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RESUMO

Objetivo: Apresentar o estudo morfolégico do endotélio vascular de artérias cerebrais humanas
e discutir aplicagbes e limitagbes da microscopia de forga atémica (AFM) no estudo da patologia
vascular. Material e métodos: Foram utilizadas amostras do segmento M1 e da bifurcagdo da artéria
cerebral média, com e sem doenga aterosclerética. Imagens topograficas, obtidas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), das amostras fixadas quimicamente e desidratadas mediante ponto
critico foram confrontadas com imagens de amostras néo fixadas, obtidas por AFM. Resultados: As
células endoteliais nos segmentos retos de M1 e da bifurcacdo da ACM, sem doenca aterosclerdtica,
séo alongadas e alinhadas com o eixo axial do vaso, porém poligonais e sem orientagdo preferencial
na bifurcagéo aterosclerdtica. A bifurcagdo com aterosclerose apresenta uma monocamada endotelial
altamente irreqular e corrugada que invagina na luz do vaso e mostra caracteristicas heterogéneas
na superficie da membrana. A resolugéo das imagens de MEV foi superior aquela obtida nas imagens
de AFM a baixa magnificagdo. Nas imagens de AFM, a parte lateral e as unibes celulares sdo pouco
definidas e a varredura em altas magnificagbes diminui a resolugdo. Contudo, é possivel determinar
a topografia tridimensional da superficie celular, podendo-se, ao mesmo tempo, realizar estudos
funcionais. Conclusdo: Apesar da combinacao unica de alta resolugdo de imagem e operagdo sob
condigbes proximas as fisiologicas, a AFM em amostras flexiveis apresenta resolugdo que depende do
tipo de cantilever e do grau de hidratagdo da amostra. Por isso, em amostras vasculares as condi¢ées
fisiolégicas terao de ser estritamente reproduzidas.
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ABSTRACT

Atomic force microscopy in the study of the endothelial surface of the human brain artery
bifurcations

Objective: To present the morphologic study of the vascular endothelium of the human brain arteries
and discuss applications and limitations of the atomic force microscopy (AFM), in the study of vascular
pathology. Material and methods: Samples of the M1 segment of the middle cerebral artery and of
its bifurcation, with and without atherosclerotic disease, were used for this study. Samples chemically
fixed and dehydrated through critical point served as reference for the study of samples not fixed by
atomic force microscopy. Results: The endothelial cells in M1 and the bifurcation of the middle cerebral
artery, without atherosclerotic compromise are elongated and aligned with the axis of the vessel, but are
polygonal and without preferential orientation at the bifurcation with atherosclerotic compromise. The
bifurcation with atherosclerosis presents an endothelial monolayer highly irregular that outstands in the
lumen of the vessel and shows heterogeneous features on the surface of the membrane. The resolution
of images of scanning electron microscopy is greater than the one obtained from the AFM images of low
magnification. In AFM images, the sides and the cellular unions are poorly defined and scanning at high
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magnifications decreases the resolution. However, it is possible to verify the three-dimensional topography
of the cell surface while it is possible the achievement functional studies. Conclusions: Despite the
unique combination of high resolution image and operating under physiological conditions, the AFM on
flexible samples displays resolution dependent on the type of cantilever and degree of hydration of the
sample. So in vascular samples physiological conditions must be strictly reproduced.
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Introdugao

O endotélio dos diferentes segmentos vasculares
apresenta morfologia e fungdes especializadas apro-
priadas a sua localizagdo.** Em contato com o fluxo
sanguineo, as células endoteliais encontram-se expostas
a tensdo de cisalhamento (shear stress), gerada pela
orientagdo do fluxo, ¢ a tensdo circunferencial secun-
daria a distensdo da parede pela pressao arterial.'® Uma
caracteristica comum a toda célula endotelial, sem
importar a localizagdo, ¢ a capacidade de responder a
alteragdes nas condi¢des hemodindmicas, particular-
mente as mudangas na tensdo de cisalhamento (shear
stress), que atua diretamente na sua superficie, '#!1518.2331
originando respostas que transformam a morfologia e
a funcdo celular por meio de mudangas na expressio
génica.?”*

O endotélio ¢ a superficie-chave na integragdo de
sinais entre o fluxo de sangue ¢ a parede vascular ¢ ¢
possivel comprovar que mudangas cronicas nas caracte-
risticas do fluxo estimulam o remodelamento da parede
arterial mediante processos que sdo dependentes do
endotélio.'*!s Consequentemente, o papel que as tensdes
hemodinamicas desempenham na regulacao da fungao
endotelial € hoje um intenso campo de pesquisa. '#20-333!
Fendmenos como a angiogénese e o remodelamento da
parede arterial tém recebido aten¢do crescente com o
intuito de correlacionar fatores estruturais e hemodi-
namicos na formagao de lesdes vasculares aneurisma-
ticas e aterosclerose intracraniana.!#1820.2327.3435 Eggag
lesdes ocorrem, principalmente, em localizagdes de
geometria complexa da arvore arterial (bifurcacdes e
curvas arteriais), onde incidem as maiores variagdes
espaco-temporais da tensdo de cisalhamento, fluxos
secundarios, separacdo do fluxo etc.'®**3 Desse modo,
regides que apresentam tensdo de cisalhamento osci-
latorio tém correlagdo significante, do ponto de vista
bioldgico e estatistico, com a localizagao da placa de
ateroma.* Ja locais de tensdes elevadas correlacionam-
se com os sitios de ruptura aneurismatica.® Por outro
lado, essas regides apresentam morfologia endotelial
caracteristica quando comparadas com as regides de
fluxo laminar.'

Considerando que orientagao, forma e estrutura das
células endoteliais variam de acordo com as condig¢des
hemodindmicas locais, 1518233135 ¢ possivel assumir a
hipotese de que a morfologia do endotélio seja um mar-
cador das condic¢des que ddo inicio ao desenvolvimento
das lesdes vasculares. Ao passo que, se as tensdes que
suportam o endotélio estdo sujeitas a magnitude da
carga hemodinamica e de como essa se distribui sobre
a superficie,'* entdo, o padrio de distribuigdo das ten-
soes encontra-se associado ao arranjo tridimensional
da superficie celular, ou seja, depende da geometria
celular. Assim, o conhecimento da estrutura detalhada
da superficie endotelial ¢ necessario para a analise
das forgas hemodinamicas e das respostas fisiologicas
associadas a elas.

No estudo das superficies biologicas, a microscopia
eletronica de varredura (MEV) gera imagens de maior
resolucdo que as de microscopia optica, permitindo ob-
servar detalhes da microestrutura. Porém, ndo € possivel
associar a morfologia endotelial e suas caracteristicas
mecanicas mediante essa técnica, pois a amostra pre-
cisa ser cuidadosamente preparada. No entanto, uma
alternativa pode ser a microscopia de varredura por
sonda mecanica (SPM — scanning probe microscopy).
Esta vem sendo utilizada em todas as areas da ciéncia
dos materiais e das superficies, incluindo a produgio
de imagens tridimensionais.”® O microscopio de forga
atomica (AFM), pertencente a familia SPM, tem alta
resolucdo e pode ser operado em meios aquosos. Con-
sequentemente, seu potencial na andlise de materiais
biologicos em condicdes fisiologicas foi rapidamente
reconhecido.*?

Apresenta-se o estudo comparativo das imagens da
superficie endotelial de amostras de bifurcag¢des arte-
riais cerebrais humanas obtidas mediante AFM e MEV,
discutindo-se as vantagens ¢ as limitagdes da AFM.

Material e métodos

Dois pares de amostras do segmento M1 e da bifur-
cacdo da artéria cerebral média, com e sem doenga ate-
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rosclerdética, foram utilizados neste estudo. Previamente
a coleta das artérias, a superficie externa foi marcada
com solugdo de violeta de genciana a cada 5 mm, ao
longo do comprimento do eixo axial, com a finalidade
de identificar sua extensdo in situ. Sob ampliagdo,
por meio de microscopio cirtrgico, as artérias foram
canuladas e lavadas com solugdo salina. Segmentos
arteriais de comprimento axial e circunferencial de
10 mm x 4 mm, respectivamente, foram esticados até
a recuperacdo de seu comprimento in situ, em placas
de silicio recobertas com cianoacrilato de metila, com
o intuito de reproduzir a tensdo axial original.

MEV

As amostras foram estabilizadas por fixagdo quimica
mediante imersdo em glutaraldeido durante 24 horas
e, em seguida, lavadas em solugdo tampao fosfato,
para posteriormente serem pds-fixadas em solucdo a
1% de tetroxido de 6smio (OsO,) tamponado a pH =
6,5, durante uma hora. A seguir, as amostras foram
colocadas em cestas permeaveis do aparelho de ponto
critico e desidratadas por meio de solugdes de etanol
(30%, 50%, 70%, 80% e 95%) em duas trocas de 25
minutos para cada banho e, finalmente, secas em ca-
mara de substitui¢ao por gas carbonico liquefeito. As
amostras foram recobertas com ouro em um metalizador
Edwards Coater S150B (Edwards Ltda.), e as imagens,
no modo de elétrons secundarios, foram obtidas em um
equipamento Philips XL-30, acoplado a um espectro-
metro de energia dispersiva de raios X (EDS), a tensoes
aceleradoras de 10 KV.

AFM

Um AFM (Nanoscope IIIA, Veeco Instruments,
Santa Barbara, California) equipado com um estagio
de varredura piezelétrico “J” (amplitude méxima de
varredura de 160 um) e cantilever em “V” de nitreto de
silicio com constante de mola de 0,25 N/m (Veeco) foi
utilizado para obter imagens topograficas da superficie
endotelial de amostras ndo fixadas, porém conservadas
em nitrogénio liquido. As imagens foram realizadas
em modo contato e com forga constante, a partir de
janelas de varredura variaveis de até 15 pm? x 15 pm?
e frequéncia de 1 Hz.

Resultados

Nas figuras 1 a 8 sdo apresentadas imagens de
MEV e AFM da superficie endotelial nos segmentos

retos de M1 e da bifurcacdo da artéria cerebral média.
As figuras 1 e 2, dos segmentos retos e da bifurcagéo
sem aterosclerose, mostram que as células sdo alonga-
das e alinhadas com o eixo axial do vaso. Porém, as
figuras 3 a 5, imagens de MEV da bifurcagéo ateros-
clerotica, mostram células poligonais sem orientagido
preferencial, numa monocamada endotelial altamente
irregular e corrugada que invagina na luz do vaso e mos-
tra caracteristicas heterogéneas na superficie da mem-
brana. Em algumas células, depressoes da superficie da
membrana foram observadas, geralmente associadas a
unides intercelulares. As unides intercelulares aparecem
bem definidas nas imagens da MEV e sua resolugéo
supera aquela obtida nas imagens de AFM sob baixa
magnificagio (scanner “J”), como pode ser observado
nas figuras 6 a 8. Nas imagens de AFM, a parte lateral
e as unides celulares sdo pouco definidas e a varredura
em altas magnificagdes diminui a resolu¢éo. Contudo,
€ possivel determinar a altura celular, o que nao ocorre
com a microscopia eletronica de varredura.

Uma ampla variedade de curvas de indentacdo foi
obtida (Figura 9), porém a interagdo permanente ponta-
amostra impossibilitou qualquer conclusdo sobre as
propriedades mecanicas (Figura 10).

Magn Det WD —————— 20um

2000x . SE 118

Figura 1a — Micrografia obtida por MEV da superficie luminal
do segmento M (2000x).

AccV :Sp:ﬂ Magn _
10.0KY 38 2000x

Figura 1b — Bifurcagdo da artéria cerebral média sem
aterosclerose (2000x). A superficie endotelial orienta-se no
sentido da dire¢do do fluxo.
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Figura 2a — Micrografia obtida por MEV da superficie endotelial
da bifurcacgdo da artéria cerebral média sem aterosclerose 5000x.

10 pm
BBO0x

Figura 3 — Micrografia obtida por MEV da superficie luminal da
bifurcagdo da artéria cerebral média com aterosclerose.
A superficie apr ta uma camada endotelial irregular e
corrugada que recobre protrusées da luz do vaso (6500x).
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Magn Det WD F———— 2m
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Figura 2b — Magnificacdo de 25000x. Os limites laterais e uniées
celulares sdo definidos.
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-

Figura 4 — Micrografia obtida por MEV da superficie luminal da

bifurcagdo com aterosclerose. As células endoteliais apresentam
morfologia poligonal sem orientagdo preferencial (10000x).

Magn
000

Figuras 5a e 5b — Micrografias obtidas por MEV da superficie luminal da bifurcacdo com aterosclerose. As células endoteliais apr
se com limites definidos e caracteristicas heterogéneas na superficie da membrana (25000x).
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Figura 6 — Imagem por AFM da superficie endotelial da
bifurcagiio com aterosclerose. E possivel reconhecer a
irregularidade da superficie luminal, porém a resolugdo da
morfologia celular se encontra comprometida.

11131504, 00a

Figura 7 — Repr I da imagem por
AFM da artéria cerebral média com aterosclerose. E possivel
reconhecer, na morfologia da superficie, os efeitos da indentagdo
da amostra pela sonda (sulcos orientados na dire¢do da
varredura, 30 um? x 30 um?).

tagio tridim

Figura 8 — Representagdo tridimensional da imagem por AFM da superficie endotelial da bifurcacdo da ACM com aterosclerose.
A topografia tridimensional é facilmente reproduzida, permitindo a determinacdo da altura, porém os limites celulares nio
sao definidos (15 um*x 15 um?).

Figura 9 — Grdfico de forca versus deslocamento (force plot)
durante nanoindentagao-AFM. Distingue-se a fase de indenta¢do
(primeira por¢do ou ascendente da curva) da retirada da ponta
(segunda por¢ao ou de descida da curva). A diferenca entre ambas
as por¢oes da curva corresponde a histerese da amostra.

AFM e superficie endotelial

Figura 10 — Efeitos da interagdo per ente sond. tra
no grdfico de for¢a versus deslocamento (force plot) durante
nanoindenta¢io-AFM. A ponta permanece aderida na amostra,
impossibilitando a obtengdo de informacdo confidvel.
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Discussao

Previamente ao desenvolvimento dos microscopios
de varredura por sonda, a inica ferramenta disponivel na
pesquisa da superficie de células vivas foi o microscopio
optico. Porém, a resolucdo ¢ limitada e, sem o uso de um
microscopio confocal associado, ndo € possivel deter-
minar altura ou profundidade. Heinrich Rohrer e Gerd
Binnig desenvolveram os procedimentos de controle da
corrente de tunelamento que permitiram a constru¢ao do
primeiro microscopio da familia de varredura por son-
da mecanica.*"” O microscopio de forga atdmica ¢ um
microscopio de varredura por sonda desenhado para a
pesquisa de superficies, que permite superar as limitagoes
da microscopia Optica e caracterizar quantitativamente a
superficie celular em condi¢des proximas das fisiologicas,
numa escala de resolugdo até entdo inacessivel.!:1%

O principio de funcionamento da AFM pode ser resu-
mido da seguinte maneira: uma sonda mecanica ¢ montada
sobre a extremidade livre de um cantilever e colocada em
contato com a superficie da amostra a ser investigada.
O contato da origem a uma interago altamente localizada
entre a sonda ¢ a amostra, o que produz a deflexdo do
cantilever, enquanto um estagio de varredura (scanner
piezelétrico) prové a movimentagdo lateral da amostra
em relacdo a sonda, descrevendo um padrao de varredura.
Durante a varredura, a deflexao do cantilever ¢ monitorada
por meio de um sistema 6ptico, de maneira a manter a
forca, no valor previamente determinado. Para tanto, é
realizada uma retroalimentagao por meio de um compu-
tador que ajusta a posi¢do vertical da amostra. Assim, as
variagdes da altura no movimento do estagio de varredura
correspondem exatamente as variagoes na topografia da
amostra e sua morfologia é revelada diretamente.”

As imagens de superficie obtidas mediante AFM dos
segmentos arteriais retos e da bifurcagdo sem ateroscle-
rose demonstram, em concordancia com Miyazaki,” que
as células endoteliais apresentam morfologia alongada e
alinham-se seguindo a dire¢ao do fluxo (tensdo de cisalha-
mento ou shear stress). Contudo, morfologia irregular, sem
orientacao preferencial, pode ser observada na bifurcagao
com aterosclerose. Outros estudos sdo necessarios para
caracterizar o significado das provaveis diferencas encon-
tradas, porém essas podem influenciar a interpretagéo das
condigdes mecanicas locais que participam da origem das
lesGes vasculares, pois estudos teoricos em mecanica de
fluidos modelados em superficies sinusoidais demonstram
que a geometria do endotélio determina as variagdes de
tensdo de cisalhamento (shear stress).”!

Comparando-se as imagens obtidas por ambas as
técnicas, foi possivel observar uma melhor resolugéo
nas imagens obtidas da MEV e houve dificuldade em
varrer o endotélio em altas magnificagdes com AFM. No
caso de materiais flexiveis, como as células, a resolugio

da AFM encontra-se limitada pela indentag@o elastica
da amostra.'?** Isso porque, na obten¢do de imagens,
certa forca ¢ aplicada a ponta com a finalidade de gerar
a tragdo suficiente que permita que os detalhes da su-
perficie possam ser definidos pelo microscopio.

Um modo de operagdo adicional, que consiste em
realizar uma varredura vertical da amostra com rela¢ao
a ponta (sem movimento lateral), permite a obtengdo
de um grafico de forga versus deslocamento ou force-
plot (Figura 9). Nesse modo, a deflexdo do cantilever é
monitorada continuamente, enquanto a ponta da sonda
se move na dire¢do da amostra, até que essa finalmente
a toca. Entdo, o movimento da ponta ¢ revertido com o
objetivo de tornar a ponta livre novamente. A curva do
grafico, em uma amostra rigida, apresenta duas regioes:
a primeira, plana, onde a deflexdo ¢ nula e, portanto,
constante. Isso se deve ao fato de a ponta nao ter contato
com a amostra. A segunda, por sua vez, denominada parte
de contato, representa a interagao ponta-amostra, na qual
a deflexdo do cantilever gera informagdes a respeito da
rigidez da amostra. Se a amostra for flexivel, a ponta
pode deforma-la, acontecendo uma parcial penetragdo da
ponta na amostra. Nesse caso, a deflexdo do cantilever é
pequena e a curva torna-se nao linear. Esse efeito pode
ser reproduzido ao incrementar a quantidade de agua da
amostra.”® Portanto, amostras edematizadas, tais como
amostras cadavéricas utilizadas neste estudo, podem difi-
cultar a obteng@o de imagens e limitar a resolucdo delas.
Ja que a falta de rigidez da célula afeta a resolugao da
imagem de AFM, modos especiais de aquisi¢ao tém sido
propostos, tais como o contato intermitente em meios
liquidos com altas frequéncias de oscilagdo.!*!3

O aspecto difuso das imagens das células em meios
liquidos na escala micrométrica ¢ comum a toda AFM
e ¢ mais ou menos pronunciado conforme o tipo de
célula.' 68102930 A qualidade das imagens melhora em
células fixadas, porém somente ¢ satisfatdria em células
secas mediante procedimentos de ponto critico. Por outra
parte, Le Grimellec e cols.?! sugerem que as imagens di-
fusas se encontrem associadas ao glicocalix e que sejam
secundarias ao movimento de cadeias de agucares sob a
ponta da sonda durante a varredura. O autor observou que
o tratamento de células vivas com neuraminidasa, enzima
que parcialmente degrada o glicocalix, permite a obtencao
de imagens submicrométricas da superficie celular e dos
subdominios da membrana. Nos subdominios da mem-
brana, os microdominios lipidicos, também denominados
lipid rafis, sdo componentes estruturais que resultam cru-
ciais para o desenvolvimento ¢ a fungdo de qualquer tipo
celular.*> Contudo, no estudo desses subdominios especia-
lizados houve um impasse, decorrente da escala proposta
para seu tamanho (50 nm)!” e da auséncia de métodos de
alta resolugdo para o estudo das membranas bioldgicas.*?
Entre as possiveis técnicas com potencial para caracterizar
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esses subdominios em células vivas, a AFM distingue-se
por causa de sua alta resolugdo espaco-temporal.'”

Além das imagens de superficie, a AFM também
pode ser utilizada como um indentador ultrapreciso,
capaz de determinar as propriedades mecanicas dos
materiais biologicos.! 3% Virtualmente, todos os tipos
celulares se adaptam a seu ambiente mecanico, € 0s vasos
sanguineos estdo compostos de materiais dindmicos que,
de modo continuo, adaptam sua estrutura em resposta
a carga hemodinamica.'*!¥?733 Entre esses, as células
endoteliais sdo particularmente adaptaveis, porém o pro-
cesso adaptativo ¢ ainda pouco conhecido.'*!® Diversas
técnicas, tais como suc¢ao mediante micropipeta, espec-
troscopia por cintilagdo, pingas Opticas ¢ microscopia
acustica, tém sido aplicadas para testar as propriedades
mecéanicas do endotélio vascular e as respostas a elas
associadas. Porém, as principais diferengas entre a
nanoindenta¢do-AFM e os métodos convencionais in-
cluem a alta resolugéo lateral da AFM, sua capacidade
de controlar a forga aplicada e a possibilidade de definir
as propriedades mecéanicas no ponto de aplica¢do.’

Neste estudo, contudo, a interacdo permanente
ponta-amostra durante as medidas de nanoindentagdo
influenciou na aquisicdo dos dados, impedindo de se
chegar a conclusdes relacionadas as propriedades meca-
nicas. Problemas de interagdo permanente sonda-amostra
em espécimes biologicos sao de dificil solugdo com
sondas convencionais de AFM como a utilizada neste
estudo, pois dependem da geometria da ponta, forga de
indentagdo e viscosidade da amostra.*”* Entretanto, a
introdugdo de sondas especialmente desenhadas para
indentagdo de materiais biologicos permite a resolugo
da maioria deles.!* Assim, Charras ¢ cols.,” em células
submetidas a nanoindenta¢ao-AFM, conseguiram deter-
minar a distribuigdo das tensdes, 0 modulo de elastici-
dade ¢ a deformacao induzida resultante da indentagao.
As propriedades viscoelasticas e o comportamento
de deformagdo das células afetam intimeras respostas
bioldgicas, por exemplo, tanto a transformag@o celular
como a tumorogénese estao associadas a diminui¢ao do
modulo elastico e da viscosidade aparente, sugerindo
que o potencial metastasico depende das propriedades
mecanicas. Darling e cols.'” mostraram, por meio de
medidas de AFM, que as propriedades mecanicas dife-
rem significativamente entre diversas linhas celulares de
condrossarcoma, as quais exibem diferentes niveis de
invasividade e potencial metastasico, sendo que as linhas
de menor modulo eléstico apresentam o pior compor-
tamento. Assim, ja que a modulagdo temporal-espacial
das propriedades mecanicas da célula esta intimamente
relacionada a importantes processos fisiologicos e afe-
ri¢des das propriedades viscoelasticas de células vivas
mediante nanoindentacdo-AFM devem proporcionar
valiosa informagdo desses processos.'*”!* Entretanto,

deve-se considerar que os resultados baseados em
medidas de nanoindentagdo por AFM sdo altamente
dependentes do modelo tedrico usado na sua interpre-
tacdo”® e que propriedades elasticas podem ser obtidas
qualitativamente mediante outros modos de operagao do
AFM, como for¢ca modulada.?

Finalmente, a mecanotransdugéo dos estimulos fisicos
implica a deformagao de canais i6nicos e modifica¢des do
citoesqueleto.” Receptores e canais idnicos desempenham
papel essencial na manutengao da homeostase e, mesmo
com estudos extensivos sobre as bases moleculares da sua
funcdo, pouco se conhece de sua localiza¢do, densidade
e distribuicdo espacial, embora essas caracteristicas pos-
sam exercer o controle local da fungio celular.>'® Para se
obter essa informagao estrutural, s3o necessarias técnicas
de imagem com resolugdo molecular de amostras em
condigdes fisioldgicas.® Logo, Horton e cols.,' utilizando
um AFM associado a um microscopio confocal, lograram
mapear as forcas entre ligandos e receptores de células
vivas. No mesmo sentido, Almqvist e cols.,> usando sondas
de AFM conjugadas com anti-Flk-1 (anticorpo contra o
receptor VEGFR com fungao de tirosina quinase), deter-
minaram as forcas de ligacdo, distribui¢do e densidade
dos receptores da membrana plasmatica, descobrindo
que a densidade desses receptores se correlaciona com as
propriedades mecanicas da célula.

Considerando sua versatilidade, a técnica de AFM
¢ uma ferramenta de potencial promissor na pesquisa
de processos biologicos que acontecem na escala na-
nométrica e molecular.

Conclusao

Apesar da combinagdo Tinica de alta resolugdo de
imagem e operagdo sob condigdes proximas as fisiologi-
cas, a AFM em amostras biologicas apresenta resolu¢ao
dependente do tipo de cantilever ¢ do grau de hidratagéo da
amostra. Por isso, em amostras vasculares as condigoes fi-
siologicas terdo de ser estritamente reproduzidas. A técnica
de AFM, contudo, € uma ferramenta promissora no estudo
da fisiopatologia aneurismatica e aterosclerdtica, pois ndo
somente permite a obtengdo de imagens de amostras sem
necessidade de qualquer preparacdo, como possibilita a
caracterizacao das propriedades mecanicas delas.
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