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USO DA MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA PARA VISUALIZACAO DE
BACTERIOFAGOS FILAMENTOSOS.
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Dentre as varias ferramentas que possibilitam o conhecimento das estruturas
das moléculas biolégicas, em nivel atdmico, a técnica de Difracao de Raios X por
monocristais tem tido papel preponderante. Até o momento, a maior parte das
informacdes acumuladas sobre o arranjo tridimensional de 4tomos em proteinas,
acidos nucleicos (DNA e RNA) e virus foi obtida através de métodos cristalograficos.

Outra técnica muito usada para determinar a estrutura tridimensional de
biopolimeros e as estruturas supramoleculares é a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Ela apresenta algumas vantagens sobre a Difracdao de Raios X por nao
precisar de cristais, porém seu uso se limita a moléculas relativamente pequenas,
de até 100KDa.

Um método mais recente que é capaz de obter detalhes de superficie em
nivel atdbmico/molecular sdo os microscoépios de varredura por tunelamento (STM)
e de forca atébmica (AFM) (Morris, 1994).

Na andlise por microscopia de forca atdbmica, a imagem da amostra é
gerada pela varredura da sua superficie com uma agulha ultrafina. Por isso as
amostras tém que estar muito bem presas na superficie de um substrato sdélido,
para ndao serem arrancadas durante a varredura. Este é um problema critico para
amostras bioldgicas, que sao frageis e tém fraca interacao com a os substratos.

Os métodos propostos na literatura para fixacdo tém sido o de fixacao
quimica ou fisica. A quimica envolve, principalmente, a fixacdo da amostra ao
substrato com ligacdes covalentes. Esse procedimento ndo é simples, uma vez
que envolve reacdes quimicas entre a amostra e o substrato. A ligacao fisica se
baseia principalmente, na fixacao eletrostatica, que pode ocorrer entre a amostra
e o substrato com cargas opostas.
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Esta sendo desenvolvida uma metodologia de preparacdao de amostras,
que envolve purificacao de bacteriéfagos filamentosos e depdsito destes em
superficie plana para posterior andlise por microscopia de forca atdmica (AFM).

O M13 adquirido da Gibco BRL foi o M13KO7, que é um mutante, com
insercao do gene de resisténcia a kanamicina.

As amostras de virus foram preparadas de modo similar ao “Self Assembling”
(Herrmann, 1996). Apds preparacao, a amostra foi analisada com um microscépio
de AFM, nos modos de contato e “tapping”.

As amostras foram analisadas no microscépio de AFM nanoscope lll, Digital,
do Almaden Research Center da IBM, USA. As analises de AFM foram processadas
pelo software do instrumento.

Na figura 1 é apresentada uma imagem de 2,56x2,56mM de dois
bacteriéfagos filamentosos M13KO7, usando o modo de contato (a esquerda) e
“tapping” (a direita). No modo contato, a varredura é feita com a ponta da
agulha tocando continuamente a superficie da amostra. No modo “tapping” a
agulha vibra com freqiiéncia na ordem de dezenas de KHz, o que é um método de
menor interferéncia com a amostra .

Como se pode ver nessas imagens, ha dois bastées, com aproximadamente
1000 nm de comprimento por 50 nm de didmetro. O comprimento estd bem
préximo ao obtido por microscopia eletronica (ME), que é de aproximadamente
900 nm. O diametro das particulas estdao em torno de 50 nm, bem superior ao
observado por ME, que é de aproximadamente 10 nm. A maior largura observada
por AFM é um artefato da técnica, devido a interacao da ponta da agulha com a
amostra.
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Figura 1. Imagens de AFM do bacteri6fago filamentoso M13KO7

depositado sobre ldmina de vidro hidrofilizada. A imagem a esquerda,
no modo contato e a direita, no modo “tapping”.
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Nessas imagens é possivel observar os virus, tanto nos modos de contato
como de “tapping”. No entanto, foi observado que no modo “tapping” as imagens
tém maior contraste, o que facilita a inspecao visual.

Na figura 2, tem-se outra imagem de bacteri6fagos depositados em laminula
de vidro. Neste caso, observa-se que vdérios virus estdao ligados entre si pelas
extremidades. Esse fendmeno também tem sido observado em ME, com a uniao
de dois ou trés virus. Também se observa que o modo de “tapping” apresentou
melhor contraste que o modo contato.
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Figura 2. Imagens de AFM do bacteri6fago M13KO7 no modo contato
(esquerda) e “tapping” (direita).

Nessas imagens, assim como nas publicadas na literatura (Morris, 1994),
ha grande quantidade de materiais estranhos nas laminulas. Ainda assim, os
bacteri6fagos podem ser identificados.

Apesar do trabalho estar ainda na etapa inicial, pode-se ver a potencialidade
do AFM no estudo de virus. Em comparagcdao aos microscépios eletrénico e de
forca atbmica, tem como vantagens: o custo relativamente baixo em relacdo ao
microscoépio eletrénico de varredura, e a facilidade de preparacdao de amostras.

Com o desenvolvimento da técnica espera-se obter imagens de alta
resolucao e que possibilite de se observar detalhes da superficie do virus como o
arranjo das proteinas de cobertura.

Esta metodologia vem sendo aplicanda na analise de alguns tipos de virus
bacteriéfagos filamentosos de plantas (estruturalmente semelhantes ao M13),
como o virus do mosaico do Tabaco (TMV) e virus do mosaico da abobrinha
(ZMV).
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