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Resumo

Objetos transparentes (objetos de fase) se tornam visiveis em um microscopio
6ptico operando em campo-claro, se o microscopio estiver desfocalizado. Na ver-
dade, um microscopio 6ptico desfocalizado operando em campo-claro é equivalente
a um microscopio de contraste de fase, apresentando vantagens que serao discutidas
nesta tese, em relacao ao microscopio de contraste de fase convencional. A desfocali-
zagao introduz uma diferenca de fase entre a luz transmitida (ndo-difratada) e a luz
difratada pelo objeto, que ao serem recombinadas no plano de detecao e devido a in-
terferéncia entre estas luzes, faz com que o objeto transparente se torne visivel, com
um contraste da imagem diferente de zero. Isto foi demonstrado em nosso laborato-
rio e publicado em artigos e teses anteriores [1-7]|. Nesta tese, melhoramos o modelo
optico de microscopia de desfocalizacao, para que ele fosse vélido para qualquer
desfocalizacao, inclusive no limite assintotico de grandes desfocalizagoes, e para ni-
meros de onda de difracao maiores. Obtivemos expressoes tedricas para o contraste
de objetos de fase compostos por uma e por duas interfaces paralelas. No limite de
pequenas desfocalizacoes e ntiimeros de onda de difracao pequenos, através da mé-
dia temporal do contraste, podemos obter a forma de equilibrio de hemacias, como
demonstrado em publicacao anterior deste laboratorio [4]. Nossa nova expressao é
importante para estabelecer uma relacao entre flutuacoes de contraste e flutuagoes
na altura das superficies da heméacia. Com este novo modelo 6ptico, n6s mostramos
que ao fazer uma varredura na posicao do plano focal da objetiva (zf), como as
superficies das hemacias estao em posicoes diferentes em relacao a z, a luz difratada
pelas superficies tem fases diferentes e, portanto, podem ser distinguidas nesta téc-

nica de microscopia de desfocalizacao. Este fato nos permite estudar as propriedades
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de cada superficie separadamente. Para flutuagoes com nimeros de onda maiores

que 1 pm=!

, podemos aproximar a regiao central da hemécia por planos paralelos
e aplicar o modelo 6ptico para objetos de fase com duas interfaces desenvolvidos
nesta tese. Usando o modelo elastico recente de Auth et al. [8], que leva em conta o
acoplamento entre a bicamada lipidica e o citoesqueleto de espectrina (que também
considera as superficies de hemacias como planos paralelos) e nosso modelo 6ptico,
obtivemos um 6timo ajuste para os dados experimentais. Deste ajuste obtivemos
os valores para o modulo de curvatura da bicamada, o moédulo de cisalhamento do
citoesqueleto e para a temperatura efetiva. As flutuagoes de altura na hemécia nao
sao somente de origem térmica. Outra contribuicao vem da conversao de energia
quimica em trabalho mecanico nas superficies, mediada por ATP (adenosina trifos-
fato, o combustivel das células) [9,10]. Estes efeitos fora-do-equilibrio sao reduzidos
a um unico parametro, qual seja a temperatura efetiva introduzida de uma maneira
ad-hoc. Este efeito ainda é motivo de controvérsia na literatura [11]. Estudamos
também a relaxacao destas flutuagoes analisando a funcao de auto-correlacao tem-
poral do contraste. Esta relaxacao depende da elasticidade da bicamada lipidica e
citoesqueleto de espectrina, e do escoamento do citoplasma através do canal estreito,
de espessura d da ordem de 20 a 30 nm, entre a bicamada e o citoesqueleto. Do
ajuste da teoria aos nossos dados obtivemos d = 21+1 nm. Mostramos que a técnica
de microscopia de desfocalizagao é uma técnica de microscopia Optica bastante ttil
e confiavel para o estudo do perfil e rugosidades dinamica e estatica de interfaces em

um material transparente em multicamadas, como membranas de células biologicas.
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Abstract

Transparent objects (phase objects) render visible in a bright-field optical mi-
croscope, if the microscope is defocused. In fact, a defocused bright-field optical
microscope is equivalent to a phase contrast microscope, presenting advantages over
the conventional one, as it will be discussed in this thesis. Defocusing causes a phase
difference between the transmitted light (non-diffracted) and the light diffracted by
the phase object, which when combined at the detection plane due to light interfe-
rence, renders the object visible, with an image contrast different than zero. This
effect was demonstrated in our laboratory in several articles and previous thesis [1-7].
In this thesis, we improved our optical model of defocusing microscopy, such that its
validity was extended to any defocusing, including asymptotically large defocusing,
and for larger diffraction wavenumbers. We obtain theoretical expressions for the
contras of phase objects composed by one and by two parallel interfaces. In the
limit of small defocusing and small diffraction wavenumbers, from the time avera-
ged contrast, we can obtain information about the equilibrium shape of (RBC) red
blood cells (erythrocytes), as previously demonstrated [4]. Our new expressions are
important to establish a relationship between defocused image contrast fluctuations
and surface height fluctuations on RBCs. With our new optical model we show that
by scanning the microscope objective focal plane position (zy), and since the RBC
surfaces are at different positions in relation to the z-axis, there diffracted light are
affected by different phase differences, such that it surface can be distinguished by
using defocusing microscopy. This fact allows us to study the properties of each

interface separately. For fluctuations with wavenumbers larger than 1 pum™=!, one
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can approximate the RBC central region by parallel planes, and apply the optical
model for two interfaces developed in this thesis. By using the recently developed
elastic model by Auth et al. [8], which takes into account the coupling between the
lipid bilayer and the spectrin cytoskeleton (and also uses the approximation of pa-
rallel planes for the RBC surfaces) and our optical model, we have obtained a very
good fit for the experimental data. From this fit we have obtained the values for
the lipid bilayer curvature modulus, for the cytoskeleton shear modulus and for the
effective temperature. The RBC height fluctuations are not only of thermal origin.
Another contribution comes from the conversion of chemical energy into mechanical
work driven by ATP (adenosine triphosphate, the cell’s combustible) [9,10]. These
non-equilibrium effects are lumped into a single parameter, namely the effective
temperature introduced in an ad-hoc manner. This effect is still contoversial in the
literature [11]. We also studied the relaxation of RBC height fluctuations through
the time autocorrelation function of contrast fluctuations. This relaxation is dicta-
ted by the elasticity of the lipid bilayer and the spectrin cytoskeleton, and by the
flow of the cytoplasm through the narrow gap of width d ~ 20 to 30 nm, between
the bilayer and the cytoskeleton. From the fit of this theory to our data, we obtained
a gap-width d = 21 £1 nm. We showed that defocusing microscopy is an useful
and trustable technique to study height profiles and static and dynamic roughness

of interfaces in a transparent multilayered material, like membranes of living cells.
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Capitulo 1

Introducao

O estudo de sistemas biologicos desde a escala de tamanhos moleculares (nm)
até a escala de tamanhos das células (um) tem se beneficiado das varias técnicas
de microscopia, como a microscopia eletronica (escala nm) e as varias técnicas de
microscopia 6ptica (escala um). A linha de pesquisa do nosso laboratério na area
de Fisica de Sistemas Biologicos tem se dedicado ao estudo das propriedades elas-
ticas e motilidade de células, através da medida das flutuagoes dinamicas em suas
superficies, cujos comprimentos de onda de interesse se encontram na escala de
um e, portanto, podem ser estudadas com microscopia 6ptica. No caso de micro-
scopia Optica destacam-se as técnicas de fluorescéncia (especialmente microscopia
confocal), contraste de fase e DIC (differential contrast microscopy, ou microsco-
pia de contraste diferencial), que sdo bastante usadas para o estudo de biologia
celular [12,13]. Hoje ja existe uma variedade grande de corantes fluorescentes que
se ligam especificamente nas varias proteinas das células que se quer estudar, que
permite a visualizacao de partes especificas das células onde aquelas proteinas se
localizam [13]. Para microscopios convencionais de fluorescéncia, uma grande quan-
tidade de corantes deve ser adicionada as células para visualizacao, e tal fato pode
alterar algumas das propriedades da célula. As microscopias 6pticas que usam efeitos
Opticos nao-lineares, como a microscopia de 2-fétons por exemplo, oferecem grande
potencial de estudo uma vez que se pode usar luz infra-vermelha, que danifica me-
nos as células [13]. No entanto, corantes fluorescentes sdo ainda necessarios para
visualizacao. Para visualizacao das membranas das células as técnicas de contraste

de fase e DIC sao bastante populares e fazem parte da grande maioria dos microsco-



pios usados por bidlogos celulares. Estas técnicas sao requeridas uma vez que a
absorcao da luz visivel pelas membranas das células é muito pequena, impossibili-
tando sua visualizacao por um microscopio convencional operando em campo-claro.
Além disto, a diferenca de indice de refracdo entre as membranas e o meio é muito
pequena (da ordem de 5%) e somente técnicas de interferéncia luminosa, seriam ca-
pazes de transformar pequenas variagoes na fase da luz em variagoes mensuraveis de
intensidade luminosa. Estas membranas seriam em principio impossiveis de serem
observadas com um microscopio convencional operando em campo-claro. Na area
de desenvolvimento de novas microscopias Opticas tem-se dado énfase especial aque-
las que podem melhorar a resolugdo Optica (vencendo o limite de difragdo) como
as proporcionadas pelos microscopios de campo-proximo (near-field microscopes),
que conseguem uma resolug¢ao com luz visivel de até 50 nm. Assim, parece que em
termos de microscopia Optica, contraste de fase e DIC estao bem estabelecidas e
atingiram seus limites, enquanto que progressos tém sido feitos com as microscopias
confocais, de campo-préximo e as nao-lineares de multi-foton. Iremos mostrar que a
nossa microscopia de desfocalizacao é também uma possibilidade competitiva nesta
area. Cada técnica de microscopia se adapta melhor a um dado tipo de aplica-
cao. Em trabalhos recentes o nosso grupo mostrou que é possivel observar objetos
transparentes usando um microscépio operando em campo claro, se este microsco-
pio estiver desfocalizado [1-5]. E surpreendente o contraste que pode ser obtido
de deformacoes na superficie de membranas tao finas quanto 1 um e com diferen-
cas de indice de refracao de 0,05, como mostrado na figura 1.1, que é a imagem
de um macroéfago ligeiramente desfocalizado. Na figura 1.2 estd a imagem de uma
hemécia, que deveria ser invisivel (para a luz vermelha que estd sendo usada na
iluminacao) se nao fosse o efeito de desfocalizacao. A Fisica basica envolvida é a
seguinte: a luz ao atravessar o objeto transparente é difratada pelas deformacgoes na
membrana. A desfocalizacao introduz uma diferenca de fase entre a luz difratada e
a luz transmitida (nao difratada), que depende da desfocalizagdo. A luz difratada
e a transmitida, vinda de um objeto desfocalizado, ao se recombinarem no plano
de dete¢do (no caso na camera de video), interferem dando origem as varia¢oes no
contraste da imagem observada. Para o objeto em foco, nenhuma diferenca de fase
entre a luz difratada e transmitida é introduzida, e o objeto permanece invisivel.

Assim o microscopio desfocalizado operando em campo claro é uma forma de mi-



croscopio de contraste de fase. O modelo 6ptico do microscopio desfocalizado usado
nas teses [6,7| e trabalhos anteriores [1-5] do nosso grupo é valido para pequenas
desfocalizagoes. Nesta tese melhoramos este modelo e obtivemos expressoes tedricas
que nos permitem interpretar as imagens de objetos arbitrariamente desfocalizados.
Com este novo modelo tedrico, n6s mostraremos claramente que existem vantagens
no uso da nossa técnica de ” microscopia de desfocalizacao ” quando comparada com
as microscopias de contraste de fase e DIC. Uma das grandes vantagens é que em
um material transparente em multicamadas, conseqiientemente com miultiplas inter-
faces, podemos discriminar a contribui¢ao (rugosidade estatica e dinamica) de cada
interface separadamente no contraste da imagem, fazendo uma varredura da posicao
do plano focal através da amostra. Como as distancias do plano focal da objetiva
as interfaces sao diferentes, a luz difratada por estas interfaces estarao afetadas por

fases diferentes e entao possiveis de serem discriminadas.

Figura 1.1: Imagem desfocalizada de microscopia de campo-claro de um macrofago.



Figura 1.2: Imagem desfocalizada de microscopia de campo-claro de uma hemécia.

A técnica de microscopia de desfocalizacao serd entao aplicada ao estudo das
flutuagoes nas superficies de hemacias. Varios modelos elasticos para hemacias exis-
tem na literatura. Embora o primeiro modelo para explicar as flutuacoes nas super-
ficies de hemécias tenha sido feito por Brochard e Lennon [14] em 1975, o assunto é
ainda bastante controverso e interessante para ter aparecido recentemente em varios
Physical Review Letters e varios Physical Review E [8,15-19]. Mostraremos que a
microscopia de desfocalizacao é muito efetiva nesta area e, com sensibilidade sufi-
ciente para que possamos medir flutuagoes nanométricas da altura da superficie de
hemacias. Podemos medir a curvatura média local das superficies das hemacias, que
serd importante para comparagao com o modelo tedrico recente de Auth et al. [8] e
fazer uma reconstrucao 3-D da superficie da hemacia. Outras técnicas desenvolvidas
recentemente como a microscopia de Hilbert [19] dao informagao sobre as flutuagoes
da espessura da hemacia e nao das superficies individuais como a nossa. Uma outra
técnica que é usada no estudo de flutuagoes de membrana e foi usada em hemacias é
a técnica de RICM (reflection interferometry contrast microscopy) [20], que se vale
da interferéncia entre a luz refletida na superficie de baixo da hemaécia e a refletida
na laminula, originando um padrao dinamico de interferéncia. Esta técnica tem a
desvantagem que a membrana medida tem que estar em contato com a laminula
do microscopio e nao se observa a outra superficie livre. Neste aspecto, esta tese

tem como um dos objetivos demonstrar que a ”

microscopia de desfocalizacao 7 ¢
uma microscopia 6ptica com vantagens em relagao as técnicas convencionais e outras

mais recentes que tém sido usadas no estudo de motilidade de células e de flutua-



¢oes dindmicas em membranas e interfaces. Esta tese esta dividida da maneira como

mostramos a seguir.
Capitulo 1: Introducao.

Capitulo 2: Microscopia de Desfocalizacao.

O objetivo deste capitulo ¢ o de apresentar com detalhes toda a teoria de microsco-
pia de desfocalizacao, para que ficasse como uma referéncia completa para os futuros
estudantes e para o laboratorio. No nosso modelo de microscopia de desfocalizacao
¢ usada a aproximacao paraxial para propagacao do espectro angular da luz difra-
tada, que é equivalente a teoria escalar de difracao de Fresnel, o que facilita bastante
a manipulacao algébrica [21,22|. Decidimos entao partir do mais fundamental, ou
seja, das Equacoes de Maxwell, e desenvolver toda a teoria 6ptica de desfocalizacao,
para objetos de fase (objetos transparentes) com uma e duas interfaces, com facil
generalizacao para um niumero qualquer delas. Todas as passagens matematicas sao
apresentadas em bastante detalhe, por questoes didaticas, e podem ser puladas uma
vez que os resultados principais estao devidamente destacados dentro de caixas re-
tangulares. Serao apresentadas calculos numeéricos, usando o modelo desenvolvido,
para a determinagao da flutuacao quadratica média do contraste da imagem de
hemécias em funcao da posicao do plano focal da objetiva, usando-se espectros de
poténcia espacial da hemacia, a serem discutidos nos outros capitulos. Estes calcu-
los numéricos serao mostradas neste capitulo e, um aspecto interessante, é que elas
foram realizadas como previsao tedrica antes do experimento ser realizado. Veremos
na apresentacao dos resultados experimentais a excelente concordancia entre teoria

e experimento.

Capitulo 3: Estrutura da Membrana e Citoesqueleto de Hemdcias e Mo-
delos de Elasticidade.

Neste capitulo introduziremos os elementos basicos e definicoes para se entender
elasticidade de materiais em geral 23|, de membranas e interfaces [24,25]. Serao de-
finidos os modulos elasticos de curvatura e curvatura Gaussiana, tensao superficial e
potencial de confinamento. Serao discutidas as deformacoes em superficies bidimen-

sionais com o auxilio de conceitos basicos de geometria diferencial. Deduziremos a



expressao para a energia livre de curvatura (energia livre de Helfrich [26,27]) e a sua
generalizacao para incluir tensao superficial e o potencial de confinamento de flutua-
coes. Obteremos uma expressao para o espectro de poténcia espacial das flutuagoes
de altura da interface em equilibrio térmico, que incorpora os efeitos de curvatura,
tensao superficial e potencial de confinamento das flutuagoes. Ainda neste capi-
tulo discutiremos brevemente os modelos mais importantes sobre elasticidade de
hemacias e, com mais detalhe, o modelo no qual nos basearemos para analisar nos-
sos resultados experimentais. Embora o estudo de flutuagoes em hemécias tenha
mais de 30 anos de pesquisa, originado no artigo seminal de Brochard e Lennon
em 1975 [14], ele ¢ ainda bastante controverso. Somente recentemente a hemaécia
foi tratada como um sistema elastico composto, onde o acoplamento da membrana
lipidica e o citoesqueleto de espectrina é considerado [15,18]|. Além disto, resulta-
dos experimentais |9,10] indicam que as flutuacoes na superficie das hemécias nao
sao somente causadas por flutuagoes térmicas, mas também por processos mediados
por ATP (adenosina-trifostato, o combustivel das células), transformando energia
quimica diretamente em trabalho mecanico. Para uma andlise deste efeito foi in-
troduzido o conceito de temperatura efetiva (maior que a temperatura ambiente),
que é uma aproximacao que nos permite usar o teorema da equiparticao da energia,
mesmo nesta situacdo de nao-equilibrio térmico [9,10,28]. O modelo mais detalhado

da interagdo ATP-citoesqueleto foi feito por Gov et al. [16,17].

Capitulo 4: Metodologia Experimental e Andlise de Dados.

Neste capitulo detalharemos o método experimental e a preparacao de amostras. O
método experimental, bastante simples e direto, consiste em filmar (com uma ca-
mera CCD-MTI) hemécias humanas preparadas na hora (o estudante realmente "da
o sangue"), usando um microscopio 6ptico Nikon TE300 operando em campo-claro,
mas cuja desfocalizagao é cuidadosamente controlada, através de um deslocador com
precisao nanométrica da Physik Instruments, ao longo do eixo-z. Da anélise das ima-
gens em funcao da desfocalizagao, obtemos o contraste em funcao da posi¢ao e do

tempo.

Capitulo 5: Resultados e Discussoes.

Neste capitulo apresentaremos os resultados principais desta tese. Os dados ex-



perimentais serdo analisados usando o modelo elastico de Auth et al. [8]. Este é
um modelo que ainda necessita o escrutinio dos pesquisadores da area. Dentro do
intervalo de vetores de onda estudados com nossa técnica, a concordancia entre
experimento e teoria foi excelente. A nossa técnica permitiu que o nimero de para-
metros ajustaveis na teoria, que era de quatro para duas superficies, fosse reduzido
a dois (o modulo de curvatura da membrana lipidica e o modulo de cisalhamento do
citoesqueleto de espectrina, normalizados pela energia térmica efetiva), aumentando

a confiabilidade da andlise realizada.

Capitulo 6: Conclusoes e Perspectivas.

Neste capitulo apresentaremos as conclusoes e perspectivas deste trabalho.



Capitulo 2

Microscopia de Desfocalizacao

Este capitulo serda dedicado ao desenvolvimento do nosso modelo tedrico para a
determinacao do campo elétrico, quando uma fonte de luz, como aquela do nosso
microscopio, é utilizada para analisar as imagens de membranas biologicas (amos-
tras). Usaremos técnica usuais de optica de Fourier [21,22]. Detalharemos todas as
passagens matematicas envolvidas construindo a teoria a partir das equagoes bésicas
de Maxwell, fazendo o campo elétrico interagir com estruturas, tais como lentes e
objetos finos e transparentes, como por exemplo, as membranas de células. Neste
estudo que envolve amplitudes e fases dos campos elétricos, que serao difratados
pelos objetos em estudo, é conveniente descrever o campo elétrico como uma super-
posicdo de ondas difratadas. Assim o campo elétrico terd uma descricdo no espaco
de Fourier bidimensional no plano perpendicular & direcao de propagacao, que se

mostrard bastante conveniente.



2.1 Microscopia de Contraste de Fase

Esta técnica foi inventada por F. Zernike em 1935 (prémio Nobel e 1953) e
revolucionou as pesquisas das células biologicas [21]. O contraste de fase ¢ ideal
quando se analisam imagens de objetos finos e transparentes como por exemplo
células com um ntcleo de espessura de até 10um e parte das bordas com espessura
de cerca 1um como mostrado na figura 2.1. Estes objetos mudam a fase da luz,
mas nao a sua amplitude e portanto sdo transparentes, ja que nao geram diferencas
de intensidade luminosa na imagem. Na figura 2.2 é mostrada a comparagao de
uma imagem de células, onde na figura 2.2 (A), com um microscopio tradicional, as
células aparecem semi-transparente com s6 regioes altamente refratadas, assim as
membranas, os nicleos sao visiveis, e na figura 2.2 (B), quando observamos usando o
contraste de fase, a mesma imagem revela mais detalhes significativos das estruturas

das células.

@)

Nicleo  membrana

Citoplasma /
D Lamina

Figura 2.1: (A) Perfil do objeto de fase (célula aderida em uma lamina de vidro);
(B) diferengas de fase na absorcao da luz por parte do objeto de fase.

Existe uma vasta literatura com a descricao e os calculos para um microscopio
do contraste de fase [12]. O que nds queremos fazer nesta segdo, ¢ uma breve
introducao a fisica do contraste de fase, por isso, em linha gerais, o campo elétrico da
luz ao atravessar um objeto de fase ¢ difratado e vale Eye™??), com ¢(p5) = Ankoh(p),
onde An é a diferenga de indice de refragao entre o objeto de fase e o meio, h(p)

é a espessura do objeto de fase e kg é o nimero de onda da luz no vacuo. Depois



()

Figura 2.2: Imagens com microscopio (A) normal e (B) com contraste de fase.

de propagar através de um microscopio operando em campo claro, o campo elétrico

no plano imagem I, vale E; = C’Eoew(‘?), onde p) = Mp, e M = % é o fator
de magnificacao do microscopio, como mostraremos na proxima secao. Portanto
a intensidade de luz resultante serd constante e conseqiientemente o contraste sera
nulo. Se a diferenca de fase p(p) introduzida pelo objeto de fase é pequena, podemos

expandir o campo elétrico da luz em primeira ordem nesta diferenca,

Eoe?) ~ Eo[1 —ip(p)], (2.1)

onde estao representados, em contra-fase de 7, o campo elétrico da luz transmitida
Ey e o campo elétrico da luz difratado iEqp(p). Ao mantermos tal contra-fase o
contraste resultante serda nulo. Por outro lado, se introduzirmos uma defasagem
no campo da luz transmitida de +7, que ¢, de fato, a idéia principal do fisico F.

Zernike, obteremos

By = iBpl1 — (7)), (2.2)

portanto a intensidade nao serd mais constante, mas tera o valor a seguir, em pri-

meira ordem de ¢(p)

1(5) = | BoP[L £ 20(5)). (2.3)
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Conseqiientemente o contraste serd

B B

C AT 2¢(p), (2.4)

e o objeto de fase se tornaré visivel, sendo o contraste proporcional a espessura do
objeto, neste limite onde ¢ = Ankoh < 1. A desfasagem de 7 é conseguida no
microscopio de contraste de fase, usando-se uma placa de fase, como indicado na

figura 2.3.

Primary Image

Y

Do

Condenser

Figura 2.3: Representagdo esquemética do sistema Otico para um microscopio de
contraste de fase.

Nesta figura, a fonte de luz S (plano 1) esta no foco do condensador. Apoés o
condensador tem-se entao uma iluminagao com raios paralelos. No plano 2, esta luz
paralela ap6s passar pela laminula de vidro do microscopio e pelo objeto O (parte da
luz que passa pelo objeto sem ser difratada - luz transmitida) é focalizada no plano
3 (plano focal traseiro da objetiva). Nesta regido do foco traseiro esta a placa de
fase P, que causa uma mudanga de fase de § na luz transmitida. A parte da luz que

é difratada pelo objeto é conjugada pela objetiva no plano imagem 4 e interfere com

11



a luz transmitida, originando assim a imagem de contraste de fase. Uma pequena
por¢ao da luz difratada pelo objeto, também passa pela placa de fase e, portanto,
sofre a mudanca de fase. Esta é, no entanto, uma fracdo muito pequena da luz

difratada, que nao prejudica a qualidade da imagem.
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2.2 Espectro Angular do Campo Elétrico da Luz

2.2.1 A Equacao de Helmholtz

A partir das equacoes de Maxwell livres de fontes,

. 0B

E = ——— 2.
V X 5 (2.5a)

. oD
V-E = 0, (2.5¢)
V-B = 0 (2.5d)

e com as equacoes que ligam a matéria ao campo eletromagnético para um meio

linear, homogéneo e isotropico,

B = uH, (2.6a)
D = ¢E (2.6b)
obtemos
1 L JF
— B=e—. 2.
MVX €5 (2.7)

Aplicando o operador V em ambos os lados de 2.5a para o campo elétrico teremos

que

Vx(VxE) = —a(VxB?)

d OE
= o (Wa) ) (2.8)

usando a relacao vetorial
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Ax(Bx(C)=(A-C)B—(A-B), (2.9)

~ = O’FE
V(V-E)—V?E = —€pi—— 2.10
(v E) s (210
daqui segue a equacao de onda
02
- E
VPE = epi——-. 2.11
ot (2.11)
A solucao de onda plana da equacao 2.11 é
E(F,t) = B, eXithom—wt) (2.12)
onde k - EO =0e
w 1
k=—=wJ/ep=v= (2.13)

v

3

sendo que no vicuo vale

w

k’o = B = W4/ €olo, (214)

e os valores das constantes mostradas a seguir

1 C?
= —.107?=8.85-10"'2
0T 36r ’ [NW] ’
. [Ns?
o = 4m-10 7{?}’
1 m
¢ = ~3.10° [—] .
v/ €olo S
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Através destas definicdes encontramos o indice de refracao do meio

n="=, /2 (2.15)

v €o Mo

Portanto substituindo na equagao de onda 2.11 a equagao 2.13, encontraremos

V2E(F) = —wlenE(7)
2
V2E(F) + %E(f’) — 0, (2.16)
ou seja,
V2E(F) + K*E(F) = 0. (2.17)

A equagao 2.17 é chamada Equacao de Helmholtz.

2.2.2 Propagacgao Livre do Espectro Angular

Considerando o Campo Elétrico F se propagando com uma polarizacao linear fixa,
podemos representa-lo pelo campo escalar E(7,t). Como veremos posteriormente,
por consisténcia, iremos considerar somente a aproximacao escalar para a difracao.

Considerando o sistema de referéncia de figura 2.4

(4 (B)

B(x,y)

Y p=xi+ yy

Figura 2.4: Coordenadas do sistema de referéncia: (A) no espaco real; (B) no espago
de Fourier dos vetores de ondas.
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Podemos definir a transformada de Fourier no plano zy, perpendicular a dire-

¢ao de propagacao z, por

§o@)) = 6@ = [ o) e .19

onde [dp = f_+o°: dx fj;o dy, e a transformada inversa

5 HG(D) = 9(7) = ﬁ / G(@) 77 dg, (2.19)

onde [dq = fj;o dq, f_Jr;o dg,. Usando o formalismo do espectro angular para a
propagacao do campo elétrico [21,22], considerando-se uma tnica polarizagao fixa,

podemos representar as transformadas de Fourier no plano (z,y), como sendo

B(7.2) = # / A(q,2) 677 dg (2.20)

onde o espectro angular A(q, z) é a transformada inversa, que vale

A@) = [ B@2) e ap (2.21)

onde p é o vector posi¢do e ¢ o vector de onda ambos no plano (z,y), com a luz
se propagando ao longo de z. Portanto, vamos substituir na Equacao de Helmholtz

2.17 o campo elétrico definido na equagao 2.20

1
(27)?

2
/ VA, 2) 677y df + / A(,2) €77 dii = 0,

1 0? N T
(271-)2/{{Vﬁ+ﬁ+k2} A(q,z)eqp} dg =0,
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Para que esta equacao seja valida, o integrando devera ser nulo, ou seja,

62
{—cﬁ toa T kQ} A7, 2) =0, (2.23)

sendo que k? = k% — ¢?, entdo a equagao 2.23 torna-se

0?A(q, =)

5.2 + k*A(7,2) = 0, (2.24)

que tem solucao do tipo

(2.25)

Vemos que para g < k as solucoes para o espectro angular sao ondas propagantes.
Por outro lado para g > k o espectro decai exponencialmente e tem-se ondas evanes-
centes. Com um microscopio 6ptico convencional observamos a luz com ¢ < k; com
um microscopio de campo proximo (near-field) observamos luz com ¢ > k. Uma
grande simplificacao nos calculos é conseguida usando-se a aproximacao paraxial,

onde ¢ < k, tal que teremos

2
k, = \/kQ—QQ:k—g—k, (2.26)

portanto reescrevemos a equagao 2.25 para uma onda propagando-se para a direita,

como

A, 2) = A(q,0) e e '2r7, (2.27)



Fazer os calculos além da aproximagao paraxial, € uma tarefa bastante ardua, sendo
necessario expandir a equacao 2.26 com muitos dos seus termos, ja que esta série
converge lentamente. Além disso, fisicamente para feixes de luz convergentes os
efeitos devido a polarizagao devem ser levados em conta, ou seja, a teoria escalar
de difracao nao seria mais apropriada, tendo que ser introduzida a teoria vectorial,
o que complica ainda mais a andlise. Entretanto, no capitulo 4 mostraremos que
a teoria paraxial fornece resultados bastante compativeis com os nossos resultados
experimentais. Com isso podemos observar que o espectro angular total difratado
serd uma superposi¢do dos espectros A(q, z) sobre os various ¢ e a aproximacao

paraxial é equivalente a aproximacao de Fresnel para difracao.
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2.2.3 Propagacao do Espectro Angular através de uma Lente
Delgada

Quando uma onda passa através de uma lente, ocorre um retardamento da sua
fase. Este efeito é considerado no calculo do campo depois da lente Ej(p), através
de

Ey(p) = te(p) Eo(p), (2.28)

onde

t(p) = 7, (2.29)

sendo que ¢(p) ¢ a diferenga de fase causada pela lente e ¢,(p) é chamada de trans-
missividade da lente. Pela figura 2.5 vemos que a diferenca de fase introduzida pela

lente é

(p) = konm Do + ko(n1 — 1) A(P), (2.30)

onde kg ¢ o médulo do vetor de onda da luz no vacuo, n; ¢ o indice de refracao da

lente e n,, é o indice de refragdo do meio.

— A(P)

A
¥

A
Ny

Figura 2.5: Representacdo das coordenadas e espessura da lente delgada.
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Para encontrar uma expressao para as diferencas de fase na lente devemos
definir o sinal do raio de curvatura da lente. Considerando a propagacao da luz no
sentido da esquerda para a direita, uma superficie convexa possui raio positivo e
uma superficie concava possui o raio negativo. Com essa definicao e observando a

figura 2.6 podemos calcular as diferencas de caminho.

(A) (B) (O

_&\ e RQ .f’/. fp - KJY]
e

-RVRE g SR

:

Figura 2.6: Representacdo do tamanho das se¢oes de cada segmento da lente. (A) e
(C) sao os segmentos laterais, (B) do segmento central

(P =xy),

Da figura 2.6 (A) temos

2
Al(p_j:A01— (Rl—\/R%—pQ) :AOI_RI (1— 1—%) . (231)

Da figura 2.6 (B) temos

Do(p) = Do (2.32)

Da figura 2.6 (C) temos

Aa(P) = Doz — (—Rg—\/R%—ﬁ) — Ags + Ry (1_,/1_2—2). (2.33)

e . ~ . 2 2
Utilizando a aproximacdo paraxial onde /1 — % =1 — /& encontramos que

20



DB = Da(P)+ Daf) + Da(p)

2
p 1 1
— N (== 2.34
0 2(R1 RQ>’ (2.34)

onde Ag = Ag1 + Ay + Aps. Substituindo a expressao 2.34 em 2.30 e colocando o

resultado na expressao da lente 2.29 obtemos o resultado a seguir

t4(7) = etomoghotra=mm s (d-3). (2.35)

Substituindo a equagao dos fabricantes de lentes a seguir (onde f é a distancia focal
da lente), na equacdo acima e retirando os termos que representam uma mudanca

de fase constante

1 ny—ny, [ 1 1
- = 2.36
f Nm (Rl Rz) ’ ( )

encontramos a expressao genérica para a transmissividade da lente

-konm 2

t(p)=e"2 ", (2.37)
ou
ik 52
to(p) = e 27", (2.38)

onde k£ é o modulo do vetor de onda da luz no meio. O espectro angular da luz ao

passar pela lente ficard entao

1

M2 = [EG oD e = (5) AG) o@D, @)

onde o simbolo ® significa convolugao e T,(q) é a transformada de Fourier bidimen-

sional de #,(p). Vamos entao calcular 7;(q),
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T(q) = S{t(p)}

/ez';“f;ﬂ e~ 45
= /e—(%’?f’“i‘fﬁ) dg
[ ) o
. 2
[ WEeE ) 4
. 3 2
- ei(;kf)/ WVl ap (2.40)

Fazendo uma troca de variaveis que segue,

B S O S B L A
g = 2fp+ 2kq:>d5— 2fd,o (2.41)

e conhecendo o valor da integral

“+oo
/ e dy = \/E, (2.42)
o a

a equacao 2.40 tera solucao

) - 2 -
T(q) = el(;’“qQ)/‘f—wQ R

k
= %612@‘12/6_”/2(15’
2 f oo
_ iLk:erszq | (2.43)

Utilizando a importante propriedade de convolucao da transformada de Fourier a

seguir



SHG@DH@) = o) ® h(p) = / (VG — ),

o espectro angular da equagao 2.39 torna-se

que representa o espectro angular através de uma lente delgada.
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2.3 Propagacao do Espectro Angular através do Mi-
croscopio Desfocalizado

O microscopio utilizado possui a objetiva com 6ptica corrigida no infinito, isto
significa que a imagem é conjugada no infinito. Com tal objetiva é necesséario in-
troduzir uma outra lente chamada de lente de tubo para que se consiga conjugar a
imagem da objetiva na ocular ou na camera. Na figura 2.7 esta representado o es-
quema do nosso microscopio. Nosso modelo 6ptico consiste em considerar as lentes
como delgadas, o que é uma aproximacao, mas compativeis com a aproximacao

paraxial, que ja vem sendo usada pelo nosso grupo.

Ly Ly |

. '"'—-—q—q—.-—-—-.—.—.—-—-—--.lﬁ\' M
£l [ i
F |17
./ 1 '\.)
> 3
> O PP Ll P S ” .
S - > __,..-' ] =
* e e e
_;:1 —_—— T '"‘\-..\_‘1_}
"__A_I—t — L —— bt bk —h Y —— Y
= =
1 | S ——e a1 P}
T 5 - [
- Y R Sla a7
i Bt L
s e LA PE T O o R S o
T |
e },
K"., 1 II | lll -
"|I||—-—-—¢—¢—t—r—t—t—t—r—a l.,i)
|4—f1—h] d :=Ia|—f2—|--[
| | |

Figura 2.7: Esquema o6ptico do nosso microscopio: S é a fonte de luz (lampada
halégena de tungsténio), C' ¢ a lente do condensador, L; ¢ a lente objetiva, Lo ¢ a
lente de tubo, f1 e fo sdo as distancias focais, O é objeto que esta no foco de Ly, d é
a distancia entre as lentes e o plano imagem I estd no plano focal de Ls.
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O escopo desta se¢ao é encontrar uma equacao para a imagem desfocalizada,
por isso, vamos supor que o objeto esteja desfocalizado de uma distancia Af, como

mostrado na figura 2.8 a seguir [1].

S
)}} £
N
] /‘/' e
k] e e e e e e g g
Sor - T R ?
of & " REER
|,}‘ —— st \,\}
N A2
L S P
2
C kN PR e
\\ }/‘
- \‘\_ /‘/'
Af : et N N
fq d f—1

Figura 2.8: Fsquema do microscopio desfocalizado: objeto esta desfocalizado de uma
pequena distancia Af; as lentes estdo separadas por uma distancia d e a imagem &
formada desfocalizada no plano .

Consideramos o campo elétrico incidente escalar E(p,0) que se propaga na
direcao z e varia dentro de um plano perpendicular & propagacao identificado pelo
vetor p(z,y). Para determinar o espectro angular final utilizaremos cinco passos

para a propagacao:

1. da posicao z = 0 no objeto até a lente L; em z = f; — Af através do meio

com indice de refracao n;
2. através da lente Lq;
3. da lente L, até a lente Lo por uma distancia d através do ar;
4. através da lente Lo;

5. da lente Ly até o plano I por uma distancia f, através do ar, onde o nimero

de onda da luz no meio é k£ = nky € no ar k.
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Para o passo (1) aplicamos a equagao de propagagao do espectro angular no espago

livre da equacao 2.27

. ,q2
A, [ — Af) = A(G,0) PN =iz (i=A)), (2.46)

Por outro lado, no passo (2), vamos aplicar a equagao 2.45 valida para o espectro

angular que atravessa uma lente delgada

A2((zf1_Af) = 2

/2 f1
1k
27 f1 R ik (1-Af) =i (i-Af) gifk(@?—20€4e?)
= @V T ) e < %
s .
V ik

2T 11 Af)/AO(g) S(h-AD) e ke —ii@d g

(2m)2 V ik
_ 1 27Tf1 zk(fl Af)/B({) ei%f e—z%(qg) d_’
(2m)?
27 f1 .2 3
= lel 174 gizkd bo< glq). (2.47)

—

Definimos ainda a variavel B(¢) como segue

infe?

B(E) = Ag(&) e % (2.48)
w(20) =5 HBE) - G [BOEEE (a9

No passo (3), aplicamos a equacao 2.27 considerando o espectro inicial Ay(q) da

equagao 2.47

A3((T, d) = AQ(Q_) Bikod eiz%d

2011 (ki +hod—kAf) <Llle %) ? J1 2
NEG w(Zhd). e
ik o\ 72 q (2.50)
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No passo (4), aplicamos o espectro angular para uma lente, ou seja, a equagao 2.45,

considerando o espectro inicial A3(¢) da equagao 2.50

21 f M2 ;-
A =g = [ As( 2 (T g
4 ( ’ 27T Zk’o / 3 g

- f f . fo - o
]];.1]52 i(k f1+kod— kAf)e 2120 2 /€Z<2i+2;€20—2k0) bo( fl ) —z,%qﬂ dﬁ
0

(2.51)

O dltimo passo (5), aplicamos a equacao 2.27, considerando o espectro inicial da

equagao 2.51

. 2
A5G f2) = A4<@> gihofz =Pk I2

f1, fo

kko k
(2.52)
Fazendo a troca de variaveis a seguir
;= Ly
k Y
dij = _Ed ) (2.53)
a equagao 5.3 torna-se
k0f2 A " i%(ﬁi*%*%)ﬂz PRI
As(q, f2) = k‘f ik fi+kod+kof2—k f)/bo(p’)e 3 0 2Zko 'R dg
1
(2.54)

que representa o espectro angular através do microscépio desfocalizado no plano
imagem. As expressoes obtidas nesta secao sao ligeiramente diferentes das obti-
das em Agero et al. [1], porque consideramos nimeros de onda diferentes para as

propagagoes até a objetiva (k) e da objetiva até a camera de video (ko).
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2.4 Campo Elétrico para Microscopio Desfocalizado

Vamos calcular agora o campo elétrico da equagao 2.20, considerando o espectro

angular As(q) encontrado no item anterior

. 1 (B 1o
E(ﬁ?’z) = W/A5(®€(qmdq

Z. k . - ! 12 ,LOfQ 7,
(27T)3 ,;j{?em//bo(pl iap (@p) qﬁ)dqdp,

(2.55)

onde o = kfy + kod + kofs — kAf e o = k(
definicao da funcao delta

f d '
50T % — W) Através da

5(p) = (271r)2 / TP dg, (2.56)

podemos observar que a equacao 2.55 torna-se

. kofs i 7 ( kfs )
E(p,z) = bo(p') €“P74 + dp’
(7 ) € o(p) k(]flp ) dp
kof2 ia (—kofl _’> i rkof1 p2
— bO
(27T> kf1 kfa
(2.57)
Usando a definicao dada pela equacao 2.49 podemos escrever
—kof1 1 / PNV VY N
b = — [ A T2k ki2 P 2.58
0 ( ka p) (271')2 O(CI) e 2k € 2 q, ( )
portanto a equacao do campo elétrico 2.57 resultara
E(p,z) = L gl A /Ao@ i M4 R D dq.
@3\ kA
(2.59)
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Fazemos uma troca de varidvel, onde p’ é a coordenada no plano imagem e g no

plano objeto,

- kOfl -

po= -
kf
sendo o termo % o fator de magnificagao do microscopio e o sinal negativo significa
que a imagem ¢ invertida. Agrupando as fases fora da integral em (3(p') e a constante
C =2 ko f2

27 kf

(2.60)

podemos finalmente reescrever o campo elétrico como

E(j)=C m/ Ao(@) 5 7 dg

Para nao sobrecarregar muito a notagdo mudaremos p’ para p novamente, onde agora

g especifica uma posicao sobre a imagem, tal que

. B (D) Af oy aan
E(p)=C 27)? /Ao(cj') e P dq |, (2.61)

Podemos observar que quando nao temos desfocalizagao, ou seja Af = 0, a equacao

2.61 do campo elétrico torna-se,

E(p) = EyePPei, (2.62)

onde

¢
()

portanto a intensidade correspondente vale I(g) = |E(p)|> = Iy, entao o contraste

E[) e'? =

/Ao((f) Gziﬁd(i;

C = % = 0, o que significa que objetos transparentes nao serao visiveis. Observa-
mos que para Af # 0, a desfocalizacao introduz uma diferenca de fase (%132) entre
a luz difratada com vetor de onda ¢ e a luz transmitida (ndo-difratada, ¢ = 0). E
a interferéncia entre a luz transmitida e a difratada no plano imagem, que torna
o objeto de fase visivel. O microscopio desfocalizado é entdao um microscopio de
contraste de fase, mas como veremos, com vantagens em relacdo ao microscopio de

contraste de fase convencional.

29



2.5 Campo Elétrico para Microscopio Desfocalizado
através de um Objeto de Fase

Analisaremos neste secao o comportamento do campo elétrico da luz através de
um objeto de fase, usando a teoria desenvolvida na secao anterior. O objeto de fase

a ser observado pelo microscopio ¢ mostrado na figura 2.9.

EO ] E(ﬁa z)
L :

'y
v

Figura 2.9: Geometria da propagacao do campo elétrico através de uma interface

—

ondulada: Ej é o campo elétrico incidente; h(€) é a amplitude da ondulagao da interface
ondulada; n; e no sdo os indices de refracdo do meio antes e depois da interface onde o
campo elétrico se propaga; E é o vetor posi¢ao no plano (x,y) perpendicular & dire¢ao
z de propagacao do campo elétrico.

2.5.1 Contraste da Intensidade de Luz da Imagem C(p)

Se nao existisse a interface, a variacao da fase do campo elétrico no espago

livre propagando a uma distancia d em um meio com indice de refracao n; seria
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Yo =T k’od

Considerando agora a interface, a variacao de fase torna-se

Y1 = nlko(l + h) + nzko[d — (l + h)],

portanto a diferenca de fase vale

Ap = g1 =0
= (n1 —n2)ko(l —d) + (n1 — na2)koh
= —Anko(l — d) — Ankoh
= constante + o(p),

onde An =ng —n; e

o(p) = —Ankoh(p).

Podemos escrever o campo elétrico da seguinte forma,

E = Ey "),

(2.63)

(2.64)

(2.65)

(2.66)

(2.67)

onde Ej é o campo sem interface no espaco livre com amplitude e fase constantes do

tipo Ej e (*). Se a condigao ¢(p) << 1 ¢é satisfeita, podemos expandir o campo

elétrico da equacgao 2.67 em primeira ordem em h e obter,

E ~ Ey[1 —ip(p)] = Eo[l + iAnkoh(p)].

(2.68)

Podemos decompor a rugosidade h(p) real da interface em série de Fourier, como

segue,

*A equagdo 2.67 é uma aproximacao local para o campo elétrico difratado, valida para nameros

de onda da modulagao menores que o ntimero de onda da luz.
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h(p) = % > (d)sen(d' - 7). (2.69)

onde S é a superficie da interface e h(q7) representa a amplitude do modo q7 da
ondulagao da interface. Como h(p) tem que ser um valor real, entdo necessariamente

h(cf’) também é real, portanto

i%O > i @)sentq ﬁ)] | (2.70)

Tal equacgao representa o campo escalar do campo elétrico resultante da difracao da

luz pela interface (*). Considerando a definigdo delta em duas dimensoes,

*A equagado 2.70 tem o limite de validade para Ankgh < 1, ja que vale a seguinte expansao até
segunda ordem

giAnkohsen(q:p) — Z Im (Ankoh)eimq'ﬁ

~ Jo(Ankoh) + J_1(Ankoh)e™ TP + Jy (Ankoh)e'T? + J_o(Ankoh)e TP + Jo(Ankoh)e* TP,

onde os J, sdo funcbes de Bessel. Sabendo que Jppar(z) = Jompar(z) € Jmimpar(z) =
—J_mimpar(2), temos que

eibnkohsen(T9) — Jo(Ankoh) + 2iJ1 (Ankoh)sen(q- §) + 2J2(Ankoh) cos(2q - 7)

2iJ1(Ankoh)sen(q- p)  2J2(Ankoh) cos(2q - p)
Jo (A’I”Lk‘oh) Jo(Aleioh)

Como para z < 1 temos que Jo(z) = 1 e Ji(x) = 0,5, esta altima igualdade torna a expressdo
eiAnkohsen(@:7) — 1[1 4 jAnkohsen(q - §)] como esperado, em concordancia com a equagio 2.68.
Para estimar o erro em ordens superiores, podemos fazer dois exemplos numeéricos:

Ankoh = 0,5 entdo Jo(0,5) = 0,938, J1(0,5) = 0,242 e J5(0,5) = 0,031, portanto 2203 —

J0(0,5)
0,516, QiQ(%O%%) = 0,066, ou seja, a amplitude do campo difratado em primeira ordem é 7,8 vezes
maior que a de segunda ordem; Ankoh = 1 entdo Jy(1) = 0,765, J1(1) = 0,44 e Jo(1) = 0,115,
portanto 21]1((11)) = 1,15, 2&12((11)) = 0,30, e a amplitude do campo difratado em primeira ordem é

3,8 vezes maior que a de segunda ordem. Concluimos que para Ankgh = 0,5 a segunda ordem
contribui com 12,8 % na amplitude e para Ankgh = 1 contribui com 26, 1%. Assim dentro destes
limites a equagdo 2.70 é valida para Ankoh < 1.
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/ T TNT iy = (2m)2 6P (G- ), (2.71)

Ao(q) = / E(7,0) e 7 dp

Portanto o campo elétrico da luz difratado pela interface apés propagar pelo mi-
croscopio desfocalizado sera obtido usando o Ay(g) acima, na equacgao 2.61 com a
substituicao de z; = Af, onde colocamos a origem z do sistema de referéncia na

interface,

e T R
F0) = Oy / Ao(q) €5 7D dg

- ceiﬂEo{1 A”ko Zh Jeiska® _Zh@eizgqﬂe—i&-ﬁ”

‘ Ank e e
= CGWEO 1— n 0 h(q/)[equ_e_zq.p} 612!72(12}
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Ank

= Ce’ﬁEO{l—Z 1 OZh )sen(q’ - ﬁ)e%q } (2.73)
f

Fazendo a troca de variavel ¢ — ¢ e definindo I(5) = C?|E(7)|? e Iy = C?EZ vamos

calcular a intensidade da luz observada, mantendo a expansao até primeira ordem

em h,

ZATL]{} - i:z
19 = nfi- ﬁozh@’)sen(q-me?iq}
X { zAnkth (@)sen(q- p) e~ ighd }

_ JO{1+2%€OZ{ (9)sen(q - ﬁ)sen(;k 2)”

(2.74)

Definimos o contraste da imagem por,

Cp) = %O_IO, (2.75)

portanto em primeira ordem em h temos que

clp) = Y [n@senta poen(52) | | .10

Este ¢ um dos resultados centrais desta técnica e desta tese. Podemos observar que

para pequenas desfocalizacoes e pequenos vetores de onda ¢ vale a seguinte condicao,

1,
2k ‘L

tal que
z z
36”(_f q2> f‘]Qa

2k 2k
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portanto o contraste é aproximadamente,

2Anky zf

O~ = 7= QkZh Q) ¢ sen(7-p) = ——zfv%( ). (2.77)

2.5.2 Correlagao das Flutuagoes do Contraste (AC(0,0)AC(7,t))

Vamos agora calcular a funcao de correlacao espacial do contraste dado pela
equagao 2.76, subentendendo que nas notagoes das médias que se seguirao repre-
sentaremos as médias espaciais ou temporais. Consideraremos somente os sistemas
estacionarios no tempo e com simetria de translagao espacial. a funcao de correlacao

espacial e dada por

C@em) = PSS @) sen(E)

2
2ed

X sen( gl]{; ><sen(q p) sen(q’ (p+F))>

(2.78)

onde 7 é também um vetor no plano zy. Analisando separadamente o valor mé-
dio espacial das fung¢oes senoidais da equacao 2.88, aplicando algumas regras de

trigonometria obtemos que,

—

(send-7) sen(@- 5+ 7)) = oge (LD, (2.79)

entao substituindo este resultado na equacao 2.88 obteremos

(CHC(F+) = A”ko th (@) sen®( L5 ) cos(q- 1), (2:80)

ou

(C(0)C(F) = A”ko Zm @|256n<22>cos(g’-m, (2.81)
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onde |h(q)|* é a densidade espectral da flutuagio de altura h(q). Seja

H(p.t) = h(@)+ulf,1) (2.82)

que representa a altura do perfil da interface como uma soma de uma parte in-
dependente do tempo e de outra flutuante no tempo, tal que a média temporal

(H(q,t)) = h(p), ja que (u(p,t)) = 0. Correspondentemente no espaco de Fourier

H(Gt) = @ +uldt). (2.83)

Usando a equagao 2.76 o contraste é entao dado por

B 2ANk . 2> .
C(pt) = =t S HG ) sen( - ) sentd- ) | (2.84)
q

tal que a media temporal é

(C.0) = 0 S )sen(GL ) sen(a-

QATL]{?O

= 75 Z h(@sen(%)sen(i- ). (2.85)

Definindo a flutuacao do contraste por

AC(pt) = C(p,t) = (C(p1)), (2.86)
obtemos,
ACGY) = ZEE S ~ W@sen (S )sen(q 7
= Q%kOZu(@t)sen<%>sen(§-ﬁ). (2.87)



Assim, para um sistema estacionario com relaxacao temporal simples tal que (u(q, 0)u*(q,t)) =

lu(q,t)|?e D, tem se que

e+ = PE S S () sen(L)

-

q q’

X sen(zgcl]{:2><sen(<j'- p sen(q_; (P4 f&))>,

(2.88)

(AC(7,0)AC(p+7'1)) = <2Ank° ZZ u(, 0)u" (" tse”(%%SQ”(%)
x sen(q-ﬁ)sen(qf-(p+f‘))>
= %ZZ/:W(QiO)U*(fit)>56"(z—f)sen<zgl]c )
< (sen(q- m;n(} (F+7))

2(Ankg)?
= %Z‘u(qﬁ)‘ze_w@%@f(ﬂ) cos(q- 7), (2.89)

q

Sumarizando o resultado anterior, temos que

. _ 2(Ankg)? 2w 22T -
(ACO.OACKE) = == 3 ful@) e @ sen? (L) cos(- ) |
q

(2.90)

No caso continuo,

S dmazx .
Y] @

q
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onde @¢nq: € 0 maior nimero de onda coletado pela objetiva do microscopio com

abertura numérica N A, tal que ¢ = koNA. A equacao 2.90 torna-se

(AC(0)AC(F)) = Anko /qmaz qdq /27r dO|u(q)|*sen’ <f_/<;> cos(q-7) |

(2.91)

2.5.3 Flutuagao Quadratica Média do Contraste (AC?(z;))

Para funcoes de correlacao com simetria radial,

(AC(0)AC(r)) — (AC(0)AC(T)) (2.92)

2
Zfrq Zfrq
u(@)[*sen® (L) — fulg)?sen® (L), (2.93)

portanto

(AC(0)AC(r)) = %/{)%m dqq|u(q)|2$en2<%>/oWd&cos(qrcos@L

ou seja,

(Ank0)2

™

(AC(0)AC(r)) =

dmazx
2 14
[ dadutosen (2 ) atar) |

(2.94)

ja que

/0 Fd@cos(qrcos(@)) = (2m)Jo(qr).
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Multiplicando por rJy(¢'r) e integrando em dr ambos os lados da equagao 2.94

obtemos
/0OQ drr{AC(0)AC(r))Jo(q'r) = %/{)%am dqq|u(q)|256n2 / drrJo(qr)Jo(q'r)
= P [ gt Psen (Z;‘Z )
(2.95)
entao
/0 " (AC(O)AC() Jolgr) = (A”T’“O)m(q)ﬁsen?(%).
(2.96)

Para condigoes de contorno tipo Dirichlet com Jy(¢,R) = 0 sendo que (g,R) sao
as raizes da funcao de Bessel ¢ R ¢ o raio da superficie circular (como no caso da

membrana de um tambor fixada pelas extremidades), esta tltima integral sera,

) R
/0 drr{AC(0)AC(r)) Jo(qnp) = /o drr(AC(0)AC(r)YJo(q.r).  (2.97)

Se (AC(0)AC(r)) ~ 0 para r > R, a igualdade acima é aproximada. Para o caso

discreto, podemos expandir (AC(0)AC(r)) em série de Fourier-Bessel, ou seja,

(AC(0)AC(r)) = > ano(gar), (2.98)

n

com isso a equacao 2.97 torna-se

R
/ drr{AC(0)AC(r)) Jo(gnr) Zan/ drr Jo(qnr) Jo(qur)
0

Z an Jl Qn } 5n,n/7 (299)
entao
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a, =

(2.100)

portanto

)|2sen

- (Ank‘o)2 92 |U(Qn
(ACOACE) = DR VAT

™

) Jo(gnr).  (2.101)

Calculando (AC(0)AC(0)) = (AC?(zs)) obtemos

Anko)? 2 %z [ulgn)Psen® (42
Ay = BIEZ —— (2:102)
T  R? ot Ji(gnR)
A sua representacao continua, usando a equacao 2.94 em r = 0, seréd
9 (AnkO)Q dmazx 9 9 qu2
(AC(zp)) = == daglu(q)*sen® (L) | (2.103)
0

Finalmente, aplicando a regra trigonométrica de sen? = % — % cos 260 podemos obter
o comportamento assintotico da equacdo 2.103, para z; — oo (limite de difracao

de Fraunhofher)

) Anky)? [dmas 202
(AC%(o0)) = lim {B7KoS / u(@)2sen? (2L ) gdq

Zf—00 i 2k

B ) (AnkO)Q dmazx 9 dmazx 9 qu2
=t SR i Pada = [T o) os (o}

Rf—00

(Ank0)2 /‘Imax )
~ d
e} lu(q)|*qdgq

= (Ank)*(u?). (2.104)

O valor obtido para a flutuagao (AC?*(00)) é metade do valor da flutuagao de

contraste que seria obtido para um microscopio de contraste de fase focalizado.

40



Na figura 2.10 é mostrado o grafico de (AC?(zy)), quando especificamos o espectro

espacial |u(g)|?, como na equagao a seguir

1
2 _
ul@)l” = ag* +bg® + ¢

Veremos, em uma das proximas secoes, que um espectro espacial do tipo dado pela

(2.105)

equacao 2.105 acima, aparece comumente em flutuacoes de membranas. Na figura
2.10 é mostrada uma simula¢io numérica de (AC?(z¢)) em fungdo de z; usando as
equacoes 2.102 e 2.103 para o espectro dado pela equagao 2.105 com os parametros

especificados na legenda da figura.

(AC* ()
discreto
—continuo

UL e e I R B R R R B R

0001 [
.;__\(_"'1{ '-'f] \

00005 |-}

Zp[pm)

Figura 2.10: Curvas de (AC?(zf)) com % =1, R=4,9um ek =9, 3um1,
usando no espectro |u(q)|? da equagdo 2.105 os parametros a = 7,6, b = 212um 2 ec =
4680pm~4: linha azul correspondente a equacdo 2.102; linha vermelha correspondente
a equagdo 2.103; linha verde correspondente ao limite (AC?(c0)) para zy — oo da

equacao 2.104.
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2.5.4 Espectro de Poténcia Espacial das Flutuacoes do Contraste
usando (AC?(zy))

Consideramos as equacoes 2.103, 2.104 validas no limite continuo, e aplicando

a regra trigonométrica de sen? = % — %cos 20 teremos

(AC?*(zp)) = —(AZ:O)z { fqm” lu(q)|?qdq — fomaz lu(q)|? cos <%)QdQ}
= (AC?*(cc (A”ko fo " lu(q)|? cos (fTQ)qdq

Y

logo

2

/quaz |u(q)|? cos (%)qdq = (Anko [(ACQ( )>—<A02(zf)>}. (2.106)

12
Em ambos os lado da equagao 2.106 podemos multiplicar por cos <%> e integrar

em dzy, portanto

)de )
(2.1

7o ua) Pada [ cos (42) cos (4 ) dg = 52 [ [(AC2(00)) — (AC3 e cos (2

logo passamos a calcular o integral

+o0 2 /2
I = /_ cos (%) cos (%)dzf,

o0

que fazendo uma troca de varidvel do tipo 6 = kz;, torna-se

I = /027r cos (eki;) coS <0/?;;2)%

2 12
_ T _ T
B ka(ki’ k2>
= wké(q® —¢7). (2.108)
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No lado esquerdo da equacao 2.107 fazendo uma ulterior troca de variavel do tipo

¢*> = z, ou seja 2qdq = dx, e substituindo o resultado da equacdo 2.108, obtemos

[ wtapars - ot = [ fut st - )%
= %k\u(w’)\Z, (2.109)
portanto
TP = s [ [(AC(e0) — (AC%ep)] cos ()

(2.110)

que ao voltar na variavel original ¢, esta tltima expressao nos permite escrever a

equacao do espectro de poténcia espacial a seguir

2

u(g)* = m/[@c?(oo»—@c?(zf))} cos (%)dzf C(2111)

Para um teste dessas equacoes, geramos a flutuacao quadratica média usando a
equacao 2.103 e o espectro espacial dado pela equacao 2.105, com os parametros
An = 0,06, k = Gnaz = 12,3um™Y, a = 7,6, b = 212um=2 e ¢ = 4680um=*.
Os espectros espaciais gerados a partir das equacoes 2.105 e 2.111 estao mostrados
na figura 2.11. A discrepancia para ¢ pequeno é devido ao intervalo limitado de

desfocalizagoes (—6um < zy < 6pm) usado nos célculos.
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|u(g)]
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0 7. 4 § g 10

g (um™)

Figura 2.11: Espectro espacial das flutuacoes gerado pela equagao 2.105 (linha conti-
nua) e gerado pela equagao 2.111 (linha pontilhada).
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2.6 Campo Elétrico para Microscopio Desfocalizado
através de um Objeto de Fase com duas Inter-
faces

Usando a formulacao da secao precedente, analisaremos a propagacao do campo

elétrico considerando a geometria mostrada na figura 2.12.

Plano Focal

n n+An
E, E
Zf
= \)

3

L S S W o VS S S S e S

m
m
&)

————————

P
) P

interface 1 interfac

g

4]

Figura 2.12: Geometria da propagacao do campo elétrico através de duas interfaces
transparentes finas. Na regido entre as interfaces o indice de refragio é n+ An e fora é
n, considerados homogeneous e isotrépicos. Ey é o campo elétrico inicial que incide na
interface 1 colocada na posicdo p1; E} ¢ o campo elétrico que difratado pela interface
1 se propaga até & interface 2 colocada na posicdo p2; Es é 0 campo elétrico difratado
logo ap6s a interface 2, que seré propagado até a posigao zy do plano focal da objetiva.

2.6.1 Contraste da Intensidade de Luz da Imagem C(p)

Os campos elétricos ao atravessarem as interfaces transparentes indicadas na

figura, considerando k(n) = k(n + An) = k, podem ser escritos como

Ey = Ey 1), (2.112a)
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E, = E 27 (2.112b)

Usaremos o mesmo procedimento anterior para determinar os campos difrata-
dos pelas interfaces 1 e 2 no plano imagem do microscopio desfocalizado. Para isto
iremos aplicar as etapas a seguir:

1) propagacao do campo Ej apés a interface 1;

2) propagacao do campo Fj no espaco livre até a interface 2;

3) propagagao do campo Fy logo apos a interface 2;

4) propagacao do campo Fj no espaco livre até o plano focal.

Vamos comegar com o passo (1), portanto aplicaremos a equagao 2.70 para o

campo elétrico E; e a equacao 2.21 para o espectro angular A,

Ey(p,0) = { ZAnkO Zhl ¢) sen(q - ﬁ)] (2.113)

entao seguindo o procedimento da secao anterior obtemos

M@ = [EG0 e as
— (0B 0 @—A”’“Z )60+ §) + 20 S g () 6 (g - 7).

Ll

Para o passo (2) aplicaremos a equacao 2.27 para o espectro angular

2

A g :Al q eik(P2*pl) e*ig*k(pzﬁbl), 2.115
1

onde k = nky. Portanto o campo elétrico correspondente vale

E(p) = ﬁ / AL(@) T dg

| A , .
= CePE, / { {5( nko Z ha( q (5(2 (T+4q) - 5(2)(5— q/)ﬂ
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. 2 — =
X elk(pzfpl) 672 (p2—p1) QP} dq

= CeiﬂEo etk(p2—p1 { A?’Lko Z [ e—ia'ﬁ] e_igi(m—pl)}
I Ank
= E’{ il Z hi(q)sen(q - p) e 5% (P2—p1)}’ (2.116)

sendo Ej = Ej e*P2=1) ¢ um fator constante independente de ¢. Para o passo (3)

aplicaremos a equacao 2.70 e lembrando que a variacao do indice de refracao é —An,

1Ankg
Ey(p,0) = E{l— Zhg ) sen(q - ﬁ)}
\/_ q
1Ankg -
E(’){l Zhl ’sen(q p)e” % (p2 pl)}
\/_ q

X {1-%2@@ sen((f.ﬁ)}. (2.117)

Desprezando os termos quadraticos em h o espectro angular pode ser calculado como

Ag(q_) = /Eg(ﬁ, 0) eiiq‘tﬁdﬁ
- ' Ank 5 5 -
= F / —u;rpd*_Z 0§ :h // 7 —iqp 5
0{ € P \/5—2 . 2(Q) SQTL(q ﬁ) € P

q/

 Ank - - N
_ 1An ozhl 7 —z% (p2 p1)/ sen(q - p) e 107 dp_'}

— (nE { @) - (f%_z)zh [5G — @) - 52+ )

<Anko> Z h(d =i % (p2—p1) [(5(2)(@_ q)— 6D (q+ (17)] } (2.118)

O passo (4) é valido aplicando a equagao 2.61 obtemos

€iﬁ

B0 = Oy

/ Ay (q) € Ve @0 g
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= CewE(’){/ (cf)e b2 i TP g

(avse) o

_ (Anko) /Zhl _; (P2 zf) ¢ o (P22 r1) q2 z(qﬁ)|:5( )(q_,_

" Ank N\
= Eo{l—i— (z \/S_QO) ZhQ(q/)e
d
( Anko) Z (pl zf) q"?
ha(q

Definimos as seguintes variaveis

portanto

E(ﬁ) = Eg{l — ZQQZH2<Q_;) €

Li(@) [5(@( _

(P2—2f) 12

S sen - )

sen(c?.ﬁ)}.

W) 0, 3 () eiF(q‘f)}.
7

(2.120a)

(2.120D)

(2.120¢)
(2.120d)

(2.120¢)

(2.120f)

(2.121)

Vamos agora a calcular a intensidade desprezando os termos em segunda ordem em
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_ E{1 _mzzﬂ2 (@) €D —ia, Y () amw}
X {1+za22H2 ﬂGq)—l-ialZHl((?) eiF(a)}
— E//2{1+ZGQZH26’LG_’_ZGIZHlei _ZGQZH2€ _ZGIZHle }

q

- E6/2{1—iCLQZHQ|:€iG— ZG} —mlel{ — _ZF}}
7

- E{)’Z{l + 2as Z HysenG + 2a, ZHlsenF}.
7 7

(2.122)

Fazendo a troca de variavel ¢ — ¢ e substituindo os valores das variaveis aq, ao, ...

a intensidade resultante sera

I(p) = E6/2{1 - 2%/7;_];0 Z ha(q) sen(q - p)sin {%qﬂ

7

237;_]1{0 Zq; hi(q) sen(q- p)sin {(])12;];]0)(12] } (2.123)

O contraste sera

_ { _ % > (@) sen(q fsen {%rf]

2Ank0 Zhl 7 sen(- ﬁ)sen[( kpl)qz} } (2.124)

Fazendo as superficies S; = Sy = S entao o contraste é dado por

ctp) = 2L S [u@sen( 252 ) - ntapsen (L5242 ) | sentq- |

—

q

(2.125)
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2.6.2 Correlagao das Flutuagoes do Contraste (AC(0,0)AC(7,t))

Seguindo os passos da se¢ao anterior e as mesmas defini¢des de H(p,t) pode-

mos escrever o novo contraste como

e = 2 S aosen( 252 ) - tgosen( L322 )| senta o} |

—

q

(2.126)

—

Para encontrar as flutuagoes do contraste AC(p,t) = C(p,t) — (C(p,t)), calculando

antes a média temporal do contraste da equacao 2.126,

o) = 2 S g psen( L2 ) — (@ )sen (L2224 ) | senta )

- B aun(520) o (2524) e )

—

q

(2.127)

portanto

aci) = 278 S | (#0000 - @ Jsen (5

- <H2(c7, t) — hg(@)) sen(%kmff)] sen(q - ﬁ)}
_ 2%’% { 3 [m@ t)sen (%q) —u(d t>sen<zf2‘kp2 q)} sen(q ﬁ)}

q

(2.128)

e como

AC(7 +

!
=
|
)
g‘ 5
2 5™
(=]
—N—
=[]
e
<
S
)
~
S~—
»
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S
VR
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<
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—~
_Qy
=
»
D
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—
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[\V]
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~
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entao lembrando que agora a média representa os valores médios temporal e es-
pacial e que para um sistema com relaxacdo simples temos que (u(q,t)u*(q,t)) =

lu(q,t)|>eD* onde w(q) é taxa de relaxacdo para cada modo ¢, entdo

. L 2(Ank0)2 2 —wi(q) of Zf —P1 o
(AC(FDAC(F+71) = ——g=—1 D [lu(@Pe Psen®( =g

i Zp—p B
b (e s (222 ) [eostq

(2.130)
portanto
wewoac) = 2EEES e = @t (227
+ Jug(q)Pe2 D sen? (%ﬁf)] cos(q - F)}
(2.131)
A sua representacao correspondente no continuo é dada por,
(ACO)AC(H) = @{ [ dwflwtarsen (252)
b fun(oPsen (22222 ) L) |
(2.132)

2.6.3 Flutuagao Quadratica Média do Contraste (AC?(zy))

Repetindo os mesmos passos da secao anterior podemos escrever

Z2f—P1 2

(AC2(z)) = (Ankgy)? 2 qm“’{]m(qnﬂ?senz <an> N |u2(qn>|286n2(Zf;kpzq?1
f i (@) Jt(anR)

T R?
n=1

)}7

ol

(2.133)



e a sua representacao continua ¢ dada por

T 2k

@) = EIEL g sent (2 242)
b futoPsen (222 |

(2.134)

Na figura 2.14 apresentamos o grafico de (AC?(z;)) em fungao de z; gerado nume-

ricamente usando a equacao 2.134 com

1

ui(g)* = TS (2.135a)
1

s (@) = — (2.135b)

ag* +bq? + ¢’

sendo que é mostrado o caso que ¢; = ¢y dito simétrico e o caso ¢y = 2¢; dito
assimétrico.
Finalizando podemos calcular o limite assintotico para zy — oo da equagao

2.134, o que resulta,

acxe = BEL ™ juPad+ [ o) Pad

= (Anko)*[{ui) + (u3)]. (2.136)

Representamos na figura 2.14 o comportamento de (AC?(z;)) no caso continuo e

discreto, como também o limite assintotico.
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—_— =0
—_— =2y

0003 —

0,002

0.002
{&C2(%€)>
00015 |
0001 |
T RN
A 2 0 2 4
z,[gmz]

Figura 2.13: Curvas de (AC?(zf)) com R = 4,9um, k = 9,3um™! e % =1,

usando nos espectros |u1(q)|? e |u2(q)|? das equagdes 2.135a os parametros a; = ag =
7,6, by = by = 212/Lm_2 ec = 4680,um_4: linha azul com ¢y = 2¢1 chamada de
assimétrico; linha vermelha com ca = c¢; chamada de simétrica; p; = —0,5um e
p2 = 0,5um.
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{AC?(a))

discreto

continuo
000 ——— 1+ v+ v & v T & 5 o
0.0025

.:__\\C’jl: ’?f}.::.

0.002
00015
0.001

-4 -2 0 2 4

zglum]

Figura 2.14: Curvas de (AC?(zf)) com os parametros utilizados na figura 2.13 no
caso simétrico: linha azul e da equagdo 2.133; linha azul e da equacao 2.134; linha
verde e no limite para zy — oo da equagao 2.136.
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2.6.4 Espectro de Poténcia Espacial das Flutuacoes do Contraste
usando (AC?(zy))

A equacao 2.134, fazendo uma troca de varidveis do tipo 2’ = zy — py, resulta

em

(AC2 () = Mfoqm{ml(qnzsm? (%qQ)Huz(q)I?sin:’ (<—>q)}qdq

— % cos 20, torna-se

e se aplicamos a regra trigonométrica sen? = %

@C) = g e () s +ualo) P ady

e |l os ($4°) + uala)eos (2257207 | |

= (AC?(c0))
(Bnkg)? fames [Im( )IQCOS( ) + |ua(q)|? cos (MQQ)]M’

portanto teremos a seguinte equagao

[ o eos (F4) + o cos (=22 )]

- 2 [(ACQ( )> (AC2(z ] (2.137)

1,12

Em ambos os lado da equagao 2.137 podemos multiplicar por cos <ZZ ) e integrar

em dz’ e portanto obter

dmax Z/ Z,+ _ Z/ 12 ,
J [ o eos (5o7) + oatarcos (B2 |eos (51 ) g
0

= @ S [(AC(00)) — (ACP ()] cos (£57) =,
(2.138)

logo passamos a calcular os integrais
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400 o+ <p1 _p2) ) Z/q/2 )
I, = /_ cos (Tq)cos< I >dz

[e.e]

que fazendo uma troca de variavel do tipo 6 = kz’, teremos que

L = wkd(q* —q")
(2.139)

I, = cos (]%f) Tké(q® — 7).
(2.140)
No lado esquerdo da equacao 2.138 fazendo uma ulterior troca de variavel do tipo

¢*> = x, ou seja 2qdq = dx, e substituindo os resultados das equacoes 2.139, 2.140

obteremos

[ [ o cos (P24 ) it o
= [|u1(:1;)|2 + |ua(x)]? cos <%$)} mhd(z — )3
= 2@+ e oos (g2

portanto teremos

%k[!ul(w’ﬂzﬂua(x’)!?cos (m;plx)] = 2 [ [(AC?(00)) — (AC))] cos (2L )az,
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que ao voltar nas varidveis originais z; e ¢', esta tltima expressao nos permite

escrever a equagao do espectro de poténcia espacial a seguir

)+ o) eos (55800) = et [ [(C700) — (8020 eos (),

(2.141)
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Capitulo 3

Estrutura da Membrana e

Citoesqueleto de Hemacias e
Modelos de Elasticidade

O contetado deste capitulo baseia-se principalmente na referéncia [29]. Todos
os seres vivos sao formados por células, compartimentos envolvidos por membra-
nas, preenchidos com uma solucao aquosa concentrada de substancias quimicas. As
membranas celulares sao constituidas de uma dupla camada de moléculas lipidicas
com espessura de cerca de bnm e proteinas. A funcdo da membrana nao é s6 de
barreira ao recipiente celular, mas também permite que a célula sobreviva e cresca.
Se de um lado as substancias nutrientes devem atravessar a membrana para entrar
na célula, por outro lado, os produtos nocivos devem sair dela. Por isso a membrana
é transpassada por canais e filtros com alta seletividade, constituidos de moléculas
protéicas que permitem a importacao de determinadas substancias e exportacao de
outras. As propriedades mecéanicas das células permitem que elas crescam mudando
de forma, da mesma maneira as membranas se estendem acrescentando, onde for
necessario, nova membrana, podendo deformar-se sem rasgar-se. As formas de vida
mais simples sao células procariontes individualizadas, como por exemplo, as bacté-
rias, que tem uma s6 membrana, chamada de membrana plasmaética, ver figura 3.1
(A). Por outro lado, uma forma mais complexa sao as células eucariontes (animal e

vegetal) que podem conter mais de uma membrana interna, delimitando assim, seus
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compartimentos celulares, como mostrado na figura 3.1 (B) [29].

(A)

mitocdndrias

reticulo
andoplasmaético

Ribrssoma

citoesqueleto
filamentoso

nicleo

lisossomos
peroxissomos

Capsal

Pareds celular Membrana plasmitica

b 10=30 um |

Figura 3.1: (A) Célula Procarionte: Organizagdo celular simples, sem nuicleo nem
organelas ou organulos citoplasméticos; (B) Célula Eucarionte: organizacao celular
mais complexa [29].

Este sistema de membranas, constituido pelo reticulo endoplasmatico, pelo
aparelho de Golgi, pelas mitocondrias e de outras organelas é que mantém as varias
caracteristicas estruturais e funcionais das células [29]. Todas as membranas tém
uma estrutura geral comum: cada uma é um filme muito fino de moléculas de lipidios
e de proteinas, mantidas juntas principalmente por interacoes nao covalentes. As
membranas, como ja mencionado, sao estruturas dinamicas, fluidas e a maior parte
de suas moléculas sao capazes de mover-se no plano da membrana. As moléculas
lipidicas sao arranjadas em uma bicamada lipidica continua que fornece a estrutura

bésica da membrana, como mostrado na figura 3.2 [29].
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‘+ molécula de proteina
molécula
de lipidio

Figura 3.2: Estrutura da Membrana: (A) imagem com microscopio eletronico da
membrana plasmatica em segao transversal; (B) e (C) desenhos que mostram os mo-
delos bi-dimensional e tridimensional de uma membrana celular [29].
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3.1 A Bicamada Lipidica

A bicamada lipidica constitui a base universal para a estrutura da membrana
celular. As moléculas de lipidios sao insolaveis em agua e elas sdao cerca de 50% da
massa das maiorias das membranas de células animais, sendo o restante quase todo
proteinas. Todas as moléculas de lipidios nas membranas celulares sao anfipéticas:
elas tém uma extremidade hidrofilica: (‘gosta de agua’, ou polar) e uma extremidade
hidrofobica ('repele a agua’, ou nao polar). Os mais abundantes sao os fosfolipidios,
que tem uma forma como mostrada na figura 3.3, ou seja, uma cabeca polar e duas
caudas de hidrocarbonetos hidrofébicas. As caudas usualmente sao acidos graxos
e podem diferir em comprimento; uma cauda geralmente tem uma ou mais duplas
ligacoes cis, enquanto a outra nao as contém. Como mostrado na figura 3.3 cada
dupla ligacao causa uma pequena flexdo na cauda. Diferencas no comprimento e
saturacao das caudas de 4cidos graxos sao importantes, porque elas influenciam a
capacidade das moléculas de fosfolipidios de se agrupar umas as outras, e por essa

razao afetam a fluidez das membranas.

() [ couna

grupo da |
cabeca polar FOSFATO
{hidrofilicol |

GLICEROL

1 2

caudas
nig-polares
[hidrofébies)

ACIDO GRAXD

Figura 3.3: As partes de uma molécula de fosfolipidio: (A) Fosfatidilcolina, repre-
sentada esquematicamente; (B) como modelo espacial.

61



Quando as moléculas lipidicas sao circundadas por agua por todos os lados,
elas tendem a agrupar-se de modo que suas caudas fiquem ocultas no interior e suas
cabecas fiquem expostas a d4gua. Dependendo de sua forma, elas podem fazer isso de
duas maneiras: formando micelas esféricas, com as caudas para dentro, ou formando
folhas bi-moleculares, ou bicamadas, com suas caudas interpostas entre os grupos
das cabecas, como mostrado na figura 3.4 . Por causa da sua forma cilindrica, as mo-
léculas de fosfolipidios da membrana formam bicamadas espontaneamente em agua;
ademais, essas bicamadas lipidicas tendem a se fechar sobre si mesmas para formar
compartimentos fechados, desse modo eliminando bordas livres, onde as caudas en-
trariam em contato com a agua. Pela mesma razao, compartimentos formados por

bicamadas lipidicas, tendem a resselar-se quando sao rompidos.

(4) "
(N
A\ micela
- lipidica
[
g \ )
- bicamada
Agua lipidica

0000600000

bicamad:
lipidica

000000000

1 nm

Figura 3.4: Moléculas lipidicas em agua: (A) a forma da molécula lipidica define
qual estrutura é determinada. Uma forma cuneiforme forma micelas (figura de cima),
enquanto cilindriforme forma bicamadas (figura de baixo); (B) visao tridimensional da
bicamada lipidica com sua simula¢do em computador [29].

Uma outra caracteristica importante, além de sua propriedade auto-selante,
que tornam os fosfolipidios ideais para formar membranas celulares, é a fluidez que é
essencial para muitas funcoes da membrana. Tal caracteristica foi descoberta através

de estudos de bicamadas lipidicas sintéticas. Tais estudos mostraram que moléculas
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de fosfolipidio em bicamadas sintéticas muito raramente migram da monocamada
de um lado para a do outro. Este movimento, chamado de flip-flop, ocorre me-
nos do que uma vez por més para qualquer molécula individual. Por outro lado,
moléculas lipidicas rapidamente trocam de lugar com suas vizinhas dentro de uma
monocamada. Isso da origem a uma difusdo lateral rapida. Esses estudos também
tem mostrado que moléculas lipidicas individuais se orientam muito rapidamente
em torno do seu eixo maior, e que suas cadeias de hidrocarbonetos (caudas) sao

flexiveis, como mostrado na figura 3.5.

Difusio Trasversal

(“fipeflop”)

Figura 3.5: Mobilidade de fosfolipidios: os tipos de movimentos possiveis para mo-
léculas de fosfolipidios em uma bicamada lipidica.
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3.2 Proteinas da Membrana

Embora a bicamada lipidica seja a estrutura-base para todas as membranas,
sao as proteinas imersas na membrana que realizam quase todas as funcoes especi-
ficas da estrutura. Nos animais as proteinas constituem cerca de 50% da massa das
membranas plasmaética, o resto sao lipidios. Tais proteinas, além de deixar entrar
as substancias nutrientes através da barreira lipidica, conseguem ligar a membrana
com as moléculas que estao em um lado ou ambos da bicamada funcionando também
como receptores de sinais quimicos que chegam do ambiente e sao retransmitidos ao
interior de célula. A membrana celular contém diversas proteinas que se relacionam

com a bicamada lipidica de quatro modos diferentes, como mostrado na figura 3.6.
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Figura 3.6: Modos pelos quais as protefnas da membrana associam-se com a bica-
mada lipidica: (A) muitas proteinas da membrana estendem-se através da bicamada,
como parte de suas massas em ambos os lados: através de uma tnica a-hélice ou com
multiplas a-hélice. (B) Outras proteinas da membrana estao localizadas interiormente
no citosol e sdao associadas com a bicamada no lado da membrana interno através de
uma unica a-hélice anfipatica exposta a superficie da molécula. (C) Outras proteinas
da membrana sdo totalmente expostas na superficie externa, sendo ligadas a bicamada
somente por uma ligacdo covalente a um ou mais grupos lipidicos. (D) Algumas pro-
teinas, das quais nenhuma das partes penetram no interior da bicamada, sao ligadas
molecularmente a uma ou outra das faces da membrana por interacdes nao-covalentes
com outras proteinas da membrana.
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3.3 O Cortex da Membrana Plasmatica

O contetudo desta se¢do baseia-se nas referéncias [29,30]. A membrana celular é
muito fina e fragil: sao necessarias 10.000 membranas celulares uma acima da outra
para chegar-se a espessura do papel dessa péagina. Por isso todas as membranas
celulares sao reforcadas e sustentadas por uma rede protéica, fixada por meio de
proteinas transmembranicas. Em particular, essas se organizam em uma rede de
proteinas fibrosas, chamado de cdrtezr celular aderido a face citosolica (face interna
a célula), que determina a forma celular e as propriedades mecanicas da membrana
plasmatica. No caso de hemacias, os dimeros auto-associam-se cabeca com cabeca
para formar tetrameros longos, de 200nm. As extremidades das caudas de quatro
ou cinco tetrameros sao interligadas por ligacoes e filamentos curtos de actina e
outras proteinas do citoesqueleto, formando um complexo funcional. O resultado
final é uma malha deformével, em forma de rede, subjacente a toda a superficie

citoplasmatica da membrana, como mostrado na figura 3.7.

sctina  aducina Face citosdlica Espectrina
da membrana

.\\ j& plasmdtica

Actina
handa 4,1 aspectrina

trapomiosina

Proteina I
100 nm

Proteina de de ligagdo §
. -~ o banda 4,1
ligagdo Proteina e T
anquirina transmembrana

banaa 3

Figura 3.7: Esquema da estrutura do citoesqueleto sobre do lado citoplasmaético da
membrana do eritrécito humano.

E esse citoesqueleto constituido de espectrina, que capacita as hemacias a su-
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portar a tensao de cisalhamento em sua membrana na medida em que ele é forcado
através de capilares estreitos. Camundongos e humanos com anomalias genéticas da
espectrina sao anémicos e tém hemadcias que sao esféricas (ao invés de biconcavas)
e normalmente frageis; a gravidade da anemia aumenta em proporcao a deficién-
cia da espectrina. A principal proteina responsavel pela ligacdo do citoesqueleto
a membrana plasmatica da hemacia foi identificada por monitoracao de ligagao de
espectrina radiomarcada & membrana de hemaécia, das quais & espectrina e varias ou-
tras proteinas periféricas tinham sido removidas. Esses experimentos mostraram que
a ligacao da espectrina depende de uma grande proteina intracelular de ligacao cha-
mada ankirina, a qual se liga tanto a espectrina, quanto ao dominio citoplasmatico
da proteina banda 3. Conectando algumas das moléculas da banda 3 a espectrina,
a ankirina liga a malha da espectrina & membrana, e também reduz muito a taxa de
difusao dessas moléculas da banda 3 na bicamada lipidica. O citoesqueleto de espec-
trina, é também ligado & membrana por um segundo mecanismo, o qual depende da
proteina banda 4.1. Essa proteina que se liga a espectrina e actina, também liga-se
ao dominio citoplasmatico, tanto da banda 3 quanto da glicoforina, que é outra das
principais proteinas transmembranicas em hemaécias. Uma rede citoesquelética ana-
loga porém muito mais elaborada e complicada existe sob a membrana plasmatica

das células com nucleo.
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3.4 As HeméAcias

As hemacias dos mamiferos sao células sem niicleo que normalmente circu-
lam por alguns meses apesar de se exporem repetidas vezes a choques mecanicos
e metabolicos. O fato de nao possuirem ntcleo e outras organelas impossibilita a
sintese de acidos nucléicos ou proteinas. Os hemécias sao células tnicas que execu-
tam funcgoes vitais no organismo. O objetivo primério desta célula é o transporte
de hemoglobina (Hb), visto que esta proteina esta associada a outras fungoes como
o transporte de oxigénio (O,), transporte de dioxido de carbono (CO;) e tampona-
mento dos fons de hidrogénio (H+). Estas fungbes requerem energia sob a forma
de adenosina trifosfato (ATP). Embora as demandas metabolicas sejam menores
do que as de outras células sangiiineas, as hemécias ainda precisam de energia. O
ATP é necesséario para a manutencao da forma, da deformabilidade e do transporte
ativo de véarias moléculas. Os beneficios de conter hemoglobina dentro das célu-
las, ao contréario de livre no plasma, incluem: uma meia-vida maior (a Hb livre no
plasma possui uma meia-vida de apenas algumas horas), a capacidade metabolica
das hemaécias de manter o ferro ligado & Hb em seu estado funcional e a habilidade
de controlar a afinidade do oxigénio pela Hb, alterando as concentracoes de fosfatos
organicos. Além disso, a presenca de hemoglobina livre no plasma na concentracao
normalmente encontrada no sangue iria exceder a pressao osmoética muitas vezes
mais do que normalmente ocorre pelas proteinas plasmaéticas, afetando de maneira
significativa o movimento de fluidos entre o sistema vascular e os tecidos. As hema-
cias humanas sao pequenas células que possuem forma de disco biconcavo (discocito)
como mostrado na figura 3.8. A componente principal do coértex celular das heméa-
cias, devido basicamente a sua abundancia, ¢ uma proteina chamada especitrina, uma
molécula cilindrica longa, fina e flexivel, com cerca de 100nm de comprimento, e que
constitui cerca de 25% da massa de proteinas associadas com a membrana (aproxi-
madamente 2,5 x 10° moléculas de espectrina por célula), como mostrado na figura
3.9. Ela ¢é a base do arcabougo protéico (o citoesqueleto) subjacente & membrana da
hemaécia, mantendo a integridade estrutural e a forma biconcava dessa membrana.

Estudos comparativos tém demonstrado que a sobrevida das hemacias esta

associada a uma série de fatores. Atualmente se sabe, por exemplo, que a sobrevida
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Figura 3.8: Hemécias Humanas: (A) imagem com o microscopio eletronico; (B)
perfil horizontal e se¢io de uma tnica hemacia. Foto: Dave McCarthy and Annie
Cavanagh /Wellcome Trust.
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Figura 3.9: Esquema da moléculas de espectrina das hemécias humanas.
das hemécias varia com a taxa metabdlica, que estd intimamente ligada a taxa de

estresse oxidativo que a célula sofre, e que é inversamente proporcional ao tamanho

e a longevidade da espécie mostrada na Tabela 3.1.

‘ Sobrevida dos eritrbcitos ‘

Espécie (dias)
Cavalo 140 a 145
Vaca 130
Homen 120
Cao 100 a 115
Gato 73
Camundungo 43

Tabela 3.1: Tempo de vida de heméacias na circulacao para varias espécies.
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A membrana da hemécia contém aproximadamente quantidades iguais de lipi-
deos e proteinas. Os lipideos sao fosfolipideos ou lipideos neutros, em sua maior
parte colesterol nao esterificado, e eles tém papel importante na manutencao da
flexibilidade e da deformabilidade celular. O componente protéico da membrana é
representado por diversas proteinas que podem ser divididas em duas porgoes: pro-
teinas transmembranicas (que atravessam a bicamada lipidica) e proteinas interiores
(situadas na base da bicamada lipidica). As principais proteinas transmembranicas
sao a glicoforina A e a proteina banda 3. A glicoforina A possui carboidratos na
porcao externa da molécula, a presenca destes confere carga negativa as hemacias
e impede a aglutina¢do dos mesmos. As glicoforinas (GP) estao relacionadas com
os antigenos eritrocitarios. A proteina banda 3 esta inserida na bicamada lipidica
e funciona como canal transportador de anions e dgua para a célula. Esta proteina
mantém uma ligagao importante com as proteinas periféricas ankirina e espectrina,
que serve para fixar a membrana ao citoesqueleto. As proteinas associadas ao ci-
toesqueleto sao denominadas de periféricas. Dentre elas estao a espectrina, a actina
(banda 5), a ankirina (proteina 2.1), banda ou proteina 4.1, proteina banda 4.2 e a
proteina banda 4.9 , veja a figura 3.10. Alteracoes nos componentes da membrana,
lipideos ou proteinas, podem resultar em mudancas na forma com conseqiiente dimi-
nuicao da resisténcia aos estimulos metabélicos e mecanicos que estas células sofrem
constantemente na circulagdo e aumento da destruicao destas células (anemia he-

molitica).

superficie externa membrana glicoforina
proteina banda 4.1 Anchirina 1 11_%‘,/”;’[
proteina banda 3 i A s j‘?;?’ el
i) T ik b

espectrina

Figura 3.10: Composigao protéica do cortex celular de hemaécias.
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3.5 Nocoes Basicas sobre Elasticidade

Como ja mencionado anteriormente, além da bicamada lipidica, as células
possuem uma estrutura abaixo e ligada a bicamada que da a elas a necesséria ri-
gidez mecanica, que ¢ o citoesqueleto. O citoesqueleto é uma estrutura dinamica
que da motilidade as células. A composicao do citoesqueleto varia entre as célu-
las. Alteracoes nas proteinas associadas ao citoesqueleto e motilidade das células
podem causar varias doencas [31,32]. O desenvolvimento de novas técnicas experi-
mentais pode ajudar na caracterizacao e entendimento destas doencgas. Nas células
com ntcleo o citoesqueleto é composto por trés tipos principais de filamentos: mi-
crotubulos, filamentos intermediarios e filamentos de actina. Os microtibulos sao
os filamentos mais rigidos com comprimento de persisténcia (conceito que sera de-
finido posteriormente) da ordem de 15mm, ou seja, muito maior que o tamanho
da célula e, portanto, podem se estender dentro da célula sem flexao, servindo de
sustentacao mecanica para a membrana e como vias de transporte para organelas
e vesiculas carregadas pelas proteinas motoras kinesina e dineina. Os filamentos de
actina sao bem mais flexiveis com comprimento de persisténcia da ordem de 15um,
ou seja, da ordem de mil vezes mais flexiveis que os microtibulos. Os filamentos
de actina se localizam mais na periferia das células proporcionando uma extensao e
contragao rapida das células, pela polimerizacao e despolimerizagao destes filamen-
tos. A motilidade, quimiotaxia e outros movimentos das células sao basicamente
causados pela resposta dos filamentos de actina a estimulos internos e externos nas
células. Os filamentos intermediarios, como o préprio nome sugere, tém rigidez in-
termediaria entre microtibulos e filamentos de actina, dando sustentacao mecanica
adicional para as células |29]. Existe uma enorme literatura a este respeito |30] e
modelos mais fisicos de motilidade foram elaborados mais recentémente por George
Oster e co-autores, baseados em catracas Brownianas [33,34]. Dois livros excelentes
e bastante didaticos sobre o assunto sao "Mechanics of Motor Proteins and the Cy-
toskeleton", autor Jonathon Howard [35], e "Mechanics of the Cell", autor David
Boal, [25]. Nesta tese estamos interessados na biomecanica de hemacias, que tém
uma bicamada lipidica como outras células, nao tém ntcleo, e tém um citoesqueleto

mais simples constituido majoritariamente por moléculas de espectrina, cujo com-
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primento de persisténcia é da ordem de 5nm e forma uma rede hexagonal, como
sera discutido posteriormente [25]. Embora as propriedades mecénicas de hema-
cias tenham sido estudadas por mais de 30 anos, ainda existem varias questoes em
aberto neste problema, que modelos fisicos recentes tentam responder [8,15-17]. O
objetivo desta tese é apresentar uma nova técnica experimental (microscopia de des-
focalizagao) que pode ser util na solucao destas questdes e que temos usado para
o estudo da motilidade de outras células também. Nesta secao apresentaremos os
ingredientes bésicos para se entender os modelos de elasticidade de hemécias e como
podemos obter informacoes sobre a elasticidade de hemaécias usando a técnica de
microscopia de desfocalizacao. Para tanto apresentaremos uma breve introducao
sobre elasticidade basica, definicao dos modulos elasticos de compressao e flexao,
nocoes sobre elasticidade entropica de filamentos e membranas, energia livre de Hel-
frich e espectro das flutuacoes da membrana plasmatica e citoesqueleto. Considere
o elemento de volume de um material sujeito as forcas que agem em sua superficie

como indicado na figura 3.11 [23].
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Figura 3.11: Forcas superficiais sobre um elemento de volume do material

Estas forcas podem ser decompostas em suas componentes cartesianas em
cada face: as componentes normais as superficies destas forcas sao as forgas de
compressao ou expansao, enquanto as componentes paralelas as superficies sao as
forcas de cisalhamento (shear). Consideraremos que este elemento de volume esté
em equilibrio mecanico, tal que a soma das forcas e soma dos torques é zero. Na
figura 3.11 s6 estao representadas as forcas nas faces positivas. Naturalmente nas

outras faces, as forcas sao iguais e opostas para satisfazer a condicao de equilibrio.
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O vetor de tracao em cada superficie é definido como

F@) R R R

t_(x) = M = O—Ixi + nyj -+ szk’ (31&)
F®) ) . .

t—(y) = M = O'yxi + Uyyj -+ O'yzk' (31b)
) . . )

t_(z) = M = O 1 + Ozy) +O-zzk

(3.1c)

Define-se o tensor das tensoes (stress tensor) como
Ozx U:):y Oz

Oye Oyy Oyz |, (3.2)
Ozx Uzy Oz

Qe
I

tal que os vetores de tragao sao escritos como

W =n.q, (3.3)

onde n é a normal a superficie de interesse. O tensor ¢ é simétrico, isto é 0;; = 0;;
para i # j, do contrario o torque sobre o elemento de volume nao seria zero. Estas
forcas aplicadas ao material causam deformagées. Deslocamentos uniaxiais (
Deltau;;) sdo aqueles que estdo ao longo das componentes normais dos vetores de
tracdo, enquanto que deslocamentos de cisalhamento (

Deltau;;,1 # j) sao perpendiculares a estas dire¢oes, como na figura 3.12.

: _ Augg = s _ Augy ~
Definimos e,, = =3z= (deformacdo uniaxial) e e,, = F= (deformacao de
cisalhamento). Para pequenas deformagoes, €;; = gz sao as deformacoes uniaxiais

) ou; . . ~ ~ . .
e gy = % % + %), para i@ # j, sao as deformacgoes de cisalhamento, com ¢ e
J 1

7 variando de 1 a 3, com 1 = x, 2 = y e 3 = 2. Os tensores das tensoes e de
deformacao dependem da posicao no material e sao, portanto, campos tensoriais.
A lei de Hooke é expressa no caso geral como o;; = ¥ Cijricp, onde Cjji sao as
constantes elasticas do material. Em principio se teria 3* = 81 constantes elasticas.

Com argumentos de simetria o niimero destas constantes cai consideravelmente. Em
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Figura 3.12: (A) Deslocamento uniaxial Au,,; (B) Deslocamento de cisalhamento
Atgy.

particular as propriedades mecéanicas de um cristal ctibico sao definidas por apenas
trés constantes elasticas, enquanto que para um material homogéneo, isotropico
necessita-se de somente duas constantes, o médulo de Young Y e a razao de Poisson

Eig

v, que sao definidos a partir de o; = Ye;; e b= A unidade do moédulo de

Young ¢ a mesma de o ji que € é adimensional, ou seja, Y ¢ dado em N/m? = Pa.
A razao de Poisson é também adimensional e em materiais usuais é maior que 0 e
menor que 0,5, e d4 a medida de quanto o material encolhe em uma direcao quando

é esticado na outra. Assim podemos escrever mais geralmente,

Oz B Oyy i Oz

Coe =3 ~Vy TVY (3.4a)
Eyy = —I/% % - I/U;Z (3.4Db)
Exz = —V% — y% — g;z (3.4¢)
. %
i 1 )
(3.4d)
com (i # j) e sendo p = 2(++,/) o modulo de cisalhamento. Podemos entao caracte-

rizar o material também pelo modulo de Young e modulo de cisalhamento. Vamos

aplicar as equagoes acima para algumas situagoes de interesse [25].

1. Mdédulo volumétrico Ky

Vamos considerar um material volumétrico de volume V' sujeito a uma pressao
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hidrostatica p, tal que o;; = —pd;;. A variacao relativa de volume esté re-

lacionada com as deformacOes uniaxiais através de &Y = e, + €,y + Eus.
1% 9y

Substituindo nas equacdes acima obtemos que &Y = —Mp. O moédulo

%
volumétrico é definido como - = —L &Y ¢ que resulta em Ky =
KV \% P 3(

_Y
1—2v)>
mostra que o material com v = 1/2 é incompressivel. Usando a expressao

IKvp
3Ky+p

que
para o médulo de cisalhamento podemos escrever que Y = . Para mui-

tos materiais v ~ 1/3 resultando em p~ 2 ¢ Ky = Y.

. Mdodulo de compressao/expansao superficial K4
Vamos considerar agora uma lamina muito fina de espessura d e area A, como
da figura 3.13,

Figura 3.13: Forcas superficiais em uma ldmina de espessura d.

sujeita as tensoes 0,, = 0y, = 0 e com o0,, = 0, tal que a espessura d varia

muito pouco. O moédulo superficial K4 é definido a partir da seguinte relacao

AA
do= K| — 3.5
=ra(5), (35)
e como
AA 2(1 —v
S e, =Y, (36)
obtemos apoés alguma manipulacao a expressao
dKy
Ka= 55 (3.7)
o B
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que relaciona os moédulos de compressao superficial e volumétrico. O modulo
superficial tem unidade de N/m, ou seja, a mesma unidade de uma constante
de mola. Estas expressoes sao importantes no estudo das propriedades meca-

nicas da bicamada lipidica e citoesqueleto.

3. Flexao de uma haste
Considere uma haste de comprimento L que é flexionada como indicado na
figura 3.14. Se a haste ¢ uniforme existe um plano neutro que passa pelo meio
da barra dividindo-a em duas partes iguais. Quando esta barra é flexionada
este plano neutro nao sofre qualquer deformagao. Todos os planos acima deste
sao estendidos e todos abaixo comprimidos, a haste tendo entao uma energia
potencial elastica (energia de curvatura ou de flexao) maior do que no estado

nao curvada. Na figura 3.14 os planos constitutivos da haste de largura dy sao

Figura 3.14: (A) Flexdo de uma haste de comprimento L, largura b e espessura
a. A linha pontilhada indica o plano neutro. (B) Sec¢do reta da haste e sistema de
referéncia para o calculo do momento de inércia geométrico I.

indexados pela coordenada y, tal que o plano neutro tem coordenada y = 0, os
planos acima y > 0 e os abaixo y < 0 ; o plano na coordenada y > 0 estende-se
para L+ AL e o para y < 0 contrai-se para L — AL. Assim podemos escrever,
0 = % = Lg—fyL tal que % = £. O elemento de forca dF' aplicado na édrea
transversal de area dA da haste como indicado na figura 3.14 causa uma tensao

o= % = Y% =Y %, assim dF = %ydA. O moédulo do torque fletor na area

I6)



transversal ¢ dado por

Y
T = /de: E/deA. (3.8)
A

]z/deA, (3.9)
A

O termo

¢ chamado de momento de inércia geométrico da haste e ¢ uma constante para
uma dada area transversal da haste e para flexao em torno de um dado eixo

(I é um tensor). No caso de uma haste com area transversal retangular (como

a’b
12

para uma haste cilindrica de raio a, I = ‘ffT”. O produto do moédulo de Young

na figura 3.14 b) com espessura a e largura b é facil mostrar que [ = e

pelo momento de inércia geométrico da haste é chamado de rigidez fletora

kp=YI |, (3.10)

assim

r= =k | (3.11)

com a curvatura C' = %. A energia elastica de curvatura de uma haste de

comprimento L pode ser calculada através do trabalho realizado pelo torque
para flexionar a haste por um angulo df = LdC', da curvatura inicial zero até

a curvatura final C, que resulta em

U= [7d)=kiL [, CdC = 1k;LC? | (3.12)

Como se espera de uma energia elastica ela depende da deformagao (curvatura)

ao quadrado.
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3.6 Flutuacoes em Filamentos e Membranas

Nesta secao faremos a termodinamica de filamentos e membranas. A questao
que queremos analisar é se um filamento ou uma membrana em equilibrio térmico a
temperatura 7" permanecerao retos e lisos ou apresentarao corrugacgoes. Quantificar
estas corrugacoes ¢ o objetivo dessa secao. Para tanto introduziremos uma escala

de comprimento importante chamada de comprimento de persisténcia.

3.6.1 Flutuacoes Térmicas da Forma de Filamentos e Com-
primento de Persisténcia

O contetdo desta secao baseia-se seguindo as referéncias [25,35]. Muitas das
principais moléculas biolégicas sao polimeros mais rigidos, como é o caso dos fila-
mentos de actina e microtibulos do citoesqueleto, ou polimeros mais flexiveis como é
o caso do DNA e espectrina. Para definirmos o significado de rigido ou flexivel temos
que estudar a termodinamica de polimeros: se em equilibrio térmico o polimero esta
enovelado na nossa definigao ele é flexivel, do contrario é rigido. O enovelamento (ou
ndo) ocorre se a energia térmica é maior (ou menor) que a energia elastica de defor-
macao do polimero. Introduziremos o conceito de comprimento de persisténcia para
quantificar a flexibilidade do polimero. Para tanto usaremos o modelo de Kratky-
Porod (generalizagdo da equagao 3.12), que trata o polimero como um bastonete
delgado e que nos fornece a sua energia para uma dada conformacao de equilibrio.
Tal modelo é também valido para uma cadeia polimérica sem estresse torsional. Se
imaginarmos uma curva qualquer, com comprimento total fixo L. (que também é
chamada de comprimento de contorno), como mostrado na figura 3.15, a cada ponto
desta curva correspondera um vetor posicao 7, representado pelo tripleto cartesiano
(x,y,z). E~ conveniente escrever este vetor posicdo em uma representacao para-
métrica como func¢ao do comprimento do arco s, portanto 7(s) = [z(s), y(s), z(s)].

Nesta parametrizacao a tangente a curva no ponto s é dada por

t(s) = g—:. (3.13)
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Figura 3.15: Linha genérica s cuja posi¢ao no espaco ¢ dada pelo vetor 7(s).

A curvatura do filamento no ponto s é definida por

1 10t 0 Ot 27
cn_ L. 1ot _09oi o7

R ROO 0500 0s®

onde n é a normal ao filamento no ponto s. Pela equacao 3.12, para um segmento

(3.14)

pequeno As a energia potencial AU armazenada numa flexao é

1 0t)2
AU = 51/1(%( As, (3.15)

e finalmente a energia de curvatura total do polimero, neste modelo de Kratky-

Porod, pode ser escrita como

2

ds | (3.16)

1 - | 9
Ecurv = Qkf fO ‘ Os

A temperatura zero, um filamento adota uma forma que minimiza a sua energia,
o que corresponde a um bastonete reto e rigido. Se a temperatura ¢é diferente de
zero, o filamento faz uma troca energética com o ambiente circundante, permitindo
que as suas formas flutuem. A energia de curvatura de um filamento é tanto maior
quanto mais a sua forma se torna mais contorcida. As forcas térmicas associadas ao
movimento Browniano produzem flutuacoes da forma de um filamento flexivel. O
parametro fundamental que descreve a sua resisténcia a dobradura é o comprimento

de persisténcia §,. Para entender melhor o seu significado, vamos consider um

78



arco de comprimento s de um filamento e sejam 6(0) e 6(s) os angulos entre o vetor
tangente { ao filamento e o eixo horizontal, na origem e no ponto s, respectivamente,

como mostrado na figura 3.16.

Figura 3.16: Vetores tangentes no ponto zero e no ponto s de um filamento curvo.

Iremos calcular a correlacio estatistica entre a direcdo do vetor tangente ¢ no
ponto 0 e no ponto s. O comprimento de correlagao assim obtido é chamado de
comprimento de persisténcia §,. Para s > £, #(0) e 6(s) ndo estdo correlacionados,
ou seja, a dobradura térmica teré feito o filamento perder a memoéria da sua direcao
inicial. Assim quanto menor o &, (quanto mais flexivel for o filamento), maior é a sua
curvatura produzida pelas forgas térmicas, e menor a distancia entre as extremidades
do filamento. Um exemplo ¢ ilustrado na figura 3.17.

Para definir {, de forma quantitativa, consideramos primeiro um filamento
restrito a se mover em um plano, e seja 6(s) o angulo entre a tangente do filamento
no ponto s e o eixo horizontal. Por simplicidade vamos considerar 6(0) = 0, que
nao restringe a generalidade do problema, e seja f(s) = (cosf(s)), onde o simbolo

() se refere 4 média térmica em um ensemble em equilibrio térmico a temperatura
T. Sendo que A0 = 0(s + As) — 0(s) temos que [36]

af A

SAs = fls+ D) - f(s)

= <cos[ (s +As)| —cosf(s

= (cos [ + AQ} (cosf(s
= (cosB(s)cos AB) — (sinf(s )sm Af) — (cosb(s)). (3.17)

Como as forcas térmicas que atuam no segmento (s,s + As) sdo estatisticamente
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Figura 3.17: Polimeros com diferentes razoes entre §, e L.. Quanto menor §, compa-
rado com L., mais enovelado fica o polimero e mais proximos ficam suas extremidades.

independentes das que atuam no segmento (0,s), temos que (cosf(s)cos Af) =

(cosf(s))(cos AB) e além disso, (sin Af) = 0. Logo, para sin Ad suficientemente

pequeno, teremos que a equacao 3.17 torna-se

df
I A

S =

Q

daf
ds

(cos AG — 1)(cosb(s))
1

(2 (2025 (3.18)
(5 a1 (s). (319

Considerando a energia potencial de flexdo da equacao 3.15 armazenada em As,

2
1( A0 _ AU _ AU
teremos que —(—) As =7 = Ry logo

2\ As

daf
ds

= L f(s). (3.20)



Através do Principio de Equiparticdo da Energia temos que (AU) = kT (um grau

de liberdade para cada angulo) portanto a equacao 3.20 fica

df KT

- = —— . 3.21

T = ) (3.21)

Definindo % = ¢, (comprimento de persisténcia) e integrando a equagao 3.21
f(s s ds (s

f((()))% = -/, Z—p, portanto f(s) = f(0)e ). Como f(s) = {cos[f(s) — 6(0)]),

temos que f(0) =1 e entdo

— — 3

({0) - (s)) = f(s) = ™%

(3.22)

A equacao 3.22 mostra que a correlacdo entre as inclinagdes 6(s) e 6(0) decai ex-
ponencialmente com s e que &, ¢ o comprimento de correlacao das flutuacoes de
angulo. Assim quanto mais rigido o filamento maior o comprimento de persisténcia,
conforme seria de se esperar. Quanto mais elevada a temperatura, menor é o valor
de &,, porque o impacto das forcas térmicas para dobrar o filamento aumenta. O
comprimento de persisténcia também pode ser relacionado com a distancia média
entre as extremidades do filamento, que é tanto menor quanto mais o polimero se
enovela. Para obter essa relacao, definimos a distancia média entre as extremi-
dades do polimeros, através da média quadrética (R?), onde R é o vetor que une as
extremidades, como mostrado na figura 3.18.

Sendo #(s) o vetor tangente em cada ponto, R ¢ o limite da resultante de uma

poligonal construida juntando as extremidade do filamento, portanto
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Figura 3.18: Representagdo do vetor R entre as extremidades do filamento.

= [ [ itsas

=2 [ s [ toslots) - s

=S

Aplicando a equacao 3.22 teremos

(R*) = 2/LC ds / C 6[_<S;p5)]ds’

=0 =s
Le . Le v
= 2/ e(ﬁp)ds/ %) ds
0 s'=s
_Le L.
- %ﬂéfﬂ—1+gﬁ. (3.23)
p

No limite flexivel L. > £, o termo exponencial vai para zero, portanto

(R2) ~ 2¢,L, | (3.24)

No limite rigido L, < &, temos que (R?) ~ L2, que seria o esperado para um fila-
mento reto. Usando o teorema da equiparticao da energia no caso flexivel, podemos
definir uma constante de mola entropica ky; para o filamento, tal que a energia

elastica é dada por
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1 3
U= 5k:M<R2> = §kT (3.25)

kn = 2?;_LTC : (3.26)

Usando este conceito de elasticidade entropica é possivel estimar um limite inferior
para o modulo de cisalhamento p do citoesqueleto de hemacias. Imagens de micro-
scopia eletronica do citoesqueleto de hemacias indicam que ele é formado por uma
rede hexagonal de filamentos de espectrina. Se considerarmos os filamentos de es-
pectrina como molas entropicas com constante de forca entropica ky; = %flj—f, como
deduzido na equacao 3.26, pode-se mostrar que para esta rede hexagonal bidimen-

sional [25], 0 modulo de cisalhamento é dado por

V3

e modulo de expansao superficial é dado por

V3
Ka =3 Far. (3.28)

Note que no caso bidimensional ;4 tem a mesma unidade de K4 (%) No caso de fila-
mentos de espectrina L. ~ 200nm e &, ~ 5nm [37], que resulta em = = 650um 2.
As medidas de g em hemaécias dependem de varios fatores como a osmolaridade
do meio, que define o estado de tensdo do citoesqueleto, concentracao de ATP e o
modelo elastico/geométrico usado para a sua determinacdo, uma vez que 0s expe-
rimentos implicam na aplicacao de forcas e medidas das deformacoes, o que nao é
facil de obter para geometrias complicadas. Vérias técnicas sao usadas desde suc-
¢ao por micropipetas [38] até mais recentemente pingas-opticas [32,39]. Os valores
encontrados na literatura se situam no intervalo, 10°um=2 < % < 10°um™2. No-
tamos que o valor previsto pelo modelo entrépico no regime linear ¢ bem proximo

do menor valor medido. Veremos nesta tese que usando a técnica de microscopia de
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desfocalizacao e um modelo elastico que sera discutido a seguir, obteremos valores
da ordem de £ = 10%yum~2. Em particular Hénon et al. [39] para hemacias em um
meio hipotonico com osmolaridade de 25%155 e sem ATP encontraram os valores de
p=(2,5+04) e K, = (4,8 £0,8)47 tal que % = 1,9 & muito proximo de
2 como previsto para redes hexagonais e com valores compativeis com uma rede de

molas entropicas.
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3.6.2 Representagao de Monge para Superficies

O contetido desta se¢do baseia-se nas referéncias [24,25]. Para estudar as proprie-
dades de superficies e interfaces precisamos ter uma descricao de sua geometria, o
que pode ser obtido através da geometria diferencial de superficies. A seguir iremos
introduzir alguns dos elementos bésicos para esta descrigao. Usaremos coordena-
das cartesianas para expressar um ponto 7 sobre uma superficie qualquer, tal que
M(x,y,2) = 7l(z,y, h(z,y))], onde a coordenada z foi parametrizada pela fungao
h(z,y). A funcao h(x,y) pode nao ser uma funcao (single-valued) no caso de super-

ficies com dobras como na figura 3.19 (A).

(A) (B)

Figura 3.19: (A) Figura de uma superficie com uma dobra, onde a fun¢ao h(zx,y)
nao é single-valued. (B) Figura de uma superficie curva, onde a fungao h(z,y) é single-
valued. Mostra-se o deslocamento unitario ao longo de x que gera o vetor tangente

Tr.

Adotaremos a representacao de Monge onde h(x,y) é uma fungio (single-
valued) e, portanto, esta descri¢do ¢ valida para pequenas deformagoes, ou seja,
para regioes da superficie com dimensoes lineares menores que seu comprimento
de persisténcia. O vetor tangente a superficie ao longo da dire¢ao = é construido

fazendo-se um deslocamento unitario ao longo de x, como na figura 3.19 (B), tal

que 7, = (1,0,h,) com h, = g—z. Analogamente para um deslocamento ao longo
de y obtemos 7, = (0,1, h,), com h, = g—Z. Os vetores tangentes 7, e 7, ndo sao

necessariamente unitarios. O vetor unitario normal a esta superficie é dado por

f = TaXry _ (—hg,—hy,1)
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O produto vetorial dos vetores 7,dx e r,dy fornece o elemento de area desta super-

ficie,

dA = dxdy|ry X 7y| = dvdy, /1 + h2 + h2. (3.30)

A quantidade g = /1 + h2 + hZ é chamada de métrica da superficie. Claramente
para uma superficie plana h, = h, = 0, tal que g = 1 e dA = dxdy como se

esperaria.

3.6.3 Flutuacoes Térmicas da Area de Interfaces

O contetido desta segdo baseia-se na referéncia |24]. Aproveitando de imediato o
resultado da equagao 3.30, podemos obter informacodes interessantes sobre flutuacoes

térmicas de interfaces. A energia livre da interface que separa dois meios é dada por

Fy = a/dA (3.31)

onde o é a tensao superficial desta interface. Vemos que a unidade de o é # ou %

A variacao da energia livre de uma interface em relacao a configuracao de interface

plana é entao,

AFg = U/dxdy@ [1+h2+hi— a/dxdy. (3.32)

Para flutuagoes com amplitudes pequenas e suaves, h, < 1 e hy < 1 e podemos
2
fazer a expansao /1 + hi +h2 ~1+ % + % Finalmente obtemos AFg = o [(1+

2
% + % — l)dzdy = § [(RhZ + h2)dxdy ou mais compactamente,

AFg =% [ |Vh[’dzdy | (3.33)

Decompondo as deformacoes da superficie em série de Fourier,

hp) = ﬁ S (@) (3.34)
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com p = wi + yj, temos que [Vh|[* = 53 ¢*[h(q)]*. Se a interface estd em equili-
brio térmico a temperatura 7 e como AF; é uma energia elastica (quadratica na
amplitude h), podemos usar o teorema da equiparticao de energia, tal que para cada

modo espacial

KT og?

5= S U@P) [ dedy = ZH(H@P). (3.35)

Finalmente obtemos o espectro de poténcia espacial das flutuacoes de capilaridade

da superficie,

kT
h(Q)?) = — 3.36
() = 5 (3.6
A unidade de (|h(q)[*) ¢ m*. A dependéncia do espectro espacial com ¢~ é uma

assinatura de flutuagoes de capilaridade. Pela equacao 3.36 quanto maior o niimero
de onda ¢ (ou menor o comprimento de onda) da flutuagdo, menor a amplitude da

flutuacao. No espaco real, temos que

() = 5 S @P),

que no limite continuo,

A . A
Zq: = Gne /dq = gfqdq,

resulta em,

) — L /‘Jm kT kT .

= — —dq=—In—.
21 Jgo 0Q 2ro qo

™
L’
definido pelo tamanho a da molécula constituinte da interface, ¢,, = Z. O resultado

O limite inferior é definido pelo tamanho da interface gy = Z, e o limite superior é

é
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(h*) = —In= | (3.37)

Pela equagao 3.37 vemos que (h?) — oo para L — oo. Por exemplo, para a interface
agua-ar tem-se o = 0, 075#, a ~ 0,3nm, para uma interface de tamanho L ~ Imm
e kT = 4 x 10721J, obtemos

hyrms =/ (h?) = 0, 36nm.

A capilaridade inibe as flutuagoes da interface dgua-ar na escala de comprimentos
de onda de mm ou menores. Para membranas biologicas a tensao superficial é em
geral bem menor, da ordem de o ~ 10*4# , tal que h,.,s ~ 10nm para as mesmas
condicoes anteriores. Flutuagoes desta amplitude podem ser estudadas com a nossa

técnica de microscopia de desfocalizacao, como veremos depois.

3.6.4 Potencial de Confinamento

O contetdo desta se¢do baseia-se na referéncia [24]. Pela equacao 3.37 temos que
(h?) diverge quando o tamanho da interface se torna muito grande, L — co. Esta di-
vergéncia é eliminada se consideramos o efeito da for¢a gravitacional, que também é
uma forca restauradora para que a interface volte a forma planar. Qual forca restau-
radora (capilar ou gravitacional) é a mais importante depende do comprimento de
onda da flutacdo, como veremos. A energia potencial gravitacional de uma particula
em uma altura h(z,y) acima do plano z = h = 0, que estabelece o zero da energia,
é mgh, onde m é a massa e g é a constante gravitacional. A energia gravitacional
por unidade de area é foh pogzdz onde py é a densidade (ou diferenca de densidades
para o caso da interface entre dois liquidos). A variagdo da energia gravitacional da

interface é entao,

AF, = %‘q/hz(x,y)dxdy.

J

-7, podemos

Identificando ppg = v, com 7y o potencial de confinamento com unidade

escrever a variacao de energia livre, levando em conta as duas contribuicoes, como
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AF =% [ |Vh]*dzdy + % [ RPdzdy | (3.38)

Usando o mesmo procedimento anterior de decomposicao em série de Fourier, as

flutuagoes de equilibrio terao o seguinte espectro de poténcia espacial,

ET

(h(DF) = PR (3.39)

com a divergéncia para ¢ — 0 eliminada pelo potencial de confinamento. Existe

um comprimento de onda caracteristico neste caso, tal que para valores menores

que ele a forca de capilaridade domina e para valores maiores a forca gravitacional
2

domina a restauracao. Este comprimento de onda é definido por a(?)2 = 7, ou seja

§E=2m % No caso agua-ar & >~ 17mm. Assim para flutuagoes com comprimentos
de onda maiores que 17mm a forca gravitacional domina a restauracao e para valores

menores a forca de capilaridade domina a restauracao. No espaco real

Para para L — 00, go — 0 e ¢,, = 7 teremos

kT oq? kT &
2\ _ M4 Y4m _ > )2
(h>—47mln[ S +1} 47raln[(2a) —I—l},

portanto, A, =~ 0,05nm, a divergéncia é eliminada. Veremos no capitulo seguinte,
em um dos modelos de elasticidade para hemécias, o acoplamento da bicamada
lipidica com o citoesqueleto de espectrina ¢ modelado por um potencial harmonico,
que introduz um potencial de confinamento como acima, com o mesmo espectro de

poténcia dado pela equacgao 3.39.

3.6.5 Curvatura de Superficies

O contetdo desta secao baseia-se nas referéncias [24,25]. No caso de membra-
nas biolégicas as deformacgoes de curvatura sao das mais importantes como vere-

mos. A curvatura de uma superficie pode ser obtida da mesma definicdo para uma
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linha, como dado pela equagao 3.14 anterior. Repetindo a equacao 3.14 temos que

~ 27 , . .
C=n- %, onde s é o comprimento de arco e 7]z, y, h(x,y)] especifica um ponto

na superficie, na parametrizacao de Monge. Entretanto, a curvatura de uma su-
perficie nao é tnica, tal que o caminho sobre a superficie, ao longo do qual se esta

determinando a curvatura, deve ser especificado. Por exemplo, a curvatura de uma

1
R

do circulo perpendicular ao eixo. Poderiamos escolher outros caminhos sobre a su-

casca cilindrica de raio R é zero na direcao paralela ao eixo do cilindro e + ao longo
perficie do cilindro, cada um tendo uma curvatura diferente. Os valores extremos
das curvaturas sao chamados de curvaturas principais, denotados por C; e C5 e sao
os autovalores do tensor de curvatura. As combinacbes H = % e K = (0,
sao chamadas de curvatura média e curvatura Gaussiana, respectivamente. Para
determinar as curvaturas temos que resolver a equacao C' = n - % com as condicoes
n-ry = n-r, = 0. Este ¢ um problema de geometria diferencial, que envolve algumas
paginas de algebra e portanto, nos limitaremos a apresentar os principais resultados
na representacao de Monge. Os invariantes do tensor de curvatura sao a curvatura

média H e a curvatura Gaussiana, que na representacao de Monge sao dados por,

_ (1 + h?g)hyy + (1 + h;)hw B 2hzhyhxy
2/T+h2+h3

haghyy — h:%y
(L R2+R2)?
No limite de superficie quase plana h, < 1 e h, < 1, tem-se que

Gty (3.40)

H 2~ 3 (hag + hyy)

K~ hmmhyy — hiy = 0102 . (341)

Gracas ao teorema de Gauss-Bonnett a curvatura Gaussiana nao é importante na
determinacao do espectro das flutuacoes. Segundo este teorema a integral de super-

ficie da curvatura Gaussiana é uma constante para superficies com mesma topologia,
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[ C1CydA = 2mx onde x é um invariante topologico da superficie. Para a esfera
X = 2. Assim, para pequenas flutuacoes em torno de uma superficie com forma fixa,
a topologia da superficie & mantida. A integral da curvatura Gaussiana simples-
mente soma uma constante a energia livre de curvatura da superficie. Desta forma

a variacao da energia livre de curvatura em relacao a interface plana é dada por

AF, = [(C) + C)%dA | (3.42)

Estd ¢ uma das versoes da energia livre de Helfrich [26,27], com k. o médulo de
curvatura que tem unidade de energia (J). Veremos adiante que no modelo elastico
para hemécias de Auth et al. [8], o potencial de confinamento bicamada-citoesqueleto
depende das duas curvaturas através do termo (2H?—K). Para estudar as flutuagoes

de curvatura em membranas, substituimos a equagao 3.40 na equagao 3.42 e obtemos,

AF, = %/(hm + hyy)?dA = %/(VQh)QdA. (3.43)

Fazendo a mesma decomposicao em Fourier que anteriormente, o espectro de potén-

cia espacial para flutuacoes de curvatura em equilibrio térmico é dado por

(h@P) = s | (340

A dependéncia do espectro espacial com ¢~* é uma assinatura de flutuacoes de

curvatura. As flutuacoes no espaco-real resultam em

1 dm LT kT /1 1
(") o /q kg 949 k. NG ¢,

0

kT
am3ke

para L. — oo. Um potencial de confinamento evita estd divergéncia. Tipicamente

Para o = T, ¢m = = e com L > a temos (h?) ~

L?, que também diverge

para membranas biologicas k. ~ 1071%J e para L = 1mm, hpms ~ 18um, o que
poderia ser medido com técnicas de microscopia Optica. Para uma membrana livre

nao tensionada (o ~ 0) a flutuacdo principal é de curvatura. Somando todas as
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contribui¢oes mencionadas anteriormente, podemos escrever a variacao de energia

livre para membranas como

AF =[5 (77 + IThP + 1d4 | (3.45)

que resulta em um espectro de poténcia espacial para as flutuacoes em equilibrio

térmico dado por,

(@) = —— | (3.46)

ket o+

Veremos que nossos dados experimentais de flutuacoes das superficies de hemacias
sao bem ajustados pelo espectro de poténcia dado pela equacao 3.46. O modelo
de Auth et al. [8], que iremos discutir na proxima se¢ao, prevé o espectro espacial
acima, com uma interpretacao fisica para o e ~ resultante do acoplamento entre a

bicamada lipidica e o citoesqueleto de espectrina.

3.6.6 Energia Livre de Helfrich com Curvatura Espontanea

O contetido desta se¢ao baseia-se na referéncia [40]|. Para membranas com a parte
interna e externa assimétricas a configuracdo de equilibrio ndo é necessariamente
planar. Por exemplo, uma camada com moléculas anfifflicas onde as cabecas polares
se atraiam, mas as caudas carbonicas tém que ficar separadas (efeitos estéricos), a

tendéncia da camada em equilibrio € ter a curvatura como indicado na figura 3.20.

5
/fﬁ’pfﬁ?}'—{ﬁ %@\g

Figura 3.20: Camada anfifilica assimétrica que causa uma configuracao de equilibrio
nao planar (com curvatura espontanea).

As hemaéacias podem assumir varias formas e sao somente ativas na forma

biconcava. A energia livre de Helfrich que iremos apresentar a seguir é capaz de
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prever as varias formas de hemédcias e vesiculas lipidicas. As tensoes superficiais
de membranas sao em geral muito pequenas tal que deformacoes de curvatura sao
as que mais contribuem para a energia livre. A energia livre de Helfrich é uma
energia livre de curvatura. Desta forma iremos fazer uma definicao fenomenologica
das constantes elasticas fazendo uma expansao em série da energia livre em termos
de suas curvaturas principais C e Cy ou combinagoes lineares dela. Em particular,
para evidenciar certas propriedades de simetria, é conveniente fazer a expansao em
termos das variaveis C', = C; + Cs e C_ = C — (5. Expandindo a energia livre até

segunda ordem em torno da configuracao planar C', = C_ = C; = Cy = 0, temos

F(CyC) = F0,00+ (§£>O,OC+ * (%)0,00_ * %(%)o,ocﬁ

1/0*F O*F
—(=—=5) C? (—) Cc,.C-_.
3 (5903)0,0 -t \aciac ) on™t

Os termos lineares em C'_ devem ser anulados por causa da simetria do problema,

isto €, a invariancia da energia livre com respeito a transformacao C, — Cy, Cy — C}

e conseqiientemente C', — C', e C_ — —C_. Entao,

oF 1 /0*F 1/0*F
F(Cy,C) = F(0,0)+ () Cots(55r) €2 o(507) €2 (347
(Cy ) (0,0)+ 0C /00 ++2 9C2% /0,0 ++2 0C? oo ~ (347)
O segundo termo da equacgao 3.47 determina a curvatura para qual a energia livre
¢ minima. Para camadas simétricas, isto é aqueles para as quais F(Cp,C_) =
F(—=Cy,—C_), a geometria planar com C; = C_ = C] = Cy = 0 é a configuragao de
equilibrio. As derivadas segundas originam duas constantes elésticas independentes.

No caso nao-simétrico, as curvaturas C?r e C° que minimizam F sao solucoes das

equagoes,
OF
- = 4
CAPPRL (3.45)
e
oF
i =0. 3.49
(8C_>cg,09 0 (3.49)
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Resolver a equagao 3.48 corresponde a derivar a equagao 3.47 em relacao a C, e

igualar o resultado a zero, o que resulta em

_( OF )
9Cy 0,0

) = : 3.50
+ (82F> ( )
9C% ) 0,0
Analogamente a solucdo da equagao 3.49 é
C’ =0 (3.51)
uma vez que (8827};)070 # 0. Redefinindo as constantes através de
+
0?F ke
— = (k. + — 3.52
(60&)0,0 (ke + 2 Ja (8:52)
(aQ_F> = _k_Ga (3.53)
0C% /o0 2 ’
e
oF 0°F
~(57). = C(557) = kC 3.54
<8C'+>0,0 902 o, oe (3:54)

com a a area média ocupada por cada molécula. A densidade superficial de energia

livre f = % ¢ dada por

1 k 1/k
f=1(0,0) = k.CoCy + §<kc + §)Ci - 5(7(;)03 (3.55)
ou
1 2 1 2 1 2 2
f=1(0,0)+ §kcc(] = §kc<c+ —Co)” + Zk?G(OJr —C7) (3.56)
ou
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1
Af = Ske(Cy+ Co = Co)? + ke CiC (3.57)

onde k. é o modulo de curvatura, kg é o modulo elastico Gaussiano e Cy é a curvatura
espontanea. Para estabelecer certos limites para os médulos elasticos, se a interface
plana é o estado de equilibrio, as derivadas da equacgoes 3.52 e 3.53 devem ser
maiores que zero (minimo de F), ou seja (k. + 22)a > 0 e —£2a > 0 o que resulta

em —2k. < kg < 0. A forma geral da energia livre de Helfrich é entao,

Am:%/@+@—%ﬂm+%/qgm. (3.58)

Helfrich [26,27] usando a equagao 3.58 foi capaz de prever varias formas reais de
hemécias e vesiculas lipidicas artificiais. A curvatura espontanea Cy # 0 faz com
que a configuragao de menor energia livre nao seja uma interface plana. O estudo
das flutuagoes de hemacias em torno de uma forma real com Cjy # 0 é uma tarefa
formidavel e foi realizado por M.A.Peterson [41], considerando a hemécia como uma
casca homogénea. Todos os outros modelos usam a aproximacao de superficies pla-
nas Cy = 0 o que simplifica muito o problema e permite uma descricao mais realista
da interacao membrana-citoesqueleto. Como ja mencionamos anteriormente, a inte-
gral sobre a curvatura Gaussiana nao afeta o resultado do espectro das flutuagoes.
Assim para interfaces planas a equacao 3.58 se reduz efetivamente a equacao 3.42
para a determinacao do espectro de poténcia espacial das flutuagoes de curvatura.
O comprimento de persisténcia da membrana, considerando-se flutuacoes de curva-
tura, ¢ calculado da mesma maneira que para filamentos, mas agora calculando a

funcao de correlacao entre as normais a superficie em pontos diferentes. Este ¢ um

calculo trabalhoso que simplesmente apresentaremos o resultado [24], &, = ae[ﬁkf],

com a uma dimensao molecular e a da ordem da unidade. Para membranas tipicas
~ 10~ u ¢ mui ran rdem m! nseqiientemen

ke~ 1071 J, tal que &, é to grande da ordem de 10%° m! Conseqiientemente as

distancias na membrana sao muito menores que &,. Assim a representacao de Monge

para estas superficies se adequa muito bem, sendo uma aproximacao excelente.
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3.7 Modelos de Elasticidade de Hemacias

As hemécias sao células sem nicleo, convenientes para o estudo da membrana celular
e para modelagem fisica. As hemacias tém interfaces compostas consistindo de uma
membrana que é uma bicamada lipidica (com propriedades de um fluido bidimensio-
nal) acoplada a um citoesqueleto bidimensional de espectrinas (com propriedades de
solido), que confere s hemacias a necessaria maciez e a0 mesmo tempo uma grande
rigidez ao cisalhamento, para que elas possam atravessar capilares sem serem des-
truidas. Por causa desta composicao dupla, resultados experimentais diferentes para
os modulos elasticos sdao obtidos quando se usam técnicas diferentes. O moédulo de
curvatura tem valores k. ~ 30kT a 80kT |38] quando se mede com aspiracao por
pipeta, que é uma técnica estatica, comparado com os valores k. ~ 3kT a 8kT [14]
obtidos a partir das flutuacoes de curvatura da membrana, com kT = 4 x 1072
J sendo a energia térmica em temperatura ambiente. Como foi demonstrado ex-
perimentalmente por Zilker et al. [20,42], o médulo de curvatura é dependente do
comprimento de onda das flutuacoes da membrana, sendo maior para comprimentos
de onda maiores e menor para comprimentos de onda menores. Estes resultados
serviram de motivagao para novos experimentos e novos modelos de elasticidade
de hemacias. O experimento pioneiro com uma modelagem somente baseada nas
flutuacoes de curvatura da membrana foi realizado por Brochard e Lennon [14] em
1975. Neste trabalho foi usado o espectro de poténcia espacial das flutuacoes dado
pela equagao 3.44 ({|h(q)|*) = k’j%), onde k. ¢ o modulo de curvatura da mem-
brana, k é a constante de Boltzmann e T' é a temperatura absoluta. Foram obtidos
valores de k. ~ 3 a 8kT. Além disto, neste trabalho foi considerado a interagao
entre as duas superficies da hemécia (superior e inferior), que da um tempo de de-
caimento para a flutuacoes temporais proporcional a ¢=%. O modelo de Brochard
e Lennon, bem como todos os modelos posteriores consideram as duas superficies
das hemaécias como planos paralelos. O tnico trabalho teorico que leva em conta a
forma apropriada para hemécias é o trabalho de M.A. Peterson [41]. No entanto,
neste trabalho a hemacia é considerada como um material homogéneo, nao se distin-
guindo as propriedades da membrana das do citoesqueleto. O modelo de Peterson
aparentemente reproduz os resultados do moédulo de curvatura para comprimentos

de onda longos, préoximos dos valores estaticos. Os experimentos de Korenstein e
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co-autores [9,10] indicam claramente que para descrever as flutuagoes de curvatura
de heméacias um novo ingrediente deveria ser adicionado, ou seja, a interacao de ATP
(adenosina trifosfato) com o citoesqueleto de espectrina. Neste trabalho é mostrado
que as flutuacbes aumentam com o aumento de ATP. Talvez, também devido a
este fato, o modulo de curvatura obtido através de medidas de flutuacoes apresenta
valores muito menores que os de outras técnicas, por causa da transformacao de
energia quimica diretamente em trabalho mecanico, além das flutuacoes de origem
puramente térmicas. Recentemente estes resultados foram contestados por Evans
et al. [11]. Os primeiros modelos que tentam descrever a interacdo da membrana
com o citoesqueleto sao os modelos de Gov et al. [15] e o de Fournier et al. [18].
O primeiro modelo que tenta descrever o efeito da fosforilizacao das proteinas do
citoesqueleto por ATP é o de Gov et al. [16,17], onde o ATP corta as ligacoes entre
a bicamada lipidica e o citoesqueleto, que sao refeitas apds algum tempo, aumen-
tado as flutuacoes de curvatura da bicamada, como mostrado na figura 3.21. Este
modelo é também capaz de explicar o fato da amplitude das flutuacées dependerem
da viscosidade do meio 9], o que nao seria esperado de um sistema em equilibrio
térmico. Neste caso fora-do-equilibrio, para ocorrer a reacao quimica entre o ATP e
os nodos do citoesqueleto, ATP deve difundir até estes locais, o que causa a depen-
déncia da amplitude das flutuacoes com a viscosidade, ja que a cinética da reacao
depende do coeficiente de difusao do ATP. O tempo de reconexao dos filamentos ao
citoesqueleto depende também da viscosidade.

O ciotesqueleto de espectrina tem uma estrutura hexagonal e esta ligado & bi-
camada lipidica nos nodos de actina, como indicado na figura 3.21. Os filamentos de
espectrina entre os nodos agem como molas entropicas, que além de proporcionar ao
citoesqueleto a rigidez ao cisalhamento, limita as flutuacoes de altura da bicamada.
Uma sintese fenomenoldgica dos modelos para o espectro espacial das flutuagoes,
onde o acoplamento citoesqueleto-bicamada e o efeito de ATP sao levados em conta
em uma primeira versao é dada pela relagdo abaixo [15], que é a mesma equacao

3.46, com as modificacoes abaixo

KT,
(lu(@)?) = T | (3.59)

O termo em ¢* no denominador é o termo tradicional devido a flutuacoes de cur-
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Figura 3.21: (A) Modelo de acoplamento de citoesqueleto para hemaécias; (B) Rup-
tura da ligacao de espectrina ativada por ATP.

vatura com k. o médulo de curvatura da membrana; as conexoes da membrana ao
citoesqueleto introduzem uma tensao superficial efetiva o.s; como esta ligagao ¢é feita
através de molas entropicas de espectrina, aparece o potencial de confinamento
que deve estar também relacionado ao moédulo de cisalhamento do citoesqueleto,
como veremos adiante; a temperatura efetiva 7, incorpora em uma constante feno-
menologica ad-hoc os efeitos térmicos e nao-térmicos (dependentes de ATP), com
Ter > Tumpiente- Uma justificativa para a T,y baseada em um modelo microscopico
pode ser vista na referéncia [17]. O potencial de confinamento faz com que a distan-
cia média d entre a membrana e o citoesqueleto se mantenha fixa, sendo da ordem da
raiz quadrada da flutuacdo quadratica média de altura d = u,,s = 1/(u?). A equa-
¢ao 3.59 ajusta a maioria dos dados disponiveis para hemacias. Recentemente Auth
et al., [8] fizeram um tratamento teérico mais rigoroso sobre a interagao bicamada-
citoesqueleto, partindo de um modelo microscopico e chegando ao limite continuo,

valido para comprimentos de onda maiores que 400 nm, apropriado para analise dos
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experimentos de flutuacoes da membrana de hemécias usando-se microscopia optica.

/_\_/

Figura 3.22: Ilustragdo do acoplamento dos modos de cisalhamento do citoesqueleto
e de curvatura da membrana indicando que para grandes comprimentos de onda as
duas camadas flutuam juntas.

Neste artigo é mostrado que devido & interacao dos modos de curvatura da
membrana liquida (bicamada lipidica) com os modos de cisalhamento da membrana
solida (citoesqueleto de espectrina), para comprimentos de onda maiores que a dis-
tancia tipica entre nodos (da ordem de 80 a 100 nm), as duas membranas flutuam
juntas de tal forma que os modulos elasticos de ambas podem ser representados
por modulos efetivo de uma dnica membrana, como ilustrado na figura 3.22. Em
particular, como o moédulo de curvatura da bicamada ¢ muito maior que o do ci-
toesqueleto, este prevalece, enquanto que o médulo de cisalhamento da bicamada é
zero e o do citoesqueleto é pu, portanto é este que prevalece.

Além disto o potencial de confinamento v depende da curvatura local da hemé-
cia, uma vez que a energia livre requerida para expandir o citoesqueleto depende
da curvatura local. Na figura 3.23 ilustramos este fato tal que quanto maior é a
curvatura local da heméacia, mais as molas entropicas de espectrina estao esticadas,
0 que tensiona a estrutura e aumenta o potencial de confinamento. O resultado final
deste modelo para o espectro de poténcia espacial das flutuagoes de altura é dado

pela mesma equacgao 3.59, onde 8]

oukT,
0oy = Wby (3.60)
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(A)

(B)

Figura 3.23: (A) Tlustragao da bicamada e citoesqueleto nao tensionados, superficie
plana; (B) Ilustragdo do aumento do potencial de confinamento causado pela curva-
tura local da bicamada-citoesqueleto. A curvatura local estica as molas entropicas
tensionando a estrutura e confinando as flutuagoes da bicamada lipidica.

v=2%[,(2H* - K)dS | (3.61)

com A area da regiao da membrana considerada, ;¢ o médulo de cisalhamento do
citoesqueleto, k. o modulo de curvatura da bicamada, H a curvatura média da mem-
brana e K a curvatura Gaussiana local, ou seja H = %(Cl +Cy) e K = C1Cy, com C
e (5 as curvaturas principais, como visto nas secoes anteriores. Este modelo tem a
vantagem dos moédulos de curvatura da bicamada e o de cisalhamento do citoesque-
leto aparecerem explicitamente. Este modelo é bastante atrativo para ser testado
com a nossa técnica de microscopia de desfocalizacao, porque com esta técnica po-
demos medir a curvatura local da hemacia que esté relacionada ao contraste médio
da imagem [4], reduzindo o nimero de parametros ajustaveis na equagao 3.59. Este
modelo prevé entao que nos locais da hemacia onde as curvaturas sao menores o
potencial de confinamento local ¢ menor e conseqiientemente (u?) serd maior. Como
veremos posteriormente nossos resultados experimentais mostram claramente que
as flutuagoes (u?) ao longo da superficie da hemacia sao maiores onde o contraste
da imagem ¢ zero, ou seja, onde a curvatura média é zero, de acordo com o modelo
acima. A relaxacao temporal das flutuacoes entre duas membranas separadas por

uma distancia d foi calculada por Gov et al. [43| cujo resultado é apresentado abaixo,
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(u(q, 0)u(g, t)) = (Ju(q)|*)e @

co1m

e(—24d) [_14e(299) _9(gd)—2(qd)?
w(q) = [ — (qd)—2(qd)?]

(keq* + 0es@® +7) | (3.62)

onde 1 é a viscosidade do citoplasma entre as membranas separadas. Neste mo-
delo além de considerar um espectro de poténcia espacial diferente, a interacao
hidrodinamica é entre a bicamada lipidica e o citoesqueleto, enquanto no modelo
de Brochard-Lennon é entre as duas superficies opostas da hemacia. Temos que
para d muito grande esta relaxacao deve se aproximar da relaxacao de uma mem-
brana livre, e considerando somente flutuagoes de curvatura obtemos o resultado

tradicional, fazendo d — oo e 0.y = v = 0 na equagao 3.62,

k.q®

4n

wlg) = (3.63)

Vemos aqui um efeito que explica porque podemos estudar as flutuagoes na mem-
brana da hemé&cia com técnicas de video comuns. Tipicamente, para hemécias e
membranas lipidicas k. ~ 107'°J, o citoplasma das células tem viscosidade da or-
dem de 3 vezes a viscosidade da agua, ou seja, n ~ 3 x 1072 Pa.s e para nosso
microscopio 6ptico o ntimero de onda maximo é da ordem de g ~ 10" m~!. Usando
a equagao 3.63 para membrana livre, obtem-se um tempo de relaxacao (1 = ﬁ)
para este ¢ de 7 = 120 us, muito menor do que 33 ms, que é o tempo de captura
da imagem pela camera de 30 Hz que usamos. No caso da hemaécia, devido ao fato
do citoplasma ter que escoar entre a bicamada e o citoesqueleto separados por uma
distancia d =~ 20 nm para a membrana relaxar, a dinamica desta relaxacao é muito
mais lenta, com tempo de relaxacao da ordem de 150 vezes maior que o de uma
membrana livre no mesmo citoplasma, resultando em um tempo de relaxacao da
ordem de 7 = 18 ms. O estudo das flutuacoes da membrana de vesiculas lipidicas
artificiais usando-se técnicas de video é limitado por este fato, permitindo este estudo
somente para ntimeros de onda ¢ muito pequenos. Vemos que mesmo em nosso caso,

uma flutuacao com um numero de onda de ¢ ~ 10" m~! nao poderia ser observada.
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Para ¢ ~ 0,8 x 10" m™!

, no entanto, o tempo de relaxacao é da ordem de 7 =~ 35
ms, observavel em nosso sistema. Como vimos no capitulo 2 com a nossa técnica de
microscopia de desfocalizagdo, fazendo medidas das flutuagoes de contraste (AC?)
pixel-a-pixel, podemos obter informacao do espectro espacial, fazendo uma varre-
dura na desfocalizagao z;. Portanto, nao precisamos necessariamente medir (AC?)
com uma camera de video, mas podemos usar um detetor rapido, expandindo consi-
deravelmente as possibilidades da microscopia de desfocalizacao. Pretendemos no
futuro usar esta técnica para medir flutuacoes em membranas lipidicas artificias e
sua interacao com farmacos e proteinas. As equagoes 3.59, 3.60, 3.61 e 3.62 acima
serao usadas para a analise de nossos dados experimentais que serao apresentados e

discutidos no capitulo 5.
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Capitulo 4

Metodologia Experimental e Analise
de Dados

O escopo da parte experimental é medir, através da técnica de microscopia de
desfocalizagio, o contraste médio (C) e as flutuagoes de contraste (AC?) pixel-a-
pixel em um filme (seqiiéncias de imagens consecutivas), em amostras biologicas tais
como hemécias humanas. Tal medicao nos permite obter informacao sobre o perfil
da hemaécia e o espectro de poténcia espacial das flutuagoes de superficie, fazendo
uma varredura na desfocalizacao zy. Nesse capitulo apresentaremos a metodologia
utilizada nos experimentos realizados, descrevendo também as técnicas de proces-
samento de imagens dos filmes realizados. Na figura 4.1 sao mostradas imagens
de uma hemaécia para trés desfocalizacoes diferentes. E também apresentado um

diagrama esquemaético de uma hemaécia e o sistema de referéncia utilizado.
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Figura 4.1: (A) Figura esquemética de uma hemadcia discotica, sistema de referéncia
e simbolos utilizados. (B) Imagens de uma hemadcia para trés desfocalizacoes (zy)
diferentes relativas ao plano médio de simetria. A assinatura desta técnica € a inversao
do contraste em torno do plano de simetria.
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4.1 Montagem

A montagem experimental esta disponivel no Laboratorio de Biofisica da UFMG /ICEX
(foto de figura 4.2) e se encontra em condi¢oes de uso sistematico. A estrutura de

medicao é feita através da montagem representada na figura 4.3.

Figura 4.2: Foto do microscopio do Laboratorio de Biofisica da UFMG/ICEX.

O equipamento central desta montagem [6] é o microscopio invertido, modelo
FEclipse TE 300 do fabricante Nikon, com uma objetiva de imersao a 6leo (CFI Plan
Apochromat 100x), com aumento de 100x e com uma abertura numérica de 1,4.
As amostras biologicas a serem analisadas sao contidas em uma cubeta de vidro
colocada em um suporte mecanico. Tal suporte é conectado a um deslocador pie-
zoelétrico (PI Digital Piezo Controller, Modelo E-710.3CD), que permite translagoes

com precisao nanomeétrica no plano do suporte e também deslocamentos perpendi-
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Figura 4.3: Esquema da montagem experimental utilizada nos experimentos.

culares a tal plano. A saida do microscopio esta conectada a uma camera CCD
(Dage MTI 72) e as imagens sao capturadas e gravadas através de um video VCR
(Sony Hi8, EV 09650 / Sony DVCAM, DSR 20). A anélise das imagens é feita pos-
teriormente através de um sistema computacional. O controle de temperatura pode
ser feito por um sistema de circulacao de dgua ligado a um banho térmico (LAUDA
Compact Low-Temperature Thermostats, RC 6/RCS 20) e acoplado a objetiva do
microscopio. Em todas as medidas com hemacias a iluminagao foi através de um
filtro vermelho centrado em Ay = 0,68um. No nosso modelo 6ptico desprezamos o
efeito do condensador do microscopio, assumindo que a amostra é iluminada por luz

paralela. Como conseqiiéncia disto ¢,,.. é ligeiramente subestimado.

4.1.1 Amostras

Como ja mencionado as amostras utilizadas nesse experimento sao as hemécias
humanas. As hemécias sao obtidas, alguns minutos antes da medicao, retirando
o sangue diretamente do dedo do estudante. O sangue é diluido em uma solucao de
PBS (Phosphate Buffer Saline de pH = 7,4) com BSA (Bovine Serum Albunim),
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na concentragao de 1 mg/ml, de modo que as hemécias mantenham a sua forma
discoide durante todo o experimento. Apoés tal diluigao, com a ajuda de uma pipeta,
coloca-se tal solugao (cerca de 1 ml), contendo as hemécias, em um porta amostras.
Este porta amostras (veja foto de figura 4.4) é formado por uma pequena laminula
de vidro (Corning) de 0,17 mm de espessura onde é colado, com parafina, um anel

de borracha (O-ring) de diametro de cerca 1,5 cm.

O

Figura 4.4: Porta amostras: consiste de um O-ring de diametro de cerca 1,5 cm
colado com parafina, em uma laminula de vidro (Corning) de 0,17 mm de espessura.

4.1.2 Calibracao

Precisamos obter uma relacao entre o contraste luminoso C', obtido na teoria, e
o contraste em niveis de cinza Cly, obtido através da digitalizacao das imagens
medidas. Desta digitalizacao resultam valores de nivel de cinza N no intervalo de
valores de 0 (mais escuro) até 255 (mais claro). Esta escala de nivel de cinza esté
relacionada a escala de intensidade de luz I de modo arbitrario. Esta escala pode
ser mudada, ajustando-se na camera CCD o nivel de preto e o ganho. Para fazer
isso, calibramos o sistema, medindo simultaneamente a intensidade de luz usando
um detetor de fotons acoplado ao microscopio e o nivel de cinza obtido da imagem
digitalizada. Escolhemos o nivel de preto e o ganho da camera de tal maneira a obter
uma resposta linear do nivel de cinza em fungao da intensidade (fétons por segundo)
na regiao de interesse da medicao. O grafico da nossa calibragao é mostrado na figura
4.5 e podemos observar que tem uma forma do tipo N = B+ A -1, onde a constante
A é o ganho e a constante B é o nivel de preto. A relacao entre os contrastes é dada

por
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C:]—IOINIZB_NOAB:N—N0< No >:C (L) (4.1)
Iy No_B No \No—-B/)  ""\N,-B '

onde Ij é a intensidade fora da imagem do objeto (background), Ny é o nivel de cinza

N—Ng
No

a relagao entre os contrastes nao depende do ganho da camera, mas somente do valor

medido correspondente a esta intensidade e C'y = . Vemos na equacao 4.1 que
do nivel de preto B. Em particular para B = 0 teremos que C' = Cy. Portanto,
conhecendo B, podemos obter o contraste luminoso C' da imagem, multiplicando o
contraste do nivel de cinza Cy por um fator de ajuste da camera f, = NéVfB. O
ajuste linear dos dados da figura 4.5 é dado por N = —36,7 + 7,31. Usaremos

Ny = 150, o mesmo valor utilizado nos experimentos, resultando um fator de ajuste
de f, =0,803.

100 /

g0 Lo

| (K contagensiseg)

Figura 4.5: Nivel de cinza N em func¢ao da intensidade luminosa I medida pelo
contador de fotons. Para este ajuste particular da cdmera, N = —36,7+ 7,31. O
pardmetro importante para calibracao do contraste ¢ B = —36,7, que corresponde
ao nivel de cinza para o valor da intensidade luminosa igual a zero, da extrapolacao
linear.
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4.2 Técnicas de Processamento de Dados

O filme produzido no experimento é gravado em uma fita do videocassete VCR.
Conectando a saida do video ao computador, utilizando uma porta firewire e usando
um programa chamado Windv*, conseguimos transferir esses filmes para o compu-
tador. Faz-se o processamento do filme (k-seqiiencias de imagens), usando um outro
software chamado ImageJ', um programa de dominio piiblico, que converte as ima-
gens de video para 8-bits, o que resulta em uma imagem digitalizada com 256 niveis
de cinza variando de 0 (preto) a 255 (completamente branco). Além disto, com Ima-
geJ podemos escolher o formato de armazenagem e usamos o padrao .tiff. O menu
do TmageJ e algumas de suas ferramentas de analise sao mostradas na figura 4.6. A
informacao mais importante utilizada é o nivel de cinza de cada pixel (p;, p;) da ima-
gem em cada quadro k correspondente ao tempo t; = 3—’“0 segundo. O pixel tem um
tamanho de 0, 13um x 0, 13um, tal que podemos obter o vetor posi¢ao p para cada
pixel da imagem e determinar o contraste luminoso C'(p,t). Os ajustes dos resulta-
dos obtidos serao feitos utilizando a rotina Statistics NonlinearF'it/NonlinearRegress

do software cientifico Mathematica 5.0, como serd descrito no capitulo 5.

*http://windv.mourek.cz
frsh.info.nih.gov /ij/
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8,00 micra.tif {300%) | X| . lmagel
17300; 1071 06 pixels; 8-bit, 3. 2MB File Edit Image Process Analyze Plugine Window Help

Holclofz A4+ Al |al®A |2]&l2)s]

Surface Plat (75%)
3004300, 610x605 pixels; 8-bit; 106MB

Plot of 8,00

Gray Valua

0 Distance (pixels)

Figura 4.6: Menu do software ImageJ. Na hemécia a ser analisada (no alto a esquerda
da figura) tragando uma linha (em amarelo) se pode observar (abaixo a esquerda) o
seu perfil correspondente, em niveis de cinza. No lado direito, se pode observar a
superficie em niveis de cinza da imagem inteira. Com os niveis de cinza para cada
pixel em cada imagem podemos fazer uma série temporal que nos permite calcular a
flutuacao quadrética média e funcoes de correlagao do contraste.
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Capitulo 5

Resultados e Discussoes

Os nossos dados experimentais sao videos de hemacias para varias desfocali-
zagoes, filmadas com uma camera CCD devidamente calibrada, como descrito no
Capitulo 4. A variavel importante assim obtida é o contraste da imagem da hemacia
C(p,t) em funcao da posicao p = zi +yJ e do tempo t, para cada zf. O valor de
contraste ¢ obtido para cada pixel da imagem de tamanho 0, 13um x 0, 13um e com
um tempo de integragao de 1/30 segundos. A varredura em z; é feita em intervalos
de 50 nm. As medidas tipicas desta tese, que iremos discutir em seguida, estao
sintetizadas na figura 5.1. Na figura 5.1 (A) temos uma imagem de uma hemaécia
para uma desfocalizacao em relacao ao plano médio de simetria de Af = —2um.
Na figura 5.1 (B) apresentamos os graficos do contraste médio, (C), e da flutuacao
quadratica média, ((AC)?), em funcao da posi¢ao horizontal da hemécia. Na figura
5.1 (C) temos os graficos (C)? e de ((AC)?) em fungao da posigao na superficie
da hemécia. As caracteristicas principais destes graficos sdo: 1) o contraste mé-
dio nao é uniforme ao longo da superficie da hemacia; 2) a flutuacao quadratica
média também nao é uniforme ao longo da superficie da heméacia; 3) existe uma
anti-correlagdo entre as fungoes (C?) e ((AC))?, ja que quando o valor de uma é
maximo, o da outra ¢ minimo. Em nossas andlises evitamos coletar luz do halo em
torno da hemécia, causado pela difracao das bordas. Para levar este efeito em conta
deveriamos acrescentar no calculo do espectro angular o tamanho finito da hemacia,
o que complicaria ainda mais os calculos. Decidimos manter a teoria simples e evitar
experimentalmente o halo. Nas medidas das flutuacoes somente utilizamos a regiao

central da hemacia comum raio de aproximadamente 1um.
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Figura 5.1: (A) imagem de uma hemaécia desfocalizada com Af = —2um; (B)

Gréficos de (C) (quadrado) e (AC?) (circulos) em fungao da posi¢io ao longo do eixo
horizontal  indicado em figura (A); (C) Graficos de k2 (quadrado) e (AC?) (circulos)
em fun¢do da posigao horizontal. Nota-se a anticorrelagao entre x% e (AC?) o longo
da posigdo z.
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5.1 Interpretacao para o Contraste Médio (C)

A equagao 2.127 do Capitulo 2 relaciona o contraste médio do objeto de fase com
duas interfaces paralelas e o perfil de modulacao destas interfaces. No caso de
interfaces planas, o contraste médio seria nulo. O contraste médio da hemécia, que
nao é nulo e nem uniforme, esta relacionado entao, com a forma de equilibrio da
hemacia. Em principio, poderfamos inverter a equacao 2.127 para obter os perfis
hi(p) e ha(p), apés uma varredura em z;. No entanto, usaremos uma aproximacgao
para a Equacao 2.127, que veremos ¢ muito boa neste caso. Nos limites em que
(zr — p1)@?/2k < 1, (25 — p2)q?/2k < 1 e se as interfaces p; e py ndo sdo planas,

mas variam lentamente com a posicao [2,4], podemos escrever que

(C) = %[(zf — 1)V2hy — (2 — ha)V2ha). (5.1)

Ainda, para obter um perfil médio da hemaécia, podemos assumir simetria de reflexao

em torno do plano médio de simetria, tal que V2h; = —V?h, e finalmente,

oA
(€)= =20 (zf _ M ; hZ)Vth. (5.2)

Embora h; e hy variem com (p), a soma é praticamente constante e % define
a posicao do plano médio de simetria da hemécia indicado na figura 5.2. Assim,

nesta aproximacao e deslocando a origem do sistema de coordenadas para o centro

hi+ho
2

da hemacia no plano xy e para no eixo z, temos que

—2An —2An
(€)= =" Af () = ——Afw(7). (5.3)
Nesta aproximagao, o contraste é entao proporcional a curvatura local k() = —V2hy

da hemécia (*). A figura 5.2 (C) nos diz entdo, que quanto maior a curvatura
quadratica x2, menor a flutuacdo quadratica média do contraste. Vejamos em que
condicoes, a equacao 5.3 é valida em nossos experimentos. As formas de equilibrio

de hemaécias discoticas, como em nossos experimentos, se decompostas em modos

*No capitulo 3, definimos a curvatura média H, entdo H = k/2.
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de Fourier circulares, apresentam ntimeros de onda ¢ entre 0,6 e 1 ym~!. Assim, na

pior situacao %132 < 1, ouseja Af < w ~ 2bpum. A imagem da figura 5.1
eita com = —2um, satisfaz plenamente essa condicao. Para os experimentos
A) feit A 24 tisfaz pl t dicao. P i t

relatados nesta tese, que envolve determinacao de perfis de equilibrio, essa condicao
serd sempre satisfeita. Podemos voltar na decomposicao em Fourier da equacao 5.3,

e obter

s{cw} =22 asen@ (5.0

e finalmente

h(5) = QAZAfSI{S{<(;2(m>}} : (5.5)

Esta equagao fornece o perfil correto das hemacias a menos de uma altura hg aditiva,
em relacao ao plano médio, que pode ser determinada medindo-se a posi¢ao do plano
médio, correspondente a situacao (C) = 0, como visto na figura 4.1 (B). Aplicando
as operagoes da equacdo 5.5 a imagem da figura 5.1 (A), obtemos o perfil médio 3D
da heméacia como mostrado na figura 5.2. Esse é um perfil médio, ja que a simetria
de reflexao nunca ¢é plenamente satisfeita. De fato, a seguir, mostraremos que é
justamente a assimetria entre hy(p) e hao(p), que gera potenciais de confinamento
diferentes, para cada superficie da hemacia. Se nos concentrarmos na regiao central
da hemécia (p < lum), podemos aproximar esta regido para planos paralelos e

reescrever a equacao 9.2, como

(@) = 221z~ pi)rr — (o~ po)ra), (5.0

relembrando que estamos indentificando as curvaturas kK, = —V?2hy e kg = —V?2ho.
Desta forma, quando zy = p;, medimos ko e quando zy = py, medimos ;. Na
figura 5.3, apresentamos os gréaficos de k2 e k3 em funcao da distancia p ao centro

da hemacia. A assimetria dos perfis fica evidenciada neste grafico.
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Figura 5.2: Diferentes orientacoes para o perfil 3-D da hemacia da figura 5.1 (A)
obtido usando a equacao 5.5.
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Figura 5.3: Graficos das médias angulares de curvaturas x2(p) (quadrados) e x3(p)

(circulos) em funcao de p para a hemécia de figura 5.1 (A). As linhas continuas sao
guias para os olhos.
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5.2 Interpretacao para a Flutuacao Quadratica Mé-
dia (AC?)

Vimos na segao anterior, que o contraste médio (C') esta diretamente relacionado com
a forma de equilibrio da heméacia. Nesta secao, daremos uma interpretacao para as
flutuacoes temporais, em torno da forma de equilibrio, AC(p,t) = C(p,t)—(C), mas
concentrando inicialmente nas medidas da flutuacao quadratica média do contraste,
em funcao da desfocalizagio z;. Na figura 5.4 (A), estd o nosso modelo 6ptico para
a hemécia, onde as superficies sao tratadas como redes de fases finas e paralelas.
Essa é uma boa aproximacgao para a regiao central da hemacia e para flutuacoes
com ntimeros de onda ¢ > luym™!. Para teste do modelo elastico de Auth et al. [§],

discutido no Capitulo 4, a regiao de ntimeros de onda ¢ importante, é entre 2 um ="' e

8 um=*

, onde nossa aproximacao deve funcionar bem. Na figura 5.4 (B), os circulos
sao os dados experimentais das medidas de (AC?(z;)) X z; e a curva continua é o
ajuste teorico usando o modelo elastico de Auth et al. [8], como sera discutido a
seguir. A equacao 2.133 serd usada para interpretar os resultados das medidas de
(AC?(zs)) x zp. Nos dados da figura 5.4 (B), vemos que quando o plano focal esta
exatamente sobre a superficie 1 (z; = p1), somente as flutuacoes da superficie 2 sao
observadas e vice-versa, quando (z; = ps). Vemos que o grafico experimental de
(AC?(z4)) X zp é muito semelhante ao grafico da figura 2.12 no caso assimétrico.
Esta previsao teorica foi feita primeiro do que o experimento. Na equacao 2.133, os
e Juz(q)]?
sao desconhecidos e sao as grandezas que gostariamos de determinar em comparacao

espectros de poténcia espacial das duas superficies da hemacia, |u;(q)

com os modelos elasticos. Usaremos como espectro de poténcia espacial, aquele
originado do modelo elastico de confinamento de Auth et al [8], dado pelas equagoes

3.59, 3.60 e 3.61. Reescrevendo estas equacgoes para as duas superficies da hemécia

como
KT,
(lur2(q))?) = - , (5.7)
keq* + ol a® + 3ufen s
com

117



1 R
fei, = ﬁ/ ki apdp | (5-8)
0

Lembrando que H = § e os sub-indices 1 e 2, referem-se as superficies 1 e 2 da
hemécia. Na expressao 5.8 desprezamos a curvatura Gaussiana, que pode contribuir
no maximo com 13%, a partir de estimativas feitas com perfis tedricos de hemécias
discoticas [44]. Como visto na sessao anterior, podemos medir k1(p) e ka(p) a
partir de (C(p)) em fungdo de zy e assim, determinar fo, e fo,. Este fato ¢ de

grande vantagem para esta andlise, uma vez que conhecendo fo, e fc,, 0 nimero

de parametros livres para ajuste da equacao 5.7 cai de quatro (k?f, k#f, k}lf, k}:)
€ e e e

para dois (k;izf, k_Y%) Usando os dados dos graficos da figura 5.5 e fazendo a integral

da equagao 5.8, numericamente no intervalo 0 < p < 1, 17um, obtemos os resultados

fo, = 0,13um™2 e fo, = 0,25um ™2 Além das flutuagoes de contraste originadas
das flutuacoes de superficie da hemacia, tem-se as flutuagoes da fonte de luz e
do detector de luz ("shot noise") e alguma contribui¢do devido a rugosidade da
laminula de vidro. Estas contribuicoes adicionais causam um aumento do ruido
de fundo ("background") de (AC?). Assim para o ajuste dos dados experimentais

somamos a equacao 2.133 uma constante a ser ajustada, que denominamos bkg.

ke I
T kTef) e bkg. A curva
ke

continua na Figura 5.4 (B) é o melhor ajuste, correspondendo aos valores ol
€

7,6+1,0, ﬁ =(9,240,4) x 103um=2 e bkg = (1,40 £0,04) x 10~* (*). Usando
ke

o critério introduzido por Auth et al. [8] que 7—'e—

Desta forma o ajuste é feito com trés parametros livres: (

~ 25, obtemos entao que
Ter = 3, 3T ymbiente, comparavel aos valores encontrados nas referéncias |9,10], para a
contribuicao de processos mediados por ATP as flutuacoes de superficie da hemacia.
Os valores acima variam dentro de 50% para hemécias diferentes. Na maioria das
hemécias que analisamos a assimetria no potencial de confinamento era desprezivel,
indicando que a interacao hemacia- substrato é também desprezivel. Escolhemos
uma hemacia particular que tinha a maior assimetria, para evidenciar a capacidade
de microscopia de desfocalizacdo de medir interfaces distintas e, portanto, ser uma

técnica util para estudo da interacao de células com substrato. Muitas doencas

*No nosso artigo Glionna et al., Applied Phys. Lett. 94, 193701 (2009), anexado ao final

Afq®

She A0 inves de

desta tese, os parametros de ajuste sdo diferentes destes porque usamos Ay =

Ap = A2f132 da presente anélise, com k = 1, 33ky.
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alteram a adesividade das células ao substrato [31] e poderiam assim ser estudadas,

com a vantagem que a superficie controle é a superficie livre da mesma célula.
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Figura 5.4: (A) Modelo 6ptico que usamos para a parte central da hemécia, onde
as superficies sdo modeladas como redes de difragao de fase planas; (B) Flutuagao
quadratica média do contraste da hemécia em fungao da desfocalizacao (circulos). Os
minimos ocorrem quando o plano focal da objetiva coincide com as interfaces; (C)
Fungao de autocorrelagdo do contraste em fungao da desfocalizagdo (circulos), para
um tempo de atraso fixo de 1/30 segundos. Os minimos ndo sdo mais resolvidos,
porque os maiores vetores de onda das flutuagbes ja decairam, ilustrando a conexao
entre resolucao Optica lateral e longitudinal. As linha continuas nas figuras (B) e (C)
correspondem aos ajuste aos dados experimentais usando o modelo de Auth. al.
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5.3 Interpretacao para a Funcao de Auto-Correlacao
(AC(0,0)AC(0,1))

Parat = 0, (AC(0,0)AC(0,0)) = (AC?) que discutimos na se¢ao anterior. Ao fazer
a correlacao do contraste em um certo instante de tempo (¢ = 0 por exemplo) e
num instante de tempo posterior t, alguns modos com ntimeros de onda maiores ja
decairam, e desta forma é possivel estudar a dinamica de relaxacao das flutuacoes.
O tempo de relaxacao das flutuacoes é ditado pela elasticidade da bicamada lipidica
e citoesqueleto e pelo escoamento do citoplasma (com viscosidade n ~ 0,003P,s )
através do estreito espaco entre a bicamada e citoesqueleto. O modelo de Auth. et
al. [8] considera que a bicamada e citoesqueleto sdo mantidos separados por distancia
média d, tal que \/W ~ d e portanto entre 20 a 30 nm. E considerado ainda que
nao existe escoamento através do citoesqueleto, uma vez que este esta flutuando
rapido o suficiente, para que na escala de tempo de escoamento, seja considerado
como uma parede impermeavel. Na Figura 5.4 (C) ¢ mostrado com circulos o gréafico
experimental de (AC(0,0)AC(0,1/30s)) em fungdo da z;. Reescrevendo a equacao

2.131 para simetria radial e para 7 = 0 temos,

—

(AC(0,0AC(0, 1)) = AR §~ {Memqnnmz (Zf — q2>

mR2 JE(qnR) 2ko
|ug(ga)l® — oGt o2 2F P2 o
[U2l0n)1 —wn(ai 5.9
+ (]12(%3)6 sen o q (5.9)

com w(q) |43] dado pela equagao 3.62. Reescrevendo w(q) para as 2 interfaces temos

9ukT,
al0) = Rt + B 2 g, AG) (5.10)
onde
—e2dq
Ag) = pr [1 — e + 2dq + 2(dq)?]. (5.11)

Usando a equagao 5.9 para t = 1/30 segundos junto com as equagdes 5.10 e 5.11

ajustamos a teoria aos dados experimentais. Neste ajuste, usamos os valores de
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ke, p e Tey determinados no ajuste anterior e n = 0,003Pa.s. Como parametros
livres usamos a distancia d e a constante bkg que somamos & equacao 5.9 como
anteriormente. O ajuste retornou os valores d = (21 &+ 1)nm e bkg = (1,8 £0,2) x
107°, dentro do que era esperado pela teoria. Na Figura 5.4 (C) vemos que os
minimos nao sdo mais resolvidos, porque as flutuagoées com ntmeros de onda (q)
maiores ja decairam, mostrando o efeito 6ptico interessante do acoplamento entre
resolucao lateral e longitudinal. Vemos que o modelo elastico de Auth et al. [§]

ajusta-se muito bem aos nossos dados experimentais.
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5.4 Obtencao do Espectro de Poténcia Espacial usando
(AC?(zy))

Usando a equagdo 2.141 podemos obter da funcao (AC?(zf)) os espectros espaciais
lu1 (Q)|? e |ux(q)|*>. Para tanto fazemos a Transformada de Fourier do dado expe-

rimental, ao longo de zy. Do resultado desta Transformada de Fourier resulta a

funcao f(q)

(P1 —p2)q2]

p (5.12)

f(q) = lur(@)]” + [uz(q)*cos|

cujo resultado experimental ¢ mostrado com circulos na Figura 5.5. A curva continua
é um ajuste da equacao 5.12 com o espectro de poténcia espacial dado pela equacao

5.7, usando os valores py — p1 = 0,95um, f., = 0,13um™2 e f., = 0,25um >

determinados anteriormente, com k§°f e ﬁ como parametros livres. Este ajuste
ke TR 3,002 -
retorna os valores i (6,8 +2,0) e i (8,9 4+0,6) x 10°um™=? , proximos

dos valores determinados anteriormente, indicando a consisténcia dos métodos. O
fato de podermos obter o espectro de poténcia espacial de uma medida realizada em
pixeis tnicos, abre a possibilidade de usarmos ao invés da camera CCD, um detetor
de fotons rapido para construir o grafico de (AC?(z;)) X z;. Assim poderemos
estudar flutuacoes rapidas em membranas e sua interacao com farmacos e proteinas,

como é o caso de sistemas modelos usando-se vesiculas lipidicas artificiais.
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Figura 5.5: Espectro de poténcia espacial onde os circulos sdo dados experimentais
resultantes da integracao numérica da flutuagdo quadratica média do contraste, como
na equacao 2.141. A linha continua é o ajuste de f(q) usando a equagdo 5.12, que

retorna os valores kgff =(6,8+2,0) e ﬁ =(8,94+0,6) x 103um~2.
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Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas

Conclusoes

Desenvolvemos um modelo 6ptico melhor para a microscopia de desfocalizagao,
estendendo o modelo anterior usado nos trabalhos do nosso laboratoério, valido

para qualquer desfocalizacao e para nimeros de onda de difracao q maiores.

Aplicamos nosso modelo a uma interface transparente que se comporta como
uma rede de difracao de fase fina e relacionamos o contraste da imagem des-
focalizada em funcao da posi¢ao do plano focal da objetiva z;, ao perfil de

altura da modulacao espacial da interface.

Estendemos o modelo para uso com um objeto de fase que é composto por
duas interfaces, cada uma podendo ser representada por redes de difracao de

fase paralelas separadas por uma certa distancia.

Com o modelo de duas interfaces mostramos teoricamente que ao varrer a po-

sicao do plano focal da objetiva zf, podemos medir as curvaturas e modulagao
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de altura de cada interface separadamente.

Modelamos a regiao central da hemacia como interfaces quase-planas e para-

lelas e usamos o modelo 6ptico desenvolvido anteriormente.

Da teoria 6ptica desenvolvida determinamos uma expressao tedrica para a flu-
tuagdo quadratica média do contraste, (AC?(z)) X z;, onde o espectro de
poténcia espacial das flutuagoes de altura para cada interface deve ser espe-
cificado. Usando espectros de poténcia espacial oriundos da teoria de flu-
tuagoes em membranas, fizemos previsoes teoricas sobre o comportamento de
(AC?(zs)) x z; para hemécias, que se confirmaram posteriormente nos expe-

rimentos realizados.

Fizemos experimentos onde hemécias sao filmadas para varias desfocalizacoes
e obtivemos o contraste C'(p, t) das imagens em fungao da desfocalizagdo. Des-
tas imagens obtivemos o valor médio, a flutuagao quadratica média e a funcao
de auto-correlacao temporal do contraste. Do valor médio do contraste pode-
mos reconstruir o perfil superficial da heméacia em 3 dimensoes; da flutuacao
quadratica média e da funcao de auto-correlacao temporal do contraste pode-
mos estudar o espectro de poténcia espacial e a relaxacao das flutuacoes na

altura das superficies de hemaécias.

Nossos dados experimentais sao adequadamente explicados pelo modelo elas-
tico de hemécia de Auth et al. [8], onde o acoplamento entre a bicamada
lipidica e o citoesqueleto é considerado. Do ajuste deste modelo eléstico aos
nossos dados obtemos valores para o moédulo de curvatura da bicamada lipi-

dica (k¢), modulo de cisalhamento do citoesqueleto (1) e para a temperatura
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efetiva (T,;) devido a processos de conversdo de energia quimica em trabalho

mecanico mediados por ATP.

A "Microscopia de Desfocalizacao'se revelou uma 6tima técnica de microscopia
Optica para o estudo do perfil e rugosidade (estatica e dinamica) de multiplas

interfaces em objetos transparentes em multicamadas.

Perspectivas

Esta tese abre a possibilidade do estudo da interacao entre farmacos e pro-
teinas com membranas lipidicas artificias, como em vesiculas, se usarmos ca-
meras de video mais rapidas (CMOS por exemplo com respostas em kHz), ou
usarmos detetores rédpidos de luz, uma vez que mostramos que da medida de
(AC?(z5)) X 25, que sao medidas em pixeis tinicos, podemos obter informagoes

sobre os espectros de poténcia espacial.

A questao do efeito do ATP nestas flutuacoes de superficies de hemacia é ainda
motivo de controvérsia. Podemos tentar resolver estas controvérsias fazendo
um estudo sisteméatico, do mesmo tipo de medidas que fizemos nesta tese, em

funcao da concentracao de ATP nas hemaécias.

Um experimento, como feito nesta tese, mas variando a temperatura das hemé-
cias, pode nos fornecer maiores informacoes sobre contribuicao de efeitos tér-

micos e efeitos devido ao ATP, no valor da temperatura efetiva.

Aparentemente, a contribuicao nao térmica a temperatura efetiva, que ¢ um
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efeito de nao-equilibrio, depende do nimero de onda q da flutuacao. Usando
cameras mais rapidas, poderemos ter maior sensibilidade para grandes ntime-

ros de onda, onde supostamente estas contribuicoes seriam de maior relevancia.

Da interagao de farmacos foto-sensiveis, usados em fototerapia dinamica, com
a membrana de vesiculas lipidicas artificiais, poderiamos estudar o mecanismo
de conversao de energia quimica diretamente em trabalho, medindo as flutua-
¢oes em altura da membrana lipidica, em funcao da intensidade de luz laser

sobre a vesicula.

Tanto em hemacias, quanto em macrofagos (que temos estudado em nosso la-
boratorio) ou em outras células, o fato de podermos estudar as duas interfaces
separadamente, abre a perspectiva de estudos de adesividade da célula ao sub-
strato, importante para a caracterizacao e estudo de varias doencas, entre elas
o cancer. A vantagem, neste caso, é que podemos comparar o espectro de flu-
tuacgoes da superficie que interage com o substrato que deve ser alterado pela
adesividade ao substrato, com o espectro da outra superficie que esta livre,

esta entao servindo de controle, na mesma célula.
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Tomography of fluctuating biological interfaces using defocusing

microscopy
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We show that a bright-field defocused microscope is effectively a phase-contrast microscope, but
with advantages over the conventional one and maintaining the same optical resolution. In a
multilayered transparent object, the height amplitude (static and dynamic) of each interface can be
measured separately with nanometer sensitivity. By scanning the position of the objective focal
plane in relation to the surfaces of a red blood cell, we obtain quantitative information on height
fluctuations from each surface individually, which can be analyzed with our model of a defocused
microscope and compared with theoretical models. © 2009 American Institute of Physics.

[DOLI: 10.1063/1.3136842]

Thin transparent objects (phase objects) may be rendered
visible in a standard bright-field optical microscope if it is
defocused. To understand this phenomenon, we analyze the
angular spectrum of the light crossing a phase object through
a defocused microscope using the paraxial approximation,
which is equivalent to Fresnel diffraction theory, and obtain
the light electric field in the image plane. We show that a
bright-field defocused microscope is, in fact, a phase-contrast
microscope, where the phase difference between the d1f—
fracted and nondiffracted light is given by Ap=Afq? /2k0,
where Af is the distance between the object and the focal
plane of the microscope objective, ¢ is the diffracted wave-
number in the xy-plane (perpendicular to the propagation
direction, z, so that g=0 for the nondiffracted light), k, is the
vacuum light wavenumber. One can show that the image
contrast for each diffracted component is then proportional to
sin(Afg?/2k,). In the limit of small diffracted wavenumbers
and small defocus distances Af, sin(Afg?/2ky) = Afq?/2ko,
such that the image contrast of a phase object is proport10nal
to Af and to the local curvature of the phase object Infor-
mation on macrophage surface fluctuations was obtained and
related to the phagocytic capacity of the cell>* and the shape
profile and fluctuations of red blood cells (RBCs).” In this
work, we present a significantly improved model for defo-
cusing microscopy (DM) such that we can analyze images
largely defocused and with larger diffraction wavenumbers.
As an important consequence of this improved model, which
is the central result of this work, in a multilayered transpar-
ent material one can measure, with nanometer sensitivity, the
amplitude height fluctuations of each interface separately
since the interfaces are at different distances from the objec-
tive focal plane and, consequently, affected by different rela-
tive phases. By measuring the spectrum of amplitude height
fluctuations, one can study cell biomechanics and motility.

reference frame. The medium and the object refractive indi-
ces are n and n+An, respectively, considered homogeneous
and isotropic; § is the area of each interface. We define the
image contrast by C(p,t)=((p,t)—1,)/I,, where I(p,?) is the
local image intensity of the phase object at time ¢, p is the
two-dimensional xy-position vector of a location on the im-
age, and [ is the intensity outside the object. The fluctuating
height amplitudes in relation to the average position of inter-
faces 1 and 2 are u;(p,t) and u,(p,?), causing contrast fluc-
tuations AC(p,t)=C(p,t)—(C) in the defocused image. By
expanding the diffracted electric field up to the first order of
diffraction valid for Ankgu =1, for a stationary process, and
considering interfaces 1 and 2 statistically independent, we
can write the following for the correlation function of con-
trast fluctuations:’

(AC(0,0)AC(p.1))

2(koAn)? £=
= —( OS n) {% [<|u1(§)|2> X e~ 1@ gin ( 2o 2)

+(|un(§) e @ x Sinz(gfz_kiqz) }COS(C;' 5)},
0
(1)

where w;(q) and w,(g) are the relaxation rates for each mode
g. For Zr=py, only fluctuations due to interface 2 are ob-
served, while for zy=p, only fluctuations due to interface 1
are observed, allowing discrimination between them. For
correlation functions with radial symmetry, cos(g-p) can be
replaced by Jy(gp), where J; is the zero-order Bessel func-
tion, which is the case for RBCs. From Eq. (1) and for radial
symmetry, one can determine the mean square fluctuation of
contrast ((AC)?), which is given by

There are diseases that affect directly the biomechanics and )
adhesion properties of cells® and could be diagnosed and (ACX(z)) = (koAn) 2 2 { (uy(g,)%)
studied with DM. ! R? J2( .R) Hkdn

As a model system, let us consider the phase object of
Fig. 1(a), with planar interfaces at positions p; and p, and % sin2<£Lplq2)
objective focal plane position at z;, in relation to an arbitrary 2ky "

N Zt —P2 2

“Electronic mail: mesquita@fisica.ufmg.br. + <|“2(Qn)| )sin ( 2k, Cbz) :| } . (2)
0003-6951/2009/94(19)/193701/3/$25.00 94, 193701-1 © 2009 American Institute of Physics
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FIG. 1. (Color online) (a) Scheme of the phase object considered in our
optical model. (b) Plot of the measured (AC?) of a RBC as function of 2y
(circles); continuous curve is the fit using the membrane-cytoskeleton-
confinement model (Ref. 17). (c) Plot of the measured time contrast corre-
lation for a time delay of 0.033 s as a function of z; (circles); the continuous
curve is the fit using the membrane-cytoskeleton-confinement model.

This sum is over the roots of Jy(¢g,R)=0, where R is the
object radius; J; is the first-order Bessel function. We apply
this improved model of DM to study fluctuations (flicker) of
RBC surfaces, an old but still controversial problem.s_18 In
addition to contrast fluctuations caused by the RBC, there are
other sources of noise such as the shot noise of the light and
intensity detector [charge coupled device (CCD) camera],

Appl. Phys. Lett. 94, 193701 (2009)

which contribute as a background noise and will be consid-
ered later during the data fitting procedure.

Our microscope is a Nikon Eclipse TE 300 operating in
bright field, equipped with a 100X oil immersion objective
and numerical aperture NA=1.4. Images are captured by a
CCD camera (CCD-72 Dage-MTI), digitized and converted
to an 8 bit format, and analyzed using the program Imagel.
Gray-level contrast has to be converted into light intensity
contrast, as described in Ref. 3. The defocus distance is var-
ied in steps of 50 nm with a Physik Instruments z-translator.
At each position 75 WE film the RBC for 10 s, enough to
yield good statistics and minimal focal plane drift. Human
RBC:s are freshly collected for the experiments and prepared
by a standard procedure to yield discocyte RBCs.” In order to
avoid absorption, we use a red filter with Aj=0.68 um, such
that kp=9.3 um~'. In addition, n=1.33, An=0.06,"° k=nk
=12.3 um~'. The maximum wavenumber in the sums above
is limited by the NA of the microscope objective, which in
our case is ¢,=0.93k=11 wm™!, limiting the lateral reso-
lution to about 0.3 um. The signal-to-noise ratio allows us
to have nanometer sensitivity in the membrane height mea-
surements.

A plot of measured (AC?) (around the center of the
RBC) is shown as a function of z; in Fig. 1(b) (circles). We
observe two dips in the data: one at p;=10.25 um and an-
other at p,=11.20 um, where the upper and lower surfaces
are located, respectively. In this case, the lower surface (in
contact with the substrate) fluctuates less than the upper one.
A RBC is a convenient model system for studying cell mem-
branes since it does not have nucleus. It has a composite
interface consisting of a lipid bilayer membrane (fluidlike)
coupled to a two-dimensional spectrin cytoskeleton (solid-
like), what provides RBCs the needed properties of softness
and strong shear elasticity. Only recently, models have been
proposed, attempting to describe the coupling between
the lipid membrane and the spectrin cytoskeleton,13 AS.17
which may explain the observed g-dependence of the spec-
trum of height ﬂuctuations,9 and the increase in fluctuation
amplitude due to adenosine triphosphate [ ATP]-driven active
processes.lz’14 In Ref. 17 a detailed model of the coupling
between the shear modes of the cytoskeleton and the bending
modes of the lipid bilayer membrane is worked out. This
coupling confines the fluctuations to amplitudes of the order
of the separation between membrane and cytoskeleton,
around 20-30 nm, and provides a g-dependence for the spa-
tial spectrum of height fluctuations, which is given below
(subindices 1 and 2 refer to interfaces 1 and 2),

kpTese
Keg* + (OukpTopng* 16K ) +3ufera’

(lur (@) = 3)
where K is the lipid membrane bending modulus, w is the
cytoskeleton shear modulus, 3ufc;, are the confinement
potentials;'” fC1,22<2K%,2>spa[ial average> K12 are the local mean
curvatures.” One of the results in favor of this model (data
not shown) is that we observe that the rms height amplitude
fluctuation (u,,,) along the surface of RBC presents a sharp
maximum at the position where the mean curvature is nearly
zero, i.e., where the confinement potential is minimum, as
predicted by the model. We measure contrast fluctuations in
a region of radius of 0.5 um around the center of the RBC,
where the interfaces are nearly planar. For each surface, from
the average values of contrast,” we obtain fc1=0.13 um™

Author complimentary copy. Redistribution subject to AIP license or copyright, see http://apl.aip.org/apl/copyright.jsp



193701-3 Glionna et al.

and f,=0.25 um™. In the model, T, is the effective tem-
perature, higher than the ambient temperature, due to the
presence of ATP-driven active processes.lzf14 In Fig. 1(b) the
raw data (circles) for (AC?) are shown; in addition to fluc-
tuations from the RBC, there is the shot noise from the light,
video system, and glass-slide roughness, which gives an ad-
ditional background noise (bkg). We fit our data using Eq.
(2) + (bkg) and Eq. (3) with K¢/ kgTes, p/kpTos, and bkg as
free parameters. The continuous curve in Fig. 1(b) is the best
fit, corresponding to the values Kq/kgTe=11%13%,
wlkpTo=(10.3+4%) X 10> um™, and bkg=(1.40*3%)
X 107, Using the criterion'” K¢/ kpTympien =25, We then ob-
tain Top;=2.3T mpient- Lhese values are within the range of
values reported by Auth et al."’

The relaxation time of fluctuations is dictated by the
elasticity of membrane and cytoskeleton and by the flow of
the cytoplasm [with viscosity 7=0.003 Pas (Ref. 13)]
through the narrow space between the membrane and the
cytoskeleton. The model in Ref. 13 considers that the mem-
brane and cytoskeleton are kept separated by an average dis-
tance d, such that u,,;=d, and then by around 20-30 nm.
The relaxation rate for each spatial mode ¢ is given by

4 9 :u‘kB Teffq :

=| Keq™" + +3 A(g),
wl,z(Q) cqd 167K “fcin (q)

—2dgq

Alg) = [1-e*¥+2dg+2(dg)?]. (4)

4mq

In Fig. 1(c) we plot (AC(0,0)AC(0,0.033 s)) as a func-
tion of z;. This function is obtained by multiplying the con-
trast of a given pixel by the contrast of the same pixel in the
next frame, such that the delay time is 0.033 s. The dips in
this plot are no longer resolved, indicating that the fluctua-
tions with larger wavenumbers have already decayed. Using
Eq. (1) + (bkg) with p=0, and Egs. (3) and (4), one can fit
the data using the values for K., w, T, and 7 above, with d
and bkg as adjustable parameters. The best fit is the continu-
ous curve in Fig. 1(c) with the values d=(29 +8%) nm and
bkg=(1.8+ 10%) X 107>, as expected.

In conclusion, we presented a more accurate model of
DM, which allows measurements of interface height fluctua-
tions with nanometer sensitivity for each interface separately
in a multilayered transparent object, such as membranes of
living cells. We applied this technique to study flicker fluc-

Appl. Phys. Lett. 94, 193701 (2009)

tuations in RBCs and were able to measure height fluctua-
tions and obtain the elastic properties for each surface sepa-
rately. The spatial spectrum predicted in the membrane-
cytoskeleton-confinement model by Auth er al."” fitted our
data very well.

We acknowledge T. Auth for important comments and
suggestions, J. M. A. Figueiredo for computational help, and
R. Dickman for a critical reading of the manuscript. We also
acknowledge the financial support from the Brazilian Agen-
cies CNPq, FAPEMIG, Instituto do Milénio de Optica Nao-
linear, Fotbnica e Biofotdnica, and Instituto do Milénio de
Nanotecnologia.
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