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Resumo 
Este trabalho tem como finalidade mostrar a importância dos diferentes modos da 

Microscopia de Varredura por Ponta de Prova (SPM) numa abordagem complementar para 

o estudo de dois diferentes sistemas biológicos.  

O processo de formação de biofilmes da bactéria fitopatogênica Xylella fastidiosa (Xf) foi 

o primeiro sistema abordado neste trabalho. Neste caso nosso objetivo é levantar 

informações que possam complementar o modelo mais aceito atualmente e corroborar os 

resultados obtidos anteriormente em nosso grupo. As amostras foram preparadas sobre 

substratos de silício recoberto com ouro e cultivadas durante tempos de crescimento de 7, 

14 e 21 dias. O principal modo utilizado foi a Microscopia de Força Atômica por Kelvin 

Probe por modulação de amplitude (AM-KPFM) que fornece o potencial de superfície com 

resolução nanométrica. Imagens por KPFM foram adquiridas simultaneamente com as de 

topografia e fase obtidas por Microscopia de Força Atômica no modo não-contato (NC-

AFM). 

Os resultados obtidos revelaram um processo de recobrimento gradual das bactérias por um 

filme de substância polimérica extracelular (EPS), concordando com os modelos propostos 

na literatura, porém ainda não comprovados. Imagens adquiridas por microscopia óptica 

(MO) mostram um desenvolvimento mais lento dos biofilmes (BF) em comparação aos 

resultados de G. S. Lorite para BF sobre substratos de silício obtidos anteriormente em 

nosso grupo. Isto está de acordo com a preferência das bactérias por superfícies com 

potenciais mais altos. Um resultado original está na observação de protuberâncias 

encontradas nas extremidades das bactérias, que mostram sinal elétrico diferenciado do 
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resto da célula.  Acreditamos que estas estruturas estão relacionadas ao processo de 

reprodução, pois aparecem tanto em bactérias isoladas como nas que estão no BF para 

todos os tempos de crescimento. 

O segundo sistema estudado foi a formação de estrutura quadrúplex-G de DNA. As 

amostras de DNA foram preparadas sobre mica e medidas no modo NC-AFM. Embora o 

DNA seja um sistema muito estudado em AFM, o protocolo de preparação das amostras 

muda segundo o tipo de estrutura que se queira visualizar. Assim, a maior parte do trabalho 

neste caso consistiu em desenvolver este protocolo de preparação que permitisse a 

visualização por AFM das estruturas de interesse. Usando concentrações altas de DNA 

(5ng/µL) as imagens apresentaram estruturas auto-organizadas que impedem a visualização 

da estrutura quadrúplex–G. Para concentrações menores que 0,5ng/µL conseguimos 

visualizar moléculas isoladas, mas ainda assim as moléculas não ficaram num estado 

relaxado. Um resultado interessante foi encontrado nas imagens de fase de moléculas 

isoladas (com concentração de DNA de 0,1ng/µL) onde se observam diferenças estruturais 

no interior das moléculas, possivelmente devido à formação da estrutura quadrúplex-G. 

Estas diferenças de fase representam um resultado original e mostram a importância da 

complementaridade dos modos AFM na observação de fenômenos biológicos. 
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Abstract 

The aim of this work is to show the importance of different modes of Scanning Probe 

Microscopy (SPM) in a complementary approach to the study of two different biological 

systems. 

The process of biofilm formation of the phytopathogenic bacterium Xylella fastidiosa (Xf) 

was the first system discussed in this work.  In this case our goal is to gather information 

that complements the currently most accepted model and corroborates the results obtained 

previously in our group. The samples were prepared on silicon substrates coated with gold 

and cultivated during 7, 14 and 21 days. The main results were obtained using  Kelvin 

Probe Atomic Force Microscopy with amplitude modulation (AM-KPFM) which provides 

the surface potential with a nanometric resolution. Images were acquired by KPFM 

simultaneously with topography and phase images obtained by Atomic Force Microscopy 

in non-contact mode (NC-AFM). 

The results revealed a process of gradual coating of the bacteria by a film of extracellular 

polymeric substance (EPS), in agreement with the models proposed in the literature, but not 

yet proven. Images acquired by optical microscopy (OM) show a slower development of 

the biofilms (BF) compared to the results of G. S. Lorite for BF on silicon substrates 

obtained previously in our group. This result agrees with the preference of the bacteria for 

surfaces with large potentials. An original result is the observation of lumps found at the 

extremities of the bacteria, which show electrical signal different from the rest of the cell. 

We believe that these structures are related to the reproduction process as they appear both 

in isolated bacteria and those on BF for all growth times. 
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The second system studied was the formation of G-quadruplex structure of DNA. DNA 

samples were prepared on mica and measured in the NC-AFM mode. Although DNA is a 

well studied system in AFM, the sample preparation protocol changes depending on the 

type of structure to be viewed. Thus, most of the work described here was to develop the 

preparation protocol that allows the visualization of the structures of interest by AFM. 

Using high concentrations of DNA (5ng/μL) the images showed self-organized structures 

that prevent visualization of G-quadruplex structure. For concentrations less than             

0.5 ng/mL we got isolated molecules, but still the molecules were not in a relaxed state. An 

interesting result was found in the phase images of isolated molecules (with DNA 

concentration of 0.1 ng/mL) where structural differences are observed within the 

molecules, possibly due to the formation of G-quadruplex structure. These phase 

differences represent an original result and show the importance of the complementarity of 

AFM modes in the observation of biological phenomena. 
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Capítulo 1 

Introdução 

A microscopia de alta resolução é uma ferramenta indispensável no estudo de sistemas 

biológicos. Para trabalhar com amostras biológicas se requerem condições que garantam a 

sobrevivência do espécime analisado; deste modo, técnicas de microscopia eletrônica estão 

limitadas neste aspecto.  

A microscopia de força atômica (AFM) é uma das técnicas que compõem a microscopia 

por varredura com ponta de prova (SPM). Esta técnica é não destrutiva e pode trabalhar 

tanto em amostras condutoras como isolantes (em contraste a outras técnicas SPM, como a 

microscopia por tunelamento, ou STM), e pode trabalhar em ar, vácuo e em ambientes 

líquidos. Além da alta resolução (~1nm no plano xy e ~1Å em z), os AFMs permitem obter 

imagens relativamente grandes, que podem chegar a áreas de 100x100µm2. Todas estas 

características fazem da AFM uma técnica adequada para a análise de sistemas biológicos. 

Dependendo do tipo e módulo da força entre a ponta e a amostra, a técnica AFM apresenta 

diferentes modos de operação que fornecem diferentes informações sobre a amostra. Estas 

informações se complementam dando uma melhor descrição do sistema. Os sistemas 

biológicos geralmente apresentam interações elétricas importantes no seu comportamento; 

por este motivo nos últimos anos trabalhos sobre sistemas bioquímicos e biológicos tem 

utilizado modos AFM elétricos 1 2 3 4. Utilizando substratos condutores para polarizar a 

amostra, pode-se adquirir imagens com modos elétricos tipo Kelvin Probe5 6 ou AFM 
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Condutivo6 7. Estes modos de aquisição fornecem informações sobre a distribuição de 

cargas ou a condutância local nas amostras observadas. 

O objetivo principal neste trabalho é mostrar como os diferentes modos de operação do 

AFM, em especial o modo elétrico Kelvin Probe, são uma ferramenta poderosa na análise 

de sistemas biológicos. Assim foram escolhidos dois sistemas para este estudo.  

O primeiro sistema é a formação de biofilmes (BF) da bactéria fitopatogênica Xylella 

fastidiosa (Xf). O estudo de biofilmes bacterianos é um tema trabalhado amplamente, mas 

ainda assim não se tem muita informação sobre seu processo de formação. O modelo mais 

aceito propõe que a etapa inicial da formação de biofilmes é mediada por interações 

eletrostáticas8, sugerindo assim o estudo do problema do ponto de vista elétrico. Como 

porém modos elétricos são uma aplicação SPM mais recente, estudos elétricos em 

biofilmes são escassos 4. 

DNA é um tema mais trabalhado em AFM1. Neste caso, nosso segundo sistema tratado é 

uma estrutura de DNA em particular, a formação de estrutura quadrúplex-G de DNA9 10 11 
12 13, que é uma estrutura formada nas cadeias duplas de DNA (dsDNA) e que pode 

produzir bloqueio gênico. Para a formação da estrutura quadrúplex-G é preciso um 

sequenciamento com alta densidade de guanina e também a presença de íons metálicos tais 

como o potássio. 

A seguir, no capítulo 2 descrevemos as técnicas utilizadas neste trabalho bem como a 

metodologia adotada. No capítulo 3 abordamos o primeiro sistema biológico, os biofilmes 

de Xf, começando por uma breve introdução ao tema, depois descrevemos a preparação das 

amostras, resultados e discussões e finalmente apresentamos as conclusões e algumas 

perspectivas para dar continuação ao trabalho. No capítulo 4 um procedimento similar é 

feito com o sistema de DNA quadrúplex-G e no capítulo 5 se apresentam as conclusões 

gerais do trabalho. 
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Capítulo 2 

Metodologia e Técnicas utilizadas  

Neste capítulo descrevemos brevemente a técnica AFM e os modos de operação utilizados 

neste trabalho. Antes disso, porém, fazemos uma pequena descrição da microscopia óptica 

(MO) e como esta pode facilitar nossas medidas AFM. 

2.1 Microscopia óptica (MO) 
A microscopia óptica é utilizada com a finalidade de adiantar a busca das zonas de interesse 

a serem medidas com AFM. Neste trabalho, utilizou-se MO para fazer um mapeamento 

total da superfície das amostras de BF de Xf, e assim, encontrar mais facilmente os BFs 

através do microscópio óptico acoplado ao AFM. No caso do DNA não é possível fazer 

este mapeamento devido ao tamanho das cadeias, as quais são de ~19,8nm enquanto a 

resolução máxima de um MO é de ~500nm. 

Todas as imagens de MO neste trabalho foram adquiridas no microscópio Leitz ERGOLUX 

com uma magnificação de 5X. 

2.2 Microscopia de forca atômica (AFM) 
A microscopia de força atômica é uma técnica que aproveita o fato que a força entre dois 

materiais está relacionada à distância entre eles. Uma ponta afilada localizada no extremo 

de uma alavanca com constante de mola conhecida se aproxima da amostra usando um 
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elemento de varredura (o scanner, que usa uma cerâmica piezoelétrica). Este último pode 

estar localizado na alavanca ou na amostra e a movimenta nos três eixos. A força entre a 

amostra e a ponta, quando em contato físico, produz uma deflexão na alavanca, a qual é 

detectada por um sistema óptico (e a transforma em um sinal elétrico) como é 

esquematizado na Figura 1.  

 
Figura 1: Esquema de um sistema típico de detecção óptico AFM 14. 

 

Para fazer uma imagem topográfica o scanner faz uma varredura sistemática com a ponta 

na área selecionada da amostra. Para que o sinal do detector possa ser utilizado precisa-se 

de um ponto de referência; este valor é conhecido como ponto de ajuste e é o valor 

correspondente à deflexão do ponto inicial da varredura. O ponto de ajuste é um valor fixo, 

que se define quando a ponta está afastada da amostra, depois o scanner aproxima a ponta à 

amostra até que a deflexão da alavanca seja correspondente a este valor. A diferença entre o 

sinal do detector e o ponto de ajuste é o sinal de erro.  

Para a maioria das aplicações os AFMs usam um sistema de retroalimentação (Figura 2). O 

método consiste na anulação permanente do sinal de erro; para isso, uma voltagem é 

aplicada ao scanner com a finalidade de movimentar a alavanca (ou a amostra quando ela 
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está montada sobre o scanner) em z até igualar o sinal do detector com o ponto de ajuste, 

zerando o sinal de erro. 

 
Figura 2: Sistema de retroalimentação de um AFM.15 

 
 

A varredura pode ser feita com o sistema de retroalimentação ligado ou não. Quando o 

sistema de retroalimentação está desligado (método de altura constante), a imagem 

topográfica é feita com os dados do sinal do detector e quando o sistema está ligado 

(método de força constante) a imagem é feita com os dados da voltagem aplicada ao 

scanner. 

A distância entre a ponta e a amostra define a magnitude e direção da força entre elas 

segundo o modelo de Lennard Jones (ver Figura 3); a partir do intervalo de distância com 

que se trabalha, o AFM se divide em dois modos principais de operação: 
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Modo contato: Neste modo de operação a ponta fica a uns poucos (~2-3Å) angstrons da 

amostra e a força entre elas é repulsiva com magnitude da ordem de ~10-7N. Pode funcionar 

em modo de altura constante (só para amostras planas), como em modo de força constante. 

Modo não contato: Neste modo a ponta fica entre ~1-10nm da amostra e a força é atrativa 

com uma magnitude da ordem de ~10-11N. Neste modo sempre se trabalha com o sistema 

de retroalimentação ligado (modo força constante). Detalhes de operação podem ser 

encontrados na secção 2.3.  

 
Figura 3: Modelo de Lennard Jones para o potencial entre a ponta e a amostra, mostrando também   

os diferentes modos de operação do AFM em função da separação entre elas 14. 
 

 

Existem controvérsias sobre qual é o melhor modo para trabalhar em amostras biológicas. 

Em princípio, o modo contato é bastante utilizado na literatura, apesar da pressão exercida 

pela ponta de dimensões nanométricas poder ser alta o suficiente para deformar estruturas 

menos rígidas associadas a materiais biológicos. Neste trabalho utilizamos o modo não 

contato por motivos relacionados com a técnica KPFM que explicaremos mais à frente na 

secção 2.4. A seguir descrevemos com mais detalhe o modo não contato. 
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2.3 Modo não contato (NC-AFM): 
Imagens de topografia e fase.  
No modo de operação não contato a força atrativa entre a ponta e a amostra é pequena (~10-

11N), e o sinal registrado no foto detector é da mesma ordem do ruído (~1Å), portanto a 

amplificação do sinal torna-se necessária. Para isso se faz vibrar a alavanca numa 

frequência Fo um pouco maior que sua frequência própria, que depende da geometria da 

alavanca (tipicamente no intervalo ~70-400kHz). O fotodetector registra a amplitude de 

oscilação da alavanca, a qual varia com a distância ponta-amostra devido ao amortecimento 

da vibração induzido pela presença da superfície. O ponto de ajuste para as imagens 

topográficas é a amplitude do primeiro ponto na varredura. Neste caso o ponto de ajuste 

também é fixado antes da aproximação da ponta, definindo-o como uma porcentagem da 

amplitude da oscilação não amortecida da alavanca (quando a ponta está afastada da 

amostra). Depois o scanner aproxima a ponta à amostra até que a deflexão da alavanca seja 

correspondente a este valor. 

 
Figura 4: Esquema de funcionamento de um AFM no modo de operação NC 15. 
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O responsável pela vibração é um oscilador localizado na base da alavanca, ao qual é 

aplicada uma diferença de potencial alternada como mostra a figura 4. Utilizando a 

diferença de fase φ, entre o sinal do detector e o sinal aplicado ao oscilador (ver figura 4), 

pode-se obter uma imagem de fase (simultaneamente à de topografia, obtida a partir da 

voltagem aplicada ao scanner para zerar o sinal de erro). Como ponto de referência utiliza-

se a diferença de fase ϕ entre o sinal do detector e o primeiro ponto na varredura (ver figura 

5).  

. 
Figura 5: Diferença de fase entre dois  
pontos sem diferença topográfica 16. 

 
 

A figura 5 mostra como podem existir mudanças na fase, embora não existam mudanças na 

topografia; uma amostra plana que contenha dois materiais diferentes não aportará 

informações relevantes na imagem topográfica, mas a imagem de fase pode dar informação 

sobre dureza, elasticidade e viscosidade associadas aos dois materiais presentes na 

superfície da amostra. 

2.4 Modo Kelvin-Probe (KPFM): 
Imagens de potencial superficial, SP  

Dependendo da natureza da força entre a ponta e a amostra, o AFM pode medir diferentes 

características da amostra. KPFM é uma técnica derivada do modo NC-AFM, que utiliza a 

força eletrostática para medir a diferença entre as funções trabalho Δϕ da amostra e a ponta 

(simultaneamente às medidas de topografia e fase). Esta diferença produz uma diferença de 
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potencial entre elas, conhecida como potencial superficial Vs e definido na equação (1), 

onde e é a carga do elétron. 

                                                       
e

V PontaAmostra
s

 
                                                       (1) 

Para calcular Vs, um potencial DC é aplicado à amostra e um potencial AC com frequência 

ACf (~10-20kHz), que deve ser diferente da frequência de oscilação mecânica da alavanca, 

é aplicado à ponta. Assim o potencial total será:  

                                              )2()( tfsenVVVtV ACACSDC                                            (2) 

O sistema é modelado como um capacitor de placas paralelas de distância d no eixo z. 

Deste modo a força eletrostática Felet(r) será dada por: 

                                                  2)(
)(

2
1

)( tV
z

rC
rFelet 


                                                    (3) 

Onde C(r) é a capacitância entre a ponta e uma posição r da superfície da amostra.  

Substituindo (2) em (3) e resolvendo o quadrado do potencial, se obtém a força como a 

soma de três termos: um termo em DC com magnitude Fo, um termo em AC com 

frequência ACf  e amplitude F1 e outro termo em AC com frequência ACf2 e amplitude F2. 
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Devido à força eletrostática ocorrem mudanças no espectro de frequências de oscilação da 

alavanca (figura 6), aparecendo picos nas frequências ACf  (devido a F1), ACf2 (devido a 

F2), ACff 0 (devido a zF  /1 ) e ACff 20   (devido a zF  /2 ).  

 
Figura 6: Esquema do espectro de frequências da alavanca afetado pela força eletrostática17 . 

 

O termo F1 depende de SDC VV  ; assim, encontrando o valor de DCV  para o qual se anula 

F1, pode-se encontrar o valor de Vs. O método KPFM utilizado neste trabalho consiste em 

encontrar o valor de DCV  para o qual se anula o sinal com frequência ACf , o que 

corresponde a anular F1. Para isso, isolamos o sinal com frequência ACf  com um 

amplificador lock-in e utilizamos um sistema de retroalimentação (similar ao que se usa nas 

imagens topográficas) para minimizar F1 variando o valor de DCV . Um esquema da técnica 

é apresentado na figura 7. 

Quando se minimiza o sinal com frequência ACf  o método é chamado de amplitude 

modulada KPFM ou AM-KPFM. Outra técnica para o KPFM consiste em minimizar o 

sinal com frequência ACff 0 . Neste caso o método é conhecido como frequência 

modulada KPFM ou FM-KPFM. Neste trabalho todas as medidas foram feitas no modo 

AM-KPFM18.  
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Figura 7: Esquema de funcionamento de um AFM no modo de operação KPFM15. 

 
Neste trabalho, todas as imagens AFM, em seus vários modos de utilização, foram 

adquiridas no microscópio Agilent 5500, nas técnicas NC-AFM ou AM-KPFM, usando o 

módulo MACIII com 3 lockins. As imagens em NC-AFM foram obtidas com pontas de 

silício NSC14 da Mikro Masch, enquanto que as imagens feitas em AM-KPFM foram 

realizadas com pontas metalizadas NSC18/Ti-Pt feitas de silício e recobertas com uma 

camada de platina sobre uma camada de titânio ou com pontas NSC14/Cr-Au também 

feitas de silício e recobertas com uma camada de ouro sobre uma camada de cromo. 

Durante a aquisição das imagens elétricas, utilizamos atmosfera de nitrogênio puro na 

câmara do equipamento, com a finalidade de evitar oxidação e acumulação de carga na 

superfície da amostra. Como a literatura especializada chama a imagem feita por KPFM de 

imagem SP, de potencial superficial, usaremos também esta nomenclatura ao discutir 

nossos dados. 
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Capítulo 3 

Bactérias individuais e biofilmes de 

Xylella Fastidiosa  

 
Bactérias podem habitar quase qualquer lugar do planeta, inclusive meios ácidos, 

radioativos e organismos vivos. Embora a maioria de bactérias seja inofensiva ou benéfica, 

algumas bactérias patogênicas são responsáveis por doenças infecciosas, tanto em humanos 

como animais e vegetais; isso faz das bactérias um objeto importante de estudo.  

As bactérias podem viver em vida livre (planctônicas) ou em simbiose com um hospedeiro. 

As bactérias patogênicas são parasitas, que, para habitar um hospedeiro, devem ser capazes 

de se adaptar a sistemas de defesa próprios do hospedeiro, além de mudanças na 

disponibilidade de nutrientes. Uma estratégia dessa adaptação é a formação de 

comunidades fixas encapsuladas por substâncias poliméricas extracelulares (EPS), 

conhecidas como biofilmes (BF). A formação de biofilmes é um aspecto importante em 

muitas doenças19 20 21, já que não só aumenta a resistência das bactérias ao sistema 

imunológico do hospedeiro, mas também aumenta a resistência a antibióticos e mudanças 

no pH. Por esta razão, o estudo da formação de biofilmes aumentou muito nos últimos anos 

a partir de sua identificação em 1978, mas ainda é um processo sobre o qual se sabe pouco.    

O processo de reprodução acontece constantemente tanto em bactérias planctônicas como 

em bactérias que fazem parte de um biofilme. A reprodução bacteriana é um processo de 
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divisão celular, no qual uma célula se divide em duas iguais; este processo é conhecido 

como fissão binária ou bipartição. Nos biofilmes o processo de reprodução se apresenta em 

uma taxa relativamente baixa em comparação com bactérias planctônicas. A baixa taxa de 

crescimento, assim como a heterogeneidade fisiológica de seus habitantes e a EPS que as 

envolve, estão relacionadas com o aumento na resistência do biofilme. 

Biofilmes Bacterianos 

Um biofilme bacteriano é uma comunidade organizada que pode estar aderida em 

superfícies bióticas ou abióticas. Estas comunidades estão caracterizadas pela excreção de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS). 

A formação de biofilmes ainda não tem um modelo completamente desenvolvido22, no 

entanto, o modelo de Sauer é o modelo mais aceito atualmente8. Este modelo descreve a 

formação de BF através de cinco etapas. Na figura 8 esquematizamos o modelo de Sauer: 

na etapa 1 o processo começa com adesão reversível de bactérias planctônicas a uma 

superfície, nesta etapa já existe produção de EPS capsular*, na etapa 2 a adesão torna-se 

irreversível e se caracteriza pelo início da produção de EPS23, na etapa 3 inicia-se a 

maturação do biofilme e o desenvolvimento de sua arquitetura, na etapa 4 o biofilme está 

completamente maduro com uma alta densidade celular e uma estrutura complexa, e 

finalmente na etapa 5 o biofilme sofre uma desestruturação que dá lugar a dispersão de 

bactérias que começam o processo novamente.  

 

                                                             
*
 Existem substâncias poliméricas que são produzidas por células isoladas (EPS capsular) e as que são 

produzidas por comunidades bacterianas (EPS). Assim, para diferenciá-las, sempre que se fale do primeiro 

tipo se usará o termo ‘capsular’. 
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Figura 8: Modelo dos estágios de desenvolvimento de biofilme bacteriano. 

 
 

A etapa inicial é a fase mais importante na formação do biofilme 8 23 24 25. Imediatamente 

após a adesão inicial da bactéria na superfície, mudanças na regulação dos genes começam 

a ocorrer26. Segundo o modelo, esta etapa está mediada por interações eletrostáticas.  

Xylella fastidiosa 

A maioria dos estudos sobre biofilmes bacterianos se concentra em bactérias patogênicas 

que causam doenças em humanos e animais. Sabe-se muito pouco sobre a formação de 

biofilmes de bactérias fitopatogênicas. Também deve-se levar em consideração que as 

plantas não têm sistema imunológico específico, o que traz como conseqüência limitações 

nos tratamentos de plantas infectadas. 

O modelo escolhido para este estudo é a bactéria fitopatogênica Xylella fastidiosa (Xf). 

Esta bactéria causa diferentes doenças como a doença do pêssego falso nos Estados Unidos, 

a queimadura bacteriana da folha em mais de trinta espécies de árvores em tudo o mundo27 
28 e a clorose variegada dos citros (CVC) no Brasil. Só no Brasil a Xf é responsável pela 

perda de 280 a 320 milhões de dólares ao ano para a agroindústria dos citros. Por este 

motivo a Xf foi o primeiro fitopatógeno a ter o genoma completamente sequenciado, num 

trabalho de pesquisadores brasileiros29.  
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A Xf habita no xilema das plantas30 e produz oclusão vascular, levando a planta a estresse 

hídrico. O fato que a Xf forma BFs é um fator importante para sua patogenidade.  

A Xf foi escolhida para este trabalho porque, além de ter o genoma sequenciado, apresenta 

outras vantagens importantes. Como a Xf é uma bactéria que só ataca plantas não requer 

condições estritas de biossegurança. Isso faz da Xf um bom elemento de trabalho em um 

laboratório não especializado para agentes biológicos. Por outro lado, seu processo de 

reprodução é lento31, o que facilita a análise do processo de evolução dos biofilmes. 

Qualquer contaminação da cultura por outro micro-organismo, será aparente em pouco 

tempo pela mudança de cor no meio. Obviamente, em caso de dúvida, sempre podemos 

recorrer ao sequenciamento genético da amostra uma vez que o genoma da Xf é conhecido. 

De um ponto de vista mais geral, vale ressaltar que o estudo de biofilmes de Xylella 

fastidiosa pode fornecer também informações sobre os processos de biofilmes de bactérias 

em geral. 

Objetivos 

Estudos anteriores de G.S. Lorite32 de BF de Xf sobre superfícies com diferentes potenciais 

elétricos (entre eles o silício que foi usado como referência) revelaram que as bactérias 

preferem superfícies com potenciais altos. Também conseguiu mostrar a presença de um 

filme condicionante33 formado pelo meio de cultura e visualizar o EPS em imagens SEM. 

Com a finalidade de dar sequência ao trabalho de G.S. Lorite, nosso objetivo é identificar 

diferentes materiais na superfície da amostra usando a técnica KPFM, a partir de diferenças 

na resposta elétrica, e como estas respostas mudam em função do tempo de maturação dos 

BFs. 
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3.1 Preparação das amostras 
Nesta seção descrevemos a estirpe de Xf escolhida, assim como o processo de obtenção das 

bactérias. Também se descreve a preparação das amostras e os critérios de escolha dos 

tempos de crescimento e substratos. 

A estirpe utilizada neste estudo foi a 9a5c de Xf da subespécie pauca. As bactérias foram 

extraídas da planta Citrus sinensis (laranja doce), isoladas e cultivadas. O meio de cultura 

escolhido foi Periwinkle Wilt (PW), o mais utilizado para o cultivo de todas as estirpes de 

Xf. No entanto este meio tem uma composição complexa devido à presença de peptídeos 

(phytone peptone e trypticase peptone). O PW também contém água, fontes de fosfato e 

potássio (K2HPO4 e KH2PO4) e aminoácidos (glutamina).  

As células bacterianas são extraídas diretamente das plantas contaminadas e cultivadas em 

uma placa de PW sólido com albumina de soro bovino (BSA) por cerca de 20 a 25 dias de 

crescimento. A seguir são colocadas em PW líquido onde são cultivadas sob agitação, o 

resultado é chamado inóculo. O inóculo com que trabalhamos foi fornecido pelo grupo da 

Dra. Alessandra Alves de Souza do Centro APTA Sylvio Moreira/IAC. 

Uma alíquota de inóculo juntamente com novo PW (líquido) é depositada sobre substratos, 

esterilizados por autoclavagem, em placas de Petri estéreis individuais (próprias para o 

crescimento de bactérias) e mantidas em estufa bacteriológica com temperatura controlada 

a 28ºC (as amostras foram preparadas com inoculação de 20% em um volume total de 

3mL). No processo de crescimento as amostras não tiveram reposição de meio de cultura. 

Após 7, 14 e 21 dias de crescimento a solução foi removida da placa de Petri. As amostras 

foram lavadas uma única vez com água deionizada para a remoção de biofilmes não 

aderidos e excesso de meio de cultura. As amostras foram secas e armazenadas em 

temperatura ambiente, depois um fio de cobre foi colado na amostra para servir como 

contato elétrico entre a amostra e o controlador do AFM. Por último as amostras foram 

raspadas em um canto com a finalidade de remover o filme condicionante formado pelo 

meio de cultura e assim obter um ponto de referência (ouro) para as medidas de potencial 

superficial. Finalmente foram obtidas três amostras, uma com cada tempo de crescimento. 
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Todas as amostras neste trabalho foram feitas pela Dra. Gabriela Simone Lorite. 

O motivo da escolha do tempo de crescimento está relacionado diretamente com nosso 

objetivo o qual é identificar por modo elétrico a presença da substância polimérica 

extracelular (EPS), distinguindo-a do filme condicionante presente em toda a amostra. O 

tempo escolhido foi de 7 dias já que neste momento os biofilmes já têm um tamanho 

adequado para identificação no microscópio óptico e assim facilitar a procura deles no 

AFM. Com 14 dias o BF está em uma etapa intermediária e com 21 dias o biofilme está na 

sua etapa final e o EPS deveria aparecer claramente. 

Os substratos utilizados foram de silício recoberto com ouro. Necessitamos de substratos 

condutores para o desenvolvimento da técnica KPFM, com a finalidade de polarizar a 

amostra. O ouro foi depositado em substratos de silício através de evaporação por feixe de 

elétrons (EBPVD), a uma pressão de 5x10-7mbar, usando o equipamento ULS600 Balzers. 

A espessura do filme de Au tem 150nm. Uma camada de titânio de 10nm é depositada 

previamente sobre o silício para melhorar a aderência do filme de Au. 
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3.2 Resultados e Discussões 
Nesta seção se apresentam e discutem os resultados experimentais, comparando-os com os 

resultados da literatura atual. Também se mostram as contribuições originais obtidas com  o 

desenvolvimento deste trabalho. 

Mapeamento das amostras por microscopia óptica 

Com a finalidade de poder fazer um mapeamento e uma busca sistemática das colônias de 

interesse foram adquiridas imagens das amostras de 7, 14 e 21 dias, no microscópio óptico 

Leitz ERGOLUX (as imagens foram tomadas antes que as amostras fossem raspadas e o fio 

metálico fosse colado nelas). Estas imagens foram combinadas para formar imagens 

panorâmicas (Figura 9).  

Nas imagens das três amostras podemos ver biofilmes com diferentes tamanhos com forma 

aproximadamente circular. Os diâmetros dos biofilmes de maior e menor tamanho são 

apresentados na tabela 1, onde o limite inferior é imposto pelo aumento da lente usada (5X) 

no microscópio óptico. 

Tabela 1: comparação do Tamanho dos Biofilmes  
para tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias. 

Tempo de 

crescimento 

Tamanho dos Biofilmes  

Diâmetro Máximo (μm) Diâmetro Mínimo (μm) 

7 dias 270 ± 5 10 ± 5  

14 dias  220 ± 5  10 ± 5  

21 dias  330 ± 5  10 ± 5  

 

Os biofilmes maiores nas amostras de 7 e 14 dias apresentam um contorno bem definido, 

enquanto o biofilme maior na amostra de 21 dias está menos definido. Isso pode se 

relacionar com o fato de que as amostras não tiveram reposição de nutrientes. Assim aos 21 

dias os biofilmes maiores podem começar um processo de desestruturação ocasionado pela 

falta de nutrientes. 
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O modelo mais aceito para o desenvolvimento dos biofilmes8 propõe que a adesão na 

primeira etapa é devida a interações eletrostáticas. Em trabalho anterior realizado em nosso 

grupo, G. S. Lorite32 33 mostra que o desenvolvimento dos biofilmes está relacionado com o 

SP da superfície; quanto maior for o SP, maior será a taxa de desenvolvimento dos 

biofilmes (quantidade e tamanho). Ela registra um desenvolvimento maior (no sentido da 

amostra apresentar os maiores BFs em menor tempo) para amostras sobre silício com 14 

dias de crescimento onde os biofilmes apresentam um diâmetro máximo de 660nm. 

Neste estudo as amostras foram cultivadas sobre filmes de ouro depositados sobre 

substratos de Silício. O ouro apresenta valor de SP aproximadamente 140 mV menor que o 

do silício34; os biofilmes crescidos neste substrato têm tamanho máximo de 330nm de 

diâmetro na amostra de 21 dias. Esse resultado concorda qualitativamente com a 

observação de G. S. Lorite, de que substratos com SP mais baixos proporcionam 

crescimento mais lento e menores tamanhos dos biofilmes. 

Medidas dos biofilmes por AFM. 

Utilizando o mapeamento obtido por MO procuramos os biofilmes e adquirimos imagens 

AFM de topografia e fase usando o microscópio Agilent 5500. Imagens que contenham a 

superfície total de biofilmes grandes, em geral são mais difíceis de obter, devido à grande 

diferença de altura (superior a 500nm) entre o filme condicionante e o centro do biofilme 

(ver figura 10), pelo qual a varredura tem que se fazer com uma velocidade muito baixa 

para evitar que a ponta entre em contato com a amostra. Além disso, os biofilmes de maior 

tamanho têm diâmetros que superam os 200µm, enquanto o scanner utilizado tem um 

deslocamento máximo de 100µm no plano paralelo à superfície da amostra. Por este motivo 

as imagens de biofilmes só mostram biofilmes pequenos ou partes de biofilmes maiores 

(figura 11). 
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Figura 10: À esquerda se tem a imagem topográfica de um biofilme na amostra de 7 dias de crescimento.  

À direita se tem um corte transversal apresentando a altura do biofilme. 
 

Nosso objetivo é conseguir visualizar diferenças entre as características das bactérias, EPS 

e filme condicionante, no processo de formação dos biofilmes. Contudo, olhando a figura 

11 vemos que as mudanças significativas na fase, que representam variação na natureza do 

material, só se fazem visíveis na borda do biofilme onde estão as bactérias individuais†. 

Este fato provavelmente está relacionado à matriz (EPS) que recobre o biofilme nas 

amostras de 7 dias ou mais, utilizadas neste estudo. Assim, daqui para diante vamos 

analisar características de bactérias isoladas próximas aos biofilmes e não das que estão 

neles inseridas. 

                                                             
†
 Quando falamos de bactérias individuais ou isoladas neste trabalho, nos referimos a bactérias que embora 

não façam parte do biofilme, ficam perto e provavelmente estão se comunicando com ele . 
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Bactérias Individuais: tamanho e protuberâncias 

O tamanho das bactérias de Xf varia constantemente devido ao contínuo processo de 

bipartição‡ (Figura 12). O processo de divisão sempre acontece através do eixo mais longo 

da bactéria, pelo qual as mudanças no comprimento são muito maiores que as mudanças na 

largura.  

 

Figura 12: (A) Esquema do processo de bipartição, (B) Imagens de bactérias de Escherichia Coli 
correspondentes às etapas de (A). A cor azul representa os pontos de partição e a cor  

vermelha representa os extremos opostos ao ponto de partição35. 
 

Contudo, fazendo uma análise estatística (Tabela 2) nas imagens de bactérias individuais 

que ficam perto dos biofilmes (Figura 13), vemos que o comprimento médio nas amostras 

de 7 e 14 dias é similar, enquanto na amostra de 21 dias esse valor é notavelmente maior 

(~40%). Assim, na amostra de 21 dias predominam bactérias mais longas, embora ainda 

dentro da faixa de valores reportada na literatura36.  

                                                             
‡
 A fissão binária ou bipartição é o processo típico de reprodução nas bactérias do tipo bacilo ou bastonete.  
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Figura 15: Imagens SEM de aglomerados aderidos em superfície  

de Si após 4 horas (A, B) e 6 horas (C) de inoculação 32. 
 
 

Outra característica interessante é a protuberância observada nas extremidades das bactérias 

em todas as etapas de crescimento (Figura 14). Esta região apresenta valores, tanto na 

topografia como de fase e SP, mais elevados que o resto da bactéria, mas esta diferença 

varia com os diferentes tempos de inoculação. A observação destas protuberâncias não foi 

registrada antes na literatura e representa um resultado original.  

Para verificar nossos resultados, procuramos imagens obtidas anteriormente por 

pesquisadores de nosso grupo, encontrando que em imagens SEM de G.S. Lorite (figura 

15) com apenas 4 horas de inoculação as protuberâncias também estavam presentes. 

As protuberâncias aparecem tanto nas bactérias individuais como nas bactérias nos 

biofilmes e sempre aparecem no extremo oposto ao ponto de partição, o que sugere que 

podem estar associadas ao processo de reprodução. 
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Fundo das amostras: Filme condicionante e EPS 

 
Figura 16: Imagens tipo mosaico das bactérias que ficam perto do biofilme na amostra de 14 dias. O biofilme 
fica na parte inferior da primeira coluna, as setas indicam a direção de afastamento do biofilme, assim, a parte 

mais afastada do biofilme corresponde à borda superior da segunda coluna.  
 
 

Para encontrar a distância da borda do biofilme na qual as mudanças entre o EPS e o filme 

condicionante são mais evidentes, adquirimos imagens das bactérias à medida que se 

afastam do biofilme (Figura 16).  Estas imagens foram adquiridas na amostra de 14 dias, 

pois foi a amostra em que se observou um maior contraste entre o filme condicionante e o 

EPS.  

Em zonas mais afastadas do biofilme, pode-se encontrar bactérias isoladas e também uma 

maior variação entre o EPS e o filme condicionante formado pelo meio de cultura nas 

imagens de fase e SP. A distância ótima para distinguir os materiais fica entre 30 e 50μm 

do biofilme. 

Observando a superfície ao redor das bactérias na figura 17, pode-se ver claramente que a 

superfície ao redor da borda do biofilme e bactérias individuais (que chamaremos de 

fundo), na amostra de 7 dias, apresenta-se homogênea, indicando ser composta por um 

único material; embora apareçam pequenas mudanças na topografia, a fase e SP ficam  
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invariantes. Na amostra de 14 dias as mudanças no fundo sugerem a presença de dois 

materiais, um mais próximo das bactérias enquanto o outro começa a aparecer ao se afastar 

das mesmas. Por último, a amostra de 21 dias volta a apresentar um comportamento similar 

à amostra de 7 dias, ou seja, um fundo homogêneo, indicando a presença de um único 

material. Este comportamento está de acordo com a hipótese de que inicialmente temos 

somente as bactérias sobre o filme condicionante relacionado ao meio de cultura (7 dias), 

embora não possamos excluir a presença de EPS capsular  associado ao maior valor de SP 

sobre as bactérias. Posteriormente, as bactérias começam a excretar o EPS que vai 

recobrindo gradativamente a superfície ao seu redor (14 dias); finalmente este EPS recobre 

totalmente a superfície, deixando o filme condicionante devido ao meio de cultura 

totalmente recoberto. Na figura 18 se ilustra este comportamento em imagens com cores, 

onde a cor vermelha representa o filme condicionante, a cor verde o EPS e a cor azul a 

bactéria. A figura é só uma representação já que as três imagens não têm a mesma escala de 

alturas. 
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Comparação dos materiais: filme condicionante, EPS, 
bactérias e protuberâncias. 

Podemos comparar os materiais ao redor e sobre a bactéria através da medida de rugosidade 

nestas regiões, tal como mostra a tabela 3.  Existe uma diferença de rugosidade apreciável 

entre os diferentes pontos na amostra de 7 dias quando se supõe que a bactéria só excreta 

EPS capsular, o qual fica muito perto da bactéria. Esta diferença se faz menor aos 14 dias 

quando a bactéria está excretando EPS, e finalmente volta a aumentar aos 21 dias, devido 

possivelmente à diminuição ou suspensão da excreção de EPS. 

Tabela 3: comparação das medidas de rugosidade nos diferentes pontos 
 da Xf e no seu redor para tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias.  

Tempo de 
crescimento 

Área Valor RMS da 
topografia (nm) 

Valor RMS da fase    
( o  ) 

Valor RMS do 
SP(mV) 

 

7 dias 

Fundo 1,4 ± 0,5 0,05 ± 0,02 20 ± 2 

Bactéria 7,5 ± 1,4 0,50 ± 0,07 50 ± 5 

Ponta 8,2 ± 3,0 0,50 ± 0,11 70 ± 13 

 

14 dias 

Fundo 1,7 ± 0,4 0,09 ± 0,02 35 ± 2 

Bactéria 7,3 ± 0,8 0,30 ± 0,06 44 ± 4 

Ponta 10,0 ± 2,1 0,50 ± 0,13 50 ± 15 

 

21 dias 

Fundo 1,0 ± 0,2 2,2 ± 0,7 42 ± 1 

Bactéria 11,0 ± 3,8 5,0 ± 1,1 60 ± 18 

Ponta 13,0 ± 2,9 7,0 ± 2,1 80 ± 10 
 

Um problema nas imagens KPFM é que cada imagem tem um ponto de ajuste próprio. 

Assim, não tem sentido comparar duas imagens diferentes a menos que tenham um ponto 

de referência em comum, isto é, um ponto com características elétricas similares nas duas 

imagens. Para poder comparar os valores de topografia, fase e SP nas diferentes amostras, 

tivemos que raspar a amostra até chegar ao filme de ouro (Figura 19), o qual servirá como 

ponto de referência. Por este motivo, analisaremos o valor de SP* = SP (ponto de interesse) 

– SP (ouro). Com isso também eliminamos a dependência do valor de SP com a função 

trabalho da ponta AFM, uma vez que este valor se cancela na expressão acima. 
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Tabela 4: comparação dos valores de topografia, fase e SP* nos diferentes pontos 
 da Xf e ao seu redor para tempos de crescimento de 7, 14 e 21 dias. 

Tempo de 
crescimento 

Área Topografia (nm) Fase ( o  ) SP* calculado a partir 
do SP do ouro (mV) 

 

7 dias 

Fundo  160 ± 12 4,4 ± 1,2 340 ± 43 

Bactéria 280 ± 22 5,6 ± 1,2 600 ± 76 

Ponta 320 ± 14 5,9 ± 1,3 640 ± 70 

 

14 dias 

Fundo 150 ± 9 3,2 ± 0,9 460 ± 50 

Bactéria 260 ± 11 3,8 ± 0,9 580 ± 49 

Ponta 280 ± 19 4,0 ± 0,9 600 ± 49 

 

21 dias 

Fundo 170 ± 5 11,4 ± 4,2 400 ± 40 

Bactéria 270 ± 17 22,2 ± 4,8 420 ± 42 

Ponta 340 ± 14 21,9 ± 5,1 470 ± 30 
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3.3 Conclusões 

Neste capítulo descrevemos como, através de medidas KPFM, se obtém informações 

importantes na análise da formação de BF de Xf.  

Imagens de MO revelaram o menor desenvolvimento dos BF cultivados sobre silício 

recoberto com ouro, em relação aos resultados obtidos no substrato de Si por G. S. Lorite. 

Este comportamento concorda qualitativamente com a preferência da bactéria (BF maiores) 

por superfícies com SP mais elevado (uma vez que a superfície de ouro tem SP ~140mV 

abaixo do Si) o que pode ser consequência da etapa inicial da formação de BF que envolve  

adesão através de interação eletrostática. 

Um resultado original neste trabalho são as protuberâncias encontradas nos extremos das 

bactérias, as quais não só apresentam uma diferença topográfica considerável, mas também 

diferenças de fase e SP sugerindo uma composição diferente do resto da bactéria. Devido à 

presença destas protuberâncias em bactérias em todos os tempos de crescimento analisados, 

tanto em bactérias isoladas como no BF, supomos que podem estar relacionadas ao 

processo de reprodução celular. A menor quantidade e o maior tamanho das bactérias 

isoladas na amostra de 21 dias sugerem uma interrupção ou diminuição no processo de 

reprodução bacteriana, o que pode acontecer pela falta de nutrientes, lembrando que em 

nossas amostras não houve reposição destas substâncias. 

Os valores de rugosidade, assim como os de topografia, fase e SP, permitiram mostrar 

diferenças entre os materiais que compõem a amostra, indicando um processo de 

recobrimento gradual das bactérias pelo EPS excretado por elas. 
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3.4 Perspectivas 

Este trabalho mostrou resultados que podem ser estudados com maior profundidade. Um 

deles é o tamanho das bactérias em função da disponibilidade de nutrientes, pelo qual 

poderíamos fazer experiências mudando a quantidade de PW nas amostras. 

Fazendo análises estatísticas em amostras com diferentes tempos de crescimento – além dos 

já aqui utilizados - poderíamos conseguir informações mais concretas sobre a presença das 

protuberâncias nos extremos das bactérias e sua relação com a reprodução bacteriana. 

Tomando imagens de bactérias com poucas horas de crescimento se pode complementar o 

estudo acerca das diferenças elétricas entre os materiais da amostra. Isso seria importante, 

pois as mudanças mais significativas na formação do filme condicionante ocorrem nas 

primeiras horas após a deposição do inóculo. Além disso, nesta etapa as bactérias só 

excretam EPS capsular. 
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Capítulo 4 

DNA Estrutura quadrúplex-G 

A ontogenia é o estudo da formação e desenvolvimento de um organismo vivo, e pode-se 

dividi-la em duas sub-áreas, a genética e a epigenética. Por um lado, a genética está 

relacionada com a sequência de nucleotídeos do DNA, enquanto a epigenética é o conjunto 

de características fenotípicas que se mantêm estáveis na reprodução celular, mas não estão 

diretamente relacionadas com a sequência do DNA. 

As mudanças na estrutura tridimensional da hélice do DNA representam um exemplo da 

epigenética, pois podem evitar a transcrição de genes no DNA pelo RNA mensageiro 

(mRNA) por bloqueio estérico da polimerase que representa um dos modos de bloqueio 

gênico. Um exemplo desse fenômeno de bloqueio por mudança da conformação da 

estrutura é a formação de estrutura quadrúplex-G 9 10 11 12 13. 

Formação da estrutura quadrúplex-G 

Os ácidos nucléicos (DNA e RNA) são formados por cadeias de nucleotídeos, e cada 

nucleotídeo é constituído por três partes: um ácido fosfórico, um açúcar e uma base 

nitrogenada.  Cada nucleotídeo contém uma (monofosfato) molécula de ácido fosfórico 

H3PO4; o açúcar é um monossacarídeo de 5 átomos de carbono (pentose) que no caso do 

DNA é a desoxirribose C5H10O4, e, por último, a base nitrogenada que pode ser de dois 

tipos, as purinas (adenina „A‟ e guanina „G‟) e as pirimidinas (citosina „C‟ e timina „T‟). 
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A desoxirribose e os ácidos fosfóricos são comuns em todos os nucleotídeos, assim a parte 

que caracteriza cada um deles é a cadeia nitrogenada; por isso o sequenciamento do DNA 

se escreve normalmente em termos delas. A ligação entre o ácido fosfórico de um 

nucleotídeo e o açúcar de outro, forma as cadeias simples de DNA (ssDNA), enquanto as 

ligações entre bases nitrogenadas (ponte de hidrogênio) de duas cadeias simples formam a 

cadeia dupla do DNA (dsDNA), como se apresenta na figura 20. 

 

Figura 20: Estrutura de dupla hélice do DNA 37. 

Quando uma estrutura é rica em guanina, pode ocorrer a formação de estruturas planas de 4 

guaninas em cujo centro se encontra um íon metálico, em  geral potássio. Estas estruturas 

são conhecidas como estruturas quadrúplex-G ou G4-DNA. As estruturas G4 se empilham 

uma sobre a outra formando colunas e assim adquirindo uma maior estabilidade, como se 

mostra na figura 21. 
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Figura 21: No lado esquerdo se tem uma estrutura quadrúplex-G, enquanto no lado direito se  

apresenta as estruturas empilhadas uma acima da outra formando uma coluna 37. 
 

A estrutura quadrúplex-G é formada em uma ssDNA após o rompimento das ligações de 

ponte de hidrogênio com a outra ssDNA. A cadeia que tem alta concentração de guaninas 

faz a estrutura quadrúplex-G, enquanto a outra fica num estado relaxado. Como a G4 é 

formada por 4 e não por duas bases nitrogenadas (como acontece normalmente) o mRNA 

mensageiro não pode transcrevê-la. Os diferentes tipos de G4 são denominados segundo a 

forma que toma a cadeia38 39. A parte superior da figura 22 apresenta algumas imagens 

topográficas AFM de diferentes tipos de estrutura G4, enquanto a parte inferior mostra os 

diagramas representativos correspondentes, onde a linha vermelha representa a ssDNA que 

forma a estrutura G4, a linha azul representa a ssDNA que fica relaxada, e a linha verde 

representa o mRNA.  

 
Figura 22: Imagens AFM dos diferentes tipos de estrutura G4 e suas respectivas representações 38. As 

amostras foram depositadas sobre substratos de mica e medidas no modo de contato intermitente AFM. 
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Estrutura quadrúplex-G no gene AR 

A motivação de trabalhar com a estrutura G4 é colaborar com um projeto 

do grupo do professor Hernandes Faustino de Carvalho do Instituto de 

Biologia da UNICAMP. O objetivo do projeto é analisar os efeitos 

epigenéticos em ratos de laboratório (Rattus Norvegicus), produzidos pela 

exposição a estrógenos sintéticos tais como 17-β estradiol no período pós-

natal (1, 3 e 5 dias depois do nascimento) 40 41.  

A região promotora do gene receptor de andrógeno AR nos ratos 

estrogenizados apresentou um maior grau de metilação, que é um dos 

processos pelos quais normalmente se produz o bloqueio da transcrição 

gênica. Este bloqueio causa problemas no desenvolvimento da próstata do 

animal, diminuindo seu crescimento em mais de 50% na sua vida adulta. 

Através da análise de reação em cadeia de polimerase (PCR) 

semiquantitativo no DNA dos ratos não estrogenizados (ratos de controle) 

se observou um decaimento na amplificação de uma parte específica da 

região promotora do gene AR. Este decaimento poderia ser devido à 

metilação, mas nos ratos de controle a região promotora do gene AR não 

deveria apresentar metilação. Por esta razão a parte que apresentava o 

decaimento foi analisada; encontrou-se uma sequência típica para a  

formação de estrutura quadrúplex (abundante base nitrogenada de 

guanina), a qual também produz bloqueio gênico. Na figura 23 se pode ver 

o sequenciamento da seção que apresentou o decaimento na amplificação 

por PCR, onde se mostra a grande concentração de guaninas (enlaces 

vermelhos). Esta seção tem 60 pares de bases e cada uma mede ~0,33nm 

de comprimento; assim, o comprimento da seção completa é ~19,8nm. 

Nossa colaboração no projeto tem o objetivo de explorar e visualizar, 

mediante medidas AFM, se a estrutura quadrúplex é formada ou não e no 

caso de se formar, indicar que tipo de quadrúplex é formado. 
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4.1 Preparação das amostras 

Inicialmente a preparação das amostras foi feita seguindo protocolos típicos na preparação 

de amostras de DNA da literatura37 38, mas as primeiras amostras medidas apresentaram 

estruturas típicas de contaminação por impurezas. 

Na preparação das amostras de DNA, comumente se encontram problemas de 

contaminação relacionada com impurezas no tampão. Dependendo do tamanho relativo 

destas estruturas com relação às cadeias de DNA de interesse, estas impurezas podem ou 

não ser importantes. 

Na figura 24 se apresenta uma imagem topográfica AFM obtida em nosso grupo por 

A.L.D.Moreau, na qual pode se distinguir uma cadeia de DNA e um aglomerado de sais do 

tampão. Neste caso podemos ver que o tamanho da dsDNA (~2000 pares de bases) pode ser 

facilmente distinguido das impurezas. 

     

Figura 24: Imagem AFM de DNA plasmídeo  
tomada por A.L.D.Moreau. 

 

Em nosso caso a dsDNA (~19,8nm) é aproximadamente do mesmo tamanho que a 

impureza, assim, para poder ter certeza que o que víamos nas imagens é DNA, tivemos que 

eliminar qualquer tipo de contaminação na amostra. Por este motivo, fizemos uma análise 
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minuciosa com a finalidade de saber qual era o componente da solução que estava 

contribuindo para a contaminação. Depois de várias medidas descobrimos que o 

componente contaminado era o TRIS. Para evitar estes problemas foram comprados novos 

reagentes químicos com os quais obtivemos melhores resultados.  

Depois de superar o problema das impurezas, uma etapa muito importante neste trabalho 

foi fazer variações no protocolo de preparação das amostras, com a finalidade de otimizar a 

aquisição de imagens de qualidade que possam trazer novas informações sobre o problema. 

Das várias tentativas realizadas, o protocolo que forneceu melhores resultados foi o 

seguinte:  

 Preparação da Solução: A solução na qual é colocado o DNA consta de três 

componentes, os quais tem diferentes funções, que são explicadas a seguir: 

Tampão: A função do Tampão é manter fixo o pH da solução. Neste caso o tampão 

utilizado foi trishidroximetilaminometano (HOCH2)3CNH2 que é comumente abreviado 

como TRIS (O TRIS tem uma capacidade tamponante efetiva num intervalo de pH 

entre 7,0 e 9,2). A concentração usada foi de 20mM;  depois se agregou ácido clorídrico 

HCl até conseguir um pH de 7,4 que é o pH natural do DNA (o pH do fluido 

intracelular esta entre 7,0 e 7,4). 

Cloreto de potássio (KCl): A importância do KCl reside na formação da estrutura 

quadrúplex, já que sua formação é facilitada com a presença de um íon metálico no 

meio da estrutura. Geralmente no DNA esse íon é potássio42. A concentração usada foi 

de 100mM. 

Cloreto de Magnésio (MgCl2): Tanto o DNA como a superfície da mica tem cargas 

negativas, assim o papel do MgCl2 está diretamente relacionado com a fixação do DNA 

ao substrato (mica). O MgCl2 fornece cátions divalentes que atuam como ponte 

“enlaçando” as moléculas. A concentração neste caso foi de 5mM. 

 Aquecimento da solução: A solução é aquecida a uma temperatura de 60oC por 

aproximadamente uma hora para evitar aglomerados de KCl ou MgCl2. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
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 Inclusão do DNA: O DNA é incluído depois do aquecimento da solução. A 

concentração usada variou entre 0,1 e 5,0 ng/µL. 

 Deposição no substrato: Como a largura de uma cadeia de DNA está entre 2,2 até 2,6 

nm, é preciso usar um substrato plano para poder distinguir com facilidade o DNA da 

superfície. Por isso o substrato usado foi mica. A deposição tem uma duração de ~1min. 

Depois a amostra é lavada com tampão (30 s.) e com água deionizada (30 s.) para 

remover as partículas que não foram fixadas. 

 Secagem: o último passo é secar a amostra na estufa a 60oC por ~5min, para remover 

os resíduos de água e solução. Assim a amostra fica pronta para ser medida. 
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4.2 Resultados e Discussões 

No processo de busca da estrutura G4 fizemos amostras com diferentes concentrações de 

DNA, com e sem a presença de KCl ou MgCl2, obtendo assim diferentes resultados.  

Auto-montagem de DNA 

Quando usamos uma concentração alta de DNA - 5ng/μL - observamos uma estrutura de 

DNA auto-montada (Figura 25) como a observada por Costa et al. 2004 43. Também se 

pode ver que as imagens de fase mostram uma área escura no redor da rede; esta área pode 

ser atribuída aos sais do tampão, como é reportado por Carl Leung et al. 2009 44 utilizando 

imagens de SP feitas por KPFM, em especial MgCl2 (lembrando que nesta amostra não se 

usou KCl).  

Figura 25: Imagens AFM, topografia (superior) e fase (inferior), com estruturas auto-montadas de DNA para 
uma concentração de 5ng/µL. As setas vermelhas mostram as áreas escuras  

correspondentes a sais tampão ao redor do DNA. 
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Partículas isoladas de DNA 

Para poder visualizar a estrutura G4, necessitamos moléculas isoladas e relaxadas de DNA. 

Assim, o passo natural a seguir foi utilizar na preparação da amostra uma concentração 10 

vezes menor, de 0,5ng/μL. Nesta ocasião as imagens mostraram moléculas individuais ou 

aglomerados de poucas moléculas (Figura 26), mas o DNA não ficou num estado relaxado, 

formando uma estrutura emaranhada ou de superenrolamento45. Além disso, as imagens 

ainda continuaram apresentando a área escura ao redor do DNA (esta amostra também não 

tem KCl).  

Figura 26: Imagens AFM, topografia (superior) e fase (inferior), de partículas de DNA emaranhadas 
apresentadas para uma concentração de 0,5ng/µL. A seta vermelha mostra a área escura  

correspondente a sais tampão ao redor do DNA. 
 

Em busca do desenrolamento do DNA e da formação da estrutura quadrúplex, continuamos 

diminuindo a concentração de DNA até 0,1ng/μL e adicionamos KCl, obtendo imagens 

que, como na amostra anterior, também apresentaram moléculas individuais e aglomerados 

de moléculas emaranhadas de DNA (Figura 27). Nesta amostra não se utilizou MgCl2, e 

também não se observou a zona escura ao redor do DNA na imagem de fase.  Portanto 
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concluímos que o responsável pela mudança de fase é o MgCl2.  

Figura 27: Imagens AFM, topografia (superior) e fase (inferior), de partículas de DNA emaranhadas 
apresentadas para uma concentração de 0,1ng/µL. As setas amarelas mostram a estrutura interna das 

moléculas, que só se faz visível nas imagens de fase. 
 

Um aspecto interessante foi observado no interior dos aglomerados nas imagens de fase, já 

que na topografia não pode se distinguir mudanças notáveis de altura no interior das 

moléculas ou aglomerados de DNA. Na imagem de fase são observadas mudanças que 

indicam variações na dureza (ou elasticidade) da estrutura no interior das moléculas. Esta 

variação pode ser devida a uma mudança de material, mas se supõe que o material interno à 

estrutura também é DNA. Assim essa mudança de fase deve estar relacionada a mudanças 

na estrutura (ou sub-estrutura) do DNA dentro dos aglomerados. 
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4.3 Conclusões 
Embora não tenhamos conseguido identificar com certeza se as estruturas observadas 

correspondem à formação da estrutura quadrúplex, conseguimos informações importantes 

neste estudo. 

A maior parte do trabalho descrito neste capítulo consistiu no desenvolvimento do 

protocolo de preparação das amostras de DNA. Assim obtivemos condições otimizadas 

para este processo. Encontramos que a concentração adequada para evitar a formação de 

auto-montagens de DNA, que não permitem a observação da estrutura G4 que estamos 

procurando, tem que ser inferior a 0,5ng/µL. Também conseguimos ver resíduos atribuídos 

ao MgCl2 ao redor das moléculas de DNA através de imagens de fase. Estas observações 

haviam sido reportadas anteriormente em imagens de SP 43. 

Adicionalmente, observamos diferenças na estrutura dentro das moléculas de DNA. Estas 

diferenças só foram visíveis nas imagens de fase (e não na topografia), mostrando assim a 

possível formação da estrutura G4 dentro destas partículas de DNA. Estas observações na 

fase são um resultado original e mostram a importância da complementaridade dos modos 

de operação AFM. 
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4.4 Perspectivas 
Para podermos identificar com certeza se as estruturas vistas são estruturas G4, o próximo 

passo neste trabalho será implementar um vetor ou plasmídeo no qual nossa cadeia com alta 

concentração de guanina será colocada. O objetivo do plasmídeo é alongar a cadeia e assim 

facilitar o relaxamento da mesma evitando superenrolamento. 

Outra experiência que seria de interesse é tomar imagens de SP com a finalidade de ver se 

as mudanças de fase no interior das moléculas de DNA também reportam mudanças 

elétricas. Para isso, precisamos modificar o substrato visando uma maior condutividade 

para a polarização homogênea. 
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Capítulo 5 

Conclusão geral 

 

O objetivo principal neste trabalho foi mostrar como os diferentes modos de operação AFM 

são uma ferramenta poderosa na análise de sistemas biológicos. Assim, com nossos 

resultados, podemos observar que a importância da técnica KPFM não só reside nas 

informações elétricas do sistema, mas também permite complementar a análise por outros 

modos SPM auxiliando na compreensão de sistemas complexos tais como as amostras 

biológicas. 

Outro aspecto que vale a pena destacar é a metodologia de preparação das amostras, 

totalmente desenvolvida em nosso grupo.  Nem sempre um protocolo reportado na 

literatura garante bons resultados; é preciso explorar variáveis neste processo a fim de 

garantir um mínimo de reprodutibilidade e controle na análise, mesmo em se tratando de 

amostras biológicas. Esse cuidado e a metodologia de análise aqui proposta garantiram a 

observação de vários aspectos ainda não reportados na literatura em relação aos dois 

sistemas biológicos analisados (Xf e G4). Um estudo mais aprofundado implicará numa 

maior colaboração com os grupos a que estes projetos se reportam, dentro das perspectivas 

mencionadas nos capítulos 3 e 4. As discussões expostas nesta dissertação, no entanto, 

foram propostas por nosso grupo dentro do estudo da literatura da área e das condições de 

preparação de cada amostra, e aprovadas pelos grupos de origem das amostras.  
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