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Nos ultimos anos a nanotecnologia se tornou
fundamental para desenvolvimento de novos produtos e
metodologias. Devido ao seu potencial para o
desenvolvimento de novas aplicacdes. nos deparamos com
seus avancos nos mais diferentes campos de aplicacao,
desde a producao de tintas menos poluentes (GALEMBECK
et al., 2006) até aplicacoes em farmacos com liberacao
controlada. Estes avancos servem de exemplo do potencial
contido nas novas nanotecnologias.

Hoje existe forte demanda para o desenvolvimento
e adaptacdo de métodos de preparacdo de amostras de
origem biolégica para uso em microscopia de forca
atOmica. Particularmente a preparacao de amostras
contendo cromossomos é uma demanda importante devido
a possibilidade de remocao de partes de cromossomos para
uso em biologia molecular.

Instrumento extremamente versatil para aplicacdes
em nanotecnologia o microscépio de forca atdmica (MFA)
pode ser utilizado ndo sé para visualizar superficies em
escala nanomeétrica, como também para manipular
materiais de origem biolégica como os cromossomos
(FRITZSCHE et al., 1997). Neste comunicado é
apresentada metodologia de retirada de material genético
de cromossomos (disseccao).

Existem vaérios protocolos de preparacao de
cromossomos de origem animal e vegetal para uso em
microscopia 6ptica e eletronica (BONIFACINO et al., 2005).
Os trabalhos existentes, realizados com cromossomos de
outras origens sempre utilizam solventes que
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impossibilitam o uso do material genético isolado para
outros fins como por exemplo transferéncia genética.

Preparacé@o dos cromossomos

Para preparacdo das amostras de cromossomos
foram utilizados linfécitos cultivados em plasma bovino
contendo 1% de antibidtico, composto da mistura de
streptomicina/penicilina, por ao menos 72 horas a 37°C.
Quando observadas metafases as células foram tratadas
com Colcemid para parar o processo de desenvolvimento,
preservando o estado de metafases. A amostra foi entao
centrifugada com solucao hipoténica de KCI (0,075M). As
metafases foram fixadas por gotejamento em laminas de
microscépio e secas ao ar e desidratadas com etanol
(70%).

A descontaminacao do cantilever foi feita por
exposicao a radiacao ultravioleta por ao menos 40min
antes da realizacao dos procedimentos.

Para realizar os procedimentos de retirada de
material dos cromossomos foram utilizados cantileveres
normalmente utilizados para medidas em modo contato
intermitente Nanosensors (“Tapping mode” TM Veeco
Co.) com constante de mola tipico de 45N/m.

Para se obter imagens de material de origem
biolégica com MFA é normalmente sao normalmente
empregados os modos de contato intermitente ou nao-
contato. Estes modos de trabalho se caracterizam por
exercer menos forca sobre as amostras durante o
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processo de aquisicdo da imagem (SCHABERT;
RABE, 1996).

As Fig. 1a e 1b apresentam um exemplo de
imagem de amostra de cromossomos depositado em vidro
obtidas com microscopia de forca atdmica. Apds a sua
localizacao, utilizando microscépio invertido sob o qual foi
montado o microscépio de forca atdbmica as imagens
foram obtidas em modo ndo-contato para evitar contato
do cantilever (sonda do microscépio de forca atdmica)
com a amostra em estudo.
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Fig. 1. Amostra de cromossomos depositados sobre
lamina de vidro. (a) visdo tridimensional e (b) visao
bidimensional da mesma varredura (visdao de topo).

Nas imagens de microscopia de forca atémica
padronizou-se atribuir cores mais claras a estruturas mais
elevadas, ou seja o ponto mais alto da imagem recebe a
cor branca e a regiao mais baixa coloracao mais escura
chegando ao preto no nivel mais baixo da imagem.

O microscépio de forca atdbmica utilizado para os
procedimentos foi montado dentro uma capela com fluxo
laminar com lampada de UV, para evitar possivel
contaminacao dos materiais manipulados. Para realizar
estes procedimentos foram utilizados microscépios de

forca atdmica modelos Explorer (Veeco) e Bioprobe (Park).

As primeiras imagens dos cromossomos foram
obtidas em modo ndo-contato. Uma vez definida a regiado
de onde seria retirado o material foram realizadas mais

varreduras para se assegurar do correto posicionamento
da amostra e campo de varredura e se evitar quaisquer
deslocamentos devido a erros de posicionamento ou
“thermal drift”.

Quando se trabalha em modo nédo contato as
imagens obtidas apresentam resolucéao inferior a aquelas
obtidas nos modos contato e “Tapping” (contato
intermitente). Entretanto a resolucao é suficiente para
identificar os cromossomos, que sdo consideradas
estruturas grandes para esta técnica microscoépica.

Uma vez definidos a regido e quanto de material
serd retirado o modo nao-contato é desligado e passa-se a
utilizar modo contato durante as varreduras. Nesta
situacdo se ajusta o sistema de controle do MFA para que
o cantiléver pressione a amostra durante as varreduras,
dessa forma retirando material durante o seu
deslocamento. A Fig. 2 apresenta duas imagens de
microscopia de forca atbmica dos cromossomos
depositados sobre lamina de vidro, obtidas em modo nao-
contato, apés a retirada de material, usando o
procedimento descrito. A imagem (a) é uma
representacdo tridimensional e a imagem (b) uma visao de
“topo”.
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Fig. 2. Regido onde foi realizado o procedimento de
retirada do material genético. (a) imagem triidimensional e
(b) bidimensional (visao de topo).
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Uma vez coletado o material fica aderido a agulha
0 que pode ser evidenciado por microscopia eletrénica de
varredura (Fig. 3).

utilizada no procedimento de retirada de material genético
de amostra de cromossomos.

O cantiléver com o material coletado poder ser
amplificado usando técnicas correntes de biologia
molecular, tais como PCR (do inglés: Polymerase chain
reaction).
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A possibilidade de aplicacdo desta técnica a
produtos de origem agropecudria pode produzir resultados
em vérias linhas de pesquisa tais como, estudo de
resisténcia a pragas, transferéncia de material genético,
sequenciamento de fragmentos de DNA e etc. Visto que
existe a possibilidade de se retirar material de regides bem
definidas dentro do cariétipo em estudo.
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