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RESUMO

Com a crescente quantidade de pesquisas envolvendo em substratos estruturados, in-
vestigando as alteracoes em seus parametros viscoeldsticos ou motilidade celular como
determinante para caracterizacao de doencas, atividades metabdlicas ou conformacao do
citoesqueleto, a mecanica celular se tornou um objeto de estudo relevante para entender
os sistemas biologicos. Neste trabalho, buscamos aplicar um dos problemas mais conhe-
cidos da fisica, o plano inclinado, a sistemas biolégicos e verificar seus efeitos quando
submetido a diferentes angulacoes. Com isso, o objetivo é propor uma nova forma de
caracterizar e realizar uma analise dos efeitos de superficies inclinadas em fibroblastos in
vitro, mensurando a sua motilidade celular por meio de observagoes em microscopia Optica
e os efeitos na rigidez e viscoelasticidade das células no AFM, a partir de um substrato
de Polydimethylsiloxane (PDMS) construido a partir de um molde impresso em 3D. Os
dados da microscopia 6ptica revelaram uma certa dificuldade em se aderir as superficies,
porém, para algumas células que conseguiram se aderir, foi possivel notar uma tendéncia
de alinhamento com a orientacao do plano. Os dados do AFM revelaram que ha uma
diferenca significativa na rigidez das células no plano inclinado em comparacao com o

plano.

Palavras-chave: mecanica celular; superficies inclinadas; viscoelasticidade; fisica biolo-

gica.



ABSTRACT

With the growing number of studies involving structured substrates, investigating changes
in their viscoelastic parameters or cell motility as determinants for characterizing diseases,
metabolic activities, or cytoskeletal conformation, cell mechanics has become a relevant
subject of study for understanding biological systems. In this work we aim to apply
one of the best-known problems in physics, the inclined plane, to biological systems and
verify its effects when subjected to different angles. The aim is to propose a new way
of characterizing and analysing the effects of inclined surfaces on fibroblasts in witro,
measuring their cell motility through optical microscopy observations and the effects on
cell stiffness and viscoelasticity in Microscopio de For¢a Atomica (AFM), from a PDMS
substrate constructed from a 3D printed mould. Optical microscopy data revealed a certain
difficulty in adhering to surfaces, however, for some cells that managed to adhere, it was
possible to notice a tendency to align with the orientation of the plane. AFM data revealed
that there is a significant difference in cell stiffness on the inclined plane compared to the

flat plane.

Keywords: cellular motility; inclined surfaces; viscoelasticity; biological physics.
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1 INTRODUCAO

A partir do primeiro ser vivo até o surgimento de estimadas mais de 10 milhoes de
espécies que vivem atualmente e de outras milhoes que permearam o nosso planeta, a vida
tem sido um objeto de curiosidade para os seres humanos, com perguntas que
provavelmente ja nos fizemos um dia “O que eu sou?”, “Por que e como estou vivo?”, “Qualé a
verdadeira origem da vida?”, “Como foi o primeiro ser vivo e como surgiram as inimeras esp
écies?”, “Existem vidas em condigoes diferentes da nossa?”. Todas essas perguntas foram
ou ainda sao alvos de debates da filosofia sobre a prépria existéncia, consciéncia, instinto e
sobrevivéncia, e a biologia se propoe a responder todas essas perguntas com justificativas
empiricas ou experimentais, que estao desde a menor unidade da vida, a célula, até as
complexidades dos tecidos das espécies multicelulares e suas particularidades.

Entretanto, existem inimeras perguntas que ainda nao foram respondidas, elementos e

propriedades que nao foram exploradas.

Figura 1 - Ilustragido da evolugdo humana, desde os ancestrais
primatas até o homem moderno atual. Caracteriza a adaptagdo de
acordo se moldando as novas necessidades e a construgdo do
convivio social, assim como descrito por Charles Darwin, que todas
as espécies sdo versdes mais adaptadas para continua¢io da espécie.

Fonte: Saquetto (2014)

Com isso, surgem novos questionamentos que perpassam o espectro da biologia,
permeando as outras areas cientificas, como quimica e fisica, que abrange o conhecimento
e se aproxima mais da realidade. A interacao dos seres vivos com o meio e condigoes que
estao inseridas sao parametros fundamentais na constituicao da vida, como foi apresentado
por Charles Darwin em seu trabalho “The Origin of The Species”, em que ele estabelece

quais os padroes influenciam na evolucgao das espécies e apresenta uma explicacao para a
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diversidade, adaptagao e interagao entre elas (Darwin, 1888). Essas novas perspectivas
abriram espacos para que novas areas interdisciplinares surgissem, como a biofisica e
bioquimica. A relacao entre a biologia e a quimica é uma &rea bastante explorada,
principalmente pelas composicoes dos alimentos, organelas celulares, sintese de proteinas
dentre outras.

A Dbioffsica tem sido explorada, desde trabalhos de Sir Isaac Newton que
sugeriam que os movimentos dos corpos eram vibracoes do cérebro para os musculos, assim
como a interacao da radiagao com organismos, com isso experimentos que mostraram que
os musculos das pernas dos sapos sao sensiveis a um potencial elétrico por Alessandro
Volta e a descoberta dos Raios-X e suas aplicagoes na medicina até os estudos atuais com
estudos sobre as propriedades viscoelasticas ou no sequenciamento do DNA das células
(Solomom, 2024). Entender o movimento e a dinamica dos corpos é um dos principais
objetivos da fisica, e com as células nao seria diferente, sendo um dos parametros mais
importantes das células, ja que intimeras condi¢oes podem alterar o seu comportamento e
garantir caracteristicas diferentes quando submetidas a distintas situagoes do meio fisico.

A mecanica celular tem sido um aquecido objeto de estudo do comportamento
das células e entendimento de doencas. Exibem caracteristicas fisicas como o médulo
de Young, morfologia, condi¢goes do ambiente, diferenciagao dos substratos dentre outros
parametros para responder questoes que impactam nas reagoes bioldgicas das células.
Devido a isso, trazem novas perspectivas em estudos sobre o cancer, como a verificagao
da alteracao da motilidade celular em comparagao com células saudéveis (Zicha, 2022),
estimulos mecanicos e alinhamento com o substrato provocando a diferenciacao de células-
tronco, processo em que uma célula-tronco (ndo possui tipo celular especifico) transforma-
se em uma célula de um tecido especifico, (Subramony et al., 2013) ou parametros
viscoelasticos das células sao alterados, em que células cancerigenas tendem a ter maior
fluidez do que células saudaveis, garantindo-lhes maior capacidade de transicionar entre
tecidos, ou seja, seu cardter metastatico (Schierbaum et al., 2017). Por isso, um importante
ramo de estudo € sobre substratos estruturados, que se trata de submeter sistemas biolégicos
em superficies com diferentes geometrias e verificar o seu comportamento.

Pesquisas com substratos estruturados tém revelado fatos interessantes sobre
diversos aspectos da biologia celular. Estudos como (Ghibaudo et al., 2009) que investiga

como os fibroblastos tém o seu comportamento alterado, como a adesao e a migragao,
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quando sao submetidos a uma geometria de microbarreiras, em que induziam um tipo de
migracao em 2D, entre os pilares, ou em 3D, sobre os pilares. Outra pesquisa que aborda o
tema, demonstra como a célula percebe o ambiente e é sensivel a topografia do substrato,
por meio de nanopilares, alterando a topografia das células em substratos rigidos para ter
reagoes como em substratos moles, diminuindo a sua rigidez (Li et al., 2021).

No presente trabalho, busca-se entender o comportamento celular em superficies
inclinadas, em que as células estao submetidas a angulacoes diferentes e verificar o seu
comportamento quando submetidas a diferentes componentes horizontais da gravidade.
Foi utilizado um substrato de PDMS construido por meio de um molde feito por uma
impressora 3D. Foi feita uma andalise 6ptica e por AFM para verificar as propriedades

mecanicas.
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Células

As células tratam-se da menor unidade da vida e para que haja é necessario ter
pelo menos uma célula. Trata-se de um maquinério que possui estruturas que desempenham
funcgoes especificas determinadas pelo material genético, o DNA, para produzir energia, se
movimentar e se replicar. A mitose é um processo importante, em que se trata da
capacidade de, a partir de uma célula-mae, dar origem a duas células-filhas com caracter
isticas semelhantes a célula-mae, processo demonstrado na figura 2. Isso garante que elas se
multiplicam em um tempo determinado, que depende de cada tipo de célula, por exemplo,
a bactéria Fscherichia coli possui um tempo de replicacao de 20 minutos, enquanto a bact

éria Salmonella entérica apresenta um tempo de 25 horas (FGibson et al., 2018).

Figura 2 - Esquema de uma divisdo celular por mitose. Esse tipo de divisdo celular é
comum em células animais, ja que gera replica¢des das células originais.

Duas células

dipléides

Replicagdo do DNA

Fonte: Explicae (2023)

Como ja foi mencionado, o DNA determina as fungoes das células, desde as
organelas até a determinacao dos nutrientes necessarios para a sua sobrevivencia. Mas
afinal, o que seria o DNA? Trata-se de uma dupla fita composta de agucar e fosfato ligado a
uma base, um monoémero, que sao divididos em: Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) e
Citosina (C), em que essas bases se ligam com o seu complementar, em que, A se liga com
T e C se liga com G (Alberts, 2010). Funciona basicamente como um cédigo de
programagcao, em que trés bases produzem um aminodcido que formam proteinas. Seu
formato e organizacao sao apresentados na figura 3. Durante a divisao celular, cada fita de

DNA fica com uma célula filha, e devido a complementaridade, o c6digo genético se
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mantém o mesmo, ou quase o mesmo, dando as duas células geradas as caracteristicas da c

élula-mae. (Alberts, 2010)

Figura 3 - Estrutura do DNA. A organizacao da dupla-fita em hélice, na qual cada
uma dessas fitas serd aderida por uma célula-filha no processo de divisio.
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Fonte: Alberts (2010)

Outro ponto importante é a divisao das células em dois tipos: procariontes e
eucariontes. Isso define se o material genético estara livre dentro do citoplasma ou
encapsulado dentro de um ntcleo. Esse fato é importante, pois células eucariontes
possuem maior desenvolvimento do que procariontes, consistindo em uma evolucao, além de
possuirem organelas celulares especificas como por exemplo, mitocondrias ou cloroplastos,
que sao responsaveis pela producao de sua energia. Ademais, o sequenciamento genético de
células procariontes é mais simplificado, com a maior parte de seu DNA representando prote1
‘nas importantes para a sua sobrevivéncia, enquanto, grande parte do genoma das células
eucariontes nao possui uma func¢ao determinada na célula (Alberts, 2010).

As células animais sao caracterizadas pelas suas funcgoes e tecidos nos quais

estao aplicadas, em que cada uma delas desempenha uma fungao especifica para que
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nosso corpo funcione, onde se organizam e estabelecem uma comunicacao entre elas no
organismo. Se alimentam de nutrientes presentes no meio, advindos principalmente da
nossa alimentacgao, do oxigénio e da agua. E um corpo ativo que realiza reacoes quimicas
para desempenhar as suas atividades, possuindo um metabolismo caracteristico, de acordo

com seu tipo celular, determinando as suas fung¢oes no organismo.

Figura 4 - Cultura de Células. Forma utilizada para estudos in vitro de sistemas
bioldgicos.

& .
Fonte: Microsystems (2025)

Quando tratamos de células, é importante conhecer os principais processos que
ocorrem em seu interior e as condicoes do ambiente para compreender como cada funcao é

desempenhada. Vamos conhecer um pouco sobre as Condigoes Ideais do Ambiente.
2.1.1 Condigoes Ideais para Células

A maioria das células depende de condicoes especificas para manter-se viva,
embora possam existir algumas excecoes. Essas condi¢oes dependem de diversos fatores:
temperatura, agua, pH do meio, fonte de carbono, como a glicose e concentracao de gases,
fatores que sao relevantes para cada tipo de células. Ha casos de células capazes de realizar o
processo metabodlico sem a presenca de oxigénio, realizando respiracao anaerdbica. Existem
seres vivos que realizam outros tipos de processos, como os quimiotroficos, que utilizam
compostos inorganicos e a fotossintese anoxigénica, que nao produz oxigénio na reagao
(Galante et al., 2016).

Considerando as células humanas, realizam o processo de respiracao aerobica,

para o qual necessario gas oxigénio, agua e glicose. Além disso é necessario para as células;
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estar a temperaturas préoximas a 37°C; um pH préximo de 7,0, logo neutro; 90% umidade;
concentragoes proximas a 5% de CO; (Freshney; Capes-Davis, 2021). Condigoes como
essas sao fundamentais para culturas celulares, exemplo apresentado na figura 4, para

estudos em in vitro.

2.2 Citoesqueleto e Motilidade Celular

Dentro dos nossos corpos, as células se movimentam e migram para realizar as
funcoes, variando o seu comportamento dependendo do tipo celular e de suas atividades
no tecido que compoe.

Exemplos de como a motilidade atua em cada célula: os fibroblastos, sao células
que compoem tecidos, agindo como uma conexao entre eles, se movendo por meio de
protrusoes, aderindo ao substrato. Os leucécitos sao células de defesa do nosso corpo,
impondo que sejam bastante moéveis, para agir de forma eficiente e rapida em ameacas
ao nosso organismo (Chen et al., 2023). Os midcitos, células musculares, contraem e
relaxam, gerando tracao. A principal estrutura celular responsavel pelo movimento é
o citoesqueleto, visto de um microscépio confocal na figura 5, tratando-se de uma rede
complexa de filamentos que da forma as células e é o principal elemento para a motilidade

celular. Vamos entender um pouco mais sobre ele.
2.2.1 Citoesqueleto

E a estrutura responsavel pelas caracteristicas mecanicas e pelas formas das
células, permitindo moldar-se de acordo com as condigoes do meio em que estao inseridas,
como também a capacidade de movimento. Existem diferentes métodos pelos quais os tipos
celulares podem se movimentar, tendo o ameboide e mesenquimal, além de células que
possuem estruturas especificas para o movimento, como cilios ou flagelos. O citoesqueleto
é composto por trés tipos de filamentos: filamentos de actina, microtubulos e filamentos
intermedidrios, com cada um deles possuindo atividades diferentes na célula e a morfologia

descrita na figura 6. (Alberts, 2010)
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Figura 5 — Citoesqueleto de uma Célula Epitelial em Microsadpio
Confocal. Em verde sdo filamentos de actina (F-Actin), em
vermelho os monémeros de actina (G-Actin) e em azul o nucleo
celular.

Fonte: Balsamo (2012

Os filamentos de actina ou microfilamento caracterizam o formato externo e a
locomogao da célula no ambiente externo, além de coordenar a divisao celular.(Wong, 2009)
Uma das suas principais caracteristicas é a de possuirem ligagoes capazes de manteé-los
fortemente unidos, entretanto, com facilidade de se desfazerem, o que lhes concede uma alta
adaptabilidade e aplicacao dinamica, ja que possuem uma polimerizagao e despolimerizagao
mais rapida.(Gefen; Weihs, 2016) A maneira como os filamentos se interagem é semelhante a
uma polarizacao, em que cada extremidade tem um polo que se comunica apenas com o seu
oposto, que estao organizados em pares retorcidos e paralelos. (Alberts, 2010)

Os microtibulos sao responséaveis, assim como os microfilamentos, pelo formato
celular, motilidade celular e divisao celular, ja que é a estrutura que separa os cromossomos
no processo de divisao, entretanto, se encontra no citosol, determinando as posicoes das
organelas de membrana e realizando transporte intracelular.(Alberts, 2010) E formado por
um tipo de proteina, a tubulina, que possui duas espécies, o e B, além de uma especifica
para o centrossomo, a Y para a divisao celular, sendo assim, os microtibulos sao compostos
por 13 protofilamentos ocos.(Gefen; Weihs, 2016) Também possuem a capacidade de se

polimerizar e despolimerizar de maneira rapida, sendo fortes e nao flexiveis, dependendo
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da forca aplicada, podem ser quebrados. Possuem uma espécie de polaridade que os define,
em que o lado (-) estd ligado ao nicleo e ao centrossomo, enquanto o lado (+) esta ligado

a parte interna da membrana plasmatica. (Wong, 2009) (Cooper, 2000)

Figura 6 - Filamentos do Citoesqueleto. Os filamentos que constituem o
esqueleto celular: microfilamento (Azul claro e escuro), microtubulo
(Verde claro) e filamentos intermedidrios (Vermelho).
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Os filamentos intermediarios garantem uma resisténcia mecéanica para a prote-
cao e formato da célula, formando uma rede de filamentos semelhantes a cabos, e nao tém
participacao significativa na motilidade celular, sendo estruturas que envolvem o nicleo da c
élula e sao responsaveis pela estruturacao da forca mecanica das células e da posicao das
organelas, absorvendo o estresse mecanico sofrido e ligando todo o citoesqueleto.(Wong,
2009) (Alberts, 2010) Trata-se de um conjunto de proteinas, que depende do tipo celular,
sendo classificadas como: Tipo I e II sendo a queratina nas células epiteliais, Tipo III
sendo a vimentina em fibroblastos e glébulos brancos, Tipo IV sendo o neurofilamento em
células neuronais e Tipo V sendo a lamina que envolve o nicleo. Sendo todas essas prote

inas fundamentais para a estrutura interna da célula. (Gefen; Weihs, 2016) (Cooper, 2000)
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2.2.2 Motilidade Celular

Tendo em vista as estruturas do citoesqueleto, temos que a composigao desses
filamentos é responsavel pelo seu movimento. A interacao com o ambiente, a orientacao e o
caminho realizado pela célula sao definidos por esses componentes, tendo como o principal
os filamentos de actina, que realizam as forcas que direcionam a célula. Parametros
relevantes para a motilidade sao justamente o meio em que a célula estd inserida, desde os
nutrientes presentes, condi¢oes ambientais e onde a célula “toca”, o substrato. Os primeiros
fatores ja foram discutidos em sec¢oes anteriores, mas o substrato, mas especificamente, suas
caracteristicas fisicas, definem a forma como o citoesqueleto se reorganiza e se movimenta.
Geralmente, células in vitro costumam ser semeadas em placas de vidro ou plasticos,
materiais que sao rigidos e elasticos, em que neste tipo de materiais as células apresentam
um menor espalhamento espacial, enquanto em substratos mais macios e com caracteristicas
viscoelasticas, elas apresentaram um maior espalhamento, provocando remodelagao da
matriz extracelular (Chaudhuri et al., 2015). Essas alteragoes morfolégicas nas células,
impactam diretamente na sua motilidade.

As células que nao possuem uma estrutura especifica para mover-se, como cilios
e flagelos, utilizam um método de projecoes dos seus corpos para se movimentar, criando
pseuddpodes, que se aderem ao substrato e tracionam a célula para frente. O fenomeno é
ilustrado na figura 7, em que demonstra todas as etapas presentes neste tipo de movimento.
Os filamentos de actina se reorganizam nas bordas do envoltério celular que se alongam e
formam uma protrusao, determinado pela polimerizagao desses filamentos. A medida que
essa protrusao é formada, a célula cria uma ponta, “ventosa”, que ird aderir ao substrato,
esse ponto é chamado de adesao focal. Quando essa adesao acontece, os filamentos de
actina deslizando sobre os motores de miosina exercem uma forca de tracao, movendo a
membrana plasmatica e o citoplasma. A miosina é a proteina motora responsavel por gerar
as forcas de tracao convertidas da energia quimica advinda do ATP, apesar dos filamentos
de actina terem forca suficiente para realizar a tragao, o processo de interagao entre a
miosina e actina gera e direciona o movimento. A ultima etapa é a contracao da parte
anterior da célula, em que se desprende do substrato, retirando as suas adesoes focais, e
realiza uma forca de contracao, que puxa a parte de tras da célula para frente, fazendo o

corpo celular se movimentar. (Wong, 2009) (Alberts, 2010) (Cooper, 2000)
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Figura 7 — Movimento Celular. Demonstra todos os atuantes e etapas realizada pela célula durante o
processo de motilidade.
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Existem 3 tipos de protrusao: filopddios, lamelopddios e i nvadopddios, que
caracterizam as maneiras diferentes de alguns tipos celulares comportarem-se sobre o
ambiente e a superficie que esta em contato. Os filopddios s a0 o alongamentoem 1
dimensao formando uma espécie de microvilosidades, que é uma formagao semelhante a
cilios ou dedos em que a célula assume esse formato nas bordas do seu corpo, sendo diferente
dos cilios, que sao organelas vinculadas ao corpo celular. Possuem alta capacidade dinamica
e com alta concentracao de receptores de sinais, por isso sao frequentemente formados para
o reconhecimento do ambiente, como a corrente elétrica em um circuito elétrico buscando o
caminho de menor resisténcia, e é por esse método que os neuronios estabelecem conexoes
sindpticas. Os lamelopddios sao agrupamentos de filamentos, que estao ligados em forma
de rede organizadas em planos, ou seja, uma protrusao bidimensional, tendo mais pontos
de adesao focal, permitindo ter uma maior tracao ja que estd mais fixo, detectando a
rigidez do substrato, tendo uma importancia para o movimento celular pelo meio, sendo
um método em que a célula esteja mais espalhada(Singapure, 2023). Os invadopédios
também conhecidos como podossomos, que possuem uma caracteristica interessante de se
ter uma protrusao em 3 dimensoes, facilitando o transito intertecidual, bastante presente

em células cancerigenas. (Alberts, 2010) (Wong, 2009)

2.3 Plano Inclinado

O plano inclinado é um dos problemas de mecanica classica mais conhecidos e

ensinados do curso béasico de fisica. Trata-se de um problema de dinamica simples, que
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pode ser resolvido facilmente pelas equacoes de Newton. Tratando em duas dimensoes,
na qual um bloco de massa M, esté sobre um plano de angulo o e é deixado se mover
livremente sobre o efeito da gravidade. Esse é o exemplo mais basico que é aplicado
ao problema, porém, existem outras abordagens que podem dificultar a sua resolucao,
como por exemplo, caso o plano seja mével e submetido a uma forca F, ou a um campo
magnético interagente com o objeto. Entretanto, essas abordagens consideram objetos
rigidos, que podem interagir com o plano devido ao atrito, outrora, para materiais viscosos
ou viscoelasticos, esses parametros podem ser alterados e a sua resolucao deixa ser trivial.

Com isso, vamos entender um pouco mais sobre o problema e analisar métodos

para a sua resolucao.

2.3.1 Sem Atrito

Como ja descrito, o exemplo mais simples é de um bloco e em cima de um
plano inclinado sem atrito. Temos as seguintes descri¢coes: bloco de massa M sobre um
plano de angulagao a, submetido ao uma aceleracao da gravidade vertical g, descrita pela

ilustragao:

Figura 8 - Plano Inclinado Sem Atrito.

g

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com isso, tendo a ilustracao e o eixo de coordenadas definidos e o diagrama do
corpo livre desenhado, utilizamos as leis de Newton em cada coordenada para resolvermos
o problema, temos entao que:

Na coordenada x, temos:
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P, = Psinot = Mgsina,
Mgsino = Fres = May, (2.1)

a, = gsino.
J& para a coordenada y, temos:

P, =Pcosa =Mgcosa,
N —Mgcoso = Fges =0, (2.2)

N =Mgcosa.

Como nao ha movimento no eixo y, obtemos que o movimento neste eixo é

inercial, logo, sua aceleracao é 0 e, consequentemente, sua for¢ca também sera 0. J& para o

eixo x, temos que ha uma aceleragao proporcional a gravidade e dependente da angulacao

do plano, dado pelo sina, ou seja, a aceleracao do bloco serd um multiplo de g, e terda
T

o seu valor méximo em 7, ja que seria o caso de uma queda livre. Tendo a equagao de

movimento sendo dada por:

: 2
sin (@)t
x(1) :x0+v0t—|—u.

Considerando que o bloco parte do repouso (vo =0) e da origem (xo = 0), temos

que:

_ gsin(a)r?

x(t)

O grafico dessa equacao é definido como uma funcao no tempo e possui o

seguinte comportamento:



30

Figura 9 — Grafico da Posiggo Dependente do Tempo para Diferentes
Angulagdes Para o Caso do Plano Inclinado Sem Atrito.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

Com isso, analisamos a equacao que define o movimento do plano inclinado

sem atrito. Agora iremos verificar o caso quando hé atrito entre o plano e o objeto.
2.3.2 Com Atrito

Para o caso do plano inclinado com atrito, teremos as mesmas condigoes
anteriores, entretanto, havera o acréscimo de um termo no eixo x, ja que a forca de atrito é
oposta ao movimento. Entretanto, existem dois caso: o estatico, quando a forca de atrito é
igual a componente do peso, e o cinético, quando ha o movimento no eixo x. Logo, as

condigoes e equagoes serao semelhantes e porém, aplicando cada caso, temos a ilustragao:

Figura 10 - Plano Inclinado Com Atrito.

s

Fonte: Elaborada pelo Autor
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No eixo y, temos que:

P, = Pcosax = Mgcosa,
N —Mgcosa = Fges =0, (2.3)

N =Mgcos«.

Exatamente o mesmo do caso sem atrito. Ja para a o eixo x, temos que, para o

primeiro caso:

P.=Psinax = Mgsina,
MgSil’l(X _Fat — FRes, (2.4)

Mgsina—Nu, =0,
_ Mgsino

= tan or.
Mgcoso

e

Onde o U, é o coeficiente de atrito estatico. Ja para o segundo caso, temos a

seguinte situacao:

P, =Psinax = Mgsin«,
Mgsino — F; = Fges, (2.5)
Mgsina —Nu. = Ma,,

ay=gsina — g.coso = g(sina — Yecosa).

Com isso, as equacao do movimento é dada por um novo formato. Considerando

os mesmas condi¢oes do movimento sem atrito (vo =0 e xg = 0), temos que:

x(t) = g(sino —gccos Oc)tz.

Para o grafico dessa funcao, existe dois parametros que sao relevantes, o angulo
do plano e o coeficiente de atrito. Plotando o grafico com o coeficiente de atrito constante

e outro com o angulo constante, temos que:
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Figura 11 - Equagdo do movimento

a) Caso do Coef. de Atrito Constante (uc = 0.5) (b) Caso do Angulo Constante (a =45 ©)
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Fonte: Elaborada pelo Autor

E importante notar a escalas de tempo e o comportamento dos graficos sem
atrito e com atrito e notar a diferenca entre os dois casos, nas figuras 9 e 11. Devido a
existéncia de uma forca resistiva como o atrito, o movimento do objeto se tende a ter um

maior tempo para estar na mesma posicao que comparado ao caso sem atrito.
2.3.83 Caso Viscoso e Viscoeldsticos

Sabendo que para um fluido ha as forcas resistivas devido as suas propriedades
viscosas, que define a velocidade de escoamento dos fluidos, aplicado ao plano inclinado
temos que a forca tangencial responsavel pelo movimento seria componente do peso do
fluido, resultando em uma forca retentiva oposta ao movimento de escoamento, que é
dependente do formato da gota, tensao superficial do fluido e a dimensao dessa gota, para
se mensurar a forga. (Extrand; Kumagai, 1994)

Ja para materiais viscoelasticos, que possuem respostas eldsticas e viscosas,
possui uma complexa teoria mecanica, o que torna a modulacao desse modelo nao ser
trivial, ja que sua resposta depende da forca que estao aplicadas. As células possuem
propriedades viscoelasticas, que serd discutidas posteriormente, que modifica a interagao
com o plano inclinado. Além disso, a células sao seres vivos que reage ao meio que
esta presente, fazendo com que haja respostas fora do esperado para o seu movimento,

dependendo do tipo celular dentre outros parametros.
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2.4 TImpressao 3D

A impressao 3D tem se tornado cada vez mais comum no cotidiano das pessoas,
e com a sua popularizagao se tornou mais viavel para o piblico comum adquirir uma
impressora. Porém, do que se trata a impressao 3D? Bom, o nome é bem sugestivo, e
basicamente consiste em construir objetos a partir de modelos desenhados em softwares de
modelagem 3D. Isso traz uma infinidade de possibilidades e praticidades de se construir
um objeto que se adeque as suas necessidades e seja feito sob medida, desde utensilios de
cozinha ou estruturas complexas do corpo usadas pela medicina ou modelos de pecas de

precisao utilizados na industria. Vamos conhecer as técnicas disponiveis.
2.4.1 Tipos de Impressao 3D

Segundo o Guey (2024):

— Stereolithography (SLA) ou Digital light Processing (DLP) Este método consiste em
polimerizar uma resina sensivel a luz ultravioleta por meio de um display, onde as
camadas acendem os pixels correspondentes ao formato de cada uma das camadas.
Possui uma alta resolucao, com impressoras chegando a ter pixels menores que 30um,
entretanto possui uma maior suscetibilidade a a deformacoes na peca, devido a seu
processo de cura, caso o ambiente nao seja adequado.

— Fused Deposition Modeling (FDM) Conhecida como impressao de filamento, consiste
no derretimento de um filamento de um material plastico, em que um bico mével nas
3 dimensoes modela a peca e logo apds este filamento se endurece, construindo as
camadas. E uma metodologia com um custo baixo, entretanto possui uma resolugao
limitada, o que dificulta a construcao de pecas com detalhes em baixas dimensoes.
Devido as essas caracteristicas, se tornou a metodologia mais comum, sendo utilizada
em ambientes domésticos, para impressao de utensilios e objetos que fazem parte do
cotidiano, como também utilizada na impressao de objetos de laboratério, seja pecas
para equipamentos, como suportes ou conectores, assim como pecas que pode ser
usadas em experimentos.

— Selective laser sintering (SLS) A Sinterizagao Seletiva a Laser que é uma técnica
que utiliza um laser para derreter o material baseado em nylon, transformando-o

em uma pegca rigida e com boa resisténcia. O processo de impressao consiste em ter
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uma fina camada com pod, que necessita ser altamente nivelada para haver coesao
entre as camadas, para um laser derreter o material nas posicoes correspondentes da
camada e assim construindo a peca. Isso garante que as pecas impressas sejam mais
duréaveis, podendo ser utilizada nas industrias automobilistas e aeroespaciais. Essas
caracteristicas trazem inimeras vantagens para a utilizagao dessa técnica no setor
industrial, além da técnica permite que nao haja muita atencao ao acabamento, isso
se deve por nao haver suporte para imprimir a peca, entretanto, é necessario um alto
investimento, devido aos equipamentos necessarios terem um alto custo.

Direct Metal Laser Solidification (DMLS) J4 a sinterizagao a laser de metal direto
tem basicamente o mesmo conceito do SLS, porém agora o material utilizado se trata
de um po6 metalico, geralmente de aluminio ou titanio, em que é colocada em uma
camara aquecida abaixo da temperatura de fusao do metal e o laser é responsavel
por fundir o metal pontualmente nas posigoes de construcao da camada, elevando
a temperatura acima do ponto de fusao localmente. Essa técnica possui inimeras
aplicacoes na industria devido a sua aplicabilidade em construir pecas resistentes,
capazes de suportar altas temperaturas e tensoes, caracteristicas importantes para
automoéveis ou veiculos aeroespaciais, oferecendo flexibilidade na construcao de pecas
personalizadas.

Além disso, a impressao 3D vem sendo amplamente utilizada em projetos de

microfluidica, com muitos desses chips sendo aplicados a diversos projetos, principalmente

nas areas de nanotecnologia e biotecnologia. Neste presente trabalho, foi utilizada uma

impressora de SLA para impressao das microestruturas para a analise mecanica. Os

desafios para ajustar os parametros e realizar impressao que consiga reproduzir as formas

que foram desenhadas tratam-se de um trabalho de muitas tentativas a fim de se obter

um resultado satisfatorio.

Outro fator importante é o desenvolvimento dos modelos 3D, sendo uma etapa

fundamental na garantia da qualidade das pecas produzidas, ja que é necessario ter uma

visualizacao de como a peca deve ser construida e adequar o modelo com a técnica que

seré utilizada.
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2.5 Parametros Viscoelasticos

A maioria dos materiais presentes no cotidiano possui um carater elastico ou
viscoso, mas qual o conceito por tras dessa definicao? Existem materiais que possuem
um comportamento que nao se enquadre em nenhum dos dois casos? Vamos entender
um pouco de cada conceito. Materiais elasticos sao caracterizados pelo comportamento
apresentado quando uma forga aplicada sobre uma area, o material se deforma e se rearranja
instantaneamente assim como quando a forga é retirada, assumindo o seu formato original,
existindo alguns tipos de for¢a que podem ser aplicadas demonstrada na figura 12. Essa
forga aplicada sobre uma area é denominada de stress (o), e ela provoca uma deformacao
relativa no material quando é aplicada definida como strain (€). Esses dois conceitos
quando unidos, podem revelar as caracteristicas do material, j4 que, para materiais mais
resistentes terao deformagoes menores quando submetidos a um stress do que os menos
resistentes. Alguns exemplos de materiais eldsticos sao metais, plasticos duros e solidos
em geral. Essa descricao elastica faz um paralelo com molas, quando submetidas a uma
forca de compressao ou estiramento tendem a voltar ao seu estado de equilibrio, sendo
uma boa forma de entender o comportamento desses materiais, entretanto, assim como
as molas, existe um limite de deformacao no qual o material pode alterar a sua forma,
nao sendo mais capaz de retornar ao seu formato original, denominado como limite
eldstico.(Britannica, 2025) Como ja mencionado anteriormente, o stress se relaciona com

o strain, sendo parametros diretamente proporcionais, logo, definindo: (Ward; Sweeney,

2013)

dF
= — 2.
o= (26)
-1y
€= o .

Sendo o € uma taxa de deformagao, temos que:

o =Ee. (2.7)

Tendo o E como uma constante multiplicativa, definida como o mddulo de

Young.
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Figura 12 — Forgas Atuantes sobre um Material. A 1° € a forga de compressao, a 2° a forga de
tensdo e a 3° a forga de cisalhamento.
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Fonte: Team (2024)

Materiais viscosos sao descritos como capazes de escoar, ou seja, possuir um
fluxo de variagao de volume quando submetidos a uma forca de c isalhamento. Essa forca é
caracterizada por ser paralela a superficie, provocando uma deformagcao lateral no material,
que ¢ dada por uma angulagao entre a base do elemento de volume e a area na qual a
forca esta sendo aplicada, entretanto, essa deformacao é alterada com o tempo, ja que ha
um fluxo de v olume. Exemplos desses materiais s ao: agua, mel, 6leo e fluidos em geral.
Se para os materiais elasticos tragamos uma comparagao com molas, para o caso viscoso
um objeto que exemplifica o seu comportamento sao os amortecedores, que armazenam a
forca de forma linear. Tendo em vista o que foi citado anteriormente, podemos descrever
esses materiais por uma relagao de stress e strain com o comportamento diretamente

proporcional, como sendo: (Ward; Sweeney, 2013)

de

c=n_ (2.8)

Em que n é a viscosidade do material. Essa constante define as propriedades do
material, sendo que quanto maior a resisténcia ao escoamento, maior sera a sua viscosidade.
Com isso apresentado, essas expressoes apresentadas para o stress e strain sao chamadas
de Relagoes Constitutivas. Sao fundamentais para o estudo de materiais e sao por
meio delas que modelamos os problemas de Kelvin-Voight e Maxwell-Hertz, modelos de
viscoelasticidade linear. (Ward; Sweeney, 2013)

Para materiais que apresentam comportamento que mescla os dois comporta-

mentos, tanto elasticos como viscosos, temos os materiais viscoelasticos, que sdo materiais
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intermedidrios entre os dois comportamentos, podendo ser mais elasticos ou mais viscosos.

Por ser fruto dessa uniao, o seu comportamento quando submetido a um stress, possui um

strain que responde de forma suave, dissipando parte da energia, assim como no retorno

quando retirado o stress, devolvendo parte da energia contida no material. (Moura, 2022)

(Lima, 2023)

Figura 13 - Graficos das Relagdes Constitutivas. a) Curva Stress-Strain para o caso
elastico; b) Curva Stress-Strain para o caso viscoeldstico; ¢) Curva Stress-Strain para
caso viscoso; d) Curvas Stress e Strain dependentes do tempo para o caso elastico; f)
Curvas Stress e Strain dependentes do tempo para o caso viscoelastico; d) Curvas
Stress e Strain dependentes do tempo para o caso viscoso; g) Barra de relagdo para
definir o comportamento elastico, viscoso e viscoelastico por meio do angulo de

fase.
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Para essa modelagem possui 2 situagoes que precisam ser observadas: a reacao

quando submetida a um stress e a reacao quando existe um strain. Para o primeiro caso,

iremos analisar o strain, que temos como: (Ward; Sweeney, 2013)

e = /0 J()do (o).

(2.9)

Sendo J(t) o Creep Compliance, parametro viscoeldstico que determina o

comportamento do material (o strain) quando submetido a um stress. Ja no segundo caso

temos que o stress é dado por: (Ward; Sweeney, 2013)
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o= /0 'Gl)de (). (2.10)

Sendo o G(t) o Médulo de Relaxagao, parametro que define como as forgas
sao exercidas (o stress pelo material quando hd uma deformacdo no corpo. As nuances
dos modelos reoldgicos e a origem dessas expressoes sao calculos complexos que exigem

ferramentas matematicas avancadas que fogem do escopo do trabalho.

2.6 Microscopia de Forca Atomica Aplicada as Células

Uma das técnicas mais utilizadas para a realizacao de medidas para modelos
reologicos, a Microscopia de Forga Atomica ou AFM, é uma ferramenta versatil que permite
investigar as propriedades mecanicas ou elétricas em escala nanométrica, por meio de uma
ponta com um tamanho da ordem de alguns atomos ou 1 atomo acoplada a um cantiléver
que se deforma sobre a menor imperfeicao sobre a superficie. Além disso, é capaz de aplicar
forcas da ordem de nanonewtons, ou seja, indentando as amostras, para estudar os efeitos
nos materiais quando submetidos ao estresse, método que permite estudar a reologia dos
materiais e mensurar as constantes vistas na sec¢ao anterior. A figura 14 demonstra os
diferentes tipos de curvas medidos pelo AFM. Por isso, essa técnica foi implementada para
o estudo das propriedades mecanicas das células, e devido ao comportamento viscoelastico
da célula (Sousa et al., 2020), podendo entender o seu comportamento submetido a

intervengoes farmacoldgicas ou mecanicas.

Figura 14 - Modelo de Medida no AFM. A figura a) representa a ponta do AFM indentando
uma amostra, a b) as curvas de altura do piezo em fun¢do do tempo para diferentes tipos de
medidas, ¢) as curvas de deflexdo do piezo em fungdo do tempo para diferentes tipos de medidas
e d) as curvas de indentagdo em fungdo do tempo para diferentes tipos de medida.
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2.6.1 Modelo de Hertz e Single Power Law

Um dos modelos mais importantes para o estudo de materiais elasticos é o
modelo de Hertz, que nos permite com uma teoria simples verificar as propriedades
mecanicas dos materiais assumindo que as células sao objetos perfeitamente eldsticos

(Lekka et al., 2022). O modelo de Hertz para indentadores conicos ¢ definido como:

_ 2tan9E,k
T

F 52, (2.11)

onde F ¢ a forca aplicada sobre a amostra, 6 é a profundidade da indentacao da ponta
sobre a amostra, 6 é o angulo da metade do indentador (para uma ponta piramidal) e o
E* = fﬁ ¢ o modulo de Young reduzido com E sendo o modulo de Young da amostra e
v a taxa de Poisson (Sousa et al., 2017). Aplicando-se o modelo acima nas curvas de forga
obtidas pelo AFM, é possivel determinar o médulo de Young E dos materiais.

Como ja foi dito anteriormente, células sao objetos viscoelasticos, e possuem
rigidez que varia com o tempo. Para obtermos os parametros viscoelasticos das células,
é necessario utilizar um modelo de forca que contemple a relaxacao viscoelastica dos

materiais. Neste contexto, o modelo Single Power Law (SPL) é o mais utilizado para

descrever a relaxagao viscoelastica das células, e é descrito da seguinte forma: (Moura et

al., 2025)

)
(i)

Em que (¢) é a funcao relaxagao, o Ep é o modulo de elasticidade em ¢ = 1y, 7y é um tempo

E(t) = (2.12)

caracteristico, o B é o expoente de fluidez da amostra (Moura et al., 2025). A expressao

da forca para materiais que obedecem ao Single Power Law é dada por:

A-pB
Filt) = AQA)B(L 1 — BYE(1) 5 (:‘,) , (2.13)

onde #; é o tempo de duracao da curva de aproximacao medido a partir do ponto de contato
entre ponta e amostra até o o omento em que a curva de forca atinge a forca maxima,
(Exl) é o médulo de elasticidade do material € Gy ¢ a indentagdo maxima da ponta no

material. Vale ressaltar que a expressao acima ¢ valida apenas para curva de aproximagao.
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Amostras viscoelastica podem ser descrita também pelo moédulo de cisalhamento
dinamico G*(@) = G () +iG,(w), onde G; descreve o médulo de armazenamento, G
descreve o modulo de perdae @ =27 f é frequéncia angular da forga externa aplicada. No
caso especifico dos materiais que obedecem ao SPL, tem-se:

Gy (@) =T(1 = B)E (1, )} (i),

O expoente de fluidez relaciona-se aos modulos G; e G, da seguinte forma:

2 G(w)
p=_tan”! [G?(w)} . (2.14)
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3 METODOS E MATERIAIS

Neste capitulo, serd discutido os métodos, solugoes encontradas e equipamentos

utilizados para a realizagao do estudo.

3.1 Cultura de Células

As células utilizadas nos experimentos foram a L929, que é um fibroblasto
originado de um rato da espécie Mus Musculus. Estao cultivadas em meio Dulbeccos
Modified Eagles Medium (DMEM) da Gibco, Thermo Fisher Scientific, EUA, suplementado
por 10% de Soro Fetal Bovino da Bionutrients e 1% de Penicilina-Estreptomicina da Gibco.
As condigoes do ambiente sao definidas em 37°C de temperatura e 5% de CO,. Todas essas

informagoes estao contidas em (BCRJ, 2022).

3.2 Microscopia ()ptica

Figura 15 — Equipamentos de Microscopia Optica

(a) Microscépio Optico Motic AE 2000 (b) Lente Objetiva 10x

i ‘ﬂ | pe “

Fonte: Elaborada pelo Autor
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Para as analises 6pticas foi utilizado o microscépio invertido Motic AE 2000
com contraste de fase e com a objetiva Motic Plan 10x, mostrados na figura 15. Foram
tiradas quatro fotos para cada angulacao, devido a alteragao do foco do microscépio, em
intervalos de 30 minutos, a fim de garantir menor estresse as células e verificar uma
alteracao significativa sem perda de informagoes. As imagens foram capturadas na Moticam
ProS5 Lite na resolucao 2448 x 2448 em que foram realizadas no primeiro experimento
nove medidas, obtendo ao todo 145 arquivos, contando com uma no plano na primeira

medida, tendo um tempo médio de medida de 4 minutos, totalizando 4 horas e 36 minutos.

Figura 16 - Microscépio Optico Nikon Eclipse Ts2

e

\

Fonte: Elaborada pelo Autor

Para o segundo experimento foi utilizado o microscopio invertido Nikon Eclipse
Ts2 com contraste de fase e a lente Nikon Plan Fluor 10x, visualizado na figura 1 6. As
imagens foram capturadas na PrimeCam In12 com resolucao 4K. As medidas seguem os
mesmos procedimentos anteriores, sendo quatro fotos por angulacao, sendo realizadas 5
medidas, obtendo 81 arquivos, contando com uma sobre o plano, totalizando 2 horas e 50

minutos de experimento. Devido a problemas de contaminacao e a inativacao da cultura
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3.3 Microscopia de Forgca Atomica

Para andlise no AFM ou microscépio de forca atomica, foi utilizado MPF-3D
BIO Asylum Research, que estda acoplado ao microscépio invertido IX 51 Olympus,
observado na figura 17. As pontas utilizadas no experimento sao de Pyrex-Nitride,
revestidas em cromo ou ouro, modelo PNP-DB-50 da NanoWorld, de frequéncia de
ressonancia de 17 kHz e constante de mola 0,06 N/m. O modo utilizado para a realizacao das
medidas é o ContactBio, realizando os mapas de forga das células 4 x 4 com o scansize de

6Um.

Figura 17 — Microscdpio de Forca Atdmica MPF-3D BIO Asylum Research.

i
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Fonte: Elaborada pelo Autor.

Apos isso, foi calculado o valor da viscoelasticidade, descrito na se¢ao (2.5),
e realizadas as médias para cada célula e analisados os resultados. A duracao maxima
do experimento é de 2 horas, para garantir que as células estejam vivas e que nao haja
acidificacao do pH do meio, devido & auséncia de C O, em 5%, provocando uma alteracao
significativa nas células.

As condigoes do experimento foram a temperatura a 25°C, o equipamento foi
previamente calibrado, buscando encontrar a constante de mola da ponta utilizada que foi

de 0,04 N/m, calibrada, e a forga méxima aplicada foi de 2 nN.
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3.4 Impressao 3D

O modelo desenvolvido para o trabalho foi projetado na plataforma OnShape,
que se trata de uma plataforma CAD baseada na nuvem para modelagem 3D. Para iniciar
o desenvolvimento, foi planejado um molde para que atendesse as caracteristicas dos
equipamentos em que serao realizadas as medidas, o AFM e o microscopio éptico, além de
uma superficie que permitisse a adesao celular.

Para se adequar ao AFM, foi necessario desenvolver uma simulacao dos compo-
nentes do equipamento e verificar se a geometria era compativel com o equipamento e a
movimentacao da placa de petri, para isso, todos os planos inclinados foram ajustados com
uma altura de 350 um, separados em duas estruturas, a primeira com as angulacoes de 10°,
20° e a segunda com as angulacoes de 30° e 40°, como demonstrado na figura 18. As
angulagoes foram escolhidas para verificar o efeito da gravidade na resposta das células.
Ademais, foram colocadas no centro da peca com uma distancia de 250 um, garantindo a
movimentacao da placa de petri, permitindo que sejam feita as medidas em todas as

regioes do substrato.

Figura 18 - Modelo 3D do Molde. Em azul o design do molde e em vermelho um protétipo do tip-holder
do AFM com a ponta.

(a) Simulagio do molde acoplado ao AFM (b) Analise da viabilidade da altura do molde

Fonte: Elaborada pelo Autor

A altura total do molde é relevante para andlise dptica, pois a espessura do
molde combinada com a espessura da placa de petri pode exceder a work distance da lente
do microscépio, que ¢é a distancia entre a lente objetiva e a amostra para se obter uma
imagem em foco. Dessa forma, o molde foi projetado com espessura de 1,7 mm na regiao

mais elevada, garantindo compatibilidade com os equipamentos de analise.
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3.4.1 Parametros para Impressao

O equipamento utilizado na impressao da peca é a Elegoo Saturn, mostrada na
figura 19, que utiliza a técnica de estereolitografia SLA para impressao, com a resina
Anycubic Standard, na figura 19. Possui um display LCD com pixels de 50um x 50pum nos
eixos x e y e precisao em z de 10 um. Definiu-se a altura de camada em 50 gm, com o tempo
de exposigao de 3,0 segundos. A escolha da altura de camada baseou-se na calibragao prévia
do tempo de exposicao, garantindo que as dimensoes projetadas sejam respeitadas. O
ambiente foi mantido entre 23°C e 25°C, seguindo as especificagoes do fabricante da resina

(ANYCUBIC, 2024).

Figura 19 - Equipamento e Resina para a impressdo

(a) Impressora de SLA Elegoo Saturn (b) Resina Anycubic Standart
N

Standard Resir

Fonte: Elaborada pelo Autor

Devido as caracteristicas da impressao de SLA, superficies inclinadas ou curvas
assumem um aspecto serrilhado, semelhante a uma escada, que nao é desejado. Para
mitigar esse efeito, foi utilizada a ferramenta antialiasing, que funciona como um gradiente
de intensidade de luz nas regioes periféricas da peca, promovendo polimerizagao parcial nas
bordas, como apresentado por (Anderson, 2025). Dessa forma, foi escolhido o Blur Level

4, ou seja, sao quatro pixels que diminuem a intensidade a partir da estrutura original,
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como mostrado na figura 20.

Figura 20 - Parametros para a impressao

Grade Pixels do Molde

Posi¢ao da Impressao do Molde

Fonte: Elaborada pelo Autor

Devido a geometria do molde, a orientacao escolhida para a impressao foi a
vertical (90°), j& que nesta posi¢ao a grade de pixels favorece o antialiasing, reduzindo
o efeito serrilhado, pois quando feito na horizontal as camadas nao permitem que o
antialiasing suavize a superficie. Entretanto, nesta posi¢ao ocorre um efeito que demarca
as camadas polimerizadas, interferindo na rugosidade da superficie, como descrito em
(Han et al., 2023). Para mitigar este efeito, a peca foi colocada em uma angulacao de 80°,
apresentado na figura 20, pois nao interfere no antialiasing e diminui as demarcagoes das
camadas.

Ap6ds a impressao da peca, sao realizados procedimentos pds-impressao. E
removido o excesso de resina presente no molde com alcool etilico 99% e aguarda-se a
completa evaporacao. Posteriormente é submetida a cura no UV por 2 horas e em seguida,

na estufa a 80°C por 12 horas, para garantir a cura da peca e a definicao das formas,
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conforme métodos apresentados no trabalho (Venzac et al., 2021).

3.4.2 Preparo do Substrato de PDMS

A pecga impressa em 3D constitui um molde negativo para o substrato em
PDMS. Este material sera utilizado como substrato para o experimento, onde as células
serao cultivadas, por ser um polimero biocompativel (Miranda et al., 2021), autoclavavel
(permitindo esterilizagdo) e transparente, caracteristicas fundamentais as observagoes
opticas.

O elastomero utilizado é o Sylgard 184 Dow Silicones, na proporcao 10:1, sendo
dez partes de PDMS para uma parte do ativador da polimerizacao, homogenizado por 5
minutos e submetido a vacuo por uma hora, para remover as bolhas. Apds isso, é vertido
no molde 3D e levado a estufa a 100°C por uma hora e meia. Apds a cura, remove-se do

molde e procede-se a autoclavagem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, iremos analisar os resultados obtidos em cada um dos métodos

e discutir sobre as informagoes que foram obtidas.

4.1 Analise de Microscopia ()ptica
4.1.1 Ezxperimento 1

O experimento descrito na metodologia 3.2 estabeleceu os procedimentos para
a realizacao das medicoes. Um aspecto observado que exerceu influéncia significativa nas
caracteristicas celulares e em seu comportamento foi a geometria irregular da superficie
do molde, associada aos padroes das camadas no PDMS. Ademais, a auséncia de trata-
mento superficial com coldgeno ou gelatina no substrato resultou na nao adesao celular,
ocasionando a permaneéencia de muitas células em suspensao ou em estado de morte celular.

Nao obstante, uma parcela consideravel dessas células demonstrou capacidade
de adesao ao substrato, porém, sem apresentar a morfologia tipica "estendida”, mantendo
uma conformacao arredondada. Previamente as medigoes, procedeu-se a substituicao do
meio de cultura com o objetivo de remover as células mortas e em suspensao, visando
aprimorar a visualizagao e prevenir mensuracoes incorretas.

O procedimento de limpeza do molde, mediante submersao por 12 horas em
solugao detergente, apresenta evidéncias que indicam a impermeabilizagao da superficie do

PDMS, impactando negativamente no comportamento celular e nos processos de adesao.
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Figura 21 - Medida 1 na Superficie Plana. E perceptivel a baixa
populagdo aderida e a morfologia das células além da presenca
de cluster. A seta indica a dire¢do do plano.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

As angulagoes também exerceram influéncia significativa sobre a adesao celular e
a formacao de clusters, observando-se uma maior densidade populacional nessas superficies.
Este fator, associado a superficie de PDMS nao tratado, resultou em uma reduzida
quantidade de células presentes nas estruturas, apesar da alta concentracao inicial semeada e
do periodo de quatro dias em cultura.

Para ilustrar preliminarmente a influéncia do molde sobre o comportamento
celular, foi registrada na primeira medicao a Figura 21, capturada em uma regiao plana do
molde como ponto de referéncia inicial.

Conforme previamente indicado, as camadas sao visiveis no molde e provocam
microdepressoes que podem interferir nos processos de adesao celular. E possivel verificar a
presenca de poucas células alongadas na regiao central entre as linhas, comportamento que
se manifesta de forma consistente nas rampas.

Outra caracteristica notavel refere-se a presenca de clusters, sendo possivel
identificar na figura seis aglomerados de grande dimensao e a formacao de clusters menores.
Os clusters em foco encontram-se aderidos ao substrato, onde uma célula inicial aderiu a
superficie sem apresentar alongamento caracteristico, iniciando posteriormente processos
de divisao celular e estabelecendo conexdes intercelulares que resultaram na formacao dos
aglomerados. Os clusters fora de foco correspondem a células nao aderidas a superficie,
mantendo-se em suspensao no meio de cultura. Estas células podem ter se desprendido ap

6s a formacao dos clusters devido a fraca adesao da célula inicialmente aderida.
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Considerando que a Figura 21 foi registrada durante a primeira medicao, os
efeitos decorrentes do periodo experimental nao constituem fatores determinantes para
esta analise. Esta avaliacao preliminar foi conduzida para compreender os efeitos causados

pelo molde, estabelecendo bases para o entendimento posterior dos efeitos das angulacoes.

4.1.1.1 Medidas sobre a Angula¢ao

Figura 22 - Medida 1 na Superficie Inclinada em 10°. E
notavel a semelhanca entre a medida anterior, com
algumas particularidades. A seta indica a direcdo do
plano.

i

Fonte: Elaborada pelo Autor

A primeira andlise realizada refere-se a angulacao de 10°, na qual foi observada
similaridade com a superficie plana. Verificou-se que a maioria d as células apresentava
adesao ao substrato, porém mantinha conformacao arredondada, resultando na formacao
de clusters similares aos observados nas condic¢oes planares, conforme demonstrado na
Figura 22. Devido a angulacao relativamente suave, os efeitos sobre o comportamento
celular foram minimos em relacao a superficie plana.

Durante as medicoes subsequentes, nao foram identificadas diferencas signifi-
cativas, mantendo-se o padrao similar ao observado na primeira medicao. A deficiéncia
nos processos de adesao celular ocasionou impacto substancial sobre a divisao celular.
Conforme previamente mencionado, as células demandaram um periodo temporal propor-
cionalmente maior para atingir uma densidade populacional minimamente adequada para

a realizacao das medicoes experimentais.
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Figura 23 — Medida 1 na Superficie Inclinada em 20°. A seta indica
a direcgo do plano.

Fonte: Elaborada pelo Autor

Nas medigoes realizadas com angulagao de 20°, observou-se um fenémeno
especifico decorrente da impermeabilizacao da superficie, caracterizado pela auséncia de
células nas rampas. Este comportamento resultou do deslizamento celular em direcao
a extremidade inferior do plano inclinado, consequéncia das dificuldades d e a desao ao
substrato. Nao obstante, verificou-se a presenca de escassa p opulacao celular nas regioces

inicial e final das angulacoes, conforme demonstrado na Figura 23.
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Figura 24 - Medida 1 na Superficie Inclinada em 30°.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

Para as angulacoes de 30° e 40°, representadas nas Figura 24, observa-se que os
efeitos de deslizamento celular sao mais evidentes, com reduzida populagao celular sobre
as rampas e concentragao nas regioes inicial e final, similar ao observado na angulacao de
20°, porém de forma mais pronunciada. As medigoes posteriores de todas as angulagoes
encontram-se documentadas no Apéndice A. Para a execucao do experimento, aguardou-se

um periodo de dois dias apds o semeio celular.
4.1.2 Experimento 2

Para este molde, foi implementado um protocolo de limpeza distinto do experi-

mento anterior. Apds lavagem com dgua e sabao neutro, o substrato foi submerso em agua
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destilada durante trés horas e posteriormente autoclavado. Esta modificagao no protocolo
revelou-se fundamental para o éxito experimental, uma vez que em ensaios preliminares
com os primeiros moldes observou-se adesao celular no substrato mesmo na auséncia de
tratamento especifico, gerando questionamentos acerca d os procedimentos empregados.
Consequentemente, obtiveram-se resultados significativamente superiores, possibilitando
analises mais consistentes.

As medicoes realizadas na superficie plana demonstraram quantidade significa-
tiva de células aderidas, com reduzida presenca de células mortas ou formagcao de clusters,
evidenciando morfologia alongada e processos de divisao celular ativa. Nao obstante,
apesar das melhorias observadas, identificou-se uma consideravel populacao celular que,
embora aderida, mantinha conformacao arredondada. Este comportamento é observado

na Figura 25, registrada durante a terceira medigao experimental.

Figura 25 - Medida 3 na Superficie Inclinada em 0°

00

Fonte: Elaborada pelo Autor

Outro aspecto observado de relevancia refere-se as diferencas dimensionais entre
as células alongadas em comparacao aquelas nao alongadas, indicando comportamentos
celulares distintos quando cultivadas sobre PDMS.

Para a angulacao de 10°, observou-se uma densidade populacional superior
em relacao a angulacao de 0°, mantendo-se, contudo, comportamento similar no qual a
populagao de células aderidas com conformacao arredondada supera numericamente as

células alongadas. Entretanto, entre as células que apresentaram alongamento, verificou-se
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comportamento de alinhamento com o plano inclinado, com diversas células orientando-se
na mesma diregao do plano, conforme demonstrado nas fotografias 2 e 3 da Figura 26.

Figura 26 — Medida 1 na Superficie Inclinada em 10°. A seta indica a dire¢ao
do plano.

Fonte: Elaborada pelo Autor

O comportamento celular observado na angulagao de 10° aproxima-se do verifi-
cado na superficie plana devido a menor inclinacao. Entretanto, este alinhamento celular
nas regioes inclinadas foi identificado também em angulos superiores.

Para o angulo de 20°, observa-se a formacao de alguns clusters e a predominancia
de células com morfologia mais arredondada em detrimento das células aderidas, indicando

maior resisténcia aos processos de adesao celular, conforme verificado na Figura 27.
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Figura 27 — Medida 1 na Superficie Inclinada em 20°.

i

Fonte: Elaborada pelo Autor

Similarmente ao observado na angulacao de 10°, na angulacao de 20° verifica-se
que as células alongadas se orientam conforme a direcao do plano inclinado, constituindo
uma observacao de interesse significativo.

Para as angulagoes de 30° e 40°, identificou-se reduzida p opulagao de células
alongadas. Contudo, é possivel observar a formacao de pequenas protrusoes direcionadas
conforme o plano inclinado, conforme demonstrado na Figura 28, indicando a existéncia
de um direcionamento preferencial que se torna mais evidente nas medigoes subsequentes.
Para a execucgao deste experimento, aguardou-se um periodo de um dia apds o semeio

celular.
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Figura 28 - Medida 1 na Superficie Inclinada em 30°
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Medida 1 na Superficie Inclinada em 40°
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Fonte: Elaborada pelo Autor |

As medicoes posteriores encontram-se documentadas no Apéndice A. Para
visualizacdo das imagens em qualidade superior, disponibiliza-se um link! contendo todas

as medicoes dos dois experimentos e das medigoes teste.

4.2 Analise da Microscopia de Forca Atomica

Para o experimento de AFM, utilizaram-se amostras provenientes do experi-
mento realizado um dia apds o segundo experimento de microscopia. Durante a aplicacao

do molde na placa de Petri, a auséncia de sistema de fixacao resultou no contato do meio

T—httpsr//drive-googte-com/drive/fotders/1juB75Lu- EIzZIR9Q- EllyCt2sw3x TE-mV ?usp=drive link
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de cultura celular com a superficie da placa, ocasionando adesao celular indesejada na
placa em detrimento do molde.

A solucao ideal consiste na fixacao do molde a superficie mediante ligacao com
PDMS utilizando tratamento por plasma. Entretanto, este procedimento requer placas
de vidro, nao sendo aplicavel as placas de material plastico. Considerando que o molde
foi desenvolvido para placas descartaveis (apresentando diametro distinto das placas de
vidro), ocorreram problemas dimensionais que exigiram o preenchimento das rebarbas com
PDMS, impossibilitando a centralizacao adequada do molde. Esta limitacao impediu a
realizacao de medicoes de AFM em todas as angulacoes planejadas.

As medigoes foram executadas em trés condigoes experimentais: PDMS (42
curvas), quatro células em superficie plana (54 curvas) e trés células em inclinagao de
10° (32 curvas). Para andlise das curvas forca-distancia, empregaram-se dois modelos:
Hertz (Mendova et al., 2024) e Single Power-Law (Sousa et al., 2020). As condigoes foram
identificadas como INCO (superficie plana), INC10 (inclinagao 10°) e PDMS (substrato
rigido). Para a andlise de diferenca estatistica, utilizou-se o método Kruskal-Wallis
(Lomuscio, ), no qual, quando p < 0,05, isto é, inferior a 5%, a relagdo entre grupos
apresenta diferenca estatistica significativa.

Para discussao preliminar, foram analisadas as curvas de forca em funcao
da distancia do piezo para os trés casos, realizando-se ajuste matematico para analise.
Conforme demonstrado na Figura 29, a curva obtida no PDMS revela que o expoente de
fluidez (B) é zero e o médulo de Young (Ey) é de 17 MPa, resultado consistente com o

esperado para um material completamente elastico.
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Figura 29 — Curva de Forga por z (distancia do piezo) no PDMS.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

Ja para o caso das células, temos que é visto o caso apresentado na Figura 13

para o caso viscoelastico. Com isso, de acordo com a Figura 30:

Figura 30 — Curva de Forga por z para o caso INCO0 e INC10.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

O expoente de fluidez (8) a presentou v alores s imilares e ntre a s condigdes
experimentais (INCO = 0,20 e INC10 = 0,21), indicando que a inclinagao nao exerceu
influéncia significativa sobre este pa rametro. Contudo, o médulo de Young (E) demonstrou
diferenca expressiva entre as condigoes (INCO = 1,36 kPa e INC10 = 1,73 kPa), evidenciando

que a inclinagao de 10° induziu aumento na rigidez celular.
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4.2.1 Modelo de Hertz

O modelo de Hertz é empregado para descrever o comportamento de materiais el
asticos, possibilitando a verificagdo da resposta eldstica celular. A partir deste modelo,
determina-se a rigidez mecanica através do médulo de Young (Ey ). Como parametro de

comparagao, o grafico em boxplot do PDMS é apresentado na Figura 31:

Figura 31 - Grafico do médulo de Young(EY ) no Modelo de Hertz para o PDMS.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

E possivel verificar pelo gréifico que o valor médio de Ey situa-se entre 20 e 40
MPa (considerando que a escala esta sendo multiplicada por 10* e a medida é expressa em
kPa), valor préximo ao obtido no ajuste da Figura 29, demonstrando consisténcia com um
material completamente elastico. Para as células, o grafico de E yencontra-se representado

na Figura 32.
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Figura 32 — Grdfico do mddulo de Young(Ey) no Modelo de Hertz para
o caso INCO ¢ INC10.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

Conforme observado, a escala do Ey das células encontra-se em kPa, obtendo-se
valores substancialmente discrepantes dos valores do PDMS, resultado esperado. O grafico
evidencia que as células em superficie plana (INCO) apresentam valores inferiores aqueles
observados na superficie inclinada (INC10), corroborando com o resultado demonstrado na
Figura 30, no qual a angulagao implica no aumento da rigidez celular. Adicionalmente, o
parametro p igual a 0,012 indica diferenca estatistica significativa, confirmando a ocorréncia
de efeito decorrente da inclinacao. Estes resultados revelam uma resposta adaptativa do
citoesqueleto celular, que se reorganiza para lidar com a aplicacao de forca tangencial e

manter a adesao a superficie.

4.2.2 Modelo Single Power-Law

O modelo Single Power Law oferece informacoes mais abrangentes, incluindo
parametros relativos a resposta viscoelastica. Este modelo contempla o moédulo de elas-
ticidade (E, que possui a mesma unidade do médulo de Young) e o expoente da lei de
poténcia, denominado expoente de fluidez (8, que indica o comportamento viscoso do
material). Os resultados obtidos para E das células encontram-se representados na Figura

33:
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Figura 33 — Grdfico do mddulo de elasticidade(E) no Modelo de Single
Power Law para o caso INCO e INC10.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

Comparando-se com os resultados da Figura 32, evidencia-se alteragao signifi-
cativa na resposta eldstica das células, induzida pela angulacao, com diferenca estatistica
expressiva de p = 0,024. Adicionalmente, outro parametro fundamental para conferir
robustez ao modelo é o médulo de armazenamento (G’ ou Gy), que determina a resposta
elastica, quantificando a energia da indentacao que foi absorvida e p osteriormente liberada.
O médulo de dissipagao (G” ou Gy) representa a resposta viscosa do material, correspon-
dendo & energia absorvida durante a indentagao e subsequentemente dissipada (perdida).
Este modelo aplica-se a medicoes viscoelasticas submetidas a uma frequéncia caracteristica,

que no presente experimento foi de 1 Hz.
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Figura 34 —- Mddulo de armazenamento G1 (® = 27) para os
casos INCO e INC10.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

A Figura 34 demonstra aumento expressivo no G, com parametro p = 0,017,
resultado consistente com os apresentados nas Figuras 33 e 32. Esta diferenca notavel
revela incremento significativo na rigidez celular, sugerindo resposta adaptativa do cito-
esqueleto a superficie inclinada, possivelmente mediada pelos filamentos intermediarios
celulares. Ademais, corroborando com as observagoes realizadas na analise dptica, verifica-se
alinhamento celular com as superficies inclinadas, podendo induzir polarizacao celular e,
consequentemente, maior rigidez para manutencao da adesao diante da componente de

forca na direcao do plano inclinado.

Figura 35 - Médulo de dissipa¢ao G2 (w = 2m) para os casos INCO e INC10.
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Fonte: Elaborada pelo Autor
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O grafico da Figura 35 demonstra que o médulo de dissipagao (G”) também
apresentou alteragao significativa (p = 0,033), indicando maior dissipagao viscosa, possi-
velmente decorrente de concentragao elevada de citosol nas regioes periféricas celulares
na direcao do plano inclinado. Nao obstante os efeitos observados, identificou-se um

parametro que nao apresentou alteracao significativa.

Figura 36 - Grafico do expoente de fluidez(f ) no Modelo de Single Power
Law para o caso INCO e INC10.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

O expoente de fluidez (B ), apresentado na Figura 36, nao apresentou alteracao
estatisticamente significativa (p = 0,55), 0 que era esperado em razao d o aumento do

enrijecimento celular evidenciado nos resultados previamente obtidos.
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5 CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Os resultados apresentados demonstraram de forma convincente os efeitos das
superficies inclinadas sobre as células, manifestados tanto no seu comportamento — com o
alinhamento das células na direcao do plano, implicando em uma possivel polarizacao —
quanto na alteracao de suas propriedades mecanicas, evidenciada pelas medidas de AFM.
Este estudo revelou que a forca gravitacional possui efeitos significativos sobre
as células, influenciando sua rigidez mecanica. Esse fenomeno aponta para uma resposta
do citoesqueleto as condicoes aplicadas e é reforcado pelas observacoes opticas, o que
sugere um mecanismo para manter a morfologia das células e o citoplasma organizado.
Desse modo, o aparato experimental desenvolvido pode se consolidar como uma
nova ferramenta em estudos de mecanobiologia, com aplicabilidade em diferentes tipos
celulares, na mimetizagao de processos biolégicos e em pesquisas relacionadas a doencas.
Para tornar o trabalho ainda mais robusto e adquirir informagoes relevantes,
futuras investigacoes poderiam incluir: a andlise da reorganizacao dos filamentos de actina
por microscopia de fluorescéncia; a realizacao de medidas de longa duracao para verificar
a migracao celular; o aprimoramento da adesao celular mediante tratamento do PDMS; e
a melhoria da impressao dos moldes para obtencao de superficies com menos imperfeigoes.
Com essas melhorias, seria possivel criar um modelo completo, que consideraria
diversos aspectos e permitiria aproximagoes com os sistemas in vivo, constituindo-se em

uma nova ferramenta para screening de drogas e estudos de mecanotransdugao.
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APENDICE A - EXPERIMENTO DE MICROSCOPIA OPTICA
Experimento 1
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Figura 39 — Medida 4 na Superficie Inclinada em 10°.
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Figura 40 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 10°.

Fonte: Autor.

Figura 41 — Medida 6 na Superficie Inclinada em 10°.
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Figura 42 — Medida 7 na Superficie Inclinada em 10°.

Fonte: Autor.

Figura 43 — Medida 8 na Superficie Inclinada em 10°.
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Figura 44 — Medida 9 na Superficie Inclinada em 10°. -

Fonte: Autor.
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Figura 45 — Medida 2 na Superficie Inclinada em 20°.
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Fonte: Autor.

Figura 46 — Medida 3 na Superficie Inclinada em 20°.
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Figura 47 — Medida 4 na Superficie Inclinada em 20°.
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Fonte: Autor.

Medida 5 na Superficie Inclinada em 20°. Fonte: Autor.



Figura 49 — Medida 6 na Superficie Inclinada em 20°.

Fonte: Autor.

Figura 50 — Medida 7 na Superficie Inclinada em 2(—’

Fonte: Autor.
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Figura 51 — Medida 8 na Superficie Inclin

Fonte: Autor.
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Figura 52 — Medida 9 na Superficie Inclinada em 20°.

Fonte: Autor.
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Figura 53 — Medida 2 na Superficie Inclinada em 30°.
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Fonte: Autor.

Figura 55 — Medida 4 na Sufp‘(_e‘rficie Inclinada em 30°.

Fonte: Autor.
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Figura 56 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 30°.

Fonte: Autor.

Figura 57 — Medida 6 na Superficie Inclinada em 30°.
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Figura 59 — Medida 8 na Superficie Inclinada em 30
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Figura 60 — Medida 9 na Superficie Inclinada em 30°.
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Figura 63 — Medida 4 na Superficie Inclinada em 4QQ.
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Figura 64 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 40°.
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Figura 65 — Medida 6 na Superficie Inclinada em 40°.
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Figura 66 — Medida 7 na Superficie Inclinada em 40°.
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Figura 68 — Medida 9 na Superficie Inclinada em 40°.
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Experimento 2
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Figura 69 — Medida 2 na Superficie Inclinada em 10°.

Fonte: Autor.

Figura 70 — Medida 3 na Superficie Inclinada em 10°.
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Figura 72 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 10°.

Fonte: Autor.
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Figura 73 — Medida 2 na

_Superfiqie Inclinada em 20°.

Fonte: Autor.

Figura 74 — Medida 3 na Superficie Inclinada em 20°

Fonte: Autor.
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Figura 75 — Medida 4 na Superficie Inclinada em 20°.

Fonte: Autor.

Figura 76 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 20°.
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Medida 5 na Superficie Inclinada em 20°. Fonte: Autor.
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Fonte: Autor.
Figura 78 — Medida 3 na Superficie Inclinada em 30°.
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Figura 79 — Medida 4 na Superficie Inclinada em 30°.

Fonte: Autor.

Figura 80 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 30°.

Fonte: Autor.
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Figura 81 — Medida 2 na Superficie Inclinada em 40°.
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Figura 82 — Medida 3 na Superficie Inclinada em 40°.

Fonte: Autor
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Figura 83 — Medida 4 na Superficie Inclinad

Fonte: Autor

Figura 84 — Medida 5 na Superficie Inclinada em 40°.
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