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Resumo

No presente trabalho utilizamos duas técnicas 6pticas para caracterizagao in
vivo de amostras bioldgicas: a Microscopia de Desfocalizagao e o Espalha-
mento Quase-Elastico de Luz. As amostras biologicas estudadas foram os
macrofagos, que sao células do sistema imune inato, e as hemécias, as célu-
las vermelhas do sangue. As flutuagoes na membrana dos macréfagos foram
caracterizadas através da Microscopia de Desfocalizacao e a Espectroscopia
de Correlacao de Fotons da luz retrosespalhada pela membrana foi utilizada
para observacao dos tempos caracteristicos para as flutuacoes. Os resulta-
dos foram usados em uma tentativa de testar um modelo para motilidade
celular, o Modelo da Catraca Browniana. A Microscopia de Desfocalizagao,
no limite de grandes desfocalizagoes, foi também utilizada para medidas das
propriedades mecanicas da membrana e do citoesqueleto das hemécias. Uti-
lizando um modelo de membranas acopladas, foram obtidos os moédulos de
curvatura para a membrana, o moédulo de cisalhamento do citoesqueleto e o

potencial de confinamento do conjunto membrana-citoesqueleto.




Abstract

In the present work, we use two optical techniques for in vivo characteriza-
tion of biological samples: the Defocusing Microscopy and Light Scattering.
The studied samples were macrophages, cells of innate immune system, and
the red blood cell (RBC). Membrane Fluctuations in macrophage cells were
characterized through Defocusing Microscopy and Photon Correlation Spec-
troscopy of the backscattered light from the membrane was used to observe
the characteristic time of the fluctuations. The results were used to test a
motility model, the Brownian Ratchet Model. Defocusing Microscopy, in
the limit which defocusing is large, was also used for measurements of the
mechanical proprieties of the membrane and cytoskeleton for RBC. Using
a coupled membrane model, the bending modulus for membrane, the shear
modulus for cytoskeleton and the pinning term of the membrane-cytoskeleton

was measured.




Capitulo 1

Introducao

A tendéncia atual da fisica é buscar problemas ainda nao solucionados em
outras areas criando linhas de pesquisa interdisciplinares. Um desses campos,
e talvez o mais promissor atualmente, é a Fisica de Sistemas Biol6gicos. Nesse
campo buscamos respostas para completar o entendimento dos seres vivos ja
obtido por anos de estudos da biologia.

O objetivo desse trabalho é dar uma contribuicao ao estudo da biologia
quantitativa. Fisicos possuem ferramentas que podem ajudar os bioldégos a
otimizar seus métodos de anélise e, com isso, obter dados mais precisos a
respeito de organismos importantes. Além disso, na fisica procuram-se me-
canismos gerais sobre o comportamento da matéria (organica e inorganica),
que, uma vez entendidos, permitem fazer previsoes e até mesmo controla-la.

Dividimos o trabalho em duas grandes partes: a primeira, que engloba
os capitulos 2 e 3 ¢ dedicada aos estudos com os macrofagos; a segunda,
que contém os capitulo 4 e 5 é dedicada aos experimentos realizados com as
hemacias. Mais detalhadamente, essa dissertacao foi organizada como segue.

No capitulo 2, apresentamos os macrofagos, sua origem, fungao no organ-
ismo. Descrevemos, com detalhe, o citoesqueleto e apresentamos um modelo
de motilidade celular, que é uma das motivagoes desse estudo. Ja no capitulo
3, descrevemos os experimentos realizados com os macrofagos e apresenta-
mos os resultados obtidos. Todo o procedimento experimental, bem como a
descricao das técnicas utilizadas, estao apresentados detalhadamente nesse

capitulo.
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As hemaécias, sua funcao e citoesqueleto estao apresentados no capitulo
4. Nesse capitulo abordamos os principais aspectos da teoria da energia
elastica de membranas e apresentamos uma revisao sobre a aplicacao dessa
teoria & membrana das hemacias. O capitulo 5 é dedicado aos experimentos
realizados com as hemécias. A teoria para a Microscopia de Desfocalizacao
no limite de grandes desfocalizagoes é apresentada, assim como os detalhes
do procedimento experimental e a discussao dos resultados.

Concluimos o trabalho no capitulo 6 e discutimos algumas perspectivas
para dar continuidade ao mesmo.

Além dos capitulos, algumas informagoes estao contidas em apéndices, na
seguinte ordem: no apéndice A, descrevemos o protocolo de manutencao da
cultura dos macrofagos, um procedimento necessario para a conservagao da
cultura celular; no apéndice B, apresentamos medidas de raio de microesferas
de poliestireno realizadas para a "calibracao"do experimento realizado com

os macrofagos.




Capitulo 2

Macroéofagos e Motilidade Celular

2.1 Os macréfagos

Todos os individuos nascem com uma resposta imunitaria inata, ou seja,
que nao possui carater adaptativo. Os componentes do sistema imune que
participam da imunidade inata sao os macrofagos e os neutroéfilos. O macrofago
(figura 2.1) é uma célula que surge da diferencia¢ao dos monocitos (as célu-
las brancas do sangue) quando esses migram para os tecidos. Essas células
brancas sao originadas de células-tronco na medula 6ssea, onde também se
originam os outros componentes do sangue.

Assim como todas as células eucariotas, os macrofagos sao constituidos de
uma membrana plasméatica, um citoesqueleto protéico, citoplasma (no qual
estao imersas principalmente as organelas) e o nucleo.

A maioria dos macrofagos esta presente em pontos estratégicos onde in-
vasoes de patogenos ou inflamagoes ocorrem com mais facilidade, sendo que
cada um deles recebe um nome de acordo com a sua localizagao (tabela 2.1).

Sendo células do sistema imunolégico, a fungao priméaria dos macrofagos
é realizar a fagocitose, um processo no qual a célula é capaz de destruir,
através do envolvimento completo pela membrana plasmética (em estruturas
chamadas de pseudopodes), os organismos invasores e digerir células mortas

ou doentes do proprio organismo [1].
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Localizagao Nome da célula
Pulmoes Macrofagos Alveolares
Figado Células de Kupffer
Tecidos Nervosos Microglias
Ossos Osteoclastos
Rins Células Mesagliais

Figura 2.1: O macro6fago é uma célula do sistema imune inato, cuja principal
funcao é realizar a fagocitose. Essa célula estd presente em varios tecidos e
recebe nomes especificos de acordo com a sua localizacdo. Imagem feita por

Microscopia de Desfocalizagao.

2.2 Actina e a Polimerizacao

O citoesqueleto celular ¢ um emaranhado de proteinas que se estende
através do citoplasma e é existente somente nas células eucariotas [2]. A
presenca desse citoesqueleto foi, provavelmente, um dos passos cruciais na
evolucao das células, tanto animais quanto vegetais.

A morfologia e as propriedades mecéanicas das células estao fortemente
ligadas as propriedades mecéanicas e a organizacao do citoesqueleto. Essa
relacao é especialmente verdadeira nas células animais, que nao possuem
parede celular e possuem uma membrana plasmatica incapaz de suportar a
complexa morfologia celular [3].

Geralmente, o citoesqueleto é composto de trés proteinas: actina, mi-
crotibulos e os filamentos intermedidrios. Separadamente, cada filamento

do citoesqueleto desempenha uma funcao:

filamentos intermedidrios: usados para sustentar forcas de tensao mecéanica;
microtiubulos: sao capazes de sustentar compressoes e organizam a movimentagao
interna de diversos componentes celulares;

filamentos de actina: controlam a movimentagao da membrana, desempenhando

um papel importante na movimentagao celular.

Vamos concentrar nossa atencao somente nos filamentos de actina, visto




CAPITULO 2 5

que esta é a principal proteina do citoesqueleto. A actina é uma proteina
globular composta de um cadeia polipeptidica de 375 aminoécidos e com peso
molecular de cerca de 42kDa*. Os filamentos de actina (chamados F-actina)
formam uma dupla hélice (assim como na molécula de DNA), cujo passo é de
37 nm, na qual cada monoémero de actina se encontra com quatro outros. A
subunidade de actina é também conhecida por actina globular ou G-actina e
possui cerca de 2, 77nm de diametro [2]. Um esquema da estrutura da actina
pode ser vista na figura 2.2.

37nm

Figura 2.2: Esquema do filamento de actina: cada monémero de actina se
encontra com quatro outros e o filamento se forma em dupla hélice cujo passo

é de 37 nm.

A actina é mais concentrada na regiao periférica & membrana plasmatica,
formando uma camada em volta da célula, conhecida como cortex celular.
E gracas a esse cortex de actina que uma célula animal pode produzir as
extensoes da sua superficie para engolfar particulas, além de permiti-la mudar
sua forma como acontece no momento da divisao celular [2]. A estrutura
béasica do cortex é constituida de cadeias paralelas de filamento que se cruzam
quase ortogonalmente, formando grades bidimensionais que se superpoem
umas as outras [1].

A actina, assim como as outras proteinas do citoesqueleto, forma fila-
mentos lineares através da polimerizacdo, um processo importante para a
organizacao em todas as formas de vida celular. O mecanismo da polimer-
izagdo da actina pode ser dividido em dois estégios [2]: (1) o mais lento,
caracterizado pela formacao de pequenos oligbmeros que agem como um ni-
cleo para a adigdo de mais monodmeros; (2) uma vez formados os nicleos, os
monodmeros de actina podem ser adicionados seqiiencialmente em cada uma
das extremidades para gerar um longo filamento.

A taxa de crescimento dos filamentos é dada pela diferenca entre a taxa

de adigao de um monoémero e a taxa de perda [2], ou seja:

*Um Dalton D corresponde a ~ 1,660 x 10727 kg.
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T = Kon x M — Koff (21)

em que, K,, ¢ a taxa de incorporacao de mondmeros que depende também
da concentracao M de monomeros livres na solugao e K,¢s ¢ a taxa de perda
(independente de M). Quanto maior a concentragao de mondmeros de actina
no inicio do processo, mais rapidamente eles formam o filamento. A reagao
de polimerizacao ocorre até que a concentracao de monodmeros alcance a

chamada concentracao critica que é dada por:

K,
TZOéKonXM—KOff:OéOCZKff (2.2)

Como os monoémeros sao assimétricos e as subunidades estao arranjadas
no modo "cauda-cabeca" em filamentos paralelos, o filamento de actina é
polar [3]. Uma consequéncia dessa polaridade é o fato de que as extremidades
do filamento sao diferentes e, com isso, as taxas de associacao e dissociacao
sao muitas vezes superiores na extremidade chamada positiva do que na

extremidade chamada negativa. Os valores tipicos para essas taxas estao na
tabela 2.1:

Taxa | Extremidade Negativa | Fxtremidade Positiva
Ko 1,4 (uMs)™1 11,6 (uMs)~1
Korg 0,8s7! 1,457t

C. 0,6 pm 0,12 ym

Tabela 2.1: Valores das constantes de associacao (K,y,), dissociacao (K,ff)
e concentragao critica (C.) para as duas extremidades distintas dos filamentos

de actina [1].

E importante notar que os filamentos continuario crescendo até que a
concentracao de monomeros chegue abaixo da concentragao critica para a
extremidade negativa. Nesse ponto, essa extremidade comeca um processo de
despolimerizacdo, enquanto a extremidade positiva continua crescendo [2,4].
Com isso, observamos um movimento dos monoémeros dentro do filamento,
chamado treadmilling: uma molécula adicionada na extremidade positiva

serd eliminada do filamento na extremidade negativa.
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2.3 Modelo da Catraca Browniana

Podemos definir motilidade celular como sendo um movimento direcionado
realizado com o consumo de algum tipo de energia |5]. Existem modelos para
explicar a motilidade celular, e alguns deles sao baseados na pressao exercida
pelos filamentos de actina contra a membrana plasmaéatica. Ou seja, a forca
é gerada pelo crescimento dos filamentos via polimerizagao. Um fato que
parece comprovar essa idéia é que, na regiao mais proxima da membrana, a
grande maioria dos filamentos (cerca de 80%) tem sua extremidade positiva
apontadas para a membrana [1].

Iremos tratar do modelo mais simples para explicar a motilidade celular:
Modelo da Catraca Browniana, proposto por Oster e Peskin em 1993 [6].
Esse modelo usa o movimento browniano como retificador de processos que
transformam a energia quimica em movimento direcionado.

A energia quimica que é transformada em energia mecéanica esti ar-
mazenada na diferenca de potencial quimico - ou seja, Energia Livre de Gibbs
- entre a forma de monomero e a forma de filamento [4]. Mas a polimeriza-
¢ao da actina consegue prover forga suficiente para empurrar a membrana
plasmaética?

Se tentarmos mover uma membrana de uma distancia de 5 um, sao gastos
cerca de 2 x 10* kgT* e se temos um mondémero de 2,5 nm sdo necessarios
cerca de 2000 mondémeros. Sendo AG ~ —14kgT /mondémero a energia livre
que acompanha a polimerizacao, temos que a energia total fornecida é de
2,8 x 10* kgT. Vemos entao que sobram cerca de 8 x 103 kgT de energia
mostrando que o processo é capaz de fornecer energia suficiente para em-
purrar a bicamada lipidica com cerca de 60% de eficiéncia [6].

A maior limitagao da forca induzida pela polimerizacao é o fato de que,
quando um polimero esta em equilibrio, ele é incapaz de realizar trabalho
e nenhuma energia pode ser extraida, logo nenhuma forca pode mais ser
gerada.

O funcionamento da catraca Browniana é bastante simples. Considere
que temos uma barreira, que nesse caso ¢ a membrana celular, cujo movi-

mento sera descrito pelo seu coeficiente de difusao D. Sabemos que na regiao

*A temperatura ambiente (T ~ 300 K) temos 1 kT =4 x 10721 J.
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proxima a membrana, varios filamentos de actina sao criados via polimeriza-
¢ao. Nesse modelo, trataremos a polimerizagao como uma simples associa¢ao
linear dos monomeros dispersos na solucao e que os polimeros formados sao
rigidos. Assim, o mecanismo da catraca é a intercalacao dos mondémeros
entre a ponta do filamento e a barreira. Sempre que a membrana flutuar
termicamente, um espago x sera aberto permitindo ou nao a entrada de mais
um monodmero, cujo tamanho denotaremos por 9. E importante notar que,
como os filamentos estao arranjados em dupla hélices, modelamos a catraca
usando uma distancia que é metade do tamanho do monémero.

Sempre que ocorrer uma flutuagao na membrana, grande o suficiente para
que um monomero seja adicionado, o movimento de retorno da membrana a
sua posi¢ao original estard impedido. Ou seja, a membrana tera uma nova
posicao de equilibrio a partir da qual pode novamente flutuar, repetindo o
processo. Este processo, que funciona como retificador do movimento Brow-
niano da membrana, continua até que uma forga restauradora —f (agindo
sobre a membrana) seja suficiente para impedir sua difusdo para longe da
extremidade do filamento. Um esquema simplificado pode ser visto na figura
2.3.

28
[ —
<=
Filamento de actina a& 5
! X = = membrana

g-actina

Figura 2.3: Esquema de funcionamento da catraca Browniana (figura da
referéncia [1]). Temos uma membrana cujo coeficiente de difusao é dado por D
em um campo de forga —f. O filamento de actina se encontra a uma distancia
r da membrana. Nesse caso, temos que « e 3 s@o as taxas de adigdo e remocao

para o monomero, de tamanho 24, respectivamente.

Podemos definir uma fungao p,(x,t) como a descri¢do do comportamento
estatistico do sistema filamento e membrana, de modo que p,(x,t) é uma
densidade de filamentos que se encontram a uma distancia x da barreira

no instante de tempo t. Considerando as condigoes necessarias para que o
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modelo funcione, p,(z,t) deve obedecer a seguinte equagao:

80 Ot KoM [, 1) H (2 — )~ paa 2+ 0,1)
+ Koff [pn—i-l(x - 57 t) _pn(xa t)] n Z 1
Opn /D
Jn(z, 1) D e (x,t) KT pn(z, 1) n>0 (2.3)
Ipo(z,t) 90D

P = S0 0) — KouM (ol ) H(z — B)] + Koy [pa(z = 6,0)
em que H(x—0¢) é a fungao degrau de Heavside (=0 se z < de =1 se z > 9).
Essa equagao é uma descri¢ao completa do processo de polimerizacao na pre-
senga de forgas externas (como é o caso de ftomada como positiva quando
se opoe ao movimento) e forgas térmicas. O terceiro e quarto termos da
primeira equacao correspondem a cinética de polimerizacao e despolimeriza-
¢ao da extremidade do filamento. O primeiro e o segundo termos da terceira
equacao correspondem, respectivamente, a contribuicao do movimento difu-
sivo da membrana e da forga restauradora e a componente de fluxo J vem
da difusao do objeto [1].

A solugao de estado estacionério para 2.3 nos da a relacao de forga-

velocidade se definirmos a velocidade da catraca por:

K,,M fdoo p(x)de — K,p¢ fooo p(z)dx
fooo p(x)dx

Se as velocidades de polimerizacao e de despolimerzagao forem muito

v=_4 (2.4)

menores do que a velocidade de uma catraca ideal*, ou seja, K,,M X ¢,

Ko x 0 < (2D/6), entdo a equacao 2.4 pode ser resolvida explicitamente:

v=>=9 [KonM e Y — Koff] (25)

em que w é um trabalho adimensional feito contra a barreira quando ocorre

a adicao do mondmero:

*Para uma catraca ideal temos que o tempo para difusdo a uma distancia § é Ty =
§2/2D. Entao o tempo para a difusdo de uma distancia L = N x § é simplesmente N x Tj:
T = L(6/2D). Sendo a velocidade média da particula v = L/T, temos entao: v = (2D/9).
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J

w:foBT

(2.6)

Podemos notar que, nesse limite, a velocidade da catraca nao depende do
coeficiente de difusao da barreira. A forca necessaria para parar a catraca é

obtida fazendo v = 0, que leva & seguinte equagao:

)
KT

) NPT ln< Kofs ) (2.7)

i = e (=1 % 5 \K,M

As forgas associadas a polimerizacao podem ser grandes. No caso da
actina, como a concentracao ¢ cerca de 100X a concentracao critica, 12 um,
temos uma forca de cerca de 7 pN [3|. Quando comparamos o comportamento
de um filamento real do citoesqueleto com o modelo dos polimeros temos que:
(1) a for¢a de equilibrio é independente da polimerizagao; (i7) a forga maxima
exercida por um polimero real serd menor ou igual a forca de equilibrio.

Porém, o Modelo da Catraca Browniana possui algumas limitagoes: (i)
como os filamentos sao considerados rigidos e inflexiveis, temos que o inter-
valo depende somente da difusao da barreira; porém como os monoémeros de
actina, na realidade, sao flexiveis o movimento Browniano iré induzir modos
internos que irdo contribuir para o tamanho do intervalo; (i7) interagao de
somente um filamento com a membrana: na situacao biologica o que real-
mente acontece é que temos miltiplos filamentos interagindo com a mesma
barreira. Por isso, em 1996, Mogilner et al. |7] generalizou o modelo de Oster
para incluir a elasticidade dos polimeros e para levar em conta o fato de que
nem todos os filamentos sao perpendiculares & membrana e, com essas con-
sideragoes, obteve uma nova expressao para a velocidade de polimerizacao

dos filamentos.
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Capitulo 3

Experimentos e Discussoes I:

Macroétagos

Nesse capitulo apresentaremos os experimentos realizados utilizando os
macrofagos. Descreveremos os aspectos tedricos das técnicas experimentais
utilizadas, a preparacao das amostras e discutiremos os principais resultados
obtidos.

3.1 Microscopia de Desfocalizagcao Aplicada ao

Estudo dos Macréfagos

A Microscopia de Desfocalizagao é uma técnica recentemente desenvolvida
que permite observarmos facilmente objetos de fase, ou seja, objetos capazes
de modificar somente a fase da luz que os atravessa, nao alterando sua in-
tensidade [8].

A técnica foi desenvolvida aplicando a teoria de desfocalizacao em um
microscopio com Optica corrigida no infinito* e utilizando o formalismo de
propagagao do espectro angular, que é a transformada de Fourier do campo
elétrico, para descrever a propagacao da luz em um microscopio desfocalizado
[9,10]. O formalismo foi desenvolvido dentro dos limites da 6ptica coerente

pois, mesmo utilizando uma lampada de espectro largo, os objetos observados

*Na 6ptica corrigida no infinito, a ojetiva conjuga a imagem do objeto no infinito e

uma lente de tubo focaliza os raios no plano focal para formar a imagem.
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sao muito pequenos (da ordem de micrometros) de modo que garantimos
estar em uma &rea de coeréncia. Usando a aproximacao paraxial | ¢ |<|
k | em que k é o vetor de onda da luz, a teoria desenvolvida para explicar
a Microscopia de Desfocalizagao prevé que o contraste de uma imagem é
proporcional ao laplaciano bidimensional da espessura do objeto de fase e
no limite de pequenas desfocalizagoes Afq2/2k < 1 em que gy ¢ o maior
vetor de onda do objeto, e, se estivermos tratando de objetos finos, podemos

escrever:

C=— :Af7v2h<z,y) (3.1)

em que C' é o contraste da imagem, / é a intensidade luminosa no objeto e
Iy a intensidade luminosa em uma regiao fora do objeto (referéncia), An é a
diferenca de indice de refragao entre a amostra e o meio em que esté imersa,
Af é a quantidade que foi desfocalizada, sendo que o plano focal é medido
em relagdo a lamina de vidro onde esté a amostra, e h(z,y) é a espessura da
amostra.

Como a membrana dos macrofagos aderidos a uma superficie é transpar-
ente a luz visivel* e seu indice de refracao é proximo ao do meio de cultura
em que esta armazenada, essas células podem ser tratadas como objetos de
fase.

Em trabalhos recentemente desenvolvidos [9,11], foram observados dois

tipos de flutuagoes na membrana dos macrofagos, mostradas na figura 3.1:

Pequenas Flutuagoes Aleatorias: possivelmente de origem térmica e que
trataremos pela sigla SRMF (do inglés, Small Random Membrane
Fluctuations);

Ruffles: grandes ondas coerentes que se propagam das bordas em dire¢ao ao

nucleo e que sao responsaveis pela estruturas formadas durante a fagocitose;

Além das flutuagoes, foram caracterizados também eventos de fagocitoses
em tempo real. Essa caracterizagao das flutuagoes da membrana é importante

para a modelagem da motilidade celular.

*A parte aderida dos macrofagos sao constituidas basicamente de membrana plas-

maética e do cortex celular [1].
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Figura 3.1: (b) Macrofago aderido em uma lamina de vidro; (c) Ruffles:
grandes ondas coerentes que se propagam das bordas em direcao ao nucleo;
(d) Pequenas Flutuagoes Aleatdrias: possivelmente de origem térmica. Figura

da referéncia [12].

Usando fungoes de autocorrelagao temporal® ajustadas por uma expo-
nencial simples, obteve-se os tempos de relaxagao para as SRMF e usando
funcoes de autocorrelacio espaciall também ajustadas por uma exponencial
simples, obteve-se o comprimento de correlacao para essas flutuagoes. Foram
obtidos também, nesses mesmos trabalhos [9,11], o desvio quadratico médio
(rms) da curvatura para as pequenas flutuagoes aleatorias; o comprimento

médio, velocidade, frequéncia de ocorréncia, altura, largura dos ruffles.

*A fungao de autocorrelagao temporal era obtida do contraste de cada pixel em tempos
diferentes, com uma média sobre vérios pixeis de uma regido escolhida. A escala usada
era de 455 [9].

fA funcdo de autocorrelacio espacial era obtida do valor simultaneo do contraste de
diferentes pixeis e a média é feita sobre varios frames do video. A escala utilizada era 0,13

um, que é o tamanho de um pixel para a camera CCD utilizada [9].
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3.2 Espalhamento de Luz e Correlacao de Fo6-

tons

Ao se incidir luz em um meio material qualquer, além da luz refletida e
transmitida, pode ser também observada luz espalhada em todas as diregoes
[13]. Se o meio através do qual a onda eletromagnética esta passando ¢é
uniforme nas suas propriedades, entao a onda passa sem distirbios e sem
deflexdes. Se, entretanto, existirem variagoes espaciais (ou temporais) nas
propriedades eletromagnéticas do meio, a onda é espalhada [14].

Se nao ha absor¢ao da radiacao pelo sistema entao a luz espalhada tera
o mesmo comprimento de onda da luz incidente e o espalhamento ¢é eldstico;
se, por outro lado, ha alguma absorgao, o espalhamento é dito ineldstico [15].

Nos experimentos de espalhamento de luz, ao invés de tentarmos obter
informagoes através da analise do campo espalhado pela amostra, é mais
simples obtermos as informagoes através da variacao da intensidade espal-
hada com o tempo [15]. Da anélise dessa luz espalhada, chamada de Espec-
troscopia de Correlagao de Fotons, podemos obter informacgoes dos tempos
caracteristicos dos processos de flutuagao presentes na amostra [13]. Essa
técnica tornou-se importante, apos a invengao do laser, para analise de fend-
menos de espalhamento de luz dindmico na faixa de Hertz ou Megahertz.

Como estamos interessados em estudar variagoes da intensidade, precis-
aremos descrever as pequenas flutuacoes em torno de seu valor médio. Além
disso, estamos considerando que essas flutuacoes sao somente temporais. Se
pensarmos que o valor da intensidade em um certo tempo ¢ e no tempo t+7 es-
tao relacionadas, podemos definir a fungao de autocorrelacao temporal como
sendo [16]:

C(7) = lim €L / x(t) x(t+7)dt = (x(t) x(t+ 7)) (3.2)

T—oo 2T _T

A esta média atribuimos a idéia estatistica habitual, ou seja, a média
sobre as probabilidades de todos os valores que a grandeza x pode possuir
no instante t e t + 7 [17]. Podemos considerar a fungao de correlagao tem-
poral com uma representagao matemaética da persisténcia temporal de uma

flutuagao antes dessa ir a zero [16].
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Para os processos aleatorios estacionarios, esta média pode ser substituida
por uma média temporal sobre todos os termos ¢ com um dado 7 (teorema
ergodico) [17]. Assim, a distribui¢ao de probabilidade depende somente da

diferenga 7 = t; — t5 e ndo dos valores de ¢; e ty [16]. Temos ainda:

T — 0, (2t +71)x(t)) — (| 2(t) |*)
T — oo, (z(t+7)x(t)) =0 (3:3)

Vemos, assim, que a fun¢ao de autocorrelacao tem as propriedades que
concordam com a nocao de tempo de persisténcia: a fungao tem um valor
méaximo igual a variancia do sinal quando 7 = 0, e vai a zero quando 7 = 00
(se assumimos que o sinal tem (z) = 0) [3].

A fungao de autocorrelagao de intensidades, I(t), relevante nos exper-
imentos de espalhamento de luz, relaciona-se com o campo espalhado de

acordo com a expressao [15]:

(1(0) I(t)) = (| E(0) [*| E(t) [*)

E possivel mostrar [15,17] que, em alguns casos, a fungao de autocorre-

lacao para a intensidade tem o decaimento exponencial, dado por:
(I(O)I(t)) =B+ Ae+ (3.4)

3.3 Comparacao entre a Microscopia de Des-
focalizacao e o Espalhamento de Luz na

Membrana dos Macréfagos

De acordo com o Modelo da Catraca Browniana descrito na secao 2.3, a
membrana da célula possui, a grosso modo, dois movimentos distintos: uma
flutuacao, caracterizada pelo seu coeficiente de difusao e que permite, sob as
condicoes necessarias, que ocorra a adi¢ao de uma g-actina ao filamento; e um

movimento de retorno, sempre que o filamento sofrer uma despolimerizagao.
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Para ambas as extremidades do polimero, temos que as taxas de adicao e
remocao sao diferentes, sendo que a de remocao é a menor entre elas.
Entao, se considerarmos o Modelo da Catraca, uma funcao de autocorre-
lacao temporal dessas flutuagoes deveria apresentar dois tempos caracteristi-
cos, relacionados com os dois movimentos possiveis da membrana. Podemos
estimar estes tempos uma vez que temos os dados da actina. Usando uma
concentracao de actina de 10 uM , e os valores para as taxas de polimerizagao
dadas na tabela 2.1 para a extremidade positiva, pois como descrito ante-
riormente, a maioria dos filamentos tem essa extremidade apontada para a
membrana, podemos calcular o tempo caracteristico de polimerizac¢ao (dado

pelo inverso da taxa de polimerizagao):

| 1 s o, 5
— — — = ms .
Koy xC  11,6uMx 10 pM-1s-1 116

Tp

ou seja, para incorporar um monodmero gasta-se em torno de 8,6 ms. Tam-
bém podemos fazer uma estimativa do tempo mais lento usando as taxas de

despolimerizagao:

11
Koff_1,4S_1

Td = = 0, 7s (36)

Tentativamente interpretamos que os tempos obtidos nos experimentos
usando a Microscopia de Desfocalizacao estao relacionados com o tempo de
retorno da membrana. Porém, a videomicroscopia nao nos permite aces-
sar os tempos mais rapidos, pois nosso limite é de % segundos. Entao,
nossa proposta é aplicar a técnica de Espalhamento de Luz na membrana
dos macréfagos, pois com essa técnica conseguiremos obter os tempos da or-
dem de milissegundos, associado as flutuagoes térmicas da membrana, caso

estejam presentes.

3.4 Metodologias Experimentais

Descreveremos a montagem utilizada, a preparacao das amostras e os

experimentos realizados.
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3.4.1 Montagem Experimental

A montagem experimental disponivel no Laboratorio de Fisica de Sistemas
Biologicos atualmente esta representada na figura 3.2. A montagem é feita
sobre um microscopio invertido (Nikon Eclipse TE 300) com uma objetiva
de imersao a o6leo (CFI Plan Apochromat 100x oil) com aumento de 100x e
abertura numérica de 1,4. Duas das saidas do microscopio estao acopladas a
cameras CCD (Dage MTI 72). As imagens captadas sdo gravadas em video
através de um VCR (Sony Hi8, EV09650 / Sony DVCAM, DSR20) que

conectado a uma das cameras CCD e sao analisadas posteriormente.

Microscépio

:
.

.

'

Y, :

- '
S @, :
b lo 1

X
microesfera :

Laminula .
! Objetiva — ;

: Laser
Correlacionador : He-Ne
T H '
Detector |ipp |, : = L2
de Fétons [T0U 4

Monitor

Figura 3.2: Montagem experimental utilizada nos experimentos. A linha pon-
tilhada mostra o microscépio invertido e a microesfera representa as amostras.
As imagens gravadas usando a cAmera CCD sao enviadas posteriormente para
o computador. O laser de He-Ne é usado nos experimentos de espalhamento
no qual a luz retroespalhada é coletada no detetor de fétons e enviada a um

correlacionador digital que esté acoplado a um computador.

Para os experimentos realizados com os macréfagos devemos manter nossa
amostra aquecida e o controle de temperatura é feito por um sistema de
circulagao de agua ligado a um banho térmico (LAUDA Compact Low-

Temperature Thermostats, RC 6/RCS 20) e acoplado a objetiva do microsco-
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pio e mantendo a mesma aquecida a 37°C*.

Para realizarmos o espalhamento de luz, usamos um laser de He - Ne
(modelo SP- 127, A = 632,8 nm). A objetiva é também usada para coletar a
luz espalhada pelo laser. Na saida restante do microscépio, conectamos um
detetor de fotons (EG&G - Photon Count Module, SPCM-200-PQ-F500)
montado sobre deslocadores da Newport para ser posicionado com precisao.
Para cada féton que chega ao detetor, um pulso de largura de 10 ns é enviado
ao correlacionador digital Brookhaven BI9000AT que mede as correlagoes
temporais entre os pulsos originados da luz espalhada pela amostra. Temos
ainda um deslocador piezoelétrico (PI Digital Piezo Controller, Modelo E-

710.3CD) que nos permite deslocar a amostra com precisao submicrométrica.

3.4.2 Porta-Amostras

O porta-amostra usado para os macréfagos é uma cubeta especialmente
feita para a medida. Essas cubetas feitas de plexyglas sao coladas as laminas
de vidro (Corning) com Torr Seal (Varian Vacuum Products) depois de serem
lavadas e esterilizadas. Cada cubeta suporta 1,5 ml de solucao. Cerca de
20 minutos antes da preparacao das amostras, o porta-amostras era levado a

capela para esterilizacao com luz ultravioleta.

3.4.3 Preparagao das Células

Os macroéfagos usados nesse trabalho sao de uma cultura da linhagem
RAW 264.7 e sao obtidos através de indugao de leucemia em camundongos
machos. Esses macrofagos possuem a capacidade de se multiplicarem e desse
modo conseguimos manter a cultura ativa por algum tempo. Essas células
sao mantidas em uma estufa a 37°C e 5% de CO; e estao em meio de cul-
tura DMEM (Dulbecos Modified Eagle Medium, Sigma) suplantado 10% de
soro fetal bovino inativado e 1% de antibidtico (para evitar contaminagao do

meio).

*Devido a perda de calor na lamina e a pequena area de transferéncia de calor temos
que a temperatura no aquecedor deve estar em torno de 51°C' para obtermos a temperatura

correta na amostra [12].
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Para controlarmos a multiplicacao dessas células, duas vezes na semana
devemos repicd-las (protocolo descrito no Apéndice A) e depois desse proced-
imento retiramos as células que serao usadas no proximo experimento. Essas
células, na quantidade de 2 x 10° macrofagos/ml de meio sdo mantidas no
porta-amostras, dentro da estufa, por cerca de 18 horas para os macréfagos
aderirem ao vidro. Uma vez aderidas, as células podem estender sua mem-
brana facilmente sobre a lamina, permitindo que as estruturas possam ser

observadas.

3.4.4 Experimento Realizado

O experimento era realizado em trés etapas. Na primeira, fazemos o espa-
lhamento em bolinhas de poliestireno de 85 nm de didmetro, com o objetivo
de ajustar os equipamentos para a medida com o macroéfago, como descrito
no apéndice B.

Posteriormente, fazemos a caracterizacao do macrofago através da Micro-
scopia de Desfocalizacao, e depois realizamos o Espalhamento de Luz usando
o laser de He-Ne. Apos ligarmos todos os equipamentos, ajustamos a tem-
peratura do banho térmico e colocamos o porta-amostras com os macréfagos
no microscopio. Focalizamos a amostra e deixamos em repouso por cerca de
10 minutos para atingir o equilibrio térmico. Depois desse tempo, escolhemos
um macrofago bem aderido para o experimento.

O macréfago escolhido é desfocalizado cerca de 1 um e filmado durante
pelo menos 10 minutos. Depois de terminarmos o filme, escolhemos uma
porcao da membrana e focalizamos o laser de He-Ne nessa posicao, que incide
perpendicularmente na amostra.

Cada medida de espalhamento tem a duracdo de 20 a 30 minutos (para
obtermos uma boa relac¢ao sinal-ruido) e as curvas de correla¢do temporal
que foram obtidas no correlacionador sao gravadas no computador.

Um ponto importante é que pelo fato de estarmos trabalhando com ima-
gens, a escala do nivel de cinza deve ser calibrada com frequéncia conforme

o procedimento descrito em [1].
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3.5 Resultados e Discussoes

3.5.1 Analise de Dados

O processo de digitalizagao das imagens é bastante simples. Apos gravar-
mos os experimentos em uma fita especifica para o nosso videocassete, conec-
tamos o video ao nosso computador que tem uma placa de captura. Usando
um programa chamado Windv* conseguimos transferir esses filmes para o
computador. Para fazermos um primeiro processamento das imagens, us-
amos outro software chamado Virtualdub®. Nesse programa podemos fazer
a descompactacao do video. O arquivo que sai de ambos programas esta no
formato .awvi.

O ultimo programa que utilizamos é o ImageJ*, um programa de dominio
publico. Esse programa converte nossa imagem para 8-bit (que significa uma
imagens com 256 niveis de cinza variando de preto ou 0 a 255 ou completa-
mente branco) além de permitir a mudanca de formato para .tiff. E também
no ImageJ que fazemos as anélises das fungoes de autocorrelagao espaciais e
temporais através de rotinas adicionais (pluggins) implementados no mesmo?.

Tanto as fungoes de autocorrelagao temporal obtidas nas imagens digi-
talizadas quanto as funcoes de autocorrelacao temporal obtidas através da

correlagao de fotons sao analisadas no programa KaleidaGraph.

3.5.2 Resultados Obtidos

Para que o modelo da Catraca possa ser considerado, o tempo caracteris-
tico mais rapido nao pode ser maior que o tempo para a polimerizacao de
um monoémero de actina e, de fato, tem que ser muito préximo. Portanto,

devemos ajustar nossas fungoes de correlagao usando a seguinte equacao:

C(t)=Aew + Bew (3.7)

*http://windv.mourek.cz

Thttp://virtualdub.sourceforge.net/

frsb.info.nih.gov/ij/

§Exemplos dessas rotinas para o calculo das funcoes de autocorrelacido temporais e

espaciais podem ser obtidos em [12].
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Usando a técnica de Microscopia de Desfocalizagao estudamos as flutu-
acoes da membrana dos macrofagos e através das funcoes de autocorrelacao
temporal obtida do contraste das imagens conseguimos obter os tempos de
relaxacao para as pequenas flutuacoes aleatorias observadas. Os valores obti-
dos para o contraste foram multiplicados pelo fator de correcao dado pela
calibracao do sistema de video. Na figura 3.3a temos uma funcao de autocor-
relacao cujo ajuste é feito usando a equacao 3.7. Os tempos obtidos através
desse ajuste sdo: 7 = (10£2)sem = (87+5)s.

O objetivo das medidas de Espalhamento de Luz na membrana era obter
preferencialmente o tempo mais rapido que nao conseguimos medir usando
as técnicas de anédlise de imagens. Na figura 3.3b mostramos uma curva
de autocorrelagao obtida através de correlagao de fotons também ajustada
com duas exponenciais. J& na figura 3.3c, temos o logaritmo da curva de
autocorrelagao obtida pela correlacao de fotons, mostrando a qualidade do
ajuste obtido. Os tempos obtidos através desse ajuste sao: 71 = (20 £ 3) ms
e =(8+2)s.

Nas figuras 3.4 a,b e ¢, temos outras fungoes de autocorrelagao obtidas

para outro macro6fago.

3.6 Conclusoes Parciais

Nossa proposta, se o Modelo da Catraca Browniana ¢é razoavel, é que
deveriamos observar dois tempos caracteristicos nas fungoes de autocorre-
lacao temporal, um tempo rapido correspondente ao tempo de flutuacao da
membrana livre e consequentemente relacionado & polimerizacao da actina;

e outro lento, correpondente ao processo de despolimerizacao dos filamentos.
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Figura 3.3: (b) Funcdo de Autocorrelagao temporal obtida pela Espectro-
scopia de Correlagao de Fotons: 71 = (20 3) ms e 7o = (8 £2) s; inset: 0,15
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Figura 3.4: (b) Fungdo de Autocorrelagao temporal obtida pela Espectro-
scopia de Correlagao de Fotons: 71 = (40 6)ms e 7o = (9£ 1) s; inset: 0,1s
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Foram analisadas cerca de 80 curvas de diversos macréfagos e da analise dos
tempos obtidos podemos concluir que o tempo curto é comparavel ao tempo
de polimerizacao e que, portanto, esta dinamica pode estar sendo observada.
Por outro lado, os tempos longos sao bem maiores do que o esperado para
a simples despolimerizagao, sugerindo que a dinamica pode ser ditada por
motores protéicos (como as miosinas - 2), conforme sugerido em [18], além
de efeitos cooperativos agindo dentro do citoesqueleto. Na tabela 3.1, ap-
resentamos uma comparacao dos dados obtidos nos experimentos usando a
Microscopia de Desfocalizacao e a Espectroscopia de Correlacao de Fotons.

Apesar dos resultados obtidos apontarem na diregao correta, ainda nos
resta comprovar se a luz espalhada que estamos analisando vem da superficie
e nao do volume da célula, ou seja, se temos contribui¢oes das outras es-
truturas da célula. Acreditamos que uma maneira de resolver isso é realizar
medidas variando a espessura da area analisada. A medida que nos aprox-
imamos da regiao do nicleo celular, a espessura da regiao fica maior. Se
a luz espalhada foi proveniente somente da membrana, esse aumento de es-
pessura nao tera influéncia sobre os resultados; caso contrario, quanto maior
a espessura, maior o volume da regiao, intensificando o sinal recebido pelo
correlacionador. Essas medidas nao foram realizadas por problemas de con-

taminacao na cultura celular.

Microscopia de Desfocalizacao

T1 T2
(10+£2)s (87+5)s
(I1+£1)s (39+4)s
Espectroscopia de Correlacao de Fétons
71 T2
(20 + 3) ms (8+2)s
(40 + 6) ms 9+1)s

Tabela 3.1: Dados obtidos para os tempos carateristicos das flutuagoes na
membrana dos macréfagos usando a Microscopia de Desfocalizagao e a Espec-

troscopia de Correlagao de Fotons.




24

Capitulo 4

Estudo da Membrana das

Hemacias

Nesse capitulo trataremos da segunda amostra bioldgica utilizada nesse
trabalho: as hemacias. Apresentaremos um breve resumo sobre a teoria
do calculo da energia elastica de membranas em geral e posterioremente
mostraremos uma aplicagao dessa teoria ao conjunto membrana-citoesqueleto
da hemacia.

O objetivo deste e do proximo capitulo é mostrar que através da Mi-
croscopia de Desfocalizacao podemos estudar as flutuagoes das interfaces de

hemacias e obter as propriedades elasticas da membrana e do citoesqueleto.

4.1 As hemaécias

O tecido sanguineo é composto de um liquido amarelado, denominado
plasma, no qual estao suspensos as plaquetas, os globulos brancos e os globu-
los vermelhos. Estamos interessados somente nas propriedades das células
vermelhas, também conhecidas como eritrocitos ou hemécias (figura 4.1).

As hemécias sao produzidas em um tecido especial que se localiza na
medula 6ssea, o tecido hematopoiético, e as células velhas sao destruidas e
removidas pelo bago liberando bilirrubina. Durante cerca de 120 dias (tempo
de vida dessa célula), uma heméacia humana percorre cerca de 483 km dentro

dos vasos sanguineos [2|. Elas sao produzidas na velocidade de 2 milhdes por
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segundo e com isso temos cerca de 5 milhoes de célula por mm? de sangue,
em condi¢oes normais.

Os eritrocitos sao constituidos principalmente por hemoglobina, uma molécula
complexa, composta de quatro agrupamentos heme que possuem ferro. Os
atomos de ferro presentes nesses grupos heme sao capazes de se ligar ao ox-
igénio, permitindo que o gas seja transportado pelo corpo. A hemoglobina
também consegue transportar uma parte do gas carboénico produzido no
corpo para fora dos tecidos. Além disso, esses grupos heme sao responsaveis
pela cor das hemacias.

A hemécia é otimizada para que a troca de oxigénio com o meio seja bas-
tante eficiente. Além de nao possuir nucleo e nem organelas citoplasmaticas,
ela possui uma forma biconcava (discoide), com cerca de 8 um de didmetro, e
é flexivel o suficiente para percorrer até mesmo os menores vasos sanguineos

do organismo.

Figura 4.1: As hemAcias s@o as células vermelhas do sangue e a sua principal
funcao é fazer o transporte de oxigénio através do organismo. Foto: Dave
McCarthy and Annie Cavanagh/Wellcome Trust.

4.1.1 O citoesqueleto das hemacias

O cortex das hemécias é uma das associacoes mais bem caracterizadas
da actina com a membrana plasmatica [2]. O citoesqueleto da hemécia ¢é
um emaranhado de proteinas, cujo principal componente é a espectrina [19],

que tem a morfologia de uma molécula extensa e flexivel. A estrutura desse
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citoesqueleto é bidimensional, levemente triangular e esta ligado & membrana
em pontos discretos. Pode ser descrito como um conjunto de molas entropi-
cas, de tamanho L ~ 80 nm, com uma constante de mola efetiva ~ 4 x 1076
J/m? |20].

O citoesqueleto das hemacias é essencial para a sobrevivéncia da célula
durante a circulagao sanguinea, além de permitir que a célula passe por uma
deformacdo completa sem uma mudanca significativa de area. E também
devido a presenca desse citoesqueleto que os eritrocitos sao capazes de manter
sua integridade, sua forma discoide e sua elasticidade [21].

A espectrina é uma molecula formada de duas subunidades distintas,
chamadas a e 8 que sao alinhadas lateralmente - a-espectrina com 280 kDa
e a (-espectrina com 246 kDa. Essas subunidades se repetem formando
uma cadeia com cerca de 160 aminoacidos, ou seja, com aproximadamente
200—260 nm em comprimento. Além disso, os dimeros se associam formando
tetrameros cujas extremidades estao ligados a pequenos pedacos de filamen-
tos de actina, cada um contendo cerca de 12 mondémeros [2]. A importancia
da espectrina foi revelada pelo niimero de desordens genéticas decorrentes de
mudancas estruturais dessas proteinas, como as anemias hemoliticas hered-
itarias [19].

4.1.2 As mudancas de forma da hemacia

A hemacia sofre algumas mudancas em sua forma dependendo do meio em
que estiver imersa: em soluc¢ao hipertonica (muito concentrada) as hemécias
perdem agua e murcham, adquirindo uma forma cheia de estruturas similares
a espinhos e denominada equindcita; quando imersas em solu¢ao hipotonica, a
agua entra nas hemacias, que adquirem uma forma esférica até o momento em
que se rompem. Essas duas formas nao ocorrem normalmente no organismo.

Uma tentativa de explicar a mudanca de forma da hemacia é através da
hipotese de bicamada acoplada, proposta por Sheetz, Singer e Evans [22]. De
acordo com essa hipotese, qualquer fator que leve a uma expansao da camada
externa da membrana, em relacao a camada interna, produz uma tendéncia
de formar estruturas convexas, como as da forma equinocita. Alternativa-

mente, qualquer expansao da camada interna, relativa a externa, favorece a
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Forma discoide

Forma equinocita

Figura 4.2: Direita: hemacia em sua forma natural conhecida com discoide;
Esquerda: se a heméacia discoéide for imersa em uma solugao muito concentrada,

ela sofre uma mudanca obtendo uma forma chamada de equindcita.

formagao de cavidades para acomodar a area extra.

4.2 Enmergia das Flutuacoes em Membranas

Nessa secao, discutiremos alguns conceitos em fisica estatistica de super-
ficies e membranas, visto que alguns termos da energia dessas dependem da
area (como a tensao superficial) e a curvatura (como a energia de curvatura).
O desenvolvimento dessa secao é uma compilacao da teoria apresentada no
livro de S. Safran, "Statistical Thermodynamics of Surfaces, Interfaces, and
Membranes" [23].

4.2.1 Energia Livre das Flutuacoes Térmicas

Iremos tratar de flutuacgoes cuja origem ¢é térmica, por se tratar do caso
mais simples. Nesse caso, a amplitude quadratica média é entao proporcional
a temperatura relativa a energia de tensao.

Considere as flutuagoes da interface definidas na representacao de Monge,
descrita em [23], como z = h(z,y). A éarea da superficie plana ¢ denotada
por A. Para flutuagdes variando lentamente da forma plana (h = hg, em
que hy é uma constante) a energia livre adicional da interface ondulada em

relacao a plana vale aproximadamente:
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1
AFS:FS—yA:§W/dxdy (h%+h2) (4.1)

em que v é chamado de tensao superficial*. Nas coordenadas de Fourier,

podemos definir:

hE) = < SOh@) T

b = = [din e

em que p e ¢ sao bidimensionais. Obtemos, portanto, uma expressao para a

energia da superficie:

1 2 2
AP, =573 @) | (42)
q

Tratando AF; como um Hamiltoniano de uma variavel que flutua h(gq),

temos, de acordo com [23], que o coeficiente G(§) de | h(q) |? vale:

G(@)=~¢

Sendo assim, o valor quadréatico médio de cada modo de Fourier no equi-

librio térmico é dado por:

kpT kT
G@ ¢y

(| h(@) ") = (4.3)

O valor quadratico médio das flutuacoes no espaco real sao dadas por:

() = AZ b)) = e [ T 1@ )
1 / L kT
— (4.4)

(2m)? q*y

*Na expressao 4.1, temos que h, = % e hy = %'
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4.2.2 Alturas e as Flutuacoes Normais

Enquanto uma deformagao geral de uma membrana envolve tanto mu-
danca de volume quanto de curvatura, temos que as deformacoes de menor
energia usualmente envolvem somente a curvatura. Considere uma mem-
brana sem curvatura espontanea, descrita pela equacao de energia livre de

curvatura, por unidade de area

1
fc = Ekc (hxz + hyy)2 (45)

em que estamos usando a transformacao de Monge, na aproximacao de peque-
nas curvaturas®. Temos ainda, que h(x,y) descreve a altura da membrana.

No espaco de Fourier (¢ = (¢, q,)), & equacao 4.5 torna-se:

1 4 2
fc:ﬁkcgq ’hQ|

onde A é a area no plano z — y. Note que a energia de curvatura, que é
proporcional a ¢* por modo, é mais suave em grandes comprimentos de onda,
do que aquela correspondente a tensao superfcial dada pela equagao 4.2.
Entao esperamos que o efeito das flutuacoes térmicas nessas membranas
seja ainda mais significativo do que o problema de deformacoes térmicas

devido & presenca da tensao superficial. Novamente, temos que:

G(q) = k. q4

E assim,

kpT kT
G(q)  keq

O valor quadratico médio das flutuacgoes no espaco real sao dadas por:

(| h(@) 7y =

(4.6)

_ 8%h

- 2
*Na expressao 4.5, temos que hy, = % e hyy = o2
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) = 3 UMD P = gz [ 4@ )
i Kk 47)

Se a membrana estiver sujeita a um potencial externo, caracterizado por
Vb, que pode estar relacionado com as interagoes da membrana, a energia

livre pode ser escrita:

1 12
AF, = §kc {/dm dy (h2 +h3)+ Vy / dr hQ(r)} (4.8)

que pode ser reescrita:

AF, = %k / da dy [(h2 + h2) + & b7 (4.9)

. o 1
em que o comprimento de persisténcia £ ~ (k./Vp)? corresponde ao com-
primento no qual os ¢'s pequenos sao cortados. Como a distribuicao de

probabilidade continua gaussiana, o fator G(¢) é entao:

G(@) = ke (" + &™)

O espectro das flutuagoes passa a ser entao:

kT kgT 1
G@) ke (¢"+&7)

4.2.3 A Membrana das HeméAcias

(| h(@) Py =

(4.10)

A aplicagao da teoria elastica & membrana das hemaécias foi realizada por
Nir Gov et al. em 2003 [20] e revisada em 2007 [24|. Faremos nessa segao
um breve resumo dos modelos apresentados.

No modelo apresentado em [20], o citoesqueleto de espectrina é tratado

como uma camada infinitamente rigida, localizado a uma distancia fixa d, em
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relacao a membrana, cujas conexoes espacadas com a membrana® resultam
em uma alta tensao superficial efetiva ¢ e o confinamento total é modelado
como um potencial harménico, caracterizado por ~.

A escala de comprimentos, devido ao confinamento, esta relacionada com
um comprimento de persisténcia da membrana que, por sua vez, esta rela-
cionado com o comprimento de onda no qual as flutuagoes da membrana
sao confinadas. Entao, pode-se dizer que o potencial de confinamento esté
relacionado com a dureza da rede de espectrina.

No modelo revisado, apresentado em [24], a teoria vai além de duas mem-
branas acopladas através de um potencial harmonico, utilizando um modelo
microscopico que leva em conta o volume excluido das duas membranas a
uma distancia fixa, mantida por uma pressao externa homogénea. Assim, é
obtido um potencial harmonico de interacao que depende de um termo de
interagao constante, do modulo de curvatura da membrana k e/ou do mo-
dulo de cisalhamento do citoesqueleto p, bem como da distancia entre as
membranas d.

As duas membranas que interagem nesse caso formam uma membrana
composta de uma parte fluida e outra solida: o citoesqueleto de espectrina
é modelado como uma membrana soélida e a bicamada lipidica como uma
membrana fluida. A arquitetura de uma membrana composta é usada pelas
células para prover estabilidade mecénica; isso ¢ realmente necessério para
as hemacias, pois elas sao constantemente expostas a um estresse mecanico
nos vasos sanguineos.

O modelo prevé que para flutuagdes com comprimentos de onda maiores
que 400 nm as flutuagoes sao bem descritas por uma unica membrana com
uma curvatura efetiva. Essas flutuagoes sao governadas pela curvatura da
membrana lipidica e um moédulo de cisalhamento bidimensional que vem do
citoesqueleto de espectrina. O acoplamento curvatura-cisalhamento traz uma
contribuicao tipo tensao superficial e um termo de potencial de confinamento
que devem ser adicionados ao modulo de curvatura da bicamada. O funcional

continuo para a energia livre sera:

*A area de contato dos pontos de ligacao do citoesqueleto com a membrana é pequena

(~ 1 nm) quando comparada com a distAncias entre esses n6s (~ 100 nm).
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1 1 1

em que «ay, ¢ o termo que surge do acoplamento dos médulos de curvatura
da membrana e de cisalhamento do citoesqueleto e v é o coeficiente que
caracteriza o potencial harmoénico de confinamento. A curvatura efetiva pode

ser escrita, por:

Keo(q) = ky + oy g+ ol g

Considerando essa curvatura efetiva, as fungoes de correlagao espacial

serao dadas por:

kT kT
hoh ) = — 4.12
Vah—a) ¢ lky+opq2+vqY  ¢* Ke(q) (4.12)

em que ky ~ 25 kgT é o moédulo de curvatura de uma bicamada lipidica.
Espera-se que o valor constante da curvatura da membrana lipidica seja in-
dependente da forma da hemacia.

Como p =~ kpT/I?, isso leva a um modulo de curvatura constante para
o emaranhado de espectrina que é menor quando comparado com o da
membrana lipidica. Usando um moédulo de cisalhamento tipico para o con-
junto de espectrinas da hemacia temos p = 1072k T nm~2 e obtemos k., =
(0,1—0,6)kgT. A presenca de uma curvatura média ndo-nula de uma mem-

brana solida age como um potencial de confinamento:

_ 4

dsS (2H? — K
7= AS( )

que depende da curvatura local média H e a curvatura local Gaussiana K, e
é determinada por uma média sobre a area da membrana A.

Através do ajuste dos espectros das flutuagoes dos dados experimentais
obtidos por [25] e [26], os parametros elasticos da membrana e do citoesqueleto

foram obtidos. A principio, todos os pardmetros podem ser medidos de
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maneira independente em experimentos diferentes. Essas constantes elas-
ticas variam para diferentes células e dependem fortemente das condigoes
experimentais.

As discrepancias entre os valores obtidos sao resolvidas levando em conta
as diferentes "temperaturas efetivas"das células, dada por T¢y, devido a ativi-
dade celular. A temperatura efetiva foi usada como conceito fenomenolégico
para quantificar as flutuagoes nao-térmicas e ativas. Essa temperatura é
maior que a temperatura real devido a transducao de energia quimica em
energia mecéanica. O teorema da Equipartigao vale considerando 1/2 kgT.y
para cada grau de liberdade. Assim, renormaliza-se os valores do médulo de
curvatura para serem maiores do que os obtidos nos ajustes por um fator de

T.; /)T [24].
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Capitulo 5

Experimentos e Discussoes 11:

Hemacias

5.1 Microscopia de Desfocalizacao Aplicada ao

Estudo da Hemacia

Uma outra aplicacao recente para a Microscopia de Desfocalizagao foi no
estudo das hemaécias. A hemaécia é um objeto de fase por ser transparente
a luz visivel vermelha e pelo fato de que algumas de suas partes estarem
sempre desfocalizadas [27]. Além de ser um objeto mais complexo que os
macrofagos, a motivagao para o uso das hemécias era o estudo das vibragoes
(flickering) presentes em sua membrana e também de suas propriedades 6p-
ticas e mecanicas.

Em 1890, Browicz descreveu o movimento vibratério em hemaécias hu-
manas e essas observacoes foram confirmadas em 1949 por Pulvertaft com
o uso de um microscopio de Contraste de Fase [28]. Em 1975, Brochard e
Lennon [29] mostraram que essas vibragoes eram causadas por flutuagoes tér-
micas da espessura da hemaécia e apresentaram um estudo do espectro dessas
flutuacoes.

Ao contrario do que acontecia para os macrofagos, as hemacias sao objetos
de fase que possuem uma certa espessura que deve ser levada em conta. Entao

a expresssao para o contraste é escrita como [27]:
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Figura 5.1: (a) Definigoes de h; e hg em um corte em uma hemécia. (b)

Hemacia desfocalizada: o centro da célula aparece preto se o plano focal esta
abaixo da metade da heméacia e branco se o plano focal esta acima da metade

da célula.

oy =10 =1 _ 2@(Af - M)v%m (5.1)
I n 2

em que C(r) é o contraste da imagem, I(r) e Iy sdo a intensidade luminosa
na hemacia e no background, respectivamente; hy(r) e hy(r) sdo as alturas
da superficie superior e inferior da hemacia em relacao a lamina de vidro
(figura 5.1a) em que a amostra estd € An = ng — Nypeio, cujo sinal dependera
se a luz esta entrando na célula ou saindo dela. Ou seja, a equagao mostra
que o contraste de uma hemaécia desfocalizada é proporcional a curvatura.
Vemos que se Af = (hy + h)/2, o contraste se anula e essa posicao é o meio
da hemaéacia. Se o plano focal estd em alguma posicao acima ou abaixo do
meio da hemaécia, o seu centro aparece branco ou preto (figura 5.1b). Temos
também, que hy(r) + hy(r) tem um valor constante que corresponde a altura
da parte mais espessa da célula.

A partir do contraste médio das imagens, foi possivel obter a forma,
o tamanho e o indice de refracdo em [27]. Além disso, das flutuagoes do
contraste, pelo fendmeno de flickering, o moédulo de curvatura e a viscosidade

do citoplasma também foram obtidos.
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5.2 Microscopia de Desfocalizacao: Limite de
Af — oo

Nessa secao mostraremos a uma expressao que nos permitird obter mais
facilmente o modulo de curvatura efetivo K.(¢q) da hemécia através da Mi-
croscopia de Desfocalizacao, no limite de grandes desfocalizagoes. Na tese de
Doutorado de Giuseppe Glionna desenvolvida em nosso laboratoério, obteve-se

a seguinte expressao para a funcao de autocorrelacao espacial do contraste:

coem) = B8 g nan [ ) et (FEE=2)
+ ([ ha(a) |2>sen2<%k_m))] (5.2)

na qual, (| hi(q) |*), {| ha(q) |*) sdo os espectros espaciais das flutuagoes

das interfaces superior e inferior, localizadas em p; e ps, respectivamente.

Podemos reescrever o termo sen?z como:

e (ESGE) (P
o (Ee) - (P

Para A f muito grande, que no caso da hemacia é Af > 3um, as integrais

com cossenos tendem a zero e a equacao 5.2 pode ser escrita como:

(Ank0)2

o ]ﬁ dq q ({| h1(q) [*) + (| ha(q) I*)) Jo(qr) (5.3)

(CO)C(r)af— =

Do modelo de acoplamento de uma membrana solida e outra fluida [24],

descrito na segao 4.2.3, temos que os espectros das flutuagoes sao dados por:

kT

h(g) P =
<| 1(Q) ’ > k, q4—|—Oél q2_|_,71
kgT

h 2y = 5.4
(| halq) ) [T (5.4)
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No limite de Af — oo, nao é possivel distinguir as duas interfaces, pois

o valor de {| h1(q) |?) ¢ muito préximo do valor de (| ha(q) |?). Assim,

(| hnla) I*) = (| ha(a) [*) = (| hla) *)

e a funcao de correlagao sera:

(C0)C(r)) =

U [ g4 {1 bia) 1 utar (5.5)

0

Através da transformada de Hankel da funcao de autocorrelagao podemos

obter uma expressao para (| h(q) |*):

™

(| hlq) ) = m/dﬂ“ Jo(qr)(C(0)C(r)) (5.6)

De posse da equagao para (| h(q) |?) podemos definir a curvatura pela

seguinte expressao:

1
K.(q)

q*

=q'(| h(q) ") = (Anko)? /dm’ Jo(qr){C(0)C(r)) (5.7)

5.3 Metodologias Experimentais

5.3.1 Montagem Experimental

A montagem experimental utilizada no estudo das hemacias foi a mesma

descrita em 3.4.1.

5.3.2 Porta-Amostras

Para as hemacias, o porta-amostras ¢ uma pequena lamina de vidro (Corn-
ing) de aproximadamente 15 mm de espessura e um O-ring de borracha de
cerca de 1,5 mm de didmetro colado na superficie através de parafina (cera
de vela) derretida. Esse porta-amostra também é levado a capela para ester-

ilizagao antes do experimento.
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5.3.3 Preparacao das Células

As amostras de hemécias sao preparadas no momento do experimento. O
sangue, retirado do nosso proprio dedo, é diluido em uma solucao de PBS
(Phosphate Buffer Saline) (pH 7.4) com BSA (Bovine Serum Albumin), na
concentragao de 1 mg/ml. O BSA faz com as hemacias mantenham a sua

forma discoide durante o experimento [27].

5.3.4 Experimento Realizado

Apos preparada a solucao com a células, preenchemos um o-ring com
essa solucao, colocamos no microscopio, focalizamos e esperamos as hemé-
cias decantarem para comecarmos o experimento. Usando o deslocador
piezoelétrico, podemos fazer a desfocalizagao de maneira controlada. Ajusta-
mos o meio da hemaécia (posi¢ao na qual o meio da célula e o background tem
o mesmo nivel de cinza) e deslocamos o eixo z do deslocador de 3um, deixando
a imagem desfocalizada. Normalmente, usamos um pedaco de lamina para
tampar a amostra, mas nesse caso estamos querendo que a solugao evap-
ore para observamos as mudangas na forma da hemécia. Usamos também
um filtro vermelho, que transmite a luz com comprimentos de onda maiores
que 590 nm, para evitar a absors¢ao, de modo que somente efeitos da des-
focalizagao sao observados |27]. Fizemos filmes de 5 minutos das heméacias
escolhidas, com intervalo de 10 minutos entre eles, até que a hemacia ficasse

na forma equinocita (figura 5.2).

4 . > .\\
k\_—" i \q ’c
- -
O t=0 l.\'-..-a"‘ =
>

Figura 5.2: Mudanga na forma da hemécia durante o experimento. O tempo
t = 0 é o momento de inicio do experimento que tem a duracao de cerca de

3h. A imagem foi feita por Microscopia de Desfocalizagao.
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5.4 Resultados e Discussoes

As imagens obtidas durante os experimentos passaram pelo mesmo pro-
cesso de digitalizacao descrito em 3.5.1. Estamos interessados em obter as
funcoes de autocorrelacao espaciais para as flutuagoes que ocorrem no centro
das hemacias. Essas fungoes de correlagao foram obtidas através de um pro-
grama desenvolvido em nosso laboratério em rotina Delphi que nos permite
calcular a fungdo em uma &rea (formando um circulo), melhorando assim
a estatistica dos dados obtidos. Obtivemos as funcoes de correlacao espa-
cial para varios tempos, acompanhando a mudanca de forma na hemécia,
partindo da forma discoide até a forma equindcita.

Vemos nas figuras 5.3a e 5.3b, uma func¢ao de correlacao para a heméacia,
respectivamente na forma discoide e equinocita, em fungao do raio*.

Através do programa Mathcad, fizemos as transformadas de Hankel das
fungoes de autocorrelacao. A transformada é obtida da seguinte expressao
[30]:

Jo drr(C(0)C(r)) Jo(qr)
< Ji(qa)

em que a sao as raizes da fun¢ao de Bessel de ordem zero Jy. Ao multiplicar-

L
K¢

H{(C(0)C(r))} =

= e ) P

mos a funcao de saida da transformada por ¢*, obtemos vista nas figuras

5.4a e 5.4b.

De acordo com [24], temos:

1 1

(| h(g) ) Eel L k(g [2) = _

_kcq4+ozq2+7 %—i—ﬁw—i-k];w KC(Q)

O termo « é muito menor que os outros e nao contribui significavamente

e, assim, ajustamos nossos dados usando uma curvatura efetiva, dada por:

k
_ e 4 v
kBT kBT q4

Kc(q) (5.8)

*Q raio é dado pelo niamero de pixeis da linha utilizada para gerar a curva multiplicado

pelo tamanho do pixel, que é de 0, 13 pm.
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Figura 5.3: (a): Funcdo de autocorrelagdo em fungdo do raio para uma
hemécia na forma discéide. (b) Func@o de autocorrelagdo em fungao do raio

para uma hemécia na forma equinécita.

Fazendo o ajuste das curvas 5.4a e 5.4b usando a expressao 5.8, obtemos
os valores para k./kgT e para v/kgT.

Conforme mencionado em 4.2.3, o potencial de confinamento esta rela-
cionado ao moédulo de cisalhamento p do citoesqueleto. No nosso experi-

mento, a expressao que relaciona essas grandezas é:

1 2 (7
724,LLZ/dA/€2(7’):4,U,ﬁ/O drr &*(r) = 4p fa

em que k(r) é a curvatura local da hemécia. Do contraste médio das imagens

obtemos k(r), através da seguinte expressio:

(C) = 2%(AF - @) K(r)

De [27], temos que An/n = 0,042 e nos nossos experimentos AF — (h; +
ho/2) = 3 pm. Assim, k é dado por:

(C)
wr) = 5% 0,042

Nas figuras 5.5 e 5.6 apresentamos os graficos de x%(r) xr para as heméacias

na forma discoide e equindcita, respectivamente. Para obtermos o valor de
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Figura 5.4: (a) Curva para a (%C) x ¢ para a hemécia na forma discoide. No

gréafico, os pontos correspondem aos dados experimentais e a linha corresponde
ao ajuste. Os dados obtidos no ajuste estao ao lado da curva. (b) Curva
para a (%C) X q para a hemécia na forma equindcita. No grafico, os pontos
correspondem aos dados experimentais e a linha corresponde ao ajuste. Os

dados obtidos no ajuste estao ao lado da curva.
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Figura 5.5: Curva para x2(r) x r para a hemacia discdide. O raio é dado
pelo ntimero de pixeis da linha utilizada para gerar a curva multiplicado pelo
tamanho do pixel, que é de 0,13 um.A partir da curvatura podemos obter o

valor para o modulo de cisalhamento p do citoesqueleto.

k, devemos saber o nivel de cinza médio do background, que nesse caso é
(Npkg) = 198,91. Para a hemécia com a qual estamos trabalhando, temos

que a funcao f4 é dada por:

2 3,12 )
fA = m/o' d?” TR (T)

A integral de x%(r) dr ¢ feita numericamente usando o KaleidaGraph e,

nesse caso, temos:

3,12
/ drr?(r) =2,41 = f4 = x 2,41 = 0,50 pm >
0

2
(3,12)2
De posse do valor de f4 e dos ajustes obtidos para a transformada da

correlacao, podemos calcular o médulo de cisalhamento:

y (624 14) x 108 kT _,
:4 —_ ———— pr—
V=dnfa s = e 4% 0,50

= (3,1£0,7) x 102 kgT nm ™

Repetimos o mesmo procedimento para essa heméacia na forma equinocita.
Fizemos a transformada da funcdo da figura 5.3b, e do ajuste (usando a

equagao 5.8), obtemos os seguintes valores:

-2
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Figura 5.6: Curva para k(1) x r para a heméacia equindcita. O raio é dado
pelo niimero de pixeis da linha utilizada para gerar a curva multiplicado pelo
tamanho do pixel, que é de 0,13 pm. A partir da curvatura podemos obter o

valor para o médulo de cisalhamento p do citoesqueleto.

ke
kT

g

— = (90 + 11) x 10> um™*
T ( ) x 10% pm

=T+ 1)
A curva de k*(r) x r é vista na figura 5.6. Como o background é um pouco
diferente nesse caso, (Nyyy) = 201,2, temos um f4 = 0,41. Desse modo, o

modulo de cisalhamento seré:

v (90 £11) x 10° kgT  _,
ILL g g Mm
Adfa 4 x 0,41
= (5,5+0,7) x 1072 kgT nm ™2

-2
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5.5 Conclusoes Parciais

Conforme dito na se¢ao 4.2.3, k¢/kgT de uma membrana lipidica é da
ordem de k¢/kpT~ 25. Os valores obtidos para os parametros elasticos
nesse trabalho também sao bem menores do que os esperados, como ocorre
em [24], e se devem ao fato de que processos ativos ocorrem: o ATP desfaz
as conexoes entre o citoesqueleto e a membrana, que sao refeitos depois de
um tempo. Esse é o processo dinamico que foi modelado por [24] através da
tempertatura efetiva, que é maior que a temperatura real da amostra. Assim
as flutuacoes da hemaécia tem origem tanto térmica quanto quimica.

Os valores obtidos estao de acordo com os valores mencionados por [24],
indicando que a Microscopia de Desfocalizacao pode ser usada para a deter-

minacao das propriedades elasticas das hemacias.

Parametro Hemacia Discoide | Hemacia Equinécita
Curvatura da Membrana
k./kgT (1,b+1,1) (7T+1,1)
Parametro de Confinamento
v/kgT (60 £ 14) x 103 pm~* | (90 & 11) x 103 pym~*
Moédulo de Cisalhamento
p/kgT (3+1)x102nm2 | (5,5+1) x 1073 nm ™2

Tabela 5.1: Valores para os parametros elasticos obtidos usando a Microsco-
pia de Desfocalizagdo, no limite de Af muito grande, comparando hemacias

na forma discéide e equindcita.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas

No presente trabalho nos dedicamos a aprender e aplicar duas técnicas
opticas: A Microscopia de Desfocalizagao e o Espalhamento Quase-Elastico
de Luz. Realizamos medidas em amostras biologicas, tais como macrofagos
e hemacias.

A associacao da Microscopia de Desfocalizacao e do Espalhamento de Luz
tinha por objetivo tentar explicar um modelo teérico de motilidade celular,
através das flutuacgoes presentes na membrana dessas células. Os tempos
caracteristicos dessas flutuacoes foram obtidos tanto pela videomicroscopia
quanto pela fungao de autocorrelacao de intensidades. O tempo da ordem
de milissegundos, previsto pelo modelo, foi obtido pelo espalhamento de luz,
apesar de nao ser muito reprodutivo e de nao termos certeza se a luz espal-
hada é originada nas interfaces e nao no volume das células.

Além disso, uma revisao recente da teoria de desfocalizagao permitiu que
novos experimentos fossem propostos para a aplicacao dessa técnica. Nesse
trabalho, apresentamos a nova teoria no limite de grandes desfocalizacoes e,
utilizando a hemaécia como objeto de estudo, encontramos uma maneira de
obter os parametros elasticos da membrana e do citoesqueleto. Conseguimos
obter comportamentos e valores compativeis com aqueles previstos teorica-
mente, mas precisaremos de mais experimentos para validar estes resultados.

Esse trabalho abriu varias frentes de pesquisa no nosso grupo e nos permi-
tiu aprimorar as técnicas e anélises que ja estavam sendo realizadas. A me-

dida dos parametros elasticos devera ser realizada também para os macrofa-
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gos e em vesiculas, que sao sistemas modelo para bicamadas lipidicas. Além

disso, pretendemos ampliar o uso da Técnica de Microscopia de Desfocaliza-

¢ao para amostras inorganicas.
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Apéndice A

Protocolo para manutencao da

cultura celular

A manutencao constante de uma cultura dos macréfagos é essencial para
a sua sobrevivéncia e para garantir a "qualidade"das células que serao uti-
lizadas nos experimentos. Descreveremos nesse apéndice o protocolo utilizado

para esse procedimento.

1. Descongelar a tripsina (proteina responséavel por "descolar"as células
da garrafa de cultura); ligar a capela e a lampada ultravioleta. E
importante sempre limpar a capela e todos os instrumentos com dlcool

70% antes de realizar o procedimento.

2. Na garrafa de cultura que esta na estufa (a 37° e 5%C0Os), descartar o
meio de cultura e colocar cerca de 500 ul de tripsina para lavar o resto

do meio de cultura e descartar todo o restante.

3. Colocar 1ml de tripsina na garrafa de cultura e coloca-14 novamente na
estufa por 1 minuto. Ao retirar essa garrafa da estufa, bater levemente
no fundo para "soltar"as células. Caso as células nao se soltem, colocar

mais 500 ul de tripsina, voltar com a garrafa para estufa por mais 30 s.

4. Colocar 5ml de meio de cultura completo na garrafa para neutralizar a

acao da tripsina e transferir todo o contetido para um tubo tipo Falcon.
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5. Centrifugar a solugao por 10 minutos & 1000 rpm. Observar a formacao
de um algomerado de células no fundo do tubo (chamado pellet) e

descartar somente o meio.

6. Colocar 5 ml de meio de cultura completo novo no tubo e colocar no

agitador para ressuspender as células.

7. Contar as células usando uma camara de Neubauer*. Diluir a solu¢ao

com meio de cultura completo até obtermos 2 x 10° células/ml.

8. Em uma garrafa de cultura nova, colocar meio suficiente para completar

5 ml, considerando meio e células.

*A camara de contagem de Neubauer é usada para contar células em meio de cultura
atraves da observacao por um microscopio de uma rede calibrada de dimensoes conhecidas.
Os macrofagos sao contados dentro dos 25 pequenos quadrados centrais. O ntmero obtido

deve ser multiplicado por 10* para sabermos a quantidade por mililitros.
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Apéndice B

Calibracao das medidas de
espalhamento usando microesferas

de poliestireno: medidas do raio

Na tentativa de compreendermos os resultados obtidos no espalhamento
realizado na membrana dos macrofagos, realizamos o mesmo espalhamento
em microesferas de poliestireno de diAmetro namométrico. A razao da escolha
de microesferas com diametros dessa magnitude é o tempo caracteristico do
movimento Browniano das mesmas.

De acordo com as nossas previsoes, esse tempo deveria ser bem proximo
do tempo relacionado com as flutuagoes térmicas da membrana do macréfago,
um dos requisitos para que o modelo da Catraca Browniana possa ser apli-
cado nesse caso. Por essa razao esse experimento é tratado como calibracao:
através dos tempos obtidos nesse procedimento, selecionamos a escala de
tempo para o correlacionador trabalhar e podemos entender a geometria de
espalhamento.

Para a realizacao do experimento, preparamos uma solucao de 7 ul de mi-
croesferas de poliestireno em 200 pl de dgua deionizada (18,3 M€?). Segundo
o fabricante, as microesferas tem o diametro de (85 £ 6) nm . O porta-
amostras desse experimento é o mesmo utilizado para as hémacias (descrito
em 5.3.2) e o espalhamento ¢é realizado com o laser de He-Ne. Cada medida

da fungao de autocorrelacao temporal tem a duragao de cerca de 20 minutos
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para garantir uma boa relagao sinal-ruido.
Se ajustarmos a curva de autocorrelacao temporal da intensidade, ap-

resentada na figura B.1 usando uma exponencial simples podemos obter o

tempo caracteristico para o movimento Browniano das microesferas:

(1(0)I(¢)) = B+ Aer=B+ Ae Tt

4,445 10° .

4.4410° |

i
~—

— 4,435 10° L
(o]

=
A\

4,4310° L

0 0001 0002 0003 0004 0005 0,006 0,007
Tempo (s)

4,425 10°

Figura B.1: Curva de autocorrelacao de intensidade obtida para o espalha-

mento das microesferas. O ajuste é feito com uma exponencial simples e temos

(1) = 0,257 ms (média de cinco valores).

O valor de 7 é obtido da média de um conjunto de curvas de autocorre-

lacao. Para esse caso, o conjunto possui 5 curvas diferentes:

103

= = ! B.1
0,257 s 3835,5 s (B.1)

(1) =0,257Tms = (I')

Supondo uma geometria de retroespalhamento, o vetor de onda é dado

por:

g=2xnxky=264um" = q¢>=0697,14 um? (B.2)
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Mas sabemos que:

I'=¢xD= (I')=¢ x (D) (B.3)

em que D é o coeficiente de difusao das microesferas. Além disso, estamos
no regime heterodino, ou seja, temos a atuacao de um oscilador local, no

caso a lamina de vidro do porta-amostras. Podemos obter (D) invertendo a

equagao B.3:
(") 3885, 5 9 -8 2
<Dhet> = ? = <Dhet> = 697’ 14 = 5,57 Hm /S = 5,57 x 107° em /S(B4)

Usando a equagao de Einstein, que relaciona o coeficiente de difusao com

a temperatura e a viscosidade [31], podemos obter o raio das microesferas:

kT
D = = (R
6mR (F)

kT
~ 6m(D)

(B.5)

Se usarmos 1 = 0,91 x 1072 poise e kgT = 4,1 x 10~ erg, na equacao

B.5 temos:

4,1 x 107" erg .cm
) = : — (R) ~ 0,043 B.6
) 6m(0,91 x 10-2)(5,57 x 10~8(cm?2/s)) (R) =~ 0,043um  (B.6)

Ou seja, obtemos um raio compativel com o valor fornecido pelo fab-
ricante, dado por R = (42,5 4+ 3) nm, comprovando que estamos com a

geometria de retroespalhamento e no regime de espalhamento heterodino.
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Lista de Figuras

2.1

2.2

2.3

3.1

3.2

O macroéfago é uma célula do sistema imune inato, cuja princi-
pal funcao é realizar a fagocitose. Essa célula esta presente em
varios tecidos e recebe nomes especificos de acordo com a sua
localizacao. Imagem feita por Microscopia de Desfocalizacao. .
Esquema do filamento de actina: cada monémero de actina se
encontra com quatro outros e o filamento se forma em dupla
hélice cujo passo éde 37nm. . . . . . . . .. ...
Esquema de funcionamento da catraca Browniana (figura da
referéncia [1]). Temos uma membrana cujo coeficiente de di-
fusao é dado por D em um campo de forga —f. O filamento
de actina se encontra a uma distancia x da membrana. Nesse
caso, temos que « e 3 sao as taxas de adi¢ao e remogao para

o monomero, de tamanho 20, respectivamente. . . . . . . . ..

(b) Macrofago aderido em uma lamina de vidro; (c) Ruffles:
grandes ondas coerentes que se propagam das bordas em di-
re¢ao ao nucleo; (d) Pequenas Flutuagoes Aleatdrias: possivel-
mente de origem térmica. Figura da referéncia [12]. . . . . . .
Montagem experimental utilizada nos experimentos. A linha
pontilhada mostra o microscopio invertido e a microesfera rep-
resenta as amostras. As imagens gravadas usando a camera
CCD sao enviadas posteriormente para o computador. O laser
de He-Ne é usado nos experimentos de espalhamento no qual a

luz retroespalhada é coletada no detetor de fétons e enviada a

um correlacionador digital que esta acoplado a um computador. 17
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3.4

4.1

4.2

5.1

5.2

2.3

(b) Funcao de Autocorrelagao temporal obtida pela Espectro-
scopia de Correlagao de Fotons: 71 = (20 £ 3) ms e 7» =
(8 £ 2) s; inset: 0,1 s iniciais. (c) Logaritmo da curva de
autocorrelagao temporal (b). . . . . ... L
(b) Fun¢do de Autocorrelagao temporal obtida pela Espectro-
scopia de Correlagao de Fotons: 71 = (40 £ 6) ms e 7 =
(9 £ 1) s; inset: 0,1 s iniciais. (c) Logaritmo da curva de

autocorrelagao temporal (b). . . . . ...

As hemacias sao as células vermelhas do sangue e a sua prin-
cipal funcao ¢ fazer o transporte de oxigénio através do organ-
ismo. Foto: Dave McCarthy and Annie Cavanagh/Wellcome
Trust. . . . . ..
Direita: hemacia em sua forma natural conhecida com dis-
coide; Fsquerda: se a hemécia discoide for imersa em uma
solugao muito concentrada, ela sofre uma mudanca obtendo

uma forma chamada de equinécita. . . . . . . ... ... ...

(a) Defini¢oes de hy e hy em um corte em uma hemacia. (b)
Hemaécia desfocalizada: o centro da célula aparece preto se o
plano focal esta abaixo da metade da hemécia e branco se o
plano focal esta acima da metade da célula. . . . . . .. ...
Mudancga na forma da hemaécia durante o experimento. O
tempo t = 0 é o momento de inicio do experimento que tem a
duracao de cerca de 3h. A imagem foi feita por Microscopia
de Desfocalizacao. . . . . . . . . . ... L.
(a): Fungao de autocorrelacdo em fungao do raio para uma
hemacia na forma discoéide. (b) Fungao de autocorrelagao em

funcao do raio para uma hemaécia na forma equindcita.
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(a) Curva para a (KLC) X ¢ para a hemaécia na forma discdide.
No grafico, os pontos correspondem aos dados experimentais
e a linha corresponde ao ajuste. Os dados obtidos no ajuste
estao ao lado da curva. (b) Curva para a (KLC) X ¢ para a hema-
cia na forma equindcita. No grafico, os pontos correspondem
aos dados experimentais e a linha corresponde ao ajuste. Os
dados obtidos no ajuste estao ao lado da curva. . . . . . . ..
Curva para k%(r) x r para a hemécia discdide. O raio ¢ dado
pelo nimero de pixeis da linha utilizada para gerar a curva
multiplicado pelo tamanho do pixel, que é de 0, 13 ym.A partir
da curvatura podemos obter o valor para o médulo de cisal-
hamento p do citoesqueleto. . . . . . .. ...
Curva para k*(r) X r para a heméacia equindcita. O raio é
dado pelo nimero de pixeis da linha utilizada para gerar a
curva multiplicado pelo tamanho do pixel, que é de 0, 13 pum.
A partir da curvatura podemos obter o valor para o médulo

de cisalhamento p do citoesqueleto. . . . . . .. ..o L.

Curva de autocorrelagao de intensidade obtida para o espalha-
mento das microesferas. O ajuste é feito com uma exponencial

simples e temos (1) = 0,257 ms (média de cinco valores). . . .
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