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RESUMO




Nos ultimos anos, a microscopia de forg¢a atdomica (4dtomic Force Microscopy — AFM)
vem sendo usada para aquisi¢ao de imagens de amostras bioldgicas em ambiente fisiologico,
bem como na espectroscopia de forga das amostras. Recentemente, a AFM revelou-se uma
poderosa ferramenta para investigar propriedades mecanicas dessas amostras. Tais
propriedades podem ser medidas utilizando a ponteira do AFM como um micro-indentador.
Utilizamos o AFM para estudar as propriedades mecanicas de dois sistemas biologicos: 1) O
enrijecimento de ovos de Aedes aegypti durante sua embriogénese inicial; 2) A rigidez de fios
de cabelo humano em um caso de pili annulati. O Aedes aegypti ¢ vetor de doencas humanas
como Dengue e Febre Amarela. Logo apds a postura, seus ovos sdo brancos, permeaveis €
macios, ¢ algumas horas depois eles tornam-se pretos, impermedveis e rigidos. NoOs
descrevemos a cinética desse enrijecimento, concluindo que seu término ocorre trés horas
apds a postura, estando acoplado a via de escurecimento. No segundo sistema bioldgico
estudado, investigamos a elasticidade de fios de cabelo humano. Pili annulati ¢ uma anomalia
rara caracterizada por fios de cabelo com bandas claras e escuras alternadas, o que da uma
aparéncia brilhante ao pélo. Nenhuma diferenca morfolégica pode ser encontrada entre as
partes claras e escuras quando os fios foram observados por AFM e microscopia eletronica de
varredura. Entretanto, nds concluimos que as partes escuras sao mais rigidas do que as claras.
Essa ¢ a primeira evidéncia na literatura cientifica a corroborar com a hipdtese de que as

partes claras possuem espacos preenchidos por ar.
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In the past few years, atomic force microscopy (AFM) has been used to study biological
samples under physiological conditions through force measurements and image acquisition.
Recently the AFM has come to attention as a powerful tool to elucidate mechanical properties
of biological materials. These properties can be measured using the AFM tip as micro-
indenter. We have used the AFM to study the mechanical properties of two different
biological systems which we are involved in: 1) Aedes aegypti eggshells stiffening during its
initial embryogenesis; 2) Stiffness of human hair shafts in a case of pili annulati (PA). Aedes
aegypti is a vector of dangerous human diseases like Dengue and Yellow Fever. Right after
the oviposition, their eggshells are white, permeable and soft, which turn black, impermeable
and stiff with time. We described the kinetics of this stiffening, showing that it is completed 3
hours after oviposition, coupled to the darkening pathway. At the second biological system
studied, we investigated the elasticity of human hair shafts. Pili annulati is a rare hair shaft
abnormality characterized by alternate light and dark bands in the hair shaft, leading to a
shiny appearance. No morphological differences between dark and light parts of PA hair shaft
were found when imaged by both AFM and scanning electron microscopy. However we
concluded that dark parts are stiffer than the light ones. This is the very first evidence that

corroborates the air-filled space model on light bands of PA hair shafts.
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1.1 — Motivacao

As propriedades elasto-mecanicas de sistemas biologicos desempenham um papel
importante para a vida, uma vez que delas dependem processos celulares fundamentais, como
a diferenciagdo, locomogao, divisao e adesao.

Medir a elasticidade de um material bioldgico ndo ¢ uma tarefa tao trivial quanto seria
em um material inerte de forma definida. As constantes mudangas inerentes aos sistemas
vivos, a forma nada simplificada de suas estruturas e seu tamanho microscopico sao alguns
desafios que se interpdem para a obtencdo dessas medidas. Aplicando os modelos fisicos
adequados, podemos utilizar a técnica de Microscopia de For¢ca Atomica para realizar
medidas precisas, em escala nanométrica, de materiais biologicos.

Nosso interesse em estudar essas propriedades em sistemas vivos nos trouxe, ao longo
do desenvolvimento desse estudo, diversos modelos bioldgicos interessantes. Logo no
comeg¢o desse trabalho, nossos colaboradores do Departamento de Entomologia do
IOC/Fiocruz nos propuseram um interessante desafio: descrever o enrijecimento de ovos de
Aedes aegypti, visando ajudar na compreensdo de alguns efeitos bioquimicos que ocorrem ao
longo de sua embriogénese. Esse sistema acabou se tornando o objeto principal da nossa
pesquisa, ndo apenas por sua importancia no contexto das pesquisas biologicas brasileiras,
mas pelas caracteristicas peculiares apresentadas que ajudaram no desenvolvimento e
confirmacdo das nossas metodologias.

Os ovos do mosquito Aedes aegypti apresentam-se macios, claros e permeaveis, ao
final da postura, e vado tornando-se rigidos, escuros e impermeaveis, & medida que a
embriogénese evolui. Embora bastante conhecidas, tais caracteristicas ndo foram, até entdo,
quantificadas, nem tiveram suas cinéticas qualificadas, na literatura cientifica. A melhor
compreensdo do enrijecimento desses ovos pode ajudar a esclarecer porque eles sdo muito

mais resistentes que os ovos de outros mosquitos. Descrevendo esse fendomeno, o



enrijecimento, podemos estabelecer um limite temporal no qual novas metodologias baseadas
na inibi¢ao do enrijecimento poderdo ser testadas para controlar a proliferagao desses vetores.

O nosso trabalho nesta parte da pesquisa consistiu na determinagdo de medidas de
elasticidade de amostras de ovos ao longo de fases da embriogénese. Nos utilizamos a técnica
de Microscopia de Forga Atomica para obter informacdes sobre tal propriedade numa
perspectiva de evolucdo temporal, de forma a qualificar a cinética das caracteristicas
conhecidas do sistema.

Como a obtengdo desse tipo de medida pode ajudar a responder varias perguntas
biologicas, ¢ natural que outros modelos bioldgicos também tenham sido investigados por
nosso grupo utilizando esta técnica. No momento estamos estudando a mudanca da
elasticidade na parede de um fungo (Fonsecae Pedrosoi) apds o tratamento com um inibidor
da via que sintetiza melanina. Como esse estudo ainda nao estd concluido, esses dados nao
serdo apresentados nessa dissertacao.

Em um outro sistema investigado, analisamos fios de cabelo de um paciente humano
que apresenta uma anomalia genética hereditaria bastante rara conhecida como pili annulati.
Os resultados dessa pesquisa foram publicados em um artigo no “Journal of the European
Academy of Dermatology and Venereology” no final de 2007 (Streck et al., 2007), mostrando
esse tipo de caracterizagdo pela primeira vez na literatura, o que trouxe importantes pistas

para a elucidacdo de alguns mecanismos ainda pouco conhecidos da formagao desses fios.



1.2 — Elasticidade dos Materiais

As deformacdes mecanicas sdo possivelmente importantes reguladoras de algumas
fun¢des celulares, tais como diferenciacdo, locomocdo e adesdo. A determinagdao das
propriedades mecanicas de materiais biologicos, tais como células, tecidos e fluidos, ¢
importante tanto para os avangos da pesquisa médica, como da pesquisa basica (Tao et al.,
1992; Weisenhorn ef al., 1993; Radmacher et al., 1995; Vinckier & Semenza, 1998).

Todos os materiais conhecidos podem ser deformados. As deformagdes produzidas
sdao classificadas em plasticas e elasticas. Quando as forgas aplicadas ndao excedem um
determinado limite, verifica-se que o material sempre volta ao seu formato original quando
estas sao completamente removidas. Por essa razdo, estas deformagdes sao ditas elésticas. Se
as forgas externas que produzem a deformagdo excederem tal limite, ndo havera
desaparecimento completo da deformagdo quando da remocdao das forcas. Esse tipo de
deformacao ¢ dita plastica. Assim, definimos como dureza de um material sua resisténcia a
deformagdo plastica inicial. Portanto, quando se objetiva estudar a dureza dos materiais,
devem-se estudar as deformagdes plasticas. E quando o interesse for pela elasticidade, as
deformacdes elasticas serdo estudadas (Parbhu ez al., 1999).

Além da elasticidade e da plasticidade, os materiais podem também apresentar
viscosidade, que corresponde a uma resisténcia ao escoamento.

Uma das leis mais conhecidas na mecanica ¢ a Lei de Hooke, enunciada pelo fisico
britdnico Robert Hooke no século XVII e que relaciona a forga aplicada a um corpo, em geral
uma mola, e a deformagdo conseqiiente. A lei afirma que a relagdo entre essas duas grandezas
¢ linear:

F=K.Ax



onde F ¢ a forca aplicada, Ax ¢ a deformagdo alcancada e K ¢ a constante de
proporcionalidade, a qual € caracteristica do material e da geometria do corpo (por exemplo,
aco ou ferro em formato de mola espiral ou haste).

Suponha um corpo homogéneo com geometria simplificada, como a de um cilindro
metalico, mostrado na Figura 1. Ao aplicarmos uma for¢a F' nas extremidades do cilindro,

uma variagdo AL serd provocada.

Constante Elastica = K = —

Figura 1: Cilindro de secdo transversal com area 4 (em verde) sendo deformado ao longo do
comprimento inicial (L) por uma for¢a F , sofrendo uma deformacao.

A constante elastica K ndo ¢ uma grandeza apropriada para caracterizar diferentes
materiais, pois depende da geometria do corpo. Um cilindro andlogo ao da Figura 1, mas de
comprimento 2L, submetido a mesma forca, sofreria uma deformagdo 2AL. Portanto, este
cilindro teria uma constante elastica menor.

A elasticidade de um objeto macroscopico pode ser descrita em termos da deformagao
relativa e da pressdo (Timoshenko & Goodier, 1970). A pressdo corresponde ao estresse
provocado pela forca de deformagdo aplicada em uma pequena area do material. J4 a
deformacdo relativa ¢ expressa como uma variacdo percentual nas dimensodes iniciais do
material. A razdo entre a deformagdo relativa e a pressdo ¢ igual a uma constante, que

depende do material e da deformacdo. Esta constante, a elasticidade, ¢ especifica para cada



material e valida apenas para as deformacdes elasticas do material (Timoshenko & Goodier,
1970).
Assim, se substituirmos na Lei de Hooke a forca e a deformacao por, respectivamente,

pressao e deformacao relativa, chegaremos a uma nova grandeza caracteristica do material:

pressdo

Modulo de Young =
& deformacdo relativa

N‘E‘:&\'ﬁ

Este modulo de elasticidade, chamado de Moddulo de Young ou Modulo Elastico,
mostra como se da a deformacdo do material ao longo de um de seus eixos quando forgas
opostas sao aplicadas ao longo do mesmo.

Existem outros modulos de elasticidade, como por exemplo o moddulo de
compressibilidade volumétrica e o mddulo de cisalhamento (Vinckier & Semenza, 1998), os
quais ndo serdo abordados neste trabalho. Um mesmo material terd diferentes valores para
cada um desses moddulos de elasticidade. No caso de uma amostra com geometria
simplificada, como um fino cilindro metalico, o valor do Modulo de Young pode ser calculado
medindo-se a forga aplicada na sec¢do do fio e a variagdo do comprimento do cilindro,
conforme ilustrado na Figura 1. O valor da Constante Elastica da mola equivalente também ¢
facilmente obtido medindo-se a intensidade da forca F aplicada, e a compressdo que a
mesma causa na amostra (AL). A partir da lei de Hooke, obtemos o valor desta constante
elastica (K):

K:i
AL

Existem vérias técnicas experimentais que had muito tempo ja permitem um estudo das
propriedades mecanicas em uma escala macroscopica. Existem ainda outras tecnologias mais
recentes que permitem medidas em escalas micro e nanoscopicas (Vinckier & Semenza,

1998), entre elas destacamos a microscopia de forga atdmica.



Nesse estudo serdo focados o Modulo de Young e a Constante Elastica, que podem ser
usados para estudar sistemas micro e macroscopicos. Esses dois mddulos foram escolhidos
para o estudo com AFM porque sdo os mais comumente estudados, possuindo vasta literatura
disponivel para os estudos tedricos (Radmacher, 2002), possibilitando comparacdes dos
resultados experimentais (Vinckier & Semenza, 1998; Alonso & Goldmann, 2003).

O Modulo de Young, o qual muitas vezes sera referido neste trabalho como
elasticidade, tem como dimensdo for¢a por unidade de area [N].[m]?, que equivale a um
Pascal (Pa). J& a Constante Elastica, tem como dimensdo for¢a por unidade de comprimento
[N].[m] . Enquanto a relagdo entre a deformacao relativa e a pressao for linear, a deformacgao
do material sera elastica. Quando essa relacao deixa de ser linear, observa-se a plasticidade do
material. Atingindo esse ponto, o material ja& ndo serd mais capaz de retomar seu formato
original apos a forca aplicada ser retirada do sistema. Em deformacdes ainda mais intensas, o

material podera atingir seu limite de rompimento.



1.3 — Microscopia de For¢ca Atomica

Em 1982, surgiu um novo tipo de microscopia de varredura capaz de criar imagens
tridimensionais em escala atdmica, a Microscopia de Varredura por Tunelamento (STM, do
inglés Scanning Tunneling Microscopy), que mede correntes de tunelamento entre superficies
condutoras ou semicondutoras bastante proximas, mas ndo em contato. Essa técnica
possibilitou a visualiza¢dao individual de atomos (Binnig et al., 1982). A Figura 2 mostra

alguns atomos de iodo adsorvidos em uma superficie de platina (Griffith & Kochanski, 1990)

Figura 2: Imagem de atomos de iodo adsorvidos sobre uma superficie de platina obtida a
partir de Scanning Tunneling Microscopy. Os nucleos de iodo estdo mostrados em roxo.
(Griffith & Kochanski, 1990).

Apos a invengdo do primeiro instrumento para operar em escala atdmica (Binnig et al.,
1982), o microscopio de varredura por tunelamento, as técnicas de Microscopia de Varredura
por Sonda (SPM, do inglés Scanning Probe Microscopy) se desenvolveram rapidamente.

As técnicas de SPM diferem de outros tipos de microscopia, como a Optica e a
eletronica, por nao terem sido inspiradas em nosso sentido de visdo. Assim, as técnicas de
SPM nao utilizam lentes para desviar feixes de luz ou de elétrons no intuito de gerar uma
imagem ampliada. Essas técnicas tém como pilar um outro sentido dos seres humanos: o tato.
As técnicas de SPM vém se desenvolvendo continuamente desde sua invencao, voltando-se

para aplicagdes em fisica de superficies, ciéncias dos materiais, fisica da matéria condensada,



quimica, engenharias, fisica de semicondutores, dentre outras. Nao demorou muito para que
imagens de materiais biologicos, como bacteriofagos, também fossem obtidas por
Microscopia de Forca Atdomica(Baro ef al., 1985), uma das mais relevantes técnicas de SPM.

Para “tatear” a amostra, as técnicas de SPM utilizam uma pequena haste flexivel
dotada de uma sonda em uma de suas extremidades. Essa terminagdo extremamente afilada
(alguns poucos nandmetros) é colocada suficientemente proxima 4 amostra para varrer' a sua
superficie e mapear suas propriedades, a partir de interagdes que se estabelecem entre ela e a
amostra. O tipo de sensor e, portanto, da interagdo medida, define o tipo de SPM. Quando a
interacdo medida ¢ uma corrente de tunelamento, temos a Microscopia de Varredura por
Tunelamento; quando a interacdo ¢ magnética, passa a denominar-se Microscopia de Forca
Magnética (MFM, do inglés Magnetic Force Microscopy).

Hé mais de 20 tipos de interagdes que podem ser estudadas desta forma. Com os tipos
de técnicas de SPM disponiveis ¢ possivel estudar, por exemplo, o material bioldgico vivo,
sem uso de fixa¢do, mapeando propriedades elasto-mecanicas, Opticas, elétricas, adesivas e
eletronicas, atomo por atomo. Estas técnicas servem ainda como ferramenta para a
manipula¢do de amostras em escala molecular (nano-manipulagdo).

A Microscopia de Forca Atomica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy e/ou
Atomic Force Microscope) ¢ uma importante técnica de SPM, na qual a interagdo medida ¢ a
forca entre atomos da extremidade de uma agulha rigida (que ¢ a sonda nessa situagdo) e
atomos da amostra. O AFM destaca-se desde a sua invencdo, em 1986 (Binnig et al., 1986),
principalmente nas areas bioldgicas porque possibilita o uso de amostras imersas no ar, em
liquidos, ou no vacuo, com resolugdo para detectar for¢as na faixa do picoNewton (pN).

A AFM tem fornecido imagens de superficies celulares, biomoléculas e agregados

biomiméticos, em condi¢des fisiologicas, com resolugdo na faixa do nandmetro (Cidade et al.,

1 5 . A
As palavras varrer ¢ varredura sdo usadas nesse texto com o mesmo sentido que os termos em inglés scan e
scanning, respectivamente.
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2003). A AFM combina alta sensibilidade em aplicar e medir forgas com a possibilidade de
operar em liquidos, particularmente em condigdes fisiologicas (Drake et al., 1989), com a
altissima precisdo em posicionar a sonda em relagdo a amostra nas trés dimensdes. A
investigacdo da mecanica celular ¢ um excelente modelo para utilizar essas trés facilidades
que o equipamento disponibiliza, sendo a medida de propriedades elasticas de células vivas

uma excitante aplicagdo disto.
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1.4 — Principios de operaciao do Microscopio de For¢a Atomica

O conjunto de equipamentos que integram o AFM do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho da UFRJ, no qual foram realizadas as medidas deste trabalho, sdo mostrados na
Figura 3.

Os elementos principais ficam na parte do equipamento chamada de “cabecga”,
mostrada em detalhe na Figura 5. Dentro dela, encontra-se a sonda que interage com a
amostra. Quanto mais afilada for essa sonda, melhor serd a resolugdo espacial do sistema.
Para a varredura € necessario um sistema de posicionamento lateral (x € y) € de um controle

retroalimentado de sua altura (z), para evitar que a sonda se afaste da superficie ou a perfure.

putador de Andlise |

Figura 3: Foto do AFM utilizado nesse trabalho, mostrando todo o aparato computacional
complementar, a controladora eletronica e o sistema anti-vibracdo. A cabega do equipamento
¢ composta de trés partes essenciais do microscopio.

A sonda ¢ uma espécie de agulha afilada presa na extremidade de uma haste flexivel
que se comporta como uma mola. Essa haste flexivel, de aproximadamente 100-200

micrometros de comprimento, ¢ chamada de cantiléver (Figura 5). Nesse trabalho usamos

uma sonda de forma piramidal.
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A forca de interacdo entre a sonda — muitas vezes referida nesse trabalho como
ponteira — e a superficie da amostra provoca a deflexao do cantiléver, que ¢ medida por meio
de um sensor Optico (ver secdo 1.4.1). Enquanto essa deflexdo for mantida no regime elastico,
o deslocamento serd diretamente proporcional a forga, fornecendo assim uma medida direta
da forca de interagdo (lei de Hooke). A topografia da amostra ¢ adquirida através da varredura
da ponteira sobre a superficie da amostra em uma seqiiéncia de linhas paralelas. A imagem da

superficie ¢ obtida pelo registro do movimento da ponteira nas trés dimensdes.
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1.4.1 — Obtencio de Curvas de Forca

Em uma situacdo na qual quiséssemos descobrir, de olhos vendados, o trajeto mais
seguro a adotar em um piso empocado, poderiamos utilizar uma haste para apalpar a
superficie antes de definir os movimentos. De maneira andloga, o AFM pode servir de
bengala a pesquisa. No AFM, a aproximagado entre a base inferior que suporta a amostra ¢ a
base superior que acopla o cantiléver ¢ feita através de um material piezoelétrico, chamado de
piezo, responsavel pelo controle do movimento relativo entre a amostra e o cantiléver. Este
mecanismo sera explicado na secao 1.4.2. A visualizagcdo desta aproximacao pode ser feita a
partir de um grafico, chamado de Curva de Forga, que esboga na abscissa o movimento do

piezo, e na ordenada o deslocamento do cantiléver.

Aproximando-se a amostra e o cantiléver, havera um momento no qual as duas estardo
em contato, e a partir desse ponto, a amostra comegara a exercer uma pressao no cantiléver
(Figura 4 e Figura 5), assim como o cantiléver exerce uma pressao na amostra (3* Lei de
Newton). Considerando-se nesse ponto a elasticidade do cantiléver como constante, a
resisténcia mecanica da amostra fard com que a sonda penetre mais ou menos na amostra,
deslocando a haste do cantiléver (que nesse caso ¢ uma mola com formato bem diferente do
helicoidal classico) verticalmente e para cima, de maneira distinta para cada material. O nome
dessa penetra¢do do cantiléver na amostra ¢ indentacdo, que nada mais ¢ do que a pequena
mossa produzida na superficie pela ponteira. Caso o deslocamento relativo entre amostra e
cantiléver seja devido ao deslocamento vertical de um piezo posicionado abaixo do porta-
amostra, essa indenta¢do terd sempre sentido contrario ao deslocamento do piezo. Se
obrigarmos o equipamento a manter esse deslocamento do cantiléver constante, serd preciso
que o piezo tenha um deslocamento positivo maior para amostras mais macias, para

compensar a indentacdo. Garantir que o deslocamento maximo do cantiléver seja sempre
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constante ¢ fundamental para assegurar que a forca maxima estudada seja constante, pois pela

lei de Hooke: F = -k.Ax.

O movimento do piezo causa uma variagao na deflexao do cantiléver (Figura 4) e, com
1sso, o feixe Optico que estd incidindo sobre o cantiléver ¢ desviado de acordo com a deflexao
da haste. O feixe ¢ conduzido por um sistema de espelhos até um sensor optico, que detecta
quanto o feixe ¢ deslocado de sua posi¢dao original. Tal deslocamento ¢ proporcional a
compressibilidade do conjunto amostra, ponteira e cantiléver. A resolucao desta técnica ¢ alta,
podendo medir forcas de até 20 pN.

A) o7 vista lateral do cantiléver. 02
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Figura 4: 4) Exemplo de como ficam as curvas de for¢a (em vermelho) se uma amostra for
mais rigida (esquerda) que outra (direita). B) Considerando a linha continua como o feixe de
laser incidindo no cantiléver, e a linha tracejada o feixe de laser que vai para o detector,
percebe-se que os sinais provenientes de amostras com diferentes rigidezes incidirdo no
detector em posigdes diferentes.

Note que na Figura 4, para a for¢ga no cantiléver ser constante, ¢ necessario que o piezo
na amostra macia desloque-se um pouco mais para cima. Isso obviamente aumenta a
indentagdo, que pode ser obtida a partir do valor de Z (deslocamento do piezo). Na figura

acima, sendo Z4 (o valor de Z em 4), e Z3q (o valor de Z em 3 na Amostra Rigida), a
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indentagdo necessaria para que a amostra perceba, na Amostra Macia, a mesma forca exercida

em 3 na amostra rigida seria Z4 - Z3q4.

O deslocamento vertical do cantiléver provocado pelo deslocamento da base ¢
detectado pela deflexdao de um feixe de laser, que atinge o cantiléver na parte superior (que €
espelhada), e ¢ refletido em outro espelho (Figura 5), em dire¢do a um detector composto por
dois fotodetectores (a e b). A variagdo no sinal do laser refletido, para cima ou para baixo,
modifica o potencial produzido nos fotodetectores. A diferenca de potencial elétrico entre a e
b (a-b) ¢ transmitida para um computador, que os pode desta forma construir um grafico do

tipo Deslocamento do piezo X Voltagem (Figura 6).

laser

detector

espelho’

cantiléver

amostra

Figura 5: Detalhe das partes essenciais do equipamento mostradas na Figura 3: o piezo, o
cantiléver e o sensor optico.

Durante a obtenc¢do das curvas de forca no AFM, o piezo desloca-se até que a amostra

esteja em contato com a sonda. A partir deste ponto, comega a indentacao da superficie. Apds
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chegar a um maximo de indentacdo, a amostra continua apenas deflexionando o cantiléver, até
chegar a um valor maximo de deflexdo, onde a for¢ca ¢ maxima. A partir dai, o piezo retorna

progressivamente, até que finalmente a superficie da amostra deixa de estar em contato com a

sonda (Figura 6).
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Figura 6: Exemplo de um grafico de V' versus Az,. A curva em vermelho ¢ a de aproximacao,
e a em azul ¢ a de retragdo. Modificado de Vanlandingham et al., 1997.

A deflex@o do cantiléver produz uma mudancga na tensdo V" do fotodiodo, que pode ser
monitorada em fun¢do do deslocamento do piezo (Azp). A Figura 6 mostra um exemplo de
grafico de V versus Az, que se obtém com o AFM. A curva em vermelho representa a
aproximacao do piezo em relagdo a ponteira (a partir de 4). Enquanto o piezo se move em
direcdo a superficie da amostra, a tensdo ¥ que indica a deflexdo da haste continua constante
(4 até B) até que a ponta faga contato com a superficie em B. Imediatamente antes do contato
da ponteira com a amostra, a sonda pode ser puxada em direcdo a superficie por forgas
atrativas como capilaridade ou interagdes elétricas, por exemplo, causando uma pequena
redu¢do em V (entre B e (). Aproximar mais o piezo faz com que o cantiléver seja
deflexionado no sentido oposto, tendo por resultado um sinal aumentado de V (C até¢ D).
Durante a retragdo (curva mostrada em azul), a deflex@o cantiléver fica cada vez menor (D até

(), até que a ponta se separe da superficie da amostra. Entretanto, freqiientemente a ponta
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adere a superficie, causando uma diminui¢do em J maior que na aproximacgao (C até E), até
que a ponta separe da superficie (ponto E), quando desaparece essa forca de interagdo. Entre
os pontos C e E, o cantiléver estd puxando a amostra para cima, enquanto a for¢a de interagao
entre a amostra e a ponteira gera uma forga para baixo. Exatamente no ponto E essas forcas se
igualam, podendo esse ponto ser usado para calcular a forga desta interagdo. E deste modo
que se pode calcular a forca de interacdo entre duas moléculas, como por exemplo, um

antigeno e seu respectivo anticorpo.
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1.4.2 — Materiais Piezoelétricos

Os materiais piezoelétricos sdo ceramicas que mudam suas dimensdes em resposta a
um campo elétrico aplicado, assim como desenvolvem um potencial elétrico em resposta a
uma pressdo mecanica. Essas ceramicas podem ser projetadas em forma de tudo para
moverem-se nos €ixos X, y, ¢ z, expandindo em alguns sentidos e contraindo-se em outros
(Figura 7). Apesar de utilizar este modelo tubular mais ilustrativo para explicar o
comportamento deste tipo de material, os equipamentos mais modernos utilizam piezos

separados para o controle de cada um dos eixos.

Figura 7: Tubo constituido de 4 ceramicas piezoelétricas diferentes, o que lhe confere
mobilidade em todo eixo xy.

Materiais piezoelétricos para SPM sao fabricados geralmente de titanato zirconato de
chumbo (PZT, uma abreviacdo de Transdutores Piezoelétricos, além de ser também uma
abreviagdo da formula quimica: Pb [Zr,Ti(1.,]O3 — 0<x<1), com diferentes impurezas (como a
dopagem com Lantanio) adicionadas para criar propriedades especificas. As ceramicas sao
feitas sob pressao, resultando em um solido policristalino. Cada um dos cristais em um
material piezoelétrico tem seu proprio momento de dipolo elétrico. E gragas a esses
momentos de dipolo que os varredores” estdo aptos a se mover em resposta a uma tensdo
aplicada.

Os momentos de dipolo no interior da ceramica estdo alinhados aleatoriamente, e se

nao forem alinhados, o piezo ndo terd quase nenhuma habilidade de mover-se. Um processo

2 ~ ~ . A
Os termos varredores ¢ varredor sdo usados como tradugdo dos termos em inglés scanners e scan,
respectivamente.
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chamado poling ¢ usado para alinhar os momentos do dipolo. Durante a polarizagdo, os
varredores sdo aquecidos aproximadamente a 200°C para desalinhar os dipolos naturais,
enquanto uma tensao de corrente continua ¢ aplicada ao material. Depois de algumas horas os
dipolos tornam-se alinhados. Nesse ponto, o piezo ¢ refrigerado para “congelar” os dipolos
em seu estado alinhado. Finalizado o processo, o piezo ja sera capaz de responder as tensoes,
estendendo e contraindo.

O uso ocasional do piezo ajudard a manté-lo polarizado. A tensdo elétrica aplicada
para informar o movimento da varredura realinha os dipolos dispersos que retornaram a
orientagdo aleatdria. Se o varredor ndo for utilizado regularmente, uma fragdo significativa
dos dipolos tomard novamente uma posi¢cdo aleatéria em algumas semanas. Esse processo

pode ser acelerado se o varredor for submetido as temperaturas acima de 150°C.

Figura 8: Tubo piezoelétrico constituido de 5 ceramicas diferentes. Este tubo pode mover-se
em todas as 3 dimensdes (xyz), de forma controlada.

A parte inferior do tubo ¢ dividida eletricamente em quadrantes verticais: +x, +y, - X, €
—y, onde ha eletrodos unidos a parte externa do tubo. Ha ainda um par de eletrodos no tubo
que fica em cima, para fornecer o movimento no sentido de z. Quando tensdes opostas sao

aplicadas a + x e - x, por exemplo, a tensdo induzida do tubo causa uma curvatura para a
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frente ou para tras no sentido de x (Figura 8). Tensdes aplicadas no eletrodo de z fazem o
piezo estender-se ou contrair-se na vertical.

Na maioria dos casos em que imagens de AFM sao obtidas, a tensao elétrica aplicada
ao eletrodo de z do varredor em cada ponto da medida constitui a For¢a-constante do AFM,
ou seja, a tensdo aplicada ¢ de tal forma que faz com que a deflexdo do cantiléver naquele
ponto retorne a posi¢ao original. Essa série de tensdes aplicadas ao elétrodo de z gera os
dados para reconstrucao da topografia e analise.

A janela maxima de varredura que pode ser atingida por um material piezoelétrico
depende do diametro do tubo, da espessura de sua parede, e da pressdo a que sdo submetidos
durante sua fabricacdo. Tipicamente, essa resolucdo lateral vai de alguns angstroms até pouco
mais de 100 micrometros. J& verticalmente, esses varredores podem distinguir diferencas de
altura que vao de escalas abaixo do angstrom, até alguns micrometros. Os piezos sdao partes
extremamente criticas na confeccdo de um SPM, pois a resolu¢ao sub-angstrom do varredor
depende deles, assim como as respostas extremamente rapidas e a miniaturizacdo dos

equipamentos.
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1.5 — Os Sistemas biologicos analisados
1.5.1 — Ovos de Aedes aegypti

A dengue ¢ hoje um dos grandes problemas de Saude Publica no mundo,
principalmente em regides tropicais e subtropicais. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
estima que cerca de 50 milhdes de pessoas sejam infectadas anualmente, com cerca de 2,5%
fatalidades por conseqiiéncias da doenga. Esta enfermidade ¢ causada por um virus que €
transmitido por mosquitos, sendo o Aedes aegypti (Figura 9) o mais importante deles
(http://www.who.int/topics/dengue/en/). A dengue ¢ uma doenca que afeta muitas pessoas

todos os anos no Brasil, atingindo indiscriminadamente pequenas cidades ou grandes

metropoles.

Figura 9: Fotografia de um Aedes aegypti alimentando-se em um humano
(http://www.ars.usda.gov/is/graphics/photos/aug00/k4705-9.htm).

Por outro lado, o Aedes aegypti é também o vetor de outra relevante doenca viral, a

Febre Amarela, que atinge principalmente regides tropicais da Africa e das Américas. A OMS
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estima que ocorram anualmente 200 mil casos de Febre Amarela, com aproximadamente 30
mil fatalidades por ano (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs100/en/).

Os virus causadores dessas doengas sdao arbovirus (virus transmitido por artrépodes)
pertencentes a familia Flaviviridae que engloba, aproximadamente, 70 espécies, sendo que
cerca de 30 causam doengas ao homem. Dentre os virus dessa familia, podemos destacar o
virus da encefalite e o virus da hepatite C, por exemplo.

O A. aegypti pode infectar-se quando se alimenta de sangue contaminado e pode
transmitir esses virus a sua progénie. Os virus replicam-se no interior do corpo dos mosquitos,
preferencialmente em algumas regides, como a parte mesodermal intermediaria do intestino,
0s ovarios, € a camada mais externa de gordura do inseto, antes de escapar para a cavidade
interna do corpo, atingindo também o sistema nervoso do animal. Outra regido importante
atingida pelos virus sdo as glandulas salivares. Uma vez infectadas, as fémeas tornam-se
infecciosas pelo restante de suas vidas, sem que os virus lhes causem nenhum mal. Os virus
com capacidade de infectar as glandulas salivares mostraram-se muito mais eficientes que os
demais, e provavelmente por esse motivo foram selecionados evolutivamente.

Virias espécies de mosquitos do género Aedes podem servir como vetores virais. No
Brasil, duas delas estdo instaladas: Aedes aegypti e Aedes albopictus, sendo este Ultimo o
principal vetor de manutengdo da dengue na Asia. Taxonomicamente esses insetos pertencem
ao RAMO Arthropoda (pés articulados), CLASSE Hexapoda (trés pares de patas), ORDEM
Diptera (um par de asas anterior funcional e um par posterior transformado em halteres),

FAMILIA Culicidae e GENERO Aedes (Martins Jr, 2002).
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Regides
afetados
pela

dengue.

Figura 10: Areas de maior incidéncia de dengue (em vermelho): América Central, Caribe
(exceto Cuba e Ilhas Caymam), América do Sul (exceto Chile, Uruguai e grande parte da
Argentina), México na América do Norte, alguns paises da Africa, Australia, China, Ilhas do
Pacifico, India, Sudeste Asiatico e Taiwan. Nos Estados Unidos a ocorréncia de dengue ¢
incomum, mas em 1995 foram registrados casos de transmissdo no Texas. Adaptado de
Kroeger et al., 2004.

A dengue ¢ conhecida no Brasil desde os tempos de colonia. Como o 4. aegypti tem
origem africana, ¢ provavel que ele tenha chegado ao Brasil junto com os navios negreiros.
Tal suposicdo fundamenta-se no fato de os ovos de A. aegypti, ao contrario dos ovos da
maioria dos outros mosquitos, resistirem em ambiente seco por varios meses, ja tendo sido
observada a eclosdo desses ovos até 15 meses apds a postura (Christophers, 1960).

O ciclo biolégico do 4. aegypti ¢ de aproximadamente 12 dias, em condi¢des
favoraveis, a partir da postura dos ovos (oviposi¢do). Durante o seu desenvolvimento, os
mosquitos passam por 4 diferentes fases: a primeira fase, aquatica, ¢ iniciada pela postura dos
ovos em ambientes umidos, seguida pelo desenvolvimento em larva e pupa, terminando na
fase terrestre, quando se torna um mosquito adulto.

Os ovos de A. aegypti sdo muito resistentes, conferindo um grande obsticulo ao
controle da doencga. Eles eclodem apenas quando colocados em contato com a dgua. Os ovos

sdo depositados pelas fémeas em recipientes naturais (como buracos em arvores, bambu e
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cascas de coco) ou artificiais (como pneus e vasos de planta) imidos, fora do meio liquido,
proximo a superficie da agua, podendo ficar aderidos em suas paredes internas por varios
meses ou até entrar em contato com a agua. Apos esse estimulo, levam em média de 2 a 3 dias
para originar as larvas.

Apos a eclosdo dos ovos, as larvas sofrem varias alteracdes, passando a maior parte do
tempo se alimentando de detritos organicos, bactérias, fungos e protozodrios existentes na
agua. Sao providas de grande mobilidade e tém como funcdo primdria o crescimento. A
duracdo da fase larval, em condi¢des de temperatura entre 25°C e 29°C e boa oferta de
alimentos, é de 5 a 10 dias.

A fase final do desenvolvimento aquatico ¢ representada pelas pupas. Nao se
alimentam, apenas respiram, sendo dotadas de boa mobilidade. E nessa fase que ocorre a
metamorfose do estagio larval para adulto. A duragdo da fase pupal, em condicdes favoraveis
¢ de 2 a 3 dias em média.

Chegando a fase adulta, o mosquito ¢ escuro e rajado de branco, alimentando-se
durante o dia. Macho e fémea alimentam-se de néctar e sucos vegetais, sendo que a fémea,
apos o acasalamento, necessita de sangue para maturacdo dos ovos, alimentando-se
preferencialmente nas primeiras horas da manhd e ao anoitecer. O intervalo entre a
alimentagdo sangiiinea e a oviposi¢do varia de 2 a 3 dias. A fecundagdo ocorre durante a
postura e um unico acasalamento permite que as fémeas fertilizem todos os ovos que venham
a por em toda a sua vida (dois a trés ciclos gonotroficos, podendo por de 100 a 200 ovos por
vez). Os mosquitos adultos ndo apresentam grande dispersdao, os machos costumam
permanecer proximos aos criadouros, onde ocorre o acasalamento. Em condi¢des favoraveis,
os mosquitos vivem, em média, 35 dias (Christophers, 1960; Clements, 1992 e Martins Jr,

2002).
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Os ovos do Aedes aegypti t€ém contorno alongado e fusiforme, medindo de 500 ym a 1
mm de comprimento, ficando no limite do visivel. A olho nu, eles sdo vistos como apenas
pequenos pontos pretos. Uma vez completado o desenvolvimento embrionario, 0os ovos sao
capazes de resistir a longos periodos de dessecacao. O embrido do mosquito é coberto por
uma casca composta, que forma o que chamamos de casca do ovo. Essa casca ¢ formada pelo
exocorion, pelo endocoérion, e pela cuticula serosa, que surge quando o ovo tem em torno de
15 horas de desenvolvimento (Martins Jr, 2002).

O endocorion ¢ uma estrutura bastante homogénea, enquanto que o exocdrion
apresenta tubérculos protuberantes em sua parte externa (Figura 11).

Aedes e Anopheles sao dois géneros de mosquitos da familia Culicidae muito usados
em estudos de embriologia comparada, apesar de terem algumas diferencas. O exocodrion de

Aedes, por exemplo, ¢ um pouco diferente do Anopheles (Monnerat et al., 1999).

EMBRIAO — EMBRIAO
At

Figura 11: a) Composi¢ao do corion: exocorion (em vermelho), endocoérion (em amarelo), e a
serosa (em azul). b) Microscopia eletronica adaptada de (Monnerat et al., 1999) na qual as
estruturas do exocorion e do endocorion de ovos de Anopheles podem ser vistas com mais
detalhes. Nesta, dt representa o equivalente aos tubérculos e En representa o equivalente ao
endocorion de A. aegypti.

No momento da oviposi¢do, ovos de Aedes e Anopheles recém-fertilizados sdo claros,
flexiveis e permedveis. Com o passar das horas eles se tornam escuros, rigidos e
impermeaveis. Existe uma primeira barreira de permeabilidade nos ovos, que em Anopheles,

desaparece do momento da postura até cerca de 12 a 15 horas depois da oviposi¢dao. Antes do

surgimento dessa barreira, os ovos sdo permeaveis a entrada de Rodamina B e de etileno
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glicol (Martins Jr, 2002). Alguns autores sugerem que esses trés eventos estariam acoplados
(Clements, 1992), enquanto dados de outros autores indicam que esses trés processos podem
ocorrer de forma independente para Anopheles (Martins Jr, 2002).

O processo de escurecimento ¢ verificado facilmente por observacao visual. No
momento da postura os ovos sdo brancos e logo comecam a escurecer. Apos cerca 1 ou 2
horas quase todos os ovos ja estdo escuros, pretos (Figura 12). Esse escurecimento pode ser
inibido utilizando-se a benserazida, uma droga que inibe a enzima dopa-descarboxilase, que ¢
a responsavel por transformar L-dopa em dopamina, um dos precursores da melanina, que €

necessaria para o escurecimento.

€ e e Tl

Figura 12: Observacdo de ovos de Anopheles sem nenhum tipo de tratamento especial
escurecendo ao longo de 3 horas.

A mudanca da permeabilidade a 4gua ¢é verificada por experimentos nos quais se
observa o murchamento dos ovos em Anopheles (Figura 13). No caso de Anopheles, a
segunda barreira de permeabilidade surge entre 15 e 17 horas, uma vez que até 14 horas apds
a oviposi¢do, 100% dos ovos murcham apds 15 minutos de contato com o ar com pouca
umidade enquanto ovos de 18 horas apds a postura ndo apresentam nenhum ovo murcho apds

15 minutos de exposicdo a ambientes secos (Martins Jr, 2002).
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Figura 13: A barreira de permeabilidade surge entre 15 e 18 horas em Anopheles. Note que
ndo hé diferencas entre os ovos com e sem exocorion. Adaptado de Ademir de Jesus Martins
Jr., 2002. Para 4. aegypti, essa mudanca ocorreria entre 12 e 15 horas (Gustavo Lazzaro
Rezende do Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, IOC — FIOCRUZ,
comunicagao pessoal).

Uma das grandes dificuldades no controle do Aedes aegypti ¢ que seus ovos sdo
extremamente resistentes, dificultando a sua eliminagdo. Um tratamento capaz de matar todos
os mosquitos ndo evita a eclosdo dos ovos remanescentes € 0 nascimento de novos mosquitos
nos proximos meses. A melhor compreensdo do enrijecimento desses ovos pode ajudar a
esclarecer porque eles sdo mais resistentes do que os ovos de outros mosquitos, podendo
sobreviver a longos periodos de dessecacdo. A caracterizagdo da cinética do enrijecimento
desses ovos viabilizara o teste de possiveis inibidores da via de enrijecimento nos periodos
adequados, antes que o processo de enrijecimento ja esteja completo. Tendo em vista que
ovos que ndo enrijecem nao formam embrides viaveis, drogas que interfiram no enrijecimento
desses ovos podem ser promissoras no combate desses vetores.

A rigidez dos ovos, entretanto, ¢ um pardmetro de dificil andlise, tanto qualitativa

quanto quantitativa. Uma solugdo para se medir o grau de elasticidade (relacionada com a

rigidez) do ovo ¢ utilizar o AFM para medir a elasticidade da casca do ovo de 4. aegypti em
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diferentes momentos da embriogénese apds a oviposicao. Isso € possivel uma vez que essa
técnica € capaz de medir a elasticidade de sistemas ainda mais sensiveis, como células
(Horber et al., 1995). At¢ o momento ndo hd nenhum trabalho na literatura no qual a
elasticidade de ovos de mosquito tenha sido estudada. A determinagdo precisa das
propriedades do ovo durante a embriogénese € importante para as pesquisas basicas e
profilaticas. Este trabalho estd sendo realizado em colaboragdo com o grupo da professora

Denise Valle — Departamento de Entomologia — Fiocruz — Rio de Janeiro — Brasil.
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1.5.2 — Pili annulati

Pili annulati (PA) foi descrita, pela primeira vez, por Landois, em 1866 (Landois,
1866). PA ¢ uma anomalia humana rara, caracterizada por fios de cabelo “zebrados”, com
bandas claras e escuras alternadas, que conferem ao cabelo um aspecto brilhante, bastante

semelhante a pélo de gatos (Streck et al., 2007). Esse aspecto pode ser visto em detalhe na

Figura 14.

Figura 14: Fotografia da parte de trds da cabe¢a de uma mulher loira de 29 anos que
apresenta pili annulati.

PA ¢ definido como uma anomalia hereditaria autossOmica, apesar de casos
esporadicos ja terem sido descritos (Dawber, 1997; Musso, 1970; Giehl et al., 2004). Os
mecanismos moleculares desta anomalia ainda ndo estdo esclarecidos, mas acredita-se que PA
seria causado por formacdo defeituosa de matriz (Musso, 1970), ja& que estudos recentes
apontam que PA ndo deve ser causada por um defeito na citoqueratina (Giehl et al.,2005).
Nao hé nenhum consenso sobre a origem das bandas claras, sendo que alguns autores
propdem que as bandas claras sdo originadas em decorréncia de espagos preenchidos por ar

(Giehl et al.,2005), enquanto outros atribuem essa diferenca ao material protéico.



30

Apesar das diferencas facilmente visualizadas por microscopia optica (Figura 15),
nenhuma diferenca morfologica pdde ser observada nas imagens obtidas por microscopia
eletronica e por AFM (dados ndo mostrados).

Diante da auséncia na literatura cientifica de pesquisas referentes as propriedades
mecano-elasticas de amostras de cabelo PA e visando apresentar algum suporte experimental

para os modelos explicativos da doenga, decidimos medir a elasticidade das bandas claras e

escuras de pelos dessa natureza, utilizando a técnica AFM

Figura 15: Aparéncia Clinica do fio de cabelo de uma mulher loira com 29 anos que
apresenta PA desde a infincia. Microscopia de luz polarizada a esquerda (x5 e x10 no
detalhe) e microscopia de luz refletida a direita (x10) mostrando as partes escuras ao longo do
fio de cabelo e uma paciente de PA.
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- OBJETIVOS
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Objetivo Geral:

Medidas de elasticidade de sistemas biologicos podem ajudar na compreensdao de
diversos fendmenos bioldgicos, desde uma simples caracterizagdo a compreensao de
processos bioquimicos.

Pretendemos acompanhar a mudanca na elasticidade em ovos de A. aegypti ao longo
de sua embriogénese pela técnica de Microscopia de Forga Atdomica. Comparar essa mudanca
com outros fendmenos que ocorrem no mesmo periodo pode ajudar na compreensdo da
resisténcia desses ovos. Para isso, determinaremos as condi¢des nas quais ovos de 4. aegypti
podem ser estudados por AFM, e os modelos fisicos e as condigdes experimentais a serem
utilizadas para o estudo de elasticidade. Em seguida, precisaremos quando se dao as
mudangas de coloracdo, permeabilidade e volume. Assim, seremos capazes de definir quando
e quanto a elasticidade de ovos de 4. aegypti muda ao longo de sua embriogénese,
comparando-as com outros processos que possam estar acoplados.

Determinar a elasticidade das bandas claras e escuras existentes em fios de cabelo
humano de portadores da anomalia pili annulati e compara-las com a elasticidade de fios de
cabelo normais. Como ainda ndo se sabe qual diferenca, além da coloragdo, as bandas claras e
escuras apresentam, as medidas de elasticidade feitas nessas duas partes poderdo servir de

teste para hipoteses existentes na literatura.
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Objetivos Especificos:

* Definicao dos protocolos de preparagao da amostra, bem como do ambiente no qual elas
serdo analisadas.

* Determinagdo dos tipos de cantiléver mais adequados ao estudo.

* Determinacao de diversas condi¢des experimentais, como velocidade de aproximagao do
cantiléver, sistemas de amortecimento, ambiente experimental, temperatura, etc.

* Escolha de superficies controle e de modelos fisicos apropriados para o estudo de
elasticidade nos sistemas bioldgicos.

* Desenvolvimento de programas computacionais que possibilitem analise automatizada das
curvas de forca para a obtencao dos parametros desejados e sua documentacgao.

* Definicdo dos parametros que serdo utilizados durante a andlise dos dados, como a
quantidade de deformagdo do cantiléver usada nos ajustes do modelo de Hertz e da inclina¢ao
final.

* Medida quantitativa da elasticidade do endocdrion.

* Verificagdo de diferengas nos valores de elasticidade de ovos de A. aegypti em diferentes
momentos apos a oviposicao.

* Determinar a variacdo dos valores do Modulo de Young e de Constante Elastica dos ovos
recém postos de A. aegypti ao longo da embriogénese, caracterizando o periodo exato, no qual
ocorrem as mudangas nos valores de elasticidade.

*  Verificar se ha relacdao entre o endurecimento observado e o influxo de d4gua que ocorre
nas primeiras horas do desenvolvimento, comparando com a variacdo de volume.

* Comparar a mudanca de elasticidade dos ovos com o escurecimento.

* Comparar a mudanca de elasticidade dos ovos com a mudanga de permeabilidade.
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e Utilizar drogas que interfiram no escurecimento, como a Benserazida, e verificar seu
efeito no enrijecimento dos ovos.

* Estudar ovos ndo fertilizados, ja que o escurecimento desses ndo necessita do embrido
viavel (Rezende, G. comunicacao pessoal).

* Realizar medidas de elasticidade em outros sistemas biologicos, nesse caso, em fios de
cabelo de uma pessoa acometida de pili annulati para caracterizagdo da elasticidade de suas

bandas claras e escuras.
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3.1 — Microscépio de For¢ca Atomica

O microscopio de forca atdmica (AFM) utilizado neste trabalho ¢ o modelo MFP-3D
fabricado pela empresa Asylum Research, Santa Barbara — Californea — USA. Em todos os
experimentos para obtencao das curvas de for¢ga o AFM foi utilizado em modo contato. As
ponteiras utilizadas para as curvas de for¢a sdo tetraédricas, feitas de silicio (AC160TS da
Olympus) e com constante de mola, determinada pelo método de ruido térmico (Lévy &
Maaloum, 2002 e Burnham et al., 2003), geralmente entre 40 ¢ 60 N/m e raio de curvatura do
indentador menor do que 10 nm. As ponteiras utilizadas para a obtencdo de imagens sdo
tetraédricas, feitos de nitrito de silicio (NP-S da Veeco — Digital Instruments Inc.) e constante
de mola de 0,12 N/m (determinada pelo método de ruido térmico). Os experimentos foram
realizados a temperatura ambiente. As medidas foram feitas em 4gua miliQ no caso dos ovos
de Aedes aegypti e no ar no caso dos fios de cabelo de paciente de pili annulati. Uma lamina
de vidro foi utilizada como superficie rigida para calibrar a sensibilidade do foto-detector.

Esse modelo de AFM permite o desempenho de ciclos do tipo “approach-retraction”,
nos quais a forg¢a de contato maxima, o tempo de interac@o e as velocidades de aproximacao-
afastamento podem ser controlados independentemente. As curvas de for¢ga foram adquiridas
a 5,5 pm/s; com no maximo 300 nm de deslocamento do cantiléver, e o tempo de interacao
(intervalo entre o fim da aproximagdo do piezo e o inicio da retracdo) selecionado foi zero. As

medidas foram realizadas com 0 AFM como em Hofmann, et al., 1997.
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3.2 — Teoria utilizada nos calculos para obtencao do Modulo de Young

O modelo visco-elastico em paralelo apresentado na Figura 16 representa uma boa
aproximacao para amostras biologicas, que tém um componente eldstico, que armazena
energia, € um componente viscoso, que dissipa energia. Neste modelo, cada componente
responde de forma “independente” e simultdnea as pressdes aplicadas. Cada elemento
suportara uma parcela da pressao aplicada, sendo a deformagao total a mesma para os dois
elementos, em cada instante. As contribuigdes dos componentes viscosos sdo pequenas na

escala de tempo em que uma curva de forca ¢ obtida com o AFM (A-Hassan et al., 1998).

E
vy | (£)

Figura 16: Modelo visco-elastico em paralelo, onde v € a viscosidade e E ¢ a elasticidade.

Dentre as muitas técnicas que podem ser utilizadas para a determinagdo de
propriedades mecanicas de amostras biologicas (Vinckier & Semenza, 1998), a técnica de
Microscopia de Forca Atdmica foi escolhida nesse trabalho para a determinagdo das
propriedades elésticas de interesse: Modulo de Young e Constante Eldstica. Isto foi feito com
base na teoria geral esbocada anteriormente. Entretanto, como as amostras bioldgicas tém

geometria significamente mais complexa que o cilindro esbogado na introducdo deste
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trabalho, utilizamos modelos mais complexos para obter os valores de Modulo de Young em
amostras biologicas. Uma forma relativamente simples de realizar essa medida ¢ através da
indentagdo da amostra (Figura 17), que € a mossa produzida pela aplicacdo de uma forga em
uma superficie.

' I 3=(0z-Ad)
1 Ad

-Indentaca )

piezo
piezo

Figura 17: O deslocamento do piezo (z), assim como o deslocamento do cantiléver,
aumentam no mesmo sentido em que a indentacdo diminui. Por isso, o valor da indentagdo
deve ter o0 mesmo modulo que a soma entre a variacdo de z e de d, mas sinal contrario:

(equacao [4]).

O valor do Modulo de Young podera ser obtido a partir da medida da forca aplicada na
amostra, e da indentacio que sera causada por ela. E claro que essa elasticidade sera diferente
para indentadores de diferentes formas. Hertz descreveu modelos simples para se calcular a
indentacdo causada por indentadores esféricos e paraboloides, por exemplo. A teoria de Hertz
(Timoshenko & Goodier, 1970; Vinckier & Semenza, 1998; Radmacher, 2002) descreve a
deformacao, 7, de uma esfera elastica sob uma forca externa, F, contra uma amostra lisa e

rigida, (Heuberger et al., 1996),da seguinte forma:

-V P
16E* R
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onde R ¢ o raio da curvatura da esfera e E;;, € V;;, sdo, respectivamente, o Modulo de Young e
a relagdo de Poisson do indentador. A relagdo de Poisson ¢ definida como a razdo entre a
deformacao relativa transversal (ortogonal) e a deformacao relativa no sentido de elongacao, e
traz informagdo sobre a compressibilidade do material, sendo util para determinar quanto o
material se estende ortogonalmente ao sentido da forga aplicada. O valor de v estd sempre
entre -1 e '2, sendo que materiais com valores negativos sdo raramente encontrados
(Timoshenko & Goodier, 1970; Weisenhorn et al., 1993; Heuberger et al., 1996).

Embora os experimentos sejam realizados em uma escala microscopica, a teoria
classica ainda pode ser usada porque a ponta indenta 100 ou mais atomos da superficie. As
ponteiras de AFM podem ter diferentes geometria, sendo as conicas, parabolicas e esféricas as
mais comuns. Dependendo da forma do indentador, utiliza-se uma equagao especifica para o
calculo da elasticidade, pois a superficie que esta em contato com a amostra ¢ extremamente
relevante nesse calculo. No caso dos indentadores piramidais utilizados nesse trabalho, a
melhor aproximagdao para a indentacdo ¢ a do tipo conica, que ¢ bastante satisfatoria
(Radmacher, 2002). As modificagdes feitas por Sneddon a teoria de Hertz, equagao [1], nos
fornece o modelo apropriado para obter os valores de elasticidade com os indentadores
piramidais utilizados nesse estudo (Vinckier & Semenza, 1998; Radmacher, 2002 e
Radmacher 2007). Nesse modelo, os indentadores sdo considerados infinitamente rigidos e a
amostra deformavel e lisa (Weisenhorn et al., 1993; Heuberger ef al., 1996).

Para um indentador conico com angulo de abertura a, a forga total F,,. em fun¢do da
indentacdo (9) ¢ descrita por:

2
F'cone (5) =

E *
“" 5% 1g(a). [1]
onde E* ¢ 0 Modulo de Young relativo:

1 _l_l«lztip_'_l_/«[zsample
E° E, E

tip sample

, (Vinckier & Semenza, 1998).
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Se Esampie << Eyp, entdo 1/E : pode ser simplificado para:

1 l_lflzsample
= LT H e 2].

sample

Substituindo [2] em [1], obtém-se:

_2_E
cone ]T(l_vz)

07 .tan(a) [3].
onde Eqppie € 0 Modulo de Young do material estudado; € v = fsampic , € a razdo de Poisson da
amostra.

Neste modelo, a estrutura atdmica das amostras ndo ¢ considerada, e ¢ suposto que a
distribuicdo da matéria destas é homogenea, ou seja, continuamente distribuida por seu
volume. Nessa hipotese, considera-se a maior parte do volume estudado como isotropica, ou

seja, t€ém propriedades elasticas semelhantes em todas as dire¢des (Timoshenko & Goodier,

1970).
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3.3 — Calculo da indentaciao da amostra
A indentacdo (0) ¢ dada pela diferenca entre o deslocamento do piezo (z-zp) € o
deslocamento do cantiléver (d-do):
0=(Az—-Ad) ou 0=(-z+z,)-(d-d,) ou
0=(z,-d)-(z-d,). [4].
A convencao dos sinais positivos € negativos utilizadas aqui esta ilustrada na Figura

18. Para isso, estamos utilizando como exemplo equipamentos nos quais o movimento

relativo entre a base e o cantiléver se dao por um piezo localizado abaixo da amostra (Figura

18).

Figura 18: O deslocamento do piezo (z), assim como o deslocamento do cantiléver,
aumentam no mesmo sentido em que a indentacdo diminui. Por isso, o valor da indentagcao
deve ter o mesmo modulo que a soma entre a variagao de z e de d, mas sinal contrério:

(equacao [4]).

O modelo mais simples que se pode utilizar para obter a indentacdo a partir das curvas
de forga é o modelo baseado no trabalho de Heinrich Herzt (Radmacher, 2002). O Modelo de
Hertz descreve a indentagdo elastica de uma amostra de extensdo infinita. Quando a area da
ponteira (a maior se¢do reta tem aproximadamente 300 um?®) é muito menor que a superficie

dos materiais estudados, essa ¢ uma boa aproximagdo. No caso de ovos de Aedes aegypti, essa
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area ¢ de aproximadamente 100.000 pum’. A equagdo para esses indentadores conicos ¢ a
equagao [3], descrita anteriormente.

Esta equagdo ¢ a modificagdo do modelo de Hertz pela mecanica de Sneddon (Rotsch
et al., 1999), onde E ¢ a elasticidade (Mddulo de Young) da amostra em N.m™; v é a razdo de
Poisson, que no caso de amostras incompressiveis, como células biologicas, pode-se utilizar o
valor 0,5 (Radmacher, 2002), e a ¢ o angulo de meia-abertura do cone (Domke & Radmacher,
1998).

Essa forca ¢ a mesma que atua no cantiléver. A lei de Hooke diz que uma forga
atuando sobre uma mola ¢ proporcional ao deslocamento a partir da posicao de equilibrio e
tem sentido oposto ao deslocamento:

= -k.Ax, no caso de uma for¢a atrativa. Na convencdo aqui utilizada uma forga
repulsiva € positiva, € uma atrativa ¢ negativa. No caso de uma amostra sendo comprimida

por uma mola, essa forga € repulsiva, logo positiva. Entao:

F =k Ax; ou: K..(d-dp) =F, onde k. € a constante de mola do cantiléver.
Substituindo:
Kc.(d-d,)=F, -2 tan(a).0”
° 0 cone 7T. (1 _ |/2) . .
Substituindo d pela equacao [4], obtém-se:
=> Kc.(d-d,) :2_ tan(@).[(z, -z)-(d-d,)]’ [5].
m(1-v?)

As curvas obtidas experimentalmente pelo AFM sdo inicialmente voltagem versus
deslocamento do piezo. Apds a calibragdo feita a partir da constante elastica do cantiléver,
obtemos uma curva de deslocamento do cantiléver (d) versus deslocamento do piezo (z).
Resolvendo a equagdo [5] para d em fungdo de z, encontramos o valor de £ que melhor se

ajusta a cada curva experimental. A resolugdo desta equagdo encontra-se no ANEXO III.
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3.4 — Calculo da Constante Eldstica da amostra

Em uma curva experimental tipica de amostras macias (Figura 19), podemos observar
3 momentos distintos durante a aquisicao da curva. Comegando da direita para a esquerda da
curva vermelha, primeiro o deslocamento do cantiléver mantém-se constante com a variagao
do deslocamento do piezo. Isso ocorre porque ainda nao ha contato. No momento do contato,
a ponteira piramidal comeca a penetrar na amostra. Se isso ndo ocorresse, o deslocamento do
cantiléver seria linear, ou caso a amostra nao sofresse nenhuma compressao, exatamente igual
ao deslocamento do piezo (como na curva em verde). Conforme a ponteira piramidal penetra
na amostra, a area de contato entre elas também varia. Por isso ocorre essa relagdo complexa
(equacao [3]), ndo linear nesse momento da curva. Observando essa parte da curva, vemos
claramente um comportamento paraboléide, justificado pela funcao quadratica na equagdo
[3]. Assim que a ponteira deforma o méximo que pode a superficie da amostra, cessa a
indentagdo, e agora a amostra ¢ comprimida como um todo. Deste modo, a relacdo entre os
deslocamentos do piezo e do cantiléver volta a ser linear, como pode ser observado da parte

azul em diante.
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Figura 19: Curva tipica de um material com Médulo de Young de 10° Pa (em vermelho). A
curva em verde representa um material que nao sofre indentagdo (observe as diferengas nas
escalas). A semi-reta azul € o fragmento utilizado para os calculos da constante de mola.
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No intervalo no qual a relagdo entre deslocamento do cantiléver e deslocamento do
piezo volta a ser constante, pode-se dizer que toda amostra estd sendo
comprimidahomogeneamente. Pode-se entdo imaginar que, uma vez cessada a indentagdo, ha

um sistema composto por duas molas (Figura 20), o cantiléver e a amostra.

cantiléver

amostra

Figura 20: Esquema representando um modelo de duas molas em série.

Quando uma forga ¢ aplicada em um sistema de duas molas em série, o seu valor ¢ o
mesmo em qualquer ponto ao longo do sistema. Se as molas possuirem diferentes constantes
de mola, os comprimentos de seus encurtamentos ou elongamentos, que dependem do sentido
da forga, serao diferentes.

O deslocamento do cantiléver medido no AFM (d.) pode ser utilizado para calcular a
forca resultante F que atua no sistema, ja que se sabe o valor da constante de mola dos
cantiléveres (k).

F=k_d

C C
A for¢ca F ¢ a mesma que atua na amostra abaixo do cantiléver, que pode ser obtida
pela relagdo:

F=k, .d

am " am

onde K,, € a constante elastica da mola equivalente da amostra, e d,, € 0

deslocamento da amostra, ou sua indentagao. Como as duas forgas sdo iguais, tem-se que:
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F=k_d =k_.(d -d , Kk o=—efe o %
c' e am(p c) am dp-dc dp

-1
dC

Onde d, ¢ o deslocamento do piezo. Como a inclinac¢do da reta no grafico da Figura 20

C

A d N
¢ exatamente Ey = p, =b, tem-se o kyy, em fungdo apenas de k. e da inclinagdo da reta, b.
p
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3.5 — Analise das curvas de for¢a

Os resultados que caracterizam a elasticidade sdo retirados da analise da curvatura
inicial e da inclinagdo final das curvas de aproximacao, utilizando a teoria de Hertz para o
calculo quantitativo do Modulo de Young (Rotsch et al., 1999; Radmacher, 2002) e o modelo
de molas em série para o célculo da Constante Elastica. Todos os dados foram analisados no
programa desenvolvido por mim e pelo meu orientador utilizando o pacote Igor Pro® da
Wavemetrics, Inc. e estd completamente descrito e comentado no ANEXO 1. Os valores do
Modulo de Young e da Constante Elastica em todas as curvas de for¢a foram obtidos, a partir
do ajuste dos modelos explicados nas se¢des 3.2 e 3.4, por esse programa.

A andlise das curvas para obtencdo do Modulo de Young foi, sempre que possivel,
feita com os cursores do programa de analise posicionados entre o ponto de contato,
determinado visualmente, € o ponto correspondente a uma deflexdo do cantiléver igual a 50
nm acima deste ponto de contato. Isso foi feito para que em todas as anélises a for¢a que
atuava na amostra fosse sempre a mesma. Nesse intervalo o modelo de Hertz modificado pela
mecanica de Sneddon era ajustado. Pelo mesmo motivo, as andlises para a determinag¢do dos
valores de Constante Elastica foram feitas, sempre que possivel, com os cursores do
programa de analise posicionados nos pontos correspondentes a 100 e 150 nm de deflexdo do

cantiléver, contatos a partir do ponto de contato.
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3.6 — Postura dos ovos de Aedes aegypti

A postura dos ovos de Aedes aegypti foi induzida como em Martins Jr, A.(2002). As
fémeas de 4. aegypti foram alimentadas com sangue trés dias antes da postura for¢cada, que
consistiu em estressa-las com frio ou altas concentragdes de CO, até adormecerem, sendo
entdo transferidas para uma placa de petri forrada com papel filtro ou papel celofane. Assim
que as fémeas acordam, um pouco de agua destilada (entre 0,6 ¢ 1,2 mL) ¢ adicionada sob o
papel, tornando o ambiente umido, estimulando as fémeas a pdr ovos. O intervalo de tempo
utilizado para a postura é de 10 a 15 minutos a 25 °C.

Para os experimentos com ovos ndo fertilizados, foi necessario garantir que as fémeas
ndo tivessem nenhum contato com os machos, pois um Unico acasalamento permite que a
fémea fertilize todos os ovos que venha a por. Ainda na fase de pupas, os mosquitos eram
separados, e colocados em recipientes individuais. Uma vez que os mosquitos adultos ja
tivessem eclodido, o Gustavo L. Rezende (Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes
Vetores, IOC - FIOCRUZ) verificava visualmente quais eram fémeas e as separava. Esse
processo era checado trés vezes, para garantir que ndo haveria nenhum macho no grupo. A

postura dos ovos foi induzida da mesma forma que para fémeas normais, que acasalaram.
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3.7 — Remocao do exocorion dos ovos de Aedes aegypti

A remogao do exocorion nos ovos se deu através de uma lavagem durante 2 min em
hipoclorito de s6dio 30%, seguida de abundante lavagem com 4gua milliQ ou PBS (NaCl 140
mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 8,0 mM, KH,PO4 1,5 mM, - pH 7,4), dependendo do
experimento. E necessario esperar pelo menos 30 minutos apos o fim da postura antes de
tratar os ovos com hipoclorito de s6dio 30%. Apenas esperando-se este tempo os embrides
permanecem viaveis apds o tratamento (Mazur, P. e Valle, D., comunicacao pessoal).

A remog¢ao do exocorion foi confirmada (Figura 21) por microscopia eletronica de
varredura (MEV) feita por Bruno S. Vale (Laboratério de Patologia, IOC — FIOCRUZ) e
Gustavo L. Rezende (Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, 10C -

FIOCRUZ).

EHT=20.87 KV W Mag= 202 X
100N |f— Detector= QBSD

EHT-20.07 KV WD- 10 mm " Mag= 209 X
100UN  fr— Photo No.-1729 Detector= QBSD

Figura 21: Microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrando ovos de 4. aegypti com o
exocorion (acima), e apos o tratamento para a remoc¢do deste (abaixo). Imagens produzidas
por Bruno S. Vale (Laboratorio de Patologia, IOC — FIOCRUZ) e Gustavo L. Rezende
(Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, [OC - FIOCRUZ).
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3.8 — Imobilizacdo das amostras para obtencao das curvas de forca no AFM

Sobre a lamina de vidro utilizada no experimento ¢ depositada uma fina fita dupla face
transparente. As amostras de ovos e de cabelos foram colocadas sempre sobre essas fitas
dupla face para garantir a imobilizagdo. No caso dos ovos de Aedes aegypit com menos de 18
horas, ¢ imprescindivel que a agua seja colocada sobre a amostra assim que o ovo for
depositado sobre a cola, do contrario, esse ovo ira murchar e podera morrer, ja que ainda esta
num intervalo de tempo onde a permeabilidade ¢ critica (Martins Jr, 2002). No caso de ovos
mais velhos, ndo ha necessidade de colocar a 4gua imediatamente, sobrando mais tempo para
que se posicionem mais ovos sobre a fita.

Nos experimentos com fios de cabelo da paciente com pili annulati e da pessoa

controle, ndo ha nenhuma preparacdo especial da amostra. Os fios sdo depositados

diretamente sobre a fita dupla face, e as curvas de forca sdo obtidas em ar.
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3.9 — Analise do escurecimento dos ovos de Aedes aegypti

Ovos postos sincronizadamente foram observados ao longo do tempo através de uma
lupa dotada de sistema digital de captura de imagens. A densitrometria dos ovos foi realizada
com o programa IMAGE J.

Nosso colaborador Gustavo L. Rezende foi o responsavel pela execucdo desses
experimentos de escurecimento no Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artrépodes

Vetores, IOC — FIOCRUZ.
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3.10 — Analise do inchamento dos ovos de Aedes aegypti
Ovos postos sincronizadamente foram observados ao longo do tempo através de uma
lupa dotada de sistema digital de captura de imagens. Os ovos foram depositados ao lado de
uma grade de microscopia eletronica, que serviu como escala interna de nossos experimentos.
A partir do contorno das imagens dos ovos era ajustada a elipse mais proxima de cada
ovo. O valor dos dois diametros obtidos foi utilizado para o calculo do volume do so6lido que
mais se aproxima aos ovos, um elipsoide. O volume do elipséide pode ser obtido a partir de

seus trés diametros:
4 ~ N N
Volume =§><77><a><b><c, onde a, b e ¢ sdo as trés dimensdes que definem o

elipsoide.

Como os ovos apresentam um diametro grande e dois pequenos, para efeito desses
calculos, utilizamos as dimensdes b € ¢ como idénticas.

Esse experimento também foi feito por nosso colaborador Gustavo L. Rezende, do

Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, [OC — FIOCRUZ.
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3.11 — Analise da mudanca de permeabilidade dos ovos de Aedes aegypti

Ovos postos sincronizadamente foram colocados em contato com ar durante 15
minutos em diferentes idades embrionarias. O percentual de ovos murchos, que desidrataram,
apos esse tratamento foi anotado. Em seguida, a resisténcia a digestdo por cloro também foi
avaliada nesses ovos.

Novamente, esses experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Controle de Artropodes Vetores, IOC — FIOCRUZ, por nossos colaboradores Gustavo L.

Rezende e Ademir de Jesus Martins Jr.
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3.12 —Tratamento de ovos de Aedes aegypti com Benserazida

A Benserazida ¢ extremamente foto-sensivel, além de letal para os embrides. Por esse
motivo, a solucdo de Benserazida 1 mM ¢ preparada imediatamente antes da postura dos
ovos, sempre na presenca de um anti-oxidante, no caso acido ascérbico ImM. Os ovos entram
em contato com a solu¢do de Benserazida j& durante a postura, e ficam em contato com a
mesma até o inicio do processo de remog¢ao do exocorion, que ocorre 30 minutos apos o fim
da postura.

Os embrides tratados com Benserazida ndo se desenvolvem completamente, morrendo

antes do fim das primeiras 18h.
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3.13 — Medidas nos fios de cabelo

Nos experimentos com fios de cabelo da paciente com pili annulati e da pessoa
controle, ndo ha nenhuma preparagdo especial da amostra. Os fios sdo removidos diretamente
da cabega da pessoa, controle e doente, e depositados diretamente sobre a fita dupla face, para
a obtencao das curvas realizadas em ar.

Os fios de cabelo controle foram gentilmente cedidos pelo Gustavo Miranda Rocha,
aluno de Doutorado do nosso laboratorio. Os fios de cabelo da paciente com pili annulati
foram cedidos pela propria paciente e co-autora desse trabalho, Ana Paula Streck, da Pos-

graduacao em Dermatologia Clinica da UERJ.
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IV - RESULTADOS




56

4.1 — Condigoes para aquisicao de imagens e curvas de forca

A visualizagdo dos ovos de 4. aegypti e a aquisi¢ao de curvas de forca somente foram
possiveis apOs a remoc¢ao do exocorion e escolha do meio liquido para a realizacdo dos
experimentos. Isso permitiu a visualizagdo direta do endocérion (Figura 22), e todo o estudo
de espectroscopia de forga. A confirmagao da remog¢do do exocédrion também foi verificada

por microscopia eletronica de varredura (Figura 21).

0.4 0.4
0.3 0.3 1
@m) 027 pm) 0-2
0.1 0.1
0.0 T T T T T T 0.0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 7
distancia (um) distancia (um)

Figura 22: Imagens de varredura feitas em ovos de Aedes aegypti sem exocdrion e imersos
em agua milliQ através do AFM operando em modo contato. As setas indicam o sentido da
varredura. As barras de escala das imagens de AFM sdo de 2um (esquerda) e 2pum (direita).
Os graficos inferiores mostram o detalhe da topografia das linhas em vermelho, revelando a
superficie ondulada dos ovos sem exocdrion.

Ao estudar ovos sem o exocorion, pudemos constatar que o endocérion apresenta uma
superficie bastante ondulada, com diferencas de altura de cerca de 0,5 micrometros (Figura
22).

Para aquisicao das curvas de for¢a em diferentes pontos de um mesmo ovo, ou em

diferentes ovos, € preciso mover a base que suporta a amostra. O mesmo ocorre quando ¢



57

preciso alternar entre diferentes ovos. Nossas observagdes mostraram que a mudanga de
posi¢do da base nao afeta o coeficiente angular das curvas experimentais, permitindo que os

parametros de elasticidade medidos possam ser comparados.
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4.2 — Escolha dos cantiléveres

Um cantiléver de 0,12 N/m foi apropriado para a obtencdo das imagens. Entretanto,
ndo foi capaz de detectar diferengas de elasticidade entre os ovos de diferentes idades
embrionarias, € nem entre ovos € uma superficie muito rigida, nesse caso o vidro. Através de
simulagdes computacionais, foi possivel concluir que esses cantiléveres eram capazes de
medir com precisio Moédulos de Young numa faixa entre 10° ¢ 10’ Pa (Tabela 1).
Posteriormente confirmamos que os Modulos de Young para ovos de Aedes aegypti nao
poderiam ser medidos apenas com esse intervalo. Prosseguindo com as simulagdes,
verificamos que um cantiléver 500 vezes mais rigido, de 60 N/m, seria eficaz para medir com
precisio Modulos de Young no intervalo entre 10° a 10'° Pa. Como ainda n3o se sabia a faixa
na qual os valores de Mddulos de Young para ovos de 4. aegypti se encontravam, 0S OvVOS
foram investigados com estes cantiléveres. Verificamos entdo que esses cantiléveres mais
rigidos mostravam-se eficientes em detectar diferencas entre ovos com mais de 3 meses e
vidro, e posteriormente verificamos que as diferencas de rigidez de um ovo ao longo do seu

desenvolvimento estavam contidas neste mesmo intervalo.



59

0,06 N/m [ 7x10° ; 2x10° ] Pa

0,50 N/m [3x10° ; 1x10” ] Pa

6,00 N/m [ 5x10*; 8x10” ] Pa

60,00 N/m [ 5x10°; 9x10'° | Pa

100,00 N/m [ 7x10”; 2x10"" | Pa

Tabela 1 — Resultado de simulacdo computacional que indica os valores de constantes de
mola nominais (valores a esquerda) adequadas para estudar diferentes faixas de Modulo de
Young (valores a direita).
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4.3 — Premissas a comparacio das curvas de forca

Todos os experimentos descritos até a sec¢do 4.5 foram realizados com ovos de pelo
menos um més de idade, ou seja, algumas semanas apds a postura.

Pudemos observar que medidas realizadas em diferentes posi¢does do ovo (Figura 23)
apresentam diferencas significativas nos valores de elasticidade. Medidas realizadas em
regides mais ao centro (em vermelho) ou mais laterais (em azul) apresentam diferencas

perceptiveis visualmente tanto na curvatura inicial, quanto na inclinagao final (Figura 24).

W= 10 mn
Photo No.=1731

Figura 23: Microscopia Eletronica de Varredura (esquerda) cedidas por Bruno S. Vale
(Laboratorio de Patologia, IOC — FIOCRUZ) e Gustavo L. Rezende (Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, IOC - FIOCRUZ) de um ovo de Aedes aegypti
sem exocorion. Na imagem esta representado o que foi definido como regido central (em
vermelho) e lateral (em azul) dos ovos. A imagem da direita, obtida por AFM, mostra uma
pequena regido de varredura, na qual os experimentos passaram a ser realizados, a barra tem 1
um. A barra da MEV tem 30 um. Nao foi possivel detectar nenhuma estrutura no canto
superior direito da imagem de AFM por causa da area de trabalho do piezo Z. Devido a
grande curvatura da amostra, ndo ¢ possivel detectar todas as regides em uma mesma
varredura.

Os valores ajustados para obter o Modulo de Young e a Constante Eldstica retornam
valores bastante diferentes para essas curvas realizadas em pontos distantes em um mesmo

ovo (Figura 24). Portanto, a partir desses dados, apenas as medidas da regido central dos ovos

foram analisadas.
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—— posigéao lateral
- — superficie rigida
—— posigdo central

Delocamento do Piezo (nm)

Figura 24: Diferencas entre medidas realizadas no centro dos ovos (curva cheia em
vermelho) e em regides mais laterais (curva em azul). As curvas em azul representam as areas
marcadas em azul na Figura 23, e a curva cheia em vermelho a drea em vermelho na Figura

23. A curva tracejada € a superficie rigida de referéncia, o vidro.

Das medidas realizadas ao longo da regido central dos ovos, verificamos que as

variagoes dentro de uma area de varredura (o quadrado de 10 pm x 10 pm ampliado na Figura

23, por exemplo) ndo eram significativas (Figura 25).
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Figura 25: Diferencas entre as medidas realizadas mais ao centro (posicao I) ou mais no
canto (posi¢do II) de uma mesma regido de varredura no centro dos ovos (quadrado vermelho
da Figura 23) sdo despreziveis, ndo interferindo nos resultados. A curva tracejada novamente

representa a superficie rigida.
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Em seguida, investigamos se seria possivel comparar os valores de elasticidade
obtidos em ovos de diferentes tamanhos, ja que o tamanho desses ovos pode variar em até 3
vezes. Para possibilitar a comparacdo de dois ovos diferentes o cantiléver foi sempre
posicionado na regido central dos ovos. Assim, pudemos verificar que ovos de diferentes
tamanhos ndo mostram diferencas criticas, como ilustrado por duas curvas experimentais
realizadas em 2 ovos diferentes na Figura 26, e pelas inimeras comparacdes feitas apos a

analise dos pardmetros em ovos com tamanhos variados (Figura 27 e Figura 28).
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Figura 26: Diferencas entre as medidas realizadas em um ovo grande (linha cheia em azul) e
um ovo menor (linha cheia em vermelho) ndo sdo criticas para a andlise da elasticidade. As
medidas no vidro feitas antes (linha tracejada em vermelho) e depois (linha tracejada em azul)
das medidas realizadas nos dois ovos mostram que o laser se manteve bem estavel.
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4.4 — Valores da Constante Elastica (K) e do Modulo de Young para ovos de Aedes aegypti
com no minimo 3 horas de idade

Medindo a elasticidade de os ovos trés horas apds a postura, ja escuros, verifica-se que
nao ha diferencas nos valores obtidos para o Modulo de Young e para Constante Elastica
desses ovos e de ovos com 3 meses (Figura 27 e Figura 28). Nestes experimentos, feitos em
dias distintos, diferentes ovos foram analisados. A distribui¢do dos valores obtidos esta
representada nas Figura 27 e Figura 28, sendo que no quadro a direita destas figuras, ¢
mostrado o grafico com o intervalo de confianca que admite um erro de até¢ 5% (ICose,). O
valor da mediana (5,4x10® Pa e 48,5 N/m), indica o valor central em torno do qual os outros

valores medidos oscilam, diminuindo a contribui¢ao de valores muito altos ou muito baixos.

1 Owvos com 3 meses
B2 Ovos com pouco mais de 3 horas

Ovos Velhos | 8

i Mediana = 5,4x10

' 1.0x1010

5 1.0x10104 ICys0, = [6,1x108; 7,8x107)
zZ ~1 =l

=2 09, £

= 1.0x10°° £
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Figura 27: Box plot com os valores do Modulo de Young para ovos velhos. No grafico a
esquerda observamos que a distribuicdo dos valores medidos para ovos diferentes ndo varia
muito. A direita estd representada a distribui¢do de todos os valores medidos e o intervalo de
confianca (ICose;) [6,1x10%; 7,8x10°] N/m? para esses ovos.

Independentemente do modelo ajustado, Hertz (Figura 27) ou molas em série (Figura

28), os valores obtidos como resultado da andlise das curvas feitas em diferentes ovos

apresenta um desvio padrdo bem pequeno.
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Figura 28: Box plot com os valores de Constante Elastica para ovos velhos. No grafico a
esquerda observamos que a distribuicdo dos valores medidos para ovos diferentes,
analogamente ao observado para o Mddulo de Young, ndo varia muito. A direita estd
representada a distribuicdo de todos os valores medidos e o respectivo intervalo de confianga
(ICos0;) [47,6; 52,6] N/m para esses ovos.
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4.5 — Enrijecimento dos ovos de Aedes aegypti

O proximo experimento (Figura 29) visava comprovar se 0s 0v0os eram mais macios
no momento da postura. Em todos os experimentos as posturas levavam em média 15 minutos
€ 0s 0VOs sO resistem ao tratamento com cloro para a remocao do exocdrion se forem tratados
30 minutos ap6s o fim da postura. Portanto, levando em conta ainda o tempo de preparagdo
para o AFM, as primeiras curvas de forca foram obtidas sempre com ovos que foram postos

entre 40 e 55 minutos antes da primeira medida.
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Figura 29: O endurecimento de um ovo de Aedes aegypti sem exocorion recém posto pode
ser observado na curva da direita, na qual a partir da postura (tempo = 0) os valores aumentam
até ficarem proximos aos valores dos pontos a esquerda, que foram obtidos em ovos com 3
meses. Entretanto, essa mudanga parece ser maior no inicio, entre 60 ¢ 120 minutos, tempo no
qual os ovos ainda estdo escurecendo. Os pontos em azul correspondem ao eixo da direita,
que contém os valores de Constante Eldastica obtidos. Os pontos em vermelho correspondem
ao eixo da esquerda, que contém os valores de Modulo de Young.

A Figura 29 ilustra o resultado da analise de um experimento no qual foram obtidas
curvas de forca numa mesma regido no centro de ovos com 3 meses (pontos a esquerda)

algumas horas antes dessas mesmas medidas serem realizadas em um ovo recém posto

(pontos a partir do minuto 60). Os pontos a direita sdo desse segundo ovo, e mostram que 0s
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valores medidos também numa mesma regiao no centro do ovo no inicio deste experimento
tinham valores tanto de Constante Elastica quanto de Modulo de Young bem menores que 0s
observados no ovo com 3 meses. Com o passar dos minutos, observou-se que ambos os
valores dos ovos recém postos foram sofrendo acréscimos, até que, aproximadamente 3 horas
apés a postura (tempo no qual todos os ovos postos ja haviam ficado escuros), foram
atingidos valores tanto de Constante Elastica quanto de Modulo de Young bastante parecidos
com os que tinham sido medidos no primeiro ovo de trés meses. E importante ressaltar que
ambas as curvas (azul e vermelha) apresentaram o mesmo comportamento ao longo do tempo.

A maior mudanca nos valores de elasticidade observados ocorreu entre 60 e 120
minutos, tanto para Constante Elastica quanto para Modulo de Young. O objetivo a partir
desse resultado foi aumentar a quantidade de curvas de for¢a medidas, principalmente nesse
intervalo, em outros ovos para uma analise mais precisa.

A mudanga dos valores de elasticidade de um ovo recém posto de Aedes aegypti €
melhor apresentada na Figura 30. Neste experimento, um pequeno pedago de vidro foi
colocado ao lado dos ovos. Primeiramente, foram realizadas medidas em ovos velhos (ovos
velhos sdo definidos aqui como ovos que ja atingiram o valor méximo de elasticidade, ou seja,
foram postos ha pelo menos 3 horas) enquanto as fémeas faziam a postura em outro local.
Depois, um ovo recém posto foi colocado ao lado do vidro e desse ovo velho ja analisado, no
mesmo porta amostra, € a mudanga em sua elasticidade foi acompanhada. Isso possibilitou
que fossem realizadas medidas se alternado entre esses dois tipos de ovos e o vidro. E
importante notar que os valores encontrados tanto para o Modulo de Young quanto para
Constante Elastica do vidro ndo sdo valores precisos. Isso porque esse cantiléver de 60 N/m
ndo tem precisio para identificar Modulos de Young acima de 10'° Pa. Assim, era de se
esperar que os valores encontrados para o vidro apresentassem uma discrepancia muito

grande entre si. Ap6s a colocagdo do ovo recém-posto no porta-amostra, foram coletadas
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curvas sobre o mesmo durante os primeiros 30 minutos. Em seguida a base foi movida para
que o cantiléver ficasse sobre o vidro, e algumas curvas de for¢a foram obtidas, antes de
voltarmos a fazer medidas sobre o ovo recém-posto. Apds cerca de 60 minutos de medidas, a
base foi movida para que o cantiléver ficasse sobre outro ovo. Esse outro ovo serviu para
fornecer algumas curvas caracteristicas de ovos velhos (pontos envoltos pela elipse na Figura
30), possibilitando uma comparacao direta entre as curvas medidas no ovo recém-posto em
estudo. Apos a analise, foi possivel confirmar que os valores obtidos para esse ovo velho eram
muito semelhantes aos valores obtidos em outros ovos velhos no momento da postura. Apos a
coleta de curvas no ovo velho, o cantiléver foi reposicionado acima do ovo recém-posto e,
mais algumas curvas foram coletadas. Observa-se mais uma vez que ao longo de todo o
experimento os valores de Constante Elastica e do Modulo de Young variaram de forma
semelhante. Novamente os valores obtidos para ovos recém-postos t€ém modulo muito menor
do que os obtidos para ovos mais velhos. Esses valores aumentam até chegar aos mesmos

patamares.
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Figura 30: Grafico tipico do enrijecimento, a partira da postura, de ovos de Aedes aegypti
recém postos sem exocorion. O grupo de pontos mais acima foi calculado a partir de curvas
obtidas em vidro, e os mais abaixo a partir de curvas obtidas em ovos de 4. aegypti. Os pontos
em azul correspondem ao eixo da direita, que contém os valores de Constante Elastica (K)
obtidos. Os pontos em vermelho correspondem ao eixo da esquerda, que contém os valores de
Modulo de Young. Os pontos obtidos entre 60 ¢ 115 minutos mostram que ha um aumento
progressivo tanto nos valores do Modulo de Young, quanto nos valores de K, que continuaram
a crescer até a terceira hora. Os pontos delineados pela elipse correspondem a curvas feitas
em um ovo diferente, com mais de 3 meses que foi depositado ao lado do ovo recém posto
nesse experimento
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4.6 — Resposta de ovos velhos a manipulacio

O endurecimento observado poderia ser fruto da manipulacao experimental. Poderia
ser, por exemplo, uma resposta do ovo ao estresse mecanico causado pelo cantiléver. Para
excluir essa hipotese, foi verificada a influéncia da realizagdo aproximadamente duzentas

medidas, realizadas ao longo de 3 horas em um ovo com 3 meses (Figura 31).
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Figura 31: Variacdo dos valores da Constante Elastica (K) e do Modulo de Young em ovos
de Aedes aegypti sem exocdrion com mais de 3 meses. Para verificar se ndo era a simples
manipulacdo dos ovos com o AFM a responsavel pelo enrijecimento que vinha sendo
observado, foram feitas varias medias ao longo de 3 horas em ovos com 3 meses. O tempo
Zero nesse experimento ndo representa o momento da postura, apenas representa o inicio das
medidas, uma vez que esses ovos foram postos mais de 3 meses antes. Nenhuma variagao
com o tempo e/ou quantidade de manipulagdo pode ser observada. Os pontos em azul
correspondem ao eixo da direita, que contém os valores de Constante Eldstica (K) obtidos. Os
pontos em vermelho correspondem ao eixo da esquerda, que contém os valores de Modulo de
Young.
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4.7 — Diferencas entre ovos recém postos e ovos velhos

Apesar de os valores de elasticidade obtidos para ovos recém-postos € ovos velhos
serem visualmente distintos, foi feita a andlise de variancia entre esses valores (Figura 32).
Um valor de p tdo pequeno significa que a probabilidade de que a diferenga observada entre
as duas amostras tenha ocorrido ao acaso ¢ muito pequena, menos de um em 10 mil (p <
0,0001). Esse resultado ¢ significativo, e indica que realmente ha diferenca entre as

elasticidades desses ovos.
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Figura 32: Andlise das diferencas nos valores do Mdodulo de Young e de Constante Elastica
(K) em ovos de 4. aegypti recém postos e com mais de 3 meses. Quando ovos recém postos
("1 e A) sao comparados com ovos velhos (O e +), as diferengas sao facilmente visualizadas,
tanto para os valores medidos para Modulo de Young, quanto para os valores de K. Em ambos
0s casos o p obtido ¢ <0,0001. Os pontos em vermelho correspondem ao eixo da esquerda,
que contém os valores de Modulo de Young. Os pontos em azul correspondem ao eixo da
direita, que contém os valores de Constante Elastica (K) obtidos. O Eixo inferior, em
amarelo, corresponde ao tempo durante o desenvolvimento dos ovos recém postos ([ e A). O
eixo superior, em verde, ¢ apenas uma escala arbitrdria que corresponde a cada medida
realizada em ovos velhos (O e +), ja que o tempo zero ndo ¢ o0 momento da postura, e esses
valores nao variam ao longo do tempo.
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4.8 — Escurecimento de ovos de Aedes aegypti

O escurecimento dos ovos de Aedes aegypti foi avaliado a partir de experimentos
realizados com ovos que tiveram posturas feitas sincronizadamente (Figura 33). Além do
escurecimento de ovos normais, também foi acompanhado o escurecimento de ovos nao
fertilizados e de ovos tratados com Benserazida (Figura 33 e Figura 34).

Nosso colaborador Gustavo L. Rezende, do Laboratorio de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores, IOC — FIOCRUZ, foi o responsavel pela execucdo e andlise dos
experimentos de escurecimento apresentados nas Figura 33 e Figura 34, apesar de termos

idealizado juntos esses experimentos.
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Figura 33: Escurecimento de ovos de A. aegypti normais e ovos nao fertilizados
acompanhado a partir da postura. O grafico a esquerda mostra que o escurecimento, que se da
de forma bastante semelhante para esses dois tipos de ovos, ocorre em aproximadamente 90
minutos. A direita, podemos ver quatro fotografias desses ovos em diferentes tempos apds a
postura: 7, 37, 55 e 90 minutos, conforme indicado em cada uma. Ovos com 37 minutos,
apesar de estarem ja mais inchados, ainda estdo completamente brancos, a medida que ovos
com 90 minutos, apesar de continuarem inchando, jd estio completamente escuros. As
elipses representadas nas imagens de 7 ¢ 90 minutos ilustram as areas que foram analisadas
para a realizacdo da densitrometria pelo programa IMAGE J. Esse experimento foi realizado
por nosso colaborador Gustavo L. Rezende, do Laboratério de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores, [OC — FIOCRUZ.

O escurecimento dos ovos se da de forma bastante similar entre ovos normais € ovos

nao tratados (Figura 33 e Figura 34). Apesar de os ovos incharem continuamente durantes os
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primeiros minutos, o escurecimento s6 comeca aproximadamente 37 minutos apds o final da
postura. Aproximadamente 90 minutos apds o fim da postura esse processo ja estd
completado (Figura 33). Entretanto, ovos tratados com Benserazida nao escurecem

normalmente (Figura 33 e Figura 34).
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Figura 34: Escurecimento de ovos de 4. aegypti Normais (Controle), Nao Fertilizados e
Tratados com Benserazida 1 mM, apds a remocdo do exocoérion. O comportamento do
escurecimento dos ovos Controle de dos Nao Fertilizados é bastante semelhante, sendo
finalizado aproximadamente 90 minutos apds o fim da postura. Os ovos tratados com
Benserazida ndo escurecem da mesma forma que os ovos nao tratados. Esse experimento foi
realizado por nosso colaborador Gustavo L. Rezende, do Laboratorio de Fisiologia e Controle
de Artrépodes Vetores, IOC — FIOCRUZ.
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4.9 — Mudanca de permeabilidade de ovos de Aedes aegypti

A mudanca na permeabilidade dos ovos foi avaliada indiretamente, a partir da
observacao do “murchamento” desses ovos (Figura 35). Ovos de Aedes aegypti sem
exocorion foram retirados do ambiente imido, no qual havia sido realizada a postura, e
colocados em contato com ar, durante 15 minutos, em diferentes tempos ao longo da
embriogénese. A mudanga na permeabilidade ocorre de forma abrupta, entre a 11* e a 13 hora
apos a postura (Figura 35 — A). Antes da 11? hora, todos os ovos colocados em contato com ar
murcharam, implicando na morte do embrido (Figura 35 — B). Apds a 13? hora, nenhum dos
os ovos colocados em contato com ar murchou (Figura 35 — C). Os ovos submetidos a esses
experimentos foram submetidos a digestao por cloro (Figura 35 — D e E). Apenas os ovos com
mais de 13 horas, que ndo murcharam no experimento anterior, resistem a digestdao por cloro
(Figura35-DeE).

Nossos colaboradores Gustavo L. Rezende ¢ Ademir de Jesus Martins Jr., ambos do
Laboratdrio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, IOC — FIOCRUZ, idealizaram
juntos esses experimentos de mudanca de permeabilidade que foram feitos e analisados pelo

proprio Gustavo.
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Figura 35: Ovos de Adedes aegypti expostos a ambientes secos durante 15 minutos em
diferentes etapas da embriogénese. A) Percentual de ovos intactos apds contato com ambiente
seco, a seta indica o final da embriogénese (61,5 horas apds a postura (Luana Cristina Farnesi
Ferreira do Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores, IOC — FIOCRUZ,
comunicag¢do pessoal). B) Ovos de até 11 horas apds 15 minutos em ambiente seco. C) Ovos
com mais de 13 horas apos 15 minutos em ambiente seco. A abrupta aquisicdo de
impermeabilidade entre 11 e 13 horas coincide com o surgimento da cuticula serosa, como
mostrado pela digestdo por cloro (D e E). Apenas ovos com mais de 13 horas resistem a
digestao por cloro (E).
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4.10 — Enrijecimento de ovos tratados com inibidor de escurecimento

Nessa etapa do trabalho, verificamos que os ovos tratados com Benserazida além de
ndo escurecerem normalmente (Figura 34), também nao enrijecem (Figura 36). Os valores
obtidos para o Modulo de Young nao variam ao longo do tempo. J& nos valores obtidos para a
Constante Elastica, pode-se observar um pequeno incremento ao longo do tempo. Entretanto,

essa variagao ¢ significativamente menor do que a observada em ovos ndo tratados (Figura

37).
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Figura 36: Experimento representativo do enrijecimento de ovos de Aedes aegypti recém-
postos tratados com Benserazida. Nenhum acréscimo ¢ observado nas medidas de Modulo de
Young ao longo do tempo. O incremento observado na Constante FElastica ¢
significativamente menor do que o observado em ovos nao tratados (p<0,0001).
O enrijecimento se da sobretudo entre os minutos 60 e 120 apos a postura para ovos

normais (Figura 30). Por isso, esse intervalo foi utilizado para comparacdo entre os valores

medidos para Modulo de Young e Constante Eldastica em ovos tratados e ndo tratados com
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Benserazida (Figura 37). O mesmo resultado foi obtido quando foi utilizado um intervalo
maior. Comparando-se as trés primeiras horas apos a postura, também se obtém um valor de

p<0,0001 para o teste t (Figura 37).
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Figura 37: Box plot com a distribui¢ao dos valores de Modulo de Young e Constante Elastica
obtidos para ovos tratados e ndo tratados com Benserazida. Visualmente percebe-se que
diferenca entre tratado e controle em ambos os modelos. Utilizando um teste t para diferenciar
controle e tratado, obtemos um valor de p menor que 0,0001. O mesmo resultado ¢ obtido
quando se analisa todo o experimento, ou apenas os primeiros 60 minutos, periodo no qual o
enrijecimento ¢ mais pronunciado.
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4.11 — Enrijecimento de ovos nao fecundados

Ao avaliar ovos ndo fertilizados, que escurecem normalmente (Figura 34), mas nao
possuem embrido, observamos que o enrijecimento ocorre normalmente, similarmente ao que
ocorre com Ovos hormais.
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Figura 38: Experimento representativo do enrijecimento de ovos nao fertilizados de Aedes
aegypti recém-postos. O tempo zero nesse grafico representa 45 minutos apds o final da
postura. Como observado nos ovos normais, ha um incremento em ambos, Modulo de Young
e Constante Elastica, principalmente durante os 60 primeiros minutos de medidas.
Aproximadamente 180 minutos apds o fim da postura, o enrijecimento esta completo e os
valores alcangados sdo da mesma magnitude que ovos normais velhos.
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4.12 — Variac¢ao do volume dos ovos durante o enrijecimento

O inchamento dos ovos de Aedes aegypti foi acompanhado a partir da variagdo da area
de seu contorno. Acompanhamos o inchamento de ovos normais, ovos nao fertilizados e ovos
tratados com Benserazida. Nao observamos nenhuma diferenca na variagao do volume desses
trés tipos de ovos durante as duas primeiras horas apds a postura, tempo no qual o efeito do
enrijecimento ¢ acentuado (Figura 29 e Figura 30). De um modo geral, a variagdo do volume
desses ovos ocorre de maneira semelhante, aumentando progressivamente ao longo das quatro
primeiras horas a uma taxa praticamente constante.

Esses experimentos também foram idealizados em conjunto com nosso colaborador
Gustavo L. Rezende, do Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, IOC —

FIOCRUZ, que realizou os experimentos, que foram analisados por mim.
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Figura 39: Inchamento dos ovos de Aedes aegypti ao longo das primeiras horas apos o fim da
postura. Trés tipos diferentes de ovos foram avaliados nesse experimento: ovos normais
(esquerda), ovos ndo fertilizados (centro) e ovos tratados com Benserazida (direita). A
alteracdo no volume desses ovos se da de maneira semelhante: crescem progressivamente ao
longo das primeiras 4 horas, a uma taxa praticamente constante. Nenhuma diferenga pode ser
observada durante as primeiras duas horas ap6s a postura, tempo no qual o efeito do
enrijecimento ¢ pronunciado. Nosso colaborador Gustavo L. Rezende, do Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores, IOC — FIOCRUZ, realizou esses experimentos
que foram analisados por mim.
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4.13 — Rigidez nas bandas de fios de cabelo de um humano com pili annulati
Os resultados deste experimento constam no artigo publicado por nosso grupo em

setembro de 2007 (ANEXO 1I).
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4.14 — Automacio da analise dos dados

Todas as andlises foram feitas com alto nivel de automatizacao pelo programa que
desenvolvemos especialmente para isso. Uma imagem da principal area de trabalho do
programa est4 representada na Figura 40. E possivel visualizar as varidveis mais importantes

que sao sempre mostradas nessa tela.
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Figura 40: Imagem da principal janela de trabalho do programa desenvolvido por nosso
grupo para obter os parametros de elasticidade das curvas de for¢a experimentais. A curva
inferior em vermelho ¢ uma curva experimental, a azul € o ajuste do modelo de Hertz entre os
cursores, € a superior em representa o residuo do ajuste. A curva em verde ¢ apenas uma reta
de 45° (que representa uma superficie com elasticidade infinita) que sempre passa pelo ponto
de contato da curva experimental. O restante sdo mostradores de variaveis ou botdes que
executam procedimentos, como descrito no ANEXO I.

Os botdes para salvar os pardmetros tanto da curva ajustada pelo modelo de Hertz,
quanto da curva ajustada pela reta, também estdo nessa janela. Esses valores salvos sdo

direcionados para uma tabela. Os valores salvos nas tabelas sdo: wave elasticidade;

wave_elasticidade erro; k ovo; wave_ponto_contato; wave_ponto_contato_erro;
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wave inclinacao final b; wave inclinacao final a. A origem e funcdo destas e de outras

variaveis, assim como os procedimentos que as contém estdo descritos no ANEXO 1.
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V - DISCUSSAO
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5.1 — Obtencao de Curvas de For¢ca com 0 AFM

A AFM ¢ ainda uma técnica em desenvolvimento, por isso os protocolos
experimentais merecem especial cuidado, para que os dados gerados e suas analises sejam
confidveis. A parte inicial desse trabalho foi toda desenvolvida com os ovos de Aedes aegypti,
sendo este o primeiro trabalho envolvendo medidas de propriedades elasticas realizado por
nosso grupo, e que serve como referéncia para os demais estudos realizados, ou em progresso,
em outros sistemas bioldgicos. A partir dos resultados obtidos nesse sistema, conseguimos
definir os protocolos basicos para aquisi¢ao de curvas de for¢a. O programa para analise das
curvas de forga desenvolvido nessa parte do trabalho pode ser eficientemente utilizado em
outros sistemas biolodgicos e inertes.

Determinamos que, para efeito de andlise, a linha de base das curvas de forca (parte na
qual ainda ndo ha contato entre amostra e a sonda) deve ser visualmente reta, caso contrario o
laser provavelmente estd mal ajustado ou ha alguma sujeira no cantiléver. Essa linha de base
devera possuir pelo menos 200 nm. Qualquer mudanca na intensidade do laser afeta a
inclinagdo das curvas de forca e, por esse motivo, as alteracdes nesse sinal devem ser
constantemente monitoradas.

A escolha do cantiléver para o estudo de elasticidade ¢ um ponto crucial. Diferencas
podem deixar de ser percebidas quando o cantiléver ndo ¢ escolhido de forma apropriada.
Cantiléveres muito macios, como um de 0,12 N/m, ndo s@o capazes de detectar valores exatos
de Médulo de Young maiores que 10’ Pa. Na verdade, esses cantiléveres medem com precisio
e exatiddo apenas Mddulos de Young contidos no intervalo 10° e 107 Pa, sendo que, quanto
mais proximo dos extremos desse intervalo, 10° ou 10’, menor a precisdo e exatiddo dos
valores medidos. Medidas realizadas em amostras que apresentem Modulos de Young fora

desse intervalo apresentardo um desvio padrdo muito grande, de modo semelhante aos valores
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obtidos para as medidas feitas no vidro na Figura 30, e, assim, uma andlise equivocada
poderia encontrar diferencas entre amostras de mesma elasticidade.

A constante elastica do cantiléver deve ser obtida por simulagdes baseadas no modelo
tedrico que se pretende usar para estudar a propriedade fisica (Tabela 1), e nos valores de

elasticidade de amostras semelhantes ja conhecidas, como as da Tabela 2.

Material Modulo de Young (Pa)
Cardidcitos 2-20 x 10°
Cartilagem 1,6—6x 10°
Fibroblastos 2-20 x 10°
Borracha 1 x10°
Coléageno 1 x10°
Tibia (osso da perna) 2,2 x 10"
Parede de Methanospirillum hungatei 3-4 x10"
Mica 2-8 x10"
Aco 2 x 10"

Tabela 2 — Exemplos do valor do Modulo de Young de algumas amostras bioldgicas e de
algumas superficies rigidas. Adaptado de Vinckier & Semenza, 1998 e J. L Alonso, W. H.
Goldman, Life Science 72 (2003) 2553-2560.
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5.2 — Premissas a obtenc¢ao de curvas de for¢ca em ovos de Aedes aegypti

Um dos grandes problemas em erradicar a dengue ¢ a resisténcia dos ovos de Aedes
aegypti. Mesmo que seja possivel matar todos os mosquitos em uma determinada area, ainda
sobram os ovos, que sdo capazes de eclodir até muitos meses apos a postura. A resisténcia
mecanica desses ovos pode ter um papel muito importante na sua longa sobrevivéncia. Desde
1988, ja ¢ sabido que a resisténcia desses ovos altera-se ao longo de sua embriogénese
(Mcgrane et al., 1988), porém nao havia nenhum trabalho que mostrasse quando e quanto essa
elasticidade mudava. Ha poucos anos, acreditava-se que o endurecimento, o escurecimento e a
impermeabilizagdo dos ovos de Aedes e Anopheles ocorriam ao mesmo tempo (Clements,
1992). Mais tarde, no entanto, foi demonstrado que a impermeabilizacao ocorre varias horas
ap6s o escurecimento (Martins Jr, 2002) para ovos de Anopheles. Entender o momento em
que ocorre a mudanga na elasticidade dos ovos pode fornecer uma ferramenta muito
importante para futuros trabalhos que visem testar substancias inibidoras ou bloqueadoras do
enrijecimento, por exemplo.

O exocdrion dos ovos revelou-se uma camada bastante macia e pegajosa. Quando se
tentou fazer espectroscopia de forca ou imagens dos ovos com exocodrion, os cantiléveres
ficavam sujos, mostrando grande adesdo nas curvas de forca e imagens completamente
borradas. Isso acontecia porque o exocdrion deixava residuos no cantiléver, o que era de se
esperar de uma estrutura macia e com o aspecto mostrado na Figura 11-b. Além de mudar a
massa do cantiléver, o que descalibra todo o experimento, aumentava em muito a area de
interagdo entre o cantiléver e a amostra. Durante a obten¢do das imagens o cantiléver
terminava por espalhar o exocdrion, sem conseguir revelar efetivamente a topografia da
amostra. Por essas razdes, a remoc¢ao do exocorion foi essencial para que as curvas de forga e

as imagens dos ovos pudessem ser adequadamente obtidas. Apos a remocdo do exocorion
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com hipoclorito de sédio foi testada a viabilidade dos embrides: o tratamento ndo impediu que
os embrides eclodissem normalmente dos ovos.

Tentou-se entdo observar os ovos velhos sem exocorion por AFM a seco. Devido a
camada de hidratagdo na superficie dos ovos, forcas de atragdo por capilaridade ocorriam
quando o cantiléver ficava suficientemente proximo dos ovos, o que dificultava tanto a
obtenc¢do de imagens quanto a espectroscopia de forca. No caso dos ovos recém postos, todos
os experimentos deveriam ser feitos em ambiente imido, caso contrario, 0s 0vos nao iriam se
desenvolver completamente (Clements, 1992 e Figura 35). Por esses motivos, todos os
experimentos realizados com ovos de 4. aegypti foram feitos em meio liquido, neste caso
apenas agua milliQ.

Os detalhes da topografia obtidos com AFM também poderiam ser obtidos por
microscopia eletronica de varredura, porém a facilidade de obter com grande exatidao os
valores desse relevo, sem necessidade de fixagdo, € muito maior com o AFM.

Passando a andlise das curvas de for¢a, pudemos concluir, a partir de nossas
observagdes, que mesmo mudangas na posicdo da base de até um centimetro nio afetam a
calibragcdo das curvas experimentais, permitindo que os parametros de elasticidade medidos
em regides distintas do porta-amostra possam ser comparados. Isso € importante, ja que
precisamos mover a base sempre que queremos mudar de um ovo em estudo para outro, ou
mesmo de um ovo para o vidro, ou ainda quando queremos mudar a posi¢do do cantiléver em
relacdo ao ovo para fazer medidas em diferentes partes do mesmo.

Para garantir a menor variagdo possivel durante a obtenc¢do das curvas de for¢a nos
diferentes experimentos e assegurar que as comparacdes feitas entre estes experimentos ¢é
valida, determinamos que as curvas devem ser sempre realizadas na regido central dos ovos,
evitando variacdes de mais do que 10 micrémetros. Essa regido central de ovos de diferentes

tamanhos pode ser comparada sem problemas.
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Como os ovos apresentam formato aproximadamente elipsoidal, ndo seria esperado
que as regides ao longo de uma mesma linha central do ovo, apresentassem diferengas nos
valores medidos. Se o ovo mostrado na Figura 23 fosse girado ao longo de seu maior eixo, no
sentido horario, de modo que sua area representada em azul ficasse no apice do ovo, e sua
regido representada em vermelho ficasse na regido diametralmente oposta a que estava a
regido azul anteriormente (Figura 41), a regido em vermelho apresentaria agora maior
elasticidade. Esse resultado ¢ esperado, pois apesar de se estar medindo uma mesma regiao ao
logo de uma “sec@o do ovo”, hd uma variagao no angulo de ataque do cantiléver. Esse angulo
¢ a inclinagdo com que o cantiléver se aproxima da amostra. Assim, mesmo que estejamos
medindo uma mesma regiao do ovo, variando o angulo de ataque deveremos obter valores de

elasticidade diferente.

EHT=20.07 kV WD= 18 mn
3opn  p—y Photo No.=1731 D

Figura 41: Representacdo da Figura 23 apds uma rotacdo ao longo de seu maior eixo, no
sentido horario, de modo que a area azul de interesse foi para o apice do ovo, e a regido em
vermelho para a regido diametralmente oposta a que estava a regido azul anteriormente. A
outra regido em azul que aparece na Figura 23 foi esmaecida aqui, pois ndo ¢ o foco nesse
momento.

As medidas realizadas com o AFM também ndo alteraram em nada a viabilidade
desses ovos, que eclodiam normalmente quando estimulados apos as medidas (Gustavo L.
Rezende, comunicacao pessoal). Todos os ovos submetidos a analise de elasticidade tiveram

sua viabilidade verificada: os ovos normais formavam embrides viaveis, enquanto 0os ovos nao

fertilizados e os tratados com benserazida nunca chegavam a formar um embrido viavel.
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Apo6s a definigdo dos modelos fisicos e de algumas simulagdes matematicas
computacionais, concluimos que os cantiléveres de 0,12 N/m utilizados eficientemente para
aquisicdo de imagens nao eram apropriados para detectar diferencas nem mesmo entre ovos
velhos e o vidro. Isto porque tanto os ovos de A. aegypti quanto o vidro podem ser
considerados superficies infinitamente rigidas para um cantiléver de 0,12 N/m que, por ser
muito macio, ndo € capaz de indentar nenhuma das duas amostras. Portanto, também nao
eram apropriados para medir possiveis diferencas entre ovos velhos. Com base nas simula¢des
computacionais que fizemos e, com os valores de elasticidade de ovos velhos e de ovos recém
postos, concluimos também que esses cantiléveres muito macios ndo teriam sido capazes de
detectar diferencas entre esses ovos (Figura 27 até Figura 32).

O préximo intervalo investigado foi entre 10° a 10" Pa, o qual, de acordo com os
resultados de nossa simulagdo computacional, seria satisfatoriamente abrangido por um
cantiléver de aproximadamente 60 N/m. Com cantiléveres de constante eladstica dessa
magnitude foi possivel verificar diferengas entre ovos velhos e o vidro (Figura 30), e
principalmente, entre ovos recém-postos e ovos velhos (Figura 32). Entretanto, ndo se pode
precisar com esse cantiléver o valor do Modulo de Young para o vidro, o que também ndo ¢
objetivado nesse estudo. A superficie de vidro serve apenas como uma superficie
infinitamente rigida para controle e calibragdo do cantiléver, o que ¢ uma aproximacao
razoavel, pois ndo se observa nenhuma indentagdo deste cantiléver no vidro. Com cantiléveres
de aproximadamente 60 N/m nao ¢ possivel fazer imagens dos ovos, pois como ele ¢ muito
rigido, ele acaba danificando a amostra quando ¢ arrastado por sua superficie.

Para garantir maior exatiddo dos valores que seriam medidos, nunca utilizamos o valor
informado pelo fabricante para a constante de mola dos cantiléveres, nesse caso 60 N/m. Isso
porque ha uma variagdo provavel entre diferentes cantiléveres e, por esse motivo, a constante

de mola deve ser determinada para cada cantiléver utilizado (Lévy & Maaloum, 2002 e
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Burnham et al., 2003). Em todos os experimentos que realizamos, determinamos a constante
de mola do cantiléver pelo método de ruido térmico. Todos os cantiléveres utilizados

possuiam constante elastica entre 40 e 60 N/m.
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5.3 — Cinética do enrijecimento de ovos de Aedes aegypti

Observando ovos trés horas apds a postura, ja escuros, verificando sua elasticidade e
buscando o momento do enrijecimento, ndo conseguimos encontrar diferengas significativas
nos valores de elasticidade obtidos. Ap6s muitas tentativas e varias mudancas de protocolos
para tentar detectar essa diferenca de rigidez esperada (Mcgrane ef al., 1988; Clements, 1992),
s0 conseguimos refor¢ar nossos resultados de que realmente nao ha diferengas entre os ovos
com trés horas e os ovos com algumas semanas (Figura 27, Figura 28 e Figura 31).

Os valores de elasticidade obtidos com ovos recém-postos a partir da terceira hora e
com ovos velhos ficam em um intervalo de confianga (IC95%) bem definido: [47,6; 52,6]
N/m para os valores de Constante Eldstica e [6,1x10%; 7,8x10°] N/m? para os valores de
Modulo de Young, confirmando a reprodutibilidade de nossos experimentos. As variagdes
encontradas para o Modulo de Young e para Constante Elastica nos experimentos levou a um
intervalo de confianca relativamente pequeno, semelhante a alguns encontrados na literatura
(Parbhu et al., 1999; Dimitriadis et al., 2002).

A informa¢do contida nas medianas dos valores de elasticidade de ovos velhos,
5,4)(108 Pa e 48,5 N/m, ¢ bastante util, porque indica o valor central em torno do qual os
valores medidos oscilam, diminuindo a contribui¢ao de valores muito altos ou muito baixos,
que possam ter sido gerados. Um ponto passivel de erro € que em nosso modelo admitimos
uma razao de Poisson que pode ndo corresponder a realidade (Mahaffy et al., 2004). Isso leva
a uma possivel perda na exatiddo dos valores calculados, mas ndo prejudica os estudos
comparativos entre ovos velhos e ovos recém-postos.

Acompanhando ovos de 60 minutos apds a postura até a 3* hora do desenvolvimento,
verificamos que hd um enrijecimento progressivo nesse periodo, principalmente entre 60 e

120 minutos apds a postura (Figura 29 e Figura 30).
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Um dos objetivos desse trabalho, além de descrever a cinética de enrijecimento, ¢
relaciona-la a dois outros fendmenos que ocorrem durante a embriogénese inicial:
escurecimento e impermeabiliza¢do. Fazendo com ovos de Aedes aegypti o mesmo tipo de
testes que nosso colaboradores haviam feito para Anopheles (Martins Jr, 2002), verificamos
que, para ovos de Aedes aegypti, escurecimento e impermeabilizacdo também nao ocorrem ao
mesmo tempo.

Observando os resultados de enrijecimento, concluimos que o mesmo ocorre bem
antes da impermeabiliza¢do, que pode ser percebida apenas a partir de 11 horas apds a
postura. Assim como o enrijecimento, o escurecimento também ocorre durante as trés
primeiras horas, estando completo em cerca de 100 minutos, sugerindo que esses dois
fendmenos podem estar acoplados de alguma forma.

Verificamos em um mesmo experimento o enrijecimento de um ovo recém-posto e de
um ovo velho, ja escuro, comparando os valores de elasticidade entre eles (Figura 30). Isso
possibilitou a obtengdo de medidas entre esses ovos com a menor variacdo temporal possivel,
pois como os ovos estavam colocados lado a lado, era possivel fazer medidas em um ovo, e
em seguida mudar rapidamente para o outro ovo, sem necessidade de refazer calibragdes no
sistema. A relevancia de esse procedimento ser feito desta forma, em paralelo, € que, além de
diminuir o tempo entre o estudo dos ovos velhos e dos recém postos, minimiza as variagdes
de outros parametros que possam influenciar as medidas. Algumas variagdes relevantes que
sdo minimizadas com essa montagem experimental sdo: menor variacdo da intensidade do
laser; menor variacdo das condi¢cdes ambientais da sala; pequena variacdo no horério, que
modifica a quantidade de ruido experimental; ndo hd necessidade de trocar ou limpar o
cantiléver; entre outras coisas. Aproximadamente uma hora apds a postura, os ovos sdo muito
macios, sendo que algumas horas mais tarde, ja estdo tdo rigidos quanto ovos com mais de 3

horas. Ainda com o intuito de confirmar se as diferengas visiveis nos valores de elasticidade
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entre ovos recém-postos € ovos velhos eram significativas, foi feito um teste t. O resultado da
analise de variancia retornou um valor de p < 0,0001, indicando que, estatisticamente, ha
diferenca entre as elasticidades desses ovos.

Vale a pena ressaltar que o estudo da mudanca de elasticidade tem realmente que ser
feito em liquido, pois além de no ar ndo se conseguir fazer medidas de modo adequado,
verificamos que o aumento na elasticidade ocorre justamente numa escala de tempo em que o
ovo ainda ¢ permeavel. Portanto, se os experimentos fossem realizados no ar, os ovos
murchariam durante o experimento. Nessas primeiras horas ocorre um grande influxo de dgua
nos ovos de A. aegypti, observado pelo aumento em seu peso, em média, de 5 para 12ug
(Clements, 1992). Esse influxo ocorre principalmente nas primeiras 2 horas, mas continua até
a décima, décima segunda hora (Clements, 1992). E justamente no momento em que esse
influxo ¢ grande que observamos a mudanca na elasticidade. Isso poderia levar-nos a crer que
o inchamento causado por esse influxo € o responsdvel por esta mudanca. No entanto,
verificamos que a variagdo do volume tem comportamento bastante diferente do
enrijecimento. De um modo geral, a variacdo do volume desses ovos ocorre de maneira
semelhante, aumentando progressivamente ao longo das quatro primeiras horas a uma taxa
praticamente constante (Figura 39). Comparando com o enrijecimento, nao observamos
nenhuma diferenca na variagao do volume desses trés tipos de ovos durante as duas primeiras
horas ap0s a postura, tempo no qual o efeito do enrijecimento ¢ acentuado.

Os valores medidos para Modulo de Young e para Constante Elastica aumentam
progressivamente ao longo do tempo até atingirem um platé em valores proximos aos dos
ovos velhos analisados. Assim, a mudanga na elasticidade atinge um patamar igual ao de ovos
mais velhos em um periodo de, no maximo, 3 horas. Se a mudancga na elasticidade fosse um
reflexo do influxo de agua, ela deveria continuar pelo menos até a décima hora (Clements,

1992), ou a0 menos até a quarta hora (Figura 39).
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Para verificar se o endurecimento observado ndo era fruto da manipulagdo
experimental, j& que poderia ser uma resposta do ovo ao estresse mecanico causado pelo
cantiléver, por exemplo, foi verificada a influéncia da realizagdo de quase duzentas medidas
durante 3 horas em um ovo com trés meses de idade (Figura 31). Essa manipulagdo extrema
nao mostrou nenhuma resposta nos ovos analisados.

Mais relevante do que os dados quantitativos, os dados qualitativos demonstraram
indubitavelmente a forma como se da o enrijecimento durante as primeiras horas.

Como tudo indica que a mudanga na elasticidade dos ovos estd ocorrendo ao mesmo
tempo em que verificamos o escurecimento dos mesmos, esses dois fendmenos devem
realmente estar bioquimicamente acoplados. Os ovos comegam a escurecer apos cerca de 40
minutos, € seria muito interessante verificar se ha alguma mudanca na elasticidade antes desse
ponto. Infelizmente, ndo conseguimos remover o exocorion antes desse tempo sem causar a
morte do embrido.

Para testar a hipdtese de que escurecimento e enrijecimento estariam realmente
acoplados, resolvemos estudar ovos tratados com benserazida, um conhecido inibidor do
escurecimento. A benserazida inibe a enzima dopa-descarboxilase, que ¢ a responsavel por
transformar L-dopa em dopamina, um dos precursores da melanina, que ¢ necessaria para o
escurecimento. Conforme esperado, confirmamos que ovos tratados com benserazida nao
escurecem normalmente. Com esse resultado em maos, acompanhamos o enrijecimento de
ovos recém-postos tratados com benserazida (Figura 36). Verificamos que esses ovos além de
ndo escurecerem, também ndo enrijecem normalmente. Apesar de algum enrijecimento ao
longo do tempo poder ser notado em ovos tratados com benserazida, principalmente na
Constante Elastica, verificamos apds a realizacdo de um teste t que os valores obtidos para
Modulo de Young e Constante Elastica nestes ovos sdo significativamente diferentes daqueles

obtidos para ovos ndo tratados (Figura 37). Esse experimento ¢ mais um indicio que reforga a
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hipétese de que as vias que levam ao escurecimento e enrijecimento estariam acopladas, ja
que se o escurecimento for inibido, os ovos nao enrijecem normalmente.

A partir do resultado com ovos que ndo escureciam, precisdvamos agora de um
controle no qual os ovos escurecessem normalmente, mas ndo completassem seu
desenvolvimento embriondrio. Nosso colaborador Gustavo L. Rezende (Laboratorio de
Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, IOC — FIOCRUZ) havia verificado que fémeas
virgens (que nunca tiveram contato com mosquitos machos) de Aedes aegypti, quando
induzidas a pér ovos da mesma forma que fémeas criadas com machos, faziam a postura
normalmente. Acompanhando o desenvolvimento desses ovos nao fertilizados, ele verificou
que os mesmos escureciam normalmente, apesar da auséncia de embrido (Figura 34). Com
esse resultado em maos, escolhemos esses ovos como controle de ovos que escureceriam
normalmente, mas ndo completariam a embriogénese, ¢ avaliamos seu enrijecimento. O
enrijecimento dos ovos nao fertilizados se da de forma analoga ao que foi verificado para
ovos normais (Figura 38). Concluimos entdo que quando ocorre o escurecimento, 0 Ovo
também enrijece, mesmo na auséncia das estruturas que formardo o embrido.

Resumindo o que foi avaliado, concluimos que o escurecimento ¢ terminado em,
aproximadamente, 90 minutos apos o fim da postura (Figura 42). Um pouco mais tarde,
aproximadamente 3 horas apds o fim da postura, termina o enrijecimento, sendo que os ovos
nesse momento t€ém a mesma elasticidade que ovos com varias semanas de idades (Figura 42).
E por fim, aproximadamente 13 horas apds a postura, os ovos deixam de ser permedveis a
dgua ao mesmo tempo em que a cuticula serosa ja esta presente (Figura 42). A partir desse

ponto, 0s ovos ja sdo resistentes a dessecacao.
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Fim do Enrijecimento
Impermeabilizacao Fim da Embriogénese
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Figura 42: Resumo das analises feitas para os trés fenomenos, escurecimento, enrijecimento
e impermeabiliza¢do, ao longo da embriogénese. O tempo zero marca o final da postura. O
escurecimento termina 90 minutos ap6s o final da postura. Trés horas apos o fim da postura o
enrijecimento estd completo. O processo de impermeabilizacdo est4 finalizado 13 horas apds
o final da postura. A embriogénese termina 61 minutos ap6s o fim da postura.

Uma das grandes dificuldades no controle do Aedes aegypti ¢ que seus ovos sdo
extremamente resistentes, podendo sobreviver a longos periodos de dessecagdo. Um
tratamento que mate todos 0os mosquitos ndo evita que novos mosquitos nasgam nos proximos
meses. NOs mostramos pela primeira vez que a mudanga de rigidez desses ovos ocorre ao
longo das trés primeiras horas apos a postura. Drogas que interfiram no enrijecimento desses
ovos podem ser promissoras no combate desses mosquitos vetores. Assim, para se testar
possiveis inibidores da via de enrijecimento, ¢ necessario que o tratamento seja realizado o
mais cedo possivel, j& que a partir da terceira hora apds a postura ndo ocorre mais nenhum
enrijecimento.

Noés somos o primeiro grupo a utilizar AFM para acompanhar o enrijecimento de ovos
de mosquitos ao longo da embriogénese. Nossos resultados mostram a cinética desse
enrijecimento além de quantificar esse efeito. Utilizando a técnica de AFM combinada com
algumas outras abordagens relativamente simples, fomos capazes de fazer inferéncias sobre

vias bioquimicas, mesmo sem utilizar técnicas de biologia molecular. Nossos colaboradores

do Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores (I0C — FIOCRUZ) fazem os
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estudos de biologia molecular nessa area, que se somam aos nossos resultados para auxiliar na

compreensdo da embriologia desses animais.
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5.4 — Resultados obtidos em outros sistemas biolégicos

As medidas de elasticidade podem ajudar a responder varias perguntas biologicas.
Nosso grupo ja utilizou e vem utilizando as metodologias desenvolvidas durante o estudo dos
ovos de Aedes aegypti em outros sistemas biologicos. Em setembro de 2007 publicamos um
trabalho aplicando medidas de elasticidade em outro sistema biologico. No trabalho intitulado
“Study of nanomechanical properties of human hair shaft in a case of pili annulati by atomic
force microscopy” (Streck et al., 2007), nos analisamos fios de cabelo de um paciente humano
que apresenta uma anomalia genética hereditaria bastante rara conhecida como pili annulati.
O trabalho, que se encontra na integra no ANEXO I, mostrou pela primeira vez na literatura
esse tipo de caracterizagdo nesses pélos, o que trouxe importantes pistas para a elucidagao de
alguns mecanismos ainda pouco conhecidos sobre a formagao desses fios.

Além dessa publicacdo, a experiéncia obtida com AFM durante meu mestrado
contribuiu para mais duas outras relevantes publicagdes: um artigo utilizando o AFM para
fazer imagens e avaliar tamanho de Fibrilas e Protofibrilas de a-sinucleina apods diferentes
tratamentos (Follmer et al., 2007); e um capitulo sobre microscopia de varredura por sonda e

AFM, publicado em um livro (Weissmiiller et al., 2007).
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VI- CONCLUSOES
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O exocoérion deve ser removido e as medidas devem ser feitas em liquido. A
elasticidade do cantiléver a ser utilizado deve levar em conta a elasticidade da
amostra.

As medidas devem sempre ser feitas na regido central dos ovos de A. aegypti, nao
havendo necessidade de se preocupar com o tamanho.

Os valores do Modulo de Young e Constante Eldstica para ovos com mais de 3 horas
variam entre 6,1){108 e 7,8);108 Pa e entre 47,6 e 52,6 N/m, respectivamente,
concordando com os valores previstos na literatura para agregados protéicos.

De uma a 3 horas apos a postura os ovos de A. aegypti enrijecem progressivamente,
principalmente entre a primeira e a segunda hora.

Os valores aproximados do Moddulo de Young e de Constante Elastica para ovos até
100 minutos apds a postura variam entre 10° e¢ 10° Pa e entre 5 e 40 N/m,
respectivamente.

Ovos de 4. aegypti velhos ndo endurecem quando manipulados da mesma forma que
ovos recém-postos. Os valores de elasticidade medidos para esses dois tipos de ovos
variam significativamente, p < 0,0001.

O escurecimento dos ovos de 4. aegypti comega 35 minutos apos a postura, e demora
cera de 60 minutos para estar completo.

A mudanga de permeabilidade dos ovos de 4. aegypti ocorre entre 11 e 13 horas apos
a postura.

Ovos tratados com Benserazida ndo escurecem e ndo enrijecem durante as 3 primeiras
horas apds a postura.

Tanto o enrijecimento quanto o escurecimento ocorrem na auséncia de um embrido

viavel, j& que ambos ocorrem normalmente em ovos nao fertilizados.
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Durante as 4 primeiras horas os ovos de A. aegypti aumentam seu volume
homogeneamente ao longo do tempo.

O enrijecimento de ovos de 4. aegypti ocorre enquanto os ovos estdo escurecendo,
sugerindo que as vias bioquimicas que dirigem os mesmos possam estar acopladas,
como uma conseqiiéncia da esclerotizagao.

O modelo de Hertz modificado pela mecanica de Sneddon € o modelo de molas em
série ajustam-se muito bem as curvas experimentais. O programa desenvolvido realiza

eficientemente todos os calculos, além de facilitar a documentacdo e o acesso aos

dados.
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fig. 1 Clinical appearance of PA. (a) Hair of a
29-year-old blonde woman with light and dark
bands. Polarizing (b) and reflecting (2] light
microscopy showing dark bands {arrows) along
the PA hair shaft. Inset: higher magnification
showinga dark band in the PA hair shaft (original
magnifications: (b} =5, {c) =10, and inset =10).
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Letters to the Editor

Study of nanomechanical properties
of human hair shaft in a case of pili
annulati by atomic force microscopy

Editor
Pili annulati (PA) is a rare hair shaft abnormality
characterized by alternate light and dark bands in the hair
shaft, leading to a shiny appearance.! It is an autosomal
dominant inheritance with variable penetrance, although
sporadic cases have also been described.® There is no
consensus on the origin of the light bands, caused by
double diffraction of transmitted light. Some authors
propose that the light bands are due to air-filled spaces*
while others attribute this alteration to proteinaceous
materials.* Light bands observed by clinical examination
appear as dark bands when imaged by light microscopy.*
We report a 29-year-old blonde woman with a scalp
hair abnormality since childhood. Physical examination
showed alternating light and dark areas, giving the scalp
a shiny appearance (fig. 1a). Morphological analysis
correlating polarizing (fig. 1b) and reflecting light micro-
scopy (fig. 1c) provided information about the morphology
of dark bands in PA hair shafts. Examination of the scalp
showed no substantial increase in fragility of the hair shaft
or other abnormalities (fig. 1a). Alterations in axillary
and pubic hair were not observed. No other remarkable
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Table 1 Mean, geometric mean and confidence interval (Cl) values for stiffness of control and PA hair samples
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Lower 95% Cl of Upper 95% Cl of

geometric mean geometric mean Geometric mean Median Mean £ 5td error

(N/mj) (N/mj) (N/mi) N/} (N/mn) n
Control 305 604 420 359 1078 £ 232 (21%) 61
Light (PA) 228 380 204 337 407 + 68 (14%) ]
Dark {PA] M8 408 540 443 003 + 244 (24%) 51

dermatological alterations were revealed in the physical
examination. No similar case was found in first-degree
relatives when carefully examined for PA.

In the past few years, atomic force microscopy {AFM)
has been used to study biclogical samples under physio-
logical conditions through force measurements and image
acquisition.” The AFM is a powerful tool to elucidate
mechanical properties of biological materials,® and we
used it to elucidate transversal stiffness of hair shafts in
a case of PA. The morphology of human hair structure
has traditionally been investigated by light and electron
microscopy.®* Nevertheless, AFM can be used for charac-
terization of biological materials in ambient conditions
without requiring any sample preparations or surface
treatment, other than immobilization on a surface.”

In this study, hair shafts were laid on a thin double-face
tape. AFM force—distance curves were obtained at room
temperature, using a MFP-3D (Asylum Research, Santa
Barbara, CA, USA) and 5i cantilevers (AC160TS from
Olympus, Tokyo, Japan; spring constant measured by the
thermal noise method of 42 N/m and nominal tip radius
lower than 10 nm). All measurements were performed in
air, and a glass slide was used as a rigid surface to calibrate
photo-detector sensitivity. Force curves were recorded at
5.5 um/s, with typical piezo displacements ranging from
2 to 3 um. Data between 100 and 150 pm after the contact
point were analysed with self-developed software to
calculate stiffness, considering hair and cantilever as two
strings in series.

Both dark and light parts of the patient hair sample
were analysed. A hair sample from another person with
blonde hair was used as control (Table 1). We evaluated
four different hair shafts from the same patient: for each
shaft 12 different regions were analysed using 10-force
curves per region. Use of the Mann-Whitney test enabled
us to conclude that there was a significant difference
between dark and light parts of PA hair samples (P = 0.027)
{Table 1). No morphological differences between dark and
light parts of PA hair shaft were found when imaged by
both AFM and scanning electron microscopy (data not
shown). We observed that dark parts (993 + 244 N/m)
were stiffer than the light ones (497 + 68 N/m). Although
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transversal stiffness cannot be considered to determine
hair fragility, a conflicting PA phenotype,” it can be a
useful parameter to characterize PA. These results are
the first evidence that corroborates the air-filled space
maodel on light bands of PA hair shafts. It is the first time
that AFM has been used to investigate a PA case, and our
results open a new path to investigate PA mechanisims.
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Microscopia de Varredura por Sonda e Microscopia
de Forga Atomica

Gilberto Weissmuller, Gustavo Miranda Rocha ¢ Marlos da Costa Mongores - Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filtho, UFRJ, Rio de Janeiro

1 - Introducao

O microscopio de tunelamento (STM, do inglés “Scanning Tunneling Microscopy™) desenvolvido pelos
pesquisadores Gerd Binnnig e Henrich Roher em 1981 foi o primeiro instrumento capaz de gerar de forma direta uma
imagem tridimensional com resolugio atomica. A técnica chegou ao conhecimento da comunidade cientifica em 1982,
e, jaem 1986, os pesquisadores Gerd Binnig e Henrich Roher foram laureados com o prémio Nobel de fisica ( Binnig et
al., 1982). Esta técnica, entretanto, pode ser aplicada somente para estudar a superficie de materiais condutores de
eletricidade. Baseados nos mesmos principios utilizados neste instrumento, Binnig ¢ colaboradores desenvolveram
em 1985 o microscopio de forga atomica (AFM, do inglés “Atemic Force Microscopy™) o qual eliminou a limitagdo do
STM e pode ser aplicada ao estudo de superficies condutoras ou isolantes (Binnig er al., 1986). A partir da introdugio
destas duas técnicas, muitas outras andlogas foram desenvolvidas e, atualmente nos referimos a este ramo ou familia
de microscopias como microscopias de varredura por sonda (SPM, do inglés Scanning Probe Microscopy).

E bastante conhecida a afirmagdo: a invengao dos microscopios e dos telescopios estendeu o nosso sentido de
visio. No entanto, ¢ importante refletir sobre o significado desta extensdo: nio apenas podemos ver objetos muito
pequenos e detalhes de objetos muito distantes, como podemos observi-los em comprimentos de onda diferentes do
visivel, por exemplo, com Raios-X, ultravioleta ou infravermelho, além de podermos produzir imagens com particulas
(elétrons, por exemplo). Com isso. além de obter imagens, podemos analisar a composi¢do quimica dos objetos, ou
ainda, observi-los com propriedades da luz para as quais os nossos olhos sio insensiveis, por exemplo, com polarizagio.

As microscopias de varredura por sonda, de forma andloga, ampliam o sentido do tato para o mundo micro- ¢
nanoscopico (100 um até 0,1 A) e proporcionam novas possibilidades. O tato ¢ um sentido bastante complexo, com o
qual podemos mapear a topografia de objetos e, com isso, criar imagens de forma independente da visao. Além disso,
0 usamos para perceber, por exemplo, a adesividade, a elasticidade e a temperatura de superficies. Essa nova familia de
microscopias nos permite perceber e mapear estas propriedades em escalas nanoscépicas e também estende o sentido
do tato para mapearmos propriedades as quais somos insensiveis, tais como, propriedades elétricas, magnéticas e Gpticas.

Os microscopios de varredura por sonda nio usam lentes que desviam feixes de luz ou de elétrons para gerar
uma imagem ampliada. O que caracteriza todas as SPMs é o uso de uma pequena sonda que varre a superficie da
amostra, mapeando suas propriedades. A sonda é um sensor, cuja extremidade pode ter poucos nandmetros de
diametro e que, operando préxima 2 superficie da amostra, mede algum tipo de interagao com a amostra. O tipo de
sensor e, portanto, de interagdo medida. define o tipo de SPM. Por exemplo, quando a interagio medida ¢ a forca entre
dtomos da extremidade de uma agulha rigida (ponta de prova) e os dtomos da amostra, a técnica ¢ denominada
microscopia de forga atbmica: quando a corrente elétrica de tunelamento entre estes dtomos ¢ medida, a técnica é
denominada microscopia de tunelamento.

Dentre as SPMs, o AFM., a segunda a ser desenvolvida, é a mais simples conceitualmente ¢ também a mais
extensamente usada. A sonda usada no AFM consiste de uma haste flexivel (cantiléver) de aproximadamente 100-200
micrémetros de comprimento, que contém uma agulha afilada (ponta de prova) montada em sua extremidade livre, O
cantiléver pode ser visto como um brago nanorobético que pode ser utilizado para realizar diferentes fungdes, o que
confere a0 AFM uma grande versatilidade: ao varrer uma superficie leva a obtencio de imagens; ao ser pressionado
contra uma superficie e, em seguida, retraido, permite mapear suas propriedades adesivas e eldsticas: pode ser
modificado quimicamente com a imobilizagdo de grupos funcionais, ou macromoléculas, para medirmos forgas de
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interacdes especificas, tais como as de um anticorpo com diferentes antigenos'; e, finalmente, ele pode ser utilizado
para a manipulacio das amostras em escala nanométrica.

As medidas de forca (eldsticas ou de adesio) deram origem a drea chamada espectroscopia de forca. e, quando
as medidas envolvem as forgas internas que atuam sobre uma tinica molécula ou as forgas de interagdo entre um tinico
par de moléculas, espectroscopia de for¢a de molécula nica (SMFS, do inglés single molecule force spectroscopy).
Estas técnicas podem ser aplicadas ao simples estudo das propriedades das macromoléculas, sem envolver o conceito
de microscopia. Entretanto, como a elasticidade e as foras de adesdo podem ser mapeadas sobre uma superficie. a
partir destas medidas podemos reconstruir imagens que refletem suas propriedades mecénicas ou quinicas. Portanto,
a espectroscopia de forga pode ser considerada uma aplicagdo especial da microscopia de for¢a atémica e os
equipamentos disponiveis no mercado sempre incluem as duas possibilidades: imagens por varredura e medidas de
forga local.

Neste capitulo, apés uma breve introdugdo aos principios bisicos envolvidos nos microscopios de varredura
por sonda, discutiremos em mais detalhe a técnica de AFM, incluindo a espectroscopia de forga, e suas aplicagoes.

2 - A familia de Microscopia de Varredura por Sonda

O esquema bdsico de um SPM ¢ simples, como podemos ver na Figura 1. O elemento principal é a sonda local
que interage com a amostra ¢ que, para que tenhamos uma boa resolugdo espacial, deve possuir uma extremidade
bastante afilada. O detector acoplado a sonda medird diferentes grandezas dependendo do SPM, por exemplo, em um
AFM temos um sensor 6ptico para medir a deflexdo do cantiléver e, em um STM, um medidor de corrente. Para realizar
a varredura é necessdrio um sistema de posicionamento lateral (x e y) com alta precisio e, para que a sonda se
mantenha préxima a amostra, existe um controle para a altura da sonda (z). O detector da sonda e o sistema de
posicionamento vertical (z) devem estar acoplados via um sistema de retro-alimentagio, para evitar que a sonda se
afaste da superficie ou que a danifique. Além do posicionamento fino € necessdrio um sistema de posicionamento
macroscopico e um sistema para exibir as imagens produzidas. Finalmente, todo o equipamento deve ser protegido
contra vibragdes mecinicas (mesa anti-vibratria) e actsticas.
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Figura 1: Diagrama de um microscépio de varredura por sonda (SPM). Figura 2: Movimento de varredura do posicionador piezo-
elétrico durante a aquisi¢io dos dados.
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A modificagio quimica da ponta de prova para medir forgas especificas sugere ainda a comparagio destas téenicas com outros sentidos: olfato ¢ gustagio.
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Todos os SPM utilizam um posicionador piezo-elétrico para realizar a varredura, isto €, para mover a sonda
sobre a amostra (ou alternativamente, a amostra sob a sonda). A Figura 2 mostra o padrio tipico de movimento: o
posicionador se move através da primeira linha, volta, e € levemente deslocado para cima para iniciar a proxima linha.
Se desejarmos uma imagem de 512x512 pixéis, a drea serd varrida com 512 linhas e em cada linha tomaremos 512
medidas com espagamento regular, Em um SPM os dados sio adquiridos sempre na mesma dire¢io de movimento, ja
que ndo linearidades do posicionador piezo-elétrico ou mesmo a interagio da ponta de prova com a amostra pode
provocar pequenas diferengas ao alterarmos a dire¢io de movimento.

Materiais piezo-elétricos sio cerimicas que mudam de dimensoes em resposta a uma voltagem aplicada.
Reciprocamente, eles também geram diferencas de potencial se forem submetidos a uma pressido mecéinica. Um
posicionador piezo-elétrico (x, y e z) € construido com trés ou mais elementos cerdmicos que se contraem ¢ expandem
de forma independente.

A qualidade do posicionador ¢ um fator critico para a qualidade das imagens obtidas. Os materiais piezo-
clétricos sdo utilizados universalmente nos equipamentos devido i sua grande resolugdio. que pode chegar a um
décimo de Angstrom. Entretanto, a resolugao de um elemento piezo-elétrico depende da distensio maxima que ele
pode alcangar. Um exemplo encontrado em equipamentos comerciais consiste de uma base que movimenta a amostra
nas dire¢des x ¢ y (com resolugio de dezenas de Angstroms e amplitude maxima de 100 um), e um terceiro elemento que
regula a altura da sonda (com resolugao de fragoes de Angstrom e amplitude méaxima de 16 um).

Os diferentes tipos de interagdo entre a sonda e a superficie da amostra determinam os diferentes tipos de
microscopias. Citaremos aqui apenas alguns exemplos de SPM jd bem estabelecidos:

Microscopia Otica de Campo Préximo (NSOM, do inglés, Near-field scanning optical microscopy): Se a
sonda for a ponta muito afilada de uma fibra 6tica, nenhum feixe de luz é formado na extremidade. Ao aproximarmos a
sonda da amostra, uma pequena quantidade de luz serd emitida pela fibra. A luz refletida ou transmitida reflete a
interagao sonda-amostra, que detectada, fornece informagoes sobre a superficie.

Microscopia de For¢a Magnética (MFM., do inglés. Magnetic force microscopy): Se a sonda for uma ponteira
magnética muito pequena presa a uma mola, ao aproximarmos a sonda de uma amostra também magnética, surgirio
for¢as de repulsdo ou atragéio entre a ponta e a superficie que podem ser detectadas através da medida de deflexio da
mola. O contraste obtido reflete as propriedades magnéticas da amostra.

Microscopia de Varredura Térmica (SThM, do inglés, Scanning thermal microscopy): Se a sonda for um
pequeno termbémetro, ao encostarmos a sonda na amostra, poderemos mapear as propriedades térmicas da superficie.

Microscopia de Condutancia Ionica (SICM, do inglés. scanning ion-conductanee microscopy): Se a sonda for
um pequeno eletrodo, poderemos mapear a condutéiincia de superficie imersa em eletrélito.

Em todas as técnicas de SPM, as interagoes sao extremamente sensiveis a distincia, em alguns casos (por
exemplo, no STM) podemos detectar variagoes de 0,1 A na distincia entre a amostra e a sonda. A alta resolugio
alcangada € conseqiiéncia desta sensibilidade e do tamanho das sondas, cuja extremidade pode ser menor que 20 nm
(por exemplo, no AFM). A seguir, discutiremos em mais detalhes a técnica pioneira, a microscopia de tunelamento
(STM). e na segio seguinte descreveremos a microscopia de forga atbmica,

2.1 Microscopia de Tunelamento (STM)

Se a sonda for uma fina ponta condutora de eletricidade e estiver suficientemente préxima de uma amostra
também condutora, ao aplicarmos uma diferenga de potencial entre elas, surgird uma corrente elétrica de tunelamento.
A corrente de tunelamento € um fendmeno previsto pela mecénica quantica e consiste em uma corrente elétrica que
surge ao aplicarmos uma diferenca de potencial entre dois condutores que estejam muito proximos. Classicamente, se
o0s elétrons ndo tiverem energia suficiente para pular de um condutor para o outro, nenhuma corrente deve ser
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observada, entretanto, mesmo com energias baixas, se a distincia entre os dois condutores for menor do que 1 nm,
observa-se uma corrente elétrica (de tunelamento).

A corrente de tunelamento (1 ) ¢ proporcional a voltagem (V) aplicada, mas apresenta um decaimento exponencial
com a distincia (d) entre os condutores:

r_-cd : P i 2
l[ o Ve onde ¢ é uma constante caracteristica dos materiais envolvidos.

No STM, o mecanismo de feedback tem a fun¢do de manter a corrente de tunelamento constante, através do
reposicionamento vertical da ponta de prova condutora durante a varredura (Figura 3). A dependéncia exponencial
entre a corrente ¢ a distincia confere ao STM uma resolugio nao igualada por nenhuma outra técnica.

Para que ndo ocorra acimulo de cargas na superficie da amostra, esta deve possuir uma boa condutividade
elétrica. A Figura 4 apresenta a imagem produzida pela técnica STM de um fragmento de DNA depositado em uma
superficie de grafite (HOPG, Highly Ordered Pyrolvtic Graphite).

posicionadores
Plezo-elétrico

3

Figura 3: Diagrama de um STM. Figura 4: Imagem STM de um fragmento de DNA depositado sobre grafite (Wolfgang Schonert, GSI
- Gesellschaft fiir Schwerionenforschung).

3 - Microscopia de Forga Atomica

A sonda € uma pequena ponta de prova presa a um cantiléver, uma haste flexivel que funciona como uma mola
(Figura 5a). Ao aproximarmos a sonda da amostra, surgirdo forcas inter-atémicas repulsivas entre a ponta e a superficie
que podem ser detectadas pela deflexdo da mola. Esta deflexdo, medida por um sensor ptico enquanto a ponta

percorre a drea que desejamos analisar, reflete a topografia da amostra. A Figura 3b e 3¢ mostram a imagem de uma
semi-esfera rigida de 2 pm de didgmetro com resolugao de 20x20 e 512x512 pixéis, respectivamente. Durante o processo
de varredura, a deflexdo do cantiléver ¢ medida e os valores sdo representados em uma escala de cinza: o valor minimo
¢ representado pela cor preta e o maximo pela cor branca, o que. dependendo da resolugéo, permite uma boa
representagao grifica da topografia.

Entretanto, a superficie da esfera ndo foi varrida sempre com a mesma for¢a; quando estamos sobre o centro da
esfera, temos a deflexdo mdxima do cantiléver, e, portanto, uma for¢a médxima. Se a esfera fosse macia, estariamos
deformando mais a regidio central. ou até mesmo, danificando a amostra com a ponta e prova. Para evitar este problema,
usamos o mecanismo de retro-alimentagdo (feedback) entre o posicionador vertical e o sensor Gptico de deflexdes
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Este mecanismo tem como fungio, no AFM, retrair ou aproximar o cantiléver da amostra, sempre que a deflexdo do
cantiléver se alterar em relagdo a um valor pré-definido. Com isso, pré-definindo um valor pequeno para a deflexiio (ou
seja, uma forga pequena), este valor nao serd alterado durante a varredura. Agora, os dados que sdo representados na
imagem, sdo os valores de retra¢io ou aproximagio do cantiléver (ou seja, o movimento do elemento piezo-elétrico
vertical). Ainda que a pequena forga pré-definida provoque uma pequena deformagao na amostra, esta serd homogénea
em todo o campo.

As imagens no AFM sio geradas a partir das medidas das deflexoes do cantiléver em contato com a amostra
durante a varredura. As deflexdes sio causadas pela forgas produzidas a partir da interagio entre os dtomos da
amostra e os da sonda (Binnig et al., 1986). A deflexao do cantiléver é detectada pelo movimento de um feixe de luz (por
exemplo, de um laser-diodo), que atinge o cantiléver na sua parte superior, ¢, através de um espelho, é direcionado
um detector segmentado, como mostra a Figura 6. A diferenga de potencial elétrico produzido entre os segmentos a e

b do detector indica quaisquer modificagdes de curvatura ocorridas no cantiléver. Inicialmente, ajustamos o espelho
para que a diferenga de potencial V -V seja nula quando o cantiléver estd livre de forgas externas (afastado da
amostra). Portanto, um valor negativo na diferenga de potencial (V_ -V, < 0) indica uma deflexdo do cantiléver para
baixo, ou seja, uma forga atrativa. Analogamente, se o cantiléver se deflexionar para cima, obteremos V -V, >0, 0 que
indica uma forga repulsiva.

Esta medida de diferenca de potencial pode ser transmitida diretamente para um computador, para a construgio
de uma imagem, chamada imagem de erro. O sinal V -V, tlambém pode ser transmitido ao mecanismo de feedback para
regular a posicio vertical do cantiléver de forma L|u'c este sinal seja mantido constante. Neste caso, o sinal que deve
ser transmitido ao computador para a reconstrugio da imagem ¢ o deslocamento vertical gerado pelo mecanismo de
feedback, e aimagem produzida se chama imagem de altura. Estes dois modos de funcionamento sio chamados modo
de altura constante ¢ modo de forga constante, respectivamente.

Abaixo da amostra se encontra uma plataforma piezo-elétrica, que se movimenta nos planos XY para a varredura
lateral e também no eizo vertical z.
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Figura 5§ - a) Imagem de um cantiléver por microscopia eletronica. b) e ¢) simulagoes de imagens de AFM de uma semi-esfera rigida

I

2 pm de didmetro em diferentes resolugdes: 20x20 e 512x512 pixéis.

As dimensoes da extremidade da ponta de prova é um fator crucial para a resolugio da imagem de AFM. A
Figura 7 apresenta dois tipos de ponta de prova, piramidal e conico, os quais tém a extremidade com dimensoes tipicas
de 50 e 10 nm, respectivamente.

O cantiléver, usualmente constituido de silicio ou nitreto de silicio, tem comprimento de 100 a 500 micrémetros
e espessura de 0.5 a 5 um, pode ser triangular ou retangular, e, para pequenas deflexdes, pode ser considerado como
uma mola que obedece a lei de Hooke (figura 8).
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AF = kAd onde k é a constante eldstica da molae Ad a
deflexio do cantiléver. Atualmente encontramos uma ampla faixa
de constantes de mola no mercado (0,003 N/m — 100 N/m) ¢ a
escolha € feita de acordo com o tipo de amostra; em geral,
amostras macias requerem constantes de mola menores.

Além dos modos de altura e de for¢a constantes, definidos
pelo uso do feedback, podemos ainda definir outros modos de
operagio do microscopio, dependendo do movimento que
impomos ao cantiléver durante a varredura:

3.1 Modo de contato

A sonda faz um contato suave com a amostra através de um
cantiléver de baixa constante de elasticidade para evitar danos a
superficie em andlise. No modo de contato a ponta de prova nunca
se afasta da superficie durante a varredura. Este modo pode ser
utilizado para imagens de alta resolugio, tais como resolugio
atdmica de cristais inorginicos ou de cristais de proteina, onde
podemos identificar as subunidades protéicas. A forca vertical
maxima pode ser controlada e minimizada. mas durante a varredura
surgem forgas laterais que podem provocar danos a amostra. No
modo de contato o mecanismo de feedback controla o valor da
deflexdo do cantiléver.

3.2 Modo de contato intermitente
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Figura 8 - A forga elastica produzida pela deflexao do
cantiléver obedece a lei de Hooke.

Modo de Contato

Neste modo, o cantiléver ¢ for¢ado a oscilar a uma determinada freqiiéncia e a certa altura da amostra, de forma
a tocd-la periodicamente. Ao ajustarmos a altura para que a interagio ocorra durante uma pequena porgio do periodo
de oscilagio, as forgas laterais que surgem durante a varredura sio bastante reduzidas, e este modo de operagao pode
ser usado para a aquisi¢do de imagens de amostras que nao estio firmemente imobilizadas em uma superficie, tais

como fragmentos de DNA depositados em uma superficie de mica.

A grandeza de interesse, medida com o detector segmentado, € a amplitude de oscilagio, e 0 mecanismo de feedback tem
como fungdo ajustar a altura do cantiléver para, durante a varredura, manter constante a amplitude de oscilagio. No contato
intermitente, uma maior amplitude implica menores forcas de interagfio com a amostra, portanto, podemos minimizar os danos a
amostra, ao utilizarmos a maior amplitude de oscilagio que ainda permita a obtengdo da imagem.

Existem diferentes formas de forgar oscilagoes no cantiléver.
O cantiléver pode ser excitado diretamente por piezo-elétrico
acoplado proximo ao seu ponto de apoio. ou por um campo
magnético oscilante, se o cantiléver for magnetizado. Para que
tenhamos suficiente amplitude, o cantiléver ¢ usualmente excitado
em uma freqiiéncia proxima a sua freqiiéncia de ressondncia, a qual
depende da sua massa e constante de mola.

3.3 Aplicagoes

Modo de Contato
Intermitente

A microscopia de for¢a atdmica, apesar de ser uma téenica nova, ¢ considerada bem estabelecida nas diversas
dreas em que ¢ utilizada, tais como ciéncias dos materiais ¢ biologia, pois ji trouxe uma quantidade expressiva de

resultados relevantes.
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Os avangos na drea biolGgica foram mais lentos, pois necessitaram do surgimento de métodos especiais, por
exemplo, para diminuir a interagdo entre a ponta de prova e a amostra durante a varredura. Com o surgimento do modo
de contato intermitente em 1993, verificou-se um rapido crescimento no nimero de sistemas estudados. Atualmente,
¢ improvdvel encontrarmos um ramo da biologia. no qual esta téenica ndo tenha sido utilizada. ainda que de
forma incipiente. Entretanto, devido ao seu potencial, pode-se considerar que as aplica¢des se encontram em
uma fase inicial.

O potencial do AFM para as aplicagdes biolGgicas pode ser avaliado pelas exigéncias na preparacio da
amostra. Como na microscopia Gtica, as amostras podem estar em seu ambiente “natural”, imersas em uma
solugio fisiologica, com temperatura controlada. As condigdes podem ser alteradas, ¢ os efeitos podem ser
registrados em tempo real. Entretanto, como se trata de uma técnica de andlise de superficie por varredura, a
amostra deve estar imobilizada sobre um substrato, e suficientemente aderida, de forma a suportar a interagiio
com a ponta de prova.

Comisso, conclui-se que cada sistema particular poderd exigir uma preparagio distinta, apresentar um maior ou
menor grau de dificuldade na aquisi¢io das imagens e permitird uma diferente resolugio mixima. A resolucio é
fortemente dependente do grau de imobilizagdo da amostra. Superficies s6lidas cristalinas, como a mica, permitem a
obtengiio de resolugdo atdmica e a superficie extremamente macia de algumas células pode impedir totalmente a
aquisigao de imagens nitidas de sua superficie. Neste tltimo caso, uma fixagio branda com paraformaldeido pode ser
empregada para melhorar o contraste.

A qualidade da ponta de prova também ¢ importante para a resoluciio. Ela deve ter o dpice terminando em 50-
20 nm, dependendo da resolugio desejada. Durante a varredura de amostras biol6gicas o dpice pode ser facilmente
contaminado, comprometendo a resolugao.

Macromoléculas, tais como DNA e polissacarideos, tém dimensoes muito pequenas e, portanto, nio podem ser
imobilizados sobre uma laminula de vidro, cuja rugosidade pode ser maior do que o didimetro da molécula. Para estes
fins, o substrato mais utilizado em AFM ¢ a mica, um mineral de baixo custo, composto por camadas cristalinas que, ao
serem separadas (clivadas), criam uma superficie atomicamente plana e totalmente limpa.

A visualizagio de macromoléculas em escala nanométrica é de suma importancia tanto para a pesquisa basica
como para aplicagoes tecnoldgicas.

Recentemente, nosso grupo tem se dedicado, utilizando a téenica de AFM, a identificar novas estruturas e
também correlacionar organelas jd descritas por Microscopia Eletronica no estudo de protozodrios patogénicos.
Poucos eram os trabalhos jd publicados e sua resolugio e detalhamentos de estruturas eram escassos (Dvorak
et al., 2000). Uma padronizagio da técnica se fez necessdrio e aps um empenho de nosso grupo, chegamos a um
nivel de resolugio que novas estruturas em escala nanométrica estdo sendo descritas (Rocha et al., in press).

4 - Espectroscopia de Forca

A espectroscopia de forga corresponde basicamente ao registro da deflexdo do cantiléver durante um
ciclo de compressio e distensao do cristal piezo-elétrico que controla a posigio vertical do cantiléver. Como
mencionamos anteriormente, este procedimento, realizado em um ponto da amostra, possui uma analogia direta
com anossa experiéncia cotidiana de tocar localmente uma superficie com as mios. Portanto, podemos conjeturar
que informagdes andlogas aquelas que percebemos, elasticidade e adesividade. também possam ser medidas em
um AFM. Entretanto, no AFM, coletamos dados cuja interpretagiio ¢ bastante mais simples do que os dados
enviados a0 nosso cérebro: uma curva de forga, ou seja, uma curva deslocamento do cantiléver versus deslocamento
do posicionador. Observe que o deslocamento do cantiléver € proporcional a for¢a exercida sobre o cantiléver (lei
de Hooke).

Técnicas de Microscopia Eletrénica Aplicadas as Ciéncias Bioldgicas - 351

119



4.1 Medidas de forg¢as de adesio

Suponha que a amostra seja rigida e que exista uma forga de atragio (por exemplo, de origem eletrostitica) entre
ela ¢ a ponta de prova. Inicialmente, discutiremos todos os processos que ocorrem ao aproximarmos a ponta de
prova a amostra. Um esquema das posi¢oes do cantiléver durante uma seqiiéncia de aproximagio e retragiio ¢
mostrado na Figura 9,

Figura 9: Posi¢es do cantiléver durante a aproximagio com a amostra. A - A sonda niio toca a superficie. B - A sonda ¢ atraida pela

superficie. C - Apds o contato o cantiléver ¢ flexionado pela superficie. D — A amostra ¢ a sonda estio se afastando, mas as forgas de atragio
mantem o cantiléver preso a superficie. E — A forga eldstica do cantiléver se torna superior s forgas atrativas ¢ o cantiléver se desprende

da superficie.

O registro das deflexoes do cantiléver durante uma seqiiéncia de aproximagio e retragiio origina a curva
deflexio do Cantiléver versus deslocamento do Piezo-elétrico (Figura 10). No inicio do registro a sonda esta longe da
superficie da amostra e ndo ocorrem interacoes nem deflexdes do cantiléver (Posigio 1 na Figura 10). Conforme a
sonda avanga na diregio da amostra, podem ocorrer deflexdes causadas por interagdes atrativas ou repulsivas de
curto ou longo alcance. Na curva apresentada na Figura 10 ¢ apresentada uma deflexio repulsiva de longo alcance
(Posicdo 2 — cabecas de seta) seguida de uma atra¢do (Posigdo 2 - seta). Quando ocorre o contato da sonda com a
amostra rigida, a deflexdo do cantiléver ¢ idéntica ao deslocamento do piezo e a curva torna-se linear (Posi¢io 3). Apos
o contato, a4 sonda cessa 0 avango e inicia-se a retragdo. No inicio da retragfio, a sonda ¢ a amostra ainda estio em
contato (Posi¢do 4). As interagoes atrativas entre a sonda e a amostra provocam deflexoes negativas no cantiléver em
relagdo ao seu ponto de equilibrio (Posi¢do 5). Quando a forga eldstica do cantiléver supera a de adesiio,isto €, as
forgas de adesio entre o cantiléver e a amostra rompem-se (Posigio 6), o cantiléver volta a sua posigio de equilibrio
(Posicio 7).

Na posi¢io 5. as forgas de adesao sio superiores a forga eldstica do cantiléver, a qual aumenta com a retragio
do cantiléver. Portanto, a for¢a de adesio corresponde ao valor méximo alcangado pela forga eldstica.

Forga>0 4

repulsio sproximagio
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Defiexdes do cantileverForga

Forga <0

atragio
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400 200 0 200 400 600 800

Deslocamento do Plezo (&)

Figura 10: Curva de forga tipica da interagio da sonda com uma superficie rigida. (1) Sonda e amostra afastadas ¢ cantiléver na posigio
de equilibrio: (2) deflexdes causadas por interagoes repulsivas (cabegas de seta) ou atrativas (seta) de curto ou longo alcance; (3) contato

sonda-superficie da amostra ¢ conseqiiente deflexio do cantiléver: (4) retragio do cantiléver ainda flexionado: (5) a retragio do cantiléver

associado a adesido sonda-amostra, promove uma deflexio negativa no cantiléver; (6) rompimento da adesio sonda-amostra; (7) o
cantiléver volta ao ponto de equilibrio.
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4.

1.1 Aplicagoes

Diversas aplicagbes para as medidas de adesdo podem ser encontradas na literatura. A seguir discutiremos
alguns exemplos.

a) Medidas de adesio celular. Cantiléveres com esferas (vidro ou polimero e 50-100 um de diametro) como

b

=

ponta de prova podem ser empregados para estudos de adesdo celular. A superficie destas esferas permite
modificacdes quimicas para simular virtualmente qualquer substrato de interesse. Pode-se também promover
o crescimento de uma camada de células sobre elas. Esta esfera modificada quimicamente, ou com uma
camada de células, é aproximada e retraida de uma segunda camada crescida sobre o substrato, e as forgas
de adesdo sio medidas como descrito acima (Jena & Horber, 2002).

Interacdo receptor-ligante. A modificagio quimica das superficies da ponta de prova e do substrato para a
imobilizagio de pares receptor-ligante permite estudos de reconhecimento molecular. Para que a interagio
ocorra de forma a mimetizar o que ocorre quando as moléculas estdo livres, ¢ necessdria a utilizagio de
espacadores (spacers), como indicado na figura 1 1. Polietilenoglicol (PEG) e virios outros spacers tém sido
empregados para o estudo de intimeros sistemas, tais como, avidina-biotina (Florin et al., 1994), antigeno-
anticorpo (Hinterdorfer et al., 1996). Proteina-DNA (Kuhner er al., 2004) e diversas outras proteinas celulares
isoladas ou associadas 2 membrana celular (Kienberger et al., 2006).

Tais experimentos permitem avaliar a afinidade,
as constantes de ligagdo e ainda fornecem dados
estruturais sobre o sitio de ligagao.

Figura 11: Receptor ¢ ligante imobilizados na ponta de prova e no substrato
por meio de spacers para medidas de forga.

¢) Mapeamento de receptores. A ponta de prova funcionalizada com ligantes pode ser utilizada para mapear a

presenga de receptores na superficie celular, levando ao conceito de imagens de reconhecimento molecular.

4.2 Medidas de forcas elasticas

O segundo exemplo a ser discutido envolve uma superficie ndo rigida, a qual cede mecanicamente quando em
contato com a ponta de prova. Na posi¢io 3 da figura 10 o cantiléver exerce uma pressio na amostra ¢ a resisténcia
mecinica da amostra determinard o grau de indentagio (deformagao da amostra). Portanto, amostras com diferentes
elasticidades sofrerio diferentes indentagdes e provocario diferentes deflexdes do cantiléver.

Como mostrado na figura 12, a indentagio (§ ) € dada pela diferenga entre o deslocamento do piezo Az)ea
deflexio do cantiléver (Ad ):

8 =(Az—-Ad)

Figura 12: Indentagio de uma amostra macia durante a aproximagdo sonda-amostra.
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Para superficies rigidas, a indentagio é nula e a curva de forca € linear. Para uma superficie macia, a curva de
forga reflete para cada deslocamento AZ (deslocamento do piezo), a indentagiio correspondente, como mostrado na
Figura 13.

Figura 13: Curva de for¢a obtida com
materiais macios.

Todos os s6lidos podem ser deformados pela atuagio de foras externas, havendo dois tipos principais de
deformacoes: as pldsticas e as eldsticas. Quando as forgas aplicadas ndo excedem um determinado limite, o material
sempre volta ao seu formato original quando estas sdo completamente removidas. Por essa razilo, estas deformagoes
sdo ditas eldsticas. Se as for¢as externas que produzem a deformagio excederem tal limite, no ocorre o desaparecimento
completo da deformagio, quando da remogio das forcas. Este tipo de deformagio € dita plistica (Parbhu e al., 1999).

Além da elasticidade e da plasticidade, os materiais podem também apresentar viscosidade, que corresponde
a uma resisténcia ao escoamento. Algumas propriedades mecinicas dos materiais sao exemplificadas na Tabela L.

Tabela I - Propriedades mecinicas dos materiais. Fonte: hitp://www.unoescjba.ret-sc.br/~laila/disciplinas/mat.con.civ/capitulol mat.htm

Propriedade Definicao Unidade (SI)
Pressao (stress) Forga/unidade de drea (F/A) Pascal (N/m?)
Deformagao relativa (strain) Deformagio percentual (DL/L) adimensional
Elasticidade ou Médulo de Young, E Pressio/deformagio eldstica Pascal (N/m*)
Dureza Resisténcia a deformagio pldstica inicial Pascal (N/m?)
Viscosidade Resisténcia ao escoamento Pas

A elasticidade de um objeto macroscopico pode ser deserita pela lei de Hooke em termos da deformagio relativa
e da pressio (Timoshenko & Goodier, 1970). A pressio corresponde ao estresse provocado pela forga de deformagio
aplicada em uma pequena drea do material, ¢ a deformagio relativa pode ser expressa como uma variagio relativa as
dimensoes iniciais do material, i AL

S ¢ Jr——

A I 8
Esta relagiio mostra que a razio entre a deformagiio relativa e a pressio ¢ igual a uma constante, chamada
elasticidade ou médulo de Young (E), e ¢ caracteristica de cada material.
A elasticidade do substrato em uma escala microscdpica pode ser determinada com a forga aplicada ao sistema
pela ponta de prova e pela medida da deformagio resultante (indentago). Entretanto, as pontas de prova podem ter
diferentes geometrias, sendo as conicas, parabdlicas e esféricas as mais comuns. Para cada forma do indentador,
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encontraremos uma relagio diferente entre a forga e a deformacdo. pois a drea de contato € distinta. O indentador
conico é a ponta de prova mais comumente encontrada, e apresenta a seguinte relagdo entre a forca aplicada e a
indentacio:
2 K 5 1
I == ——— 5 tan(a) (indentador conico)
T (l-v)

onde @ é o dngulo de abertura do cone e v ¢ raziio de Poisson da amostra. O efeito deste indentador foi
estudado por Hertz (1881) e . portanto, o modelo é chamado de “Modelo de Hertz”.

A razio de Poisson ¢ definida como a raziio entre a deformagio relativa transversal (ortogonal) e a deformagao
relativa no sentido de elongamento, e traz informagiio sobre a compressibilidade do material, e determina o quanto o
material se estende ortogonalmente ao sentido da for¢a aplicada. Materiais com baixa compressibilidade apresentam
valores de v préximos a 0,5 (Timoshenko & Goodier, 1970; Weisenhorn et al., 1993; Heuberger et al., 1996).

No modelo de Hertz, a estrutura atbmica das amostras nio ¢ considerada, e é suposto que a matéria seja
homogénea e continuamente distribuida por seu volume. Embora os experimentos sejam realizados em uma escala
microscépica. esta teoria ainda pode ser usada porque a ponta interage com um grande nimero de dtomos da superficie.
Além disso, considera-se a maior parte do volume estudado como isotropico. ou seja, tem propriedades eldsticas
semelhantes em todas as direcoes (Timoshenko & Goodier, 1970).

Como vimos anteriormente, 7 = kAd onde k ¢ a constante eldstica do cantiléver, & =(Az — Ad) éo Ad
deslocamento do cantilévere Az é o deslocamento do piezo. Substituindo estas relagdes na equagao anterior, obtém-
se uma equagdo que pode ser usada para o ajuste s curvas experimentais (método dos minimos quadrados), fornecendo
aelasticidade (E) do material.

4.2.1 Aplicagoes

As deformagdes mecinicas sio, possivelmente, importantes reguladoras de certas fungoes celulares, incluindo
diferenciagio, locomogao e adesdo. A determinagio das propriedades mecanicas de materiais biologicos, tais como
células, tecidos e fluidos € importante tanto para os avancos da pesquisa médica, como da pesquisa basica (Tao et al..
1992: Weisenhorn ef al.. 1993; Radmacher er al.. 1995; Vinckier & Semenza, 1998). O AFM tem permitido um interesse
crescente na caracterizagio de propriedades mecinicas de amostras bioldgicas (Santos & Castanho, 2004; Simon &
Durrieu, 2006).

0 nosso grupo tem desenvolvido estudos nesta drea. por exemplo, pudemos acompanhar pela primeira vez a
mudanga de rigidez de ovos de Aedes aegypti ao longo de sua embriogénese, relacionando-a com outros fenomenos
biogquimicos também necessirios a formagdo de embrides vidveis (Moncores ef al., in press).

Em outro estudo relatamos uma diferenga de rigidez existente entre as partes claras e escuras dos fios de
cabelos de pessoas afetadas por pili annulati, uma disfungio de origem genética caracterizada por fios de cabelo com
bandas alternadas claras e escuras. Mesmo nio havendo diferencas morfologicas evidenciadas por imagens de
microscopia eletrdnica e microscopia de forca atdmica, mostramos que hi diferenga da rigidez entre bandas claras e
escuras, sendo que as bandas mais claras sdo menos rigidas que as escuras. Ainda existe controvérsia sobre os
aspectos estruturais dos fios anormais, mas tais resultados ajudam na avaliagio dos diversos modelos propostos
(Streck et al., 2007).
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ANEXO Il

Resolucio da equacio [5] para d.
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2
Kc.(d-d,) =7T. 1=v%) tan(@).[(z, -2)-(d-d )]’
Portanto:
Ke.(d-d )—gitan(a) [(z,-d)-(z-d )] [6]
. L [(z, 0
O termo 2.(1 2).tem(a) so0 varia em fung¢do da elasticidade, pois ¢ v € «
m(l-v

sdo constantes: v= 0,5 e a = 37°, neste estudo. Esse termo sera denominado ¢&. Assim:

2 E
&= ﬂ.(l_vz).tan(a). [7]
Logo:
Ke.(d-d,) =&[(z, -d)-(z-dy)T’ ou
Ke.(d-dy)=£&.[(z, -d)-(z-d,)]* =0 [8]

Resolvendo no MAPLE® 7 a equacdo [8] para d , tem-se:
> solve(kc*(d-d0)- EE*(z0-z-(d-d0))*2, d);

em que ¢ = EE (pois o MAPLE nao reconhece o ), ou seja,

1 ke +2EEz0 +2EEd0 -2 EEz +/kc> + 4 ke EE 20 — 4 ke EE =
2 EE ’

1 ke+2EEz0+2EEd0) —2EEz—:/ké> +4 ke EE20 — 4 ke EE =
2 EE

k, +:Jk2 +4Ek (z, - 2)
2§

ou simplesmente: dy+(z,—2)+

Que também pode ser reescrita da seguinte forma:



AL CREE Jk2 +4Ek (2, - 2)
2§

Resolvendo a equagdo estendia: Kc.(d-d,) —2. =) tan(@).[(z, -d)-(z-d,)]* =0
m -V

O resultado obtido no MAPLE® 7 é:

> solve(kc*(d-d0)-(2/pi)*(E/(1/ni*2)*tan(a)*(z0-z-(d- d0))"2), d);

1
Z(kc T+ 4 E ni* tan(a) z0 + 4 E ni* tan(a ) d0 — 4 E ni* tan(a) z

+./kc® 0 + 8 ke TUE ni” tan(a) 20 — 8 ke TUE ni tan(a) z ) / (E ni* tan(a))

i(kc T+ 4 E ni* tan(a) z0 + 4 E ni* tan(a ) d0 — 4 E ni* tan(a ) z

—ch2 TC + 8 ke TUE ni* tan(a) z0 — 8 ke TUE ni* tan(a)z)/ (E ni* tan(a))
ou simplesmente:

kcr+4.EV’ tan(@).z, -4.Ev’ tan(@).z+4.EV° tan(a).d,
4 EV* tan(a)

N \/kc2 T -8 ke sTEV’ tan(@).z +8 ke.TEV  tan(@).z,
4 EV’ tan(a)
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[9]

Como a equagdo possui duas respostas, € preciso entender o que elas representam. A

resposta positiva (+) da equagdo [9] ndo tem significado fisico, ndo h4d nenhuma parte da

curva de ajuste que seja a0 menos parecida com as curvas reais. Ja o resultado negativo (-) da

equagdo [9] representa exatamente o que se quer, podendo ser utilizada como resposta do

modelo de Hertz para amostras incompressiveis indentadas por uma ponta piramidal.
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ANEXO IV

Programa desenvolvido para documentacio e analise automatizada das curvas de forca.
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Tudo que esta comentado digitado em vermelho dentro dos macros apds // sdo apenas
comentarios, € em nada interferem nos programas.

Durante a andlise dos dados, com todas as curvas ja importadas para o Igor Pro, o
PRIMEIRO macro rodado é:

Macro Preparacao F vs d(contador aux, chave, referencia dura_aux)
variable contador aux=contador, chave=0, referencia_dura aux=0 //contador eh uma
variavel global (ver lista no inicio), referencia_dura ¢ global
Prompt contador_aux,
prompt chave,
prompt referencia_dura_aux,
string aux1, aux2

contador=contador aux
referencia_dura=referencia_dura aux
referencia=contador

aux1="F"+num2str(contador)
aux2="B"+num2str(contador)
Duplicate /O $aux1 desloc_cantilF,forcaF, distanciaF //duplica a onda $auxlou2 (¢ preciso o $

para o igor procurar a onda associada ao sting, se nao o igor vai procurar a onda
auxlou2, q nao existe). o /O faz com q as ondas q jah existam sejam sobreescritas.
Todas as ondas depois do $auxlou 2 serao reescritas

Duplicate /O $aux2 desloc_cantilB,forcaB, distanciaB

desloc_cantilF=x

desloc_cantilB=x //muda de acordo com a propria escala da onda

if (chave==1)

Display/W=(10,50,390,250) forcaF vs desloc_cantilF

ShowInfo
Cursor/P A forcaF 300; Cursor/P B forcaF 500
Label left ; Label bottom

DoWindow/C windowcursorF
Display/W=(10,280,390,480) forcaB vs desloc_cantilB
ShowInfo
Cursor/P A forcaB 300; Cursor/P B forcaB 500
ModifyGraph rgb=(0,0,65535)
Label left ; Label bottom
DoWindow/C windowcursorB

Display/W=(405,50,795,250) forcaF vs distanciaF
ShowInfo
Label left ; Label bottom
DoWindow/C graph F vs d F
Display/W=(405,280,795,480) forcaB vs distanciaB
ShowInfo
ModifyGraph rgb=(0,0,65535)
Label left ; Label bottom
DoWindow/C graph F vs d B
endif
endmacro
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Esse macro comega abrindo a seguinte janela, onde ¢ digitado o valor das seguintes
variaveis:

Preparacao_F_vs_d

prim curva a =er analiz: [arrume oz cursores para a calib]

contador aux > E
Criar graficos? 0 =ndo, 1 = =im [uze na prim vez)
chave —_— 5 | 0

1 = ndao tem. 1 = mantém a primeira coma referéncia para w_coef

referencia_dura aux —» |EI

[uit Macro Help

Depois a varidvel contador recebe o valor de contador_aux; em quanto, a variavel
referencia_dura recebe o valor de referencia_dura_aux, € a variavel referencia recebe o valor de
contador. Depois sdo criadas os strings auxl € aux2, que correspondem aos nomes das ondas
F”contador” e B”contador do experimento, por exemplo, F3 eB3.

Em seguida sdo duplicadas as ondas $aux1 e $aux2 (& preciso o $ para o Igor procurar
a onda associada ao sting, F3 e B3 no exemplo anterior, se ndo o Igor vai procurar as ondas
auxleou2, q ndo existem). O /O faz com que as ondas que ja existam sejam sobrescritas.
Todas as ondas depois do $auxle2 serdo reescritas. Elas sdo: desloc cantilF, forcaF, distanciaF N0O
caso de Sauxl, € desloc_cantilB, forcaB, distanciaB no caso de $aux2.

Em seguida ¢ atribuido as ondas desloc_cantilF € desloc_cantilB 0 valor de x, que € a
escala interna das ondas criadas no experimento, o que corresponde ao deslocamento do
piezo.

Se na variavel chave for digitado 0, nada ocorre, mas se for digitado 1, serdo cridas
janelas para mostrar os seguintes graficos Display/W); com suas respectivas dimensoes;
seguidos de seus novos nomes:
forcaF vs desloc_cantilF (Display/W); (10,50,390,250); windowcursorF (Do Window/C)
forcaB vs desloc_cantilB (Display/W); (10,280,390,480); windowcursorB (Do Window/C)
forcaF vs distanciaF (Display/W); (405,50,795,250); graph F vs d F (DoWindow/C)
forcaB vs distanciaB (Display/W); (405,280,795,480); graph F vs_d B (DoWindow/C)

Todas essas janelas contém a funcdo Showinfo, que posiciona os cursores (Cursor/P A
forcaB 300; Cursor/P B forcaB 500) e escreve as legendas (Label left "\Z10For¢ca (\\u N ) "; Label bottom
"\\Z10deslocamento do piezo (\\u 4 ) "))

Ha ainda nos graficos “forcaB vs desloc_cantilB” € “forcaB vs distanciaB” a fungao
“ModifyGraph rgb=(0,0,65535)”, que zera as quantidades de vermelho e verde da curva mostrada,
e maximiza o valor da cor azul.
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O SEGUNDO macro ¢ rodado apds serem ajustadas as posicdes dos cursores:

Macro ximo_rior() //ctrl+7
silent 1; PauseUpdate
DoWindow/F windowcursorF
CurveFit/Q line forcaF(xcsr(A),xcsr(B)) //para transformar em forga
if (contador == referencia)
referencia_coef =W _coef[1];

else
print , referencia
endif
forcaF=-forcaF*60*1e-10/referencia_coef /W _coef[ 1]

CurveFit/Q line desloc_cantilF(xcsr(A) (B)) /X=forcaF/D
distanciaF=desloc_cantilF-(W_coef[0]+W _coef] 1 [*forcaF)

Print ,"F"+num2str(contador)

ModifyGraph offset={0,-forcaF[50000]} //lum numero grande= ultimo ponto

DoWindow/F windowcursorB
CurveFit/Q line forcaB(xcsr(A),xcsr(B)) //para transformar em forga
forcaB=-forcaB*60*1e-10/W_coef[1]
CurveFit/Q line desloc_cantilB(xcsi(A),xcsr(B)) /X=forcaB/D
distanciaB=desloc_cantilB-(W_coef[0]+W _coef[1]*forcaB)

Print ,'B"+num2str(contador)

ModifyGraph offset={0,-forcaB[50000]} //am ntimero grande= ltimo ponto
DoWindow/F graph F vs d F

ModifyGraph offset={0,-forcaF[50000]} //am nimero grande= ltimo ponto
DoWindow/F graph F vs d B

ModifyGraph offset={0,-forcaB[50000]} //um niimero grande= ultimo ponto

//apenas para elasticidade
definir_escala_e parametros(); DoWindow/F elasticidade
Endmacro

O macro acima pode ser executado a partir do atalho do teclado “ctrl+7”. Ele comega
com os comandos silent € PauseUpdate, 0 primeiro impede que as operagdes sejam mostradas na
linha de comando, aumentando a velocidade do programa, assim como o segundo, que
também melhora o desempenho evitando todas as atualizagdes de graficos, mostrando apenas
a ultima, que ¢ a que realmente interessa. O processo DoWindow/F traz as janelas windowcursorF
windowcursorB graph F vs d F graph F vs d B para frente. Nela ¢ executado o comando
CurveFit/Q line forcaF(xcsr(A),xcs1(B)), que faz uma curva, em forma de reta, que
melhor se ajuste aos dois pontos dados(A e B). Esses pontos sdo os cursores, e é
desta forma que a inclinagdo da curva ¢ obtida. Como discutido
anteriormente, ao realiza-se esse processo numa medida obtida no vidro, que a superficie
infinitamente rigida utilizada como referéncia, obtém-se a inclinagdo que devera ser subtraida
das curvas de materiais mais macios. A curva obtida como resultado ¢ caracteristica para cada
tipo de elasticidade, e 0 modelo de Hertz ¢ utilizado para extrair essa informagao. Entretanto,
essa onda "/ "+num2str(contador) vinda do equipamento como

AV x AZ (VoltagemXDeslocamento_do _piezo), que até

esse ponto do programa tem seu valor na onda For¢aF, deve =" {-_____
ser transformada para que se obtenha o grafico

ForQaXDeslocamento_do _piezo. Para tanto  serdo AZ
utilizadas as seguintes relacdes:
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AV . L
A7 =arcTga ,onde arcTga =W _coef , que sera igualado a referencia_coef mais adiante.

ForgaF (Volts)
W _coef

Assim sendo, AZ(Angstrons) =

Utilizando a lei de Hook (F=k.Ax), obtém-se:

For¢aF
W coef

F = k(newton / metro).AZ.107"° (metro) I - F =k. 1077

Assim o valor da forca ja esta em Newtons, para melhorar a visualizagdo, a curva sera
multiplicada por (-1), invertendo a inclinagdo. O valor de F serd colocado na prdpria onda
For¢aF. Assim, o proximo passo do programa seria calcular:

forcaF=-forcaF*60*1e-10/referencia_coef,

Porém, € preciso antes garantir que ao se analisar uma onda de material mole, a curva
de referéncia do vidro seja mantida. Por isso, escolhe-se previamente qual curva do vidro
servira de referéncia para a analise das curvas macias. Feito isso, deve-se informar (1) no
ultimo item do primeiro menu (prompt referencia_dura_aux,

) do macro Preparacao F vs_d. deste modo o passo seguinte do programa ¢:
if (contador == referencia)
referencia_coef = W _coef[1];
else
print , referencia
endif
Ou seja, apenas no caso inicial, quando o contador for igual a referéncia, o valor de

W coef[1] sera colocado em referencia_coef, do 20

contrario, sempre sera calculado um novo W coef[1], _ ximo_rior()

~ . . . 2 mantendo coef angular da 4
mas ele ndo sera reescrito no valor de referencia_coef, s ,, A onda analisada 6.2 S
que manterd o coeficiente angular da onda escolhida § |

inicialmente como referéncia.
T T T T T

Na ultima linha desse macro: o e ey "
definir_escala_e parametros(); DoWindow/F elasticidade

O macro: macro definir escala_e_parametros() ¢ rodado.
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Para mudar as curvas, utilizo:

Macro Pro() // ctrl + 6

contador+=1

string aux1, aux2

silent 1; PauseUpdate

aux1="F"+num2str(contador) //Definir variavel "contador" na linha de comando
aux2="B"+num2str(contador)

print aux1, aux2

Duplicate /O $aux1 desloc_cantilF,forcaF, distanciaF

Duplicate /O $aux2 desloc_cantilB,forcaB, distanciaB

desloc_cantilF=x //muda de acordo com a propria escala da onda
desloc_cantilB=x

Print

endmacro

Com isso, o contador recebe um incremento de +1. A seguir F* e B* recebem também
esse mesmo incremento, passando por exemplo de F2 e B2, para F3 e B3. Essas curvas sao as
experimentais, € ao serem duplicadas em: desloc cantilF, forcaF, distanciaF € desloc_cantilB, forcaB,
distanciaB, modificam os dados que estardo sendo analisados a seguir para os valores das
curvas que queremos estudar no momento. H4 um display na tela do programa que sempre
mostra em qual curva estamos, ou seja, o valor do contador que ¢ o mesmo de aux1 € aux2.

A impressdo: Print ¢ interessante para que
nunca se esqueca que antes de analisar uma curva é imprescindivel que se posicione os
cursores na parte reta da curva, a nao ser que esteja-se mantendo o coeficiente angular da
primeira onda analisada.

Macro Ante()  //ctrl +8

contador-=1

string aux1, aux2

silent 1; PauseUpdate

aux1="F"+num2str(contador) //Definir variavel "contador" na linha de comando
aux2="B"+num2str(contador)

print aux1, aux2

Duplicate /O $aux1 desloc_cantilF,forcaF, distanciaF

Duplicate /O $aux2 desloc_cantilB,forcaB, distanciaB

desloc_cantilF=x
desloc_cantilB=x
endmacro

esse macro faz com que o contador receba um incremento de -1. portanto, na
sequencia F* e B* receberdo também esse mesmo incremento, passando por exemplo de F4 e
B4, para F3 e B3. Como antes, essas curvas sao as experimentais, ¢ ao serem duplicadas em:
desloc_cantilF, forcaF, distanciaF € desloc_cantilB, forcaB, distanciaB, modificam os dados que estardo
sendo analisados a seguir para os valores das curvas que queremos estudar no momento.
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O TERCEIRO macro rodado, que ¢ chamado no final do macro: Macro ximo_rior() //
ctrl +7 é:

macro definir escala_e parametros()
Variable/G zz0, dd0, kc, ni, EE, alfa, alfaRad, b
Make/N=1000/D/O zz, dd, dura
zz0 =0
ddo =0
ke =60 // arrumando as unidades
ni =0
EE=0.1 // young's mod em N/m2
alfa =37 // alfa em graus
zz=-(2000 )*p/(1000-1)*1e-9
// zz em nm
dura=-zz
arrumando_escalas()
endmacro

Esse macro cria e determina o valor inicial de algumas varidveis que serdo utilizadas
em futuros macros, além de ajustar as escalas para o sistema internacional de medeidas (SI),
pela execugdo do macro: macro arrumando_escalas() mostrado abaixo:

macro arrumando_escalas()

Duplicate/O forcaF forcaF_elast

Duplicate/O desloc_cantilF desloc_cantilF _elast

forcaF_elast /= 60//*1e-10

desloc_cantilF_elast /= 1e10 // desloc_cantilF_elast = desloc_cantilF_elast / 1e10
endmacro

O QUARTO macro ¢ o que fard o ajuste da
parte curva (delimitada pelos cursores na figura ao
lado) do grafico. Para isso ¢ necessario posicionar os
cursores sobre a curva a ser ajustada, e executar o
macro “ajuste”: macro elasticidade_ajustada00()

Deslocamento do Cantilever (10 m)

N\
S

Entretanto, antes de tratarmos do macro elasticidade_ajustada00(), vamos entender como
funciona a fungdo que ajusta a curva (Functiont Fdeslocamento_cantilever(w,x)) que criamos baseados
no modelo de Hertz:

T
05

T
10

Functiont Fdeslocamento cantilever(w,x) : FitFunc // Fungdo: deslocamento do cantilever em funcao
do !!'deslocamento do piezo!!!
Wave w
Variable x
WAVE zz,dd
NVAR ddo0, ke, ni, alfa, alfaRad, yy
alfaRad = alfa*pi/180 2 E
yy = 2/pi*tan(alfaRad)*w[0]/(1-ni*ni) /' analogo a E=;.m.tan(a) equacdo [7]:

return ddO + abs((kc - 2*¥yy*(x - w[1]) - sqrt( abs( (-kc + 2*yy*(x - w[1])"2 - 4*yy"2*(x - w[1])*2 ) ) ) (2*yy))
End

Onde ddo € o ponto de contato, kc € a constante de mola do cantiléver, ni ¢ a razdo de
Poisson, aifa ¢ 0 angulo de abertura do indentador, alfaRad € 0 angulo de abertura do indentador
em radianos, € yy ¢ 0 Moddulo de Young, x ¢ Z e wi1] ¢ Z,. Esses valores estao referidos na
k, 2k +48k,(z, - 2)

2§

solu¢do da equacdo [8]: g=g, +(z, -z)+

macro elasticidade ajustada00()
Res_deslocamento_cantileverF=0

Make/D/N=2/0 W_coef, retay, retax
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W_coef = {elast, contato}

FuncFit/X=1/H="00" Fdeslocamento_cantilever W_coef deslocamento_cantileverF[pcsr(A),pcsr(B)] /X=desloc_piezoF elast /D /R
/| /C=T_Constraints

retax = {W_coef[ 1], min(xcsr(A, ), xcsr(B, ))/1el0} //curva de referencia em 45 graus no
minimo da ajustada, os cursores devem estar na curva experimental
retay = { dd0, -retax[1]+W_coef[1]+dd0} /ly = -(x-w_coef[ 1])+dd0
SetScale/P x (w_coef[1]),1,"", procuralinhadebase 1111/l acho q realmente faltou

DIVIDIR pelo k do cantilever
//res_forcaF _elast *= 100/forcaF_elast
endmacro

O macro “macro clasticidade_ajustada00()” tenta ajustar a fungdo descrita acima a curva
experimental. Isso nem sempre € simples, muitas vezes os céalculos travavam por os valores
estarem muito distantes. Para resolver esse problema, incluimos trés pequenos macros (macro
elasticidade_ajustada01(),macro elasticidade ajustadalO(),macro elasticidade_ajustadal1()) que resolvem o problema,
simplesmente aproximando os valores mantendo uma das duas varidveis (W_coef[0], W_coef[1])
com o valor fixo e a calculando apenas o da outra, ou mantendo as duas variaveis fixas. Esses
macros sao descritos abaixo:

macro elasticidade_ajustada01()
Res_deslocamento_cantileverF=0

Make/D/N=2/0 W_coef
W_coef = {elast, contato}
FuncFit/X=1/H="01" Fdeslocamento_cantilever W_coef deslocamento_cantileverF[pcsr(A),pcsr(B)] /X=desloc_piezoF elast /D /R

TN  elast=w_coef]0]
/IW_coef = {1e8,W_coef[0]}
//FuncFit/X=1/H="01" teste W_coef forcaF elast[pcsr(A),pcsr(B)] /X=desloc piezoF elast /D /R
//FuncFit/X=1/H="00" teste W_coef forcaF elast[pcsr(A),pcsr(B)] /X=desloc piezoF elast /D /R
//Res_forcaF_elast=forcaF_elast-fit_forcaF_elast
endmacro

macro elasticidade ajustadal0()
Res_deslocamento_cantileverF=0

Make/D/N=2/0 W_coef

W_coef = {elast, contato}

FuncFit/X=1/H="10" Fdeslocamento_cantilever W_coef deslocamento_cantileverF[pcsr(A),pcsr(B)] /X=desloc_piezoF elast /D /R
endmacro

macro elasticidade ajustadall()

Res_deslocamento_cantileverF=0

elast=exp(elast_exp)

Make/D/N=2/0 W_coef

W_coef = {elast, contato}

FuncFit/X=1/H="10" Fdeslocamento_cantilever W_coef deslocamento_cantileverF[pcsr(A),pcsr(B)] /X=desloc_piezoF elast /D /R
endmacro
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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