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RESUMO

O estudo de células em substratos macios € importante pois estes imitam as condi¢des naturais
de células in vivo, possibilitando andlises em células com total controle do seu ambiente. Ja
se sabe que células reagem a rigidez do substrato que se encontram, mas nao existe um con-
senso sobre o funcionamento de seus mecanismos internos. O objetivo deste trabalho € analisar
como fibroblastos (linhagem 1.929) tem sua biomecanica alterada de acordo com a dureza do
substrato onde estdo depositados, visando entender como a rigidez do substrato afeta sua mor-
fologia e sua reologia, com a medi¢do de seus parametros viscoelasticos por Microscopia de
Forca Atdmica, e pela determinacdo quantificada de sua morfologia por Microscopia Confocal
de Fluorescéncia. As propriedades mecanicas de células individuais sd@o obtidas nos dominios
do tempo e de frequéncia (entre 1 Hz até 1kHz), e as propriedades morfoldgicas sdo obtidas
pelo célculo da dimensao fractal da rede de actina filamentosa presente no esqueleto celular. Os
substratos macios sao hidrogéis de poliacrilamida cuja dureza pode ser controlada de acordo
com a concentracdo do agente reticular utilizada em sua fabricac¢do (0,01%, 0,1%, e 1%). Os
resultados de microscopia de for¢a atdmica mostram aumento na rigidez celular correlacio-
nada com o decréscimo da rigidez do substrato, e os parametros viscoeldsticos revelam que a
relaxacao celular segue um modelo de dupla lei de poténcia, na qual observa-se um regime de
rapida relaxacdo viscoeldstica em tempos muito curtos (abaixo de dezenas de milissegundos), e
um regime de relaxacao lenta em longos tempos de observacao (centenas de milissegundos até
dezenas de segundos). Os dados de microscopia confocal revelaram um aumento na dimensao
fractal das imagens do citoesqueleto de actina com o aumento da dureza do substrato, que pode

ser visualmente correlacionado com o crescimento de longas fibras de actina pelo corpo celular.

Palavras-chave: microscopia de for¢ca atdmica; microscopia confocal; redes de F-actina; visco-
elasticidade;morfologia celular.



ABSTRACT

The study of cells on soft substrates is relevant because they mimic the natural conditions of in
vivo cells, allowing analyzes in cells with full control of their environment. It is already known
that cells react to the stiffness of their underlying substrate, but there is no consensus on the
functioning of their internal mechanisms. The objective of this work is to analyze how fibro-
blasts (lineage 1.929) have their biomechanics altered according to the stiffness of the substrate
they are in, in order to understand how the stiffness of the substrate affects internal mechanisms
of viscoelastic relaxation and its morphology, with the measurement of its viscoelastic parame-
ters by Atomic Force Microscopy, and by the quantified determination of their morphology by
Confocal Fluorescence Microscopy. The mechanical properties of individual cells are obtained
in the time and frequency domains (between 1 Hz to 1 kHz), and the morphological properties
are obtained by calculating the fractal dimension of the filamentous actin network present in the
cell skeleton. Soft substrates are polyacrylamide hydrogels whose stiffness can be controlled
according to the concentration of the crosslinking agent used in their fabrication (0.01%, 0.1%,
and 1%). Atomic force microscopy results show an increase in cellular stiffness correlated with
a decrease in substrate stiffness, and the viscoelastic parameters reveal that the cellular relaxa-
tion follows a double power law model, in which a regime of rapid viscoelastic relaxation is
observed in very short times (below tens of milliseconds), and a slow relaxation regime in long
observation times (hundreds of milliseconds to tens of seconds). Confocal microscopy data re-
vealed an increase in the fractal dimension of the cytoskeleton images with increasing substrate
stiffness, which could be visually correlated with the growth of long actin fibers through the

cell body.

Keywords: atomic Force Microscopy; confocal microscopy; f-actin networks; viscoelasti-
city; cellular morphology.
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1 INTRODUCAO

Ha muito tempo se sabe que células eucaridticas sao compostas por trés estruturas
principais: a membrana plasmatica, o citoplasma e o ndcleo, cada um com sua fungao especifica
para garantir a sobrevivéncia celular. A membrana plasmatica é responsdvel pela filtragem de
fluidos e nutrientes do citoplasma com a matriz extracelular, o nicleo coordena processos ce-
lulares como a divisdo e € onde se encontra o material genético da célula, e no citoplasma é
onde ocorre o transporte de nutrientes, € nele também onde se encontram as organelas sdo es-
truturas que realizam as funcdes da célula. Para que ocorra uma comunicagdo vidvel entre os
componentes da célula, todo o transporte de proteinas devem ser feitos em meio aquoso, o que
caracterizaria a célula como um corpo viscoso, mas a0 mesmo tempo, o corpo celular deve
oferecer alguma resisténcia para evitar que esses fluidos escapem. Portanto, a célula também
deve apresentar caracteristicas eldsticas. Do ponto de vista do comportamento celular e de
suas fungdes nos tecidos, € necessario que a célula apresente comportamento fluido para reali-
zar funcdes como divisdao, migracdo celular e geracao de forcas intracelulares, mas ao mesmo
tempo, a célula precisa de sustentagcdo para melhor constituir tecidos rigidos do corpo que estao
expostos a forgas externas. Este comportamento dual das células se tornou uma crescente drea
de pesquisa nas dltimas décadas, e hoje € aceito que células apresentam carater viscoso e rigido
dependendo da funcdo que a mesma exerca [1]. Por exemplo, foi observado que a rigidez ce-
lular € um bom indicador para determinar a saude das células [2], podendo ser correlacionado
com patologias graves como alguns tipos de cancer.

O componente estrutural das células € o citoesqueleto, que tem como fungdes prin-
cipais o transporte intracelular de proteinas e redistribui¢do de forcas locais [3]. O citoes-
queleto € formado primordialmente por trés tipos de fibras poliméricas, cada uma com papéis
especificos na dindmica celular: (i) os microtibulos, cujas principais funcdes sdo o transporte
de proteinas pelo citosol e a divisdo celular[1]; (ii) os filamentos intermedidrios, que possuem
funcdo estrutural de prover resisténcia mecanica a esticamentos e absorcao de choques [1, 4]; e
(111) os filamentos de actina, que realizam o papel de sustentacdo e motilidade da célula [1, 5].
Estes trés filamentos dividem a propriedade de recombinacao, se tornando presentes como lon-
gas fibras apenas quando necessario para a funcdo que a célula necessita, e se despolimerizando
quando sua presen¢a ndo € necessdria [3]. Esta caracteristica transiente do citoesqueleto € a
principal responsdvel pelo carater viscoelastico de células.

E conhecido que alguns fatores externos podem influenciar a organizagéo do citoes-
queleto, e assim suas propriedades viscoeldsticas, onde os principais sdo; a satude celular, como

previamente mencionado. Jaalouk e Lammerding revisam como mutagdes celulares impactam
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suas caracteristicas estruturais [2]; uso de firmacos que diretamente desmantelam as redes que
compdem o citoesqueleto, Rotsch ef al. tratou células com drogas que afetam os trés com-
ponentes do citoesqueleto, separadamente, e concluiu que apenas a rede de actina filamentosa
influencia diretamente na elasticidade da célula, onde as medidas mecanicas foram feitas utili-
zando microscopia de forca atomica [6]. Seguindo esse fato, Ayala et al. descreve o tratamento
de células com tré€s farmacos que afetam apenas a organizacdo da rede de actina filamentosa, e
como isso afeta a elasticidade da mesma utilizando de microscopia de pingas Opticas para me-
didas de elasticidade [7]; e por fim, a dureza do substrato que a célula se encontra, publicacdes
sobre esse fendmeno serdo comentadas a seguir.

Gupta et al. estudaram imagens de microscopia confocal de fluorescéncia para ana-
lisar o alinhamento da fibras de actina filamentosa correlacionando com a dureza dos substrato
que se encontram, e concluiram que células em substratos macios se comportam de forma mais
fluida, apresentando baixa organizacdo da rede de f-actina. E em substratos mais duros, as
células se mostram mais rigidas, com a actina organizada em longas fibras paralelas. O alinha-
mento preciso das imagens foi feito utilizando técnicas computacionais de andlise de imagem
[8].

Solon et al. utilizou-se de Microscopia de Forca Atdomica (AFM) para determinar
que células cultivadas em substratos de durezas diferentes tem suas caracteristicas estruturais
variadas [9]. Foi encontrado também uma maior concentracido de actina no estado polimérico
em células cultivadas em substratos mais duros. Fitzroy et al. chegaram as mesmas conclusoes,
mas utilizando a técnica de aspiragdo por micropipetagao para obter as propriedades mecanicas
[10]. Vale ressaltar que a técnica de micropipetacdo permite estudar células em cultivadas
em estruturas tridimensionais. Desta forma, Fitzroy ef al. concluiram que tanto a dureza de
substratos bi-dimensionais como tri-dimensionais afetam de maneira similar as propriedades
viscoeldsticas de células vivas.

O estudo de células em substratos de durezas diferentes tem se intensificado nas
ultimas décadas, pois € geralmente aceito que que substratos macios se assemelham ao ambi-
ente natural de células em tecidos, com a vantagem de possibilitar a investigacdo das proprie-
dades mecanicas de células isoladas. Podemos observar que, além das conclusdes feitas sobre
biomecéanica celular, o estudo estrutural de células deu luz a variadas técnicas experimentais ca-
pazes de obter parametros estruturais de seres unicelulares. O préximo passo légico de qualquer
estudo investigativo é se perguntar como o conhecimento técnico adquirido pode ser aplicado
para o bem da populagdo. A resposta encontrada foi virarmos nossa atencao para a investigacao
dos mecanismos internos celulares afetados por patologias congénitas, como alguns tipos de
cancer. A seguir serdo apresentados algumas publicacdes recentes evidenciando esse estudo.

Yousafzai et al. realizaram estudos de como células cancerigenas t€ém suas propri-



16

edades elésticas afetadas pela dureza do substrato que se encontram. Foram utilizadas pingas
Opticas para as medidas de elasticidade e eles concluiram que, assim como células animais
saudaveis, a dureza do substrato influencia em sua viscoelasticidade [11]. Foi também encon-
trado que quao maior o cardter metastatico de células cancerigenas, maior foi a influéncia do
substrato em sua morfologia, mais especificamente, quanto mais agressivo o cancer, mais ele se
espalhava em substratos moles.

Um estudo recente mostrou evidéncias diretas de como células cancerigenas ficam
mais macias ao navegar por espacos confinados. Neste estudo, Rianna ef al. utilizaram de
substratos estruturados de diferentes geometrias para obter a viscoelasticidade de células can-
cerigenas em migracdo. As medidas de elasticidade foram feitas por AFM. Os substratos fo-
ram variando em grau de confinamento, inicialmente com a célula livre, e terminando com ela
navegando um fino canal. Eles encontraram que células cancerigenas ficam mais moles du-
rante migracao em meios unidimensionais, que pode ser o principal mecanismo possibilitador
da metastase. Quase simultaneamente, de Sousa et al estudaram a viscoelasticidade de doze
linhagens de células normais e cancerigenas utilizando AFM [12]. Eles encontraram fortes
correlacOes entre as propriedades viscoeldsticas, motilidade e invasividade de células de céncer,
de forma que quanto mais agressivo for o cancer mais macio s@o suas células. Além disso, eles
encontraram indicios de que as caracteristicas de motilidade estdo codificadas nos parametros
da fun¢do de relaxacdo viscoeldstica das células.

O conhecimento construido por meio de estudos biomecanicos ja comegaram a mi-
grar para aplicacoes reais na medicina. Um estudo recente descreve os progressos no desenvol-
vimento de um possivel tratamento para o cancer colorretal baseado puramente nas mudangas
viscoelasticas observadas nas células cancerigenas induzidas pelo substrato que se encontram
[13].

A partir do cendrio descrito acima, os principais objetivos desta dissertacdo sio:
(1) estudar como fibroblastos L929 se adaptam a substratos de durezas diferentes utilizando o
AFM para extrair os parametros viscoelasticos das células, (i) caracterizar morfologicamente as
células utilizando microscopia confocal de fluorescéncia, (iii) e entender como viscoelasticidade
interna das células e a estrutura do citoesqueleto se correlacionam.

O AFM vem sendo utilizada no estudo investigativo da reologia celular principal-
mente pela sua capacidade de imprimir e simultaneamente medir for¢as da ordem de poucos nN
até mesmo em ambientes aquosos [14]. Caracteristica essa, essencial para estudar células vivas
in vitro em situagdes andlogas aquelas encontradas in vivo.

A microscopia confocal, conceptualizada em 1955 por Marvin Minsky [15], com-
binada com andlise de fluorescéncia, € outra técnica de estudo de estruturas organicas muito

utilizada atualmente, pois o sinal de fluorescéncia € o mais forte, menos suscetivel a destruir es-
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truturas e com menor interferéncia com a fonte de excitagdo proveniente de um corpo organico
[16].

Esta dissertag@o esta organizada da seguinte forma. O Capitulo 2 apresentard uma
breve revisdo teoria bésica necessaria para o entendimento e desenvolvimento deste trabalho.
Em particular serdo discutidos o papel do citoesqueleto no funcionamento das células, os mo-
delos fisicos bésicos para descrever materiais viscoeldsticos, e os métodos experimentais uti-
lizados nesta tese. O Capitulo 3 dedica-se a descrever os materiais € métodos usados nesta
dissertagdo como cultivo e imunohistoquimica fluorescente das células analisadas, procedimen-
tos de obtencdo de curvas de for¢a e imagens confocais, e como os dados obtidos foram anali-
sados. No Capitulo 4 serdo apresentados os resultados obtidos. E no Capitulo 5, os resultados
serdo discutidos a fim de observar tendéncias no comportamento que nos aponte para um melhor

entendimento dos mecanismos internos atuantes, para entdo apresentarmos uma conclusao.
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2 TEORIA

Este capitulo se dedica a uma descricao mais detalhada do papel do citoesqueleto
celular, as metodologias experimentais utilizadas neste trabalho, e conceitos basicos de reologia

necessdarios para interpretacao dos experimentos.

2.1 Citoesqueleto

O citoesqueleto é uma estrutura celular com diversas fungdes, essas sendo princi-
palmente de sustentacdo, comunicagao entre estruturas e auxilio para processos celulares. O
esqueleto celular pode ser definido como uma malha composta por trés tipos de filamentos dis-
tintos, onde cada filamento compde uma rede que realiza func¢des especificas. Estes filamentos
sdo: os microtubulos, os filamentos intermediarios e os filamentos de actina [1]. Todos estes
sdo estruturas poliméricas dindmicas formados por sub-unidades protéicas distintas. A Figural
mostra uma imagem confocal de fluorescéncia do citoesqueleto de um fibroblasto com todos

seus componentes.

Figura 1 — Imagem de fluorescéncia do citoesqueleto celular.

As cores verdes, vermelho e azul indicam a rede de microtabulos, os filamentos intermediarios € a rede
de f-actina, respectivamente. Fonte: referéncia [17].

Os microtibulos sdao formados por subunidades de tubulina, estas organizadas em
anéis conceéntricos de 13 sub-unidades dispostas em sua circunferéncia, fazendo o microtubulo
uma estrutura cilindrica oca de aproximadamente 25 nm de didmetro. Os microtibulos sdo
estruturas essenciais para organizagao intracelular, servindo como trilhos para o trafego de or-

ganelas e segregacao de cromossomos durante a divisao celular [1, 18].
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Na célula animal, o crescimento dos microtibulos se da a partir dos centrossomos,
que sdo pequenas organelas proximas ao nucleo celular com maior concentracao de tubulina,
crescendo radialmente até a parede da célula, onde a polimerizacdo dessas proteinas € correla-
cionada com a concentragdo de agente reticular no citosol. O microtibulo se desprende do cen-
trossomo apenas quando a célula entra em processo de divisao celular, servindo de trilho para
a separacao dos cromossomos[18]. Apesar de existir literatura indicando que os microttibulos
sdo estruturas com rigidez muito alta [19], foi também verificado experimentalmente por Rad-
macher et al que a auséncia destas estruturas no corpo celular ndo influencia no médulo eléstico
das células animais [6] .

Em células vegetais a rede de microtubulos também € a responsével pela morfologia
celular [20], pois estes guiam a producao de celulose na parede celular, e também € o compo-
nente estrutural do citoesqueleto responsdvel por absorver cargas mecanicas [21]. Apesar disso,
foi observado que protoplastos vegetais e células animais apresentam propriedades mecanicas
e durezas similares[22].

Os filamentos intermediarios sao na verdade uma classe de filamentos com tama-
nho médio intermedidrio entre os microtibulos e de f-actina [23]. A composi¢ao dos filamentos
intermedidrios varia com o tecido, podendo ter entre 8 € 12 nm de didmetro, mas estes sdao usu-
almente formados por vinculina [24]. Apesar dos filamentos intermedidrios terem composi¢oes
diferentes dependendo do tecido origindrio, eles possuem as mesmas fungdes gerais, funcio-
nando como elemento de resposta a perturbacdes iniciadas na superficie celular. Filamentos
intermedidrios podem também ancorar organelas no citoplasma, assim como servir de malha
para transducao de outros sinais pelo corpo celular, agindo em conjunto com motores molecu-
lares para direcionar moléculas sinalizadoras da parede celular até o nucleo [25].

A sustentacdo da célula animal € atribuida a rede de filamentos de actina presente
no citoesqueleto[1, 26, 27]. O filamento de actina (f-actina) é formado similarmente ao mi-
crotibulo de tubulina, com unidades globulares dispostas em padrdo helicoidal [1, 28]. Além
de sustentagdo, a rede de f-actina também se mostra importante no controle da morfologia da
célula, ja que esta trabalha com motores de miosina para de hidrolisar adenosina trifosfato
(ATP), e torna possivel criar protrusdes no corpo da célula. Estas protrusdes aumentam sua area
de contato para melhor absor¢do de nutrientes, e possibilitam migracao celular. A rede de f-
actina também pode trabalhar juntamente com motores de miosina para possibilitar a contragdo
muscular [1].

Outra funcao importante da rede de actina, e talvez a que serd mais citada neste
trabalho, € sua capacidade de se reorganizar de acordo com estimulos exteriores, para realizar
a distribuicdo de estresses locais e evitar perfuracdes [1, 26], e para realizar ancoragem em

substratos de durezas diferentes com a criacdo de fibras de estresse ordenadas [8]. O esquema
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da Figura2 demonstra como a rede de f-actina se reorganiza dependendo da dureza do substrato,
como observado por Gupta, et al. [8].

Todos os filamentos do citoesqueleto se recombinam de acordo com a fung¢do bioldgica
que as células executam como a migragdo, invasao e divisao celular [1, 29, 28], ou o estado da
saude da célula [2, 27, 30, 31]. Essa caracteristica transiente do citoesqueleto celular é o que
define a célula como um material viscoeldstico, ou seja, um material que exibe simultaneamente

caracteristicas elasticas e viscosas [26, 27, 32, 33].

Figura 2 — Organizacdo da f-actina em relacdo a dureza do substrato.
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Esquema simplificado ilustrando a correlacio das fibras de actina organizadas nas chamadas fibras de
estresse com a dureza do substrato que as mesmas se encontram.Fonte: referéncia [8]

Apesar do citoesqueleto ser composto por trés malhas de filamentos rigidos, nem
todos influenciam diretamente em suas caracteristicas viscoelasticas. Alguns estudos se propu-
seram a quantificar o quanto cada rede de filamentos afeta as propriedades mecanicas de células
[6, 34]. A referéncia [6], por exemplo, faz medidas de elasticidade em células tratadas com
farmacos que despolimerizam os filamentos do esqueleto celular. Neste trabalho, foram ob-
servadas reducdes no modulo elastico de cé€lulas com sua rede de actina despolimerizada, mas
nenhuma mudanca na elasticidade de células com microtubulos e filamentos intermedidrios
comprometidos, implicando pouca influéncia destes ultimos na viscoelasticidade celular.

Existem patologias que comprometem a integridade do citoesqueleto, e o estudo de
propriedades mecanicas de células sob influéncia de farmacos tem se mostrado muito relevante
na compreensao do efeito das doengas em nivel celular, exatamente porque eles podem isolar
efeitos destas para andlise quantitativa, possibilitando o melhor entendimento de como certas
doencas impactam tecidos vivos.

Sabe-se também que o substrato (meio extra-celular) impacta na estrutura e na
organizacdo da rede de actina no corpo celular. A investigagdo de como exatamente a du-

reza e a geometria dessas matrizes extracelulares influenciam nas propriedades viscoeldsticas
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e na morfologia da célula € um tépico atualmente em forte expansdo na literatura cientifica
(8,9, 11,10, 22, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40]. A importancia deste estudo se d4 porque, utilizando-
se de substratos macios e estruturados, € possivel replicar o ambiente da célula dentro dos teci-
dos e 6rgaos, possibilitando observar a célula em suas condi¢des usuais in vivo. Os substratos
utilizados nesses estudos sdao usualmente de géis de poliacrilamida cuja rigidez é proporcional
a concentracdo do agente reticulador utilizado na fabricagdo, possibilitando assim a confec¢do

de géis de durezas variadas para o estudo da adaptagdo do citoesqueleto a estas matrizes.

2.2 Teoria basica de deformacao dos solidos
2.2.1 Elasticidade e Viscosidade

A elasticidade linear €, de maneira simplificada, a propriedade de um material de
se deformar instantaneamente ao entrar em contato com uma forga externa, com a geracdo de
uma forca restauradora oposta a de deformacdo, onde, com o fim da forca externa, a forca
restauradora interna do material a retornaria a sua forma original. Essa forga, dividida pela 4rea

que a forca deformadora externa estd atuando, define o stress o, seguindo a equacgdo [41, 42]:

o=— 2.1

onde o € o stress, F € a forga aplicada sobre o material, e A € a drea onde a forca atua. Existem
dois tipos de stress, normais e de cisalhamento. O stress normal € definido como o stress que
a forca do estimulo mecanico € direcionado perpendicularmente a superficie do corpo que a
forca esta atuando, e o stress de cisalhamento corresponde aquele cuja forga externa € paralela
a superficie atuante da forca, como ilustra a Figura 3.

Considere um corpo de comprimento inicial L e sec¢ao reta de area Aj, submetido
a uma forga externa aplicada na dire¢ao na direcdo de seu comprimento. A deformacgdo deste

corpo pode ser descrita por [41, 42]

e=—_—"0 (2.2)

onde o € é também chamado de strain, L € o comprimento do material durante a aplicag¢ao da
forca externa e Ly € o comprimento inicial da amostra. Para pequenas deformacdes, vale a

relacdo entre stress e strain obedece [41, 42]:

o X €. 2.3)

A constante de proporcionalidade entre essas grandezas depende apenas do material e € definido

como mddulo de elasticidade. Desta forma, a equacao constitutiva de materiais perfeitamente
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Figura 3 — Definicdes de stress normal e de cisalhamento
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Esquema ilustrando stress normal (esquerda) e stress de cisalhamento (direita). Fonte:
<https://www.tec-science.com/wp-content/uploads/2021/02/en-deformation-normal-shear-stress.jpg >
acesso em 13/01/2022

elésticos € dada por

c=F- e 2.4

A viscosidade é a propriedade caracteristica de um fluido. E a propriedade de resis-
tir a for¢ca de escoamento. Um fluido escoando € considerado como totalmente em cisalhamento,
e esse cisalhamento € criado por um stress que causa o escoamento, e uma forca interna oposta.
A equacdo relacionando stress e strain para materiais viscosos foi postulada por Newton como
sendo [41, 42]

de
dt’

onde, novamente, o € o stress, € € o strain de cisalhamento, e ¢ € o tempo. O fator de pro-

0 X

(2.5)

porcionalidade é chamado de coeficiente de viscosidade. Desta forma, materiais perfeitamente

viscosos obedecem a seguinte equacdo constitutiva [41, 42]

d
o= "d_Z’ (2.6)

onde 7 € a viscosidade do material e -y € o strain paralelo a area de atuagao da forga, ou, strain de

cisalhamento. Todos os fluidos que seguem essa equacao sdo denominados fluidos newtonianos.
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2.2.2 Viscoelasticidade linear

Como o proprio nome sugere, viscoelasticidade € a propriedade de um material
exibir simultaneamente comportamentos eldstico e fluido. A forma encontrada para analisar
a contribui¢do de cada aspecto em uma amostra foi a formulagdo de modelos que associam
elementos puramente eldsticos com elementos puramente fluidos. Com esses modelos se torna
possivel obter equacdes diferenciais que descrevem como a amostra se deforma, assim obtendo
seus parametros estruturais.

Os modelos reoldgicos viscoeldsticos mais comuns geralmente podem ser apresen-
tados de forma pictorica, como associagdes elementos puramente elasticos, representados por
molas Hookeanas sem massa e elementos puramente viscosos, ou dahspots newtonianos.

Nas ultimas décadas vem sendo popularizado os modelos reoldgicos fracionarios,
onde foram substituidos elementos puramente eldsticos e viscosos por elementos viscoelasticos
intermedidrios, com seu comportamento definido por um parametro o que varia entre O e 1, .
Para o = 0 obtem-se um elemento eldstico, e para &« = 1 obtem-se retornaria um elemento
viscoso. A Figura 4 ilustra os trés elementos aqui citados (eldstico, viscoso e fraciondrio) e

como estes tendem a aparecer em representacdes visuais de modelos reolégicos.

Figura 4 — Elementos viscoelasticos usados em modelos reoldgicos.

a=0 a=1
e —p

Na figura temos da esquerda pra direita, mola Hookeana, elemento fraciondrio definido pelo parametro
alfa, e dashpot Newtoniano. Fonte: referéncia [43]

Medidas realizadas para obtencdo de pardmetros reoldgicos sdo de geralmente dois
tipos: testes de creep e testes de relaxacdo. Testes de creep sdo definidos por um material sofrer
um stress e responder com um strain, onde a funcdo que caracteriza a resposta do material neste
teste € chamada de creep compliance, e € usualmente denotada por J(¢). A definicdo matematica

de creep compliance é dada pela equacgdo a seguir [42, 44]

t
(t) = / J(t — 7)do (7). @.7)
0
Os testes de relaxagdo sdo definidos por uma amostra sofrer um strain conhecido

e responder com um stress. A fungdo que caracteriza a resposta de um material nestes testes

¢ chamada mdédulo de relaxacdo, e € denotada por G(t). Matematicamente, G(t) € definida por
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[42] [44]:

t
o(t) = / G(t — 7)de(T) (2.8)
0
Nas secc¢des subsequentes serdo discutidos dois modelos viscoeldsticos simples, 0s

modelos Kelvin-Voigt e 0 modelo Maxwell.

2.2.2.1 Modelo de Kelvin-Voigt

O modelo de Kelvin-Voigt consiste em um elemento puramente eldstico de médulo
elastico Ej, colocado em paralelo a um elemento puramente viscoso 7;. Considerando um
stress aplicado em ¢ = 0, o elemento viscoso impede da mola se deformar instantaneamente.
Ap6s um certo tempo determinado pela viscosidade do dashpot, a mola se aproximara de sua
deformacdo maxima. Ao remover o stress, 0 oposto acontece, a mola se aproximara de seu
tamanho original mas o tempo do processo serd mais longo devido a viscosidade do elemento
viscoso. A FiguraSa mostra um esquema do modelo de Kelvin-Voigt, e a Figura5b ilustra como

o strain de uma amostra viscoeldstica seguindo esse modelo seria em um experimento de creep.

Figura 5 — Modelo reolégico de Kelvin-Voigt.
(a) ed (b)
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a) ilustrag@o do sistema composto por uma mola e um dashpot em paralelo com um stress aplicado
simultaneamente. b) Curva de strain por tempo esperada pelo modelo. Fonte: referéncia [42]

Como a associacdo dos elementos € em paralelo, temos que a mola e o dasphot experienciam o

mesmo strain, mas o stress € divido entre eles, ou seja [42]:

o =01+ 09 2.9)

€ = €] = €. (2.10)

Usando as defini¢Oes de stress para molas e fluidos, obtemos a funcao do stress sentido por todo
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o sistema:

de
=F — 2.11

onde o € o stress aplicado ao sistema, e € € o strain sofrido pelos elementos. A solucdo da

equacao diferencial da equacdo acima nos retorna [42]:

e=Jo [1 — e—%,] 2.12)

onde J é o médulo de creep, e 7' é tido como tempo de retardo e é definido como Ey/ny.
A simplicidade deste modelo restringe sua utilidade, este modelo ndo consegue descrever a

relaxagdo do stress, pois com stress constante, o elemento viscoso nao pode relaxar.

2.2.2.2 Modelo de Maxwell

Este modelo também possui apenas dois elementos, um elastico de médulo eléstico
E,, e um viscoso de viscosidade 7,,, mas agora estes sdo arranjados em série. Neste caso, o
stress € 0 mesmo para os dois componentes do sistema, e o strain total € a soma dos strains

sentidos pelos elementos[42], ou seja:

o =01 =09 (2.13)

€ =€+ 6 (2.14)

Novamente usamos as relacdes de stress e strain para molas e fluidos obtendo:

o1 = E,€e (2.15)
d€2

= Ny —— 2.16

02 =1] di ( )

Derivando a primeira e igualando pelos stresses, temos a equacao diferencial:

de 1 do o

= 4 2.17

it E,dt o @17
O Modelo de Maxwell € melhor empregado em experimentos de relaxacdo, onde no

caso temos um strain constante com o tempo e é medido o stress da amostra [42], dessa forma:

de
— =0 2.18
I (2.18)
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Assim:
1 do o
0= ——+ — 2.19
B di + o (2.19)
Entao:
o =ope T (2.20)

Onde novamente 7 € o tempo caracteristico de decaimento, ou tempo de relaxagdo, e oy € o

stress no tempo ¢ = 0.

2.2.3 Parametros dinamicos Viscoeldsticos

Até agora foram mencionados apenas modelos reologicos resolvidos no tempo,
que sdo utilizados exclusivamente em experimentos de creep e relaxacdo. Outra abordagem
para experimentos de obtengao de parametros viscoeldsticos € submeter a amostra a um strain
periodico enquanto simultaneamente se mede o stress, esta é a medida oscilatoria, e serd expli-
cada nesta secao.

Materiais com viscoelasticidade linear expostos a strains periddicos apresentam
respostas de stress e strain sinusoidais, mas com uma diferenca de fase. Essa diferenca de
fase € atribuida ao comportamento viscoso da amostra, que dissipa a energia nela imposta pelo
estimulo periddico [45, 44]. Matematicamente, para um experimento de relaxacdo oscilatorio,

tem-se

€ = egsin(wt), (2.21)

o = ogsin(wt + 0). (2.22)

€9 € 0p SA0 0s strain e stress maximos, w é a frequéncia da forca externa, ¢t € o tempo e ) é a
defasagem entre o stress e o strain. Podemos agora expandir o stress em duas componentes,
uma em fase com o strain, e outra defasada em 7/2. Assim, a relagdo entre stress e strain para

medidas oscilatérias fica da forma:

o = oG’ sin(wt) + €9G" cos(wt), (2.23)

onde G’ e G” sdo os médulos das componentes da expansio do stress, e sdo dados por:

G = 2% cos(6) (2.24)

€0
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0o .
" = L sin(6) (2.25)
€0
Os termos G’ e G” definem as amplitudes das componentes em fase e fora de fase
do stress em relac@o ao strain, respectivamente. Ambos modulos definem o médulo complexo

de cisalhamento dindmico G* [45, 44]:

G =G +iG" (2.26)

G’ é chamado de mddulo de armazenamento, pois define a energia armazenada na amostra na

forma de energia elastica, ¢ G” o médulo de perda, que caracteriza a energia dissipada pela

viscosidade da amostra [42]. A partir da definicdo destes mddulos, também € possivel obter o
exato angulo de defasagem entre stress € strain:

"

tanf = e (2.27)

O angulo de defasagem nos retorna as propriedades viscoelasticas do material, sa-

bendo que um material perfeitamente eldstico teria defasagem de zero graus e um material

perfeitamente viscoso teria noventa graus de defasagem entre stress e strain [44, 45]. Todos

os angulos intermedidrios definiriam materiais viscoeldsticos. Partindo dessa nova abordagem,

foram construidos novos modelos reoldgicos para analise estrutural de amostras viscoelasticas.

No préximo item, irei introduzir teoria matemdtica por trds de modelos reolégicos mais com-

plexos, o cdlculo fracionario.

2.2.3.1 Cdlculo fraciondrio

Os modelos reoldgicos apresentados sao usados em experimentos de viscoelastici-
dade, onde alguns modelos sdo mais eficazes para certas amostras do que outros. Isso pode
causar problemas em estudos reoldgicos investigativos, onde é desconhecido que modelo seria
mais adequado para a mostra em questao.

Materiais viscoeldsticos podem apresentar dois tipos de funcdo relaxagdo, decai-
mento exponencial ou decaimento tipo lei de poténcia. Modelos que retornam fungdes relaxacao
do tipo lei de poté€ncia sao mais complexos, € nao podem ser definidos pelo acoplamento de
elementos eldsticos e viscosos como os apresentados anteriormente [46]. O desenvolvimento
destes modelos foi realizado a partir do cédlculo fracionério, pela definicdo de um elemento
fraciondrio, que ndo apresenta caracteristicas perfeitamente eldsticas ou viscosas. A relacao
constitutiva entre stress e strain de um elemento fracionario é [46]:

dOé

o(t) = Adt—ae(t) (2.28)
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Onde o(t) € a funcdo stress aplicada a amostra, €(t) € o strain sofrido, A é um parametro material
da amostra definido por A = E7% (com 7 sendo o tempo de relaxagdo) e d*/dt® com (0<a<
1) € o operador derivada fracional.

O parametro «, também chamado de expoente de relaxagdo, é o que define o quao
eldstico serd o elemento do sistema. Se « for igual a 1, a equagdo volta a ser a relacdo stress
e strain para fluidos (Lei de Newton), descrevendo um elemento puramente viscoso. Ja se «
for igual a zero, a derivada fraciondria e o tempo de relaxacdo somem, e retornamos a Lei de
Hooke para molas perfeitas. Assim, qualquer valor de « entre 0 e 1 € definidor de um elemento
viscoeldstico. Dessa forma, um elemento fraciondrio é definido unicamente pelos parametros
E, 7, a.

Pela complexidade de modelos reoldgicos tipo lei de poténcia, estes foram desen-
volvidos utilizando o método funcional, a partir de funcdes de indentagdo de experimentos de
contato com um microscépio de forca atdmica, entdo, este modelo serd explicado apds a sessdao
de microscopia de forca atomica.

A Figura 6 demonstra o arranjo de elementos fracionarios que descrevem os mode-
los mais simples para fins ilustrativos. Estes modelos podem descrever materiais viscoelasticos
com regimes tipo lei de poténcia com um ou mais expoentes. Os modelos Kelvin-Voigt e
Maxwell fraciondrios por exemplo podem descrever regimes de até dois expoentes, 0 modelo
Zener, ou solido linear padrdo, pode retornar até trés. As fungdes relaxacdo e R(t) e o médulo

de cisalhamento de cada modelo é desenvolvido na referéncia [46].

Figura 6 — Modelos viscoeldsticos fraciondrios
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Pelos sistemas da figura, temos (F) elemento fraciondrio Gnico. com um expoente; (M) modelo
fracionario de Maxwell, com dois expoentes; (K) modelo fracionario de Kelvin-Voigt, também dois
expoentes; e (Z) o modelo fraciondrio de Zener, com trés expoentes Fonte: referéncia [43]

2.3 Microscopia de Forca Atomica

O microscopio de forca atdbmica (AFM) € um equipamento versdtil, capaz de ob-
ter imagens topograficas de alta resolucdo e de fazer medidas reoldgicas de materiais vis-
coelésticos. Ele tem sido utilizado abrangentemente no estudo de materiais biolégicos (como
células e tecidos) e sintéticos (como redes poliméricas criadas em laboratorio). Em principio

€ uma técnica invasiva, onde a sonda utilizada para obter os pardmetros morfologicos e/ou es-
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truturais da amostra necessita perturbar mecanicamente o objeto de estudo. Nesta secdo serd
explicado o funcionamento do microscopio de for¢a atdmica, e como sao feitas as andlises de
dados de experimentos reolégicos.

A maioria das técnicas laboratoriais de andlise de amostras se resume em uma fonte
de excitacdo e na andlise da emissao desta para obtencdo de informacdes. Microscopias épticas
usam lampadas ou lasers para; obtencdo de parametros estruturais; andlise de dinamica in-
tracelular; determinagdo de composicoes quimicas dentre outras, tudo isso por intermédio de
contrastes de luz, ou emissdes fluorescentes e fosforescentes. Microscopia Raman analisa os
modos vibracionais da resposta de uma amostra ao ser incidida por lasers de comprimentos de
onda especificos para determinac¢do da composicao quimica de corpos desconhecidos. A mi-
croscopia de forca atdmica se diferencia destas mais usuais por ser uma técnica baseada em
estimulos mecanicos. Ela funciona essencialmente com a indenta¢cdo de um corpo de elastici-
dade conhecida, usualmente chamado de “ponta” ou “indentador” em uma amostra, e depois
com a andlise de como a ponta relaxa com o tempo. Mais especificamente, de acordo com a re-
feréncia [47], os principais componentes de um microscopio de for¢a atbmica sao o microscope
stage, o tradutor eletronico e o computador.

Nesta secdo serdo apresentados os elementos que compdem o AFM e em seguida
serd discutido como funciona a andlise de experimentos reoldgicos no microscopio de forca

atOmica.

2.3.1 Microscope Stage

O microscope stage consiste nos seguintes componentes; o equipamento que con-
trola o0 movimento da ponta em trés dimensdes, possibilitando fazer medidas em pontos es-
pecificos, assim como medi¢des de varredura de grandes areas do espécime; um aparato para
segurar as amostras; € um sensor de for¢ca para segurar e monitorar a ponta do AFM. Geral-
mente, 0 microscope stage ¢ montado sobre mesas que o isolam de vibracdes do ambiente,
jé que qualquer vibragdo sentida pelo AFM pode interferir na medida. A maioria dos AFMs
também vem acoplado a um microscépio optico de campo amplo ou fluorescente para melhor
visualizagdo da amostra. O microscope stage também contém o caminho 6ptico do laser que
¢ apontado na ponta, refletindo a luz para receptores que acompanham esse reflexo e mandam
esta informacdo para o tradutor eletronico. A Figura7 mostra um esquema de um microscope
stage usual de um AFM.

O controle da ponta se da por trés transdutores piezoelétricos, que sdao dispositivos
feitos de materiais que possuem a propriedade de mudar suas dimensdes quando expostos a uma
diferenca de potencial, onde a deformagao do material € proporcional a voltagem aplicada [47].

Estes sdo encarregados de mover a ponta por causa de sua extrema precisao, sendo usualmente
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Figura 7 — Esquema simplificado do microscope stage de um AFM.
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Photodetector
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O xy scanner sdo os transdutores piezoelétricos que movem a ponta no plano Xy e o z piezo controla a
altura da ponta. Fonte: referéncia [47]

feitos de ceramicas sintéticas de coeficientes de expansao conhecidos e da ordem de 0,1nm por
volt [47]. O transdutor piezoelétrico z tipicamente tem a resolucdo de até 0,5nm [47].

A monitoracdo da ponta do AFM é o que nos retorna a movimentacdo da ponta
durante a indentagdo, € a resposta do material analisado, e este € realizado por um dispositivo
chamado transdutor de for¢a. Este dispositivo deve ser construido para que crie uma volta-
gem proporcional a deformacdo sentida, ndo muito diferente de um transdutor piezoelétrico.
No AFM o transdutor de for¢a usualmente utilizado funciona da seguinte maneira: o laser do
microscopio deve ser focado no cantilever, de tal forma que o reflexo deste esteja incidido no
detector, desta forma, qualquer movimento que o cantilever fazer em resposta a indentacao da
superficie da amostra ird afetar o movimento do spot do laser no detector. Este tipo de transdu-
tor de for¢ca € chamado de alavanca 6ptica[47]. A Figura8 ilustra o funcionamento do transdutor

de for¢a usado em microscopios de forca atdmica.

2.3.2 Transdutor eletronico

O tradutor eletronico traduz os sinais obtidos pelo microscope stage para sinais
eletronicos e manda para o computador, assim como transmite os parametros de movimento da
ponta do computador para o microscope stage.

Mais especificamente, € neste componente que sdo digitalizados os dados da movimentagao
do spot do laser obtido no transdutor de for¢a, assim como € aqui que as fun¢des que controlam
o movimento da ponta sdo traduzidos em voltagens especificas para controle dos transdutores

piezoelétricos.
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Figura 8 — Esquema do caminho 6ptico de um transdutor de for¢a utilizado em AFMs.

laser beam

- cantilever
photodiode detector

Fonte: <https://www.researchgate.net/profile/Atsushi-
Ikai/publication/313573966/figure/fig9/AS:981247186706433 @1610958968021/The-principle-of-the-
optical-lever-method-used-as-a-force-transducer-of-AFM-The-laser.ppm> acesso em

16/01/2022

2.3.3 Computador

O computador tem a fun¢do de compilar os dados provenientes do tradutor eletronico
e apresentar para o usudrio do microscépio para facil andlise, assim como controlar os parametros
que movimentam a ponta. A informacgao de entrada que o computador recebe (além de pardmetros
previamente definidos, como constante de mola da ponta e sua frequéncia de oscilagao) é como
o spot do laser no detector se moveu durante a indenta¢do. A partir deste inico dado o AFM
¢ capaz de obter informacdes viscoeldsticas do material, assim como pode obter imagens to-
pograficas de altissima resolug@o. O software de um computador de AFM geralmente vai apre-
sentar dados de medidas eldsticas como gréficos relacionando a indentacao da ponta (obtido
pelo transdutor piezoelétrico) pela deflexdo sofrida pelo spot do laser, estes graficos sdo chama-
dos de curvas de forga, e serdo melhor exploradas na préxima se¢do

E aqui que se encontram os softwares de ajuste de curva, utilizando de modelos
reolégicos para andlises viscoeldsticas de materiais. E aqui também que é controlado processos

de scanning de amostras com grandes dreas, e as fungdes de aplicacao de indentacao.

2.3.4 Anadlise de curvas de forca

O gréfico que relaciona o parametro controldvel do AFM, sendo este a altura da
ponta em relagdo a amostra, com o parametro obtido, sendo este a deflexdo do transdutor de
for¢a, € chamado de curva de forca. Para melhor visualizacio das curvas, é comum transformar

estes parametros nas quantidades “forgca sentida pelo cantilever” e “indentacdo sentida pela
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amostra”. Essas transformacdes sdo feitas utilizando as seguintes equacoes.

F(d(1)) = ke(d(t) — do) (2.29)

0(t) = (2(t) = 20) — (d(t) — do) (2.30)

Onde a fung¢ao d(t) é a deflexdo sentida pelo cantilever, z(t) é a funcdo que regula a posi¢ao da
ponta no eixo z, F(t) é a forga sentida pelo cantilever, i(t) é a indentagdo na amostra, k. € a
constante de mola da ponta, e o ponto (dy, zp) € o ponto de contato entre a ponta e a amostra.
Existem varias tipos de curvas de for¢as que sao usadas em experimentos reologicos,
cada uma com suas vantagens e desvantagens. A Figura9 ilustra curvas de forgas utilizando
fungdes de indentacdo usuais, estas sendo a curva simples (SFC), curva com dwell (DFC),

curva com dwell e indentacdo (DFC + S) e curva com dwell e frequency sweep (DFC + ES).

Figura 9 — Exemplos de curvas de forca obtidas no AFM.
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As cores correspondem as fungdes de indentacdo usadas em cada experimento. A curvas relacionando a
posi¢do do transdutor piezoelétrico z o tempo. B Curvas relacionando a deflexdo sentida pelo transdutor
de forca com o tempo. C Curvas relacionando a indentagao da ponta com o tempo. Onde 7 1 é o tempo
de aproximagdo da ponta até a indentaco maxima, 7d € o tempo de dwell, Tu é o tempo de afastamento
da amostra, e 7s € o tempo da segunda indentacdo da DFC + S. Fonte: referéncia [43]

A relagdo for¢a-indentacdo em experimentos de contato depende apenas da fun¢do
indentacdo utilizada para sondar a amostra, e da geometria do indentador, e pode ser descrita
pela seguinte integral de convolugao[48]:

F(t) = Q()) /0 "Rt - t’)d(S;t(,tl)dt’ 2.31)

Onde ©2(\) e A sdo pardmetros estruturais do indentador, o(t) € a fungdo que descreve o histdrico

de indentacdo, e R(¢) € a funcao relaxagdao do material dependente do tempo. A construg¢do dessa
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funcao € explicada em detalhe na referéncia [48]. Onde o médulo dindmico de cisalhamento

G*(w) se relaciona com a fungdo relaxacdo por uma transformada de Fourier:

G*(w) = iw /OO R(t)e ™!dt (2.32)
0

Em medidas de AFM, € conhecido apenas a fun¢do histérico de indentagdo e a forca
sobre o cantilever, onde R(t) é definido utilizando o modelo reoldgico que melhor descreve os
dados obtidos.

As proximas secoes focam nas funcdes de indentacao utilizadas em experimentos
reoldgicos. Primeiro falaremos sobre curvas de for¢a desenvolvidas no tempo, e em seguida
sobre medidas de forca oscilatérias. Por fim, comentarei o modelo reolégico de dupla lei de

poténcia, ja que agora temos o formalismo necessdrio para o0 método funcional.

2.3.4.1 Curvas resolvidas no tempo (SFC, DFC E DFC+S)

O estudo analitico sobre curvas de for¢ca com historicos de indentacdes distintas
que serviu de base para esta secao estd na referéncia [48] de de Sousa. et al. De acordo com de
Sousa, os estiagios de aproximacao e dwell de curvas resolvidas no tempo podem ser generali-
zadas seguindo a equacgdo [48]:

F(t) = Fuy(t)Rapp(t) (2.33)

onde F'(t) = F(t)/Q(\)6) é a forca normalizada pelos parimetros geométricos da
ponta, F; = I'(A41)(¢/7)* é aresposta eldstica normalizada e R.,p(t) € aresposta viscoeldstica

aparente definida por:

_F(t)  F(t) 1 AN
Bop = == Q)R T (A + 1) (F) (2.34)

Independente do modelo reoldgico utilizado, foi observado no trabalho de de Sousa

el

que no estdgio de aproximagdo de curvas de forc¢a, a fung¢do de resposta viscoeldstica aparente
em muito se assemelha a func¢do relaxacdo real do material. Mas essa semelhanca ndo se sus-
tenta para o estdgio de dwell, pois a fungio R,,,(t) é insepardvel dos pardmetros geométricos
do indentador.

Curvas DFC+S tem a mesma funcdo de histérico de indentagdo de curvas DFC
adicionadas de uma funcao step, definida como uma indenta¢do instantanea secundéria alguns
segundo apds a indentacdo médxima € atingida, ja durante o processo de relaxacdo da amostra,

como mostra a figura 9. A func¢ao da forca F s(t) normalizada é dada por [48]:

Fy(t) = Fy + 2 () Rapp(t — 1), (2.35)
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onde ' <t < t". Fy(t) é a fungdo da DFC secunddria do step, x é a razio entre a
indentagdo do step e a inicial, e t” e t” s@o os instantes inicial e final da indentagao step.

O diferencial deste tipo de de curva de for¢a € que a representacdo analitica de seu
perfil de indentacdo nos retorna a funcdo relaxacdo diretamente. Essa curva ainda depende

A

da geometria do indentador, evidenciado pelo termo z*, mas este nao mais € inseparavel da

relaxacdao do material, podendo ser medida diretamente por esse tipo de curva de forga.

2.3.4.2 Medidas Oscilatorias (DFC + FS)

Ainda no trabalho de de Sousa et al. [48]. Medidas de DFC + FS sdo definidas
por uma fun¢do indentagdo com dwell, e, algum tempo apds o inicio do dwell, € iniciado o
movimento periddico do piezo z. Onde a fun¢do dada para a indentacio do piezo varre valores

de frequéncias conhecidas.

2(t—t") = 20 = Zmaa + P _ 207" (2.36)

n

Onde z(t) € a funcdo que determina a altura da ponta, 2z, € o ponto de contato com a amostra,
Zmaz € @ amplitude maxima atingida pelo piezo, omegan sdo as frequéncias varridas, t”’ € o
instante do inicio das oscilagdes e z,, é a amplitude de deslocamento associado a frequéncia w,,.
Como comentado anteriormente, a resposta da amostra deve ser defasada em relagdo a forca

aplicada, entdo a fun¢ao esperada pelo transdutor de for¢a do AFM € [48]:

d(t —t") = do = dyetagea + Y _ dne™r = T0n (2.37)

Onde d(t) € a deflexdo sentida pela ponta, d; € a deflexdo no ponto de contato, v,, é a defasagem
correspondente a movimentacgdo do piezo e d,, ¢ a amplitude de deflexdo associada a w,,.

A func¢do indentagao correspondente sentida pela amostra durante o frequency sweep
¢ [48]:

O(t = 1") = Orelazed + P _ ™= F0n (2.38)

Onde a funcdo 4(t) é o histérico de indentacgdo, 9,, € a amplitude de indentacdo relacionada ao
modo vibracional wn, e 9,, € a defasagem da indentacdo em relagdo ao movimento do piezo z.
Aqui utilizamos a relag@o entre indentacdo, movimento do piezo z e deflexdo do laser termo a

termo para obter:

5,60 = 2 — d el (2.39)

A partir dessa equacao € possivel obter a tangente do dngulo de defasagem entre
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stress e strain. Também ¢é possivel analisar a funcdo indentagdo pelo modelo de contato de
Hertz (melhor explicado na referéncia [48]) nos retornando os médulos de armazenamento e

perda da amostra.

E;::Re( éhﬂ ) (2.40)

AQ ()‘) 5relazed5n

Eﬁ::]nz( €h4 ) (2.41)
/\Q()\) 6relaxed5n

~ . ~ . / , » , .
Onde F,, s@o os coeficientes da expansao de Fourier complexa, £, € o modulo elastico de
", , z . . ,
armazenamento e F,, € o modulo eldstico de perda. Com estes dois mddulos, podemos obter a
tangente de perda, da mesma forma que foi feita com o médulo de cisalhamento, nos retornando

as propriedades viscoelésticas do material.

2.3.4.3 Modelos de lei de poténcia

Anteriormente, foram analisados modelos reolégicos cujas funcdes de relaxacao
sempre seguem decaimentos exponenciais. Também existem classes de materiais cujas propri-
edades viscoeldsticas sdo melhor descritas por fungdes de relaxacao tipo lei de poténcia, que
nao podem ser definidas por associagdes de molas e dashpots (a ndo ser no limite de infinitos
elementos[46]). Modelos de lei de poténcia tem seu formalismo matematico baseado no célculo
fracionario, apresentado na secao 2.2.3.1.

Para essa secdo, seguiremos a referéncia [46], que matematicamente desenvolve
um modelo de relaxacao tipo lei de poténcia para materiais viscoeldsticos. O modelo de lei de

poténcia simples tem a sua funcao relaxacdo dada pela seguinte equacao[46]:

+ -3
Ratt) = Ealtr) (1) 2.42)

Com Ej(t,.f) € 0o médulo eldstico em um tempo t = t0, 3 € o expoente de relaxagio
entre zero e um, € ¢y € um tempo arbitrario de escalonamento. Onde a fun¢do do mddulo de

elasticidade pode ser definida utilizando a equacao:

E(t)t’ = E(tres)ty., (2.43)

Para medidas dindmicas, temos o moédulo complexo dindmico de cisalhamento
G*(f) dado por [46]

Jo
A . . * _ - B . B
Com fj sendo uma frequéncia arbitrdria, G5(fo) = I'(1 — B) * E(t,ep)t, (2 foi)".

f B
6 =3t (1) .44



36

Com o médulo de cisalhamento, temos acesso ao angulo de defasagem do strain com o stress:

(G B
— 1 —_— = —
0 = tan ( e > 5 (2.45)

Com G” e G’ sendo os médulos de perda e armazenamento respectivamente, e teta € o angulo
de defasagem. Voltando a referéncia [48], de Sousa et al. emprega o método funcional com
medidas de indentacdo, logo, o modelo de lei de poténcia simples € definido por uma fung¢édo de
forca de AFM:

F(t) = Fa(t) (2.46)

Para
0<t<m (2.47)

E
T

F(t) = Fs(t)] (?, Al — 5) (2.48)

Para
t>7 (2.49)

Onde

t\"

Fs(t) = AQN)GE(r) B\, 1 — ) (ﬁ) (2.50)

Com t medido a partir do ponto de contato, 7; é a duragdo da aproximagdo da ponta, dy € a
indentacdo maxima, A e {2(\) sdo parametros geometricos da ponta, E(7;) é o valor da elastici-
dade no ponto t = 7; e B(x;n,m) € a funcdo Beta incompleta.

Em outro trabalho, de Sousa ef al.[12] agora formula um modelo de relaxagdo viscoelastica de
dupla lei de poténcia para analise em células vivas, seguiremos esta publicacao para discutir o
este modelo.

O modelo de dupla lei de poténcia € definida por dois expoentes de relaxacdo e um
tempo de transicdo. Cada expoente de relaxacdo descreve uma lei de poténcia com funcdes
relaxacao diferentes, onde dependendo do instante do experimento, o efeito da relaxacdo de um
dos expoentes domina em relagdo ao outro. Esses dois coeficientes sdo usualmente chamados
de coeficiente rapido e coeficiente lento, onde o rapido domina o formato da curva de relaxacdo
no comeco do experimento, e o coeficiente lento domina depois. O tempo de transi¢ao € o

instante do experimento que o expoente de relaxacdo lento comega a dominar sobre o expoente
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rapido. A seguir, temos a funcao relaxacdo deste modelo[12]:

R(t) = Ra(t) + Ry(t) (2.51)

Onde as fungdes 1, (t) e Rg(t) sao fungdes relaxagdo do modelo de lei de poténcia simples,
com seus expoentes de relaxacdo seguindo 0;3;«;1, definindo a resposta lenta (/) e a resposta
rapida () do material.

Agora que temos dois expoentes de relaxagdo, isso implica a existéncia de dois modulos eldsticos
E.(tyer) € Es(tres), que cada um descreve as respostas rapida e lenta da amostra, respectiva-
mente.

O tempo de transic@o entre a resposta rdpida e a lenta € dado por [12]:

1

E, (tref)tgef] o7
Eﬁ(tT’@f)tfef

E o médulo de cisalhamento dindmico € descrito no modelo de dupla lei de poténcia pela se-

te = (2.52)

guinte equagao:

o B
G*(f) = G (%) + G (%) (2.53)

Onde G, e G representam os médulos de cisalhamento dinamico para uma frequéncia ar-
britraria f, para os regimes rapido e lento, respectivamente. Importante pontuar também que
para o regime de dupla lei de poténcia, o angulo de defasagem 6 = tan~'(G”/G’) ndo é mais
constante e depende da frequéncia.

Seguindo também o método funcional, logo, o0 modelo deve ser definido por uma fun¢do da

forca, no caso uma curva DFC:

F(t) = Fo(t) + Fs(t) (2.54)
Para
0<t<m (2.55)
E
F(t) = Fy(t)] (% Al— a> + F(t)] (% Al — ﬁ) (2.56)
Para

t>m (2.57)
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2.4 Microscopia Confocal de Fluorescéncia

O microscépio confocal foi patenteado por Marvin Minsky em 1957[15], e muito
se assemelha a microscopia de campo amplo convencional, onde o principal destaque dessa
técnica € a habilidade de obter imagens tridimensionais de amostras espessas, desde que sejam
translicidas. A grande maioria dos microscopios confocais atualmente utiliza de fotomultipli-
cadoras e filtros de comprimento de onda para captar a fluorescéncia das amostras em questao,
pois facilita estudos investigativos de amostras que possuem auto fluorescéncia, e alternati-
vamente, se torna possivel marcar estruturas de interesse com substancias fluorescentes para
melhor estuda-las.

Assim, a microscopia confocal se tornou uma das técnicas mais utilizadas nos cam-
pos de andlise de material bioldgico, ja que agora nao € mais necessario o corte fino de tecidos
para andlise morfoldgica, como € necessario na microscopia convencional, e porque a andlise
fluorescente de componentes marcados em células € muito ttil para andlise morfoldgica.

Esta secdo é dedicada a explicar como funciona a microscopia confocal de fluo-
rescéncia. Inicialmente serd feito uma revisao do fendmeno da fluorescéncia, depois explicarei
o processo de imunohistoquimica, que é o processo de marcaciao de elementos especificos da
célula com substancias fluorescentes, e por fim, irei descrever como funciona o microscopio

confocal, com seus principais componentes e seu funcionamento.

2.4.1 Fluorescéncia

O fendmeno da fluorescéncia pode ser descrito de forma simplificada como a emissao
de luz por um material apds absorcdo de luz. Onde os comprimentos de onda da luz absorvida
(excitagdo) € sempre menor que o comprimento de luz emitida (emissdo), onde a fluorescéncia
¢ definida como a luz emitida nesse processo. A fluorescéncia € um processo rapido, durando
em tempos da ordem de 10~55[49].

A fluorescéncia é um fendmeno eletromagnético, onde o féton da fonte de excitacao
eleva um elétron de uma molécula fluorescente do seu estado fundamental para seu estado
excitado, onde a emissao € o foton liberado com o movimento de retorno do elétron ao seu
estado fundamental

Este movimento do elétron de excitacdo e decaimento do estado excitado para o es-
tado fundamental ndo € o tnico possivel, este serd explicado a seguir por motivos de completeza.
A fosforescéncia funciona de forma similar a fluorescéncia, com a adicdo de um tnico passo.
O elétron ao passar para o estado excitado possui uma probabilidade de mudar seu spin, assim,
quando este decai energeticamente, ele vai para um estado intermediario, chamado estado tri-

pleto (esse processo é chamado “mecanismo proibido”)[49] onde permanece sem conseguir de-
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cair para o estado fundamental por causa do seu spin, que agora € incompativel. O elétron decai
apenas quando seu spin no estado tripleto espontaneamente retorna ao spin original, emitindo
a chamada fosforescéncia. A probabilidade desse spin voltar ao normal é relativamente baixa,
fazendo a fosforescéncia ocorrer em tempos muito mais longos que a fluorescéncia, chegando
em segundos e até minutos[49]. A FiguralO mostra um esquema simplificado das transi¢des

energéticas possiveis de um elétron em uma molécula.

Figura 10 — Esquema simplificado da fluorescéncia.
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Na figura, linhas horizontais representam niveis energéticos, e estas representam transferéncias

energéticas. G representa o estado fundamental do elétron na molécula. E representa o estado excitado.
A representa a energia absorvida pelo elétron para subir para o estado excitado. F € a energia liberada
pelo elétron ao voltar para G. t € a energia liberada pelo “mecanismo proibido”. T € o estado tripleto, e
P ¢ a energia do f6ton liberada pelo decaimento do elétron de T para G. Fonte: referéncia [49]

Retornando a fluorescéncia, € um fend6meno observado em uma miriade de materi-
ais, e em compostos organicos, ela é correlacionada com moléculas dotadas de longas cadeias
de atomos de carbono com ligacoes alternadas simples e duplas. Isso se da porque os elétrons
das ligagdes duplas, ou elétrons 7, podem se mover livremente pela molécula, formando uma
nuvem eletronica que circula a molécula.

O movimento de um elétron em uma molécula pode ser aproximado por um poten-
cial comumente analisado em cursos introdutdrios de mecanica quantica, o po¢o de potencial
infinito, ilustrado na Figural 1, elétron percorre livremente cadeias carbonicas mas ndo além.

De acordo com a 11, L seria o comprimento da cadeia carbonica. Seguindo a

comparacdo, podemos analisar a energia de uma particula enclausurada nesse potencial:

n2h?
" {mL?

Com n sendo o nivel de energia do sistema, F,, é a energia de cada nivel, h é a

(2.58)

constante de Planck, m € a massa da particula e L. € a largura do poco. A absorcdo e emissao
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Figura 11 — Potencial tipo poco infinito.
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Esse potencial pode ser utilizado para estudar as transferéncias de energia que definem o fenomeno de
fluorescéncia. Fonte: Préprio Autor

de fotons € realizada entre o nivel ocupado mais energético, ou HOMO, e o nivel desocupado
menos energético, ou LOMO. Para uma cadeia de N atomos de carbono, teremos N elétrons na
nuvem eletronica se movimentando pela molécula, e seguindo o principio de exclusio de Pauli,
estes elétrons ocupam os niveis energéticos em grupos de dois, assim, o nivel ocupado mais

energético sera para:

2

Onde a func¢do Int(x) retorna a parte inteira de x. Com isso, podemos calcular a

n =t (M> (2.59)

diferenca entre a energia dos niveis HOMO e LUMO.

2int (N+3)+1 [ h?
Ervnmo — Eromo = ( 2) ( ) (2.60)

N2 8m L2

Analisando a equacdo, podemos observar que a energia necessdria para que o salto
quantico ocorra é inversamente proporcional ao tamanho da cadeia carbonica. Isso pode ser
ilustrado na Figural 2, onde sdo apresentadas trés moléculas de tamanhos diferentes e seus com-
primentos de onda de excitagdo.

A fluorescéncia possui uma propriedade que o comprimento de onda emitido pela
molécula é sempre maior que o comprimento de onda de excitacao, essa propriedade é chamada
de defasagem Stokes shift, ou defasagem de Stokes, observado por George Stokes em 1852[50].

O movimento de um elétron pela nuvem eletronica da molécula que esta influen-
cia diretamente na geometria desta[16], criando novos modos energéticos que descrevem a

dissipagcdo de energia por meio das vibragdes que a molécula sofre até voltar a uma posi¢cao
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Figura 12 — Moléculas de comprimentos diferentes e seus comprimentos de onda de excitacao.
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E possivel notar como o comprimento de onda cresce com o tamanho da molécula. Fonte: Préprio Autor

de equilibrio, onde estes modos energéticos novos sao chamados modos vibracionais, e podem
ser estudados pelo potencial de Morse[51], ilustrado na figura 13. Esse potencial é o poten-
cial de lennard-jones quantizado para a descri¢do do movimento vibracional de nicleos de uma
molécula, onde o quanta desse potencial é chamado de nivel vibracional.

O potencial de Morse se assemelha ao potencial do tipo oscilador harmoénico sim-
ples perto do seu ponto de menor energia[51]. A diferenca entre estes € que os niveis energéticos
do potencial harmonico sdo igualmente espacados, ja os niveis do potencial Morse t€ém seu
espacamento diminuido com o nivel energético.

Atomos neste potencial tendem a ficar no nivel menos energético, que corresponde
a uma distancia interatdmica especifica. O movimento de um elétron pelos niveis eletronicos
de uma molécula ird influenciar nessa distancia interatdmica, forcando a molécula a encon-
trar outra posicao de equilibrio, onde esse processo ocorre por meio de dissipacdo de energia
por vibracdes. O principio de Franck-Condon afirma que, em comparacdo com o movimento
dos nucleos de atomos, a excitagdo de um elétron é um processo instantaneo[52][53], entdo
o rearranjo dos nticleos ocorre exclusivamente apos o elétron se encontrar no estado excitado,
nunca durante seu deslocamento.Com o potencial de Morse e o principio de Franck-Condon
explicados, podemos agora entender a defasagem de Stokes. A Figural3 ilustra o fendmeno da
fluorescéncia de forma mais minuciosa.

A partir da Figura 13, temos, elétrons no estado fundamental recebem fétons que
os eleva aos niveis vibracionais do estado excitado instantaneamente, a excitacdo dos elétrons
desloca a posi¢do de equilibrio interatdmica dos dtomos da molécula, assim os nicleos perdem

energia termicamente por vibragdes para voltar a uma posi¢ao de equilibrio, fazendo os elétrons
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Figura 13 — Ilustracao das transi¢des eletronicas para emissao de fluorescéncia.
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S0 e S1 sao os estados fundamental e excitado, respectivamente. As curvas da esquerda ilustram a
excitacdo, as curvas da esquerda ilustram a emissdo, e as setas correspondem ao “movimento” do
elétron pelos niveis energéticos. Fonte: Referéncia [53]

cairem para o menor modo vibracional do estado excitado, e finalmente, decaindo para os niveis
vibracionais do estado fundamental, emitindo luz. Observamos que a Figura 14 que a variagao
energética € maior durante a excitacdo do que durante a emissao, ilustrado pelo tamanho das
setas, o que significa que o comprimento de onda do féton emitido é sempre menos energético
do que o comprimento de onda da fonte de excitacdo, ou seja, o comprimento de onda da
emissdo € sempre maior que o da excitagao.

A defasagem de Stokes define o diagrama de Stokes, representado na Figural4,
que relaciona o espectro de excitacdo de uma molécula com seu espectro de emissdo. Essa
propriedade da fluorescéncia a torna muito util em experimentos de microscopia dptica, pois
usando um espelho dicrdico que filtra certos comprimentos de onda, é possivel captar apenas a
fluorescéncia de uma amostra sem que reflexos da fonte de excitagdo interfiram com a medigdo.
Esse principio € utilizado em muitos microscopios confocais atualmente, como veremos na

secdo seguinte
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Figura 14 — Representagdo da defasagem de Stokes
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A defasagem € a diferenca de comprimento de onda entre o pico de excitagdo (curva da esquerda) e o
pico de emissdo (pico da direita). Fonte: Referéncia [53]

2.4.2 Microscopia confocal

O microscopio confocal difere de microscopios convencionais de campo amplo pela
sua capacidade de obter imagens de alta resolu¢do de corpos espessos, sem que a luz de outras
alturas da amostra interfira. Isso se da pela insercdo de uma pequena abertura de didmetro con-
trolavel antes da objetiva, chamada pinhole. Esta abertura barra o sinal luminoso proveniente de
areas de pouco interesse da amostra, mantendo em foco as estruturas importantes. A Figural5
apresenta um esquema simplificado do principio do confocal.

A captacdo de imagens em microscopios confocais a laser se d4 pela varredura do
spot do laser lateralmente sobre a amostra, obtendo a fluorescéncia. Dessa forma, entretanto,
durante a varredura, a imagem obtida da amostra também sofreria translagdo lateral, e o sinal
fluorescente de interesse seria totalmente barrado pelo pinhole. Para evitar esse efeito, o mo-
vimento lateral do laser € controlado por dois espelhos, um determinando o movimento em x
e outro o movimento em Yy, colocados entre a objetiva e o detector, dessa forma, os caminhos
de ida do laser se torna idéntico ao caminho de volta da fluorescéncia, passando pelos dois es-

pelhos e voltando na mesma dire¢do da fonte de excitacdo, independente da posi¢ao do foco
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Figura 15 — Esquema simplificado do principio usado em microscopios confocais.
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O sinal luminoso que passa pelo pinhole é apenas proveniente do plano focal da objetiva, onde luz de
outras alturas da amostra sdo barradas. Fonte: Referéncia [54]

da objetiva. A fluorescéncia que passa por esses dois espelhos é chamada de “de-scanned”, a

Figural6 ilustra esse processo em um caminho 6ptico confocal simplificado.

Figura 16 — Esquema simplificado do caminho éptico de microscdpios confocais de varredura.
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O feixe azul claro € o laser e o vermelho € a fluorescéncia da amostra. Fonte: Referéncia [54]

2.4.3 Anadlise de imagens - Dimensdo fractal

A andlise de imagens de microscopia sempre vai depender do experimento. Essa
andlise pode ser meramente qualitativa, como a presenca de um certo elemento na amostra,
ou quantitativa, como o uso de softwares para andlise morfologica. O método de andlise das
imagens empregados neste trabalho € o da dimensdo fractal, que € um parametro estrutural
muito utilizado na andlise morfoldgica de corpos naturais. Este serd utilizado para andlise das

imagens obtidas pelo imageamento confocal de fluorescéncia exatamente pela sua propriedade
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de medir estruturas altamente complexas como células animais. J4 existem na literatura estudos
sobre a correlagdao da dimensao fractal com organizacgdo celular[55][56].

O estudo da geometria fractal foi formalizado por Benoit Mandelbrot em 1983[57],
criando uma base tedrica para andlise de curvas complexas que exibem alguma auto-similaridade
intrinseca. Os conceitos basicos da geometria fractal dizem que a natureza ndo segue uma geo-
metria euclidiana de linhas e pontos. Objetos naturais sao imperfeitos, € em muitos casos, essas
imperfei¢des persistem por vdrias escalas (como ramificagdes, poros ou rugosidades) fazendo a
auto-similaridade um importante aspecto da geometria fractal. O parametro criado para este tipo
de andlise ¢ o da Dimensao Fractal (D), que tem esse nome por ndo possuir valor inteiro[57].
De forma simplificada, a dimensao fractal (D) pode ser definida como o grau de ocupagdo de
uma imagem sobre um plano[58], e tem valores ndo inteiros, onde esses valores podem variar
de acordo com o corpo analisado: curvas complexas tem D entre 1 e 2, dreas ficam entre 2 e 3
etc.

Existem variados métodos para a obtencdo de D. O método utilizado neste traba-
lho serd o de box-counting, que € um dos mais utilizados devido a sua praticidade de facil
aplicacdo. O método de box-counting em linhas gerais consiste em dividir uma imagem em
uma grade quadrada e contar quantos quadrados a imagem ocupa, que € de onde vem o nome
da técnica. Esse procedimento € entdo repetido para diferentes tamanhos dos quadrados, para
assim encontrarmos D utilizando a seguinte equacao[58];

log%

D=—F-" (2.61)

o 1/L
l091/Lj

Onde D € a dimensao fractal, /V; representa o nimero de quadrados que a imagem
ocupa, L; € o comprimento do lado dos quadrados da grade. Esse calculo repetido varias vezes
pode ser expressado em um grafico Log(L) x Log(N), retornando uma reta com D sendo seu
coeficiente de reta. Segundo Coelho e Costa [58], este procedimento pode ser realizado para
qualquer estrutura. A Figura 17 ilustra um gréfico usual em andlises de dimensdo fractal de

imagens.



Figura 17 — Exemplo de grafico obtido em analise de dimensao fractal.
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Para esse exemplo, teriamos a dimensao fractal igual a angulacdo do grafico D = 1,299 Fonte: Prério
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos realizados nesta dissertacdo foram de espectroscopia de forca por
meio de Microscopia de For¢a Atdmica, para caracterizagao viscoeldstica das células, e micros-
copia confocal fluorescente para analise morfologica do citoesqueleto de f-actina. Os procedi-
mentos empregados para realizacdo destes experimentos, assim como procedimentos adicionais

de tratamento de amostras e fabricacdo dos géis de poliacrilamida, sao descritos neste capitulo.
3.1 Sintese dos Substratos

O material utilizado na fabricag@o de substratos macios e de rigidez moduldvel para
cultivar os fibroblastos € a poliacrilamida, que € um polimero formado por mondmeros de acri-
lamida e, tendo como agente reticular, a bisacrilamida. Os géis foram sintetizados usando
solucdes de 40% de acrilamida e concentragdes varidveis de bisacrilamida em agua milli-q, for-
mando a solucdo primaria de poliacrilamida. 5 ml dessa soluc¢do primaria foram adicionadas a
100u1 de uma solug¢do de 10% de persulfato de amonia, 5 ul de catalisador TEMED, e com-
pletada com 3,15 ml de dgua milli-q, totalizando 10ml de solu¢ao final. Essa solucdo final de
poliacrilamida foi entdo adicionada de butanol, o suficiente para cobrir a superficie do gel, para
que este ndo entrasse em contato com o ar durante seu processo de enrijecimento. A dureza
de géis de poliacrilamida € proporcional a concentracdo de bis-acrilamida na solucdo primaria
de poliacrilamida. Foram fabricados géis de durezas distintas, e estes foram nomeados pela

sua concentragdo de bis-acrilamida. Mais especificamente, as seguintes concentracdes foram
adotadas: 0,01%, 0,1%; e 1.0%.

3.2 Cultura celular

As células estudas nesta dissertac@o sao provenientes de uma linhagem celular de fi-
broblastos de ratos (L929). Estas células foram cultivadas seguindo o mesmo protocolo descrito
na referéncia [12]. Os fibroblastos foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) de alta glicose, suplementado com 10% de soro de feto bovino e 1% de penicilina-
estreptomicina, e incubados a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Antes da realizacao das medidas
no AFM, um terco do meio foi substituido por uma solu¢do de PBS para manter o pH estdvel
fora da incubadora. Todas as medidas foram obtidas em até duas horas apos as células serem

removidas da incubadora.
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3.3 Caracterizacao viscoelastica

A caracterizagdo viscoeldstica das células foi realizada in vitro, com a célula imersa
em meio de cultura para manter a célula em um ambiente que a mantenha viva e executando
suas fungdes bioldgicas.

As curvas de forca feitas foram adquiridas em um microscépio AFM Asylum MFP3D-
BIO acoplado a um microscépio 6ptico Nikon IX52, e mostrado na Figural8. Foram utilizadas
pontas convencionais de constante de mola nominal de 0,080 N/m, com indentador piramidal
de altura nominal de 3,5 um. A constante de mola foi calibrada usando método térmico, e a
constante de mola medida diferiu da do valor nominal em cerca de 20%. As medidas de forga
foram realizadas em temperatura ambiente (25°C) em condi¢des praticamente idénticas para
todas amostras. Todos os experimentos em AFM foram feitos em até duas horas ap6s a cultura
de célula ser removida do incubadora para minimizar o efeito de evaporagdo do substrato, e
para evitar que mudancas no pH afetem o metabolismo celular. A Figural9 mostra o campo
de visdo do microscépio incluindo varias células e a extremidade da ponta de AFM. Um total
de 10 células por substrato foram caracterizadas para cada tipo de substrato investigado. Em
cada célula, 16 curvas de forca foram obtidas em uma regido quadrada de lado de 4 ym para

caracterizar possiveis ndo-homogeneidades viscoelasticas em cada célula.
Figura 18 — Foto do microscépio MPF3D-BIO
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Este microscopio foi utilizado para fazer as medidas de elasticidade Fonte: Préprio autor

O tipo de curva de forca adotada na caracterizacao das células foi dwell force curve
+ frequency sweep (DFC+FS) devido a possibilidade de estudar as células simultaneamente no
dominio do tempo e das frequéncias. O AFM foi configurado para realizar a aquisi¢ao de dados

a uma taxa 10 kHz. Esta taxa permite, em principio investigar fendmenos em escalas de tempo
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Figura 19 — Arranjo experimental da ponta de AFM sobre as céulas durante as medidas de de
forga.
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Fonte: Préprio autor.

da ordem de 0.2 milissegundos. As for¢cas maximas aplicadas em cada medida foi de 3 nN. Um

curva de forca DFC+FS tipica medida em uma célula € mostrada na Figura 20.

Figura 20 — Curva de forca do tipo DFC+FS tipica medida em fibroblastos.
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Fonte: Préprio autor.

3.4 Imageamento Confocal e Tratamento de Imagens

Para a obten¢do de imagens por fluorescéncia, as células passaram por um processo
de imunohistoquimica, para que as fibras de actina que compdem o citoesqueleto fossem mar-
cadas por fluoréforo. Os fibroblastos foram fixados com uma solug@o de paraformaldeido com
concentragcdo de 4% em PBS. Em seguida, foram permeabilizados com Triton X-100, e entao
tratados com uma solu¢do 3% de BSA em PBS para bloqueio a temperatura ambiente (25°C).
O citoesqueleto de f-actina foi marcado utilizando uma solucdo 5 pg/ml de phaloidina em PBS
e o nucleo foi colorido utilizando o fluor6foro DAPI, na concentra¢ido de 100 ng/ml em PBS a

Figura21 mostra uma das imagens fluorescentes obtidas.
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Figura 21 — Imagens fluorescentes dos fibroblastos 1.929 cultivados em vidro.

Fonte: Préprio autor.

O microscopio utilizado foi um LSM 710 (Figura 22), e equipado com objetiva Ob-
jective Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27. A linha de excitacdo para obter a fluorescéncia
da rede de actina foi um laser de argdnio de comprimento de onda de 488 nm, enquanto a
linha de excitacdo para o nucleo foi um laser continuo de 405 nm de comprimento de onda.
Vale ressaltar que apesar de ter sido feita a marcacao do niicleo para o imageamento, este nao
entrou nas andlise morfoldgicas quantitativas. A marcacdo do niucleo foi feita exclusivamente
para identificar os casos em que duas ou mais células estivessem acopladas, ou em processo de

divisdo celular, uma vez que o objetivo € caracterizar o citoesqueleto de células isoladas.

Figura 22 — Microscopio confocal Zeiss LSM 710.
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Fonte: <https://www.ufc.br/noticias/noticias-de-2014/5199-central-analitica-instala-mais-um-
microscopio-e-amplia-seus-servicos> acesso em

12/01/2022

Assim como nas medidas de AFM, foram realizadas dez imagens de dez células
em cada tipo substrato para andlise estatistica. ApOds a exportacdo das imagens, as imagens
foram tratadas para eliminar qualquer ruido da medida utilizando software ImagelJ, e posterior
determinacdo da dimensao fractal do citoesqueleto de cada célula utilizando o método compu-

tacional ’box-counting”.
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4 RESULTADOS

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos nos procedimentos descri-
tos no capitulo anterior. Serd dividido em duas se¢des, a primeira explicitando os resultados
obtidos de microscopia de forca atdmica, onde foram feitas andlises eldsticas e viscoeldsticas
das amostras, e na se¢ao subsequente serdo mostradas as imagens obtidas por microscopia con-

focal, juntamente com a andlise da dimensao fractal.
4.1 Medidas no AFM

O procedimento de obtengao de curvas de forga e subsequente analise por modelos
reoldgicos empregado nos experimentos de microscopia de forca atdmica serda apresentado a
seguir.

Figura 23 — Diagrama esquematico das medida de AFM em células cultivadas sobre substratos
macios.
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O tipo de curva de forca adotado é o DFC-FS (Ver Figura 9). z(t) é a posi¢do do piezo que executa um
movimento de uma DFC combinado com um movimento oscilatério de pequena amplitude, d(t) é a
deflexdo medida pelo AFM, e §(t) é indentacdo resultante nas células. h é a altura da célula (da ordem
de um), e H € a altura do gel (da ordem alguns de milimetros). Fonte: Préprio autor.

Fibroblastos 1.929 foram cultivados em substratos fabricados de poliacrilamida de
durezas varidveis, nomeados de acordo com sua concentracdo de agente reticular (0,01%, 0,1%
e 1%). As medidas de forgca foram realizadas nos fibroblastos vivos € imersos em meio de
cultura. A superficie dos géis foram tratadas com colageno para facilitar a aderéncia das células.
Também foram estudadas amostras de fibroblastos em vidro e em vidro tratado com coldgeno,
para visualizacdo de como o coldgeno afeta nas medidas. Medidas de AFM também foram
realizadas nos géis, para caracterizagdo viscoelastica dos substratos.

Devido a grande quantidade de informagdes que podem ser obtidas em uma Unica
medida, o tipo de curva de for¢a escolhida para caracterizar as amostras foi a dwell force curve

com frequency sweep (DFC-FS). Neste tipo de medida, a ponta do AFM se aproxima da amostra
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pressionando-a até atingir uma forca maxima predeterminada (Fg). Ao atingir a forca maxima,
a ponta permanece estacionada por um tempo pré-determinado, € em seguida realiza um mo-
vimento oscilatorio com pequena amplitude e de frequéncia crescente. A Figura 23 mostra o
diagrama esquemadtico das medidas realizadas com o AFM. A for¢a maxima aplicada nas amos-
tras foi de F; = 3 nN, e a varredura de frequéncias inicia 1s apds a for¢ca maxima ser atingida.
As frequéncias de varredura variam entre 1 Hz e 1 kHz, e a amplitude de oscilagdo do piezo é
de 50 nm. Para analise estatistica, foram medidas 10 células em cada substrato, e foram feitas
16 medidas sobre cada célula, distribuidas sobre uma regido quadrada de 4um de lado. Por
motivos de padronizagdo, todas as medidas foram feitas sobre as partes mais altas das células,

identificadas visualmente.

Figura 24 — Estratégia de andlise das curvas de forcas medidas nas células.
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A andlise viscoeldstica do dominio do tempo € mais concentrada na curva de aproximacao, enquanto a
analise no dominio das frequéncias se concentra na por¢ao oscilatéria da curva de for¢a. Os graficos A)
e B) ilustram, respectivamente, a fungdo de relaxagdo viscoeldstica R(t) a ser estimada da anélise
temporal, e 0 médulo de cisalhamento dindmico G (w) a ser obtido da andlise espectral. Os regimes de
relaxacdo viscoelastica sdo caracterizados por dois expoentes distintos a e 8 (o > f3), t. € a escala de
tempo de cruzamento entre estes regimes. Fonte: Préprio autor

As curvas de forca obtidas sdo analisadas de duas formas distintas: uma andlise
no dominio do tempo, e outra no dominio da frequéncia, seguindo a estratégia sugerida na re-
feréncia [43], e ilustrada na Figura 24. No dominio do tempo, o objetivo € identificar o padrao
de relaxacdo viscoeldstica na forma de uma dupla lei de poténcia. Em células vivas, este tipo
de relaxacdo € definido por dois expoentes de relaxagdo, cada expoente caracterizando uma res-
posta do material, uma lenta () e uma rapida («), e um tempo de cruzamento (t.) entre esses
dois regimes. Dado a curtissima duracdo do regime de relaxagao rapido (da ordem de dezenas
de milissegundos), a identificacdo de dois regimes viscoelasticos é mais provédvel de ser obser-
vado na curva de aproximac¢do. A andlise da medida no espago das frequéncias concentra-se na

porcao oscilatdria da curva forga, da qual se extrai o médulo de cisalhamento dindmico definido
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como G*(w) = G'(w) + iG"(w), onde G'(w) e G”(w) representam os mdédulos de armazena-
mento e médulo de perda, respectivamente. De acordo com a teoria de deformacao linear, a
funcéo relaxacdo em fung@o do tempo R(t) se relaciona com G*(w) por uma transformada de
Fourier, e os regimes de relaxacdo devem aparecer tanto em R(t) quanto em G*(w). A Figura
25 ilustra exemplos tipicos de curvas DFC+FS medidas em células cultivados sobre diferentes
substratos.

Figura 25 — Curvas de forca medidas em fibroblastos 1.929 cultivados sobre substratos com
durezas diferentes.
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0.01%, 0.1% e 1.0% represetam géis com diferentes concentracdes de bis-acrilamida, CLG representa
vidro tratado coldgeno, e GLS representa vidro sem nenhum tratamento para facilitar a adesao celular.
As linhas tracejadas representam os ajustes de curva realizado com o modelo KVF resolvido no tempo
[12, 43]. Fonte: Préprio autor.

4.1.1 Anadlise puramente eldstica

Analisando apenas a porcdo de aproximacio da curva de forca, € possivel ja ob-
servar diferengas nas respostas biomecanicas das células cultivadas nos substratos macios (géis
de poliacrilamida 0,01%, 0,1% e 1%) e nos substratos rigidos, i.e., vidro tratado com coldgeno
(CLG) e vidro sem tratamento (GLS). A Figura 26(a) mostra a indentagdo méaxima nos diferen-
tes substratos. Verifica-se uma indentagdo maxima da ordem de 1 pm em células sobre os géis,
enquanto nos substratos duros a média foi de aproximadamente 1,4 ;xm, 40% a mais do que as
células nos géis. Em principio, isto evidencia que as células ficam mais rigidas em substratos
mais macios.

Esse efeito de enrijecimento fica melhor ilustrado considerando a constante de mola
efetiva do sistema (célula + substrato), definida como k.fr = F;/dp, onde Fy = 3 nN, e g é
a indentagdo maxima em cada realizacdo. Este resultado € mostrado na Figura 26)(c). Apesar

de células vivas serem objetos viscoeldsticos, com uma simples andlise elastica usando a lei de



54

Hooke, fica claro notar como as células em substratos macios sdo mais rigidas do que células
em vidro, mas nao € possivel concluir uma tendéncia clara entre a constante de mola efetiva

k.rs e a dureza dos géis (controlada pela concentragdo do agente reticular bis-acrilamida).

Figura 26 — Andlise puramente elastica das curvas de forca em células sobre diferentes
substratos.
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(a) Distribui¢do das indentagdes maximas dg obtidas células sujeitas a uma forca maximo de Fy = 3
nN. (b) Distribui¢do dos tempos de aproximagao. (c) Constante de mola efetiva do sistema célula +
substrato calculada como k.¢s = Fy/do. (d) Distribuicdo das velocidades de indentacdo vs = do/1;.
Foram medidas 10 células em cada tipo de substrato. Em cada célula foram obtidas 16 curvas de forcas
distribuidas em diferentes pontos das células, totalizando 160 curvas de forca para cada tipo de
substrato. Fonte: Préprio autor.

A Figura 26(b) mostra a distribuicdo dos tempos de aproximagdo t;, ou seja, o
tempo que a ponta leva para atingir a forca maxima Fy na curva de aproximacdo. Como o
transdutor piezoelétrico possui velocidade constante em todos casos, € intuitivo esperar que
os tempos de aproximagao nas células em substratos macios sejam mais longos do que sobre
os substratos rigidos. Contudo observa-se que ¢; apresenta 0 mesmo comportamento compa-
rativo observado na distribuicdo de Jy, sugerindo que a velocidade de indentagdo vs = dy/1
seja constante. Mas a Figura 26(d) mostra um dado intrigante: a velocidade de indentacao
nas células sobre géis € menor que nas células sobre o vidro, apesar de exibirem indentacoes e
tempos de aproximacdo comparativamente menores. Esta aparente contradi¢do revela a natu-
reza viscoelasticas das células. Mais que isso, revela também que as células possuem resposta
biomecanica que dependem do tipo de substrato.

Quando a ponta do AFM aplica uma determinada forca sobre a célula a indentacao

resultante é a combinagdo de deformacgdes provocadas na célula e no substrato, se este for
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macio. Este efeito, ilustrado na Figura 27, foi demonstrado por Rheinlaender et al. utilizando
um AFM acoplado a um microscépio confocal em células sobre géis em um estudo andlogo
ao desta dissertagdo, mas utilizando indentadores esféricos [59]. Para isolarmos a constante
eldstica da resposta celular, € necessario caracterizar os géis isoladamente.

Figura 27 — Comparagdo da indentacdo de células em substrato rigido e macio usando um
indentador esférico por microscopia confocal.
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(a) Indentacdo de célula sobre substrato rigido, no qual se observa que o substrato ndo sofre indentagao.
(b) Indentacao de célula de mesma linhagem sobre substrato macio, no qual se observa que tanto a
célula quanto o substratos sdo indentados. (c) Modelo de indentacdo de célula sobre substrato macio
descrito por uma associacio em série de molas eldsticas. Fonte: Adaptada da referéncia [59].

Figura 28 — Andlise elastica das curvas de for¢a sobre os géis com diferentes durezas.
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(a) Distribui¢ao das indentacdes maximas dp obtidas nos géis sujeitos a uma forca maximo de Fy = 3
nN. (b) Distribui¢do dos tempos de aproximagao. (c) Constante de mola dos géis calculada como

kegr = Fo /do. (d) Distribui¢do das velocidades de indentagdo vs = dy/t;. Foram medidas 16 curvas de
forca em cada tipo de substrato. Fonte: Préprio autor.

A Figura 28 ilustra os resultados da andlise da porcdo da aproximacao das curvas
de for¢ca medidas somente nos géis. Aqui, as contradi¢des aparentes das medidas realizadas nas

células estdo ausentes. A resposta eldstica dos géis segue a tendéncia esperada. Quanto maior
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for a concentragdo de bis-acrilamida, maior a rigidez do gel, e menor a indentacdo maxima
quando os géis sao submetidos a for¢cas maximas de 3 nN. As constantes de mola efetiva obtidas
sdo 7,28 nN/m, 11,04 nN/m, e 28,94 nN/m para os géis 0,01%, 0,1% e 1% respectivamente.
Rheinlaender et al. supuseram que a indentagdo total de células em substratos ma-
cios pode ser descrita como a deformagdo de uma associagdo de molas em série [59], como
mostra a ilustracao da Figura 27(c). Desta forma, as constantes de mola efetiva dos sistemas

célula + substrato mostrados na Figura 26(c) podem ser descritos como:

k. ks
keps = ok

onde k. € a constante de mola da célula, e &k, é constante de mola do substrato. Note que se o

(4.1)

substrato for infinitamente duro (como no caso do vidro), tem-se que ks — oo € kcsf — k.. Ou
seja, na medidas em célula sobre o vidro, o substrato ndo deforma, e obtem-se diretamente a
constante de mola das células. No caso do vidro tratado com coldgeno, assumimos que a camada
de colageno sobre o vidro é muito fina, de forma que o substrato CLG pode ser considerado
como infinitamente rigido e com k; — co. Inserindo-se na equag@o acima os valores médios
para k; mostrados na Figura 28(c), € possivel obter os valores k. da constante de mola somente

das células em cada substrato. Este dados sao mostrados na Figura 29.

Figura 29 — Estimativa das constantes de mola das células cultivadas em diferentes substratos.
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Fonte: Préprio autor.

Sem o efeito dos substratos macios, ainda observamos que as células de fato pos-
suem rigidez maior quando cultivadas sobre os géis em comparacao com as c€lulas sobre vidro.
Contudo, agora é possivel notar que a rigidez do gel modula a rigidez celular, de forma que
quanto menor for a concentracdo de bis-acrilamida (rigidez do gel), mais rigida a célula se

torna. As distribuicoes de rigidez celular sobre o vidro sdo estreitas e praticamente idénticas,
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indicando que o tratamento com coldgeno tem influéncia desprezivel sobre a rigidez celular.
Ja no caso das células, as distribui¢des sao mais largas indicando que os géis afetam a rigidez
de forma heterogénea sobre todo o perimetro celular. Além das células cultivadas sobre os
géis se tornarem, em média, cerca de 100% mais rigidas, chama atencdo o fato de que nao ha
superposicao entre as distribui¢des de constante de mola de células sobre géis e sobre o vidro.
Estes resultados permitem concluir que as células estdo manipulando sua estrutura interna em

resposta a dureza do substrato que se encontram.

4.1.2 Anadlise viscoeldstica no dominio do tempo

Recentemente, foi demonstrado que o modelo viscoelastico de KVF (Kelvin-Voigt
fraciondrio possui) descreve bem as propriedades de relaxagcdo viscoeldsticas de células por
apresentar dois regimes de relaxacdo do tipo lei de poténcia distintos [12, 43, 60]. Apesar do
modelo KVF ter sido desenvolvido para a andlise de curvas do tipo DFC, foi possivel aplica-
lo de forma nas curvas do tipo DFC+FS, devido a pequena amplitude (50 nm) das oscilagdes
imposta na varredura de frequéncias. A Figura 30 ilustra o ajuste de curva de uma curva de
forca do tipo DFC+FS com o modelo KVF.

Figura 30 — Curva DFC+FS ajustada com o modelo viscoeldstico de dupla lei de poténcia.
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E bem conhecido que as células possuem dois regimes viscoeldsticos, um deles
exibindo uma relaxacao muito rapida e somente visivel em escalas de tempo de dezenas de mi-
lissegundos, e outro regime de relaxacao lenta observavel em escalas de tempo mais longas, e
da ordem de tempo de duracdo das fun¢des metabdlicas das células. Desta forma. a natureza
de dupla lei de poténcia somente € detectdvel nas primeiras dezenas de milissegundos da curva
de aproximacao apds a ponta do AFM tocar a superficie da célula. Isto € melhor ilustrado pela
Figura 31 que mostra as fungdes de relaxacdo aparente R,,,(t) (ver Equagdo 2.34) obtidas da

por¢do de aproximacdo das curvas de forca. Estas curvas s@ao as mesmas utilizadas na Figura
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25. Observamos que todas as curvas, independente do substrato, possuem formato que se as-
semelham a Figura 24(a), evidenciando a existéncia de dois regimes de relaxagdo viscoelastica
nas amostras.

Figura 31 — Curvas de relaxacao aparente R,,,(¢) obtidas da por¢do de aproximacdo das
curvas de forga da Figura 25.
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As curvas de relaxagdo aparente de células sobre diferentes substratos apresentam caracteristicas
compativeis com a relaxacdo viscoeldstica do tipo dupla lei de poténcia, conforme ilustrado na Figura
24(A).

A Figura 32(a) ilustra a distribui¢ao dos expoentes de relaxagao rapida (caixas ver-
des) e de relaxacao lenta (caixas amarelas). As largas distribui¢cdes dos expoentes rapidos sdo
justificadas por pelo fato do regime de relaxacdo répida ser dominante durante um periodo
muito curto (poucos milissegundos apds o contato) da curva de forga, e que contém um niimero
de pontos comparativamente muito menor comparado com a curva de for¢a inteira (duragcdo
total de cerca de 10 s). Por esta razao, as distribuicdes dos expoentes de relaxagdo lenta () sdo
bem mais estreitos. Além disso, € necessdrio ressaltar que alguns milissegundos apds o con-
tato da ponta do AFM com superficie das células estd sujeita ndo apenas a flutuacdes térmicas
das fibras do citoesqueleto mas também a um complexa geometria envolvendo a rugosidade
do cortex celular e a0 movimento de proteinas de membrana, criando uma area de contato que
pode ndo estar bem definida que, quando combinadas a ndmero reduzido de pontos na curva
contribuem para uma distribuicao de expoentes alargada. De qualquer forma, A mediana dos
expoentes rapidos « varia entre 0,60 e 0,65, dependendo do substrato. Estes valores estdao
dentro da faixa esperada entre 0,50 e 0,75, que € o intervalo atribuido contribui¢io entropica
da flutuagdo térmica das fibras individuais do citoesqueleto de f-actina previamente reportados
[12, 60]. J4 os valores medianos dos expoentes de relaxacdo lenta variam entre 0,15 e 0,20
dependendo do tipo de substrato. Estes valores estdo coerentes com valores dos expoentes de

relaxacdo lenta de células vivas [12, 26, 61, 62]. A distribuicdo estreita dos expoentes lentos
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demonstram um cariter homogéneo do comportamento viscoeldstico das células.

Do ponto de vista do efeito dos diferentes substratos, os expoentes rapido e lento
apresentam o mesmo comportamento geral: os expoentes crescem a medida que a rigidez do
substrato aumenta. De acordo com a teoria da reologia fraciondria, os expoentes variam entre
0 e 1 e representam os limites do comportamento puramente eldstico e puramente viscoso,
respectivamente. Expoentes intermedidrios representam materiais viscoeldstico. Desta forma,
€ possivel concluir que a rigidez do substrato modifica a resposta viscoeldstica das células. No
caso especifico das células sobre os géis, o aumento da rigidez do gel induz um aumento na
fluidizacao das células. No caso especifico das células sobre o vidro, o coldgeno também induz
um aumento da fluidiza¢do do citoesqueleto, observado pelo comportamento do expoente de
relaxacdo lenta, em comparagdo com o vidro ndo tratado. No caso dos expoentes rdpidos, ndo

h4 diferenca estatistica entre os expoentes das células sobre vidro.

Figura 32 — Parametros viscoelasticos de fibroblastos L.929 cultivados em diferentes substratos
obtidos pela anélise temporal das curvas de forca.
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A Figura 32(b) mostra a comparacao das distribuicoes dos médulos de rigidez re-

ferente ao regime de relaxagéo lenta E3(t,.r), € padronizados para um tempo de referéncia de
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trey = 1 s para facilitar a comparagdo entre as diferentes amostras. Assim como na andlise
puramente eldstica, as células cultivadas em gel sdo mais rigidas do que células cultivadas so-
bre em vidro. Observa-se também as distribuicdes dos modulos eldsticos exibem o mesmo
comportamento comparativo das constantes de mola efetiva k. s do sistema célula + substrato
exibidos na Figura 24(c). Isto indica que os parametros viscoeldsticos obtidos na Figura 32 sdo,
na verdade, parametros efetivos do sistema células + substrato, pelo menos no que diz respeito
aos modulos elésticos, pois uma caracterizacao viscoeldstica dos géis de poliacrilamida mos-
tram que eles possuem um expoente de relaxacdo lenta muito pequeno 5 — 0, exibindo um
comportamento predominantemente eldstico [63]. Desta forma, acredita-se que os expoentes
de relaxacdo viscoeldstica mostrados na Figura 32(a) sdo devidos a resposta viscoeldstica das
células e ndo do sistema células + substrato.

Ainda no contexto do modelo viscoeldstico Kelvin-Voigt fraciondrio, é possivel
obter outras quantidades fisicas importantes que podem iluminar a compreensdo do efeito do
substrato: o angulo de fase tan f(771) que indicam o grau de fluidez das amostras, e visco-
sidade dindmica (7 '), onde 77! é a frequéncia angular do cruzamento entre os regimes de
relaxacio lenta e rdpida. E importante ressaltar que a escala de tempo 7 depende das células. A
definicdo analitica desses pardmetros é melhor explicada na referéncia [12]. Estas quantidades
sdo mostradas na Figura 33.

Em materiais puramente eldsticos tem-se que ¢ = 0, enquanto em materiais pura-
mente viscosos tem-se que ¢ = 7/2. Quando = 7/4, a amostra apresenta comportamento
igualmente elastico e viscoso. A Figura 33(a) mostra a tendéncia geral que um aumento de
rigidez no subrato induz um aumento do carater viscoso das células. Esta mesma tendéncia ja
foi mostrada pela distribuicao dos expoentes de relaxacdo mostrados na Figura 32(a). Também,
as células cultivadas sobre os géis exibem maior viscosidade interna quando comparadas com
células sobre vidro, como mostrado na Figura 33(b). Além disso, a dsitribuicao das viscosida-
des exibe 0 mesmo comportamento comparativo das distribui¢des dos modulos de rigidez Fz e

da constante de mola efetiva k..

4.1.3 Anadlise viscoeldstica resolvida no espaco das frequéncias

Todas as curvas de for¢a adotadas neste trabalho sao do tipo DFC+FS com varredura
de frequéncias entre 1 Hz e 1 kHz. Contudo, observou-se que a ponta oscilando em contato com
o sistema célula + substrato cria um efeito similar ao aumento da massa acoplada a um sistema
massa-mola ressonante, que reduz a frequéncia de ressonincia da ponta de AFM fazendo-o
coincidir com a regido de ruido acustico do ambiente onde as medidas foram realizadas. Desta
forma, a resposta mecanica para frequéncias acima de 200 Hz € mitigada pelo ruido acustico,

comprometendo a confiabilidades do resultados nas altas frequéncias. Desta forma, a andlise



Figura 33 — Distribuicdo dos dngulos de fase e da viscosidade interna de fibroblastos
cultivados sobre diferentes substratos.
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7~1. Fonte: Préprio autor.

dos resultados desta dissertacdo limita-se na intervalo entre 1 Hz e 100 Hz.
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A Figura 34 mostra o médulo de cisalhamento dindmico de células em diferentes
substratos. Estas curvas foram construidas a partir da por¢ao oscilantes das curvas de forca
exibidas na Figura 25. Todas curvas de |G*(w)| exibem caracteristicas compativeis com uma
dupla lei de poténcia no espaco das frequéncias conforme sugerido no diagrama esquematico
da Figura 24. O regime de baixo expoente na regido de baixas frequéncias (de 1 Hz a 10 Hz),
que corresponde a regime de relaxagdo viscoeldstica lenta. O regime de alto expoente na faixa
de frequéncias maiores (entre 10 Hz e 100 Hz), que corresponde ao regime de relaxagdo rapida.
Também € possivel observar que as células possuem médulos de cisalhamento que dependem
fortemente do tipo de substrato. Separando-se as componentes de armazenamento (G’(w)) e de
perda (G"(w)) também observa-se caracteristicas compativeis com uma dupla leis de poténcia,
e que tanto os modulos de armazenamento e perda dependem do tipo de substrato.

De acordo com a teoria viscoeldstica de materiais que relaxam de acordo com ape-
nas uma lei de poténcia, é possivel determinar um exponente de fluidez dindmico v a partir das

curvas de G’ (w) e de G”(w) da seguinte forma:

B 2 . G//
v = 7Ttom (G’) . 4.2)

O expoente v (0<y< 1) € equivalente ao expoente de relaxacio no tempo (ver secio 2.2.3.1) de
forma que v = 0 indica um material puramente elastico, € ¥ = 1, um material puramente vis-
coso. A Figura 34(c) mostra que os os expoentes dinamicos variam de aproximadamente de 0,2
nas baixas frequéncias até 0,6 em 100 Hz. Estes valores estdo de acordo com os valores estima-
dos pelo modelo viscoelédstico KVF obtidos da anélise das curvas de for¢ca no dominio do tempo
e mostrados na Figura 32(a). Como a andlise dinamica ndo envolve nenhum parametro de ajuste,
mas apenas a transformacao das curvas no dominio do tempo para o dominio das frequéncias
através da aplicacdo da transformada de Fourier, este resultado mais uma vez reforca a validade
do modelo KVF para descrever a relaxagdo viscoelastica das células.

Para facilitar a comparagdo entre os substratos, os pardmetros dinamicos para uma
frequéncia de 1 Hz, representativa do comportamento de viscoeldstico dentro da escala de tempo
de relaxacdo lenta, sdo mostrados na Figura 35. E possivel observar que os valores de G’
das células no gel sdo substancialmente maiores (aproximadamente 100%) que das células no
vidro, e que ndo ha nenhuma superposicdo entre as distribui¢des. Ja os valores de G” sdo
apenas cerca de 50% maiores nas células sobre géis que nas células sobre o vidro. Isto indica
que as modificacdes induzidas pelos géis no interior das células sdo mais significativas nos
componente celulares que contribuem com a resposta eléstica, ou seja, no citoesqueleto de f-
actina. Finalmente, o expoente de fluidez indica que a fluidez das células aumenta com a rigidez

do substrato. Os valores aqui obtidos estdao em bom acordo com expoentes de relaxacdo lenta
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Figura 34 — Mddulo de cisalhamento dinamico de fibroblastos cultivados em diferentes
substratos.
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(a) Médulo de cisalhamento dindmico |G*(w)| construidos a partir das curvas de for¢a da Figura 25. (b)
Médulos dindmicos de armazenamento G’(w) (linhas continuas) e de perda G”(w) (linhas tracejadas).
(c) Expoente de fluidez construidos a partir das curvas de G'(w) e G”(w). Fonte: Préprio autor.

obtidos para células sobre géis mostrados na Figura 32(a). Contudo, os valores do expoente
dinamico estdo ligeiramente maiores do que os valores obtidos pela andlise temporal das curvas

de forga.
4.2 Microscopia confocal

A Figura 36 mostra imagens confocais de fluorescéncia do citoesquelelto de f-actina
de fibroblastos 1.929 cultivados em diferentes substratos. Nos substratos 0,01% e 0,1% (Figura
36(a) e (b), respectivamente) praticamente ndo sao observados filamentos de actina, e o contorno
da célula ndo parece bem definido. Nestes substratos a actina ndao parece polimerizada (pelo
menos no plano da imagem) o suficiente para formacao de longas fibras. Em vez disso, observa-
se pequenos aglomerados espalhados pelo citoplasma, € mais numerosos no substrato mais
macio (0,01%). No substrato 1% ja se observa longas fibras de actina no interior da célula,
bem como uma delimitacdo mais clara do perimetro celular por longas fibras de f-actina. Ja no

vidro, podemos ver todo o limite da célula bem definido e temos a presencga de longas fibras em
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Figura 35 — Comparagdo da reologia dindmica de células em diferentes substratos.
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todo o interior da célula. Um comportamento similar do citoesqueleto de célula sobre substratos
macios foi reportado por Gupta et al. [8]. A Figura 36 claramente mostra diferentes padroes de
organizagao do citoesqueleto para diferentes tipos de substrato.

As imagens de microscopia confocal foram entdo tratadas utilizando o software
Imagel, onde inicialmente foi retirado o nicleo da imagem das células para nao afetar a anélise.
Em seguida foi imposto um threshold para eliminar qualquer tipo de sinal luminoso indesejavel
para a medida, como excesso de fluoroforo, fragmentos de células mortas ou ruido. O threshold
essencialmente impde um limite de intensidade de cor nos pixels de uma imagem, de tal forma
que se um pixel tem luminosidade mais baixa que esse limite, ele € traduzido como um pixel
preto, e se um pixel tem luminosidade maior que o imposto pelo threshold, este € traduzido
para um pixel branco. O threshold foi escolhido pelo método de Otsu [64] e padronizado para

todas as imagens. As imagens tratadas foram entdo analisadas para obtencdo da dimensao
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Figura 36 — Rede de actina de fibroblastos L.929 em substratos de durezas diferentes.

Imagens das células apds retirada do nicleo. Estes sdo exemplos de células cultivadas no seguintes
meios: (A): 0,01%. (B): 0,1%. (C): 1%. (D): Vidro. Fonte: préprio autor

fractal, obtido pelo método computacional de box-counting. Este método consiste em sobrepor
aimagem com uma grade quadrada de lado conhecido L e contar quantos quadrados apresentam
luminosidade N, e depois fazer o mesmo processo para valores diferentes de L. Esta tipo de
andlise morfoldgica foi empregada foi empregada anteriores no estudo de imagens de células
[35, 55, 56].

As distribuicdes das dimensoes fractais D calculadas para células cultivadas em di-
ferentes substratos sdo mostradas na Figura 37. As mediana de D variam entre 1,5 e 1,7, e mos-
tram uma clara tendéncia de crescimento com a rigidez do substrato, e que o grau de organiza¢ao
do citoesqueleto visualmente observado na Figura 36 pode ser capturado pelo parametro mor-

fologico dimensao fractal.



Figura 37 — Dimensao fractal do citoesqueleto de de f-actina de células cultivadas em
diferentes substratos.
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5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

A caracterizacdo viscoelastica de fibroblastos L929 em substratos de durezas dife-
rentes foi realizada de trés formas diferentes: (i) uma andlise puramente elastica das amostras,
(i) com a andlise viscoeldstica das curvas de for¢a resolvida no tempo, e com (iii) a andlise
viscoeldstica no espago das frequéncias.

A andlise puramente eléstica, ou seja, considerando todo o sistema como uma mola
hookeana e determinando a constante de mola efetiva do sistema, mostrou que as células sobre
os géis sdo aparentemente mais rigidas do que sobre vidro. Contudo, Rheinlaeder et al. mos-
traram que tanto a células quanto o substrato macio se deformam quando sujeitos a uma forca
externa, e que o sistema composto de célula sobre substratos macios podem ser descritos por
uma associa¢cdo em série de molas hookeanas. Adotando-se este modelo, e removendo o efeito
do substrato, foi possivel confirmar que as células sobre os géis se tornam mais rigidas quem
em vidro, e que a rigidez da célula é inversamente proporcional a dureza do substrato. Estes
resultados sdo mostrado na Figura 29. Como o mesmo tipo de linhagem celular foi usada em
todos os substratos estudados, € possivel concluir que a células adaptaram sua estrutura interna
a rigidez do substrato. Esta adaptacdo é visualmente observada nas imagens confocais tipicas
do citoesqueleto de f-actina mostradas na Figura 36.

A andlise das curvas de forca DFC+FS no dominio do tempo mostraram que as
células exibem um padrdo de relaxagdo viscoelastica compativel como uma dupla lei de poténcia
formada por um regime de relaxacdo rdpida com expoentes da ordem de 0.65, e um regime de
relaxacdo lenta descrita por expoentes da ordem de 0.2. Este padrao de relaxacdo € observado
nas curvas de relaxacdo aparente R,,,(tf) mostrado na Figura 25. E necessario lembrar que
R, (t) possui os mesmos expoentes de relaxagdo da curva relaxacdo intrinseca R(t), mas estas
duas quantidades ndo sdo idénticas, pois R,,,(t) embute o efeito do contato entre indentador e
amostra [43].

A Relaxac¢do com duas leis de poténcia é um fendmeno bem conhecido da bio-
mecanica celular [12, 60, 61, 62, 65]. Ela foi originalmente observada somente em experimen-
tos de reologia dinamica, mas sua observacdo no dominio do tempo s6 foi reportada recen-
temente [12, 43]. Nesta dissertacdo, este comportamento foi observado tanto no dominio do
tempo quando no dominio das frequéncias paras as células em todos os substratos estudados,
conforme mostrado nas Figuras 25 e 34.

Cada um destes regimes viscoeldsticos corresponde a um mecanismo de sustentacao
celular diferente [61]. O regime de relaxacdo rdapida € geralmente atribuido a flutuagdes ter-

modinamicas das fibras de f-actina no cortex celular, que é uma fina estrutura feita de actina
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filamentosa situada abaixo da membrana plasmadtica e que envolve toda a célula. O regimes de
relaxacdo lenta descreve o cardter transiente dos rearranjos poliméricos das fibras do citoesque-
leto e do movimento das organelas no citosol. A Figura 32(a) ilustra a diferenca entre estes
expoentes.

A andlise estatistica dos expoentes viscoeldsticos mostram dois pontos interessan-
tes: os expoentes apresentam aproximadamente a mesma variacao entre substratos, sugerindo
que a mudanca do ambiente externo da célula afeta na organizagdo do cortex celular assim como
do restante do citoesqueleto igualmente; e que em géis a tendéncia dos expoentes € crescer de
acordo com a dureza dos géis de poliacrilamida, sugerindo que o aumento da rigidez dos géis
aumenta o carater viscoso das c€lulas. O aumento do carater viscoso € manifestado por um
aumento nos expoentes de relaxagdo lenta e rapida e no angulo de fase, conforme mostrado nas
Figuras 32(a) e 33(a). A discrepancia das larguras distribui¢des ocorrem porque a regido da
curva de forca na qual o regime de relaxagao rapida domina € de apenas dezenas de milissegun-
dos, sendo muito mais susceptivel a imprecisdes do que a totalidade da curva forca dominada
pela o regime de relaxacgdo lenta.

Verificou-se também que o mddulo de rigidez das células exibe o mesmo padrao da
constante de mola, ou seja, as células cultivadas em géis apresentam uma rigidez aparente maior
do que as células cultivadas sobre vidro. Seguindo a mesma tendéncia, a viscosidade interna
das células sobre os géis € maior do que das células sobre vidro.

E importante ressaltar que todas as curvas de forca foram ajustadas com o modelo
viscoelastico de Kelvin-Voigt fracionério deduzido para amostras viscoeldsticas infinitamente
espessas ((ver equacdes 2.54 até 2.57)). Contudo as células sdo finas e possuem espessura
da ordem de 5 pm no ponto mais alto. Desta forma, os parametros viscoeldsticos extraido
com este modelo podem embutir algum grau de efeito do substrato, do mesmo jeito que no
caso da constante de mola efetiva do sistema célula + substrato. Como exemplo, observa-se
que os modulos de rigidez e viscosidade interna das células ndo possuem qualquer tendéncia
clara em relacdo a concentragdo de bis-acrilamida, e seus comportamentos assemelham-se as
distribui¢oes de k.r;. Este autor desconhece modelos viscoeldsticos que levem em conta a
espessura das amostras.

O estudo da viscoelasticidade no espaco das frequéncias foi realizado por meio do
modulo de cisalhamento dindmico |G*(w)|. Os valores de G’ e G” para baixas frequéncias
(1 Hz) confirmam que as células sobre os géis sdo mais rigidas do que sobre vidro, e que o
aumento em G’ devido aos géis é substancialmente maior que em G”, sugerindo que o aumento
de rigidez das células se d4 principalmente nos componentes do citoesqueleto que contribuem
para o comportamento eldstico das células. A hipdtese mais plausivel é que os géis induzem

modificagdes no citoesqueleto, como observado na Figura 36.
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Por fim, as Figuras 34 e 35 mostram que o expoente de fluidez dinamico concorda
qualitativamente com o modelo de dupla lei de poténcia. Para baixas frequéncias (1 Hz a 10 Hz),
observa-se valores da ordem de 0,2 e que crescem com a concentrag@o de bis-acrilamida no géis,
e para altas frequéncias o expoente é da ordem de 0,6. A discordancia entre as caracterizacdes
nos dominios do tempo e da frequéncia é que, neste dltimo, o expoente de fluidez dindmico
indica que as células sobre o vidro sao exibem fluidez maior que as células sobre os géis. No
dominio do tempo esta tendéncia ndo ficou muito clara.

Os dados obtidos pela andlise viscoelastica puderam ser complementados pelos
parametros de dimensao fractal das células sobre os substratos. A Figura 37 mostra como a
dimensao fractal do citoesqueleto de f-actina mostra uma tendéncia de subida relacionada com
o acréscimo da dureza do substrato, e a Figura 36 permite a visualizagdo dos mecanismos atu-
antes: a dureza do substrato influencia a célula a organizar sua rede de actina, formando longas

fibras para substratos mais rigidos. Este fato j4 foi ja reportado em outros trabalhos [8, 36, 66].
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