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RESUMO

A eclosdo da sindrome respiratdria aguda grave causada pelo coronavirus-2 (SARS-CoV-2) co-
mecou no final de 2019 e se espalhou pelo mundo, infectando milhdes de pessoas, com mais de
5 milhdes de mortes no planeta. Para combater o virus, € necessario entender como funcionam
as suas principais estruturas, principalmente as responsaveis pela patogenicidade da infec¢ao
viral. Entender, do ponto de vista fisico, a estrutura e as propriedades do SARS-CoV-2 ¢ extre-
mamente importante para encontrar pontos vulneraveis que possam elucidar os mecanismos de
direcionamento de medicamentos, por exemplo. A determinagao da ultraestrutura e das propri-
edades nanomecanicas do SARS-CoV-2 pode classificar suas propriedades mecanicas e langar
luz sobre novas rotas de tratamento. Este trabalho tem a Microscopia de For¢ca Atdmica como
a principal ferramenta para a investigagcdo da ultraestrutura e propriedades nanomecanicas do
virion inativado de SARS-CoV-2. As particulas virais de SARS-CoV-2 foram analisadas, com
foco especial em sua ultraestrutura, conformagao de adsor¢ao e comportamento nanomecanico.
Os resultados revelaram aspectos da organizagao e distribui¢do espacial das proteinas na super-
ficie das particulas virais. Também foi demonstrado o comportamento complacente e maleavel
da membrana e sua capacidade de recuperagao de lesdes mecanicas. Foram medidas pelo menos
trés camadas que compdem a membrana e sua espessura. Este estudo fornece uma visdo singular
sobre a ultraestrutura das particulas SARS-CoV-2 em nanoescala, trazendo novas perspectivas

que podem ser empregadas no mapeamento da superficie viral.

Palavras-chave: SARS-Cov-2. Biofisica. Nanomecanica. Virologia Fisica. Microscopia de

Forca Atomica.
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ABSTRACT

The ongoing outbreak of the severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2)
started in later 2019 and spread across the world, infecting millions of people with over 5 million
deaths worldwide. To fight back the virus is necessary to understand how its main structures
function, especially those responsible for the virus infectivity pathogenicity. Understanding
from the physical point of view the structure and properties of SARS-CoV-2 is extremely impor-
tant to find vulnerable points that can elucidate the mechanisms of drug targeting, for example.
Determining the ultrastructure and nanomechanical properties of SARS-CoV-2 can clasifiy its
mechanical properties and shed light on new treatment routes. This study has Atomic Force
Microscopy as the main tool for the investigation of the ultrastructure and nanomechanical pro-
perties of the SARS-CoV-2 inactivated virion. Here, using the most advanced Atomic Force
Microscopy techniques, SARS-CoV-2 viral particles were analyzed, with an especial focus on
their ultrastructure, adsorption conformation and nanomechanical behavior. The results uncove-
red aspects of the organization and the spatial distribution of the proteins on the surface of the
viral particles. It was also shown the compliant behavior of the membrane and ability to reco-
ver from mechanical injuries. At least three layers composing the membrane and their thickness
were measured. This study provides new insight into the ultrastructure of SARS-CoV-2 particles

at the nanoscale offering new prospects that could be employed for mapping viral surface.

Keywords: SARS-Cov-2. Biophysics. Nanomechanics. Physical Virology. Atomic Force Mi-

Croscopy.
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1. Introducao

Ao final de dezembro de 2019, um novo coronavirus (2019-nCoV; SARS-CoV-2) afetou
muitas provincias da China e varios paises do mundo. Com o crescimento do numero de infec-
¢oes em todos os continentes, a coronavirus disease (COVID-19) foi considerada uma pandemia
pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS). A COVID-19 ¢ uma infecgao viral altamente trans-
missivel e patogénica causada pelo coronavirus (SARS-CoV-2), que resulta em uma sindrome
respiratoria aguda grave *). O nimero de casos é globalmente crescente, mas nio ha ainda tra-
tamento definitivo para a pneumonia provocada pela COVID-19. Nas ultimas duas décadas,
surtos de coronavirus (SARS-CoV; MERS) e emergéncias intermitentes de saude publica em

todo o mundo nos lembram que os coronavirus ainda sdo uma grave ameaca a satde global .

CoVs sdo virus envelopados com um genoma de RNA positivo, pertencentes a familia
Coronaviridae da ordem Nidovirales, que sdo divididos em quatro géneros (o, /3, v e §) . O
SARS-CoV-2 pertence ao género 5. As CoVs contém, pelo menos, quatro proteinas estruturais:
Spike (S), envelope (E), membrana (M) e nucleocapsideo (N). A proteina S € responsavel pela

ligagdo e entrada do virus nas células alvo, que iniciam o processo de infecgdo 7,

Para a Fisica, os virus se encaixam na categoria de “soft matter” ou material macio, uma
ramificacdo da Fisica da Matéria Condensada *. Nos ultimos anos, a evolucdo da nanotecno-
logia e a identificagdo de que caracteristicas Unicas dos virus possam ser consideradas como
objetos de estado solido, estdo levando a uma visdo renovada dos virus a partir do ponto de
vista da Fisica "%\, Propriedades mecénicas, tais como: elasticidade, fragilidade ou fadiga do
material, constituem caracteristicas fisicas importantes da matéria no estado s6lido. Um recente
termo, Virologia Fisica, vem sendo utilizado para abranger a mecanica de virus e outros estudos
de virus orientados para a Fisica ”"''!. Essa nova analise est4 ligada as abordagens de virologia
estrutural baseadas em técnicas fisicas ou fisico-quimicas, tais como: Cristalografia de Raios
X, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Criomicroscopia (Crio-EM), Criotomografia,

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (ERMN), Espectrometria de Massa, Espec-



troscopia de Fluorescéncia e a Microscopia de For¢a Atomica (AFM) 21,

O desenvolvimento da técnica de AFM e outras técnicas de investigagdo e manipulacdo
em nivel molecular, tém facilitado a exploragio de propriedades na escala nanométrical'*!. Como
consequéncia, varios grupos de pesquisa comegaram a investigar as propriedades mecanicas de
células, moléculas e virus isolados usando AFM e/ou outras abordagens baseadas na Fisica """,
A técnica de AFM ¢ um método para obtengdo de imagens e propriedades fisicas diversas de

varios tipos de superficies, com alta resolugdo, incluindo células vivas ['®.

Além de imagens (mapas topograficos), o AFM fornece caracterizagdo das propriedades
fisicas de uma amostra. E possivel calcular o modulo eléstico de particulas virais individuais
para determinar a resisténcia do capsideo, medindo a forca de ruptura '>'*"). Essas proprieda-
des melhoram nossa compreensdo de como os virus podem sobreviver em diversos ambientes,
uma vez que o capsideo protege o material genético vira, além de permitir a liberacao do con-

116:18] " Do ponto de

tetdo de DNA/RNA ao ser rompido, resultando no processo de infecgdo
vista biologico, a grande vantagem da técnica AFM ¢ a capacidade de obten¢do de imagens de
estruturas biologicas em condigdes fisiologicas *'). Informacdes topograficas e investigagdes de
estruturas intracelulares utilizando esta técnica sdo relatadas em trabalhos como de Nowakowski

[22]

e colaboradores “““, nos quais se observam o citoesqueleto de eritrocitos, além da topografia da

célula.

Um profundo conhecimento das propriedades mecanicas dos virus pode ter consequén-

. . , . . - [23-25] .
cias importantes para o uso de particulas virais em bionanotecnologia . Na escala micros-
copica ou nanoscdpica, muitos fendmenos biologicamente relevantes envolvem forcas dentro
ou entre células ou biomoléculas. Os virus também estdo sujeitos a forcas internas e externas e,
como entidades em evolucao, podem adaptar seletivamente seu comportamento mecanico para

261 A pandemia do coronavirus tem sido extremamente le-

resistir ou mesmo usar essas forgas
tal, dizimando milhares de vidas ao redor do mundo. Apesar de algumas vacinas ja terem sido
desenvolvidas, o tratamento para quem se contamina com o virus SARS-CoV-2 ainda ndo foi
definido. Além disso, 0 SARS-CoV-2 ¢ um novo tipo de coronavirus sobre o qual ndo existem
muitas respostas. A principal motivagdo deste trabalho se encontra na elucidagdo de questdes
referentes a caracteristicas marcantes do virus, a resolugdo de propriedades fisicas, ndo apenas
deste virus, mas dos virus em geral, e na expectativa de que a reunido dessas informagdes seja,

de alguma forma, uma valiosa contribui¢cdo para a futura erradicagdo da COVID-19 e outras

patologias decorrentes de infecgao viral.



Este trabalho possui a Microscopia de For¢a Atomica como ferramenta principal para a
investigacdo de propriedades mecanicas do virus SARS-CoV-2, buscando informagdes sobre a
sua ultraestrutura e dados quantitativos de forcas de adesdo e de resisténcia do capsideo viral,
correlacionando-os entre si € com resultados da literatura sobre virologia fisica e bionanotecno-
logia.

Nesse contexto, a presente pesquisa visa compreender, do ponto de vista fisico, a estru-
tura ¢ propriedades do SARS-CoV-2, a fim de encontrar pontos vulneraveis que podem servir
como alvo para potenciais firmacos. Esses parametros fisicos sdo intensamente estudados pela
Fisica da Matéria Condensada e Ciéncia do Materiais e, quando se trata de sistemas bioldgicos,
pela Biofisica. O primeiro passo deve ser compreender o funcionamento do SARS-CoV-2, medir
suas propriedades e, a partir dai entdo, estudar as interacdes com os candidatos ao tratamento.

Este trabalho de mestrado estrutura-se, primeiramente, com esta introdugdo *. No capi-
tulo seguinte, faz-se uma Revisdo Bibliografica 2, na qual se descrevem conceitos de virologia
fisica, com foco especial no virus SARS-Cov-2, principios da ferramenta principal deste traba-
lho, o AFM, além de uma revisao sobre o emprego do AFM na investigagdo de virus. O capitulo
seguinte descreve os materiais ¢ métodos empregados para investigacdo dos virus 3. Em seguida,
apresentam-se os resultados e discussdes deste trabalho * e, por fim, as conclusdes e perspectivas

para esta pesquisa °, além das referéncias bibliograficas.






2. Revisao Bibliografica

Neste capitulo, apresentam-se os conceitos tedricos sobre o sistema em estudo ¢ as téc-

nicas empregadas para desenvolvimento da pesquisa.

2.1 Virologia Fisica

O estudo da matéria viva deve ser visto como uma parte substancial da defini¢do da Fi-
sica moderna. Os virus estao relacionados a todas as formas de vida e se nota que eles tém uma
grande diversidade na organizagio do genoma e nas estratégias de replicagio *”!. Devido ao
tamanho da escala e a intensidade das interagdes que compdem a montagem do virus, o manejo
das forcas fisicas que impulsionam o crescimento e a forma do virus € particularmente desafi-
ador. Especialmente na escala em que vive a maioria dos virus, existe um acumulo de energia
caracteristica associada a varias interagdes (eletrostaticas, térmicas, mecanicas, etc.) 28 Em
nanoescala, as interagdes mecanicas, eletrostaticas e térmicas e de ligagdes quimicas possuem
magnitudes compativeis a esta escala >/,

A palavra “virus” vem do latim “virus”, significando “liquido venenoso” . Virus séo
nanoparticulas moleculares que assumem o controle de uma célula hospedeira forgando-a a pro-
duzir inimeras copias de si. Estima-se que haja cerca de 1x10%! em nosso planeta; felizmente,
a maioria deles sdo bacteriofagos'. Até 2012, o niimero de espécies de virus capazes de infectar

B1]

humanos era 219 *'; no entanto, provavelmente, houve um aumento nesse numero nos ulti-

mos anos, acarretando em casos de endemias, como a de 2012, com 0 MERS-CoV % ¢, mais
recentemente, a pandemia em 2019, com o SARS-CoV-2 3,

Os virus podem ser considerados como conjuntos dindmicos de nucleoproteinas, capa-
zes de se multiplicarem dentro das células e de se propagarem entre células e organismos. As

particulas virais infecciosas (virions), montadas em uma célula hospedeira, sdo particulas dina-

'Virus que infectam bactérias.



micas, geralmente metaestaveis: sdo resistentes o suficiente para proteger o genoma viral fora
da célula, mas também estdo prontas para sofrerem mudancas estruturais e realizarem as agdes

mecanoquimicas necessérias para infectar outras células %,

Quando um virus infecta uma célula, ele se apossa da sua maquinaria, usando-a para
produzir outros virus . Fora da célula hospedeira, os virus sdo chamados de virions ¢ a sua
composi¢do quimica varia de virus para virus, de forma a ser uma importante peca na sua classi-
ficagdo *°. Um virion normalmente contém um genoma composto de um ou vérios segmentos
de DNA ou RNA de fita simples ou dupla. Um revestimento de proteinas virais estruturais, de-
nominado capsideo, envolve esse genoma. Em alguns virus, o capsideo € circundado por um
envelope derivado da membrana da célula hospedeira *>*%). Os virions podem variar em tama-

7 e em forma, desde virus filamentosos,

nho, com diametro desde 20 nm até cerca de 0,5 ym
com suas proteinas do capsideo dispostas em uma matriz helicoidal ao redor do genoma, até os

virus esféricos, com morfologia icosaédrica *% (Figura 2.1).

Figura 2.1: Comparagdo de tamanhos entre alguns tipos de virus de DNA ou RNA.

Virus de DNA Virus de RNA 3
-
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4 ]
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Parvovirus Picornavirus -;a
—
. & Rhabdovirus
Papovirus "ﬁ (raiva)
Togavirus
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Paramyxovirus

. (caxumba)
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Fonte: Adaptado de Ryan et al. (2018) [36]

As forcas que atuam em um objeto sdo determinantes para a configuracao de sua forma,
como pontuado por D’ Arcy Thompson P*!. Estruturalmente, os virus apresentam diferengas no-
taveis em suas formas, tamanhos, composi¢des moleculares e organizagdes. Considerando ape-
nas sua composicao molecular, os virus sdo geralmente classificados em dois grandes grupos:

envelopados e nao-envelopados, dependendo da auséncia ou presenga de uma camada lipidica



extra (Figura 2.2) %), respectivamente. Os ndo-envelopados, mais simples, sio compostos ape-
nas de uma casca de proteina, o capsideo, feito de multiplas cdpias de uma ou mais proteinas, que
contém o material genético. Em virus ndo-envelopados mais complexos, o capsideo pode conter
ndo apenas o genoma viral, mas também outras proteinas e macromoléculas. Nos envelopados,
o capsideo e/ou outras estruturas internas sdo tipicamente rodeados por uma bicamada lipidica,
o envelope, na qual algumas proteinas estdo embutidas. Alguns virus envelopados tém uma es-
trutura complexa de multiplas camadas, compostas de lipidios, proteinas e/ou nucleoproteinas

[34]

Figura 2.2: Figura esquematica de dois tipos basicos de virions, mostrando seus capsideo com e sem envelope.
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: Virus envelopado
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Fonte: Adaptado de Ryan et al. (2018) [36]

Em virus ndo envelopados, com um capsideo helicoidal ou icosaédrico, a arquitetura
basica desse capsideo determina a arquitetura do virus. Nos envelopados, a situagdo ¢ mais
complexa. Muitos virus com envelope contendo capsideos icosaédricos ou outros tipos de com-
plexos de proteina compactos (nucleo) tendem a adotar uma forma relativamente flexivel, fre-

quentemente esferoidal, que pode diferir em tamanho entre as particulas individuais. Por exem-



plo, nos herpesvirus %!

, um grande capsideo icosaédrico contendo o genoma viral € envolto
por uma camada externa de proteinas, rodeado, por sua vez, por um envelope lipidico. O virus
resultante é consideravelmente maior do que o capsideo e tem forma esferoidal. No Influenza,
varios complexos de nucleocapsidios aproximadamente helicoidais sdo diretamente envolvidos
por uma camada de proteina e um envelope lipidico, fazendo desse virus uma estrutura poli-
morfica. Existem muitas outras variagcdes na arquitetura viral, algumas delas muito complexas.
Em alguns casos, dois capsideos concéntricos sdo encontrados; em outros, os envelopes lipidi-

[34,41]

cos internos estdo presentes . A Figura 2.3 ilustra as diferengas estruturais entre os virus

envelopados da herpes e influenza.

Figura 2.3: Exemplo de comparagdo entre as diferentes formas de virus envelopados: Herpesvirus e o Influenza.

Herpesvirus Virus Influenza

Feito no site BioRender (421,

Na determinacdo da estrutura, a simetria do capsideo é um fator importante que contri-
bui grandemente para sua estabilidade e equilibrio entre o genoma empacotado e o envelope.
Os virus isométricos sdo esféricos, mas geometricamente icosaedros, em comparagdo com 0s
complexos, que sdo isométricos e helicoidais. Os virus envelopados icosaédricos ou helicoidais

s30 muito comuns em animais, mas raros em plantas e bactérias™*'.

Os capsideos helicoidais sdo extremamente simples, podendo, em principio, serem tdo
grandes quanto necessario, afim de encapsular um genoma de acido nucleico. Dessa forma, ndo
haveria limitacao teorica sobre a quantidade de informacao genética armazenada. No entanto, as

restrigdes fisicas e bioldgicas limitam o comprimento dos capsideos helicoidais, que sdo muito



menos frequentes na natureza do que os icosaédricos %,

Em contraste aos capsideos helicoidais, os icosaédricos sdo compostos de 60 componen-
tes, estruturalmente idénticos, que cumprem as restricdes geométricas intrinsecas. Uma vez que
as subunidades da proteina do capsideo sdo assimétricas, o nimero maximo de interagdes entre
as subunidades pode ser estabelecido apenas quando elas sdo organizadas simetricamente. Por-
tanto, um capsideo estavel deve estar em perfeita simetria e com a menor energia livre possivel.
Esse fato limita o tamanho do genoma do 4cido nucleico e, assim, a quantidade de informagao

genética que pode ser incluida %,

Os capsideos icosaédricos sao definidos pelo numero de triangulacao (T =1, 3, 4, 13,
etc.) (Figura 2.4) ™) ou seja, os tridngulos equilateros idénticos formados por subunidades. O
entendimento da forma e estrutura de virus é importante para o uso de particulas virais “auto-
montaveis” (virus like particles self-assembled), estaveis e ndo-infecciosas, para que possam ser

exploradas como candidatos a vacinas e veiculos de distribui¢do de formacos ['>344,

Figura 2.4: Demonstra¢io da automontagem de capsideo, com diferentes niimeros de triangulacdes.

Fonte: Retirado de Parvez (2020) (391
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2.1.1 Propriedades Fisicas dos Virus

Os virus sdo estruturas nanométricas com uma fenomenologia fisica muito rica, cujo es-
tudo inclui: interagdes de longo e curto alcance em nanoescala; cinética e termodinamica de
automontagem de um sistema quase bidimensional e propriedades geométricas e topologicas
de capsideos [*!). Os virus sdo tipos de complexos de replicagio molecular de proteina 4cido-
nucleica, sem metabolismo proprio, com fung¢des bésicas dependentes do hospedeiro [**!. Podem
evoluir de forma a desenvolver fun¢des continuamente aprimoradas, que permanecem superio-
res as de nanomateriais sintéticos, como controle estequiométrico e reconfigurabilidade. Essas
caracteristicas sdo ideais para muitas tecnologias futuras, como coleta de energia sustentavel ¢,

[48]

(7] ¢ nanomedicina ™,

armazenamento de informacoes

As particulas virais constituem excelentes modelos para a compreensdo e manipulacio
de automontagem, sendo importantes para o entendimento da relagao entre a estrutura e a fungao
em macromoléculas e maquinas bioldgicas. Um conhecimento profundo da estrutura, dinamica

e propriedades fisicas dos virus ¢ essencial afim de compreender seu ciclo de vida?.

As particulas de virus, seus componentes € 0s processos em que participam fornecem no-
vos alvos para o desenvolvimento de agentes antivirais. Entender os determinantes estruturais
da estabilidade, dinamica e funcdo do virus pode facilitar a sua manipulagao no desenvolvimento
vacinas, vetores de terapia genética e nanoparticulas em técnicas de entrega de drogas (drug de-
livery) ou outros usos biomédicos **. Além disso, a magnitude das pressdes osmoéticas internas
resultantes do empacotamento de material genético levanta a questdo de como um capsideo, que
¢ espontaneamente montado por interagdes fracas, poderia suportar tais tensdes. Na maioria dos
casos, a resposta ¢ a maturag@o, ou seja, uma série de processos irreversiveis responsaveis por,

entre outras coisas, mudangas significativas nas propriedades mecénicas da casca do virus 1*'*%),

Outro importante ponto ¢ o fendmeno de pré-estresse, que ¢ fundamental dentro da viro-
logia mecanica. O conceito de pré-estresse define tensdes que estdo presentes nos capsideos dos
virus, mesmo em seu estado de equilibrio, devido a sua construgdo %, A pré-tensdo é uma ca-
racteristica comum em estruturas biologicas, que pode governar a estrutura mecanica, incluindo
sua estabilidade e integridade. No entanto, uma vez que a maioria dos materiais bioldgicos sao
viscoelasticos, ou seja, tém uma relacdo tensdo-estresse dependente do tempo, ha a questdo de

até onde vai a validade de uma descrig@o puramente elastica de virus e envelopes virais. Além

2Existe um grande debate filos6fico e semantico sobre se os virus sdo organismos vivos ou ndo. Neste caso,
ciclo de vida se refere ao ciclo infeccioso.
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disso, devido a natureza discreta e ao pequeno tamanho, em um cendrio bioldgico, as flutuagdes

estocasticas® podem ser o mecanismo dominante pelo qual os virus avangcam ao longo de seus

estagios ao longo de seu ciclo de vida. Essas questdes, ainda sem defini¢do, semeiam o campo
. , . , . [41]

para novas abordagens de pesquisa em virus, especialmente em Fisica " .

Nas proximas secdes, nos aprofundaremos sobre nosso objeto de estudo: o coronavirus,

em especial, o SARS-Cov-2.

2.2 Coronavirus

O coronavirus ¢ conhecido por causar doengas em humanos, outros mamiferos e passaros
(4 Em humanos, eles sio responsaveis por doengas respiratorias e entéricas*, podendo evoluir
para um quadro grave de insuficiéncia respiratoria e até a morte. Os coronavirus geralmente
infectam seus hospedeiros de maneira especifica para cada espécie e as infecgdes podem ser
agudas ou persistentes. A caracteristica mais distinta dessa familia viral ¢ o tamanho do genoma:
0s coronavirus tém os maiores genomas entre todos os virus de RNA. Esta capacidade expansiva
de codificagdo parece fornecer e necessitar de uma grande variedade de estratégias de expressao
gendmica, a maioria das quais ndo é completamente compreendida 3. A Figura 2.5 ilustra os
diferentes tipos de coronavirus que infectam humanos.

Os coronavirus ndo obedecem necessariamente barreiras de espécies, como exemplifi-
cado pela recente disseminagdo de trés virus zoon6ticos em humanos: coronavirus da sindrome
respiratéria aguda grave (SARS-CoV-1)"7 em 2003, coronavirus da sindrome respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV)**! em 2012 e, em 2019, 0 SARS-CoV-2P*], responsével pela do-
enc¢a Covid-19, causando uma infec¢@o de carater pandémico. Todos tem provavel origem em
morcegos antes de infectar humanos com consequéncias letais. Como um grupo, os coronavirus
ndo se limitam a 6rgdos especificos; os tecidos-alvo incluem o sistema nervoso, o sistema imu-
nologico, os rins e o trato reprodutivo, além de muitas partes dos sistemas respiratorio e entérico
[59]

Coronavirus sdo atualmente classificados geneticamente em 4 géneros (o, (3, v € 0).

SARS e MERS-CoVs sao classificados atualmente no subgénero Sarbecovirus e Merbecovirus,

3Um processo estocastico é aquele em que ha um sistema para o qual sdo feitas observagdes, em momentos
especificos; e o valor observado para cada momento ¢ uma varidvel aleatdria. Flutuacdes estocésticas sdo flutuacdes
em quantidades derivadas de muitos processos estocasticos idénticos e estdo presentes em uma grande gama de
processos biol(’)gicos[5 1-33],

“Doengas relacionadas ao sistema gastrointestinal.
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Figura 2.5: Tipos de coronavirus que infectam humanos.
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Fonte: Adaptado de Bakhshandeh et al. (2021) [56]

respectivamente, no género Betacoronavirus dentro da familia Coronaviridae, da ordem Nido-
virales. Os coronavirus sdo virus de RNA de fita simples de sentido positivo e seu tamanho ¢ de
cerca de 100-140 nm de didmetro com uma coroa de pontas em forma de pétalas, que se destaca
na superficie e ¢ composta pela glicoproteina (S). A proteina S estd em uma forma trimérica
na superficie viral e tem um subdominio terminal (S1) que contém os dispositivos responsaveis
pela ligacdo ao receptor. O envelope também contém uma glicoproteina M transmembrana e,
em quantidades muito menores, uma proteina do envelope (E). A proteina M ¢ uma proteina
de membrana e tem um papel fundamental na montagem do coronavirus. A proteina do nucle-

ocapsidio (N) interage com o RNA gendmico viral para formar o nucleocapsidio (Figura 2.6)
[7,60,61]

Em 2002, surgiu na provincia de Guangdong, China, a SARS (Severe Acute Respiratory
Syndrome) causada pelo SARS-CoV-1, que se espalhou por 29 paises em 5 continentes, levando
a milhares de casos e centenas de mortes (). Essa foi a primeira vez em que a humanidade foi
ameacada pelos HCovs (coronavirus humanos). O SARS-CoV-1 pertence aos [3-coronavirus
da familia Coronaviridac ¢ esta envolvido na transmissdo zoonotica ¢ na disseminagdo entre

[63,64]

humanos . Os coronavirus frequentemente sofrem mutagdes e recombinagdes genéticas,
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Figura 2.6: Esquema ilustrativo das componentes estruturais dos coronavirus.

y .S— Membrana (M)

N\———— Envelope (E)

Nucleocapsidio (N)

Fonte: Adaptado de Britton. (2019) (9]

o que resulta em uma maior diversidade, evolugdo adaptativa e capacidade de causar doengas.
Estudos anteriores demonstraram que o SARS-CoV-1 sofreu mutagdo ao longo da epidemia
de 2002-2004 para melhor se ligar ao receptor celular ACE2 (angiotensin-converting enzyme

[65.66] " Eyidéncias mostram

2) e se replicar em células humanas, aumentando a sua viruléncia
que a possivel origem do SARS-CoV-1 foi baseada na recombinagao de diferentes coronavirus
semelhantes & SARS em morcegos . A origem filogenética do SARS-CoV-1 foi elucidada e

comparada a outros coronavirus, revelando que 0 SARS-CoV-1 é um virus recombinante '**!,

Outra doenga respiratoria grave causada por um novo betacoronavirus surgiu em 2012:
a sindrome respiratoria do Oriente Médio (Middle Eatern Respiratory Syndrome - MERS), cau-
sada pelo coronavirus MERS-CoV 1. A maioria dos casos foi documentada no Oriente Mé-
dio, mas o virus, assim como o SARS-CoV-1, foi introduzido em outros paises por meio de
viagens aéreas. Acredita-se que ele tenha se originado de morcegos e transferido para drome-
darios, sendo este o hospedeiro intermediario. Os dromedarios fazem parte da cultura e dos
recursos economicos da Ardbia Saudita e a transmissdo do MERS-CoV para humanos se deu
pelo consumo do leite desse animal "%, A proteina S do MERS-CoV liga-se ao receptor celular

dipeptidil-peptidase-4 (DPP4/CD26), se diferindo do SARS-CoV que se liga ao receptor ACE2
[68]
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2.2.1 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 ¢ o mais recente coronavirus a ser descoberto em humanos. Ele ¢ um
betacoronavirus (assim como 0 SARS-CoV-1 e o MERS-CoV). A analise molecular desse novo
coronavirus indicou que ele possui um genoma de RNA de fita simples positiva e possui didmetro
de 60-140 nm. Seu genoma ¢ quase 80% equivalente ao SARS-CoV-1, e quase 96% de seus
genes sdo compartilhados com o coronavirus de morcego (Bat-CoV) "), O genoma do SARS-
CoV-2 possui quatro proteinas estruturais, que incluem espicula ou spike (S), membrana (M),
envelope (E) e nucleocapsidio (N) (Figura 2.6). Desde a entrada nas células hospedeiras até a

formagdo de particulas virais, varios processos virais sdo dependentes dessas proteinas.

Os spikes, ou glicoproteina S, sdo proteinas transmembrana que residem na superficie
externa do virus. Elas determinam a patogenicidade do virus por sua contribui¢ao para a entrada
viral através de sua ligacdo com os receptores ACE2, o que promove a fixacao da particula do
virus a membrana plasmatica da célula hospedeira. A proteina S do SARS-CoV-2 forma trime-
ros salientes compostos por duas subunidades funcionais, responsaveis pela ligagao ao receptor
(subunidade S1) e uma subunidade responsavel pela fusdo & membrana (subunidade S2). Esse
mecanismo que suprime as respostas de anticorpos neutralizantes promove a propagacao do vi-
rus entre diferentes tipos de células [’?. A proteina S sofre um rearranjo estrutural substancial

para fundir a membrana viral com a membrana da célula hospedeira !

. Este processo ¢ de-
sencadeado quando a subunidade S1 se liga a um receptor da célula hospedeira. A ligagdo do
receptor desestabiliza o trimero de pré-fusdo, resultando na liberacdo da subunidade S1 e na

transi¢do da subunidade S2 para uma conformagio pos-fusio estavel .

A membrana ou proteina M determina a forma do envelope do virus. Ela pode funcionar
como uma pequena proteina transmembrana através da ligacdo com todas as outras proteinas
estruturais. A proteina M também contribui para o empacotamento do genoma viral durante a
formagao do virion [, A proteina M é uma glicoproteina transmembrana, sendo a proteina es-
trutural mais abundante nos coronavirus na membrana do virion, possuindo um papel importante
na sua montagem. A proteina M esté localizada entre as proteinas S, no envelope do virus, junto
com pequenas quantidades de proteina E. Desta forma, a proteina M ¢ a principal condutora
do processo de germinagio do virus %), Durante a montagem do virion, a proteina M interage
consigo, com a proteina N do nucleocapsidio, com a proteina E e com a proteina S 771 A
proteina M esté presente como um dimero no virion ¢ imagens de alta resolucao sugerem que

ela se apresenta com duas conformagdes, longa e compacta, que juntas induzem a curvatura da
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membrana, bem como a ligago ao nucleocapsidio #%5",

A proteina E ¢ a proteina estrutural com menos informagdes na literatura entre as quatro,
porém se sabe que ela desempenha um papel crucial na localizac¢do do reticulo endoplasmatico-
complexo de Golgi *¥. Enquanto a proteina S ja foi consideravelmente investigada ™, poucas
informacdes foram coletadas a respeito das outras proteinas de superficie; e o papel da proteina
E e seu envolvimento com os efeitos adversos do hospedeiro foram erroneamente subestimados.
A maioria das informacdes sobre a estrutura da proteina E e sobre suas fungdes derivam de
estudos experimentais do SARS-CoV-1. Durante o ciclo de replicacdo, E ¢ abundantemente
expressa dentro da célula infectada, mas apenas uma pequena por¢ao é incorporada ao envelope

[84]

do virion """, A maioria da proteina estd localizada no trafego intracelular, onde participa da

(85

montagem e replicagio do virus **). CoVs recombinantes, sem a proteina E, exibem maturagio

viral prejudicada, demonstrando a importancia de E na produgdo e maturagdo do virus *%,

O nucleocapsidio ou proteina N é o componente do SARS-CoV-2 que esta diretamente
ligado ao genoma de RNA do virus. Essa proteina participa de varios processos relacionados
ao genoma viral, incluindo o ciclo de replicagdo dos virus, a sinalizacdo do genoma viral e a
resposta das células hospedeiras as infecgdes virais ). As proteinas do nucleocapsidio (N) de-
sempenham um papel importante no empacotamento do RNA viral !, A proteina N do SARS-
CoV-2 ¢ semelhante as dos demais CoVs, compartilhando 90% da identidade de sequéncia com
a do SARS-CoV-1. Ela intermedeia a montagem viral interagindo com o genoma e a proteina
M, que sdo uteis no aumento da transcri¢io e replicacio do RNA viral ®”!. Assim, as proteinas
N sdo consideradas como potenciais alvos de farmacos. A Figura 2.7 mostra uma modelagem

8] elaborada a partir de medidas de Cryo-ET?, sugerindo

desenvolvida por Yao e colaboradores
a montagem da particula viral de SARS-Cov-2 bem como a estruturagao de seu nucleocapsidio,
a qual os autores denominam como “ovos no ninho”.

A proteina N desempenha dois papéis principais no ciclo de vida do coronavirus: (i) unir-
se com 0 RNA no complexo de proteina-RNA viral (viral RNA—protein - vVRNP), mediando o
empacotamento de VRNP em virions por meio de interagcdes ainda nao muito bem compreendidas

entre as proteinas N e M [79.90.911 "¢ (ii) facilitar a sintese e transcri¢do do RNA viral P>,

Isoladamente, as proteinas N do betacoronavirus se auto-associam em dimeros, tetrame-

SEm uma medida de cryo-electron tomography (cryo-ET) uma amostra bioldgica - célula, tecido ou organismo -
¢ congelada rapidamente, fatiada em pequenas espessuras e, em seguida, fotografada usando um microscépio eletro-
nico. O processo de congelamento preserva a amostra em um estado hidratado, proximo ao nativo. Varias imagens
de cada fatia sdo capturadas a medida que a amostra gira ao longo de um eixo. As imagens sdo entfo alinhadas e
mescladas usando técnicas computacionais para reconstruir em uma imagem tridimensional, ou tomograma 1891,
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Figura2.7: Simulacao da estrutura do SARS-CoV-2: a) Medidas de Cryo-ET a partir das quais foram desenvolvidos
b) modelos computacionais para resolugao estrutural da particula viral. As tomografias revelaram detalhes da
organizagdo interna como os arranjos c) tetraédrico e d) hexamérico dos vRNP.

RNP
hexamérico

RNP a
piramidal %}

A A e
-

S pés-fusdo

Fonte: Adaptado de Yao et al. (2020) (58]

ros e oligdmeros maiores a fim de formar a base para a montagem do complexo VRNP >7),

A analise por Microscopia Eletronica de Transmissao de varios betacoronavirus sugeriu que,
no virion, a proteina N ¢ mediadora da montagem de um complexo VRNP semelhante a um
filamento helicoidal *!. Imagens de Cryo-ET de virions do SARS-CoV-2 revelaram uma estru-
tura VRNP mais globular, com cada virion contendo entre 35 e 40 complexos VRNP individuais
que adotam uma estrutura semelhante a uma concha de ~ 15 nm de diametro **°). Dentro do
virion, os VRNPs préximos a membrana mostram uma orientagdo caracteristica em relagao a
ela, sugerindo que eles interagem especificamente com a proteina M **1. Os vRNPs individuais

(88,91 " Unindo es-

também podem formar pilhas lineares semelhantes a filamentos helicoidais
sas novas observagdes com 0s conceitos anteriores, sugere-se que os VRNPs de betacoronavirus
provavelmente adotam uma arquitetura helicoidal que se conserva, apesar de variar a forma do

empacotamento.

Nas proximas secdes, serdo abordados os principios fisicos da técnica utilizada neste
trabalho para investigacdo das propriedades estruturais e mecanicas do SARS-CoV-2: a Micros-

copia de For¢a Atdomica.
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2.3 Conceitos Basicos de Microscopia de Forca Atomica

A Microscopia de Forga Atdmica (Atomic Force Microscopy - AFM) € uma técnica do
género da Microscopia de Varredura por Sonda (Scanning Probe Microscopy - SPM). O SPM
obtém imagens de superficies usando uma sonda que analisa a amostra. As técnicas de varredura
por sonda surgiram a partir da técnica de Microscopia de Varredura por Tunelamento (Scanning
Tunneling Microscopy - STM), que varre amostras a nivel atobmico e ¢ baseada no conceito de

tunelamento quantico !

. Quando a ponta condutora se aproxima da superficie da amostra a
ser analisada, uma diferenca de potencial aplicada entre a amostra e a ponta permite que elétrons
tunelem. A corrente de tunelamento resultante ¢ uma fun¢ao da posi¢ao da ponta, do potencial
aplicado e da densidade local dos estados da amostra. A informagdo sobre a amostra ¢ obtida
através do monitoramento dessa corrente enquanto a ponta varre a superficie. Essa informacao ¢
entdo transformada em imagem por um software. Seu desenvolvimento rendeu o Prémio Nobel
de Fisica a Gerd Binnnig e Henrich Roher em 1986 !/,

O AFM consiste em quatro partes principais: uma sonda sensora (um cantiléver com
uma ponta em sua extremidade livre) normalmente feita de silicio ou nitreto de silicio; um piezo-
escaner, que faz o posicionamento relativo entre a sonda e a amostra; um laser de diodo e um
fotodetector, que monitora o deslocamento do laser a partir das deflexdes da sonda em rela-
¢ao a superficie (Figura 2.8). Conforme a superficie ¢ varrida, as interacdes entre a sonda do
AFM e as estruturas da superficie causam deflexdes no cantiléver. Essas deflexdes sdo medidas,
posicionando-se na extremidade livre do dorso do cantiléver o laser, que ¢ refletido em direcao
ao fotodetector. O sinal medido pelo fotodetector ¢ entdo enviado para o software que controla
as operacdes do AFM e convertido em mapas topograficos tridimensionais ou de propriedades
fisicas da amostra ['*>1%%],

O principio de funcionamento do AFM ¢ baseado na detecc¢do de forgas entre a sonda e
a superficie da amostra em estudo. Essas forcas dependem da natureza desse par, da distancia
entre eles, da geometria da ponta e de qualquer contaminagdo que houver sobre a superficie
da amostra. Durante o processo de varredura, os 4&tomos localizados na extremidade da ponta
interagem com os atomos da superficie da amostra !'**'%),

Além de produzir imagens topograficas, o AFM também também ¢ capaz de investigar
propriedades mecanicas, tais como: adesdo, elasticidade, interacdes de forgas magnéticas e ele-

trostaticas. As forcas de adesdo microscopicas (melhor detalhada nas proximas segdes) tém

influéncia em diversos eventos fisicos, quimicos e bioldgicos, desde a replicagdo de DNA até a
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Figura 2.8: Esquema de funcionamento do Microscopio de Forga Atdmica.

Fotodetector

Monitor Tip e Cantilever

Controladora

Escéaner Piezelétrico
Fonte: Imagem cedida pela Prof* Luciana Alencar.
acio de farmacos no corpo humano !'°%,

AFM ¢ uma técnica de microscopia de alta resolugdo, chegando a escala atdmica em
amostras duras e escala molecular em amostras macias, como € o caso de células e tecidos [103]
Possui aplicagdes em varias areas de pesquisa, incluindo Fisica, Biofisica, Bioquimica, Quimica,
Ciéncia dos Materiais, Nanotecnologia, Medicina, Biologia entre outras, sendo possivel obter
resultados que compreendem a caracterizagdo de polimeros, nanoestruturas ¢ outros materiais,
bem como imagens da estrutura de moléculas biologicas, componentes celulares, células e te-
cidos, trabalhos com nanolitografia e manipulacao atdmica do tipo célula tnica (single-cell) e
também estudos de estrutura do DNA 17,

Na proxima secdo, serdo explorados conceitos a respeito de algumas forcas que atuam

durante a interagdo entre a sonda ¢ a amostra.

2.3.1 Forcas de Interacao Sonda-Amostra

Existem quatro forcas distintas na natureza. Duas delas sdo as interagdes fortes e fracas
que atuam entre néutrons, protons, elétrons e outras particulas elementares. Essas duas forcas
tém um alcance de acdo muito curto, da ordem de angstrons. As outras duas forgas sdo as in-
teracdes eletromagnéticas e gravitacionais, que possuem uma a¢do mais ampla, de distdncias

subatomicas (forcas eletromagnéticas) até distancias de escala astronémica (forgas gravitacio-
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nais) 1%,

As intera¢des atdmicas sio regidas por forgas eletromagnéticas. A medida que os ato-
mos se aproximam entre si, as for¢as de interagdo, que sdo a principio atrativas, aumentam sua
intensidade de forma rapida. Essas forcas atrativas sao chamadas for¢as de Van der Waals. No
entanto, quando as distancias sdo suficientemente pequenas, as forcas interatobmicas se tornam
fortemente repulsivas '], As forgas de interagdo entre a ponta e a amostra, em fungdo da dis-
tancia entre elas, estdo associadas a um potencial do tipo Lennard-Jones, que correspondem as
interagdes entre duas moléculas ou dois atomos. O potencial de Lennard-Jones pode ser definido

pela Equagao 2.1:

U(r) = 4e[(1)" = (0)°]. @D

r r

onde ¢ corresponde a profundidade do poco de potencial (conectado com a for¢a de interagdo)

e o é a distancia interatdmica onde o potencial é zero [''*]

. Na Figura 2.9, temos a curva que
representa a energia potencial descrita pelo potencial de Lennard-Jones.

Ao discutirmos sobre o funcionamento de um AFM, ¢ prioritario que as for¢as que atuam
entre sistemas microscopicos em distancias muito pequenas sejam conhecidas. Essas regem o
principio de funcionamento do AFM. Em seguida, falaremos de algumas dessas forcas de forma

individual.

Forcas de Van der Walls

A natureza das for¢as Van der Waals ¢ elétrica, surgindo devido a polarizacdo das molé-
culas que ocorrem através de campos elétricos de cargas vizinhas ou dipolos permanentes. Estas
forcas sdo, na verdade, uma combinacao de trés forcas: 1) de orientacdo; ii) de inducdo e iii) de
dispersaol'*> 171,

As forcas de orientagdo foram descritas matematicamente em 1921 pelo fisico Willem

Hendrik Kessom ',

Essa forga ¢ o resultado da interacdo entre dois dipolos permanentes
e depende da orientagdo relativa dos dipolos. Analisando a interagdo entre diversos dipolos,
mensuramos a atragao e repulsao entre eles. Se todas as orientagdes fossem realizadas com igual
frequéncia, a média da polarizagdo seria nula. Kessom baseou-se na estatistica de Bolztman, a
qual afirma que o sistema busca organizar as orientacdes dos dipolos utilizando a menor energia
possivel, de maneira que, quanto menor a energia para orientar os dipolos, menor a temperatura

[112]

do sistema Keesom determinou a energia potencial média Uy de todas as posi¢des de
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Figura 2.9: Curva tedrica do potencial de Lennard-Jones. A regido em vermelho corresponde ao dominio de forgas
atrativas. A regido em amarelo corresponde ao dominio de forcas repulsivas. A regido em laranja corresponde
a interface entre elas. Os modos de operagdo do AFM atuam em cada regido deste potencial, de acordo com a
legenda.

Fon;as Modo Contato

Repulsivas Modo Tapping

Modo Ndo-Contato

Energia Potencial U(r)

Distanciar
>

Forcas
Atrativas

Fonte: Proprio autor.

interacdo dipolo-dipolo da seguinte maneira:

Ok 2p L

Uk = 63 6 kT’

2.2)

onde r ¢ a distancia entre as moléculas e C'y; ¢ uma constante definida pelos pardmetros: 1; €
2, que sdo os momentos de dipolos das moléculas, k3, que € a constante de Boltzmann e T, que

¢ a temperatura.

Para pequenas distancias e/ou baixas temperaturas (k: gl < “152), a equacdo 2.2 ndo ¢

T

valida. Nessas condi¢des, as moléculas se orientariam de forma paralela, ao longo da linha que

as une, resultando em uma energia potencial da forma:

Ui = —2022, 2.3)

As equagdes 2.2 e 2.3 representam uma forga atrativa, conhecida como Efeito de Orien-
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tacéo [107.112]

As forgas de indugdo sdo provenientes da interacao entre uma molécula polar e uma mo-
lécula apolar. Também conhecidas como For¢as de Debye, em homenagem ao fisico e quimico
Peter Debye, devido ao seus estudos e descri¢do matematica do fendmeno !'*!. Ao observar a
equacao 2.2, Debye verificou que essas forgas nao deveriam ser unicas, uma vez que, para altas
temperaturas, a interagdo de atracdo entre as moléculas seria nula. De acordo com os experi-
mentos de Van der Waals, entretanto, a interagdo atrativa ndo se anula em altas temperaturas
[112]

O campo elétrico da molécula polar distorce a distribuicdo de cargas da nuvem eletronica
da molécula apolar, induzindo a formagao de um dipolo e resultando em uma atragao entre eles.
Esse fendomeno pode ser descrito introduzindo uma constante «, chamada de polarizacao, na
energia potencial média Up. Considerando um campo elétrico externo de forca F', a molécula
de polarizagdo o possui um momento de dipolo induzido M, definido como M = aF'. A sua

energia média Up, serd dada por:

— _ 1 2
Up = =5 MF = —ZaF?”. (2.4)

Quando as duas moléculas estiverem proximas uma da outra (molécula 1 e molécula 2), sera

gerada uma forga do tipo:

F =2 /153c0s% 01, (2.5)
T

onde y1; ¢ o momento de dipolo da molécula 1 e 6 é o angulo formado entre o eixo do dipolo e a
orientacao da for¢a do campo elétrico. Esse campo polariza a molécula 2, dando origem a uma
energia potencial de Debye Up, dada por:

ay i

Up = —5 6 (1+3cos®6;), (2.6)

que sera sempre atrativa, inclusive para temperaturas infinitamente altas. Tomando a média de

todos os angulos cos?0) = %, temos que:

2

UD = —(1/2—6. (27)

A acdo da molécula 2 sobre a molécula 1 gera uma quantidade correspondente. Portanto, a
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interacao total das duas moléculas ¢ obtida como:

O 2 2
Up = —op = -2, 2.8)

Caso essas moléculas sejam do mesmo tipo, isto é, iy = o = p € a3 = s = @, temos entdo

que:

UD:_’_:__y (29)

onde Cp é uma constante definida por %, Essa equagdo representa o efeito de indugao.

As forgas de dispersdo foram descobertas pelo fisico tedrico alemao Fritz London, du-
rante seus estudos sobre atragdo entre &tomos de gases nobres (121, por esse motivo, também sao
chamadas de Forcas de London. A forca de dispersdo ¢ de natureza quantica e atua em todas as

moléculas, independente de serem polares ou apolares !'%7).

Podemos considerar o elétron como um oscilador, em que sua posi¢ao em torno do nucleo
do atomo ndo ¢ fixa. Desta forma, existe uma probabilidade dos elétrons estarem distribuidos de
forma assimétrica na nuvem eletronica, criando zonas com densidades de cargas mais acentuadas
que em outras. Esse fato d4 origem a dipolos induzidos instantaneos. O campo gerado interage
com as moléculas vizinhas, induzindo momentos de dipolos instantineos, cujas interagdes sao
sempre atrativas !> 107-121141 "0 yotencial que corresponde 4 essas forgas é dado por:

3hajay vy

Ur = — 2.10
L 2r6 v 4y (2.10)

onde hv; e hiy sdo os primeiros potenciais de ionizagdo de cada molécula e ) € a constante de
Planck. As forcas de dispersdo sdo bastante relevantes pois atuam em todos os materiais, uma

vez que todos os atomos possuem flutuagdes de elétrons 4.

Finalmente, podemos definir o potencial de Van der Walls, que ¢ dado entdo como a

soma das trés contribuigdes (i, ii € iii):

Cx Cp C
Uudw=—<—K+ Dy L>. @2.11)

76 6 6
Os dois primeiros termos da equacgdo 2.11 contém as energias Keesom e Debye. Esses
termos atuam apenas entre moléculas polares e sdo chamados de contribui¢do polar. O terceiro

termo é chamado de contribui¢do de dispersdo, atuando entre todas as moléculas 7.
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For¢a de Capilaridade

Em condi¢des ambientes, sempre haverd uma camada de contaminacdo cobrindo a su-
perficie da amostra. Essa camada, que depende da umidade do ambiente, é composta por conta-
minantes do ar e/ou restos gerados na preparacao da amostra. Durante o processo de varredura,
quando a sonda se move em dire¢do a superficie da amostra, em uma certa altura, a sonda ¢
puxada fortemente para dentro da camada, por atracdo de capilaridade. Nessa situacdo, as for-
cas atrativas s3o0 muito mais fortes do que quando ndo hé a camada contaminante. Esse efeito ¢
observado também durante o processo de retragao da ponta; a atragdo de capilaridade retém for-
temente a ponta na superficie da amostra [''”). Quando a ponta esta em contato com a superficie
da amostra, a for¢a de capilaridade forma meniscos entre a ponta e amostra, conforme a Figura

2.10.

Figura 2.10: Ilustragdo esquematica mostrando as forgas presentes durante a geragao de imagens de AFM no ar. A
presenga de um menisco aumenta as forgas de atra¢do entre a ponta ¢ a amostra.

ond?

m——p- ©enisco

Fonte: Proprio autor.

A forca de menisco ou forga capilar ¢ causada pela diferenga de pressdo entre o liquido

[107.116] * Existe também uma influéncia da tensdo superficial do

e a fase de vapor circundante
liquido 1'°7) A equagdo 2.12 descreve a forga de capilaridade entre um indentador conico e uma

superficie plana:
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F, = —mb*Ap + 2mbA~cos(a — 6), (2.12)

onde Ap ¢ a diferenca de pressdo entre a parte interna e externa do menisco, A~y € a tensdo
superficial do liquido. o € o meio-angulo de abertura da sonda cdnica, b € o raio do menisco e
¢ o angulo de contato 71 Uma forma de evitar a formacao de forgas de capilaridade e meniscos

¢ a realizacdo de medidas em meio liquido.

Forcas de Adesao

A defini¢do de adesdo em seu contexto cientifico ¢ dada pela ASTM D907 como “o
estado no qual duas superficies sdo postas em contado por forgas de valéncia ou forgas de ligagao
interna, ou as duas”. A adesdo fundamental se refere a forgas entre a&tomos na interface entre

duas superficies; esta adesdo também ¢é conhecida como adeséo real (true adesion) '™,

As forgas que agem entre duas superficies que compdem a adesao podem ser atribuidas
ao fato de que, nestas regides, atomos e moléculas possuem reatividade diferentes daquela apre-
sentada em estado solido. Nesse caso, a célula unitaria do material experimenta um campo de
forca uniforme, devido a interacdo com as células unitarias vizinhas. Contudo, se a superficie ¢
criada através de uma divisao do sélido, as forgas que atuam nas células unitarias ndo sao mais
uniformes. Devido a interagdes perdidas, as células unitarias estdo numa condi¢cdo energética
desfavoravel. Ou seja, a energia livre total do sistema aumenta. Este aumento ¢ denominado de
“energia livre de superficie”.

Quando duas superficies estdo em contato, os termos “energia de interface” ou “tensdo
de interface” sdo utilizados. Estes termos sdo equivalentes para liquidos. Para sélidos, o con-
ceito de tensdo superficial ndo € claro e a “energia de interface” e a “tensdo de interface” nao
sdo necessariamente iguais. Algumas caracteristicas dos sélidos, como a reduzida mobilidade
de atomos e moléculas e a morfologia irregular da superficie, originam tensdes de superficie

heterogéneas. Portanto, é mais usual, nestes casos, utilizar o termo “energia de superficie” "%,

Para correlacionar as for¢as de adesdo em medidas de AFM, € necessario explanar sobre
amecanica de contato, que descreve o contato entre uma ponta nanométrica de AFM que indenta
a superficie da uma amostra, de maneira controlada.

Uma vez que o cantiléver funciona como uma mola, a forca aplicada por ele obedece a

lei de Hooke:
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F=kd, (2.13)

onde k € a constate elastica do cantiléver e d ¢ a sua deflexao.

A lei de Hooke ¢ aplicada de forma satisfatoria para amostras que apresentam compor-
tamento linear, ou seja, superficies rigidas. No entanto, para amostras que apresentam perfil
viscoelastico, seu comportamento ndo ¢ descrito adequadamente por esta equacgdo. Superficies
“macias”(como as observadas na maioria dos materiais biologicos) se deformam de maneira
nao linear durante a indentacdo. Assim, este tipo de sistema passa a ser melhor descrito por uma

relagdo do tipo '*%);

F o 6, 2.14)

onde F ¢ em forca externa, o ¢ a deformacdo do sistema e n ¢ um expoente relacionado a geo-
metria do indentador. A constante de proporcionalidade descreve, além de fatores geométricos,
as propriedades eldsticas do material. Trata-se, portanto, de um problema de contato mecanico

entre duas superficies.

O primeiro trabalho a abordar o problema do contato entre duas superficies foi o de

Heinrich Hertz [1?!1

, pesquisador pioneiro do campo da mecanica de contato. Uma relagdo por
ele determinada foi o contato entre uma superficie plana e uma esfera, pressionadas entre si, com
uma carga normal P. Esse contato ocorria dentro de uma area circular, com raio de contato a,

de acordo com a seguinte equagao:

== (2.15)

onde R ¢ o raio da esfera e K ¢ uma constante que relaciona os modulos de Young da esfera
e da superficie (£, E), considerando a razdo de Poisson da esfera e da superficie (v, 1),
respectivamente. O parametro K é descrito por:
2 2
4(1—-vi 1—-v;

K== . 2.16
s\ 5 T g (2.16)

Na literatura, o modelo de Hertz tem sido amplamente utilizado no estudo das propri-
edades mecanicas de superficies macias, como, por exemplo, as células humanas [196] " tendo,

como base, ensaios de forga com o AFM. Essa teoria descreve a area de contatos macroscopicos
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suaves, sendo aplicada somente em materiais elasticos, lineares, homogéneos, isotropicos e que
ndo apresentam forcas de superficie atrativas (adesdo). A teoria de Hertz também presume que
o raio de contato ¢ muito menor que o raio da esfera, de modo que a esfera pode ser aproximada
como um paraboloide ['*,

Os pesquisadores Johnson, Kendall e Roberts propuseram, em 1971, uma nova teoria,
denominada JKR "%, que explicava a adesdo entre dois corpos elasticos. O modelo JKR con-
sidera experimentos cujas areas de contato sao maiores do que as previstas pela teoria de Hertz.
A equagdo 2.17 descreve o raio de contato entre uma esfera e uma superficie, considerando a
acdo da forga de adesdo entre elas:

1
3

R
a= (E (P+3yrR+ \/6WRP + (3’}/7TR)2)> , (2.17)

onde vy € o trabalho das for¢as de adesdo, realizado ao separar completamente o indentador da
superficie. Essa teoria inclui a tensdo de tragcdo na area de contato, com carga normal minima
e com uma area de contato diferente de zero. Essa carga minima pode ser chamada de forga de

pull-off ou forca de adesdo, dada por:

3
FURR - —5™R. (2.18)

Derjaguin, Muller e Toporov ['**

elaboraram um modelo, chamado de DMT, que consi-
derava a contribui¢ao das forcas adesivas no contato entre corpos eldsticos. Para este modelo,
considera-se que o perfil de contato permanece o mesmo considerado na teoria de Hertz. No
entanto, ha uma carga total maior devido a for¢a de adesdo. Esse fato equivale a interagdes

atrativas na separacdo entre a esfera e a superficie. Para este modelo, o raio de contato a ¢ dado

por:

W=

a= (%(P + 27T’}/R)> . (2.19)

Desta forma, a for¢a de adesdo ¢ descrita por:

FOMT) — _97~R. (2.20)

Quando as forgas de superficie sdo de curto alcance em comparagdo com as deformagdes

elasticas resultantes, o modelo JKR descreve a area de contato com precisdo. Para o limite oposto
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(isto €, materiais rigidos, pequenos raios esféricos e forcas de adesdo fracas e de longo alcance),

o modelo DMT ¢ mais adequado !'**,

No processo de retragao da ponta para longe da superficie da amostra, a ponta permanece
em contato com a superficie até que a for¢a do cantiléver supere a interagcdo entre o par ponta-
amostra. A forca sentida pelo cantiléver ¢ medida através da sua deflexdo e a for¢a de pull-off
force, ou adesdo, ¢ definida como a for¢a méxima de atragdo durante a retragdo da ponta saindo
do contato com a superficie. De forma geral, as forcas de adesdo F,; sdo uma combinacdo de
forgas eletrostaticas F,;, de van der Waals F,qy-, de capilaridade F,,, e for¢as devido a liga¢des

quimicas Fiyim 197 de acordo com a equagao:

Fad:Fel+deW+Fcap+Fquim~ (221)

2.3.2 Forca de dupla camada em fluidos

A maioria das superficies imersas em uma solugdo eletrolitica apresenta uma carga super-
ficial. Com essas cargas superficiais, surge um gradiente de concentragdo no eletrolito chamado
de camada dupla elétrica (EDL). Quando as superficies se aproximam, ocorre uma interacao
devido a sobreposi¢do de seus EDLs correspondentes. A interagdo EDL desempenha um pa-

pel crucial em muitos processos bioldgicos devido ao seu carater de longo alcance. Exemplos

[126] [127]

desses processos sdo a adesdo celular e estabilidade da estrutura da proteina

No cenario do AFM, quando a ponta e a amostra se aproximam elas estao sujeitas a sofre-
rem efeitos da forca de dupla camada elétrica (EDL). A abordagem mais comum para calcular
essa forca € resolver a equagao de Poisson-Boltzmann para o potencial eletrostatico. Esta ¢ uma
equacdo diferencial ndo linear de segunda ordem que nao pode ser resolvida analiticamente. No
entanto, diferentes métodos de aproximagdes podem ser aplicados para obter expressoes faceis
de manusear. Uma dessas aproximagdes ¢ baseada na seguinte expressao para a energia de

interagio EDL por unidade de area de dois meios-espagos paralelos e planos ['**];

2010 2
Wipp(D) = 2L, (2.22)
0

em que ¢ ¢ a constante dielétrica do meio, ¢y permissividade do vacuo, o, € 05 sdo as densi-
dades superficiais de carga de ambas as superficies, D ¢ a separa¢do ¢ Ap, conhecido como

comprimento de Debye, é o comprimento de decaimento da interag@o, definido como:
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B eeokpT 2
Ap = <62 5 Ci2i2> , (2.23)

em que KT € o fator Boltzmann, ¢; e z; sdo os valores de concentragdo e valéncia do i-ésimo
tipo de ion presente na solucdo, e e ¢ a carga do elétron. A energia de interacdo por unidade

de area de dois meios-espagos paralelos planos, W, que ¢ dado pela equacdo 2.22, pode ser
[128]

relacionado a forga entre duas superficies curvas, F, pela aproximagao de Derjaguin ' >, como:
2w Rl R2
F(D)=|————|W(D), 2.24
() = |78 (o) @.24)

em que R; e Ry sdo os raios de curvatura das respectivas superficies. Se um desses raios for

muito maior que o outro, a equagao se reduz a:

F(D) = 2rRW (D). (2.25)

Na maioria dos experimentos de AFM, a amostra ¢ considerada plana e homogénea
quando comparada com a ponta, que ¢ considerada uma esfera de raio R;. Portanto, a forca
EDL entre uma ponta de AFM e uma superficie plana separada por uma distancia D, e com
densidades de carga superficial o; e o, respectivamente, pode ser expresso como:

At Rioi0s\p _ D

FEDL<D) = 5—506 AD (226)

2.3.3 Modos de operacio do AFM

Como as interacdes entre a sonda de AFM e a superficie da amostra podem ter natu-
reza repulsiva ou atrativa, o AFM pode operar em diferentes modos, cada um atuando em uma
regido do seu potencial de interacdo (Figura 2.9). Os modos de operacao (ou varredura) mais
comuns no AFM sdo: modo contato, modo nao-contato, contato intermitente (tapping mode)
espectroscopia de forca.

No modo de contato, uma forga ¢ aplicada pelo AFM na amostra e, portanto, a interagdo
entre a sonda AFM e a amostra € repulsiva. Conforme o sonda traga a superficie da amostra, a
for¢a de contato faz com que o cantiléver se deflexione ao perceber mudangas na topografia da
amostra. O modo contato ¢ indicado para amostras mais rigidas pois a varredura ¢ feita sempre
com a ponta em contato fisico com a superficie da amostra e, dependendo do tipo de amostra a

ser analisada, a forca aplicada deve ser cuidadosamente controlada >,
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No modo ndo-contato, o cantiléver ¢ oscilado a uma certa distancia acima da superficie
da amostra. Aumentando a separagao entre a sonda e a amostra, as forcas que contribuirdo para
a deflexao do cantiléver e a geragcao de mapas sdo as forcas de intera¢ao de longo alcance, como
forcas eletrostaticas e forcas de dipolo magnético .

No modo de contato intermitente (fapping mode), o cantiléver oscila em uma frequéncia
proxima da sua frequéncia de ressonancia, enquanto varre a amostra. A sonda ¢ aproximada até
que comega a realizar contato intermitente com a amostra (realizando pequenas batidas), elimi-
nando as forcas de arraste laterais da sonda com a amostra, permitindo a varredura em amostra
macias e com pouca adesdo ao substrato. A amplitude de oscilacdo da sonda durante a varre-
dura ¢ suficiente para que o cantiléver tenha for¢a restauradora que impede que a sonda fique
presa na camada de contaminacdo (forcas de menisco ou eletrostaticas) presente na superficie
da amostra, especialmente em medidas feitas em ar >,

A fim de discorrer sobre o modo de operacdao de espectroscopia de forga, precisamos
detalhar o processo de obtengdo das curvas de forga versus deflexdo do AFM, crucial para aqui-

sicdo de informagdes que vao além da topografia, especialmente as propriedades mecanicas em

nanoescala. Na proxima se¢do, detalharemos os conceitos de espectroscopia de forga.

2.3.4 Espectroscopia de Forca

Diversas informacdes podem ser obtidas a partir da relacdo entre a distancia sonda-
amostra ¢ as for¢as medidas nessas distancias.A andlise do grafico no plano forca versus dis-
tancia ¢ chamado de espectroscopia de forga.

A curva de forga-distdncia F'(D) obtida através de uma medida de AFM nos mostra
o comportamento da interagdo ponta-amostra. A Figura 2.11 representa a for¢a de interacdo
ponta-amostra com diferentes modos de operacdo AFM.

Curva forca-distancia idealizada que descreve um ciclo de retragcdo e aproximagdo da
ponta do AFM em relacdo a superficie. Este ciclo é continuamente repetido durante a varredura.
A Figura 2.11 ilustra as curvas de aproximacao e retracao e o comportamento do cantiléver em
cada por¢ao da curva. A ponta do AFM esta se aproximando da superficie da amostra (1) A
ponta AFM aproxima-se da superficie. (2) O contato inicial ¢ mediado por forgas atrativas, que
puxam a ponta em dire¢@o a superficie (jump to contact - salto para o contato). (3) A ponta exerce
uma forga constante na superficie que leva a uma indentacdo da amostra e deflexdo cantiléver.

(4) A ponta tenta retrair-se e se soltar da superficie. (5) Varias forgas adesivas entre a amostra
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Figura 2.11: Tipica curva de for¢a produzida por um Microscépio de Forga Atdmica. Para cada parte da curva de
aproximacao e de retragdo esta representado o movimento da sonda.

A . Curva de Aproximacio

Curva de Retragio

\

Deflexio do cantilever

Altura do scanner

Fonte: Reproduzido de Alencar (2010). [106]

e a ponta do AFM, no entanto, dificultam a retragdo da ponta. Essas for¢as adesivas podem ser
medidas diretamente da curva for¢a-distancia. (6) A ponta perde o contato com a superficie da
amostra ao superar as forcas adesivas.

Em distancias curtas, o cantiléver detecta principalmente forcas interatomicas: forcas de
Born ¢ repulsivas e de curto alcance (aprox. 0,1 nm) e as forgas de van der Waals atrativas de
longo alcance (até 10 nm). Em distancias muito pequenas entre a ponta e amostra, uma forga re-
pulsiva aparece entre os &tomos da ponta ¢ os da amostra. Esta forca ocorre entre quaisquer dois
atomos ou moléculas que se aproximam de tal maneira que seus orbitais de elétrons comegam
a se sobrepor. Este ¢ um resultado do chamado Principio de Exclusio de Pauli [**'*?). Quando
essa for¢a repulsiva é predominante em uma configuracdo de AFM, a ponta e a amostra sdo con-
sideradas em “contato” (regime de modo de contato). O potencial total € obtido assumindo-se

um potencial atrativo, ,,Ae, e um potencial repulsivo, T%.

As curvas de forca fornecem informagdes valiosas sobre as propriedades do material
local, tais como elasticidade, dureza e carga superficial, além da adesdo. O resultado de uma
medida de for¢a ¢ uma medida da corrente de fotodiodo /pgp versus a posicao de altura do piezo-

elétrico Z. Para obter uma curva de forga versus distancia, o Ipgp € 0 Z t€m que ser convertidos

®As forcas de Born sdo forcas que atuam sobre dtomos em uma rede ionica. Isto é, como os fons tém tama-
nho finito, as interagdes elétron-elétron e nucleo-nticleo ocorrem e dao origem a forgas de repulsdo e potencial
eletrostatico, ambas chamadas forgas de Born (130]
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em forca e distancia (133]

. Portanto, dois parametros precisam ser conhecidos: a sensibilidade
(sensitivity) e a distancia zero. Na Microscopia de Forca Atomica, ambos os pardmetros devem
ser inferidos da propria curva de forga e ndo através de um método independente. Praticamente,
a parte linear do modo contato ¢ considerada como distancia zero e sua inclinacdo € a sensitivity
[107]

Para obtenc¢do desse grafico, a ponta ¢ aproximada ao longo do eixo vertical (eixo Z) e
a deflexdo de cantiléver ¢ medida. A forca, a partir da interacdo entre a ponta e a amostra, ¢

dada pela lei de Hooke de acordo com a equagdo 2.13. A constante de mola do cantiléver ¢

dependente de suas propriedades fisicas, de acordo com:

_ Et3w
43

(2.27)

onde E ¢ o mddulo de Young (referente a elasticidade) e ¢, w e [ a espessura, largura e com-
primento, respectivamente, do cantiléver. No entanto, deve-se ter em mente que esta equacao
dara apenas um valor aproximado para a constante de mola de um cantiléver retangular, devido

a formacdo das extremidades e imperfei¢des no processo de fabricagdo [**.

A distancia controlada durante a medida ndo ¢ a distincia real entre a amostra e a ponta
(D), mas a distancia Z entre a superficie da amostra e a posi¢ao de repouso do cantiléver. Estas
duas distancias diferem por causa da deflexdo do cantiléver d. e por causa da deformacao da

amostra d,. Essas quatro quantidades estio relacionadas da seguinte forma:

D=2 —(d.+dy,). (2.28)

A tnica distancia que se pode controlar, ao fazer a medida, ¢ o deslocamento do pie-
zoelétrico (Z), ja que os valores de deflexao do cantiléver ¢ as deformagdes da amostra ndo
sdo conhecidos de antemdo. A curva de forca obtida através do AFM nao reproduz apenas in-
teragdes ponta-amostra, mas sim o resultado de duas contribui¢des: a interacdo ponta-amostra

supramencionada e a forga elastica do cantiléver, obtida pela equagdo 2.13. 1**,

Para o caso de uma ponta perfeitamente elastica com uma extremidade esférica e uma

[121]

amostra planar feita do mesmo material, isto €, descrito pelo modelo de Hertz , a forga ¢

dada por:

F= 532E§(1 —?). (2.29)
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Aqui, ¢ é aindentagdo, £ o médulo de Young, R o raio da ponta e v € a razao de Poisson.

Ao iniciar o contato, a distancia zero equivale a uma distancia interatomica, isto €, o
ponto de contato entre a sonda e a amostra. Isso, no entanto, ndo descreve adequadamente
a situagdo. Por essa razdo, ¢ mais apropriado usar a indentagdo em vez da distancia, quando
estabelecido o contato.

As forcas, no contato inicial, sdo complexas e ndo totalmente compreendidas, mas in-
cluem forgas de van der Waals (vdW) atrativas e capilares. Se a amostra for movida ainda mais
perto da ponta, a forca aumenta ao longo da linha diagonal. Se a amostra for movida para baixo,
retirando a ponta da amostra, havera histerese na curva devido a forcas de atragdo entre a ponta
¢ a amostra. A for¢a diminui ao longo da linha diagonal abaixo da linha de zero force. Eventual-
mente, chega-se a um ponto em que a forga € minima e a ponta se desprende. A forca, no ponto

136

de descolamento, é conhecida como a forca de pull off ''*%1. A maioria das imagens de AFM ¢

realizada no regime repulsivo, com uma forga repulsiva entre 10 e 100 nN, e ¢ conhecida como
imagem em modo de contato !*!132,

As superficies medidas em ar contém uma pequena quantidade de 4gua da umidade do
ar, entre outros contaminantes organicos. Assim, um menisco se forma entre a ponta e a amostra.
Este menisco resulta em uma for¢a de adesao ou capilar atrativa relativamente forte da ordem de

100 nN 3% além da forca de vdW atrativa tipicamente da ordem de 10 nN e for¢as de contato

entre ponta e amostra repulsivas de 10-100 nN [,

2.3.5 Fundamentos de Reologia

A Reologia é uma ciéncia que lida com a deformacao e o fluxo da matéria e com as pro-
priedades mecanicas de materiais. As propriedades reologicas sao expressas através de modelos
e os valores das constantes incluidas no modelo sdo caracteristicas do material. Esses modelos
representam as principais peculiaridades do comportamento desses materiais. Esse comporta-
mento € uma relagdo entre forgas e mudangas de forma. Os modelos fornecem uma formulagao
matematica de tal dependéncia e conta como principal método da reologia, sendo Titeis na des-
cricao qualitativa ou quantitativa dos resultados experimentais do comportamento mecanico de
diferentes materiais. O modelo ¢ criado, ndo para refletir todas as caracteristicas, mas sim as
mais importantes de um objeto. Os conceitos de liquidos e s6lidos sdo modelos e sua repre-

sentacdo formal (matematica) é originada das obras classicas de Isaac Newton e Robert Hooke
[137,138]
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Em 1678, Robert Hooke desenvolveu sua teoria da elasticidade. Ele propos que “o poder
de qualquer mola possui a mesma propor¢do da sua tensdo”; ou seja, dobrando-se a tensdo, o
mesmo ocorre a extensao. Isso forma a premissa basica por tras da teoria da elasticidade classica.
No outro extremo do espectro, Isaac Newton deu atencao aos liquidos e, em sua obra “Princi-
pia”, publicado em 1687, aparece a seguinte hipdtese associada com o fluxo de cisalhamento
simples: “A resisténcia que surge da falta de deslizamento das partes do liquido, sendo as outras
coisas iguais, ¢ proporcional a velocidade com que as partes do liquido sdo separadas umas das
outras” "*®). Essa falta de deslizamento ¢ o que hoje chamamos de viscosidade. E sinénimo de
friccdo interna e ¢ uma medida de resisténcia ao fluxo. A for¢a por unidade de area necessaria
para produzir o movimento ¢ proporcional ao gradiente de velocidade (ou taxa de cisalhamento
¥); ou seja, se duplicarmos a forga, o gradiente de velocidade dobra. A forca dividida pela area

pode ser normalizada como tensio ['**), tal que:

F
= —. 2.
o= (2.30)

A constante de proporcionalidade 7 ¢ chamada de coeficiente de viscosidade, de forma

que a relacao ¢ dada por:

o=1-7. 2.31)

A deformacao ¢ definida como a razdo entre a variagdo do tamanho/comprimento do

objeto (AL) e o seu comprimento original L, tal que:
€= —. (2.32)

Dessa forma, € possivel dizer que a tensdo € proporcional a deformagao. A constante de
proporcionalidade da relagdo tensdo-deformacdo no regime elastico de deformagao ¢ chamada

de médulo de Young E "' tal que:

o = Fe. (2.33)

Experimentalmente, para pequenos valores de tensao, observa-se que a tensao e a deformagao
sdo proporcionais. Por isso define-se 0 mdédulo de Young como esté escrito na eq. 2.33.
De acordo com a Reologia, materiais sofrem deformagdes quando uma forga de tragao,

compressao ou cisalhamento ¢ aplicada. A forca de tragdo alonga, a de compressao compacta
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e a de cisalhamento torce. ApoOs a remoc¢do da forga aplicada, uma amostra elastica retorna
a sua forma original e, se isso ndo acontece, a amostra ¢ parcialmente ou totalmente plastica.
Em muitos casos, as amostras mostram uma deformagdo eldstica, enquanto a forga aplicada ¢
pequena e, a medida que a forca se torna maior, a contribui¢do da deformagao plastica aumenta

gradualmente !,

Durante uma deformagao elastica, as ligagdes covalentes e ndo covalentes que seguram
0s atomos no corpo da amostra ndo sao quebradas, mas deslocadas de sua posigao de equilibrio,
isto ¢, deformadas devido a aplicagdo de uma forga externa. No entanto, quando ha a remoc¢ao da
forga, todas as ligagdes deformadas retornam as suas posicdes de equilibrio, recuperando a forma
original do objeto !'**1*] Se as ligagdes que mantém a amostra em uma forma fixa sio fracas ou
se a forca aplicada ¢ grande, ou seja, sob um grande regime de deformagao, algumas das ligagdes
covalentes ou ndo covalentes sdo quebradas e, por isso, ndo retornam as posi¢des de equilibrio
originais. Como resultado, a forma do material ¢ permanentemente alterada. Tal deformacao ¢
denominada deformacdo pldstica. A menos que todas as ligagdes sejam quebradas, a forma da
amostra ¢ parcialmente restaurada. A tensdo do regime de deformacao elastica ¢ pequena para

materiais como ago ou silicio, mas grande para borracha ou plastico ['*").

Técnicas baseadas em AFM sao particularmente adequadas para estudos reoldgicos de
materiais predominantemente elasticos "**'*]. No caso mais simples, a deflexdo de cantiléver
pode ser usada para descrever a conformidade da superficie de uma maneira simples e qualita-
tiva. Por exemplo, para um material rigido, essencialmente indeformavel, a deflexdo do can-
tiléver serd equivalente ao deslocamento para baixo da cerdmica piezoelétrica, enquanto que,
para materiais mais macios, a sonda comprimira e recuara a amostra de tal forma que a deflexao
do cantiléver serd menor **. Interacdes sonda-superficie assumindo interagdes elésticas ideais
sdo frequentemente usadas para determinar o modulo de Young do material através de variagdes
do modelo Hertz j4 mencionado. A Microscopia de Forca Atomica € usada com frequéncia em

estudos onde as deformacgdes elasticas sdo satisfatoriamente descritas por modelos idealizados
[134,146]

O célculo do mddulo de Young da amostra ¢ realizado da seguinte forma: em uma pri-
meira etapa, a curva de distancia de for¢a obtida na amostra mole ¢ subtraida de outra que foi
registrada em um substrato rigido. A curva resultante ¢ chamada de curva de indentacdo, que ba-
sicamente indica a for¢a necessaria para empurrar a ponta até uma certa profundidade na amostra.

A forma desta curva depende ndo apenas das propriedades elasticas da amostra, mas também
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da geometria da ponta do AFM '*7). Para se obter o valor numérico do médulo de Young da

amostra, ¢ preciso ajustar a curva de deflexdo recém-obtida com uma fungao que leva em conta
também a geometria da ponta do AFM. As duas fun¢des mais utilizadas sio as de Hertz !*" ¢
Sneddon ¥, O modelo de Hertz descreve a deformacdo elastica de duas esferas, enquanto o
modelo de Sneddon explica outras geometrias, como pontas cOnicas ou paraboloidais, contra
uma amostra plana. A equacdo que determina a forca F' requerida para indentar a ponta a uma
dada profundidade (§) para geometria conica ¢ dada pela equagao:

_ 2tan(«)

F(0) E'5?, (2.34)

™

e para paraboloidal ¢

F(6) = %}_EE’(SW, (2.35)

em que « ¢ o angulo de abertura da ponta e R seu raio de curvatura. £’ corresponde ao médulo
de Young reduzido que esta relacionado ao mdédulo de Young da amostra E por:
I 1- 2

— = 2.36
== (2:36)

quando ¢ possivel supor que o valor numérico de £ da amostra ¢ muito menor que o £ da ponta

do AFM %1,

A constante de Poisson v € a razdo entre a deformagao axial ¢ a deformagao transversal

em um material eldstico submetido a um estresse uniaxial ['*"’

. Na mecanica de corpos defor-
maveis, a tendéncia de um material se expandir ou encolher em uma dire¢do perpendicular a
direcio de uma forga aplica é conhecida como efeito de Poisson'*". E um fato bem conhecido
hoje que seu valor teérico’ para um material isotropico ¢ entre -1 ¢ 0.5 53134,

A rigidez da amostra esta relacionada ao seu mddulo de Young de acordo com a equagdo:

3
ka = §aEtotal (237)
com )
3,(1—-vY) (1—-v))
FEitotar = . L ) 2.
wat = 3 ) (238)

"Materiais com razdo de Poisson negativa demonstram um comportamento contra-intuitivo e expandem late-
ralmente quando esticados em uma direcdo ou vice-versa. Um sélido com coeficiente de Poisson proximo a -1
seria o oposto da borracha e seria altamente resistente a deformagdes de cisalhamento, porém facil de deformar-se
volumetricamente 131 132] Esses materiais sdo chamados de materiais auxéticos.
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onde v,, F,, v, € E, sdo o coeficiente de Poisson e 0 modulo de Young de ponta e amostra,
respectivamente, I}, 0 moédulo de Young total, e a € o raio da superficie de contato entre
a sonda e a amostra. Em muitos casos, a ponta ¢ muito mais rigida do que a amostra. Se

desprezarmos a deformacdo da ponta (Equacao 2.37), teremos:

ko = 2af ). (2.39)

1—02

Virias teorias descrevem a deformagao elastica da amostra. Diferengas nas relagdes
entre a carga aplicada F' e o raio de contato a ou a deformagao d sdo devidas ao papel desempe-
nhado pela adesdo no sistema considerado. A tabela abaixo resume as relagdes entre o raio de
contato, a deformacgao da amostra e a for¢ca de adesdo de uma ponta esférica sobre uma superfi-

cie plana de acordo com as trés teorias mais utilizadas. Essas teorias foram desenvolvidas por

Hertz!"!!, Johnson-Kendall-Roberts (JKR)!'*! ¢ Derjaguin—Muéller—Toporov (DMT)!*®!,

Tabela 2.1: Relagdo entre o raio de contato a, a deformagdo da amostra d e a forca de adesdo F, 4 para uma ponta
esférica sobre uma superficie plana de acordo com as teorias de Hertz, JKR e DMT

Hertz DMT JKR
a 3 RF 3 R R N
L, 7 (F + 2%RW) o= (F + 3TRW + \/ 6TRWF + (31-:RW)“)
ot tot Eo
: @ (PN @ _ (F+27RW)"? @ 2 fonWa
R RElzol R \-’3 RE?-O[ R 3 Eio,
Faa 0 2nRW 3TRW

2
Fonte: Reproduzido de Butt (2005). [107]

No modelo de Hertz, a adesdo da amostra ¢ desconsiderada, enquanto as outras duas
teorias levam em conta a parte externa (DMT) ou interna (JKR) da area de contato. Portanto,
a teoria de Hertz s6 pode ser aplicada quando a forca de adesdo ¢ muito menor que a carga
maxima. Nas outras duas teorias, o trabalho de adesdao W pode ser calculado a partir do jump to
contact, se o raio da ponta R for conhecido. Entdo, ¢ possivel calcular como fun¢do do médulo
de Young total F,,, e finalmente obter E;,,,; como uma fung¢ao de ¢, medida a partir da linha
de contato. A teoria de JKR pode ser aplicada no caso de grandes pontas e amostras moles com
uma grande adesdo; a teoria de DMT, no caso de pequenas pontas e amostras rigidas com uma
pequena adesdo. Ambas as teorias sdo apenas aproximacdes!'®” '3,

Assim como o moédulo de Young fornece informagdes sobre a natureza elastica do ma-

terial, a dissipag@o de energia fornece informagdes sobre a caracteristica viscosa. A analise de
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curvas forga-distancia, como na Figura 2.12, pode fornecer uma estimativa da energia dissipada
no momento da indentacdo, calculando a area entre as curvas de aproximagdo e retragdo, cha-
mada de ciclo de histerese, que é caracteristico de processos nao-conservativos. A area entre as
curvas de aproximacao e retragdo representa a quantidade de energia fornecida pelo cantiléver
a amostra. Ao ser desfeito o movimento de indentagdo, quando a superficie da amostra retorna
[157]

a posigdo inicial, prévia ao contato, essa energia ¢ dissipada.

Figura 2.12: Decomposicdo da curva de forga em relacdo as informagdes obtidas a partir de cada por¢do da curva.
A regido em amarelo evidencia a dissipacdo de energia.

Aproximagao
«eeeaeeeee Retragéo

Deformacgéao

Forga (nN)

Dissipagéao de
Energia

Separacéao (nm)

Fonte: Proprio autor.

A dissipacdo de energia ¢ dada como o trabalho realizado pela sonda no ciclo de intera-
¢do ponta-amostra. O calculo leva em consideragdo o vetor de forca de interacdo F ¢ o vetor

deslocamento dZ, integrado no tempo do ciclo de interagdo, de acordo com a equacdo abaixo:

0
W= ﬁ-d,?:/ F - gdt, (2.40)
T

onde W ¢ a energia dissipada em cada ciclo e ¥ é a velocidade com que a ponta se aproxima ou
se distancia da amostra. Como a dire¢do de ¥ muda na metade de cada ciclo, essa integral se
torna nula, caso as curvas de aproximacao e retragdo coincidam. Portanto, essa energia ¢ dada
como a area entre as curvas de aproximacgao e retracdo (regido preenchida de amarelo na Figura
2.12). No caso de amostras com deformagdo puramente eldstica, ndo ha histerese na regido

repulsiva entre as curvas (forcas positivas). Nessa situacao, as contribui¢des para a dissipacao
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de energia sao predominantemente devido ao trabalho das forcas adesivas. A dissipagdo ¢ dada
em unidades de elétron-volts (eV), sendo a energia mecanica dissipada durante um ciclo de

interagdo ponta-amostra.

2.3.6 Viscoelasticidade e a matéria biologica

Em contraste com os materiais elasticos, um fluido viscoso sob tensdo de cisalhamento
obedece a expressdo da viscosidade na equacdo 2.30. Na realidade, todos os materiais podem
ser representados por uma variagdo da lei de Hooke de varias maneiras, por exemplo, exibindo
caracteristicas tanto viscosas quanto elasticas. Materiais viscoelasticos sdo aqueles para os quais
a relacdo entre tensdo e deformacio depende do tempo '>*).

A rigidez e a resisténcia dos materiais sdo frequentemente representadas por uma curva
de tensdo versus deformagao, que ¢ obtida aplicando uma taxa constante de deformacao sobre o
material (Figura 2.13). Se o material ¢ linearmente elastico, a curva ¢ uma linha reta com uma
inclinagdo proporcional ao modulo de Young E. Para uma tensdo suficientemente grande (a
tensdo de escoamento o), tal material exibe escoamento conforme mostrado na Figura 2.13b).
Um material viscoelastico linear, por outro lado, d4 origem a um gréafico de tensao-deformagao
curvado (Figura 2.13a)). O material viscoelastico € sensivel ao tempo. Consequentemente, a

[158,159]

curva a esquerda se torna mais ingreme se a taxa de deformagdo aumenta . O material

plastico/elastico ndo ¢ sensivel ao tempo, mas tem uma tensao limite. Sempre hd uma deforma-

¢do residual apos a remogio da carga se a tensdo limite for excedida %167,

Lakes """ define alguns fendmenos em materiais viscoelasticos da seguinte forma:

1. Deslizamento (creep): quando a tensao € mantida constante e a deformagao aumenta com

o tempo;
2. Relaxamento: quando a tensdo ¢ mantida constante ¢ a deformag¢ao diminui com o tempo;
3. Rigidez efetiva dependente da taxa de aplicagdo da carga;

4. Histerese (atraso de fase) referente a uma carga aplicada ciclicamente, levando a uma

dissipacao da energia mecanica;
5. Atenuagao das ondas acusticas;

6. A recuperagdo de um objeto ap6s um impacto € inferior a 100%;



39

Figura 2.13: Diagramas de tensdo versus deformagio a uma taxa de deformagao constante seguida de retracao de
carga aplicada. O grafico em a) mostra o comportamento de um material viscoelastico linear. O grafico em b)
mostra o comportamento de um material elastico-plastico ideal.

/ KV
/

=0
Linearmente 3 Elasticidade €
Viscoelastico plastica ideal

Adaptado de R. Lakes (2009) 18]

7. Durante o rolamento, ocorre resisténcia ao atrito.

Uma quantidade importante na determinagdo do comportamento geral de um material
viscoelastico ¢ o nimero de Deborah, D,., que ¢ um paradmetro adimensional definido como o
valor normalizado do tempo de relaxamento (¢) em relag@o ao tempo de duragio 7 de um deter-
minado experimento ou evento de aplicagdo de carga ['*”), de acordo com a seguinte equagio:

D, = (2.41)

t
p
O nimero de Deborah deve ser elevado para um comportamento do tipo solido e baixo
para o comportamento do tipo liquido. Quando o nimero de Deborah estd proximo de 1, a
resposta € viscoeldstica. Se o experimento for realizado por um longo tempo, o material se
comportara como um liquido (resposta viscosa), enquanto se o experimento for rapido terd um
comportamento do tipo sélido (resposta elastica) ['°”. Assim, para D, << 1, o comportamento
do material € “’vitreo”ou rigido, e, para D, >> 1, o comportamento ¢ "borrachudo”ou fluido.

Furmanski [*”

enfatiza que o fator principal para fazer essa distin¢do € a escala de tempo
relativa do relaxamento e do evento de aplicagdo da carga. Para alguns materiais, o relaxamento
¢ extremamente rapido (como na agua) e, apenas eventos de aplicacdo da carga muito rapidos,
podem provocar uma resposta do tipo solido. Para muitos sélidos, a transicdo ¢ lenta (como

no gelo ou rocha) e o material pode se comportar como um fluido apenas em escalas de tempo
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muito longas (escalas geologicas). Os materiais que experimentam um relaxamento ao longo
das escalas de tempo compativeis para biomateriais, sdo considerados viscoelasticos, e o valor
de D. e aresposta qualitativa do material dependerao de como a carga sera aplicada bem como

das caracteristicas desse material ">,

Todos os materiais exibem alguma resposta viscoelastica. Em metais comuns, como ago
ou aluminio, assim como no quartzo, a temperatura ambiente e com pequenas deformagdes, o
comportamento ndo se desvia muito do comportamento dos materiais linearmente elasticos. Po-
limeros sintéticos, madeira e tecido biolégico, bem como metais, em alta temperatura exibem
grandes efeitos viscoelasticos. Em algumas aplicagdes, mesmo uma pequena resposta viscoelas-
tica pode ser significativa. Para ser completa, uma anélise mecanica envolvendo esses materiais

deve incorporar seu comportamento viscoelastico > 101,

A matéria biologica se comporta tanto como um so6lido elastico quanto como um fluido
viscoso e, portanto, sdo consideradas viscoeldsticas. Esses materiais ndo podem ser ajustados
usando modelos classicos de elasticidade ou viscosidade ['®?. A caracterizagdo mecénica desses
sistemas (em particular as propriedades dependentes do tempo) desempenha um papel fundamen-
tal na compreensao da dindmica da matéria viva, por exemplo, as respostas das células a varios
estimulos externos ¢ vias de sinalizacio celular "', O monitoramento da variagdo nas pro-

priedades mecanicas das células também ¢é importante na descoberta e avaliacao da eficiéncia
de novos medicamentos %1%,
O AFM tem sido empregado para medir propriedades mecanicas de uma ampla vari-

[167

edade de matérias bioldgicas, desde bactérias, fungos, células cancerosas 1 células-tronco

[168]  nsteoblastos, fibroblastos 1% leucocitos, eritrocitos até observagao de células em diferen-

tes estagios do ciclo celular e da sua interagio com medicamentos '7°"'7?!. Um amplo espectro
de experimentos ¢ possivel explorando e manipulando a interagdo entre a ponta e a amostra de
forma quantitativa. A elasticidade ¢ mais frequentemente medida com pontas conicas AFM. As
pontas esféricas dao origem a medidas de elasticidade com valores maiores do que as pontas c6-
nicas, provavelmente por conta do aumento da area de superficie de contato. Nos ultimos anos,

alguns métodos, incluindo a Microscopia de For¢a Atdmica, assim como aspiragdo por micro-

[173] [ [175]

pipeta '] pingas 6ticas!!’¥, tensor optico etc. foram propostos para medir as propriedades

mecanicas de células vivas. Entre estes métodos, a nanoindenta¢do ou indentacdo baseada em
AFM ¢é uma ferramenta interessante para medir as propriedades mecanicas de células individuais

e outros tipos de sistemas biolégicos, incluindo propriedades elasticas e viscoelasticas ['7¢'78!,
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Em testes de indentag@o baseados em AFM, a medi¢do da profundidade e for¢a de in-
dentacdo depende do deslocamento da ponta e da deflexdo do cantiléver. Em comparagdo com
outros métodos, o AFM ¢ mais vantajoso com base em sua capacidade de obter mapas da su-
perficie da amostra em alta resolu¢do enquanto mede a indentacao da amostra. A combinagao
de imagem e espectroscopia de forga fornece informagdes sobre como a estrutura da superficie
celular afeta a elasticidade e a viscoelasticidade. No entanto, as medi¢des dependem do formato
da ponta, que ndo pode ser determinado durante a varredura da amostra; ou seja, a escolha prévia
da sonda a ser utilizada ¢ de grande importancia para o resultado final da medida. As medidas
em AFM estdo se desenvolvendo rapidamente e novos projetos instrumentais e modificacdo dos
modelos tedricos associados poderdo garantir uma forma mais eficaz de medir a elasticidade e

viscoelasticidade para uma ampla variedade de amostras biologicas 6% 166179,

2.4 Microscopia de For¢a Atomica em Virus

A Microscopia de Forca Atomica tem se provado uma abordagem valiosa para delinear
as arquiteturas e os recursos estruturais detalhados de uma ampla variedade de virus. Desde
pequenos virus de planta de apenas 17 nm ao mimivirus de 750 nm de didmetro, com morfologias

diversas, como tais como HIV, particulas icosaédricas, vaccinia e bacteridfagos (Figura 2.14).

Por ser uma técnica de superficie, o AFM fornece imagens e informagdes distintas da
Microscopia Eletronica de Varredura e, em alguns casos, com resolu¢do ainda maior. Medidas de
AFM podem ser realizadas em amostras fixadas ou ndo e em ar ou em fluidos, incluindo meios
de cultura, podendo ser aplicada a virus individuais isolados, bem como a células infectadas
(1811 'O AFM permite obter mapas dos virus seguindo em tempo real as mudangas estruturais de
particulas individuais de virus em resposta a diferentes condigdes e agentes externos, desde que
as mudangas ndo sejam mais rapidas do que o tempo de aquisicdo da medida. Isso pode permitir
a anélise, por exemplo, das etapas de montagem ou desmontagem do virus ',

Além disso, o AFM pode ser usado para observar como as particulas de virus podem ser
rompidas em indentagdes acima da resisténcia a ruptura ['**'%¥); ¢ a fadiga mecénica abaixo da
ruptura pode ser usada para monitorar em tempo real os estagios intermediarios da desmontagem

(1851 " Outras propriedades mecanicas, como rigidez das particulas e moédulo de

do adenovirus
Young também podem ser investigadas. Um método dominante usado para estudar a mecéanica

do virus envolve a indentag¢do de virions ou capsideos “empurrando” em pontos definidos na
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Figura 2.14: Mapas de virus obtidos por AFM. (a) Adenovirus humano (b) Mimivirus. (c¢) Virus Herpes simplex.
(d) Virus de leucemia murina Moloney. (¢) MVM. (f) Bacteriofago T7.

-
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Fonte: Reproduzido de P.J. de Pablo. (2013) [180]

superficie da particula com a ponta do AFM.

Roos € colaboradores 12!

realizaram ensaio de indentagdo em particulas virais de HSV-
1. Na Figura 2.15, ¢ possivel observar o efeito da indentacdo na casca do capsideo viral. Um
buraco ¢ produzido pela “falha”da casca viral. Observa-se que os capsomeros individuais sdo
discerniveis e, a0 comparar a imagem antes e depois da indentacdo, € possivel identificar os que
foram perturbados ou completamente removidos. Na Figura 2.15A e Figura 2.15B a topografia
de uma particula de HSV1 imersa em liquido ¢ mostrada, antes (Figura 2.15A) e ap6s (Figura
2.15B) a indentacdo. Na Figura 2.15C, é mostrado o perfil de altura, obtido ao longo das setas
brancas na Figura 2.15A e na Figura 2.15B. Na Figura 2.15D e Figura 2.15E, exibe-se a numera-
¢ao dos capsdmeros antes e depois da indentagao, revelando a remocao dos capsdmeros centrais
(em vermelho) como resultado de falha do capsideo.

O AFM também pode ser usado para determinar os valores das forgas fisicas envolvidas
no reconhecimento molecular entre particulas de virus e diferentes ligantes, por exemplo, recep-

[186] "até em condigdes fisiologicamente relevantes, com receptores

tores celulares ou anticorpos
embutidos na membrana de uma célula ou lipossoma. A abordagem geral nesses estudos en-
volve anexar uma particula de virus ou ligante de virus a ponta de AFM e o seu correspondente

de interagdo a um substrato sélido e “puxar”até que a interagdo entre eles seja interrompida.
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Figura 2.15: Imagens de AFM de um capsideo viral antes e depois da nanoindentagdo. A) e B) Imagens de to-
pografia tridimensionais de uma particula HSV1 antes (A) e ap6s (B) a indentacao, respectivamente. C) O perfil
de altura, obtido ao longo das setas brancas em A e B. D) e E) A numeracgdo dos capsdmeros antes e depois da
indentacdo mostrando a remoc¢éo de capsdmeros centrais (indicados em vermelho).
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Fonte: Reproduzido de W. Roos (2010) [12]

Além disso, foi observado o pré-estresse do capsideo de alguns bacteridéfagos, como foi mos-

trado a partir de experimentos de nanoindentagcdo com AFM feito por Baclayon e colaboradores

[187]

Em relagdo a rigidez mecanica, os capsideos ndo-envelopados diferem amplamente em
sua capacidade de suportar altas cargas mecanicas (forg¢as) sem serem fisicamente perturbados
ou mesmo irreversivelmente deformados. Em geral, a falha mecanica (ruptura) de um capsi-
deo do virus parece ocorrer quando ele se deforma de forma abrupta ! '*4. Alguns capsideos
foram fraturados ou rompidos quando a ponta do AFM foi usada para aplicar for¢as que causa-
ram deformagdes ndo muito profundas na casca de proteina, geralmente ndo acima de 10-15%
do didametro do capsideo. Em contraste, outros capsideos resistiram a for¢as que provocaram
deformagdes muito grandes da particula '™, Alguns destes Giltimos resistiram, até mesmo,
a um colapso total sob carga: uma vez que a forca foi removida e as particulas puderam rela-
xar, elas geralmente recuperaram suas dimensdes originais, sem nenhum dano estrutural sendo

detectado. Assim, alguns invélucros de proteinas virais podem ser considerados relativamente
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Figura 2.16: Particulas de virus cujas propriedades mecanicas foram estudadas até o momento. Todas as particulas
sdo reproduzidas (aproximadamente) na mesma escala, indicada pela barra no canto superior esquerdo. Vistas
lateral e superior do TMV, formas nativa e dilatada de CCMV 1 e formas prohead-I e head II de HK97 sdo
representadas. Para HBV e HSV-1, as propriedades mecanicas foram analisadas para capsideos sem seus envelopes.

T4CAPSID

MLV HIV-1 INFLUENZA

Fonte: Reproduzido de P.J. de Pablo e M.G. Mateu. (2013) [188]

frageis, enquanto outros sdo consideravelmente mais resistentes a cargas mecanicas !,

Alguns virions envelopados também tiveram suas propriedades mecanicas investigadas

e diferencas notaveis foram encontradas. O Influenza ¢ extremamente elastico, mecanicamente
ST . . [190,191] I

se comportando quase como seu envelope lipidico muito macio . Em contraste, os virions

imaturos de dois retrovirus, leucemia murina (MLV)!'*%

e da imunodeficiéncia humana (HIV-
1)!"*3! sd0 mecanicamente muito rigidos, produzindo médulos de Young estimados comparaveis
aos dos capsideos icosaédricos. No virion da influenza, a camada de proteina da matriz M1 ime-
diatamente abaixo do envelope pode ser altamente flexivel e ndo se opde a qualquer resisténcia
significativa a deformacdo. Em contraste, o capsideo muito espesso abaixo do envelope dos
retrovirus seria parcialmente responsavel pelas altas constantes de mola determinadas para os
virions MLV e HIV-1 imaturos. Além disso, a rigidez ainda maior do HIV-1 imaturo, em com-
paracao com MLV, pode ser devido a presenca de interagdes que possivelmente ndo ocorrem
no MLV imaturo. No caso do HIV-1, a maturagdo contribuiu para o amolecimento mecanico

extremo observado %> 131,

Esses trés virus envelopados mencionados (MLV, HIV-1 e Influenza) sio mecanicamente

muito flexiveis e foi levantada a hipotese de que a fusdo efetiva com a membrana celular, para
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permitir a entrada do virus, pode exigir um virion mecanicamente macio e flexivel o suficiente
para um contato extenso entre o virus e a célula. As mudangas estruturais efetuadas durante a
maturacao do virus teriam, como uma consequéncia, o amolecimento mecanico do virion, que
seria necessario para a entrada do virus no interior celular. Se esta hipotese for verificada, mu-
dangas nas caracteristicas mecanicas do virus com envelope podem afetar um controle mecéanico
da entrada desse virus nas células hospedeiras ['® 58],

As particulas virais sdo submetidas a forgas fisicas que podem deformar ou as romper
tanto fora quanto dentro das células. Essas for¢as incluem forgas de cisalhamento durante sua
movimentacdo em fluidos viscosos ou sendo expelidas através de poros ou outras aberturas;
efeitos osmoticos; pressurizagcdo devido ao empacotamento do material genético; pressao hi-
drostatica; forgas capilares na dessecacdo etc. Os virus com uma forma tubular muito alongada,
como o do mosaico do tabaco (TMV), podem ser particularmente sensiveis ao estresse mecanico
(1941 ' mas qualquer virus, por ser feito de material “macio”, corre risco de perturbagio mecanica
em algum ponto ou outro de sua existéncia. Além disso, algumas particulas de virus devem mu-
dar de forma (passar por rearranjos conformacionais) para cumprir sua fun¢do bioldgica; assim,
sua capacidade de deformar ou resistir a deformagdo pode estar conectada com sua dindmica

[188]

conformacional biologicamente relevante . De toda forma, toda matéria deve obedecer as

leis gerais da fisica e a matéria biologica ndo ¢ uma excegdo. Os virus ndo apenas aprenderam
a lidar com elas, mas também conseguiram usé-las para sua propria sobrevivéncia %,

O campo da mecanica dos virus esta contribuindo para a fisica de materiais, investigando
alguns parametros fisicos da matéria bioldgica “macia/mole” (soft matter) e dos nano-objetos
biologicos ["**). Finalmente, observa-se, pela quantidade emergente de trabalhos nessa direcio,
que o AFM abriu a possibilidade de investigar propriedades fisicas anteriormente inexploradas
de particulas virais, o que pode fornecer novos conhecimentos sobre as relacdes entre a estru-
tura, propriedades fisicas e fungdes do virus. Dessa forma, o AFM oferece a possibilidade de
investigar a rigidez mecanica dos virions e capsideos e de romper seletivamente os elementos in-
dividuais que compoe as particulas de virus. Esses experimentos podem contribuir para entender

a montagem e desmontagem de virus, estabilidade e dinamica dessas particulas % 3% 18]
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3. Métodos Experimentais

Esse ¢ um estudo experimental de cooperacao multidisciplinar entre o Departamento de
Fisica da Universidade Federal do Maranhdao (DEFIS-UFMA), o Departamento de Biotecno-
logia da Universidade Federal do Ceara, Laboratério de Nanorradiofarmacia da Universidade
Estadual da Zona Oeste do Rio de Janeiro, Instituto de Engenharia Nuclear e Fundagao Oswaldo

Cruz - FIOCRUZ.

3.1 Aquisicao das amostras

As amostras do virus SARS-CoV-2 inativados foram fornecidas pelo Laboratorio NB3 da
FIOCRUZ. Amostras de esfregaco nasofaringeo (NP) foram coletadas de pacientes sintomaticos
que adquiriram COVID-19. Esses pacientes foram atendidos no mesmo hospital ¢ foram os
dois primeiros casos confirmados de COVID-19 na cidade de Sdo Paulo. As amostras foram
coletadas entre os dias 2-4 pds-inicio dos sintomas, colocadas em 1-2 mL de meio salino e
usadas para diagnostico molecular e isolamento do virus. A cepa resultante foi denominada:

SARS-CoV-2 (EPI_ISL_413016) ['%!,

3.2 Preparacao da amostras de SARS-CoV-2

3.2.1 Isolamento e inativacao do virus

As células Vero E6 (ATCC, no 1586) foram cultivadas em meio de Eagle minimo (MEM,;
Gibco) suplementado com FBS a 10% (Gibco) e plaqueadas a 100.000 células/pogo em uma
placa de 48 pocos a 37°C com atmosfera de 5% de C'O,. O rendimento do virus em sobrenadan-
tes de cultura foi quantificado por RT-qPCR usando primers especificos e sonda contra o gene

Rdrp de acordo com RT-qPCR 2019-nCoV (protocolo do Instituto Pasteur). ['*°!
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A inativagdo foi feita seguindo a mesma metodologia adotada pela American Type Cul-
ture Collection (ATCC) ["*7), Nesse sentido, o virus ficou inativo por aquecimento a 65°C por

30 minutos e, portanto, ndo consegue se replicar.

3.2.2 Estoque de virus

Particulas viaveis (titulo 1,0 x 106 PFUs em 500 p L) e inativadas do SARS-CoV-2 iso-
lado (EPI_ISL 413016) foram preparadas e usadas neste estudo.

3.3 Medidas de Microscopia de Forca Atomica

Para medidas de Microscopia de For¢a Atomica (AFM), 10 pL de solugdo do meio de
cultura com suspensdes de particulas virais foram depositados em laminas de microscopio (13
mm de didmetro) previamente tratadas com poli-l-lisina 1% (Sigma, St. Louis, MO, EUA).
As laminas foram analisadas no microscopio Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA)

(Figura 3.1).

Figura 3.1: Microscopio de For¢ca Atdmica Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA) localizado no Laboratdrio
de Biofisica ¢ Nanossistemas da UFMA.

Foram usadas sondas de nitreto de silicio, com constante de mola nominal de 0,06 N/m;

no entanto, as constantes de mola reais de cada cantiléver utilizado nesta pesquisa foram ca-
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libradas pelo método do ruido térmico. As amostras foram analisadas no modo Peak Force
Quantitative Nanomechanics (QNM), que permitiu a aquisi¢do, além dos mapas topograficos,
de informagdes nanomecanicas das amostras estudadas. A analise estrutural foi realizada no ar
(temperatura de 23°C e 44% de umidade), com resolugao dos mapas 256 pixeis e frequéncia de
varredura de 0,5 Hz.

Para a analise de indentacdo, as medidas foram feitas no modo rampa (ramp mode) do
QNM, em meio fluido, com solu¢do do meio de cultura. Para medidas em meio fluido utiliza-se
um componente extra do AFM chamado célula liquida, que substitui o “#ip holder” tradicional.
A substituicao deste componente se da pois a célula liquida possui um pogo, que ¢ preenchido
com o fluido a ser utilizado na medida, neste caso, a solugdo do meio de cultura. O fluido
depositado no poco forma um menisco que ¢ mantido no lugar através de um borracha circu-
lar, chamada de “O-ring”, que fornece o suporte necessario para que haja uma pequena tensao
superficial no poco, a ponto de formar o menisco e este permanecer estavel sobre a amostra
enquanto o cantilever se aproxima e varre a amostra, estabelecendo assim o ambiente liquido
para a realizagdo da medida.

Figura 3.2: Célula liquida: componente utilizado para a realizagdo de medidas em meio liquido. a) Tensdo super-
ficial do menisco através do O-ring. b) Menisco formado no pogo da célula liquida. ¢) Célula liquida montada no
AFM. d) Zoom no O-ring com o cantilever montado. d) Célula liquida antes de recebr o fluido.

O modo de rampa permite a aquisi¢do de curvas de forga individuais sobre as particulas
virais, com controle de forca de indentacdo méaxima e velocidade de aquisicdo das curvas de
forca. No caso da analise de particulas virais,devido ao tamanho reduzido da superficie da

amostra, esse modo ¢ mais vantajoso pois permite a analise dos danos locais e reorganizagao
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da estrutura viral, quando submetida a sucessivas indenta¢des, em uma mesma regido. A forca
maxima aplicada neste trabalho foi de InN, com velocidade de aquisi¢ao das curvas de 50 nm/s.
As curvas do AFM foram analisadas com o software NanoScope Analysis 2.0 € os mapas foram
gerados com o auxilio do software Mountains SPIPS® (Digital Surf).

Os parametros estruturais das particulas virais foram calculados usando o software Gwyd-
dion 2.57, aplicando a deteccao de graos de contorno as imagens topograficas (area de varredura
de 5 um?), usando uma maéscara sobre as regides correspondentes as particulas. A partir dessas
regides, foram calculadas informacgdes estatisticas sobre a altura e o didmetro de 415 particulas.
Para o didmetro e espacamento das medidas das unidades de proteinas de membrana, cinco parti-
culas virais diferentes (uma area de varredura de 150 nm?) foram analisadas usando a ferramenta
de secdo transversal. Experimentos de indentagdo de particulas virais foram realizados em 7 vi-
rions diferentes, e cada um passou por 70 a 120 ciclos de indentacdo. Os mapas de adesdo foram
analisados em 13 particulas virais ( area de varredura de 250 nm?).

A partir das curvas de forga, regides de ruptura da particula viral foram observadas na
porcdo de contato da curva de aproximacao (Figura 3.3), representadas pelos platds (regides de
forca constante). A espessura das camadas indentadas foram medidas a partir da largura desses

platos, obtidas pela escala de separacdo das curvas.

Figura 3.3: Ilustragdo dos platds que caracterizam a ruptura da particula viral, enfatizados pelas faixas coloridas,
na curva de Forca versus Separacao.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Estrutura e formato das particulas virais de SARS-CoV-2

Nos mapas topograficos (Figura 4.1), é possivel observar a estrutura externa como a
camada mais alta da particula viral. Medimos que a particula do virus tem um didmetro médio

de 92 nm com um desvio padrao (SD) de &+ 15.7 nm (Figura 4.1A). Esse dado ¢ corroborado por

[198] [199]

Laueeetal." "™ e Bar-On et al." ™, que afirmaram que o tamanho da particula viral pode ser em
torno de 100 nm sem considerar as proteinas spike. Na vista superior da particula viral, € possivel
observar na Figura 4.1B uma estrutura complexa com unidades tendo um didmetro de 10.9 nm
+ 1.9 nm SD. Esses achados corroboram o modelo proposto por Klein e colaboradores®”! para

o diametro da proteina Spike.

Figura 4.1: Mapa topografico de AFM revelando a estrutura viral e o formato da particula de SARS-CoV-2: A)
Uma visdo ampliada de varias particulas virais dispersas no substrato com didmetro variando entre 90-185 nm. B)
Zoom da superficie de uma tnica particula viral mostrando os detalhes dos arranjos de proteinas na superficie.

nm

nm

O espacamento de centro a centro de cada uma dessas unidades foi medido na faixa de
11.8 nm =+ 2.5 nm SD. A secdo transversal na Figura 4.2 destaca o perfil de altura de particula,

com uma altura média de 21.4 nm + 4.4 nm SD apo6s a deposi¢do em um substrato de vidro. As
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setas verdes apontam para algumas das unidades de proteina que foram medidas, com um mapa
inserido mostrando a direcdo em que a particula foi seccionada. As proteinas S tém tendéncia
a reordenar sua organizagdo na superficie do virion *°”); nesse sentido, as imagens de AFM
apresentam uma vantagem: a capacidade de analisar toda a superficie, sugerindo uma densidade
maior de proteinas S.

Figura 4.2: Secfo transversal do perfil de uma unica particula, enfatizando as unidades de proteina na superficie
com medidas de didmetro compativeis com a proteina Spike. O mapa no detalhe mostra a dire¢do em que a se¢ao
transversal foi medida. As setas verdes destacam a seco transversal sobre as proteinas.
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A proteina S do SARS-CoV-2 forma trimeros salientes compostos por duas subunidades
responsaveis pela ligacdo ao receptor (subunidade S1) e uma subunidade responsavel pela fu-
sdo 4 membrana (subunidade S2) "%, A fusdo da membrana viral com a membrana da célula
hospedeira tem inicio quando a subunidade S1 se liga a um receptor da c¢lula hospedeira. A
ligacdo do receptor desestabiliza o trimero de pré-fusdo, resultando na liberacdo da subunidade
S1 e na transi¢do da subunidade S2 para uma conformagdo pos-fusio estavel "4, A pos-fusio
¢ um processo essencial feito pela subunidade S2 da proteina S. Durante a infec¢do por SARS-
CoV-2 e apods o reconhecimento do receptor ACE2 pela subunidade S1, a proteina S muda para
o modo pos-fusdo e S2 conduz a fusdo entre a membrana viral e celular levando a entrada do
virus na célula [®). No mapa topogréafico de AFM mostrado na Figura 4.3, é possivel observar
um arranjo que sugere esse tipo de estrutura. Na regido mais clara do mapa (em cor branca),
observa-se trés estruturas globulares, de aproximadamente 8§ nm de didmetro individualmente,
que se organizam da forma de tridngulo, sugerindo uma unidade de proteina S.

Na Figura 4.4 sdo apresentados os mapas de forcas de adesdo resultantes da interagdo
entre a sonda de AFM e o substrato contendo as particulas virais. E importante notar que as for-

cas de adesdo sdo uma combinagdo das forgas eletrostatica, van der Waals, capilar e de escape
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Figura 4.3: Mapa topografico com escala de cor artificial que enfatiza um trimero na superficie viral, o formato
caracteristico da estrutura da proteina spike.

[107]

promovidas pelas ligagdes quimicas '/, como ja mencionado anteriormente neste trabalho. O
mapa de adesdo bidimensional mostrado na Figura 4.4B corresponde as particulas virais apre-
sentadas no mapa topografico da Figura 4.4A. E possivel identificar claramente a particula viral
sendo muito distinta do substrato. A regido circundante das particulas virais tem escala de ade-
sdo diferente do centro, com espessura medida de ~ 20 nm, compativel com a distancia da base
da ponta da coroa na membrana e sua por¢io superior, conforme relatado na literatura '**). Além
disso, € possivel observar uma interagdo entre as coronas das particulas. A regido sugerida como
corona aparece com uma escala diferente ao redor da particula porque as pontas periféricas estdo

interagindo com o substrato e as pontas no topo do virus ndo interagem com o substrato, apenas

com a sonda, resultando em uma distribui¢do diferente na sobreposicao de forgas.

Uma analise mais aprofundada no modo de adesao (Figura 4.5A), com foco no centro da
particula viral, mostrou estruturas de forma triangular, compativel com o didmetro das proteinas
Spikes. A distribui¢do das proteinas Spike na superficie da particula viral ¢ mostrada na Figura
4.5B. Diferentes contrastes de for¢as de adesao no topo da particula viral podem estar relacio-

1881 ° A pés-fusdo ¢ um processo

nados a largura da acdo pés-fusdo da subunidade S2 ao feixe
essencial realizado pela subunidade S2 da proteina Spike. Durante a infec¢do por SARS-CoV-2
e apos o reconhecimento do receptor ACE2 *°! pela subunidade S1, a proteina Spike muda para

o modo pés-fusdo e S2 conduz a fusdo entre a membrana viral e celular que levou a entrada do
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Figura 4.4: A) Imagem topografica do SARS-Cov-2 e B) seu respectivo mapa de adesdo. O mapa de adesdo mostra
diferentes contrastes nas regides central e externa. Na regido externa, ¢ possivel observar algumas estruturas nao
mostradas no mapa topografico que podem ser sugeridas como a coroa de spikes. O centro possui regides com
interagdo atrativa consideravelmente menor que sdo compativeis com a morfometria dos spikes, sendo estes os que
ndo interagem com o substrato, apenas com a sonda.
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virus na célula [®®!. Nessa dire¢do, esses achados sugerem que as proteinas Spike sdo estruturas

que podem interagir com uma grande variedade de mecanismos moleculares e celulares, o que

corrobora o perfil de alta viruléncia do SARS-CoV-2 afirmado por Kumar et al. 2%,

Figura 4.5: A) Mapa de adesdo de uma tnica particula viral revelando detalhes das diferentes forgas de adesdo.
A imagem inserida mostra uma correlagéo entre a estrutura de forma triangular sugerida ¢ a proteina Spike. B)
Combinagao do mapa topografico tridimensional e do mapa de forgas adesivas.
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O mapas na Figura 4.6 mostram diferentes conformacdes de adsor¢do da particula do

SARS-CoV-2 no substrato de vidro (como foi observado antes para outras particulas virais);

[203]

isto €, Moreno-Cerrada et al.'”~ apresentaram uma investigagao semelhante para particulas se-
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1.2 para um virus icosaédrico ndo-envelopado, mas essa é a

melhantes a virus e Carrasco et a
primeira vez que tal analise foi realizada em um virus envelopado, como ¢ o caso do SARS-Co V-
2. Entre muitos métodos para determinar a concentragdo de virus no ambiente, os estudos de
adsorcio de virus também séo cruciais para esse entendimento °*. A transmissio viral ¢ ainda
mais complicada pelas diferengas na sobrevivéncia dos virus nas superficies e pela desanexagao
das particulas virais apos o contato *°®!. Conforme mencionado na revisio feita por Aboubakr et
al. ) o SARS-CoV-2 manteve sua infectividade por até 4 dias em superficies de plastico, mas
apenas 4h horas em superficies de cobre, indicando que a permanéncia de infectividade das par-

ticulas virais tem substratos preferidos. Portanto, um estudo de adsor¢ao comparando diferentes

substratos e o célculo da energia de adsor¢do pode ser uma investigagdo posterior util.

Figura 4.6: Informagdes sobre a estrutura interna: A-C) Diferentes padrdes de adsor¢do da particula viral SARS-
CoV-2 em vidro. As linhas pontilhadas pretas destacam as estruturas semelhantes aos Spikes presentes em todas as
imagens de altura. D) Sugestdo de montagem hexamérica das estruturas internas da particula viral apds adsorgéo e
E-F) uma montagem piramidal tetraédrica com diferentes rotacdes piramidais.

38.4 nm 27.4 nm 19.3 nm

Os dados apresentados na Figura 4.6 mostram a diferenca nos padrdes de adsor¢ao obser-
vados para a particula viral do SARS-CoV-2 em um substrato de vidro tratado com poli-L-lisina
(no ar). Nas Figuras 4.6 A-C, ¢ possivel reconhecer o perfil da proteina Spike destacado pela
linha tracejada representada por formas triangulares, tipicas da estrutura Spike. Devido a inte-
racdo da carga da membrana da particula viral com o substrato (vidro), € possivel observar as
estruturas das particulas internas. Por exemplo, nas Figuras 4.6A-C, ¢ possivel observar um pa-

drao semelhante a um padrao globular e seus diferentes conjuntos de adsor¢ao no substrato de
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vidro. Esse resultado corrobora os achados de Lu et al. para a organizagdo do nucleocapsideo
B3], Nas Figuras 4.6D-F, sdo sugeridas diferentes montagens internas nas diferentes simetrias de
adsorcao das particulas, com montagem hexamérica (Figura 4.6D) e tetraédrica (Figuras 4.6E
e F) e, nessa ultima, com diferentes rotagdes piramidais, de acordo com o modelo proposto por

Yao e colaboradores %!,

4.2 Experimentos de Nanoindentacio

Andlises nanomecanicas sao comuns na avaliagdo as propriedades mecanicas de diversos

[6,169]

biomateriais . Muitos experimentos de indentagdo foram realizados a fim de observar a

[15,20]

resisténcia das particulas virais . Embora estudos de indentagdo anteriores das particulas

virais SARS-CoV-2 estivessem principalmente interessados em romper totalmente a particula

vira] %1

, este estudo foi direcionado em medir a resisténcia de cada camada da membrana da
particula viral. Assim, foram realizados varios ciclos de indentagdo com forca de até 1 nN
com uma velocidade de indentagdo de 50 nm/s. A razdo para a escolha desses parametros ¢
que os materiais viscoeldsticos sob estresse de carga aplicada em baixas frequéncias, tém um
comportamento mais complacente/maledvel, opondo-se a resposta mais sélida em frequéncias

mais altas!!"”",

Nesse sentido, experimentos de indentacao de particulas virais foram realizados em sete
virions diferentes, e cada um passou por 70 a 120 ciclos de indentacdo. Os resultados de inden-
tacdo mostrados na Figura 4.7 representam o comportamento das particulas virais em diferentes
estagios de indentacdo em comparacdo com a curva de forga realizada em um substrato de 1a-
mina de vidro (linha pontilhada preta). A separagdo entre as curvas aumenta gradativamente de
acordo com o avango dos ciclos realizados, indicando a penetracdo da sonda na particula viral.
Cada degrau observado nas curvas de forga (regides com valores de forga constantes - circulos
amarelos na Figura 4.7 A), esté relacionado a ruptura'?! de uma camada estrutural.

No 10° ciclo, é possivel observar um primeiro plato relacionado a uma forca constante
de ~ 100 pN, a segunda etapa em torno de 600 pN e a terceira etapa com uma forca de platd de
ruptura em torno de 800 pN, indicando a ruptura de trés camadas (ou estruturas de membrana
individuais) que requerem forcas da ordem de 100 pN, 600 pN e 800 pN, respectivamente, para
serem perturbadas a uma velocidade de indentagdo de 50 nm/s. E possivel ver que uma camada

com largura total de ~ 6 nm foi rompida. Esses dados confirmam os estudos anteriores que
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Figura 4.7: Curva de forca de referéncia no substrato de vidro e sequéncia de curvas sobre a particula viral. Os

circulos amarelos no 10° ciclo enfatizam as etapas caracteristicas dos eventos de ruptura. A imagem inserida 21
sugere uma visualiza¢do da se¢do transversal das camadas indentadas.
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mostram que 0 SARS-CoV-2 pode ter uma membrana com largura de 6 a 8 nm ).

No 20° ciclo, ¢ possivel observar varios eventos de ruptura (degraus) entre 100 pN e

900 pN de forca de ruptura. Esses multiplos eventos, com platés de menor tamanho, sugerem

que haja uma tentativa da particula viral de remontar as proteinas da membrana; porém, a re-
montagem nao ¢é totalmente eficaz devido ao estresse continuo na camada, mesmo em baixas
velocidades. Finalmente, no 70° ciclo, ha o primeira platé comum em ~ 100 pN e dois platores
menores em uma escala de forga de ~ 400 pN e ~ 500 pN, respectivamente. Correspondente-
mente, ha um deslocamento maior em relagdo a curva de vidro, indicando que a estrutura interna
viral, o nucleocapsidio, é continuamente deformado pela indentagdo da sonda de AFM e, por

isso, o rompimento das camadas requer forcas menores do que as do ciclos anteriores.

Na curva de retragdo apresentada na Figura 4.8, trés eventos principais de desprendi-
mento de penetragdo ** se destacam da estrutura da membrana SARS-Cov-2, evidenciada pelos
circulos amarelos, confirmando a presenga de trés estruturas principais sugeridas no resultado
apresentado na Figura 4.7. A histerese observada entre os ciclos de aproximagdo e retragio
corresponde a dissipacdo de energia da sonda de AFM sobre a superficie da particula viral, de-

monstrando seu carater viscoeldstico, principalmente em baixas velocidades de indentagdo. O

primeiro platd comum a todos os ciclos mostrados no grafico da Figura 4.7 revela algo interes-



Figura 4.8: O grafico de forca versus separacdo mostra um ciclo tardio de aproximagdo (curva azul) e retracio
(curva vermelha) da sonda AFM na superficie da particula viral. Os circulos amarelos enfatizam os eventos de
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desprendimento de penetragdo na estrutura viral. A regido listrada de vermelho corresponde a dissipagdo de energia
mostrando o carater viscoelastico da particula viral.
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sante: ha sempre uma tendéncia de remontar a membrana viral; ¢ uma camada cada vez mais

espessa ¢ rompida com menores quantidades de forca de carregamento a medida que os ciclos
avangam.

Figura 4.9: Curvas de for¢a de referéncia no vidro ¢ na superficic da particula viral.
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Embora a andlise de indenta¢do tenha confirmado a ruptura das camadas de particulas,
uma analise mais aprofundada no AFM mostrou que um dano local nas camadas da membrana
pode ser corrigido por uma remontagem da propria membrana. Na Figura 4.9, 0 40° ciclo (curva
magenta) mostra uma tendéncia de diminui¢do do recuo, quando comparado aos ciclos anterio-
res (20° ciclo, curva azul). Esse efeito pode ser explicado pela reorganizagdo das proteinas da
membrana, mostrando que a ruptura total dessa organizacdo sé ¢ possivel com o uso de forcas

de carga maiores (Figura 4.10).

Figura 4.10: Estrutura da membrana sugerindo auséncia ou reposicionamento de proteinas (circulos tracejados) na
superficie da particula viral. A seta amarela indica o local onde ocorreu o reposicionamento ou a perda de uma
unidade de proteina.

Nao obstante, o efeito de remontagem das particulas virais também pode ser explicado
pelo comportamento viscoelastico da membrana ou pelo deslocamento e subsequente mobili-
dade das unidades de proteina. A mobilidade da proteina foi explicada por Alenghat e Golan
2191 que mostraram que a mobilidade da proteina da membrana pode variar desde o movimento
browniano aleatorio simples até o movimento axial e orbital para dentro da propria membrana.
Finalmente, como mostrado na Figura 4.10, ¢ possivel observar uma conformagao de proteinas

em um arranjo do tipo hexdmero, mas com uma unidade aparentemente ausente; isso pode estar

relacionado a mobilidade da proteina de membrana.
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5. Conclusoes e Perspectivas

Neste estudo, a ultraestrutura e as propriedades nanomecanicas das particulas virais de
SARS-Cov-2 foram avaliadas utilizando a Microscopia de For¢a Atdmica. Os mapas topografi-
cos e de adesdo de alta resolucdo revelaram as estruturas da superficie da membrana da particula
viral e a distribuicdo de proteinas de superficie, corroborando com modelos tedricos propostos
na literatura para este virus. Outro achado relevante foi a observagao de estruturas de particulas
internas com padrao globular e seus diferentes conjuntos de adsorcao em substrato de vidro. Um
estudo de adsor¢do comparando diferentes substratos e o célculo da energia de adsor¢do pode
ser uma futura investigacdo relevante. Os testes de fadiga da membrana, utilizando indentagdes
sucessivas na mesma regido da superficie do virus com velocidades de aquisi¢do de curvas de
50 nm/s, permitiram observar eventos de ruptura da membrana, camada por camada, sugerindo
trés camadas principais, sendo que cada uma delas teve sua espessura medida individualmente,
somando uma espessura total de ~ 6 nm. Além disso, foi possivel observar a reorganizagao
das proteinas da membrana, com curvas de forca dos ciclos tardios mostrando uma reducdo na
quantidade de indenta¢do na membrana da particula. Os eventos penetrativos também foram
confirmados pelas curvas de retragdo em ciclos de indentacdo avangados, apresentando picos
caracteristicos de liberagdo penetrativa, com forgas de ligagdo atingindo até 200 pN. Como ca-
racteristica dos materiais viscoelasticos, em baixas taxas de indentagdo, a particula viral apre-
sentou histerese bastante evidente entre as curvas de aproximacao e retra¢do, caracterizando a

dissipacdo de energia da sonda durante a indentagao.

Os resultados aqui apresentados agregam novos dados na caracteriza¢do das proprieda-
des fisicas e estruturais do SARS-Cov-2, refor¢cando os modelos apresentados na literatura. Os
proximos passos para este trabalho envolvem a caracterizagao de peptideos candidatos ao trata-
mento da Covid-19 e da sua interagdo com a particula viral de SARS-CoV-2. Além disso, existe
o planejamento para a continuidade desses estudos em particulas virais das mutagdes de SARS-

CoV-2, comparando as diferengas mecanicas relevantes para sua infectividade em cada uma das
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mutacdes. Outra perspectiva € expandir esses ensaios para outros tipo de virus, tais como os
arbovirus causadores da Dengue, Zika e Chikungunya, ainda ndo analisados sob a perspectiva

abordada nesta pesquisa.
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ABSTRACT: The ongoing outbreak of the severe acute
respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) started in late
2019 and spread across the world, infecting millions of people, with
over 3.3 million deaths worldwide. To fight back the virus, it is
necessary to understand how the main structures work, especially
those responsible for the virus infectivity pathogenicity. Here, using
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CoV-2 viral particles were analyzed, with a special focus on their & Nanomechanical of SARS-Cov-2
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ultrastructure, adsorption conformation, and nanomechanical -

New data on

behavior. The results uncovered the aspects of the organization
and the spatial distribution of the proteins on the surface of the
viral particles. It also showed the compliant behavior of the
membrane and ability to recover from mechanical injuries. At least
three layers composing the membrane and their thickness were measured, protecting the virus from external stress. This study
provides new insight into the ultrastructure of SARS-CoV-2 particles at the nanoscale, offering new prospects that could be
employed for mapping viral surfaces. The understanding of the viruses” capacity to survive mechanical disruptions at any level and
their ability to recover from such injuries can shed a light on the structure—function relationship and help us to find targets for drug
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action, especially for this virus that, to this day, has no course of treatment approved.

1. INTRODUCTION

Coronaviruses (CoVs) are enveloped viruses with a non-
segmented single-stranded positive RNA (27—32 kb) genome
belonging to the Coronaviridae family of the order Nidovirales.
Their genome has 10 open read frames (ORFs)." Some of
these ORFs are responsible for producing the structural
proteins (sp): Spike (S), envelope (E), membrane (M), and
nucleocapsid (N).”> The nucleocapsid protein (N) interacts
with the RNA producing a ribonucleoprotein (RNP) particle
protecting the viral genome.” Recently, many studies on the
structural aspects of the severe acute respiratory syndrome
coronavirus-2 (SARS-CoV-2) have been done to understand
the molecular and structural dynamics of the virus infection
mechanisms.*™® Structural crystallographic analysis provided
essential information about the structural flexibility of S protein
and its role in infection.” Although many studies have
evaluated the virus proteins, focusing on chemical composi-
tion, very few studies have been done on the virus particle
conformation and nanomechanical properties.®”"’
Nanomechanical studies provide essential insights into the
unique mechanical properties of viruses. The viral capsid
functions go beyond the protection of the genome being
considered important to the viral life cycle, interaction with
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vectors, and pathogenicity. Thus, the understanding of its
meta-stability, conformational plasticity, ultrastructural mor-
phology, and mechanical properties (e.g., resiliency, brittle-
ness/hardness, material fatigue, and resistance to osmotic
stress) is essential to understand the virus behavior and
allowing the development of drugs and vaccines based on this
structural, mechanical, and physicochemical model.'' 13
Studies on physical virology have driven new approaches to
developing antiviral strategies, viral-based drug delivery
systems, and the design of proteins and peptides with
therapeutic applications toward viruses.'*”'° For instance,
Yang and Lu'"” have discussed that the knowledge produced by
physical virology studies was employed to design new
molecules-based drugs toward the Hepatitis B virus (HBV),
which are now in clinical trials. Here, the knowledge produced
about the SARS-CoV-2 nanomechanical properties could be
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Figure 1. AFM topographic map revealing the viral structure and shape of SARS-CoV-2 viral particles: (A) Zoomed-out view of several viral
particles dispersed on the substrate with diameter varying between 90 and 185 nm. (B) Single viral particle surface zoom showing the protein
arrangement details on the surface. (C) Profile cross section of a single particle, emphasizing the protein units on the surface with diameter
measurements compatible with the spike protein. The inset map shows the direction where the cross section was measured. Green arrows highlight
the cross section over proteins.
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Figure 2. Adhesion maps: (A) topographic image of the SARS-Cov-2 and (B) its respective adhesion map. (C) Adhesion map of a single viral
particle revealing details of the different adhesion forces. The inset image shows a correlation of the suggested triangular shape structure and the
spike protein. (D) Combination of the three-dimensional topographic map and the adhesion map.

useful to design a new specific drug toward the SARS-CoV-2 to 2. RESULTS AND DISCUSSION

affect the aspects of physical properties of the virus. 2.1. Structure and Shape of SARS-CoV-2 Viral

In this study, the structure of the SARS-CoV-2 was Particles. In th b E D it i bl
investigated by AFM (atomic force microscopy), a powerful articles. In the topographic maps (Figure 1), it is possible
to observe the outer structure as the uppermost layer from the

tool, which may be employed to reveal structural details with

high reliability, bringing new insights into the ultrastructure, virus particle. We measured that the virus particle has a size of
architecture, and nanomechanical properties of the SARS- 92 nm with a standard deviation (SD) of 15.7 nm (Figure 1A).
CoV-2. These data are corroborated by Laue et al.'” and Bar-On et
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Figure 3. Information about internal structure: (A—C) Different adsorption patterns of SARS-CoV-2 viral particles on a glass. The black dotted
lines highlight the spike-like structures present in all height images. (D) It suggests a hexameric assemble of the viral particle internal structures after
adsorption and (E and F) a tetrahedral pyramidal assembly with different pyramidal rotations.**

al,"® which stated that the viral particle size can be around 100
nm without considering the spike proteins.

On the top view of the viral particle, it is possible to observe
in Figure 1B a complex structure with units having a measured
diameter of 10.9 nm + 1.9 nm SD. These findings corroborate
the model proposed by Klein and collaborators'” for the
diameter of the spike protein. The spacing from center to
center of each of these units was measured to be 11.8 nm + 2.5
nm SD. The cross section in Figure 1C highlights the particle
height profile, with a height of 21.4 nm + 4.4 nm SD after
deposition in a glass substrate. The green arrows point to some
of the protein units that have been measured, with an inset
map showing the direction in which the particle was sectioned.
S proteins tend to reorder their organization on the virion
surface;?® in this sense, AFM images have an advantage: the
ability to analyze the whole surface, suggesting a higher density
of S proteins.

Neuman et al.”' have reported protein distribution across
the SARS-CoV-1 membrane using Cryo-EM images and
Fourier transform. Their findings suggest that the spikes
interspacing is ~15 nm and they reported other densities
spaced S to 8 nm apart, connecting the RNP (ribonucleopro-
tein complex: composed by the N protein and the genome) to
the membrane region, but could not confidently affirm if these
densities were related to M or N proteins. For the SARS-CoV-
2, Kiss et al.”® and Lyonnais et al.”® reported a “bald” viral
particle showing a smooth surface, without clear smaller
structures. Opposingly, our data show that the viral particle
membrane is crowded with smaller structures, suggesting the
structural description of the proteins on the membrane surface.

In Figure 2, it is shown the adhesion force maps resulting
from the interaction between the AFM probe and the substrate
containing the viral particles.

The bidimensional adhesion map shown in Figure 2B
corresponds to the viral particles shown on the topographic
map in Figure 2A. It is possible to identify the viral particle as
being very distinguished from the substrate. The surrounding

region of the viral particles has a scale of adhesion different
from the center, with a measured thickness of ~20 nm,
compatible with the distance from the spike corona base on the
membrane and its top portion, as reported in the literature.'”

In addition to this, it is possible to observe an interaction
between the coronas of the particles. The region suggested as
corona appears with a different scale around the particle
because the peripheral spikes are interacting with the substrate
and the spikes at the top of the virus do not interact with the
substrate, only with the probe, resulting in a different
distribution of adhesive forces.

Further analysis on the adhesion mode (Figure 2C) focusing
on the center of the viral particle showed triangular shape
structures, compatible with the spike proteins diameter. The
distribution of the spike proteins on the surface of the viral
particle is shown in Figure 2D. Different contrasts of adhesion
forces on the top of the viral particle may be related to the
width of the postfusion action of the S2 subunit to bundle.”*
Postfusion is an essential process performed by the S2 subunit
from the spike protein. During the SARS-CoV-2 infection and
after the recognition of the ACE2 receptor”” by the S1 subunit,
the spike protein changes to postfusion mode, and S2 drives
the fusion between viral and cellular membranes that led to
virus entry in the cell.' In this direction, our findings suggest
that the spike proteins are structures that can interact with a
great range of molecular and cellular mechanisms, which
corroborates the high virulence profile of the SARS-CoV-2 as
stated by Kumar et al.*

It is important to address that the adhesion maps do not
have the same physical nature as height maps. During peak
force quantitative measurements, on AFM, the maps are
obtained from the force curves composed from cycles of
approximation and retraction of the tip relative to the sample.
The topographic maps are derived from the approach curves
while the adhesion maps are related to the retraction portion,
and they both reveal different information about the sample
structure.

https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.1c01488
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Figure 4. Indentation curves: (A) reference force curve on the glass and the viral particle. Yellow circles in the 10th cycle emphasize the
characteristic steps of rupture events. (B) Force versus separation graph shows one late cycle of approach (blue curve) and retraction (red curve) of
the AFM probe on the viral particle surface. The yellow circles emphasize the release events of the penetration in the viral structure. The red-
streaked region corresponds to energy dissipation showing the viscoelastic character of the viral particle. (C) Reference force curves on the glass
and the viral particle. (D) Membrane structure suggesting the absence or repositioning of proteins (dashed circles) on the surface of the viral

particle.

In force spectroscopy measurements via AFM, the adhesion
forces are a combination of electrostatic, van der Waals,
capillary, and forces promoted by chemical bond breakage.”” In
particular, in cases of nonfunctionalized probes (such as in this
research), the adhesion forces are taken as nonspecific
interactions and it is not possible to separate the contribution
of each one of these forces. However, as the probes used here
to analyze all samples are made of the same material and have
the same specifications (geometry, tip radius, etc.), just as the
experiments for all samples were performed under the same
conditions (temperature and humidity of the air); thus,
differences in the contrast of adhesion forces are mainly
related to van der Waals and electrostatic interactions,
representing different components of the particle surface.

Considering the influence of electrostatic forces, Butt’” and
collaborators pointed out that, especially in measurements in
air, contributions of electrostatic forces are expected, especially
in nonconductive samples and in low air humidity, when
charge dissipation is ineffective. Thus, changes arising from
electrostatic forces result in a greater or lesser accumulation of
charge on the surface, which is associated with the composition
and/or the structure of the membrane. Liu>® and coworkers
did show through surface plasmon resonance (SPR) the
validation of the role of electrostatic force in the interaction
between SARS-CoV-2 pseudoviruses and surfaces, providing

10765

evidence that negatively charged surfaces can inhibit the
adsorption of SARS-CoV-2 pseudoviruses and suggesting new
routes into the design of anticontamination personal
protection equipment (PPE) and other technologies based
on the viral surface charges. These results corroborate the ones
presented here, in which the structures with higher adhesion
force values are related to the substrate functionalized with
poly-1-lysine, which has a positive charge, whereas the regions
on the map with lower adhesion force values correspond to the
triangular structures, associated with the spike protein.

The data presented in Figure 3 show the difference in
adsorption patterns observed for the SARS-CoV-2 viral particle
in a glass substrate (in air).

In Figure 3A—C, it is also possible to recognize the spike
protein profile highlighted by the dashed line represented by
triangular shapes, typical of the spike structure. Due to the
charge interaction of the viral particle membrane with the
substrate™ (glass), it is possible to observe internal particle
structures. For instance, in Figure 3A—C, it is possible to
observe a globular-like pattern and their different adsorption
assemblies on the glass substrate. This result corroborates the
findings of Lu and collaborators for the organization of the
nucleocapsid.”® Figure 3D—F suggests a different internal
assembly in different particles adsorption, with hexameric
(Figure 3D) and tetrahedral assembly (Figure 3E,F) and in the

https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.1c01488
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latter, with different pyramidal rotations, according to the
model proposed by Yao and co-workers.”*

2.2. Indentation Analysis. In this study, we focused on
measuring the resistance of each layer of the viral particle
membrane. Thus, we performed several indentation cycles with
up to 1 nN force with an indentation velocity of 50 nm/s. The
reason for the chosen parameters is that viscoelastic materials
under loading stress at low frequencies have a more soft
behavior, opposing the more solid-like response at higher
frequencies.’

In this direction, we performed 70—100 cycles of force
curves at the same region of the viral particles. The indentation
results shown in Figure 4A represent the behavior of the viral
particles upon different stages of indentation compared to the
force curve performed on a glass slide substrate (a black dotted
line). The separation between the curves gradually increases
accordingly with the advance of the cycles performed,
indicating the indentation of the probe on the viral particle.
Each step observed in force curves (regions with constant force
values—yellow circles in Figure 4A) is related to the rupture®”
of a structural layer. In the 10th cycle, it is possible to observe a
first step related to a constant force of ~100 pN, a second step
around 600 pN, and the third step with a rupture plateau force
around 800 pN, indicating the rupture of three layers (or
individual membrane structures) that require forces of the
order of 100, 600, and 800 pN, respectively, to be disrupted at
an indentation speed of 50 nm/s. It is possible to see that a
total layer width of ~6 nm has been ruptured. These data
confirmed the previous studies showing that SARS-CoV-2 may
have a membrane with a width from 6 to 8 nm."”

On the 20th cycle, it is possible to observe several rupture
events (steps) between 100 and 900 pN of the rupture force
interval. These multiple events, with smaller thickness plateaus,
suggest that there is an attempt by the viral particle to
reassemble the membrane proteins; however, the reassembly is
not completely effective due to the continuous stress on the
layer, even at low speeds.

Finally, on the 70th cycle, there is the common first step on
~100 pN and two smaller plateaus on a force scale of ~400
and ~500 pN, respectively. Correspondingly, there is a bigger
displacement compared to the glass curve, indicating that the
viral internal structure, the nucleocapsid, is continuously
deformed by the indentation of the AFM probe, and because
of that the disrupting of the layers requires smaller forces than
the ones on the earlier cycles.

In the retraction curve shown in Figure 4B, three main
penetration release events™ stand out from the SARS-Cov-2
membrane structure, evidenced by the yellow circles,
confirming the presence of three main structures suggested
in the result as shown in Figure 4A. The hysteresis observed
between the approach and retraction cycles corresponds to the
energy dissipation of the AFM probe over the surface of the
viral particle, demonstrating its viscoelastic character, especially
at low speeds of indentation. The first plateau common to all
cycles shown in the graph in Figure 4A reveals something
interesting: there is always a tendency to reassemble the viral
membrane and an increasingly thicker layer is disrupted with
smaller amounts of loading forces as the cycles advance.

Although the indentation analysis confirmed the rupture of
the particle layers, further analysis on the AFM showed that
local damage on the membrane layers can be fixed by
reassembly of the membrane itself. In Figure 4C, the 40th cycle
(magenta curve) shows a tendency to decrease indentation,

when compared with previous cycles (20th cycle, blue curve).
This effect may be explained by the reorganization of the
membrane proteins, showing that a complete rupture of this
organization is only possible using higher loading forces.

Nonetheless, the viral particle reassembly effect could also
be explained by the viscoelastic behavior of the membrane or
the displacement and subsequent mobility of protein units.
The protein mobility was explained by Alenghat and Golan,™*
which have shown that membrane protein mobility may vary
from simple random Brownian motion to both axial and orbital
movement into the membrane itself. Finally, as shown in
Figure 4D, it is possible to observe a conformation of proteins
in a hexamer-like arrangement but with an apparently missing
unit, and this could be related to the membrane protein
mobility.

The nanomechanical analysis performed in this study
corroborated the findings made by Yao et al** and Astuti
and Ysrafil,”” for the SARS-CoV-2 structure. The analysis
showed that three layers may compose the virus structure, with
them being mechanically resistant, suggesting that proteins and
other membrane components may act as different layers that
protect the virus from external stress and act as the infective
structure. This protective behavior is important to better
understand the fragility of the virus to the host immune system
on the environmental conditions. These data are quite
desirable to promote the evaluation of new products, especially
for disinfection purposes. The nanoindentation analysis also
corroborated the suggestion made by Lyonnais et al,*
confirming the deformable feature of the SARS-CoV-2. Finally,
the most innovative result is that the SARS-CoV-2 virus may
self-assemble after mechanical stress. These data are crucial to
better understand the resistance of the virus and propose new
drugs and techniques to fight back the disease.

Nanomechanical analyses are common to assess the
mechanical properties of diverse biomaterials.**” AFM has
proven to be a valuable approach to describe the detailed
structural architectures and features of a wide variety of
viruses.”*~*" Regarding mechanical stiffness, nonenveloped
capsids differ widely in their ability to withstand high
mechanical loads without being physically disturbed or even
irreversibly deformed.”® For example, it has been shown that
procapsids of phage ®29* and MVM (minute virus of mice)
particles*> can bear deformations, but that repeated
deformations eventually lead to shell failure. The ®29 pro
heads were able to withstand the loading force of 2.8 nN for
~30 cycles before the shell breakage but the MVM collapsed
after only seven deformation repetitions, with a maximum
force of 0.9 nN. The CCMV (Cowpea chlorotic mottle
virus)** capsid had a plastic response to multiple indentations,
at pH = S, with the capsids showing persistent deformation and
slow partial restoration of the original height. In contrast, at pH
= 6, the capsid withstood the deformations and showed no
signs of fracture. Thus, the fatigue of nonenveloped viruses is
quite specific to the particular species of virus and may differ
even for the same species at different environmental
conditions, demonstrating that, even though they are
structurally uniform in terms of capsids, they still present a
wide range of materials properties.””**

For enveloped viruses, as is the case of SARS-CoV-2, notable
differences were found in the investigation of their mechanical
properties. Influenza viral particles are very deformable,
mechanically behaving like its soft lipid envelope.* In contrast,
the immature virions of two retroviruses, murine leukemia-
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(MLV)* and human immunodeficiency (HIV-1),** are
mechanically very rigid, with Young’s modulus comparable to
those of icosahedral capsids. The results of the mechanical
properties for these three enveloped viruses (MLV, HIV-1, and
Influenza) suggested that an effective fusion with the cell
membranes may require a soft and flexible virion structure that
allows extensive contact between the virus and the cell. In this
direction, monitoring and changing the mechanical properties
of the enveloped virus may promote a mechanical control of
the virus entry into host cells.*’

3. CONCLUSIONS

In this study, the ultrastructure and nanomechanical properties
of SARS-Cov-2 viral particles were evaluated by AFM. The
high-resolution topographic revealed the structures of the
membrane surface of the viral particle and its distribution,
corroborating with theoretical models proposed in the
literature for this virus. In addition, the adhesion force maps
showing the interaction between the AFM tip and the viral
particle surface revealed structures with size and shape
compatible with spike proteins. For these structures, adhesion
forces presented different values from the other membrane
components, demonstrating a more negative nature of these
structures. Another relevant finding was the observation of
internal particle structures with a globular-like pattern and
their different adsorption assemblies on a glass substrate. An
adsorption study comparing between different substrates and
calculation of the adsorption energy might be a useful further
investigation. The membrane fatigue tests using successive
indentations on the same region of the virus surface with curve
acquisition speeds of 50 nm/s allowed us to see membrane
rupture events, layer by layer, suggesting three main layers,
with each one of them having their thickness measured
individually and adding up to a total thickness of ~6 nm. In
addition, it was possible to observe the reorganization of
membrane proteins, with force curves of late cycles showing a
reduction in the amount of indentation on the particle
membrane. The penetrative events were also confirmed by the
retraction curves in advanced indentation cycles, showing
peaks characteristic of penetrative release, with binding forces
reaching up to 200 pN. As a characteristic of viscoelastic
materials, at low indentation rates, the viral particle presented a
quite evident hysteresis between the approach and retraction
curves, characterizing the energy dissipation of the probe
during indentation. The results presented here add new data in
the characterization of the physical and structural properties of
the SARS-Cov-2, reinforcing models presented in the
literature.

4. METHODS

4.1. Origin of Virus. Nasopharyngeal (NP) swab samples were
collected from symptomatic patients who had acquired COVID-19.
These patients were treated in the same hospital and were the two
first confirmed cases of COVID-19 in S3o Paulo city. The specimens
were collected on days 2—4 postsymptom onset, placed in 1—2 mL of
saline medium, and used for molecular diagnosis and virus isolation.
The resulted strain was denominated: SARS-CoV-2 isolate (EPI -
ISL_413016).%”

4.2. Virus Isolation. Vero E6 cells (ATCC, no 1586) were
cultured in Minimum Eagle’s medium (MEM; Gibco) supplemented
with 10% FBS (Gibco) and plated at 100,000 cells/well in a 48-well
plate at 37 °C with 5% CO, atmosphere. The virus yield in culture
supernatants was quantified by RT-qPCR (Real-Time quantitative
Polymerase Chain Reaction) using specific primers and a probe
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against the Rdrp gene according to RT-qPCR 2019-nCoV (Institute
Pasteur protocol).”

4.3. Inactivation. The inactivation followed the ATCC protocol,
as described: The heat-inactivated preparation of 2019-nCoV/USA-
WA1/2020 (ATCC VR-1986HK) was inactivated by heating it to 65
°C for 30 min, becoming, therefore, unable to replicate. The heat-
treated material is tested for virus inactivation by culturing in Vero E6
cells (ATCC CRL-1586) for two passages of 14 days each to confirm
that there is no evidence of viral replication.”’ This protocol is
corroborated by Betejat et al.>* It is important to notice that the
inactivation process, used to manipulate the virus in the AFM, could
affect the integrity of the surface of the sample. According to Loveday
et al, the inactivation process used in the SARS-CoV-2 virus may
affect the structural and genomic integrity of the virus.

4.4. Virus Stocks. Viable (titre 1.0 X 10° PFUs in 500 yL) and
inactivated from isolate SARS-CoV-2 (EPI_ISL_413016) were
prepared and used in this study.

4.5. AFM Structure Analysis and Nanomechanical Experi-
ments. For AFM measurements, 10 4L of MEM solution with viral
particle suspensions were deposited on microscoge slides (13 mm
diameter), previously treated with poly-L-lysine>® 1% (Sigma, St.
Louis, MO, USA). The slides were analyzed on Multimode 8 (Bruker,
Santa Barbara, CA, USA) and the probes used were SNL (Bruker)
with 0.06 N/m nominal spring probes with 0.06 N/m nominal spring
constant in the peak force quantitative nanomechanics (QNM) mode.
The structural parameters of the viral particles were calculated using
the Gwyddion 2.57 software,** applying the boundary grain detection
to the topographic images (5 um?* scan area), masking the regions
corresponding to the particles. From these regions, statistical
information on the height and diameter of 415 particles was
calculated. For the diameter and spacing of membrane proteins
units’ measurements, five different viral particles (a scan area of 150
nm?®) were analyzed using the cross-section tool. Viral particle
indentation experiments were performed on seven different virions,
and each one has undergone 70 to 120 indentation cycles. Adhesion
maps were analyzed on 13 viral particles (250 nm* scan area).

For the indentation analysis, the measurements were done on the
QNM Ramp Mode in fluid following the same protocol described by
Kiss et al.”* Briefly, we also performed the measurements on the liquid
mode, but in our case, the fluid used was culture medium solution
(MEM). We used a force setpoint of 1 nN and a tip velocity of S0
nm/s, which, to our best knowledge, is lower than any other AFM
study performed on the SARS-CoV-2. AFM data were analyzed and
the maps were obtained with the aid of Mountains SPIP8 software
(Digital Surf-France).
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