andlise do efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana
(aPDT, do inglés, antimicrobial photodynamic therapy).

2. IMAGENS DE MICROSCOPIA
2.1 Microscopias de luz

Normalmente, o primeiro recurso utilizado para a visualizagio de microrganismos é o microscépio éptico.! Neste ins-
trumento, assim como em outras variantes de microscopia de luz (por exemplo, luz polarizada, contraste de fase e contraste
por interferéncia diferencial, varredura confocal a laser e de fluorescéncia), as amostras podem ser observadas em seu estado
natural, embora seja necessdrio, em alguns casos, fixar e corar os microrganismos. A imagem € obtida em tempo real, com
o auxilio, basicamente, de um par de sistemas de lentes convergentes: uma ocular e uma objetiva. A magnificagio total
fornecida pelo microscépio serd o produto das ampliagdes da objetiva e da ocular. Os microscépios 6pticos mais modernos
chegam a produzir ampliagoes de 2.000x , com resolugio lateral de cerca de 300 nm e vertical de, aproximadamente, 1 pm.

Um equivoco muito comum € atribuir o valor de magnificagio as micrografias: por exemplo, 400X , quando se utiliza
a objetiva de 40X e a ocular de 10X . Esta magnificagio vale, unicamente, para a imagem vista na ocular. Ao transferi-la
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para a cimera, computadores, monitores de video ou papel, essa imagem sofre ampliagoes e redugoes, que dependem
dos diversos processos que ocorrem durante a trajetéria. Com isso, a ampliac@o do sistema de lentes perde totalmente seu
significado e, rigorosamente, ndo deve sequer ser citada. A barra de escala, sim. deve obrigatoriamente estar presente na
micrografia, uma vez que acompanha as variagoes de ampliacio que a imagem sofreu, e €, de fato, o tinico parimetro de
dimensio relevante da micrografia.

As antigas limitagoes de campo de visdo e profundidade de foco (Figura 13.1A) deixaram de ser problema, Com lentes
mais modernas, cdmeras digitais de alta resoluc@o (espacial, de 13 megapixels; de luz, de 12 ou 16 bits), sistemas de fil-
tragem oOptica e recursos de soffware, € possivel fazer a aquisicdo em camadas verticals, para Compor uma imagem com
maior profundidade de foco. melhor definicdo e alto contraste. como mostra a Figura 13.1B, ou mosaicos, a partir de um
conjunto de imagens laterais de um objeto de maior extensao (Figura 13.1C). Podem-se até mesmo, efetuar medidas de
didmetro (Figura 13.2A), dimensdes de estruturas (Figura 13.2B), ou dngulos (Figura 13.2C).

Na microscopia de varredura confocal a laser™’ (CSLM, do inglés confocal scanning laser microscopy), um feixe
de laser é utilizado como fonte de luz. e também & possivel a aquisi¢do de imagens em planos verticais sucessivos, para
compor uma imagem focalizada de microestruturas a diferentes profundidades ou alturas. Além disso, podem ser construidas
visualizagoes tridimensionais, embora o eixo vertical represente intensidade de pixel da luz refletida ou espalhada, e ndo a

FIGURA 13.1 Fotomicrografias da extremidade de uma caneta esferogrifica com um plano focal (A e B), ¢ com maior profundidade foco, construido
por composicao de imagens verticais obtidas no microscdpio optico Zeiss, modelo Axiolmager A2m. C, Mosaico de segiio transversal de uma regido de
interface amelodentindria de terceiro molar humano, obtido no microscapio dptico Olympus, modelo BXS51

FIGURA 13.2 Medidas de (A) diimetro, (B) distincias e (€) dngulos da extremidade de uma caneta esferogrifica, utilizando o software AxioVision
LE, do microscdpio dptico Zeiss, modelo Axiolmager A2m
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topografia de superficie. Comparado ao microscépio Optico. o de varredura confocal a laser consegue magnificagoes maiores
{~14.400x ), resolugdo latera

de 120 nm e andlise em camadas de 0,5-1.5 pm, para amostras de até 50 pm de espessura.”

Ao utilizar um microscépio em que a fonte de luz € proveniente de um /aser, particularmente, em estudos de terapia
fotodinfmica (PDT, do inglés, photodynamic therapy) deve-se considerar a possibilidade de os fotossensibilizadores (FS).
utilizados como cromdéforos, e/ou de os proprios microrganismos absorverem a radiag@o. Os lasers mais comumente
utilizados emitem em 352 nm, 364 nm, 405 nm, 408 nm, 430 nm, 458 nm, 476 nm, 488 nm, 496 nm, 514 nm, 543 nm,
561 nm, 596 nm, e 633 nm.

A maioria dos microscdpios confocais também permite a obtencdo de imagens da fluorescéncia emitida pela amostra
Este recurso, conhecido como microscopia de fluorescéncia, tem sido muito utilizado na terapia fotodindmica.’

A ideia bésica dessa microscopia'™'® € induzir a fluorescéncia na amostra ou em suas subestruturas, iluminando com
radiagdio com comprimento de onda apropriado. Filtrando a luz de retorno. podem-se a coletar somente as componentes de
maior comprimento de onda, ou seja, a fluorescéncia emitida pelo fluoréforo. A microscopia de fluorescéncia tem maior
sensibilidade, uma vez que o sinal € coletado por um detector fotomultiplicador; € seletiva, pois, escolhendo-se o fluoréforo
apropriado, visualiza-se somente a estrutura de interesse: e permite a visualizagio de mais de um fluoréforo, simplesmente
alterando-se a luz de excitagio ou os filtros

A Figura 13.3 mostra um exemplo de visualizagio de mais de um fluordforo, Para isso, células do fungo Candida albicans
foram coradas com azul de metileno (AM) (fluorescéncia na regido do vermelho), e com rodamina 123 (fluorescéncia na
regidio do verde). As imagens, gentilmente cedidas pelo Dr. Renato A. Prates, foram obtidas em um microscépio confocal
(Leica TCS NT. Leica Mikroskopie und System GmBH. Wetzlar, DE). utilizando um espelho dicroico, para 380 nm, acoplado
a um filtro passa-banda de 525-550 nm, para a regido verde, e o espelho dicroico associado ao filtro passa-banda maior que

665 nm para o vermelho. A Figura 13.3A mostra a micrografia confocal de transmissiio do campo avaliado, a qual podem

ser vistas células do microrganismo. A Figura 13.3B e C apresenta as imagens para a fluorescéncia do azul de metileno e
da rodamina 123, respectivamente. Como a imagem filtrada por cor (comprimento de onda) ¢ monocromadtica, falsas cores
{verde e vermelha) foram sobrepostas para a formagdo das imagens exibidas. Na Figura 13.3D foi feita a sobreposiciio das
fluorescéncias. Como a rodamina acumula-se preferencialmente em mitocOndrias, a coloracao amarela na imagem indica
que 0 azul de metileno deve também estar presente nessas mitocondrias.

s por microscopia de flue

FIGURA 13.3

rescencia do fungo Car

icans coradas com azul de
metileno e rodamina

por R. A. Prates.)

123. (Imagens gentilmente cedidas
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Diversos fatores contribuem para a qualidade das imagens por fluorescéncia:'® escolha dos fluoréforos, intensidade ¢
comprimento de onda da luz de excitagiio, filtros utilizados, magnificagio e, principalmente, a fotodegradagio dos i
fluoréioros, que podem se tomar irreversivelmente ndo fluorescentes, pela reagio com oxigénio e seus radicais.'”

2.2 Microscopias eletronicas

Os dois tipos principais de microscopia eletrénica usados em PDT siio a microscopia eletronica de varredura (MEV) ea
microscopia eletrdnica de transmissio (MET). A MEV, por apresentar excelente profundidade de foco, permite a andlise de¢
superficies, enquanto a MET permite a andlise interna das amostras.

A MET desenvolveu o primeiro microscopio eletronico.'™ Seu design éptico bisico ¢ compardvel aquele do microscopio
6ptico bésico. E um microscépio constituido por um sistema de iluminagio (encarregado de gerar o feixe de clétrons), uma
coluna que contém o sistema de lentes (condensadoras, objetivas, intermedidrias ¢ projetoras), um sistema de aquisigio
de informagdo e o porta-amostras. O coragio do MET ¢ a lente objetiva, porque ¢ ela que limita o poder de resolugio do
microscépio. As lentes intermedidrias e projetoras sio as encarregadas de projetar ¢ magnificar a imagem, seja numa tela
fosforescente, num filme fotogréfico, seja capturada por uma cimera CCD."?

A MET, portanto, consiste na geragio de um feixe de elétrons, que € transmitido através de uma amostra ultrafing
(transparente ao feixe). Os feixes resultantes da interacio com a amostra combinados através da lente objetiva viio trazer
informagdo interna do material analisado,*”

A microscopia eletronica de transmissiio € uma ferramenta poderosa para a observagiio de células e/ou tecidos biol6gicos,
Jd que permite ndo s6 visualizar morfologia, mas também identificar as ultraestruturas celulares (Figura 13.4A ¢ B).

Em geral, MET operam com tensio de aceleragio de 50 a 1.000 KV, oferecendo uma magnificagio de 1.000 a 300.000%
com resolugio de 3A. Até hoje, a MET continua sendo o equipamento de escolha para caracterizagio de amostras com altas
magnificacio e resolugao.

A microscopia eletrdnica de varredura®"*? também ¢ uma técnica com grande poder de ampliagio (10 a 200.000 % )
e profundidades de campo cerca de 300 maiores do que as de um microscopio Gptico. Na MEV, um feixe focalizado de
elétrons ¢ acelerado contra a superficie da amostra, com tensdes entre | e 50 KV, de modo a varrer a superficie da amostra,
ao longo de linhas sucessivas ¢ justapostas. Em cada linha, as interagdes. ponto a ponto, sio detectadas e utilizadas para
gerar uma imagem de video em tempo real.

As interagcées ocorrem da seguinte forma: uma parte dos elétrons provoca a emissio de raios X e dos chamados elétrons
secunddrios. Os elétrons secunddrios tém baixa energia (< 50 eV) e sdo responsaveis pela formagdo de imagens de relevo
da superficie, com alta resolugio (3-5 nm). A outra parte dos elétrons primdrios € retroespalhada, possui energia predomi-
nantemente proxima ao do feixe incidente (> 50 eV) e, além de informacoes topogrificas, fornece contrastes relacionados
40 niimero atémico dos elementos presentes nas camadas mais superficiais da amostra.

Uma vantagem adicional da MEV € a sua capacidade de andlise quimica. conhecida como microandlise por energia
dispersiva de raios X,*' ou espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS, do inglés, energy-dispersive X-ray

FIGURA 13.4  Eletromicrografias de trans-
missio de formas promastigotas de Leishma-
nia amazonensis. A, Célula apés irmadiagio
(LED de emissio vermelha, 100 mW, 5 min).
B, Apds aPDT mediada por azul de metileno
(50 pm por 10 min de pré-irradiacio). Apds
somente irradiagdio, nenhuma mudanga sig-
nificativa foi observada em relagio a célu-
las-controle sem tratamento. Apos aPDT, note
o encolhimento celular, a intensa vacuoliza-
¢io do citoplasma, a mitocOndria aumentada
e & cromating dispersa no nicleo.” b, bolsa
flagelar: m. mitocéndria: n, nicleo: |, corpo
lipidico; ¢, cinetoplasto; v, vactolos,
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spectrometer). Quando um elétron do feixe incidente colide com um dtomo na superficie da amostra e provoca a
emissdo de um elétron de um nivel mais interno (elétron Auger), o fon formado fica em um estado excitado ins-
tavel. O decaimento € imediato e acompanhado pela emissido de raios X. O sinal de raios X ¢ captado por detector
de dispersdo de energia, fornecendo uma curva de intensidade de sinal em func¢io da sua energia, Como 0 espectro
¢ caracteristico do elemento que o produziu, podem-se. assim, obter a identificagiio e o teor relativo dos elementos
na superficie observada.

Até pouco tempo atrds, as andlises s6 podiam ser feitas em climaras a baixa pressdo (10 torr, lembrando que a pressiio
atmosférica ¢ de 760 torr), ¢ amostras biologicas deveriam, necessariamente, ser desidratadas e recobertas com um filme
fino, condutor elétrico.

Na desidratagio de microrganismos, por exemplo, utiliza-se etanol, & concentragio de 70% (ou 77°GL), em uma de suas
etapas. Mas, o etanol também € solvente de lipideos.” > Desse modo, estruturas lipidicas de membranas, tanto de baciérias
Gram-positivas quanto de Gram-negativas, sofrem alteragdes ja no processo de desidratac@o, o que pode comprometer a
anilise.

Mas, assim como a microscopia de luz. a microscopia eletrnica de varredura também passou por significativos avangos.
Atualmente, os equipamentos podem operar a pressoes varidveis, entre 0,07 e 2,00 torr, com diferentes gases, ou mesmo,
com vapor de dgua. Também foram desenvolvidas MEV chamads de tabletop, menores, portateis, versiteis ¢ de operagio
guase tao simples quanto a do microscépio Gptico. Nio hi necessidade de desidratagio de amostras ou de recobrimento
com filmes finos condutores. e recursos de software para a realizagio de medidas quantitativas das estruturas foram também
incorporados.

A Figura 13.5 apresenta micrografias eletronicas de varredura de biofilmes de leveduras do género Candida. Os biofilmes
foram crescidos sobre placas de poliuretano, de 1 ¢m X | em, por 48 h. em incubadora shaker. a 37 “C e sob agitagio cons-
tante a 110 rpm. As imagens foram obtidas com as amostras sem nenhum tipo de preparo. ou seja. nio foram desidratadas
nem recobertas com filme fino condutor.

Tradicionalmente, na microscopia eletrénica de varredura, os elétrons do feixe primidrio sdo gerados por emissio termid-
nica. Um filamento. geralmente de ngsténio, ¢ aquecido a lemperaturas na quais seus elétrons tenham energia suficiente
para escapar do material. Em seguida, siio focalizados e acelerados em dire¢do a amostra.

Atualmente, existe um sistema mais refinado de emissio de elétrons, chamado de emissdo por campo elétrico. Em vez
do filamento, utiliza-se uma agulha, também de tungsténio, com raio, na extremidade de emissio, da ordem de centena de
nandmetros. Ao ser submetido a campos eletrostiticos suficientemente intensos, ocorre a emissiio de elétrons na ponta. A
vantagem desse sistema ¢ a produgiio de feixes muito mais intensos (~1.000x a do filamento). finos (raios da ordem de
nm) e com baixas energias (~1 KV). Em contrapartida. esse sistema exige condigoes de vacuo mais alto do que na MEV
convencional. Além de reduzir a necessidade de amostras condutoras, esses feixes produzem magnificagoes maiores, com
imagens de alta resolugio e contraste. Na PDT, a microscopia eletronica de varredura com elétrons por emissiio de campo
(FE-SEM, do inglés. field emission-scanning electron microscopy) jé estd sendo utilizada, por exemplo, para caracterizar
nanoparticulas de oxido de ferro (Fe;0y), com dimensoes da ordem de 100 nm, gue sio conjugadas com o fotosensibilizador
hematopofirina, para avaliar o seu efeito anticancerigeno.”® Essa técnica também foi usada na avaliagio do efeito da aPDT
em Staphylococus aureus, quando se utilizam nanotubos de carbono de parede tinica, conjugados com a porfirina como
fotossensibilizador.”’

As microscopias eletronicas sio comumente usadas como padrdo para a caracterizagio de materiais, pois fornecem
imagens de alta credibilidade e nao apresentam dificuldades de interpretagiio. Mas, uma das desvantagens para o estudo dos
efeitos da aPDT € a impossibilidade de avaliagiio das mesmas amostras, antes e apos a aPDT.
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FIGURA 13.5 FEletromicrografins de varredura de (A) Candida parapsilosis, (B) Candida tropicalis e (C) Candida albicans
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2.3 Microscopia de forca atomica

A microscopia de forga atdmica’* (AFM, do inglés. atomic force microscopy) é uma técnica de caracterizagdo de superficies
que, assim como as microscopias confocal e eletronica, baseia-se na varredura da superficie da amostra. Mas, em vez do feixe
de laser, ou de elétrons, a AFM utiliza uma sonda em forma de agulha (ponta), extremamente fina, para fazer a varredura,
Esta sonda est4 localizada na extremidade de uma haste flexivel, chamada cantilever, e, durante a varredura, o cantilever
sofre deflexdes de acordo com as variagdes de topografia da superficie. Estas variaces sdo detectadas com o auxilio de um
feixe de laser refletido pelo cantilever sobre um fotodetector, como mostra a Figura 13.6. O sinal do fotodetector € enviado
a um computador, que realimenta o circuito e transforma esse sinal em coordenadas x,y,z. Com base nessas coordenadas, a
imagem da superficie é facilmente reconstruida pelo sofrware da AFM.

Como bem descrito por Morris et al.,* diferentemente das outras microscopias (de luz e eletronica), a microscopia de
forga atdmica gera imagens “tateando”, e ndo “olhando™ a amostra. Conseguem-se ampliagdes equivalentes a um bilhio de
vezes, com o mesmo nivel de precisio lateral e vertical (da ordem de décimos de nan6metros). Também niio requer preparo
de amostra, o que a torna bastante atraente para aplicagdes nao s6 na microbiologia,”**” como também na aPDT,”?*!"* pois é
possivel examinar as mesmas amostras antes e depois da aPDT sem que nenhum tratamento adicional seja necessdrio. Como
sfio armazenadas coordenadas espaciais das microestruturas da superficie da amostra, ¢ possivel realizar medidas, cdlculos
e estatisticas de diversos parimetros. Em outras palavras, a AFM é uma técnica que, além de imagens bi e tridimensionais,
de alta resolugfo e contraste, fornece diretamente informagdes quantitativas.

O microscopio de forga atbmica pode operar de trés modos diferentes: contato, ndo contato ¢ contato intermitente. No
modo de contato, a varredura é feita mantendo-se a ponta em contato permanente, com o cantilever levemente pressionado
contra a amostra. No modo de ndo contato, a varredura é feita com o cantilever oscilando a frequéncias préximas as de res-
sondncia do cantilever, a uma altura constante da superficie da amostra, de forma que variagdes de topografia sejam detectadas
monitorando-se as variacdes de frequéncia e/ou amplitude de oscilagiio do cantilever. No modo de contato intermitente, a
varredura também € feita com o cantilever oscilando a frequéncias proximas as de ressondncia, mas a distincias intermedidrias,
entre as do modo de contato e as de nfo contato, de maneira que a ponta “toque” gentilmente a superficie da amostra. As
variagdes de topografia também sdo detectadas monitorando-se as variagoes de frequéncia e/ou amplitude de oscilagio do
cantilever. A escolha do modo de operagio depende de caracteristicas da amostra, como adesividade, rigidez e fragilidade.

Uma das maiores desvantagens da microscopia de for¢a atdmica estd no tempo de obtengdo da imagem. As varreduras
ndo sdo tio ripidas quanto na MEV ou no microscépio confocal, pois, a cada ponto de medida, ao longo de uma linha, ocorre
um processo mecanico, de deflexdo do cantilever, que deve ser estdvel e preciso. As variagdes de deflexdo sdo detectadas por
um fotodetector, transformadas em coordenadas de altura, por meio de cdlculos numéricos, e armazenadas no computador.
Assim, uma imagem com resolugio 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 512 segundos (~8,5 minutos) para ser concluida. Dependendo
das caracteristicas da amostra, é bastante comum uma demora de 40 minutos, ou mais, para a aquisi¢do de uma primeira
imagem, que, geralmente, ndo é a mais representativa da amostra. Porém, uma vez adquirida a imagem, € ficil efetuar
célculos e graficos de dimensdes, estruturas, caracterizar grios, determinar pardmetros de rugosidade, avaliar o perfil de
linhas em qualquer regiio ¢ em qualquer dire¢cdo de uma imagem, ou em subdreas dessa imagem.,

FIGURA 13.6 Diagrama esquemiltico do microscépio de Felxe de 4
forga atdmica. / eixe de /aser
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FIGURA 13.7 Visualizaghes bidimensionais de imagens de biofilme de Streptococcus mutans obtidas por AFM (SPM9500U3, Shimadzu Corp., JP), em
modo de contato intermitente, com drea de varredura de 10 pm x 10 pm, exibindo (A) wopografia ¢ (B) deflexdo do cansilever.

A Figura 13.7 mostra imagens de biofilme de Streptococcus mutans sobre ldmina de microscépio, obtida por AFM
(SPM950013, Shimadzu Corp., JP), em modo de contato intermitente, com érea de varredura de 10 pm > 10 pm. Na visua-
lizagdio bidimensional de alturas (Figura 13.7A), observam-se células esféricas de §. muzans, com distribui¢io uniforme de
tamanho, envolvidas por uma pequena quantidade de matriz extracelular (EPS, do inglés, extracellular polymeric substance).
As células de coloragiio mais clara estio topograficamente mais altas, revelando sobreposicio de microrganismos em algumas
regides do biofilme. A direita da imagem, sdo mostrados uma escala de cores ¢ o histograma de alturas correspondente 2
cada tonalidade de cor. Para esta micrografia, em particular, a diferenca de altura. medida entre 0 ponto mais baixo e o mais
alto da imagem, foi de 930,64 nm. Na Figura 13.7B, o mapa de variaciio de deflexdo (movimentagio nio convertida em
altura) do cantilever, da mesma regido em que foi feita a imagem de topografia, pode ser interpretado como o equivalente
a0 que uma pessoa cega sente ao tatear um objeto para avaliar sua forma, textura e rigidez. Além de melhor defini¢io de
contorno das células, as microestruturas de baixo relevo ficam mais bem evidenciadas. Vérias células apresentaram um sulco
na regido central da membrana, bem como residuos, provavelmente de EPS, que também estd presente nas regioes da limina
em que ndo hd bactérias. Essas caracteristicas nem sempre ficam visiveis na imagem topogrifica. E importante notar que a
escala de cores, & direita da imagem, estd associada, agora, a um histograma de tensdo elétrica, e ndio mais de alturas. Para
este mapa, seria necessdria a aplicagio de 60 mV para provocar a méxima variacdo deflexdo detectada durante a varredura.

A andlise de perfil € bastante il para identificar caracteristicas visuais, de forma mais analitica. Na Figura 13.8A, por
exemplo, visualizam-se células de Candida albicans, cultivadas por 24 h, obtidas com varredura da esquerda para a direita.
Na Figura 13.8B, a imagem foi obtida na mesma regido, com varredura da direita para a esquerda. A linha AB, em ambas
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FIGURA 13,8 Recurso de andlise de perfil de imagem para trago (A) e retrugo (B) de um biofilme de Candida albicans



146 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana na Odontologia

FIGURA 13.9 Curva ideal de forga por deslocamento.

as imagens, foi colocada para avaliar o perfil da superficie. que € apresentado nos grificos logo abaixo de cada imagem. O
ruido que aparece no grifico de perfil evidencia os pontos em que a adesividade da superficie interfere na varredura, quando
a ponta se move para a direita ou para a esquerda.

Mesmo considerando-se somente as aplicagdes bioldgicas e microbioldgicas, a microscopia de forga atdmica tem, na
verdade, um potencial muito maior do que o aqui apresentado.** O simples fato de permitir a observagio de amostras no
interior de uma célula contendo um meio liquido,** coloca a AFM em posicio de vantagem em relagiio As outras micros-
copias. Touhami et al. obtiveram imagens de Staphylococews aurens em meio de cultura (caldo caseina de soja) para estudar
o processo de crescimento e divisio celulares.*® Silva Junior ¢ Teschke avaliaram o efeito do peptideo antimicrobiano PGLa
em Escherichia coli utilizando nao sé as imagens da bactéria em célula liquida contendo solugio fisiologica, mas também
analisaram curvas de forga versus distincia, para avaliar a rigidez da membrana celular.*®

Medidas de curva de forca versus distancia, técnica conhecida como espectroscopia de forga, pode ser feita em ambiente
liquido ou em ar, e € outro diferencial da microscopia de forga atbmica. Como a ponta de varredura “toca” a amostra, 0
cantilever pode “sentir” a reacao da superficie ao toque. Do ponto de vista da fisica, & medida que a ponta se aproxima
da superficie, atuam. no cantilever, forcas atrativas de Van de Waals, cujas intensidades aumentam de modo inversamente
proporcional 4 distancia. Quando a ponta atinge a superficie, come¢am a atuar forcas repulsivas, que impedem que a agu-
lha penetre superficie adentro. Assim, dependendo da elasticidade do material, pode ocorrer uma pequena compressio do
material na aproximagdo e, conforme a aderéncia, um leve estiramento ao afastar a ponta. Desse modo, a curva de forga
versus distincia (Figura 13.9) entre a ponta e a amostra pode fornecer informacdes sobre a rigidez ou o grau de elasticidade
da membrana celular de um microrganismo.

O cilculo da constante eldstica da amostra pode ser feito considerando-se o sistema cantilever-amostra apresentado
na Figura 13.10, onde k. e k, s@o, respectivamente, as constantes eldsticas do cantilever ¢ da amostra, como um sistema
massa-mola, z, é a deflexdo sofrida pelo cantilever, e z, a compressio da amostra quando o cantilever é pressionado contra
a amostra, a partir da equacio 13.1 a seguir:

o 1ga 3
K, = K'[K;+Iga] (13.1)

A Figura 13.11 mostra uma tipica curva de for¢a versus distincia, obtida com uma ponta. cujo cantilever tinha constante
eldstica nominal de 0,10 N/m, para a membrana de uma célula de C. albicans. Utilizando a equaciio 13,1, obtém-se o valor
de 0,052 N/m, para a constante eldstica da membrana.

No ponto de contato: Quando se aplica a forga:

k. = cte mola cantilever
d

k, = cte mola da amostra

FIGURA 13.10 Diagrama esquemitico de cantilever e amostra (A) € sistema massa-mola equivalente (B),
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FIGURA 13.11  Tipica curva de for¢a versus distincia para a membrana de uma Y oy
célula de C. albicans. obtida no microscépio de forga atbmica Shimadzu, modelo | Tip — Sample Force [nN] .;.2.",‘;’,. '
SPM950013. —20,79

—285,8 Z Piezo Position [nm)] -733,8

gl g A B _AB c D cD
Topnl . 3518 4262 7442 6308 4471 -8372
A ek 3038 8729 -60,13 5058 6120 -61285

To Sampefos 0000 -0,066 -0,108 -0,086 0066 1367

Obviamente, existem dificuldades na avaliagdo de microrganismos por AFM. Por exemplo, se as células niio estiverem
suficientemente aderidas ao biofilme, pode ocorrer deslocamento ou remogio de microrganismos. Meios de cultura,
metabdlitos, matriz extracelular e até mesmo uma fina camada de dgua sobre o biofilme formam meniscos que resultam
em artefatos de imagem devido as forgas capilares entre a ponta e 0 meio. O controle da forga exercida pela ponta sobre a
amostra também requer atencao, pois podem ocorrer desde pequenas alteractes morfoldgicas até danos irreversiveis nas
células. Assim, embora a obtencio de informagoes precisas e fidedignas utilizando a microscopia de forga atémica demande
expertise, 0 seu potencial de aplicacdes transcende, em muito, a proposta inicial da microscopia, de simplesmente fornecer
imagens de superficie.
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