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Life... is a relationship between molecules.

Linus Pauling



RESUMO

Nesse trabalho, propomos o uso da Microscopia de Forca Atdomica para a investiga-
cdo das propriedades mecanicas e morfoldgicas dos eritrécitos de pacientes com anemia falci-
forme, visando propor que parametros fisicos tais como curvatura, rugosidade, elasticidade e
viscosidade, possam ser utilizados na investigacdo laboratorial dessa doenca. Em cada etapa
experimental, foram medidas as propriedades mecanicas de cinco células por individuo. Nessa
pesquisa analisamos o sangue de cinco pacientes em tratamento no Centro de Hematologia
e Hemoterapia do Estado do Ceard (HEMOCE) e, como controle, cinco doadores sadios vo-
luntédrios. Os resultados indicam a diminuicdo da rugosidade da superficie citoplasmadtica da
membrana eritrocitdria dos doadores com a doenca. A andlise de elasticidade das hemdcias dos
pacientes com anemia indica que médulo de Young, em média, sdo cerca de trés vezes maior
do que o mddulo encontrado nas hemdcias de doadores sadios. A andlise da histerese de curvas
de forcas sobre os eritrocitos revela que as hemdcias contendo a hemoglobina anormal dissipam

menos energia e, portanto, sdo mais viscosas que as hemdcias advindas de doadores sadios.

Palavras-chave: Eritrécitos. Anemia Falciforme. Microscopia de For¢a Atdmica. Biofisica.



ABSTRACT

In this work, we propose the use of atomic force microscopy to investigate the me-
chanical and morphological properties of erythrocytes from patients with sickle cell anemia, to
propose that physical parameters such as curvature, roughness, elasticity and viscosity, can be
used in laboratory research of that disease. In each experimental step, the mechanical properties
of five cells per individual were measured. In this study we analyzed the blood of five patients at
the Center for Hematology and Hemotherapy of Ceara (Hemoce) and, as a control, five healthy
volunteer donors. We observed a decrease in surface roughness of the membrane cytoplasmic
of the donors with the disease. The analysis of elasticity of the erythrocytes of patients with
anemia indicates that the Young’s modulus on average is about three times greater than the
modulus found in red cells of healthy donors. Analysis of the hysteresis curves of forces over
the erythrocytes shows that the erythrocytes containing the abnormal hemoglobin dissipate less

energy and therefore are more viscous than the red blood cells resulting from healthy donors.

key words:

red blood cell. sickle cell anemia. atomic force microscopy. biophysics.
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1 INTRODUCAO

Nesse capitulo tragamos um caminho para o estudo de propriedades mecanicas de cé-
lulas e apresentamos o escopo de nosso trabalho. Partindo de um breve histdrico da Biofisica
e definindo seu objeto de estudo, conduzimos o leitor por uma revisao de varios trabalhos ci-
entificos que estudam a biomecénica celular. Definiremos as grandezas que caracterizam tais
propriedades e explicaremos como elas sdo obtidas a partir da técnica de Microscopia de Forga
Atdmica. Dedica-se uma atencao especial aos trabalhos que estudam as propriedades mecanicas

de hemdcias, nosso objeto de estudo.

1.1 A Fisica e a Biologia: um breve comentario

Os esfor¢os em aplicar conhecimentos da drea que hoje conhecemos como Fisica em
outras dreas da Ciéncia ndo sdo tdo recentes como poderiamos ser levados a pensar. Apesar da
primeira divisdo moderna da Ciéncia em disciplinas tais como a Fisica e a Biologia datar do
século XIX !, ao se analisar alguns trabalhos de filésofos naturais ou de cientistas (na acepcio
moderna) de séculos anteriores, conclui-se que certos fendmenos associados aos seres vivos
eram investigados segundo uma abordagem que atualmente receberia o titulo de interdiscipli-
nar. Durante a Renascencga, por exemplo, podemos observar uma certa tendéncia na descricao
mecanicista dos seres vivos. Leonardo da Vinci (1452-1519) investigou o principio mecanico do
voo dos pdssaros para aplicd-lo a engenharia enquanto, no século XVII, Alfonso Borelli (1698-
1679) fez uma descri¢do biomecanica da mobilidade dos membros em movimentos natatorios

e de voo dos pdssaros (Glaser, 2001, p. 1).

Na Idade Moderna registra-se o interesse pela a eletricidade nos organismos. Durante
o século XVIII, Luigi Galvani (1737-1798) realizou experimentos com pernas de ras que se
contraiam ao serem submetidas a descargas elétricas. Segundo Bogdanov (2000, p. 2), Galvani

foi pioneiro em descobrir os efeitos de um campo elétrico em um organismo vivo e a propor a

'Uma das primeiras tentativas de sistematizagio da Ciéncia na Idade Moderna ¢ atribuida ao fildsofo francés
Auguste Comte em sua obra Cours de philosophie positive. O leitor pode consultar a traducdo desta obra em
Comte (1978).

19



20

conducdo elétrica nos nervos como causa das contragdes musculares. Alessandro Volta (1745-
1827), repetindo os experimentos de Galvani, seu contemporaneo, obteve os mesmos resultados,
mas discordava que a eletricidade fosse produzida pelo proprio organismo. Tentando refutar
essa idéia, Volta acabou chegando na invenc¢ao da pilha eletrolitica. Mas pouco depois, Galvani
provou de forma mais contudente que um musculo, no momento da contragdo, funcionava como

uma fonte de corrente elétrica (Bodagnov, 2000, p. 3).

Em seu livro, Glaser (2001) destaca mais estudos interdisciplinares. O fragmento
abaixo foi retirado de seu livro Biophysics e traduzido afim de ilustrar alguns exemplos da

conexao existente entre as leis fisicas e os fendmenos observados nos seres vivos.

E bem estabelecido o fato de que observacdes médicas realizadas por J. R.
Mayer (1814-1878) exerceram um papel na descoberta da primeira lei da
termodinamica. Estudos calorimétricos da produgdo de calor em mamiferos
foram conduzidos em Paris por A. L. Lavoisier (1743-1794) e P. S. Laplace
(1749-1827) por volta de 1780. Também deve ser citado, neste contexto,
as investigacdes de Thomas Young (1773- 1829) e Hermann v. Helmholtz
(1821-1894) sobre os aspectos Opticos do olho humano e sobre a audigdo
(GLASER, 2001, p. 2).

Estes exemplos levam-nos a crer que a compreensao fisica dos seres vivos é uma iniciativa tao

antiga quanto os outros ramos da Fisica.

De acordo com Cotterill (2002, p. 1), a aplicagc@o da Fisica em Biologia d4-se o nome
de Biofisica e seu objetivo é promover um maior entendimento dos sistemas bioldgicos. Glaser
(2001, p. 1) complementa essa defini¢do afirmando que a Biofisica € uma ciéncia interdis-
ciplinar situada entre a Fisica e a Biologia e que também estd conectada com a Matematica,

Fisico-Quimica e a Bioquimica.

Goldfarb (2011, p. 1) torna mais claro o grau de entendimento mencionado por Coterril
no pardgrafo anterior. Ele explica que, como a Fisica é o estudo da matéria e da energia,
a Biofisica tenta entender como as leis que regem a matéria e a energia se manifestam nos
sistemas vivos e, em seguida, completa: "a Biofisica usa os principios, as teorias e os métodos

da Fisica para entender a Biologia".

Todavia, a fusdo de conhecimentos decorrentes de duas ou mais ciéncias nao basta
para se chegar a uma nova ciéncia; € preciso um objeto de estudo, uma preocupagdo. Segundo
Glaser (2001, p. 1), o objeto de estudo da Biofisica sdo os principios fisicos adjacentes a todos
0s processos em sistemas vivos; o que inclui a explicagdo da influéncia de vérios fatores fisicos

nas funcdes fisioldgicas desses sistemas.
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De acordo com Glaser (2001, p. 1), o termo Biofisica foi usado pela primeira em 1892
por Karl Pearson em seu livro "The Grammar of Science" e, embora encontremos na histéria da
Ciéncia vérios estudos fisicos de sistemas bioldgicos, a Biofisica como uma disciplina isolada

¢ relativamente nova, datando de 60 a 100 anos atras (Goldfarb, 2011, p. 4).

Segundo Cotterill (2002, p. 1), a Biofisica tende a ser desenvolvida por cientistas
com formacgdo em Fisica, porém os bidlogos vem adquirindo conhecimentos de Fisica afim de
solucionarem problemas especificos em sua drea de atuacdo. Autores como Pattabhi e Gauthan
(2002, p. 1) afirmam que a Biologia esta deixando de ser uma ciéncia descritiva e se tornando
mais exata. Tais autores sustentam essa afirmacio indicando a aplicacio da Fisica a Fisiologia®

e o advento de sub-dreas como a Biologia Molecular e a Biofisica Molecular.

A partir do século XX, com a elucidacdo da estrutura atdmica e o desenvolvimento
da Fisica quantica, o ambiente para o crescimento da Biofisica se tornou mais favordvel. A
grande aplicacdo de métodos da Fisica "moderna" as investigagdes do campo da Biologia pos-
sibilitou estudar os fendmenos biol6gicos em nivel molecular. Importantes trabalhos de fisicos,
bioquimicos, fisiologistas, biofisicos e cristalografos ajudaram a esclarecer o nosso entendi-
mento acerca da estrutura de varias moléculas de grande importancia biolégica como o acido

desoxirribonucleico (DNA), por exemplo (Davydov, 1982, p. 1).

O DNA € a molécula da vida. Ela € responsdvel pela transmissdo dos caracteres here-
ditarios e pela manuten¢do da vida de todos os tipos de seres vivos (Sadava et al, 2006, p. 57).
A molécula de DNA ¢ constituida de quatro bases nitrogenadas principais, sendo duas purini-
cas, adenina (A) e guanina (G) e duas bases pirimidinicas, a citosina (C) e a timina (T). Em
meados do século XX, apesar de j4 serem reconhecidas a natureza quimica do DNA, sua fun¢do
na transmissao das informagdes genéticas e suas mutagdes, a estrutura da molécula desse dcido

nucleico ainda nao havia sido elucidada até entdo.

Pesquisando sobre mutagdes genéticas induzidas por radiacdo eletromagnética, o fisico
Max Delbruck, trabalhando em colabora¢do com bidlogos, estudou o efeito das radia¢des de
ondas curtas no material genético das células. Utilizando as palavras de Brody e Brody (2001,
p. 354), Delbruck e seus colegas "demonstraram que a Fisica do proprio dtomo determina os

processos bioldgicos mais basicos".

Influenciado pelo trabalho de Delbruck em 1944, o fisico austriaco, Erwin Schrodin-
ger (1887-1961), expds em seu livro, What is Life?, uma explicagdo da mecénica quantica

para a estabilidade das moléculas na estrutura genética das células. Nesse periodo, o livro de

ZParte da Biologia que investiga as fun¢des organicas, processos ou atividades vitais, como o crescimento, a
nutri¢do, a respiracdo e etc.
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Figura 1: Estrutura em dupla-hélice da mélecula de DNA. Essa estrutura foi proposta por Crick
e Watson em 1953. O retangulo em vermelho destaca a ligagdo exclusiva entre as bases timina
e adenina, enquanto o retangulo azul destaca a ligacdo entre citosina e guanina. Extraido e
adaptado de Murray et al. (2003).

Schiodinger teve grande impacto sobre varios outros fisicos que trabalhavam com Biologia, os
quais posteriormente reconheceram a relagcao entre os calculos de Schrodinger e a estrutura da
molécula de DNA (Brody e Brody, 2001, p. 354).

A descoberta da estrutura da dupla hélice do DNA (fig. 1) s6 foi possivel através da
utilizagdo de técnicas e conhecimentos advindos da Fisica e deve-se a um grupo de vérios pes-
quisadores, entre eles, Rosalind E. Franklin (1920-1958), Raymond Gosling (1926-) (Watson e
Crick, 1953). Tal descoberta fez com que, em 1962, eles fossem agraciados com o Nobel em
Fisiologia/Medicina. Dentre os agraciados, destacam-se o fisico Francis Harry Compton Crick
(1916-) e o bidlogo molecular James D. Watson (1928-) que se dispuseram a analisar os padroes

de difracdo de raios X das fibras de DNA semelhantes aquele encontrado na figura 2 .

Ainda sobre investigacdo de Crick e Watson, Brody e Brody (2001, p. 362 e 363) des-
tacam o papel que a Fisica, mais especificamente, a Mecanica Quantica, exerceu na orientagao

desses dois cientistas para que chegassem a uma correta concepcao da estrutura do DNA:
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Figura 2: Padrdo de difracdo de raios X em fibras constituidas por moléculas de DNA. A lo-
calizacdo dos maximos (regides claras) e dos minimos (regides escuras) de intensidade desses
raios € utilizada para a determinacdo da posi¢ao de cada dtomo ou centro dipersor da mélecula.
Assim, consegue-se determinar a estrutura da molécula. Extraido de Neidle (1999).

O cristalégrafo americano Ferry Donahue convenceu a Crick e a Watson so-
bre um argumento da mecanica quantica acerca da ligacdo do hidrogénio e
do emparelhamento da adenina somente com a timina e da guanina apenas
com a citosina; isso os colocou na dire¢do tedrica certa. Em fins de fevereiro
de 1953, no dia seguinte ao da coversa com Donahue, Watson subitamente
percebeu que "um par adenina-timina mantido junto por duas ligacdes de
hidrogénio apresentava forma idéntica a de um par guanina-citosina". Essa
ligacdo e esse emparelhamento resolveram o ultimo problema que eles en-
frentavam, pois explicavam por que os dois tipos de pares de bases eram
idénticos na forma, de modo que a estrutura da dupla hélice seria composta

de angulos e rota¢des uniformes.

E interessante frizar que uma descoberta (a dupla-hélice do DNA) realizada por uma
equipe interdisciplinar envolvendo fisicos, bidlogos e quimicos favoreceu para que o c6digo
genético fosse totalmente elucidado e que, com isso, muitas doengas genéticas pudessem ter

suas origens conhecidas.

A difracao de raios X também foi aplicada ao estudo da estrutura de proteinas como
a hemoglobina, por exemplo. Max Perutz (1914-2002) e seus colaboradores utilizaram essa
técnica para determinarem a estrutura da hemoglobina humana, proteina que estd associada ao
transporte de oxigénio e gés carbdnico no sangue (Perutz, 1964). Conforme veremos adiante,

uma sindrome hematoldgica estd associada a um defeito estrutural da hemoglobina e o primeiro
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a fazer essa associagdo foi Linus Pauling (1901-1994) e seus colaboradores (Pauling et al.,

1949).

Introduzir nesta secao alguns fatos sobre a descoberta da estrutura do DNA e da hemo-
globina seria uma digressao se nio fossem eles frutos da pesquisa interdisciplinar, envolvendo

a Fisica, a Biologia e a Quimica.

Semelhantes a matéria inanimada, os organismos vivos sdo constituidos de 4tomos e
moléculas. Portanto, sé é possivel explicar os mecanismos dos processos biolgicos, em nivel
molecular, através de uma teoria que forne¢a uma descri¢do satisfatoria para essas estruturas, a

Mecéanica Quantica.

Autores como Davydov (1982, p. 1), assumem postura semelhante no que diz respeito
a suposta diferenca entre a matéria inanimada e a viva. Para esse autor, ¢ um erro afirmar
que hd uma diferenca fundamental entre esses dois tipos de matéria sendo, a complexidade e
a variedade de propriedades especificas que aquela dltima possui. Davydov acredita que nao
restam duvidas de que a vida é uma manifestacdo especial de processos fisicos e quimicos
ocorrendo em sistemas moleculares complexos que interagem com outros sistemas através do

intercambio de energia e matéria.

A complexidade dos sistemas "vivos" pode se manifestar em muitos aspectos, a come-
car pelo grande niimero de dtomos envolvidos. Quando se pretende descrever sistemas com esse
tipo de caracteristica, as leis da Mecanica Classica podem ser aplicadas sem prejuizo (Anjos e
Vieira, 2008, p. 149). Alguns autores afirmam que a Mecanica Quantica rege os fendmenos
do mundo "microscépico”, enquanto a Mecanica Cldssica descreve corretamente os fendmenos
macroscopicos de baixas energias (Nussenzveig, 1998, p. 245). O termo microscépico ai em-
pregado, no entanto, refere-se a sistemas com dimensdes abaixo da real escala microscépica
(10~5m).

No ambito das células, sistemas microscopicos de fato, muitas propriedades fisicas
podem ser obtidas através de modelos cldssicos, onde conceitos como o de forca, por exemplo,

nos parece bem mais definido. Esse foi o legado de Isaac Newton e outros.

Embora a estrutura e as propriedades fisico-quimicas de células devam ser fundamen-
talmente descritas pelas leis da Quimica e da Fisica, existem diferengas importantes entre a ma-
téria inanimada e a matéria viva que fazem com que essas leis sejam aplicadas diferentemente
para esses materiais. Safran et al. (2005) justifica essa diferenca afirmando que mesmo que o
objeto de estudo se concentre somente na estrutura fisica e na dinamica dos componentes celu-

lares, ndo considerando, portanto, problemas mais complexos de genética e desenvolvimento, é
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necessdrio considerar a funcdo da célula ao se descrever a sua estrutura.

1.2 Propriedades Mecanicas de Células e Patologias

Nas udltimas décadas do século passado e do atual, muitas evidéncias bioquimicas e
biofisicas vem sendo acumuladas produzindo uma complexa e detalhada representagdo sobre a
composi¢do da membrana, a microestrutura e a deformabilidade de células. Apesar do grau de
detalhamento, tal representacdo ainda possui alguns elementos conflitantes e muitos trabalhos
estdo consolidando uma ponte entre o que se sabe sobre a bioquimica da membrana e o conheci-
mento de propriedades fisicas in situ (Mohandas e Evans, 1994). Dentre as propriedades fisicas

utilizadas no estudo de células, destacam-se as propriedades mecénicas.

As propriedades mecanicas de células vivas sdo de grande importancia para um bom
funcionamento fisiolégico dos organismos, porém o conhecimento a cerca das mesmas ainda é
considerado limitado. Bhushan e Fuchs (2006, p. 19) justificam tal limitacdo afirmando que ndo
ha um total entendimento sobre o processo de resposta estrutural da célula a tensdes externas,
bem como do papel que a micromecanica exerce em vérias condi¢des fisioldgicas e patolégicas

e sobre como a elasticidade de um certo tipo de células se altera em processos patoldgicos.

Discher et al. (2009) relatam que quando um paciente procura um consultério médico
geralmente € por causa de um "defeito mecanico" em um tecido ou orgdo; seja por um carogo
ou um inchaco, seja por uma dor acompanhada de uma rigidez muscular. Baseado nisso, esses
autores afirmam que para entender os aspectos relacionados com o estado normal ou patold-
gico dos sistemas vivos deve-se, primeiramente, explicar como as forcas fisicas e as estruturas

mecanicas contribuem para ativar as propriedades materiais de células e tecidos.

Segundo Discher et al. (2009), inicialmente se reconhecia somente a importancia que
as forgas fisicas exerciam na fisiologia de sistemas, como o respiratdrio, circulatério e de loco-
moc¢ao, mas nos ultimos anos vem se reconhecendo o papel destas forcas em fendmenos que
ocorrem em escalas menores, como nas células e em macromoléculas. Este € o campo da bio-
mecanica. Nesse drea de estudo, analisa-se o efeito de for¢as que podem ser de origem externa a
estrutura celular onde atuam ou resultantes da acdo de véarios dos seus componentes estruturais

(Durén, 2003, p. 40).

Apesar da biomecénica constituir um campo de pesquisa relativamente novo dentro da
Biofisica, Pelling e Horton (2007) afirmam que muitos conceitos atuais desse campo investiga-
tivo estdo relacionados com observagdes realizadas ha cerca de 300 anos. No inicio do século

XVIII, por exemplo, Antony van Leeuwenhoek, ao observar o interior de uma célula, perce-
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beu que pequenos corpusculos ali se movimentavam aleatoriamente. Hoje sabemos que tais

3 no ci-

corpuculos sdo organelas e outras particulas que podem executar movimento Browniano
toplasma. Esse fato demonstra que muitos fendmenos previamente observados aguardariam por
explicacdes a luz da ci€éncia moderna. Além dos conhecimentos modernos, devemos ressaltar o

papel das técnicas modernas.

Para Pelling e Horton (2007), no inicio das investigacdes de propriedades mecanicas
celulares, além de uma teoria do contato, era necessdrio a utilizagdo de técnicas que pudessem
explorar o contato de estruturas microscopicas. Algumas dessas técnicas comecaram a ser de-
senvolvidas e aplicadas a esse tipo de estudo ainda no século XX, como € o caso da técnica de

aspiracao por micropipeta (Evans e Rawicz, 1990).

Nos ultimos anos, a mecanica celular tem sido estudada por vérias técnicas. Dentre
elas, encontra-se o procedimento de cell poker, onde se estuda a deformabilidade celular base-
ada na sua resisténcia a indentagdo com uma fibra de vidro de extremidade achatada (Peterson
et al.,1982; Zahalak et al., 1990 apud Hassan et al., 1998). Outras técnicas incluem: a aspiracdo
por micropipeta, como observado nos trabalhos de Young and Evans, 1989; Shao e Hochmuth,
1996, a espectroscopia flicker (Zilcker et al., 1987; Zeman et al., 1990), a microscopia de varre-
dura actstica (Luers et al., 1991; Bereiter-hahn et al., 1995), pincas 6ticas (Ashkin e Dziedzic,
1989; Svoboda et al., 1992; Brandao et al., 2003), microscopia de desfocalizacdo (Agero et al.,
2003; Neto et al., 2006) e a microscopia de for¢a atdmica (Radmacher et al.,1996; Mahaffy et
al., 2004).

Dentre essas técnicas, aquelas que necessitam do contato fisico para sondar a mecanica
celular o fazem através de dois tipos de abordagem. Na primeira delas, a single cell, estuda-
se a mecanica considerando a célula como um todo. Na segunda abordagem, a mecanica dos

componentes estruturais da célula é analisada de forma individual (Kuznetsova et al., 2007).

Na literatura encontram-se numerosos trabalhos que exploram essas técnicas para cor-
relacionar as alteragdes das propriedades mecanicas celulares com certas doengas. Isso pode ser
observado no trabalhos de Mohandas e Evans (1994) e Ketene et al. (2011). Mohandas e Evans
estudam o impacto estrutural de doengas genéticas nas células vermelhas do sangue, enquanto
Ketene et al. investigam o efeito do cincer na estrutura de células ovarianas. Ambos autores,

observam alterag¢des nas propriedades mecanicas dessas células.

Trabalhos como o de Lim et al. (2008) e Rebelo et al. (2011) investigam a relagao

entre a malignidade de certos tipos de cancer com a capacidade de deformacdo das células can-

3Movimento aleatério de particulas macroscépicas num fluido como consequéncia dos choques das moléculas
do fluido com essas particulas.
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cerigenas. Rebelo e seus colaboradores analisaram diferentes tipos de cancer que afetam as
células epiteliais renais, concluindo que as células do tipo de cancer que apresenta maior agres-
sividade, ou seja, maior potencial metastético, sdo mais "deformdveis". Além disso, as células

cancerigenas, em geral, se mostraram mais deformaveis que as células nao-tumorigénicas.

Até aqui, ndo discutimos o assunto de forma quantitativa, uma vez que as proprie-
dades mecanicas utilizadas pelos autores mencionados nao foram definidas. Nos restringimos
ao termo "grau de deformabilidade", para qualificar a diferencga existente entre as células em
circunstancias normais e aquelas em casos patoldgicos. Tais propriedades serdo definidas na

préxima secdo e, a partir delas, quantificaremos a deformabilidade celular.

1.3 Elasticidade, viscosidade e shape

No estudo de propriedades mecanicas de materiais em geral, destacamos trés grande-
zas: o0 médulo de elasticidade ou de Young (E), o médulo de cisalhamento (G) e a viscosidade
(n). Quando um solido estd submetido a tensdes (forca por unidade de édrea), ele pode estar
sendo comprimido, tracionado e/ou cisalhado, dependendo da dire¢do e do sentido que tensao
resultante se apresenta. Em cada um desses fendmenos, o corpo apresenta uma certa resisténcia

para se deformar.

O moédulo de Young (E) € a grandeza fisica que caracteriza a elasticidade de um mate-
rial e a resisténcia que o mesmo oferece em se deformar sob acdo de tensdes normais ao plano

de aplicacdo. Essa grandeza € definida pela eq. 1.1:

g

A

F AL
T (1.1

onde F é o mddulo da forca aplicada sobre uma drea A e AL/L é a deformagido relativa do
material (Resnick et al., 1996, p. 284). Observamos entdo que, nesse caso, a tensdo € linear

com a deformacdo.

O moédulo de cisalhamento (G) € a resisténcia a deformagdo imposta por uma tensao
que se aplica tangencialmente a superficie so sélido, obedecendo a uma equacao similar a eq.

1.1 dada por:

F AL
L _g= 1.2
2 2 (1.2)

Podemos perceber que esses dois médulos, exceto pelas unidades (N.m~2), sdo analogos a
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Figura 3: Deformacdes eldsticas de um sélido: (a) sob tragdo. (b) sob cisalhamento.

constante elastica ou de mola (k) encontrada na lei de Hooke unidimensional (em moédulo):

F = kAx (1.3)

Da mesma forma, a constante de mola € uma resisténcia a deformacao, ou seja, para uma dada
deformag@o Ax ou AL/L, quanto maior o valor de k, E ou G, maior serd a forca F ou a tensido

que devera ser aplicada ao sélido.

Ambas equagdes se aplicam ao regime eléstico dos sélidos, ou seja, aquele em que
as deformacdes cessam na auséncia de tensdes ou forgas. O leitor deve ser advertido que as
equagdes acima tém natureza vetorial, mas como indicamos sempre a dire¢do em que a forca
estava sendo aplicada, achamos conveniente omitir a notagdo vetorial. Na figura 3, ilustramos

as deformacdes eldsticas discutidas acima.

No caso dos liquidos, a propriedade mecanica cabivel € a viscosidade (1) que pode
ser analisada pela equacdo de Newton (eq. 1.4). Analisando a eq. 1.4, percebemos que a
viscosidade é um fator de proporcionalidade e que, novamente, pode ser pensada como uma

espécie de resisténcia; nesse caso ao escoamento.

dv,
B =1 (1.4)
A figura 4 nos da uma idéia de como a eq. 1.4 pode ser aplicada. Considere um fluido aprisi-
onado entre as placas paralelas de drea A. Quando as placas se movem relativamente sob acdo
de um for¢a F' ou tensdo Ty,, por exemplo, parte do movimento € compartilhado com o fluido.
Se imaginarmos o fluido constituido de varias camadas horizontais, uma sobre a outra, veremos

que para o fluido escoar, tais camadas deverdao apresentar um movimento relativo entre si.

As camadas mais proximas da placa superior, ou seja, proximas ao ponto de aplica-
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Figura 4: Fluido escoando entre placas paralelas méveis. A intensidade do gradiente de veloci-
dade na direc@o y € inversamente proporcional a viscosidade do fluido.

X

cdo da forca, movem-se com velocidade maior do que as camadas inferiores o fazem. Esse
comportamento € ditado pela viscosidade. Quanto menos viscoso o fluido for, as suas camadas
terdo mais facilidade para se moverem relativamente e dissiparem a energia cinética fornecida.
Assim, por conta dessa dissipag¢do, a velocidade na camada superior (v{) ndo serd totalmente co-
municada a camada mais inferior que passa a se mover com velocidade menor v,, ocasionando

um gradiente de velocidade no interior do fluido (Barnes et al., 1993, p. 2).

Na figura 4, o movimento das camadas se dd na direcdo do eixo x, enquanto o gradi-
ente de velocidade estd orientado na direcao perpendicular y. Concluimos que para uma mesma
tensdo Ty, quanto maior a viscosidade, menor serd o gradiente de velocidade no fluido. Assim,
quando a viscosidade aumenta, a resisténcia para as camadas se movimentarem também au-
menta e o movimento das placas € bem mais comunicado a todas as partes do fluido, havendo,

portanto, menor dissipag¢do de energia (Makosko, 1994).

As células nem sdo totalmente s6lidas, nem totalmente liquidas, apresentando portanto
as duas caracteriticas. Materiais em geral que apresentam o mesmo comportamento que as

células, sdo chamados de viscoelasticos.

Apesar de se observar um grande variedade de células com diversos formatos e fun-
coes, os elementos estrurais basicos da grande maioria sdo os mesmos: fluidos preenchendo
seus interiores, enquanto uma rede de filamentos protéicos mantém o formato das mesmas
(Boal, 2002, p. 1). Obviamente, sdo estes constituintes que conferem o comportamento Vvis-

coelastico das células.

Na descri¢do de propriedades mecanicas de células, além das grandezas ja menciona-
das, utiliza-se o shape. O shape* nada mais é do que o formato ou a conformacio geral da

célula. Ele pode ser associado com um parametro ou grandeza fisica que, por sua vez, descreve

“Durante todo o texto adotaremos o uso deste termo em inglés com o intuito de manter a uniformidade com
nomenclatura técnica internacional, embora o leitor possa traduzir para o portugués sem perda de generalidade.
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uma propriedade mecénica celular. Segundo Kamm e Mofrad (2006), a capacidade de uma
célula para realizar sua funcdo depende do seu shape e ele é mantido através de sua rigidez

estrutural e de sua atividade metabdlica.

A curvatura gaussiana (K) € um objeto matemdtico que caracteriza superficies em ge-
ral. Tal objeto € estudado pela Geometria Diferencial de superficies e mede o quanto uma
superficie S se afasta de um plano tangente a S, passando por um ponto P, pertencente a S (do
Carmo, 2008, p. 172). A curvatura gaussiana € uma fun¢do de ponto, ou seja, para cada ponto

de uma superficie existe uma valor para K.

A distribuicdo de curvatura gaussiana pode trazer uma informac¢ao global da superficie,
ou seja, o quao curva ou plana € a superficie estudada. Uma esfera de raio R, por exemplo,
tem curvatura gaussiana constante e igual 1/R?. Assim, a distribui¢io de curvatura gaussiana
de todos os pontos sobre a esfera é dada por um pico no valor K = 1/R%. Para um plano,

obviamente, a curvatura gaussiana € constante e igual a zero.

A relacdo entre a curvatura K e as propriedades mecanicas de uma célula pode ser esta-
belecida pela energia de curvatura. Modelos como o de Peterson (1992), calculam a energia de
curvatura para hemécias e conseguem prever suas mudancas de shape para formas observadas

em muitos casos patologicos.

Da mesma forma, Gompper e Schick (2008, p. 110) estabelecem um funcional (Fj,,[S])

para a energia livre que descreve a tendéncia da membrana plasmatica em se curvar:

Fpm[S] = FS‘L[S] +Fg[S] +Fad[s] (L.5)

onde os termos a direita sdo, respectivamente, funcionais que se referem a curvatura espontanea,
a curvatura gaussiana e da diferenca de drea de uma superficie S. Destaca-se o funcional da

curvatura gaussiana:

S| =K, fé dAK(7) (1.6)

Esses fatos demonstram que a distribui¢do de cuvatura € um dado adicional no estudo
de propriedades mecanica de células. Nosso trabalho ndo discute os modelos que levam em
consideragdo essa curvatura, pois isso exige um grande detalhamento matematico que foge ao
escopo deste texto. Assim, ndo obteremos a energia de curvatura como propriedade mecanica.
Faremos uma sugestam para a determinacgdo da distribui¢io de curvatura gaussiana a partir das

imagens de Microscopia de Forca Atomica.
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1.4 A Microscopia de Forca Atomica e sua aplicacdo a investi-
gacao de propriedades mecanicas de células

Nos udltimos 25 anos, com o advento da técnica de Microscopia de Forca Atomica
(AFM), foi possivel estudar as propriedades mecéanicas em niveis macro e microscopicos da
estrutura celular, bem como a distribuicdo espacial dessas propriedades em uma tnica célula

(Hansma, 2001 apud Kuznetsova et al., 2007).

A técnica de AFM é um método relativamente novo para a obten¢do de imagens de
vérios tipos de superficie, incluindo aquelas encontradas em células vivas e fixadas® (Bischoff e
Hein apud Kuznetsova et al., 2007). Essa técnica faz parte de um grupo de técnicas de micros-
copia, denominado Scanning Probe Microscopy (SPM), pelas quais a producdo de imagens e
outros tipos de propriedades fisicas sdo obtidas através da andlise de interagdes entre uma sonda

€ a amostra.

A sonda consiste de uma ponta (tip) com dimensdes nano e micrométricas, acoplada
a um suporte denominado cantilever que, por sua vez, tem uma ou mais de suas extremidades
fixas a um substrato com dimensdes de alguns milimetros. Na figura 5 observa-se a micrografia
de um sonda com dois tipos de cantilevers: um retangular e dois triangulares. Destacamos
as extremidades para indicar a localizagdo das tips. Uma ampliacdo sobressaltada revela a

geometria usual de uma tip.

Como AFM ¢ uma técnica de microscopia de varredura, € imprescindivel a utilizacdo
de um dispositivo que promova o movimento relativo entre sonda e amostra afim de que as
interacoes possam ser detectadas em varios pontos de uma mesma regido de interesse. Tal

dispositivo é chamado de scanner (Zanette, 1997).

Salvo algumas alteracdes, o microscopio de forca atdbmica consiste basicamente de um

arranjo como mostrado na figura 6:

Para se monitorar a interacdo sonda-amostra, utiliza-se um laser que, ao se refletir na
superficie do cantilever, atinge um fotodetector. A varia¢do da posi¢@o do laser no fotodetector
serd utilizada para monitorar as deflexdes do cantilever (ocasionadas pelas forgas de interacio) e

também para produzir sinais elétricos que serdo utilizados no mecanismo de feedback (Zanette,

>0 termo aqui empregado refere-se as células que foram submetidas ao processo de fixagio estrutural, e nio a
uma imobilizac¢do sobre uma determinada superficie. Em muitos estudos que envolvem a observag¢ao da morfologia
das células fora do seu meio natural, faz-se necessdria a utiliza¢do de certas substancias quimicas (os fixadores) que
interagem com os constituintes celulares de forma a manterem a morfologia estdvel. Geralmente o uso de fixadores
acaba interrompendo o metabolismo da célula e a mesma acaba morrendo. Poderiamos dizer que a fixacdo é uma
espécie de "embalsamamento” celular.
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Figura 5: Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura de uma sonda de AFM con-
tendo trés cantilevers. Um retangular (mais abaixo) e dois triangulares ou em "v". As respecti-
vas tips ou pontas situam-se nas regides destacadas em vermelho. Imagem extraida e adaptada

do site nanotechweb.

Fotodiodo

Prisma —ﬁ B
Espelho ‘ Cantilever Laser
e

‘ Substrato

Amostra

Scanner
XYZ

Figura 6: Representacdo esquemdtica dos componentes bédsicos de um microscépio de forga
atobmica. Um feixe de laser é direcionado para a superficie refletora de um cantilever e dai
segue para um fotodiodo. A medida em que toca a superficie, o cantilever se deflete e o feixe
de laser sofre deslocamentos sobre os quadrantes A, B, C e D do fotodiodo. O fotodiodo
converte esses delocamentos em sinais elétricos que serdo utilizados para monitorar e controlar
o posicionamento relativo sonda-amostra. Adaptado de Bhushan et al. (2007).
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1997). Este mecanismo consiste no processamento, amplificacdo e produgdo de sinais elétricos
que sdo utilizados para manter a constancia de um determinado parametro de referéncia que

esteja relacionado com a intera¢do sonda-amostra.

Para exemplificar seu funcionamento, suponha que o parametro de referéncia seja uma
determinada deflexdo do cantilever. A medida em que a sonda "varre" a amostra, interagindo
com a mesma em pontos distintos, as for¢as de interacao podem sofrer modificagdes que acarre-
tam em mudancgas na deflexdo de referéncia do cantilever. Quando isso ocorre, o laser refletido
atingird o fotodetector em uma posicao diferente da que incidia antes na deflexdo de referéncia.
Essa variacdo indicard ao feedback que o parametro de referéncia estd modificado, ou seja, que

a interacdo sonda-amostra foi alterada.

Se essa intera¢do depender da distancia (o que geralmente ocorre), 0 mecanismo de fe-
edback produzird um sinal elétrico que intervird no scanner, fazendo com que este modifique a
distancia de separacdo entre a sonda e a amostra para que a deflexdo de referéncia seja reestabe-
lecida. Assim, o feedback detecta as mudancas na deflexdo de referéncia e faz uma intervengao

no sistema sonda-amostra para que o parametro de referéncia volte ao seu valor original. E

nessa intervengdo que se extrai o dado topografico e outras propriedades da amostra.

Ha trés formas de se promover a interacao sonda/amostra para a obtenc¢ao de imagens e
de outras propriedades (modos de operacdo): o modo contato, também conhecido como contact
mode ou dc mode, 0 modo de contato intermitente ou periddico (tapping mode) € o modo de

nao-contato.

No modo contato, a tip estd fisicamente em contato com a superficie da amostra en-
quanto a mesma € varrida. A forga de interacdo € repulsiva e é possivel obter imagens com
maior rapidez sem perda de resolucdo. Executado em ar (condi¢des ambientais do laboratorio)
ou em meio liquido, esse modo fornece além de imagens topograficas, informacdes sobre as for-
cas laterais (atrito) e as normais, de curto e longo alcance, que atuam no sistema sonda/amostra.
Em ar, a tip fica parcialmente imersa em uma camada de fluido adsorvida sobre a superficie da
amostra (camada de contamina¢ao). Essa camada contribui para acao de forcas de capilaridade
que aumentam a forga exercida pela tip sobre a amostra, podendo prejudicar a andlise e dani-
ficar a amostra. No entanto, tais forcas podem ser eliminadas empregando-se o modo contato
em um meio liquido, onde a tip e a amostra estio totalmente imersas (Morris, Kirby e Gunning,

1999, p. 51).

No tapping, em ar, a tip varre a amostra fazendo contatos intermitentes enquanto oscila
sobre a mesma, evitando assim, uma longa permanéncia na camada de contamina¢@o. Nesse

caso, utilizam-se forcas atrativas de longo alcance para se monitorar a interagdo sonda/amostra.
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As vantagens no uso do modo intermitente sdo: a eliminacao de forcas laterais na detec¢do, a
alta resolucao lateral sobre muitos tipos de amostra e a utiliza¢do de for¢as com baixa intensi-
dade, preservando a integridade da amostra durante a obtencao de imagens. Além de topografia,
o modo tapping pode ser utilizado para a obten¢ao de imagens que revelam propriedades elétri-
cas e magnéticas de materiais. A desvantagem na aplicacdo desse modo de operagdo deve-se a
baixa velocidade de varredura (Morris, Kirby e Gunning, 1999, p. 51). J4 no modo ndo-contato,
a tip oscila préximo a superficie da amostra sem toca-la, ficando acima da camada de conta-
minac¢do e interagindo com as forcas de van der Waals que se extendem até 10 nm acima desta
camada. Essas forcas de interacdo sdo relativamente mais baixas, o que ocasiona uma baixa
resolucdo lateral (condicionada pela distdncia sonda/amostra) e consequente limitacdo desse
modo (Morris, Kirby e Gunning, 1999, p. 53).

A resolucgdo vertical da técnica de AFM operando em ar € de aproximadamente 0,1-
0,5 nm, enquanto na horizontal é de 1-5 nm, dependendo da rigidez da amostra. A resolugdo
horizontal sobre a superficie de células vivas, em liquidos, tende a diminuir para algumas de-
zenas de nandmetros devido a "maciez" da superficie da membrana (Kuznetsova et al., 2007),
dificultando o processo de medida topografica. Segundo Alessandrini e Facci (2005), a sensibi-
lidade e a resolugdo da técnica também dependem das caracteristicas da tip e do cantilever (por

exemplo, raio, formato, material e etc.).

Do ponto de vista bioldgico, a grande vantagem da técnica de AFM ¢é a capacidade de
obtencdo de imagens de estruturas biologicas em condi¢des fisiolégicas (Morris, Kirby e Gun-
ning, 1999). Informacdes topograficas e investigagdes de estruturas intracelulares utilizando
esta técnica sdo relatadas em trabalhos como de Pietrasanta et al., 1994; Braet et al., 1998 apud
Nowakowski e Luckham, 2002. Esta poderosa técnica é também usada para caracterizagao
qualitativa e quantivativa de propriedades mecanicas de materiais bioldgicos (Kuznetsova et al.,
2007).

Em geral, as propriedades mecanicas de diversos tipos de materiais, inclusive biologi-
cos, sdo obtidas a partir de uma indentagdo. O teste de indentacdo ¢ um método simples que
consiste, essencialmente, em tocar um material em estudo cujas propriedades sdo desconheci-
das (m6dulo de Young, viscosidade e etc.) com outro material de propriedades mecanicas e
geométricas conhecidas. O objeto de propriedades mecanicas conhecidas que € utilizado para
se fazer o contato com o material investigado recebe o nome de indentador (fig.7a). Durante
esse contato, analisa-se a relacdo carga-indentacdo enquanto o indentador recebe incrementos

de carga® AF. Tanto a carga (F), quanto a profundidade de penetracdo ou indentagdo (§) im-

®Esse termo é usualmente utilizado na Mecdnica do Contato e pode ser entendido aqui como uma forga no seu
sentido fisico.
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Figura 7: Representacdo do processo de indentacdo. (a) Diagrama do contato entre indentador
com a superficie da amostra. (b) Curva de for¢a por indentacgao.

postas pelo indentador ao material em estudo sao registrados no momento em que cada um dos

incrementos de carga € aplicado (fig. 7b).

Os dados obtidos da relagdo carga (forca) versus indentacdo durante o movimento
de aproximacdo ou de acréscimo de carga (curva 1 na fig. 7b) podem descrever um contato
inicialmente eldstico que pode se extender até o limite deste regime, passando em seguida ao
escoamento plastico. Uma vez que o indentador para e inverte seu movimento (curva 2 na fig.
7b ), passando a se afastar da amostra, hd um decréscimo de for¢a aplicada e novamente os
dados da relacdo mencionada s@o coletados. Se durante a aproximagado o indentador ultrapassa
o regime eldstico, a curva que descreverd a forca versus deslocamento para o movimento de
aproximagdo nao coincidird com a de afastamento, o que caracteriza uma histerese entre as

curvas.

O conhecimento do ponto que corresponde a maxima indentagdo ou penetragdo para
uma dada forca aplicada, juntamente com a inclinac@o da curva de afastamento no respectivo
ponto, possibilita a medida do médulo de Young da amostra analisada. Em alguns casos, é

possivel medir o médulo de Young também pela curva de afastamento.

Para materiais viscoeldticos, a relacdo entre a forca aplicada e a indentac¢do ndo € sim-
ples e depende da taxa com que a forca € aplicada, bem como de sua intensidade. Para tais
materiais, o processo de indentagdo serd acompanhado de um creep. O creep € uma variagao
que ocorre na indentagdo sob acdo de uma forca constante aplicada. A andlise da curva de
creep fornece uma informagdo quantitativa sobre a elasticidade aparente da amostra e de sua
viscosidade. No capitulo 3, mais detalhes sobre os processos de indentacdo e do estudo de

propriedades mecanicas serdo fornecidos.

Em suma, para se obter informacdes sobre as propriedades mecanicas de um dado
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material, devemos indenté-lo e estudar o comportamento do seu processo de deformagdo através
de uma curva do tipo for¢a versus deslocamento ou forgca versus indentacdo. Ja que a tip de
uma sonda de AFM consegue tocar a superficie da amostra, ela pode entdo ser utilizada como
um indentador e a deflexdo do cantilever, causada pela deformagao, pode ser utilizada para se

monitorar a for¢a aplicada.

Em AFM, as propriedades micromecanicas da superficie celular e de camadas subja-
centes podem ser detectadas tanto no modo contato, quanto no modo tapping. O procedimento
basico de operacdo em modo contato para estudos das caracteristicas mecanicas de células e
tecidos € a espectroscopia de for¢a, denominada as vezes de Force Curve ou Force Volume,

dependendo da abrangéncia espacial da medida.

» Retracao
<4—Extenséo

Deflexao

e > =
Distancia Z entre sonda e amostra

Figura 8: Curva de forca obtida sobre uma amostra rigida através de um microscopio de forga

atdmica operando em ar. Adaptado de Bhushan et al. (2007).

A curva de forga (Force Curve) (fig. 8) contém informagdes sobre as interacdes
sonda/amostra de curto e longo alcance em um determinado ponto da amostra, enquanto o
Force Volume é uma colecdo dessas curvas de forca ao longo de uma determinada drea de var-
redura. Ambas representam uma base para a estimativa de propriedades mecanicas celulares,

bem como de outros tipos de materiais (Kuznetsova et al., 2007).

Na curva de forca da fig. 8, destacamos quatro eventos. O evento A, situado na curva
de extensdo ou aproximacao, indica que quando a tip estd bem proxima da superficie da amostra
ela é subitamente atraida, fazendo com que o cantilever sofra uma deflexdo negativa. O evento B
indica o ponto de contato, dali por diante as forcas que atuario no cantilever serdo extremamente
repulsivas, deflexionando o mesmo no sentido positivo. Se amostra for altamente elastica, ou
seja, com altisso médulo de Young (equivalendo ao termo "dura" no senso comum), entdo a

inclinacdo da curva a partir deste ponto serd constante e igual a 1. Isso também ocorrerd na
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curva de retragdo ou de afastamento até que seja atingido o ponto C em que as forcas repulsivas
deixam de agir, para darem lugar as forgas atrativas. O evento D indica a adesdo dessas forcgas
atrativas de curto alcance. Uma vez que a tip continua se afastando, ela consegue sair dessa
regido atrativa e sofre outra mudanca subita em sua deflexdo. Segundo Bhushan et al. (p. 604,
2007) o deslocamento horizontal entre as curvas de extensao e retracdo € causado pela histerese

na ceramica piezoelétrica que compde o scanner.

Através de um curva de for¢ca como a da fig. 8, seja a de extensdo ou de retracdo,
¢ possivel obter o médulo de Young. Segundo Kuznetsova et al. (2007), a estimativa de E
utilizando a andlise da(s) curva(s) de forca obtida(s) via AFM depende do modelo mecanico
utilizado. A maioria dos artigos que avaliam o modulo de Young de células utiliza modelos
de contato hertziano. Tais modelos descrevem um caso simples de deformacao elastica de dois

corpos perfeitamente homogéneos em contato e submetidos a uma tensao.

Para a utilizagdo do modelo de Hertz € necessdrio que se facam duas consideracoes:
na primeira delas, admite-se que o indentador tenha forma esférica ou parabdlica e, na segunda,
que a amostra indentada seja extremamente espessa quando comparada a profundidade de in-

dentacdo (Kuznetsova et al., 2007).

Adotando-se este modelo e aproximando’ a forma da tip a de uma esfera de raio R, a

forca F(8) sobre o cantilever serd dada por:

F(8) 4\/_15 *§3/2 (1.7)

onde J é a indentacdo e E* é mddulo efetivo do sistema zip/amostra. Ja o médulo efetivo esta

relacionado com o0 médulo de Young da amostra (Eqmpre) pela equagdo 1.8

2 2
1 _ 1— vtzp i 11— Dsample (1.8)
E* Etlp Esample

em que Etjp, Vrip € Egumples Usample $30 08 modulos de Young e as razdes de Poisson para o
material da #ip e da amostra, respectivamente. No caso de células, € comum a aceitacdo da
hipétese da incompressibilidade desses materiais e, geralmente, toma-se o valor de 0,5 para

Usample (Treloar, 1975, apud Radmacher, p. 72, 2002).

Os parametros F e J sdo extraidos a partir das curvas de forca e, assim, pela eq. 1.7,
obtem-se 0 médulo efetivo. Com esse pardmetro, conhecendo-se as propriedades (Ej;p, Vyip) do

material que constitui a tip e estimando-se a razao de Poisson da amostra, pode-se determinar o

7Essa aproximacio é vélida para o modelo de Hertz se o raio da tip for muito maior do que a profundidade de
indentagcdo Mabhafty et al. (2000)
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modulo de Young da mesma utilizando-se a eq. 1.8.

Outra propriedade mecanica importante € a viscoelasticidade. A maioria dos materiais
que ndo sdo puramente viscosos € que geralmente apresentam comportamento eldstico signifi-
cativo sdo chamados de viscoeldsticos. O parametro chave que caracteriza a viscoelasticidade
¢ o tempo de resposta do material deformado. Quanto menor for o tempo de resposta (tempo
necessario para voltar a uma conformacdo original), comparado ao tempo de deformacao (ex-

perimento), menos viscoso o material serd (Gillies, Prestidge e Attard, 2002).

A razdo entre o tempo de resposta do material T e o tempo ¢ do processo de deformacgao

€ definida como niimero de Deborah (De), conforme a eq. 1.9:

De = (1.9)

T
1

Assim, baixos nimeros de Deborah caracterizam materiais viscoeldsticos cuja resis-
téncia ao escoamento € menor, eles se comportam mais como liquidos do que como sélidos.
Para niimeros de Deborah maiores, ocorre o inverso. Temos entdo os seguintes limites: para li-
quidos De — 0 e para sélidos De — oo. Podemos concluir também, pela andlise da eq. 1.9, que
os liquidos apresentam tempos de resposta pequenos, enaquanto o sélidos demostram grandes
tempos de resposta para um dado periodo ¢ de deformacdo. Devemos salientar que no limite
de altissima viscosidade, ou seja, grandes nimeros de Deborah, os objetos se comportam como
sélidos (Verdier et al., 2009).

Através de medidas dindmicas das propriedades mecanicas € possivel se analisar res-
postas elésticas e viscosas simultaneamente. Nessas medidas varios parametros que descrevem
os comportamentos eldsticos ou viscosos podem ser obtidos, sdo eles: o mddulo de cisalha-
mento (G), o mdédulo complexo (G*), o médulo de Young (E), o médulo de armazenamento
(G") e 0o médulo de perda (G”). Os dois tltimos médulos relacionam, respectivamente, a habi-

lidade do material em armazenar energia eldstica e de dissipa-la (Macosko, 1994).

Verifica-se um grande nimero de publicacdes que estudam a mecanica de células do
sangue via AFM. Mais especificamente, observa-se um grande interesse pelas células verme-
lhas. Elas tem sido bastante estudadas pela técnica de AFM devido a sua relativa simplicidade
estrutural e a facilidade de seu isolamento para andlise (Swihart, 2001). Isso pode ser verficado
nos trabalhos de Garcia et al. (1997); Safran et al. (2005); Sen et al. (2005); Dulinska et al.
(2006); Wu et al. (2009).
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Figura 9: Imagem tridimensional obtida por AFM de uma hemdcia fixada.

1.5 Hemadcias, Hemoglobinas e Anemia Falciforme

As células vermelhas, também chamadas de hemécias, eritrdcitos e/ou de RBCs?8, sido
células anucleadas constituidas somente por membrana plasmadtica e citoplasma. Essas células
que tem origem na medula dssea e que, em condi¢des normais, constituem a maior populagao
de células do sangue, possuem formato homogéneo de corptisculos circulares, biconcavos com
diametro médio de 8 um (Zago et al., 2001, p. 5). Essas caracteristicas podem ser visualizadas

na figura 9.

Segundo Safran (2005), as RBCs tem grande capacidade de adaptar seu formato para
que possam transpor vasos capilares de diversos tamanhos, o que indica que as propriedades
mecanicas a elas conferidas desempenham um papel fundamental na realizacdo de sua fungdo,

o transporte de oxigénio. Na verdade, as RBCs transportam o oxigé€nio através da hemoglobina.

A hemoglobina (figura 10) é a proteina mais abundante nessas células, constituindo
34% da massa do citosol e consiste, aproximadamente, de seiscentos aminoacidos em quatro
longas cadeias, enoveladas formando uma estrutura globular de 5,5 nm de didmetro (figura 10).
A capacidade de transporte de oxigénio dessa molécula é proporcionada por quatro ions de ferro

que representam apenas 0,3 % de sua massa (Nelson e Cox, 2006, p. 10 e 13).

As hemoglobinas humanas sdo heterogéneas em todas as fases da vida. A tabela 1
indica cada tipo de hemoglobina que pode ser encontrada de acordo com o periodo de desen-

volvimento:

As hemoglobinas embriondrias (Gower 1, Gower 2 e Portland) sdo unicamente expres-

8Sigla em inglés para red blood cell
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Figura 10: Estrutura da hemoglobina. Suas quatro cadeias &, B, o e 3 se enovelam for-
mando um tetramero. Cada ion de ferro (esferas vermelhas) fica localizado em uma das cadeias,
aprisionado em uma estrutura chamada heme. O quarto {fon ndo é mostrado pois esta oculto na
cadeia . Adaptado de Provan e Gribben (2010).

sas nesse periodo e sua sintese ndo é mais reativada durante o crescimento. J4 a hemoglobina
fetal (HbF), que coexiste com a hemoglobina (HbA), predomina na fase fetal. Proximo ao nas-
cimento, a sintese de HbA ¢ ativada e a producdo de HbF vai decaindo. Na idade adulta, a HbA
predomina e ha uma pequena producao (menos de 1%) de HbF nos individuos normais (Zago
et al., 2001, p. 276).

Através do coracdo, o sangue arterial segue para os tecidos periféricos contendo he-
moglobina que esta cerca de 96% saturada com oxigénio. No sangue venoso, que retorna ao
coragdo, a hemoglobina apresenta apenas 64% de saturagdo. Assim, em cada 100 mL de san-
gue arterial que flui ha uma reducdo de quase um ter¢co em virtude da oxigenacdo dos tecidos
(Nelson e Cox, p. 162).

Conforme foi dito no inicio dessa se¢do, as hemécias contém no seu citoplasma molé-
culas de hemoglobina. Assim, somos levados a concluir que o transporte de oxigénio para os
tecidos, além de depender da molécula de hemoglobina, depende do fluxo sanguineo, onde este

ultimo € influenciado pelas propriedades mecanicas das RBCs.

Kuznetsova et al. (2007) afirmando que as func¢des de uma célula sdo essencialmente
determinadas pela sua estrutura que, por sua vez, € caracterizada por certas propriedades me-
canicas, conclui que tais propriedades sejam afetadas por uma grande variedade de processos

fisioldgicos e patogénicos. De fato, a alteracdo da mecéinica na membrana de RBCs geralmente
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Tabela 1: Hemoglobinas observadas durante o desevolvimento ontogenético humano

Periodo Hemoglobina
Hb Gower 1
Embrionéario Hb Gower 2
Hb Porland
Fetal HbF
Adulto HbA
HbA,

Extraido e adaptado de Zago et al. (2001)

indica processos de patogénese de muitas doencas (Miller et al., 2002 apud Khan, 2009). As
anemias hemoliticas constituem um exemplo cldssico de doengas caracterizadas por alteracdes

na estrutura das RBCs (Mohandas e Evans, 1994).

As anemias hemoliticas compreendem um grupo de doencas em que a sobrevida das
RBCs em circulagdo estd muito reduzida e a medula dssea ndo € capaz de compensar esse
problema, mesmo elevando sua produc¢ao. Como a quantidade de RBCs destruidas ¢ maior do
que aquela produzida, o volume de RBCs circulantes torna-se menor, caracterizando o estado

anémico (Zago et al., 2001, p. 244).

Em condi¢des normais, os eritrocitos humanos tem sobrevida média de 120 dias a
partir da saida da medula éssea para o sangue. Desde que deixam a medula éssea na forma
de reticuldcitos e completam sua maturacdo no bago, os eritrocitos comegam a exercer suas
fungdes. A medida que envelhecem, as RBCs perdem atividade enzimdtica, tornam-se densas
e menos deforméveis, sofrendo alteracdes em sua superficie. Tais alteragdes sdo detectadas
por certos tipos de leucécitos (macréfagos) que fagocitam e destrdoem as RBCs, retirando-as da

circulagdo sanguinea (Zago et al., 2001, p. 108).

No entanto, alguns fatores favorecem o encurtamento da sobrevida das RBCs, sdo eles:
anormalidades da membrana eritrocitaria, na hemoglobina, nas enzimas de vias metabdlicas e
agressoes diretas. Com a sobrevida reduzida, as RBCs apresentam rigidez precoce e/ou subs-
tancias em sua membrana que sinalizam positivamente a fagocitose aos macréfagos (Zago et

al., 2001, p. 109).

As anemias hemoliticas podem ser hereditarias ou adquiridas, cronicas ou de apareci-
mento abrupto. Tais anemias também podem ser classificadas segundo os dois tipos de defeitos
estruturais; os intrisecos e os extrinsecos. Os defeitos intrisecos aos eritrocitos sao: altera-

coes da estrutura ou funcdo da membrana, anormalidades da hemoglobina e anormalidades
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Figura 11: Alteracdo estrutural da hemoglobina na anemia falciforme. Uma simples troca de
nucleotideo (adenina por timina) na regido do DNA que é responsével pela sintese da hemoglo-
bina, ocasiona uma sintese da hemoglobina anormal S. Adaptado de Provan e Gribben (2010).

das enzima eritrocitdrias. Ja os defeitos extrinsecos devem-se a processos de ruptura mecanica

das hemadcias, a agentes quimicos, bioldgicos, a processos imunes € auto-imunes, por exemplo
(Zago et al., 2001, p. 247).

A anemia falciforme é um tipo de anemia hemolitica ocasionada por um defeito in-
triseco ao eritrécito, mais especificamente, por uma alteragdo na estrutura da hemoglobina,
caracterizando uma hemoglobinopatia estrutural. Ja haviamos dito na se¢do 1.1 que um de-
feito genético no DNA era responsavel pela anemia falciforme. Na verdade, a mutagcdo genética

desencadeia a hemoglobinopatia que, por sua vez, ocasiona a anemia falciforme.

Essa hemoglobinopatia decorre de um defeito molecular primdrio; uma substitui¢do de
um nucleotideo ou base nitrogenada na regido do DNA responsével pela expressdo da globina
B. A adenina que deveria constituir o cddon 6 do gene da globina € substituida por uma timina
e, em consequéncia disso, a globina passa a apresentar um residuo valil, ndo-polar, ao invés do
glutamil, polar. Tal substitui¢ao resulta em uma hemoglobina anormal, a hemoglobina S (HbS),

com forte predisposi¢ao para se polimerizar (Zago et al., 2001, p. 282 e 290).

Na figura 11, destaca-se com um circulo em vermelho um aminoécido localizado na
regido A da cadeia B; da molécula de HbA. Trata-se do 4cido glutimico. Com a alteragio
genética, outro aminoécido € sintetizado (valina) e passa ocupar aquela posi¢do. O mesmo

ocorrendo para a outra cadeia f3.

Quando a HbS esté na sua forma oxidada, ela apresenta estrutura semelhante a hemo-
globina normal (HbA) o que sugere que a substitui¢cao do residuo glutamil pelo valil, ndo altera

a estrutura global da hemoglobina. No entanto, quando a HbS estd desoxidada e em altas con-
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Figura 12: Imagem tridimensional de AFM em modo contato de uma célula com alteracio
morfolégica devido a anemia falciforme. Imagem gentilmente cedida por Rebelo (2010).

centracdes suas propriedades fisicas diferem daquelas da HbA. A HbS desoxigenada in vitro,
sob condicdes quase fisioldgicas, torna-se relativamente insolivel e agrega-se em polimeros
(Zago et al., 2001, p. 291).

Segundo Provan e Gribben (2010, p. 185), essa polimerizacido induz ao processo de
falcizagcdo das RBCs. A falcizacao se caracteriza por mudangas irreversiveis no shape e na de-
formabilidade dessas células, levando a uma diminuicdo da elasticidade e demais propriedades

reoldgicas, bem como a hemdlise.

O inicio da polimeriza¢dao da HbS € conhecido como nucleagdo e envolve a agregacdo
de pequenos particulados de HbS na sua forma desoxidada. Uma vez constituido um nucleo de
crescimento, a propagacao do polimero cresce exponencialmente. A associacdo dessas molécu-
las para formar o nicleo € um processo estocastico e, por isso, existe um atraso entre a formacgao
do nucleo e a polimerizacdo completa. O produto final desse processo, € um fibra composta por
vdarias moéleculas de HbS que, dependendo da orientac@o no interior celular, deformam a célula
(Provan e Gribben, 2010, p. 185).

As hemdcias deformadas sd@o chamadas de drepandcitos. Nem sempre o processo de
falcizacdo induz a RBC ao formato de foice, sendo também possivel encontrar drepandcitos

alongados como o que se observa na figura 12.

O processo de oxidagao/desoxidagc@o ndo ocorre uma Unica vez para uma dada célula,
pelo contrario, uma vez em circulagdo, as hemdcias contendo HbS desoxidada passardo varias
vezes pelos alvéolos e 14 se oxidardo repetidas vezes, reassumindo seu formato normal (Bridges
e Pearson, 2008, p. 263).
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Esses repetidos episddios da distor¢do eritrocitdria pelos polimeros de HbS durante a
circulacdo danifica a membrana celular e compromete sua integridade. Segundo Bridges e Pe-
arson (2008, p. 263) uma consequéncia disso se reflete na oxidacdo da membrana caracterizada
pelas ligacOes cruzadas (cross-links) entre as proteinas da membrana e a camada lipidica. Como
exemplo, citamos 0s casos em que estruturas moleculares contendo o grupo heme deslocam-se

da hemoglobina e aderem a membrana. Essas estruturas sdo chamadas de hemichromes.

Segundo Barabino et al. (2010), vérios trabalhos na literatura atestam a capacidade
adesiva das células falcizadas ao endotélio e tal fato estd altamente associado a gravidade da
doenca. Barabino afirma que as numerosas interagdes célula-célula e célula-proteina sdao oca-
sionadas pela adesividade anormal que, por sua vez, resulta dos danos causados a membrana

celular pela polimerizagdo de HbS.

As membranas danificadas tornam-se permanentemente rigidas e ndo conseguem re-
assumir seu formato normal, mesmo na auséncia de moléculas de HbS desoxidadas. Sao essas
as células visualizadas nos esfregacos sanguineos rotineiros realizados nos hemocentros e/ou

laboratorios de analises clinicas.

Zago destaca a problemadtica da polimerizagdo e suas consequéncias para a estrutura

das RBCs e para a satude dos individuos:

A polimeriza¢do da hemoglobina S é o evendo fundamental na patogenia
da anemia falciforme, resultando na alteragdo da forma do eritrécito e na
acentuada redugdo de sua deformabilidade. As células rigidas, com formas
aberrantes (classicamente conhecidas sdo as células em forma de foice), sdo
responsdveis pela oclusdo vascular (fig. 13) e lesdo de tecidos que represen-

tam os fendmenos principais da doenga. (Zago et al., 2001, p. 291).

Dentre as manifestagcdes clinicas e complicacdes resultantes principalmente da vaso-
oclusdo e secundariamente da anemia, destacam-se a esplenomegalia cronica (crescimento do
baco), disturbios osteoarticulares como a necrose asséptica da cabeca do fémur e dores oste-
oarticulares, problemas oculares como o glaucoma e a hemorragia retiniana, complicacdes no

sistema nervoso central, urogenital, gastrointestinal dentre outros (Zago et al., 2001, p. 297).

No Brasil, estima-se que existam entre 25 e 30.000 casos de anemia falciforme e que, a
cada ano, ha um aumento de 3.500 novos casos (Cangado e Jesus, 2007). No estado do Ceard, o
acompanhamento médico desses pacientes se dd no hemocento do estado do Cearda (HEMOCE),

uma referéncia no estudo e tratamento de hemoglobinopatias nesse estado.

Por se tratar de uma doenga genética, a anemia falciforme ainda ndo tem cura e o
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Figura 13: A problemadtica da hemoglobina anormal. (a) Ilustragao do proceso de polimerizagao
de HbS. (b) Mudanca de shape. (c) Vaso-oclusdo. Extraido e adaptado de Barabino et al.
(2010).

tratamento de longo prazo envolve a suplementagao de acido félico na dieta dos pacientes, 0 uso
de medicamentos que promovem o aumento da hemoglobina fetal (HbF), como a hidroxiuréia e
derivado do butirato, profilaxia de infecc¢des, tratamento de crise dolorosas vaso-oclusivas e, em
casos especiais, a transfusio sanguinea. Além disso, os pacientes devem, sempre que possivel,
ser acompanhados por equipes multidisciplinares de profissionais com o médicos, enfermeiros,

psicologos, assistentes socias e fisioterapeutas (Zago et al., 2001, p. 304).

O diagnéstico da anemia falciforme depende fundamentalmente da comprovacao da
existéncia da hemoglobina S e isso é obtido através da eletroforese®. Também utiliza-se a
cromatografia liquida de alta pressdo ou a eletroforese com focalizagdo isoelétrica (Petersen e
Mohammad, p. 145, 2001), mas é quase sempre indispensdvel para o diagndstico correto das

sindromes falciformes o estudo de todos os familiares, se possivel (Zago et al., 2001, p. 295).

O fato de que essa doencga afeta a estrutura fisica e bioquimica das hemacias faz com
que se tenha o interesse em estudar as propriedade mecanicas dessas células. Nesse contexto, é
necessdrio o uso de técnicas que possibilitem a andlise das hemécias em condicdes fisioldgicas,
afim de minimizar os danos causados as celulas por fatores externos, seja na preparacdo da

amostra ou durante o experimento. AFM é uma delas.

Técnica de caracterizacio de proteinas onde se aplica um campo elétrico para separar proteinas distintas devido
a diferenca de dispersdo em um gel.
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1.6 Hematologia Fisica: estudo via AFM das propriedades me-
canicas de hemdcias em anemia falciforme

Ao expandirmos a aplicacao dos métodos da Fisica ao campo da Medicina, mais espe-
cificamente a especialidade médica denominada Hematologia, tomamos a liberdade de cunhar o
termo "Hematologia Fisica" para representar uma abordagem de estudos hematolégicos na qual
se utilizam propriedades ou grandezas fisicas para se estudar o sangue, mais especificamente,

um tipo de célula sanguinea, as hema4cias.

As propriedades eldsticas da membrana das hemdcias influenciam tanto o formato
dessa célula, quanto a sua resposta a varias tensdes ou seja, na sua deformabilidade (Stevina
et al., 2004). A membrana da RBC consiste de uma bicamada fosfolipidica contendo proteinas
integrais de membrana e um esqueleto de membrana subjacente. Em seu trabalho, Stevina et
al. (2004) demonstram que estes dois constituintes da membrana da RBC afetam seu compor-

tamento eldstico de maneira cooperativa.

Um entendimento acerca da estrutura dos constituintes da membrana eritrocitaria, or-
ganizacdo e sua microelasticidade sao relatados nos trabalhos de McGouth, 1999 e Discher,
2000.

A membrana das hemdcias tem propriedades viscoeldsticas singulares, que em alguns
aspectos ora assemelham-se aos fluidos, ora aproximam-se daquelas concernentes aos sélidos.

A base estrutural da membrana das RBC’s ainda € muito discutida (Sleep et al., 1999).

A alta resisténcia da membrana a mudancas na sua drea superficial € uma caracteris-
tica das bicamadas fosfolipidicas, enquanto sua resposta ao cisalhamento depende da rede de
proteinas do citoesqueleto que reveste a superficie citoplasmética (Evans and Hochmuth, 1978;
Berck et al., 1989; Mohandas and Evans, 1994 apud Sleep, 1999).

Nos trabalhos citados, as propriedades mecanicas de RBCs vem sendo estudadas por
vdrias técnicas e em alguns deles, percebe-se uma busca por uma caracterizagdo mecanica das
patologias que se associam a estas células. Com a execugao deste trabalho, esperamos contribuir
de forma significativa para a consolidacdo da ponte entre os conhecimentos bioquimicos ja

estabelecidos e as propriedades mecanicas de RBCs contendo HbS.

Investigacdes através de AFM podem ser uteis no estudo de patologias celulares, haja
vista que qualquer fator influenciando as estruturas celulares pode causar alteracdes em suas
propriedades mecanicas (Garcia et al., 1997). Corroborando com essa idéia, Dulinska et al.

(2006) afirma que a determinacdo de propriedades eldsticas de células via AFM possibilita
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uma medida da influéncia de diferentes fatores na mecanica celular, fato este que justifica a
perspectiva de que essa técnica venha a ser utilizada como uma ferramenta de diagndstico para

diferentes patologias.

Assim, propomos o uso de AFM para se investigar propriedades morfoldgicas e me-
canicas tais como curvatura, rugosidade, médulo de Young, viscosidade de hemaécias de indivi-

duos com anemia falciforme.

No capitulo 2, dedicamos nossa aten¢do ao estudo morfélogico quantitativo das he-
macias. Consideramos esse estudo pertinente ja que parte dos exames laboratoriais rotineiros
concentra-se na analise de esfregacos sanguineos por microscopia ética, extraindo somente da-
dos qualitativos a cerca da morfologia das hemécias. Adicionalmente, desenvolvemos uma

metodologia, bastante reprodutivel, para confec¢do de fragmentos membranarios.

No capitulo 3 estudamos o comportamento viscoeldstico das células vermelhas. Inici-
almente, apresentamos uma metodologia para a fixagao de microesferas de silica afim de mudar
a geometria de tips de AFM. Em seguida, utilizamos essas tips para indentar as células, obtendo

curvas de for¢a-indentacdo, afim de se obter as propriedades mecinicas mencionadas.



2 ANALISE MORFOLOGICA DE ERITROCITOS EM
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

Neste capitulo abordaremos o aspecto da morfologia das células vermelhas. Investigou-
se a relagdo entre a hemoglobinopatia em questdo com a rugosidade da face citoplasmética da
membrana eritrocitdria. Considerando a importancia do shape para o desempenho da funcdo
dessas células e a sua modificagdo em decorréncia da anemia falciforme, propomos uma forma

de se extrair a distribuicao de curvatura gaussiana na superficie das hemacias via AFM.

2.1 A estrutura dos eritrocitos

Como ja foi dito, as RBCs de individuos sadios em condi¢des fisioldgicas se apresen-
tam em um formato circular e biconcavo (fig. 14), contendo algumas pequenas irregularidades
(Angelov and Mladenov, 2000).

Figura 14: Reconstrugdo idealizada de uma hemadcia em equilibrio estrutural. A superficie esta

aberta nas bordas. Extraido de Ikai (2008).

Na auséncia de forcas externas, essas células possuem um formato discéide biconcavo

com diametro de 7,7+ 0,7 um, espessura central de 1,4+ 0,5 um e espessura na periferia

48
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Figura 15: Diagrama esquematico do citoesqueleto da membrana eritrocitaria. Uma rede com-
plexa de proteinas estd sob a bicamada lipidica da RBC. A proteina anquirina liga o citosqueleto
a membrana, formando uma ponte entre a espectrina € uma proteina intriseca da membrana, a
banda 3. A actina e a proteina 4.2 s3o também constituintes importantes do citoesqueleto.
Adaptado de Bridges e Pearson (2008).

medindo 2,8 40,5 um. A drea superficial das hemdacias é de aproximadamente 140 pm?® e
engloba um volume de aproximadamente 90 um3. A membrana eritrocitdria, por sua vez,

possui cerca de 0,02 um de espessura (Thiriet, 2008, p. 278).

De acordo com Evans e Fung (1972) apud Ikai (p. 186, 2008) a expressao analitica

que reproduz a superficie da figura 14 € dada, em coordenadas cartesianas, pela eq. 2.1:

XZ + YZ 1/2 X2 + Y2 X2 + YZ 2
Z = %Ry {1— 3 } Co+C 5 —I—Cz( 5 > 2.1)
RO RO RO

onde as constantes Cy, C; e C; assumem os respectivos valores: 0,207161; 2,002558; -1,122762

e 2Ry é igual ao diametro médio da célula.

Segundo Murador e Deffune (2007), a membrana da RBC consiste de uma bicamada
fosfolipidica protéica que é suportada por um citoesqueleto proteico subjacente. Na figura
15, observamos a existéncia desse conteido protéico na superficie superior e inferior (face

citoplasmaética) da membrana.

As proteinas integrais atravessam ou penetram a bicamada lipidica (Murador et al.,
2007). Elas sdo fortemente ligadas a membrana através de interacdes hidrofébicas com os
lipidios da bicamada. As proteinas banda 3 e as glicoforinas A (GPA), B (GPB) e C (GPC)

pertencem a esta classe e alguns grupos sanguineos estio localizados nas terminagdes dessas



50

100.0 nm

Figura 16: Citoesqueleto eritrocitario. Imagem AFM obtida em nosso laboratério com o mi-
croscopio operando em modo contato.

proteinas (Mohandas e Evans, 1994).

As glicoforinas possuem residuos de dcido sidlico que coferem a membrana das he-
madcias uma forte carga liquida negativa. Esta carga desempenha um papel importante na re-
ducdo da interac@o das hemadcias entre si bem como com outras células, incluido as endoteliais
(Mohandas e Evans, 1994).

Na membrana eritrocitdria também sdo encontradas proteinas intrisecas ou periféricas
que ficam na superficie citoplasmatica, sendo a espectrina a mais abundante delas (Murador et

al., 2007). Tais proteinas constituem o citoesqueleto eritrocitdrio.

O citoesqueleto (fig. 15) é constituido basicamente de espectrinas alfa e beta, anquirina
(banda 2.1), filamentos curtos de actina (banda 5), trompomiosina (banda 7), aducina e proteinas
4.1, 4.2 (ou palidina), 4.9(ou dematina) e pS5. Estas proteinas sustentam cerca de 60% da dupla
camada lipidica pelas ligacdes entre: a) anquirina e banda 3; b) proteina 4.1 e glicoforinas A e
C; c) interacdo direta da espectrina e proteina 4.1 com cargas negativas dos lipides (Mohandas
e Evans, 1994). O citoesqueleto representa 60% da massa protéica da membrana e € formado
por uma rede dessas proteinas que se polimerizam em fibras microscopicas (Thiriet, 2008, p.

278). Na figura 16, vemos a estrutura do citoesqueleto eritrocitério.

No caso das hemécias, a rede de espectrina e actina € triangular e permeia toda a face citoplas-
matica da membrana. A figura 17, mostra como esta rede se dispde. Note a semelhanga entre

os tridngulos da figura 17b com as estruturas visualizadas na figura 16.
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(b)

Figura 17: Disposicao de rede de proteinas do citoesqueleto no estado (a) relaxado (b) tensio-
nado

A membrana das hemadcias apresenta alta resiliéncia!l, porém baixo moédulo de curva-
tura. Isso significa que € muito mais féacil curvar a membrana eritrocitdria do que tracioné-la ou
comprimi-la em uma dada drea de contato contendo um certo nimero de fosfolipidios. Assim,
a membrana ndo consegue manter uma forma definida sem que exista uma estrutura de suporte,
o citosqueleto. O citoesqueleto se liga a membrana através das proteinas integrais, conferindo

a celula seu shape e outras propriedades mecanicas (Ikai, 2008, p. 189).

Durante a circulago, através dos capilares, as hemdacias submetem-se a deformagdes
fisicas significantes e entdo, o comportamneto mecanico do esqueleto da membrana € um im-

portante preditor da eficiéncia circulatdria e da integridade celular (Bremmell et al., 2006).

O contetdo citoplasmaético estd em contato direto com o cistoesqueleto e espera-se que
alteracdes fisico-quimicas no citoplasma possam vir a interferir na estrutura do citoesqueleto ou
na face citoplasmdtica da membrana. De fato, citamos no capitulo 1 (p. 43) que estruturas
moleculares desprendidas da hemoglobina anormal aderem a membrana, provocando sua oxi-
dacdo. Dai, surge o interesse em analisar a rugosidade da face citoplasmdtica da membrana de

hemacias em individuos com anemia falciforme.

2.2 A rugosidade da membrana eritrocitaria

Segundo Girasole et al. (2007), a rugosidade de uma superficie € um parametro rele-
vante para muitos estudos que envolvem a caracterizacio e/ou comparagdo de superficies. O
uso desse pardmetro tem sido incrementado através da aplicacdo da técnica de AFM (Bonnel,
2000; Morris, Kirby, Gunning, 1999 apud Girasole et al., 2007).

Ap6s a obtencdo da imagem de AFM, a comparagdo de caracteristicas topogréficas,

em escala nanométrica, de duas ou mais superficies, pode ser quantitativamente descrita pela

! Capacidade que o material possui de absorver energia eldstica sob tragdo e devolvé-la quando relaxado.
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rugosidade. Nesse aspecto Girasole et al. (2007) sugerem a andlise estatistica da rugosidade
nas imagens de AFM. A rugosidade da superficie externa da membrana eritrocitdria tem sido

estudada por varios autores, aqui destacaremos dois deles.

Costa (2006) diferenciou grupos sanguineos através da anélise de rugosidade da mem-
brana externa. Esse autor verificou que a rugosidade da membrana das células de doadores
pertencentes ao grupo sanguineo AB+ € maior do a encontrada nas hemdcias de doadores do

grupo O+.

Girasole et al. mostraram que a rugosidade da superficie externa da membrana das
hemdcias independe da sua curvatura, o que possibilita o uso da rugosidade como parametro

comparativo de superficies, mesmo em situagdes onde o shape das hemdcias se altera.

Nao encontramos dados na literatura cientifica a respeito da rugosidade da face cito-
plasmética da membrana das RBCs em casos de anemia falciforme. Swihart et al. (2001), por
exemplo, utilizou a técnica de AFM para analisar a parte interna da membrana de eritrocitos,
porém em situacdes ndo patoldgicas. Além de Swihart et al. (2001), Yamashina e Katsumata
(2000) analisam em situagdes ndo-patoldgicas a face citoplasmética da membrana de hema-
cias. O objetivo destes autores é propor metodologias de preparacdo de amostra que sejam
alternativas aquelas utilizadas para a observacao dessa estrutura por microscopia eletronica de

varredura.

No entanto, Swihart et al., (2001) sugerem um metodologia que, a principio, poderia
ser utilizada para estudar essa regido de interesse nas células de pacientes com anemia falci-
forme. A metodologia consiste em produzir ghosts, fragmentos membrandrios que expdem a

face citoplasmatica da membrana eritrocitéria (fig. 18).

As hemadcias suspensas em uma solu¢do tamponada sdo lavadas e, em seguida aderi-
das, a laminulas de vidro tratadas com um substancia chamada poly-L-lisine. A poly-L-lisine
tem terminacdes com polaridade positiva que atraem as cargas negativas da glicoforinas da
membrana eritrocitaria, fazendo com que a parte inferior da célula seja fortemente aderida ao

substrato.

Em seguida, as células sdo submetidas a um forte jato (fig. 19) de solucdo tampao
fosfatada (PBS). Esse jato rompe a membrana e, apds sucessivos jatos, restam somente as partes
da membrana que estavam aderidas ao substrato. Os fragmentos aderidos ao substrato, ficam

com a face citoplasmadtica exposta e possibilitam o processo de imagem.
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Figura 18: Representacdo grafica de um fragmento membranario com exposicao da face cito-
plasmética. Extraido e adaptado de Gompper e Schick (2008).
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Figura 19: Representacdo grafica do processo de confec¢do de ghosts. Extraido e adaptado de
Bhushan e Fuchs (2006).
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(@) (b)

Figura 20: (a)lmagem AFM tridimensional de uma hemdcia. A medida foi realizada em modo
tapping em ar. (b) Secao transversal da célula mostrada em (a).

2.3 A importancia do shape na funcionalidade dos eritrocitos e
as dificuldades experimentais

O tamanho e o formato (shape) de eritrocitos sdo indicadores importantes do bem estar
dos individuos (O’Reilly et al., 2001). A forma da RBC é fortemente determinada pelas pro-
priedades do citoesqueleto da membrana e pela atividade da molécula de adenosina trifosfato
(ATP) (Safran et al., 2005). Embora essas células sejam desprovidas de ntcleo e terminante-
mente diferenciadas, elas podem sofrer uma variedade de mudancas na sua morfologia devido

a vérias doengas ou desordens clinicas.

O shape normal da hemaécia (secdo 2.1) representa uma configuracdo de equilibio que
minimiza a energia de curvatura de uma superficie fechada para uma dada drea superficial e
volume com geometria assimétrica®. Os eritrécitos respondem com alteragcdes estruturais em
meios hipotdnicos e hipertdnico e, portanto estudos de shape devem ser conduzidos em meio
isotonico. A membrana das hemdcias ndo é uma estrutura estatica. Ela possui uma agitagdo
térmica (flutuac@o) espontanea que também € uma consequéncia de suas propriedades fisico-
quimicas. Além disso, a membrana € excitada por choques devido a0 movimento browniano de

moléculas, como a dgua (Marc Thiriet, 2008, p. 278 e 279).

A caracterizagdo morfoldgica de hemdcias por AFM em ar revela um achatamento
dessas células e a perda da concavidade (fig. 20). O motivo do achatamento observado na figura
20 € a desidratag@o da célula. Isso poderia ser evitado com a fixacdo. O’Reilly et al. (2001)

sugerem que as hemdcias passem por um processo de fixa¢ao para que possam ser caracterizadas

ZA assimetria é gerada pelo fato da camada fosfolipidica externa da RBC ter ligeiramente mais moléculas e
maior area superficial do que a camada interna.
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Figura 21: Imagem AFM tridimensional de uma hemécia fixada com metanol PA. A medida foi
realizada em modo tapping em ar. A hemacia apresenta uma forma conhecida como célula em
alvo e observam-se particulas aderidas a membrana. (b) Secdo transversal da célula mostrada
em (a)

em ar. Como mencionamos na nota de rodapé n° 2 da pagina 30, o processo de fixacdo interrope
o metabolismo e mantém a estrutura que a célula tinha antes de "morrer". Devemos ressaltar
que esse procedimento confere rigidez adicional a estrutura celular e, embora seja interessante

para estudos morfoldgicos, ndo € desejavel para estudos de viscoelasticidade.

Em laboratérios de hematologia ¢ comum o uso de fixadores a base de metanol. Se-
gundo os profissionais da drea, trata-se de um bom fixador para os esfregacos sanguineos que
serdo observados por microscopia 6tica. Em nossos estudos morfoldgicos, verificamos que o
metanol coagula rapidamente o sangue e as particulas ja agregadas acabam aderindo também a

superficie dos eritrdcitos (figura 21)

Por outro lado, as hemécias também poderiam ser analisadas via AFM em um meio
liquido com caracteristicas fisioldgicas. Para isto se faz necessdria a imobilizacdo das células,
uma vez que a sonda desloca a hemécia com maior facilidade dentro do liquido. Para a imobili-
zacdo recorre-se a modificacdo quimica da superficie do substrato a partir de substancias, como
a poly-L-lisine, cujas moléculas apresentam polaridade positiva em suas terminac¢des. Tais mo-
léculas interagem fortemente com os grupamentos de carga negativa dipostos na membrana
eritrocitaria e proporcionam a imobilizacdo dessas células. A concentra¢do da substancia, a
duracdo do tratamento da superficie e o tempo dado as células para adesdo sdo fatores chave no

tipo de shape que serd observado.

A figura 22 mostra a conformacgdo de eritrcitos de individuos normais que foram
imobilizados em substrato de vidro, previamente tratado com poly-L-lisine 0,1% por 5 minutos.

Uma gota de 50 uL contendo uma suspensao de hemadcias foi deixada interagir por 30 minutos
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Figura 22: Imagem AFM tridimensional de hemacias em meio liquido com solucdo PBS +
EDTA (0,2 mM) com pH=7,4. A medida foi realizada em modo contato. As membranas das
hemdcias se apresentam fortemente aderidas ao substrato em virtude do grande tempo de adesao
das células com o substrato.

com o substrato modificado.

Outra desvantagem do processo de obten¢ao de imagens em meio liquido € a diminui¢do da re-
solugdo espacial, que também passa a depender da imobiliza¢ao das células. Essas dificuldades
experimentais limitam o estudo morfolégico quantitativo e comparativo das hemdcias de doa-
dores sadio e doentes via AFM, uma vez que o shape dessas células depende de vérios fatores

de dificil controle.

2.4 Conceitos de geometria diferencial

Na secdo 1.3 apresentamos um conceito intuitivo para a curvatura gaussiana K. Na
presente secdo, damos uma definicao formal para este parametro e escrevemos a sua expressao
para uma parametriza¢ido adequada. Essa expressdo € utilizada para a extragdo da distribui¢ao

de curvatura gaussiana a partir das imagens de AFM.

Seja P um ponto da superficie S com orientacdo N e seja dNp : TpS — TpS a diferencial
da aplicacdo vetorial de Gauss, o determinante de dNp é chamado curvatura Gaussiana K de S
em P. A aplicacdo de Gauss mede o quanto um plano tangente, ou um vetor normal varia nas

vizinhancas de P. A matriz que representa a diferencial dNp € a matriz dos autovalores kj e k».



57

Figura 23: (a) Curvatura de uma curva plana. (b) Curvaturas principais em uma esfera.

Esses autovalores respresentam as curvaturas principais em duas dire¢des linearmente indepen-
dentes sobre a superficie (do Carmo, 2008, p. 172). Como os autovalores estdo dispostos na

diagonal principal dessa matriz, K é dada por:

K =kiky (2.2)

Na secdo 1.3 haviamos falado que em um dado ponto sobre uma esfera de raio R o valor de K
era igual a 1/R?. Demonstraremos rapidamente esse resultado afim de ilustrar a interpretagio
da curvatura gaussiana em termos das curvaturas principais. Considere um circulo de raio R
(fig. 23). Por se tratar de uma curva plana, sua curvatura é dada pela derivada do angulo ¢
formado pelo vetor tangente T e um dos eixos de referéncia em relacdo ao comprimento de

arco s (eq. 2.3).

d¢
k=22 2.3
s (2.3)
Em coordenadas locais a curvatura k de uma curva plana (Thomas e Finney, 1985, p. 650) é
dada por:
1Ly
k= ——del 2.4)

[1 +(%)2}3/2

No caso de um circulo centrado na origem com raio R (x> +y*> = R?), a curvatura k é dada por:

k= (2.5)

A figura 23b mostra uma esfera e dois circulos perpendiculares em P, C; e C;. Os
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respectivos vetores tangentes aos circulos no ponto P sdo Ti e T>. As direcOes desses vetores
sdo linearmente independentes e, portanto, sdo direcdes principais sobre a superficie esférica.
Ao longo de C; a curvatura principal k; é igual a 1 /R, jd que C; é um circulo. Da mesma forma,
a curvatura principal k; ao longo de C, é igual 1/R. Assim, pela eq. 2.2, demonstramos que a

curvatura Gaussiana K de uma esfera € o inverso do quadrado de seu raio.

A expressdo para K, escrita na forma da eq. 2.2, ndo esté relacionada com as coorde-
nadas locais do ponto P e, como estamos interessados em uma expressao que informe o valor
de K em um dado ponto 7 do espaco, devemos reescrevé-la em termos das coordenadas locais

(rx, 1y, 7). Para isso, deve-se escolher uma parametrizagao.

E interessante observar o fato que a curvatura Gaussiana, através das curvaturas prin-
cipais, concentra em um Unico nimero a forma com que a superficie se curva em duas dire¢des

independentes.

Quando as imagens de AFM sao exportadas, os dados topograficos estdo em coorde-
nadas cartesianas. Entdo a parametrizacdo adequada é do tipo z = f(x,y). Assim, de acordo

com do Carmo (2008, p. 193), a expressado para K € dada por:

K — dx2 dy? oxdy S (2.6)
1+(3)2+(%)]

Em um mesma superficie S, K pode apresentar sinais diferentes. No entanto, se em
certas regides de S o sinal de K se mantém constante, € possivel associar a forma de S, nessas

regides, com superficies conhecidas.

Analisando a eq. 2.2 percebe-se que, se K > 0 para todos os pontos em uma dada
superficie S, as curvaturas principais k| e k» devem possuir 0 mesmo sinal. Tais pontos sdo

chamados de elipticos e a forma da regido se aproxima de uma superficie esférica.

Quando K < 0 para pontos em uma dada regido de S, k| e k» possuem sinais diferentes
e a superficie S se curva de forma diferente nas dire¢des principais. Em uma direcdo ela se
afasta do plano tangente, enquanto na outra, ela entra no plano tangente. Regides como essa se
aproximam da forma de um paraboldide hiperbdlico e os pontos de S onde isso ocorre, recebem

o nome de pontos hiperbdlicos.

Se K = 0 em um dado ponto de S, existem dois casos: k; = kp = 0 ou somente uma
das curvaturas principais € nula. No primeiro caso, a superficie se aproxima de uma superficie

conhecida como "sela de macaco". Ja no segundo, a superficie se aproxima de um cilindro
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parabolico. Uma superficie conhecida que apresenta K > 0, K = 0 e K < 0 em seus pontos € a

de um toro ou tordide.

2.5 Materiais e Métodos

Afim de estudarmos a distribuic@o espacial de curvatura gaussiana dos eritrcitos e a
rugosidade da superficie citoplasmatica da membrana eritrocitdria, foram analisadas amostras
de sangue total de 5 individuos sadios e 5 individuos com a hemoglopinopatia. Os individuos
ndo pertenciam necessariamente ao mesmo grupo sanguineo. Como 0s grupos sanguineos se
encontram na camada externa da membrana e estamos analisando a parte citoplasmadtica, por-
tanto interna da membrana, ndo houve a necessidade de selecionar pacientes com 0 mesmo

fendtipo sanguineo.

Para as duas andlises o sangue fresco de 5 doadores sadios voluntarios (grupo controle)
foi obtido através de puncao digital (figura 24a). Também foram coletadas amostras de sangue
em tubos evacuados contendo anticoagulante EDTA de 5 doadores anémicos, pacientes do He-
mocentro do Estado do Ceard (HEMOCE). A referida coleta foi autorizada pelo HEMOCE,
mediante apresentacdo da aprovacdo do comité de ética desta universidade (ver apendice A). O

sangue foi mantido sob refrigeracdo e utilizado dentro de um periodo de 24 horas.

2.5.1 Analise de rugosidade da face citoplasmatica da membrana eritro-
citaria

Para produzir uma suspensdo de RBC’s, 1 mL de solucdo tampao fosfatada (PBS)
(NaCl; KCI; NayPO4; KH,PO4 e pH= 7,4 a 25°C) contendo anticoagulante EDTA 0,2 mM foi
colocado em um pequeno tubo, tipo eppendorf e, em seguida, com o auxilio de um capilar de
vidro, um pequeno volume de sangue, aproximadamente, 20 uL, foi adicionado ao tubo (figura
24b).

As suspensdes de RBC’s foram centrifugadas a 3000 rpm durante 4 minutos por 3
vezes (figura 24c). Ap6s cada centrifugacdo, o sobrenadande (figura 24d) era descartado e
adicionava-se um volume idéntico da solucdo de PBS com EDTA 0,2mM afim de manter o

volume do eppendorf constante.

Laminulas de vidro foram imersas em solucdo de 0,1% v/v poly-L-lisine durante 5

1

minutos e enxaguadas com dgua deionizada com condutancia de 18 Q.cm™". O excesso de

dgua foi removido com papel filtro a partir das extremidades da laminula. Em seguida, uma
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Figura 24: (a) Coleta de sangue por punc¢do digital. (b) Preparacdo da suspensao e (c) lavagem
das células. (d) Concentrado de hemadcias centrifugadas.

gota de 50 uL da suspensdo de RBC’s foi depositada sobre a laminula por 15 min (figura 25a)
e, logo apds, submetida a um jato de PBS (figura 25b). Como resultado, obtem-se uma lami-
nula com coloracdo levemente avermelhada. Esse procedimento produz os ghost, fragmentos

membrandarios com a face citoplasmatica exposta e aderidos a laminula de vidro.

Afim de se retirar resquicios de hemoglobina e outros constituintes citoplasmaéticos,
faz-se necessdria a imersao da laminula em solucdo de baixa salinidade NaPi 0,3 mM e EDTA
0,2 mM com pH de 7,4 (figura 25¢). Finalmente, a laminula foi retirada e imersa por 35 min
em solucao de PBS e 4 % de paraformaldeido e, em seguida, enxaguada com solu¢do de baixa
salinidade (figura 25d). Novamente o excesso de liquido sobre a laminula foi retirado com

auxilio de papel filtro.

Os fragmentos membranarios foram analisados com o microscépio operando no modo
contato e em ar, utilizando-se sondas de nitreto de silicio NP (Veeco Probes) com constante de
mola nominal de 0,06 N.m~'. As analises foram realizadas no periodo noturno, em temperatura
ambiente (25°C) e umidade relativa do ar no intervalo de 45-55%. Durante o periodo noturno,
o trafego de pessoas e veiculos nas instalacdes académicas diminui e, consequentemente, as

vibracOes mecénicas que podem interferir no cdlculo da rugosidade.

Todas as imagens topograficas foram obtidas na mesma frequéncia de varredura (1,0
Hz) com resolucdo médxima de 512 x 512 pixels, exceto aquelas destinadas ao cdlculo da rugo-
sidade que, apesar de apresentarem a resolucao maxima, foram obtidas em baixa frequéncia de

varredura. Uma vez localizado o ghost, a drea de varredura é reduzida para uma 4rea de 4 m?
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Figura 25: Confeccdo dos fragmentos membranarios. (a) Adesdo das hemdcias nas laminulas
de vidro modificadas. (b) Jato de solu¢do tampao para romper a parte da membrana nao aderida.
(c) Imersao em solucao de baixa salinidade. (d) Fixac@o dos fragmentos afim de preservar a sua
estrutura.

sobre 0 mesmo e a imagem € obtida na frequéncia de 0,5 Hz, afim de diminuir ainda mais a
influéncia de ruidos. A rugosidade média (R,) (eq. 2.7) foi padronizada nessas dreas e calculada

através do software Nanoscope v5.31rl.

1 n
R, =~ Y 1z)] (2.7)
j=1

Onde n € o niimero de pixels (pontos) da imagem, cada um deles possuindo uma informagao de
altura Z; em relac@o a uma linha de base calculada pelo software. Assim, € possivel comparar
a rugosidade média de imagens com a mesma drea de varredura e resolucao. Para cada doador,

sadio ou anémico, foram analisados cinco fragmentos membrandrios.

2.5.2 Analise de curvatura dos eritrocitos

As amostras de sangue de doadores sadios foram coletadas por pungdo digital e depo-
sitadas sobre as laminulas de vidros para a realizacdo do esfregaco. Para este procedimento,
utilizou-se uma gota de sangue total de aproximadamente 20 uL e apds a rapida secagem do
esfregaco, depositou-se sobre 0 mesmo uma gota de 50 uLL de metanol P.A para fixagdo. O
processo de fixacao se faz importante, ja que as hemadcias, fora do seu meio fisiolégico, t€ém seu

formato alterado.

Para esta andlise, as imagens de AFM foram obtidas no modo fapping em condicdes
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ambientais do laboratério com temperatura de 25°C e umidade relativa do ar entre 48-56%.
Foram utilizadas sondas de silicio cristalino TESP (Veeco Probes) possuindo cantilevers com
contante de mola nominal de 42 N.m~! e frequéncias de ressonancia entre 235-257 kHz. A
varredura foi realizada com frequéncia de 0,5 Hz, resolucao de 512 x 512 pixels em dreas de

15x 15 um?.

Apés a aquisicdo, as imagens foram tratadas com a ferramenta flatten de 1* ordem do
software Nanoscope v5.31r1 afim de corrigir artefatos produzidos pelo scanner. Em seguida, as
imagens foram exportadas pelo mesmo software em arquivos no formato ASCII. Esses arquivos
contém uma matriz M com os dados de altura de cada pixel da imagem e possibilitam o acesso
e a manipulacao desses dados. O tratamento de artefato consiste em corrigir a nao-planaridade
da varredura, conhecida como bow!. Esse tratamento se aplicou somente as imagens utilizadas

para a andlise de curvatura.

Na caracterizagdo da distribui¢@o de curvatura gaussiana K foi utilizada a eq. 2.6 e uma
rotina computacional (ver apéndice B) que utiliza o método numérico de diferencas finitas para
diferenciar o arquivo ASCII exportado. A fungdo Z = f(x,y) corresponde ao dado de altura
Z;; do pixel na posi¢ao M;; da matriz exportada M que correspode ao par ordenado (x,y). O
passos (DX e DY) adotados no método de diferencas finitas sdo iguais e dados pela razdo entre
a medida da lateral da imagem (L) pelo nimero de pixels por linha que a mesma contém. Em
nosso trabalho o passo é dado por DX = DY = 15000 nm/512pixels que resulta em um passo
de 29,3nm/ pixel.

O programa foi testado com uma superficie artificial produzida por uma rotina compu-
tacional auxiliar (apéndice C). A superficie produzida tem a mesma resolucdo de uma imagem
de AFM, consistindo de 512 x 512 totalizando 262.144 pixels que formam uma superficie plana

com um hemisfério de raio R = 4000 nm incrustrado no centro.

Todas as rotinas foram escritas e executadas em MATLAB R2009a e os dados de cur-

vatura obtidos foram analisados no software Origin Pro 7.5.

2.6  Resultados e discussoes

2.6.1 Analise da rugosidade da face citoplasmatica da membrana eritro-
citaria

A figura 26 mostra uma panoramica dos fragmentos membrandrios de doadores sadios

e com anemia falciforme. O aspecto dos ghosts aparanta ser 0 mesmo para ambos 0s casos.
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Figura 26: Imagem de AFM (50 x 50 um?) indicando a presenca de varios fragmentos mem-
branéarios (ghosts) de eritrécitos de um individuo (a) sadio e (b) falcémico.

Observa-se que a metodologia adotada proporciona um nimero desejavel de fragmentos por

area. Nas fig. 26a e 26b cerca de 25 ghost podem ser vizualizados e distinguidos.

A andlise de secao transversal de um dos ghosts mostra uma boa concordancia com
a medida de espessura da membrana eritrocitdria encontrada na literatura. Na secdo 2.1 deste
capitulo, o valor informado foi de 20 nm. A secio transversal do ghost da imagem de 5 x 5 m?
(canto inferior esquerdo da figura 27) apresenta o valor de 15,441 nm préximo a extremidade do
fragmento. O grafico da andlise transversal (parte superior) mostra que, com pequenas excecoes,
a amplitude dos pixels para os demais pontos concentra-se no intervalo de 0-20 nm. A oscilagao

nesse grafico é causada pela rugosidade da membrana.

A figura 28 revela a diferenca existente entre a superficie do ghost eritrocitario de um
doador sadio daquela que se observa em um individuo que possui a hemoglobinopatia. E visivel
a existéncia de grandes buracos em ambos os fragmentos, por isso procuramos diminuir ainda

mais o tamanho da area que seria utilizada para a andlise de rugosidade.

Na figura 29, a superficie dos fragmentos pode ser visualizada em maior ampliagdo. A
distribuicdo de alturas em 29a € maior do que em 29b. Isso pode ser observado na variacao de
contraste das duas figuras. Em (a) a alternancia entre pontos claros e pontos escuros € maior do

que em (b). Esse resultado ja € um indicio da diferenca de rugosidade entre esses fragmentos.

Os dados da andlise de rugosidade de imagens como as da figura 29 encontram-se nas
tabelas 2 e 3. A média dos valores de R, seguida do desvio padrdo ¢ sdo apresentados no fim

da tabela. A representacdo gréfica destas tabelas encontra-se nos histogramas da figura 30.

A superficie citopldsmatica da membrana eritrocitdria de doadores sadios se mostrou
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Figura 27: Andlise de secdo transversal de uma imagem de AFM (5 x 5 um?) indicando a
medida da espessura da membrana préximo a extremidade do fragmento. O grafico da secdo
transversal localizado na parte superior indica que a espessura se mantém no intervalo de 0-20
nm para a maioria dos pontos.

Tabela 2: Rugosidade dos ghost eritrocitarios de doadores sadios

#doador medidal (nm) medida2 medida3 medida4 medida5
1 9,343 11,439 9,536 8,384 6,796
2 5,286 5,451 4,138 6,349 5,007
3 4,628 5,967 7,316 5,683 6,111
4 8,144 6,703 8,181 7,023 8,529
5 10,254 8,844 6,642 7,024 6,424
Ra+o: 7,157 £ 1,815nm
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Figura 28: Imagem de AFM com drea (5 x 5 um?) sobre fragmento membranario de um indi-
viduo (a) sadio e (b) falcémico.
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Figura 29: Imagem de AFM de 4 um? onde a rugosidade é calculada. Ghost de um individuo
(a) sadio e (b) falcémico.

Tabela 3: Rugosidade dos ghost eritrocitarios de pacientes com anemia falciforme
# doador medidal (nm) medida2 medida3 medida4 medidaS5

1 3,437 3,558 7,684 4,083 6,093

2 2,443 2,824 3,152 3,300 2911

3 2,320 5,689 3,697 2,317 2,527

4 4,827 3,611 6,214 3,854 3,023

5 3,086 4,265 7,167 7,662 3,059
Rat+o: 4,112+ 1,672 nm
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brana eritrocitaria para os doadores (a) sadios (b) doentes.
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mais rugosa do que a de pacientes com anemia falciforme. O aumento da média do parametro
R, para os doadores sadios provoca o deslocamento da distribui¢do de rugosidade. Isso pode
ser observado na figura 30a. Dos 25 fragmentos de doadores sadios que foram analisados, 19
fragmentos apresentam rugosidade entre 5-9 nm. Enquanto no mesmo intervalo, o nimero de

fragmentos de doadores doentes que apresentam esses valores € de apenas 7.

A diminuicao da rugosidade da membrana de hemadcias para os individuos com anemia
falciforme pode ser explicada pelos inimeros danos que estas sofrem durante o processo de
polimeriza¢do da hemoglobina anormal, conforme discutido na sec¢do 1.5 do capitulo 1. Além
da oxidagdo relatada, o desprendimento dos fosfolipideos da bicamada pode ser um dos fatores

responsdveis para tal diminuigao.

Ambas distribuicdes apresentaram desvio padrdo com valor inferior a média, fato que
indica que podemos utilizar a média de R, como medida de tendéncia central. No entanto, o
desvio padrido encontrado para essas distribuicdes representam cerca de 25% e 41% da média
de R, para doadores sadios e doentes, respectivamente. Assim, observa-se maior variabilidade

ou dispersdo na medida da rugosidade média dos ghosts de individuos com anemia falciforme.

Em parte, a variabilidade da rugosidade na membrana eritrocitaria de individuos com
anemia falcifome pode ser explicada pela presenca de células em processos precoces de polime-
rizacdo de HbS. Isso baseia-se no fato de que hemadcias, no inicio do seu ciclo de atividade, pas-
saram por um nimero menor de vezes no pulmao e, conquentemente, a hemoglobina anormal
se polimerizou menos; causando menos danos a membrana. Para a constatacdo dessa hipdtese

o espago amostral de fragmentos e individuos a serem analisados deve ser ampliado.

2.6.2 Analise de curvatura dos eritrocitos

O teste do funcionamento do programa com a superficie artificial (fig. 31) resultou na

distribui¢do de curvatura Gaussiana mostrada na figura 32.

Conforme vimos na secao 2.4, a curvatura Gaussiana sobre um esfera é constante e
igual ao inverso do quadrado de seu raio. Assim, a curvatura Gaussina do hemisfério deve ser
de K = 1/(4000)? = 6,25.10~8 nm”. O pico encontrado na figura 32 ocorre justamente para
esse valor. Isso indica o funcionamento correto do programa. Esperava-se um pico bem mais
estreito no valor acima, no entanto verifica-se uma pequena largura, indicando outros valores
de curvatura. Isso pode ser explicado pelo fato de que o hemisfério possui uma jun¢do com o

plano e nessa regido ha uma variacdo abrupta da curvatura.

O leitor deve estar se perguntando pelo pico que deveria aparecer no zero, ja que o



68

Altura (nm)

Figura 31: Superficie artificial contendo um hemisfério com raio de 4000 nm.

restante da superficie € plano. De fato, o pico em zero ocorre, mas ele prejudica a visualizagao
do primeiro pico de curvatura. Assim, inserimos no programa uma instru¢do que onde K ¢é
identicamente nulo, atribui-se o valor de 1. Dessa forma afastamos o pico que ocorreria no zero

para a posicdo 1 do eixo. Essa instruc@o deve ser removida para andlise de superficies reais.

Na figura 33, ilustramos o campo de orientag¢do da superficie de uma hemécia de um
paciente sadio. O campo de orientacdo € um conjunto de vetores normais a superficie. A
convencdo adotada é que o sentido positivo coincida com a orientacdo dos vetores normais
(segmentos em vermelho), saindo da superficie. O campo de orientacdo nos dd um idéia de

como um vetor normal varia de um ponto a outro da superficie.

A figura 34 mostra uma hemaécia com shape de célula em alvo. A forma dessa célula
se aproxima de um toro. Para essa imagem, o programa fornece a distribuicdo de curvatura

apresentada na figura 35.

Na figura 35, a curvatura Gaussiana foi calculada em todos os pixels da imagem, totalizando
262.144 pixels. Essa distribuicdo € ligeiramente deslocada para valores de K negativos. O pico

de maior contagem estd centrado em K = —2,74.107% nm2.

Por se tratar de uma superficie semelhante a de um toréide, s@o admissiveis valores
positivos, nulos e negativos para K. Se a semelhanga fosse muito grande, deveriam existir
somente trés picos. Um pico para K assumindo um valor constante e positivo, outro para um
valor nulo e, finalmente, um pico correspondente a um valor negativo. Isso ndo ocorre devido
a varios motivos. Um deles € a rugosidade que tanto o substrato, quanto a superficie da célula
apresentam. Variacdes abruptas produzem grandes saltos no valor de K, acompanhados de

mudancga de sinal.

Comparando o médulo da curvatura no pico central da fig. 34 com aquele obtido para
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Figura 32: Distribui¢do de curvatura Gaussiana para uma superficie artificial contendo um he-
misfério com raio de 4000 nm.
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Figura 34: Imagem tridimensional obtida por AFM de uma hemécia com shape em um formato

semelhante ao de um tordide.
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Figura 36: Imagem de uma hemadcia com shape achatado devido a caracterizacdo em ar, sem

fixacdo prévia.
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Figura 37: Distribui¢do de curvatura Gaussiana para uma hemdcia apresentando achatamento.

a esfera, percebe-se que a curvatura da esfera € menor, cerca de duas ordens de grandeza. De

fato, percebe-se na fig. 34 que a invaginagdo central contribui para aumentar a distorcao da
superficie da hemadcia.

Na figura 36 mostra-se uma hemadcia que foi caracterizada em ar, sem fixagdo. Seu
shape achatado juntamente com o resto do substrato produz a distribui¢do de curvatura Gaussi-
ana encontrada na figura 37.

Nessa segunda distribui¢dio, o pico centra-se no valor de K = 1,31.10~7. Como era de se espe-
rar, o achatamento produziu uma diminui¢io do médulo de K em uma ordem de grandeza. A

esquerda do pico, existem grandes contagens de curvaturas Gaussianas negativas. Para explicar

esse fato, novamente recorre-se a hipétese da influéncia da rugosidade do substrato, haja vista

que boa parte dos pixels da imagem estdo contidos nele.
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Figura 38: Imagem da mesma hemadcia contida na fig. 34 apds a reducdo do nimero de pixels.
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Figura 39: Imagem de parte da hemécia achatada vista na fig. 36 ap6s a reduciao do nimero de
pixels.

Na tentativa de contornar esse problema, diminuimos a drea de andlise e, consequen-
temente, o nimero de pixels. As figuras 38 e 39, possuem 45.500 e 22.500 pixels, respectiva-
mente. As respectivas distribui¢cdes de curvatura Gaussiana sdo apresentadas nos histogramas

das figuras 40 e 41.

Com a reduc¢do da quantidade de pixels, as novas distribuicdes estdo centradas no va-
lores 2,03.1077 ¢ 3,11.10719, para a hemécia em forma de toro e na forma achatada, respecti-
vamente. Para a hemdacia semelhante ao toro hd uma diminui¢ao, em mdédulo, do valor central
da distribuicao de curvatura Gaussiana acompanhada de uma inversao de sinal. J4 para o outro

caso, o da hemécia achatada, observa-se uma diminui¢do do valor em cerca de 3 ordens de

grandeza.

Esses fatos demonstram a heterogeneidade da superficie mesmo em escalas reduzidas,
sugerindo que existam diferencas bruscas nos valores de curvatura gaussiana entre pixels vi-
zinhos. A falta de suavidade na distribui¢do dessas curvaturas pode estar associada ao passo
utilizado no método de diferencas finitas. Na secdo 2.5, dissemos que o passo € dado pela razao

entre a medida da lateral da imagem (L) e o nimero de pixels em uma dada linha. Como a maior
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resolug@o encontrada em nosso equipamento € de 512 pixels por linha, para uma dada lateral
L, a nossa andlise de curvatura fica limitada, e por isso ndo conseguimos passos menores. [sso
resulta na dificultade em se obter uma distribuicao mais suave da curvatura sobre as superficies

analisadas.

No entato, demonstramos que o programa funciona e que, dada uma superficie suave,
como a do hemisfério, é possivel calcular a distribui¢do de curvatura das mesmas. Esperamos
que estudos posteriores envolvendo imagens de AFM em maior resolu¢do possam ser utilizadas

para atestar a eficdcia do programa.

2.7 Conclusoes

O estudo morfolégico de hemdcias é de grande importancia para a obtencao de infor-
macdes sobre o impacto que patologias, como a anemia falciforme, exercem na estruturas dessas

células. Nesse contexto, a Microscopia de Forca Atdmica tem grande potencial de contribuigdo.

Além das alteracdes morfoldgicas das hemécias que podem ser visualizadas nas ima-
gens produzidas por AFM, propomos a manipulacdo dos dados contidos nos pixels dessas ima-
gens para se obter um nimero ou um conjunto deles afim de descrever quantitativamente o
shape dessas células. A rotina computacional que propomos € de baixo esfor¢co computacional
e pode ser facilmente adaptada para analisar imagens produzidas em diferentes tipos de mi-
croscopio de forca atdmica. Além de mais estudos sobre geometria diferencial, interpretacdo
e exibicdo dos dados € necessario o aumento da resolu¢iao dessas imagens, afim de suavizar a

distribui¢do de curvatura.

Nesse capitulo, vimos que a rugosidade da face citoplasmatica da membrana de indivi-
duos com a hemoglobinopatia estrutural S, causa da anemia falciforme, é menor do que aquela
encontrada na membrana de doadores sadios. A hipétese da variabilidade da rugosidade sobre
a membrana de hemdcias em pacientes com a doenca, bem como a da perda de fosfolipidios,
deve ser testada para um espaco amostral maior. Se for confirmada, a rugosidade da face cito-
plasmaética pode contribuir como mais um pardmetro na investigacdo laboratorial dessa doenca

e avaliar a eficdcia do tratamento com quimioterdpicos.
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3 ESTUDOS DE VISCOELASTICIDADE DE
ERITROCITOS EM PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME

Neste capitulo, investigam-se as propriedades viscoelasticas de eritrécitos de doadores
sadios e de pacientes com anemia falciforme, utilizando-se a abordagem single cell, na qual a
célula € analisada como um todo. Inicialmente, fazemos algumas consideragdes sobre o modelo
elastico de Hertz e a obtencdo das curvas de forca por indentacao via AFM. Também apresen-
tamos duas formas de se extrair propriedades viscosas a partir dessas curvas. Em seguida,
propde-se uma metodologia para modificacdo da geometria das tips de AFM e, finalmente,
apresentam-se as curvas de forcas obtidas sobre os eritrdcitos e as propriedades mecanicas ob-

servadas.

3.1 Curvas de Forc¢a vs Indentacao e algumas consideragdes so-
bre o0 modelo de Hertz

As propriedades mecénicas a serem investigadas neste capitulo ja foram definidas e
discutidas nas se¢des 1.3 e 1.4 do capitulo 1. Vimos que no processo de extragdo dessas propri-

edades € necessdria a utilizacdo de um modelo do contato, como o de Hertz, por exemplo.

Segundo dos Santos (2010, p. 31), o modelo de Hertz adota as seguintes premissas:

Os materiais que compdem 0s corpos em contato sao isotropicos e homogéneos;

A forca aplicada € estdtica;

O material € linearmente elastico, obedecendo a lei de Hooke;

O raio de curvatura dos corpos em contato é muito grande comparado ao de contato,
considerando, portanto, que o contato se dd em pequenas regides ou que a espessura do

material seja semi-infinita;
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e Naio hd atrito entre as superficies em contato;

e Regime de pequenas deformagdes.

e dai podemos concluir que existem algumas limita¢des na aplicacdo desse modelo ao estudo
de corpos nao-homogéneos, ndo-isotropicos e com espessura finita, como as células. No en-
tanto, € possivel obter as propriedades mecanicas aparentes desses tipos de materiais através
de pequenas indenta¢des, numa tentativa de adaptar o experimento as premissas de Hertz. Para
uma maior discussao a respeito do modelo de Hertz, recomendamos o trabalho de dos Santos
(2010).

Para a presente discussdo, nos limitamos a afirmar que, atendidas as condi¢des de
aproximagao mencionadas, a eq. 1.7 pode ser utilizada para a realizacdo de um fitting com a
curva experimental de forca versus indentagdo obtida, afim de se extrair o modulo de Young E

aparente de células.

No entanto, vimos na figura 8 da se¢do 1.4 que o microscépio de forca atbmica ob-
tém uma curva de deflexdo versus posicao relativa tip-amostra. Para que consigamos a curva
desejada (F vs 6) devemos, inicialmente, multiplicar os valores de deflexdo do cantilever (eixo
vertical) pelo valor de sua constante de mola, atentando para as respectivas unidades. Geral-

mente, as forcas obtidas sdo expressas em nN.

Para se obter os valores de indentagdo do eixo horizontal deve-se recorrer a uma curva
de calibracdo de forca que é obtida sobre um substrato rigido (Bremmel et al., 2006; Klymenko

et al., 2009). A figura 42 nos mostra uma curva desse tipo.

O leitor deve estar se perguntando por que nao hd um evento de adesdo como encontrado na
figura 8 da secdo 1.4. O motivo € simples, a curva de calibracdo apresentada na figura 42 foi
obtida em meio liquido e, por isso, as forcas de capilaridade sdo atenuadas (Rebelo, 2007, p.
15). Deve-se ressaltar que a curva de calibracdo de forca deve ser tomada nas mesmas condigdes

em que as curvas de for¢ca sobre as amostras serdo obtidas.

Analisando a figura 42, percebemos que a curva de calibracao de forga é, praticamente,
caracterizada por duas inclinagdes constantes. A primeira inclinacido € nula e caracteriza o
primeiro trecho retilineo da curva. No ponto corespondente a abscissa 550 nm, inicia-se o
segundo trecho retilineo com a segunda inclinacdo. Tal ponto, onde hd uma variacio brusca
na inclinacdo da curva, é denominado ponto de contato e o segundo trecho recebe o nome de
regido do contato. A segunda inclinagdo € igual a unidade, ja que, no segundo trecho, essa curva
recebe incrementos de for¢a iguais aos incrementos de posicao (deslocamentos), tal que a razao

entre ambos € 1. Isso s6 ocorre devido a alta rigidez do substrato comparada a do cantilever.
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Figura 42: Curva de forca obtida via AFM em um substrato rigido. A curva acima resultou
de uma indentacdo em meio liquido de uma laminula de vidro. A curva de extensdo e retragao
coincidem e ndo € observada adesao significativa ja que a curva foi obtida em meio liquido.

Assim, a curva de calibracdo de forca sé registra a deformagdo do cantilever a partir do ponto

de contato.

Quando registramos uma curva de for¢a sobre uma amostra deformdvel (figura 43),
como uma célula, por exemplo, o segundo trecho da curva de forca ndo apresenta 0 mesmo
comportamento linear encontrado na figura 42. A inclinag@o passa a variar ponto a ponto na

regido do contato em virtude da deformagdo dos dois corpos; célula e cantilever.

Na figura 43 percebemos que a curva de for¢a obtida sobre o corpo deformével tem um
ponto de contato diferente daquele encontrado na curva de calibragdo. Obviamente isso ocorre
pela presenca do corpo deformdvel, mais especificamente, devido a sua altura (espessura). Se
o referido corpo ndo estivesse ali (espessura nula), a tip e o cantilever seguiriam seu trajeto

livremente até encontrar o substrato de vidro na posi¢do 550 nm.

Transladando-se a curva de calibrag¢do na direcao do eixo horizontal até o ponto de con-
tato da curva sobre o corpo deformavel e produzindo-se um grafico de deflexdo contra posi¢ao

relativa, obtemos uma disposi¢do para as curvas como a que mostramos na figura 44:

O leitor deve atentar que, para uma mesma abscissa Z, a diferenca de deflexdo entre
as duas curvas € a indentacdo 0 (Radmacher, 2002, p. 67). Para entender isso basta lembrar
que quando a sonda se aproximava do substrato rigido (curva azul) s6 havia a deformagao do

cantilever. Agora, com a sonda se aproximando do corpo deformdvel (curva vermelha), parte
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Figura 43: Curvas de forca obtidas via AFM. Comparacao entre o ponto de contato da curvas
de calibracdo (em azul) e a curva sobre um corpo deformével (em vermelho).
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da deformacao que era exclusiva do cantilever passa a ser divida com o corpo (curva vermelha).
Alternativamente, a indentagdo pode ser obtida a partir da diferencga entre as abscissas daqueles
pontos que apresentam a mesma deflexao (fig. 44) (Klymenko et al., 2009). Em ambos os casos

a relacdo entre posi¢do Z e a indentagdo & pode ser escrita como na eq. 3.1.

0 = (Z—Zo)—(d—do) 3.1)

onde (Zo,do) sdo as coordenadas do ponto de contato. Através dessa equacao transformamos a
curva obtida via AFM em uma curva de forca por indentacdo. Deve ficar claro, portanto, que o

ponto de contato € um importante parametro para a obtenc¢ao dessa curva.

3.2 Obtencdo de parametros viscosos a partir de curvas de forca
vs indentacao obtidas por AFM

Na secdo 1.4, definimos o tempo de resposta ou de relaxacao de materiais viscosos (7).
Segundo Gillies et al. (2002), esse parametro pode ser extraido a partir de curvas de for¢ca ob-
tidas por AFM. Esses autores utilizaram o modelo de Attard (2001) que desconsidera a adesdo
entre indentador e amostra durante o processo de deformacao. Para a utilizacdo deste modelo,
além do conhecimento do ponto de contato, é necessario que se conhecam propriedades geral-
mente de dificil medi¢do, tais como o potencial elétrico das superficies, comprimento de Debye
e outras propriedades elétricas do meio onde ocorre a indentacdo. O ponto de contato é fun-
cdo dessas propriedades e, portanto, muitas vezes € invidvel a ado¢do desse modelo. Bremmel
(2006) utiliza o0 modelo de Attard para estimar T de hemdcias em meio liquido, nesse caso, a

solugdo de PBS. A expressao utilizada para o fit da curva de forca € dada por:

F(1) = 2nRk 'Pe<E0)+3()] (3.2)
e a indentacao prevista pelo modelo é dada pela eq. 3.3
§(1) = A [e—'”’ et/ T] (3.3)

onde a constante A € dada por:
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Os parametros k! e P sdo determinados pelas propriedades elétricas mencionadas. Bremmel

et al. (2006) adotou para solucio de PBS o comprimento de Debye (k~!) igual a 0,75 nm. No
entanto, este autor ndo entrou em detalhes a respeito do valor de P. O valor adotado por Attard

(2001) em suas simulagdes foi de 107 N.m 2.

Outra caracteristica de sistemas viscoeldsticos € a histerese encontrada em curvas de
forga, entre a extensdo e a retragdo (Bremmel et al., 2006). A medida da drea da histerese é
numericamente igual a energia dissipada durante a indentacao e representa uma forma quantita-
tiva, embora indireta, para caracterizar a viscosidade dos corpos (Gillies et al., 2002). Ela pode

ser utilizada como uma alternativa ao complicado modelo de Attard.

Quanto maior a viscosidade do corpo indentado, menor a histerese, ou seja, menor
energia dissipada e o corpo se comporta mais como um sélido. De adordo com Bremmel et al.
(2006), a variacdo da histerese com a frequéncia do processo de indentagdo € outra caracteristica

dos sistemas viscoelasticos.

Rebelo et al. (2011) utilizam um método direto para extrair a viscosidade de células
epiteliais renais cancerigenas. Esses autores realizam um cdlculo que leva em conta a energia
dissipada durante a indentacio destas células. A geometria utilizada para o indentador foi a
conica. O mesmo método pode ser aplicado considerando a geometria esférica do indentador.

A expressao resultante € descrita pela eq. 3.5:

AW, = mvnR |(8— &) — (8, —&)FET (3.5)

onde v € a velocidade em que se déd o processo de indentagdo, R é o raio do indentador, &
e 0 sdo as abscissas da curva de for¢a por indentacdo que delimitam a regido da histerese.
Os indices APP e RET sdo para designar, respectivamente, a diferenga entre as abscissas da
curva de extensdo e da curva de retracdo. O trabalho realizado pelas forcas viscosas (AW,) é
igual a energia dissipada (4rea da histerese) que pode ser obtida experimentalmente. Assim, a

viscosidade 1) pode ser diretamente obtida da equacao acima.
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3.3 Modificacdo da geometria de tips de AFM

No capitulo 1, foi discutido que o modelo de Hertz adota originalmente a geometria
esférica para o indentador. No entanto, as sondas de AFM comercializadas apresentam fips em
formato piramidal, como mostramos na figura 5. A priori, isso ndo se torna uma dificuldade
para a aplicacdo do modelo de Hertz na andlise de curvas de forgca obtidas via AFM, ja que
Sneddon (1965) apud Jena e hober (2002) generalizou o modelo de Hertz para outras geometrias

de indentac¢do, como cdnicas e piramidais.

Visando o estudo de propriedades mecénicas na perpectiva single-cell, € necessario
utilizar um indentador grande o suficiente para indentar uma boa parte da célula. Para isso
procedemos a fixagdo de beads as tips. As beads sao microesferas que podem ser obtidas a

partir de diversos materiais poliméricos, bem como de silica.

De forma objetiva, podemos dizer que iremos modificar a geometria da tip de nossas
sondas de AFM, fazendo com que elas deixem de ser piramidais para se tornarem esféricas.

Assim, adotaremos o modelo original de Hertz em nossas anélises.

Na literatura técnica e cientifica, existem algumas metodologias para a fixacao de be-
ads, no entanto, elas requerem alguns materiais e equipamentos mais sofisticados, tais como
colas de cura em ultra-violeta e nanomanipuladores (Ducker e Senden, 1992; Rice, 2001). Para
este trabalho, procuramos desenvolver uma metodologia mais simples, com cola comercial-
mente disponivel em nosso pais e que utiliza o préprio microscopio de forca atdbmica como

nano-manipulador.

3.4 Materiais € Métodos

3.4.1 Caracterizacao e Fixacao de beads

Uma aliquota de dispersdo coloidal de particulas estéricas de silica ou beads (Bangs
Laboratories, Inc) com didmetro nominal de 4 um foi diluida em 4gua deionizada, resultando
em uma suspensiao com concentracdo de 1%. Uma gota de 10 uL dessa suspensdo foi de-
positada sobre uma laminula de vidro e deixada secar a temperatura ambiente. Em seguida,
utilizando-se um capilar de vidro, um pequena gota de cola epéxi tipo Araldite® foi espalhada
em uma regido préxima daquela onde as beads foram depositadas. Esse procedimento tem por
finalidade produzir um filme bem fino de cola cuja interface esteja bem proxima da regiao da

laminula contendo as beads, de forma que o deslocamento da tip entre essas duas regides seja
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Figura 45: Metodologia para fixacdo de microesferas de silica a tips de AFM. (a) Deposicao
por gota da solucdo diluida de microesferas sobre uma laminula de vidro. (b) Secagem das
laminulas ao ar. (c) Preparacdo do adesivo epdxi sobre a laminula contendo as beads. (d)
Raspagem do excesso de adesivo com um capilar de vidro.

mais breve, evitando que a cola seque, antes que a bead seja aderida a tip.

Para o processo de fixagdo, foram utilizadas sondas com cantilever de nitreto de silicio

OTR-4 (Veeco probes), com constante de mola nominal de 0,02 N.m ™!

As beads, bem como as tips modificadas, foram conduzidas ao microscépio eletronico
de varredura afim de se analisar o real didmetro dessas micro-esferas e a fixagdo das mesmas.
As imagens forma obtidas no microscépio eletronico Philips XL 30 utilizando-se um feixe de
20kV. Para se analizar o diamétro médio das beads, foram preparadas 4 laminulas conforme
metodologia descrita acima, excetuando-se a adi¢do da cola. De cada laminula, analisou-se os
diametros de 6 micro-esferas ao longo das direcdes horizontal (X) e vertical (Y). Tais medidas

foram obtidas em um aumento real de 1000X, utilizando-se o software do equipamento.

3.4.2 Obtencao de curvas de forca

Para essa andlise, o sangue fresco de 5 doadores sadios voluntarios (grupo controle)
foi obtido através de puncao digital. Também foram coletadas amostras de sangue em tubos
evacuados contendo anticoagulante EDTA de 5 doadores anémicos, pacientes do Hemocentro
do Estado do Cearda (HEMOCE). O sangue foi mantido sob refrigeragado e utilizado dentro de

um periodo de 24 horas. Cinco hemaécias de cada um dos individuos foram analisadas.
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Figura 46: Metodologia para a obten¢do de curvas de for¢a em meio liquido. (a) Preenchimento
da célula liquida com solucdo tamponada. (b) e (c) Fixacdo da laminula de vidro ao porta-
amostra com adesivo ep6oxi. (d) Extracao de aliquota de sangue total. (e) Dilui¢do da aliquota.
(f) Deposicao de uma gota da suspensdo de hemadcias sobre o vidro. (g) Posicionamento no
microscopio. (h) Visualizacdo das células em suspensdo na gota. (i) Posicionamento da célula
liquida sobre a gota.
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A célula liquida (fig. 46) é um acessorio que permite a operacdo do microscopio de
for¢ca atdbmica em meio liquido. Em nossas medidas preenchemos a celula liquida com solugdo
tampao fosfatada (PBS) (NaCl; KCIl; Na,PO4; KH,PO4 e pH= 7,4 a 25°C) contendo anticoa-
gulante EDTA 0,2 mM.

Para medidas em meio liquido, antes da preparacdo da amostra propriamente dita, faz-
se necessdria uma boa imobilizagdo do substrato ao porta-amostra metalico (fig. 46b). Para
isso utilizamos cola epoxi para a fixacdo das laminulas de vidro (fig. 46¢). As laminulas sdo
previamente tratadas com solug@o de poly-L-lisine (Sigma-Aldrich) a 0,1% v/v por 5 minutos.
Em seguida, elas sdo enxaguadas com dgua Milli-q de condutincia de 18 Q.cm™! a 25°C. Apés

a secagem em temperatura ambiente, essas laminulas sdo entdo coladas ao porta-amostra.

Uma suspensao de hemadcias € obtida através da dissolugao (fig. 46d e fig. 46e ) de um
pequena gota de sangue em um tubo tipo eppendorf contendo 1 mL de solu¢do tampao fosfatada
(PBS) (NaCl; KCI; Nay,PO4; KH,PO4 e pH= 7,4 a 25°C) e anticoagulante EDTA 0,2 mM (fig.
46d). A solugdo deve ficar com uma leve tonalidade vermelha. Em seguida, uma gota de 20 uLL
dessa supensdo € depositada sobre o substrato modificado e deixada em repouso por 3 minutos
(fig. 46f e fig. 46g). Esse tempo € suficiente para as células aderirem ao vidro modificado sem
que a gota seque. Nesse interim, uma regido da amostra contendo um bom nidmero de células
isoladas € escolhida (fig. 46h) e, entdo, posiciona-se a célula liquida sobre a gota depositada
fig. 46i.

Para a obtenc¢ao das curvas de for¢a, foram utilizadas sondas de nitreto de silicio OTR-
4 (Veeco Probes) com constante eldstica nominal de 0,02 N.m~'. As sondas foram previamente

modificadas com as beads, de acordo com protocolo encontrado na secdo anterior.

As curvas de forca foram realizadas em PBS + EDTA 0,2 mM com frequéncia de 1,0
Hz. Em um tnico caso variamos a frequéncia com que as curvas foram realizadas. Isso ocorreu
no ensaio realizado para ilustrar o comportamento viscoeldstico das hemdcias. As frequéncias

utilizadas nesse ensaio foram 0, 1; 0,5; 1,0; 5,0, 10,0 ¢ 15,0 Hz.

Andlise de elasticidade foi realizada através do software Hertz Fit que foi implemen-
tado pelo prof. Jeanlex Soares de Sousa. Para a estimativa do médulo de Young E foram
utilizadas as eqs. 1.7 e 1.8, ambas discutidas na se¢do 1.4 e 3.1. Assume-se o valor para o raio
R das beads como sendo a raiz quadrada de um quarto do produto entre os didmetros médios X

e Y que serdo obtidos na subsecdo 3.5.1.

Na andlise de viscosidade dos eritrocitos, utilizamos uma rotina computacional em

MATLAB (ver apéndice D) para calcular drea de histerese entre as curvas de extensao e retracao.
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O resultado obtido pelo programa tem unidades de nm? e deve ser multiplicado pelo valor
nominal da constante eldstica da sonda, afim de se obter o valor da energia total dissipada em

joules.

Para se obter o valor da viscosidade (1), utilizamos a eq. 3.5 que também foi imple-

mentada na rotina computacional em MATLAB que pode ser encontrada no apéndice E.

3.5 Resultados e discussoes

3.5.1 Caracterizacao e Fixacao de beads

A figura 47 mostra vérias beads. A maioria delas estd bem dispersa e isso indica que
a concentracdo utilizada na preparagdo é adequada e ndo favorece a formagdo de aglomerados

(figura 48) que dificultam o processo de fixagdo de uma tnica bead para cada tip.

Figura 47: Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura das beads sobre a laminula
de vidro. Panoramica com magnificacao de 1000X.

As medidas dos didmetros das 24 micro-esferas, ao longo das dire¢des horizontal e
vertical, encontram-se na tabela 4. As medidas demonstram que hd uma discrepancia entre
o valor nominal delarado pelo fabricante (4 um) e os valores obtidos pela microscopia. Os
valores médios, juntamente com o desvio padrdo &, para os didmetros nas dire¢des X e Y sdo,
respectivamente, 4,94 (£ 0,49) um e 4,65 (£ 0,33) um. Nota-se também que tais valores
médios ndo coincidem entre si, € portanto as beads ndo sao perfeitamente esféricas. O resultado
dessa andlise € relevante pois os modelos para a interpretacdo das curvas de for¢ca requerem
como parametro de entrada a geometria do indentador. Além disso, de posse dos valores médios

acima, obteremos dados mais realisticos a cerca do médulo de Young dos eritrdcitos.
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Figura 48: Micrografia com magnificacdo de 6000X de um aglomerado de beads. Aglomerados
como esse impedem que uma dnica micro-esfera seja aderida a tip.

Tabela 4: Medida dos didmetros das beads
# Bead Diametro X (um) Didmetro Y (um)

1 4,50 4,90
2 5,54 4,61
3 4,50 4,61
4 5,54 5,37
5 5,89 4,61
6 5,54 4,99
7 5,20 4,99
8 5,20 4,99
9 5,20 4,61
10 4,44 4,29
11 4,62 4,54
12 4,56 4,35
13 4,79 4,80
14 5,20 4,99
15 4,85 4,61
16 5,20 4,22
17 4,50 4,61
18 4,50 4,61
19 4,16 4,22
20 4,50 4,99
21 5,54 4,22
22 4,16 4,22
23 5,20 4,20
24 5,20 4,99

Média £ o: 4,94 + 0,49 4,65 £ 0,33
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Figura 49: Micrografia com magnificacdo de 3000X de um cantilever de nitreto de silicio.

Como resultado da fixacdo, obtém-se um cantilever com a tip modificada, ou seja, com
uma micro-esfera aderida (figura 49). Observa-se que na figura 49, a superficie aproximada-
mente esférica da bead encontra-se em um nivel mais baixo que a ponta da fip piramidal e,
consequentemente, para pequenas indentagdes, a bead tocard primeiramente a amostra. Assim,
a geometria do contato serd esférica, ao invés de piramidal ou conica. Tomaremos o raio R
médio para as microesferas como sendo dado pela raiz quadrada de um quarto do produto dos

diametros médios X e Y (tabela 4), ou seja, R = 2396 nm.

Uma ampliacao maior dessa tip modificada pode ser vizualizada na figura 50, onde novamente
se observa que a superficie da bead encontra-se em um nivel diferente da #ip piramidal. Observa-
se também que hd um pequeno achatamento na superficie da micro-esfera, mas que prova-
velmente ndo ¢ real, tratando-se, portanto, de um artefato causado pelo actimulo de elétrons
oritindos do feixe eletronico que este tipo de microscopio utiliza para operar. Como as beads
sdo constituidas de silica, sendo portanto materiais isolantes, a superficie fica repleta de cargas
elétricas imobilizadas que acabam repelido os elétrons que chegam do feixe. Esses elétrons

repelidos, ao serem detectados, produzem tal artefato.

3.5.2 Analise da elasticidade aparente dos eritrocitos

Os resultados do ajuste (fitting) do modelo de Hertz (eqgs. 1.7 e 1.8) considerando com
as curvas de for¢a de extensdo obtidas em doadores sadios € com anemia falciforme encontram-
se resumidos nas tabelas 5 e 6. Admitiu-se aqui o valor de 0,5 para a razdo de Poisson Uy pie»
conforme discutido na secdo 1.4. No fim de cada tabela, o valor médio para as 25 medidas de E
realizadas em cada grupo doador (sadios e doentes) aparece acompanhado do respectivo desvio

padrdo o.
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AccV SpotMagn Det WD BEp 1 6pm
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Figura 50: Micrografia com magnificacao de 10000X da fip modificada. Na superficie da micro-
esfera observa-se um pequeno achatamento, possivelmente ocasionado pela concentragdo de
cargas elétricas provenientes do feixe eletronico do microscopio.

Tabela 5: Modulo de Young das hemdcias de doadores sadios
# doador medida 1 (kPa) medida 2 medida3 medidad4 medida5

1 0,4233 03368 05217 04247 04739

2 0,3631 04995  0,3997 05219  0,3943

3 0,5345 05154  0,5536 03529  0,5089

4 0,5212 0,5428 04103 04504  0,5109

5 0,4417 0,5538 04871 04981 04598
E+o: 0,1480 £ 0,01873 kPa

Tabela 6: Modulo de Young das hemdcias de pacientes com anemia falciforme
# paciente medida 1 (kPa) medida 2 medida3 medida4 medida5

1 0,4233 03368  0,5217 04247  0,4739

2 0,3631 04995 03997 05219  0,3943

3 0,5345 0,5154  0,5536 03529  0,5089

4 0,5212 0,5428 04103 04504  0,5109

5 0,4417 0,5538  0,4871 04981  0,4598
E+o: 04680 & 0,06494 kPa
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Figura 51: Histograma de distribuicao do médulo de Young E para as hemadcias de doadores (a)
sadios (b) doentes.

A partir da tabelas, concluimos que as hemdcias de doadores sadios, em média, apre-
sentam modulo de Young cerca de trés vezes menor que o médulo encontrado para as células

de doadores com a hemoglobinopatia.

O desvio padrao representa cerca de 12,6% e 13,9% da média de E para as distribui-
coes de doadores sadios e doentes, respectivamente. Apesar desses valores representarem uma
variabilidade admissivel para tais distribui¢des, os valores médios encontrados sdo inferiores
aos encontrados na literatura (Dulinska et al., 2006 e Maciaszek e Lykotrafitis, 2011). No en-
tanto, o comportamento eldstico aparente verificado para essas células condiz com os achados
de outros autores; as hemacias de doadores falcémicos sdo mais elasticas (maior valor de E) do

que as dos doadores sadios.

A repesentacdo grafica da distribui¢do dos valores do médulo de Young podem ser observadas

na figura 51.
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A figura 51 revela que ndo ha superposicao entre as distribuigdes de E. As hemécias do doa-
dores sadios possuem mddulos de Young aparente, situados entre os valores 0,11 e 0,18 kPa,
enquanto num intervalo superior, de 0,30 a 0,60 kPa, encontra-se distribuido o médulo de

Young aparente para as hemdcias de doadores com anemia falciforme.

Esse comportamento de E para as hemécias nessas condi¢des também foi observado
no trabalho de Maciaszek e Lykotrafitis (2011). Esses autores utilizaram a técnica de AFM
para estudar as hemécias em condicdes semelhantes as que foram utilizadas em nosso trabalho,
exceto pelo uso de 0,5% do fixador gluteraldeido. O modelo mecanico por eles utilizado foi o

de Hertz-Sneddon considerndo a geometria piramidal do indentador.

Apesar de obterem valores de £ um pouco maiores que os encontrados no presente
trabalho (1,10 kPa, para hemdcias de doadores normais e 3,05 kPa em hemdcias de pacientes
falcémicos), Maciaszek e seu colaborador verificaram a mesma relacdo que nds encontramos,
ou seja, que as hemdcia em pacientes com anemia falciforme s@o cerca de trés vezes mais rigidas

do que aquelas encontradas em doadores sadios.

O aumento dos valores de E obtidos no trabalho de Maciaszek e Lykotrafitis (2011)
podem ser justificados por dois motivos: O primeiro deles pode ser o uso do fixador que, con-
forme vimos, contribuem com o aumento da rigidez da célula afim de manter seu shape. Ja o
segundo poderia ser justificado pela diferenca entre a geometria utilizada. N6s utilizamos uma

geometria esférica enquanto aqueles autores utilizaram um indentador piramidal.

Esses autores afirmam que o motivo do aumento da regidez dos eritrdcitos € provavel-
mente devido a mudancgas na afinidade da espectrina e os filamentos de actina quem estruturam
o citoesqueleto. Outra possibilidade levantada por estes autores € que a desidratagdo da célula

falciforme promova a polimerizacao da hemoglobina HbS desoxigenada.

3.5.3 Analise da viscosidade aparente dos eritrocitos

Afim de destacar o comportamento viscoeldstico das hemdcias, obtemos curvas de
forga sobre a hemdcia de um doador sadio em diferentes frequéncias ou velocidades de aproxi-

macao/afastamento.

Na figura 52, as curvas de for¢a sofreram deslocamentos verticais somente para facilitar a visu-
alizacao do aumento da drea da histerese com a frequéncia. Observa-se que, para frequéncias

abaixo de 1,0 Hz a histerese € muito pequena ou nula e cresce rapidamente a partir deste valor.

Como vimos na secdo 3.2, tal comportamento € relatado para varios materiais viscoe-
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Figura 52: Curvas de forga obtidas em diferentes frequéncias sobre a hemécia de um doador
sadio. Observa-se o aumento da histerese com a frequéncia.

Tabela 7: Area da histerese nas curvas de forca em hemadcias de doadores sadios

# doador medida 1 (107 10]) medida 2 medida3 medida4 medida5

1 3,9643 7,5991
2 9,3581 7,2885
3 4,5651 7,2055
4 6,7107 7,0403
5 7,4815 7,1027

6,3785
6,7973
15,2639
7,3171
7,1813

6,3605
7,4266
6,5431
7,7566
6,3620

5,6347
8,4655
8,1484
7,0974
10,3348

A+o= (74153 +2,0846)1071¢F

lasticos. Tanto para hemécias (Bremmell et al., 2006) quanto para vesiculas poliméricas (Gillies

et al., 2002).

Os valores calculados para a drea da histerese nas curvas de forga realizadas com

frequéncia de 1,0 Hz sobre as hemadcias de doadores sadios e de pacientes com anemia fal-

ciforme sao discriminados nas tabelas 7 e 8.

Analisando-se as médias informadas nas tabelas 7 e 8, percebe-se que o valor médio da a energia

dissipada € ligeiramente maior em hemadcias de paciente sadios.

Os valores médios encontrados para a energia dissipada nas hemadcias, em ambos os

tipos de doadores, t€m uma ordem de grandeza a mais do que os valores encontrados para a

dissipacdo de energia em vesiculas coloidais (Gillies et al., 2002).

Como os desvios ¢ para essas distribui¢des sdo altos (28,1% para sadios e 48,8%,
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Tabela 8: Area da histerese nas curvas de forca em hemdcias de pacientes com anemia falci-
forme
# paciente medida 1 (10-10)) medida 2 medida3 medidad4 medida5

1 6,8576 12,1807 10,4885 7,7980 15,8350
2 3,9179 4,4078 8,3086 5,7715 4,9239
3 9,0969 4,8491 9,0445 5,4951 5,8943
4 8,1054 3,4432 3,8816 3,8702 4,2222
5 3,3656 3,5832 35,4722 3,8793 4,6625

A+o= (63742 +3,1085)10°10J

Tabela 9: Viscosidade aparente de hemécias em individuos sadios

# doador medida 1 (Pa.s) medida 2 medida 3
1 41,1433 443,6174 263,1149
2 82,9131 214,1503 286,3578
3 167,1093 214,3972  234,5322
4 461,1007 157,2268 343,6267
5 123,8231 337,4009 161,2414

n+o= 2354503 £ 122,5859 Pa.s

para falcémicos) a média da energia dissipada nio pode ser utilizada como medida de tendéncia

central. Porém, podemos fazer algumas especulacdes em torno das distribui¢des da fig. 53.

A distribuicdo de energia dissipada pelas hemadcias para ambos os grupos de individuos

estd representada nos histogramas da figura 53.

Observando-se a figura 53, conclui-se que, embora em pequenas contagens, a dissipacao de
energia em hemadcias de doadores falc€émicos ocorre em todos os valores do intervalo analisado,
enquanto nas hemadcias de doadores sadios, observa-se maior existéncia de dissipagdo para va-

lores situados entre 6.10~ 10 ¢ 8.10716 J.

Os resultados da rotina computacional que calculou a viscosidade aparente sdo apre-
sentados nas tabelas 9 e 10 e graficamente representados nos histogramas da figura 54. Nessa
andlise foram utilizadas 15 curvas de forca obtidas sobre as hemdcias de doadores sadios e

outras 15 curvas obtidas em hemacias de individuos com anemia falciforme.

Novamente, a média ndo poderd ser utilizada como medida de tendéncia central para as dis-
tribui¢des de 1, haja vista que a variabilidade da duas distribui¢des foram grandes; Nugios =
235,4503 £ 122,5859 Pa.s € Ngpentes = 612,4753 £424,2948 com esses desvios representando

cerca de 52,1% e 69,3%, respectivamente.

A distribui¢do de viscosidade em hemadcias de doadores sadios (fig. 54a) concentra-se no inter-

valo de 0 a 500 Pa.s, enquanto a distribuicdo de 1 para as hemdcias dos doentes se espalham
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Figura 53: Distribui¢do da dissipacao de energia durante o processo de indentacdo das hemdcias
de doadores: (a) sadios (b) doentes.

Tabela 10: Viscosidade aparente de hemdcias em individuos com anemia falciforme

# doador medida 1 (Pa.s) medida 2 medida 3
1 568,8031 1599,1 1435,2
2 604,3138 481,1278 205,3847
3 454,8252 629,8704 171,5306
4 345,1575 210,3402 264,1795
5 538,1884 804,958 874,1510

nto= 6124753 £ 424,2948 Pa.s
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Figura 54: Histograma de distribuicdo da viscosidade aparente 17 de hemécias contendo hemo-
globina (a) normal (b) anormal.



95

em um intervalo maior de viscosidade. De fato, o desvio padrdo dessa distribui¢do é quase 4
vezes o valor de o para a distribui¢do dos sadios. H4 uma superposi¢cdo das distribui¢des entre
100 e 500 Pa.s.

3.6 Conclusoes

Ao final deste capitulo, concluimos que a metodologia adotada para a modificagdo
de tips da AFM se mostrou eficaz e reprodutivel. Exceto para a caracterizacdo das tips por
microcopia de varredura, essa metodologia dispensa o uso de equipamentos mais sofisticados
como nanomanipuladores, além de dispensar colas mais sofistticadas como a de cura em ultra-

violeta e isso faz com que a metodologia seja mais barata.

Concluimos que a utilizacdo das sondas modificadas foi satisfatdria na andlise de elas-
ticidade aparente dos eritrécitos. Determinamos que as hemdcias advindas de pacientes com

anemia falciforme sdo cerca de trés vezes mais rigidas do qua as hemécias de doadores sadios.

Embora nio se possa utilizar os valores médios da drea de histerese e da viscosidade,
pode-se recorrer ao histogramas para afirmar que as distribui¢des de energia dissipada (drea de
histerese) nas curva de for¢a e de viscosidade 1 ocorrem em valores menores para as hemdcias

de doadores sadios.
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APENDICE A

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 180/11 Fortaleza, 20 de Agosto de 2011
Protocolo COMEPE n° 157/11

Pesquisador responsavel: Thiago de Melo Santiago

Titulo do Projeto: “Hematologia Fisica: Aplicagdo da técnica de
microscopia de forgca atdbmica (AFM) ao estudo de propriedades
mecanicas de hemacias em anemia hemoliticas”

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salde — Ministério da Salde, Resolugdo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o protocolo e o TCLE do
projeto supracitado na reunido do dia 18 de Agostol de 2011.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,
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APENDICE B

9%0SurfDiff: Diferencia a matriz do arquivo .dat extraido do microscopio
%

clc; clear all;

%define a resolucao da imagem

NX =512; NY =512;

L=15000; % define lateral da imagem analisada
Yinicializacao das matrizes

DIFX = zeros(NX,NY);

DIFY = zeros(NX,NY);

DIFX2 = zeros(NX,NY);

DIFY2 = zeros(NX,NY);

DIFXY = zeros(NX,NY);

N =zeros(NX,NY,3);

H=zeros(NX,NY,3);

Gaussian=zeros(NX,NY);

CM=zeros(NX,NY);

DX = L/NX; %separacao entre os pontos na direcao x em nm
DY = L/NY; %separacao entre os pontos na direcao y em nm
disp(’Lendo a superficie’)

Z=dlmread(’nome do arquivo.dat’); %lendo a superficie a partir do arquivo .dat
disp(’Terminado’)

for I = 2:NX-1; %derivadas primeiras fora das extremidades
for J = 2:NY-1;

H(Ix1,Jx1,3)=Z(1,J);

Yoderivadas primeiras
DIFY(1,J)=(Z(I+1,J)—Z(I—1,J))/(DX);
DIFX(1,J)=(Z(I,J+1)—Z(1,J—1))/(DY);

Yoderivadas segundas

DIFY2(1,J) = (Z(I+1,J) —2%Z(1,J) + Z(I1 - 1,J)) /(DX?);
DIFX2(1,J) = (Z(I,J+ 1) =2 Z(I,J)+Z(1,J — 1)) /(DY?);
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DIFXY(I,J)=(ZI+1,J+1)—Z(I+1,J—1)—Z(I—-1,J+1)+Z(I—1,J—1))/(DX*DY);
Yoderivadas mistas
DIFXY(1,J)=(Z(2,J+1)—-Z(22,J—1)—Z(1,J+1)+Z(1,J—1))/(DX *DY);

DIFXY (NX,J)=(Z(NX,J+1)—Z(NX,J—1)—Z(NX —1,J+1)+Z(NX —1,J—1))/(DX %
DY);

end

DIFXY(I,1)=(Z(I+1,2)—Z(I+1,1)-=Z(I—-1,2)+Z(I—1,1))/(DX « DY),
DIFXY(I,NY)= (ZUI+1,NY)—Z(I+1,NY —1)—Z(I—1,NY)+Z(I—1,NY — 1)) /(DX %
DY);

end

DIFXY(1,1) = (Z(2,2) —Z(2,1)—Z(1,2)+Z(1,1)) /(DX * DY ); %nas bordas

DIFXY (NX,1)=(Z(NX,2)—Z(NX,1)—Z(NX —1,2)+ Z(NX —1,1)) /(DX * DY ); %nas bor-
das

DIFXY(1,NY)=(Z(2,NY)—Z(2,NY —1)—Z(1,NY)+Z(1,NY — 1)) /(DX % DY ); %nas bor-
das

DIFXY (NX,NY)=(Z(NX,NY)—Z(NX,NY —1)—Z(NX —1,NY)+Z(NX—1,NY —1)) /(DX
DY ); %nas bordas

for J = 1:NY; %derivadas em y nas bordas

DIFY(1,J) = (Z(2,J)—Z(1,J))/DX,

DIFY(NX,J) = (Z(NX,J)—Z(NX —1,J))/DX;

DIFY2(1,J) = (Z2(2,J) —2%Z(1,J))/(DX?);

DIFY2(NX,J) = (—2*Z(NX,J)+Z(NX —1,J))/(DX?);

end

for I = 1:NX; %derivadas em x nas bordas

DIFX(1,1) = (Z(1,2)—Z(1,1))/DY,

DIFX(I,NY)= (Z(I,NY)—Z(I,NY —1))/DY;

DIFX2(1,1) = (Z(1,2) =2 Z(I,1))/(DY?);

DIFX2(I,NY) = (=2 Z(I,NY)+Z(I,NY — 1)) /(DY?);

end

90Escrevendo nos arquivos de saida

disp(’Escrevendo no arquivo’)

9oguardando os valores das derivadas

dlmwrite(’ DiffX.dat’,DIFX(:,:), delimiter’, i , precision’,8);

dlmwrite(’ DiffY.dat’,DIFY(:,:),’delimiter’, 7 , precision’,8);

dlmwrite(’ DiffX2.dat’,DIFX2(:,:),’delimiter’, ) , precision’,8);



dlmwrite( DiffY2.dat’,DIFY2(:,:), delimiter’,’ ’A,’ precision’,8);

dlmwrite(’ DiffX'Y.dat’ ,DIFXY(:,:), delimiter’,’ ’h,’ precision’,8);

Joessa instrucao pode ser utilizada para plotar o campo de orientacao normal
9oarmazenamento das componentes dos vetores normais a superficie analisada
Yoaqui nao estamos definindo N e por isso o arquivo Normal esta vazio
dlmwrite(’ Normal.dat’,N(:,:,3), delimiter’,’ ’h,’ precision’,8);

%desenha o campo de orientacao normal a superficie analisada se N estiver
Jodefinido.

I=1:NX; J=1:NY;

[X,Y] = meshgrid(I,J);

z=H(LJ,3);

[Nx,Ny,Nz| = surfnorm(z);

N(I,J,1)=Nx;

N(LJ,2)=Ny;

N(LJ,3)=Nz;

disp(’Iniciando calculo da curvatura’)

Gaussian = (DIFX2.+ DIFY2 — DIFXY.?)./((1+DIFX.? 4+ DIFY.?).?);

109

CM = (1+DIFX.2).«DIFY2—2.%(DIFX.xDIFY.«DIFXY)+ (1+DIFY.2).« DIFX2./ (2.

(14+DIFX2.2+DIFY2.2).1.5);

disp(’Matriz curvatura calculada com sucesso!’)

dlmwrite(’ CurvaturaG.dat’,Gaussian, delimiter’, ’j’ precision’,8);
disp(’Gerando grafico’)

hold off;

90desenha a superficie analisada

surf(z);

shading interp

9oproduz o histograma da distribuicao de curvatura gaussiana
figure;

tmp = reshape(Gaussian,NX*NY,1);

hist(tmp,100000);

9oopcional que calcula a integral da funcao curvatura gaussiana
Josobre uma da area e divide o resultado pela area.

CG = trapz(trapz(Gaussian))./L?

disp(’Terminado’)



APENDICE C

9Cria um hemisferio de raio 4000nm em um arquivo .dat
%
clc; clear all;

NX =512; NY =512;

R=4000;% raio do hemisferio em nm

L=15000; %lateral da imagem em nm

PX = L/NX; %separacao entre os pontos na direcao X em nm
PY = L/NY; %separacao entre os pontos na direcao Y em nm
disp(’Criando a Superficie’)

H=zeros(NX,NY);

Z=zeros(NX,NY);

disp(’Fim”)

forI=1: NX;

forJ =1: NY;

Yindica a eq. z=f(x,y) para o ramo positivo da esfera de raio R
H(I,J) = sqrt(R? — (I * PX —7500)% + (J x PY — 7500)?));
% anula as alturas na regiao que nao compreende o hemisferio
if imag(H(1,J)) ==0Z(1,J) = H(I,J); end

end

end

disp(’Gerando a superficie no arquivo’) dlmwrite(’esfera512.dat’,Z,’delimiter

hold off; surf(Z); shading interp disp(’ Terminado’)

2 9%
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b
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precision’,8);



APENDICE D

P%Hist area: Calcula a area da histerese de uma curva de forca do
9oarquivo .dat extraido do microscopio

%

clc; clear all;

NX =1; NY=1024;
M=zeros(1024,2);
x=zeros(1,1024);
x1=zeros(512,1);
x2=zeros(512,1);
y=zeros(1,1024);
yl=zeros(1,512);
y2=zeros(1,512);
A=zeros(25,2);

for k=1:5;

M=zeros(1024,2);
disp(’Lendo os Arquivos’)
9olendo os arquivos posicao(coluna 1) e deflexao(coluna 2)
if k==1;

M=dlmread(’fplotl 1hz.dat’);
end

if k==2;

M=dlmread(’fplot2 1hz.dat’);
end

if k==3;

M=dImread(’fplot3 1hz.dat’);
end

if k==4;

M=dlmread(’fplot4 1hz.dat’);
end

if k==5;
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M=dlmread(’fplot5 1hz.dat’);

end

disp(’Terminado’)

9oloop para calcular o valor minimo de deflexao da curva de extensao (1)
minl=M(1,2);

for 1=2:512;

if min1>M(,2);

minl=M(,2);

end

end

minl

9oloop para calcular o valor minimo de deflexao da curva de retracao (2)
min2=M(513,2);

for j=514:1024;

if min2>M(j,2);

min2=M(,2);

end

end

min2

Yoshift do valores de deflexao da curva 1 para deixa-la acima do eixo x
for i=1:512;

M(1,2)=M(i,2)+abs(minl);

end

Yoshift do valores de deflexao da curva 2 para deixa-la acima do eixo x
for i=513:1024;

M(1,2)=M(i,2)+abs(min2);

end

9oloop para alterar as abscissas da curva de retracao (caminho de volta)
1=0;

for i=512:1023;

1=1024-1;

M@+1,1)=M(1,1);

end

% desmembrando a curva total (ida e volta) na curva de extensao (y1,x1)
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% e na curva de retracao (y2,x2)
x=M(1:1024,1);

y=M(1:1024,2);

x1=M(1:512,1);

x2=M(513:1024,1);

y1=M(1:512,2);

y2=M(513:1024,2);

Yocalculando a area sob as curvas individuais
Al=trapz(x1,y1);

A2=trapz(x2,y2);

%calculando a area entre as curvas

Ak, 1)=A1-A2

%Escrevendo no arquivo

disp(’Escrevendo’)
dlmwrite(’histerese.dat’,A(:,:), delimiter’,’ ’A,’ precision’,8);
k=k+1

end

%plotando a area entre as curvas

area(x,y)



APENDICE E

9Viscalc: Calcula a viscosidade aparente a partir das curvas de forca.
%

clc; clear all;

V=zeros(5,1);

G=zeros(512,6);

H=zeros(512,6);

x=zeros(1,512);

y=zeros(1,512);

A=zeros(1024,2);

M=zeros(512,6,5);

disp(’Lendo os Arquivos’)

9lendo os arquivos posicao Z (coluna 1) e deflexao D(coluna 2)
A=dlmread(’nome arquivo.dat’);

disp(’Done’)

9oloop para calcular o valor minimo de deflexao da curva 1 da amostra
minl=A(1,2);

for 1=2:512;

ifminl > A(i,2);

minl=A(,2);

end

end

minl

%loop para calcular o valor minimo de deflexao da curva 2 da amostra
min2=A(513,2);

for j=514:1024;

ifmin2 > A(j,2);

min2=A(j,2);

end

end

min2
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Yoshift do valores de deflexao 1 da calibracao para deixa-la acima do eixo x

ifminl < 0;

fori=1:512;
A(1,2)=A(1,2)+abs(minl);
end

end

Yoshift do valores de deflexao 1 da amostra para deixa-la acima do eixo X
ifmin2 < 0;

for 1=513:1024;

A(1,2)=A(1,2)+abs(min2);

end

end

%loop para alterar as abscissas da curva de retracao (caminho de volta)
%fechando a curva

9%M(513,2)=M(1,2);

9%M(1024,2)=M(512,2);

9olooping para preencher a matriz G 512x6 (Z D1 11 D2 12)

for j=1:5;

for i=1:512;

if j==1;

G(ij)=A,1);

end

if j==2;

G(@1,))=A(@,2);

end

if j==3;

end

if j==4;
G(i,j)=A(1024+1-i,2);

end
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if j==5;

G(1,))=A(,1)-A(1024+1-1,2);

end

end

end

90Escrevendo no arquivo

disp(’Escrevendo no arquivo’)

dlmwrite(’cel 5.dat’,G(:,:),’delimiter’, ’ﬁ,’ precision’,8);
% Apresentando as curvas para que o usuario possa informar os pontos
9de contato e as respectivas deflexoes:

x=G(1:512,1);

s1=G(1:512,2);

s2=G(1:512,4);

plot(x,s1,x,s2)

Zapp=zeros(3,1);

Dapp=zeros(3,1);

Zret=zeros(3,1);

Dret=zeros(3,1);

w=0;

while w==0;

%Solicitando dados da curva de aproximacao
Zapp(1,1) = input(’Digite Z0 da curva de extensao:’);
Dapp(1,1) = input(’Digite DO da curva de extensao:’);
Zoapp=Zapp(1,1);

Doapp=Dapp(1,1);

971 sera considerado igual ao ponto de contato
zappl=Zoapp;

dapp1=Doapp;

Zapp(3,1) = input(’Digite Z2, o limite da curva de extensao a direita:’);
zapp2=Zapp(3,1);

Dapp(3,1)= input(’Digite a deflexao D2 correspondente a Z2 da extensao:’)
; dapp2=Dapp(3,1);

indappl = ((zappl — Zoapp) — (dappl — Doapp))?
indapp2 = ((zapp2 — Zoapp) — (dapp2 — Doapp))?
indapp=(indapp2-indappl)
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9oSolicitando dados da curva de retracao

Zret(1,1)= input(’Digite Z0 da curva de retracao:’);

Zoret=/ret(1,1);

Dret(1,1)= input(’Digite DO da curva de retracao:’);

Doret=Dret(1,1);

Yozretl sera considerado igual ao Z1 da curva de extensao

zretl=zappl;

Dret(2,1)= input(’ Digite a deflexao D1 correspondente a posicao Z1 na retracao:’);
dret1=Dret(2,1);

Yozret2 sera considerado igual ao Z2 da curva de extensao

zret2 = zapp2;

Dret(3,1) = input(’Digite a deflexao D2 correspondente a Z2 da retracao:’);
dret2=Dret(3,1);

indret1=(zret1-Zoret)-(dret1-Doret)

indret2=(zret2-Zoret)-(dret2-Doret)

indret=(indret2-indret1)

disp(’ Viscosidade em Pa.s sera calculada com os parametros acima’)
w=input(’Para confirmar digite 1 e aperte ENTER, caso contrario digite 0:’);
end

a=340; % parametro que deve ser inserido pelo usuario a partir da analise

% das curvas que determina a posicao do dado que corresponde a Z0.

% Isso pode ser feito atraves do Origin com a ferramenta de cursor

% data reader. Clicando sobre o ponto de contato esse cursor ele

% da as coordendas xy e a posicao do dado entre colchetes. Nesse

% caso foi [340]

x=G(a:512,1);

y1=G(a:512,2);

y2=G(a:512,4);

trapz(x,y1-y2)

Viscosidade = (1/(pi*2396%2¢ —6)) x0.02* (1e —9) xtrapz(x,yl —y2)/(indapp — indret)

2 9%

dlmwrite(’visco.dat’,Viscosidade, delimiter’,”’, precision’,8);



