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RESUMO

Há várias doenças caracterizadas por alterações nas propriedades biomecânicas de eritrócitos.

As anemias hemolíticas são um exemplo clássico, configurando no cenário mundial como as

doenças hereditárias de maior incidência. Anemia falciforme e talassemia são tipos de anemias

hemolíticas causadas por alterações na estrutura da hemoglobina, molécula presente nos eritróci­

tos e responsável pela realização de sua função primordial: o transporte de oxigênio. As doenças

falciformes têm origem patológica na síntese de uma hemoglobina anormal, a HbS, enquanto a

talassemia resulta na extinção ou diminuição da síntese de cadeias α e β normais, que compõem

a hemoglobina. Um estudo mais detalhado, em escala celular, pode trazer novas informações

sobre a patogênese e evolução dessas doenças. Usando o potencial das técnicas advindas da

Microscopia de Força Atômica para sondar propriedades físicas em nanoescala, neste trabalho

foram investigadas as propriedades biofísicas de eritrócitos de doadores saudáveis e comparadas

àquelas provenientes de indivíduos com diferentes mutações de anemia falciforme e talassemia.

As amostras foram obtidas por meio de parceria estabelecida com o Centro de Hematologia e

Hemoterapia do Maranhão ­ HEMOMAR. Os resultados revelam que propriedades específicas,

como rugosidade da membrana e rigidez celular, sofrem alterações mesmo em um estágio ini­

cial das doenças. Destacam­se os resultados que envolvem o traço falciforme (HbAS), em que o

portador deste tipo de hemoglobina é considerado saudável no entanto, alterações significativas

observadas nas propriedades de membrana, como rigidez, adesão e rugosidade, trazem novas

perspectivas para o entendimento desta mutação que podem auxiliar na elucidação, por exemplo,

de eventos de morte subida associados a estes indivíduos. Este trabalho resultou na descrição

biomolecular e nas assinaturas biomecânicas dos genótipos da anemia falciforme e talassemia,

que, futuramente, poderão auxiliar na determinação de uma descrição biofísica mais precisa e

no diagnóstico e prognóstico clínico dessas doenças.

Palavras­chave: Biomecânica. Eritrócitos. Anemias Hemolíticas. AFM.
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ABSTRACT

Several diseases characterized by alterations in the biomechanical properties of erythrocytes are

observed. Hemolytic anemia is a classic example, being the most prevalent hereditary disease

in the world. Sickle Cell Anemia and Thalassemia are types of hemolytic anemia caused by

alterations in the structure of hemoglobin, a molecule present in erythrocytes and responsible

for carrying out its primary function: the transport of oxygen. Sickle cell diseases have a patho­

logical origin in the synthesis of an abnormal hemoglobin, HbS, while thalassemia results in the

extinction or decrease in the synthesis of normal α and β chains, which make up hemoglobin. A

more detailed study, at the subcellular level, can bring new information about the pathogenesis

and evolution of these diseases. Using the potential Atomic Force Microscopy techniques to

probe physical properties at the nanoscale level, in this work, we investigated the biophysical

properties of erythrocytes from healthy donors compared to those from individuals with diffe­

rent mutations of Sickle Cell Anemia and Thalassemia. Such samples were obtained through

a partnership established with HEMOMAR. The results reveal that specific properties, such as

membrane roughness and cell stiffness, undergo changes, even at an early stage of disease.The

results obtained in samples of sickle cell trait (HbAS), particularly, are noteworthy, in which des­

pite this type of hemoglobin is considered normal, however, significant changes in its membrane

properties, such as stiffness, adhesion and roughness, bring new perspectives for understanding

this mutation that may aid in elucidating, for example, rising death events associated with indi­

viduals that have this hemoglobin type. This work resulted in the biomolecular description and

biomechanical signatures of the Sickle Cell Anemia and Thalassemia genotypes, which, in the

future, may help in determining a more accurate biophysical description and in the diagnosis

and clinical prognosis of these diseases.

Keywords: Biomechanics. Erythrocytes. Hemolytic Anemias. AFM.
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1

1. Introdução

O corpo humano é composto por uma grande quantidade de células que desempenham

papel fundamental na saúde humana, com funções específicas, tais como: nutrição, proteção

e produção de energia. Uma célula típica é composta por núcleo, citoplasma, organela e mem­

brana plasmática. Dentre as células que compõem o corpo humano, podemos destacar as células

vermelhas do sangue, denominadas de eritrócitos.

Os eritrócitos são células anucleadas responsáveis pelo transporte de oxigênio aos teci­

dos, através da hemoglobina. A hemoglobina é uma estrutura quaternária composta de quatro

grupos hemes e dois pares de cadeias polipeptídicas de globina, cadeiasα e β. Para que desempe­

nhem sua função de forma eficaz no corpo humano, estas células são continuamente submetidas

a deformações, seja distensão ou compressão, no processo de circulação sanguínea [1].

A membrana do eritrócito é formada por uma dupla camada lipídica, proteínas e o es­

queleto da membrana. O citoesqueleto faz parte da estrutura celular e tem, em sua composição,

polímeros filamentosos que lhes dão a forma de uma malha. Além de atuar na sustentação e

manutenção da forma da membrana, o citoesqueleto participa de processos como contração e

transporte celular, através da interação de proteínas [2]. Processos fisiológicos e patogênicos in­

terferem nestas propriedades, de forma que se podem associar defeitos nos eritrócitos a várias

doenças [2–6].

As anemias hemolíticas constituem um exemplo clássico de doenças caracterizadas por

alterações na estrutura das células vermelhas [7]. A anemia falciforme e a talassemia são tipos de

anemias hemolíticas causadas por alterações na estrutura da hemoglobina dos eritrócitos, sendo

denominadas de hemoglobinopatias estruturais. A anemia falciforme tem origem patológica na

síntese de uma hemoglobina anormal, HbS. A talassemia resulta na extinção ou diminuição da

velocidade de síntese das cadeias normais α e β.

A estrutura celular está diretamente relacionada com as propriedades mecânicas das cé­

lulas. Por sua vez, as propriedades mecânicas celulares dependem diretamente da organização
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do seu citoesqueleto, bem como das disfunções causadas pelas patologias. Assim, estudos que

buscam o entendimento sobre como cada componente estrutural influencia no bom desempenho

celular e como estes componentes são alterados em caso de doenças são fundamentais. Diante

disso, muitas propriedades de eritrócitos (como sua característica de deformabilidade) atraíram,

nos últimos anos, grande interesse no campo da Biologia e da Biofísica [8–10].

Microscopia Óptica eMicroscopia Eletrônica de Varredura (MEV), esta última desenvol­

vida pelo físico alemão Ernst Ruska (1906­1988) [11], são técnicas comumente utilizadas para

estudar a morfologia de células vermelhas. No entanto, a Microscopia Óptica é restrita por sua

baixa resolução em comparação com a escala de comprimento celular. Quando observamos um

objeto através de um microscópio óptico, seus contornos constituem um obstáculo à passagem

das ondas luminosas, absorvendo algumas e permitindo o espalhamento de outras. O compri­

mento de onda da luz visível ocorre no intervalo de 400­760 nm, fazendo com que maiores

detalhes visíveis sob um microscópio de luz tenham, no mínimo, uma separação de 0,2 µm [12].

Esta limitação é causada pela difração da luz nos contornos dos objetos. O MEV supera esse

limite de resolução devido ao menor comprimento de onda dos feixes de elétrons; entretanto,

esta técnica requer uma preparação extensa e em várias etapas das amostras, podendo incluir

fixação química, dessecação e desidratação. Além disso, as células devem ser revestidas com

uma fina camada de ouro­paládio antes de serem examinadas no MEV. Cada uma dessas eta­

pas de preparação pode produzir artefatos que alteram as propriedades físicas das células e o

tempo de aquisição de dados se torna maior. Entretanto, o ponto mais negativo desta importante

ferramenta é o seu caráter destrutivo para amostras biológicas, por ter um feixe de elétrons alta­

mente energético. Uma técnica mais direta e que requer menos etapas de preparação de amostra,

oferecendo resolução semelhante ou superior, é preferível para o estudo de células vermelhas

(hemácias).

Em 1986, o prêmio Nobel de Física [13] foi concedido a Ernst Ruska e aos pesquisadores

da IBM, Gerd Binnig e Heinrich Röhrer, pelo desenvolvimento do Microscópio de Varredura

por Tunelamento (STM ­ Scanning Tunneling Microscope)[14]. Este instrumento é capaz de

obter imagens de superfícies em resolução atômica. Seu princípio de funcionamento baseia­se

na utilização de uma sonda condutora que escaneia a superfície da amostra, medindo a corrente

de tunelamento dos elétrons entre a sonda e a amostra causada por uma tensão aplicada entre

elas. A corrente de elétrons é descrita por uma função que depende da distância sonda­amostra

e da tensão aplicada, sendo posteriormente convertida em imagem de topografia[15].
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A partir do desenvolvimento do STM, iniciou­se a produção de uma vasta classe de

microscópios que não utilizam ondas como ferramenta para a obtenção das imagens. Estes

equipamentos são genericamente denominados de Microscópios de Varredura por Sonda (SPM

­ Scanning Probe Microscope), sendo o Microscópio de Força Atômica(AFM ­ Atomic Force

Microscope) o mais importante deles. De forma geral, o AFM tem como princípio fundamental

a medida das forças intermoleculares ou interatômicas entre uma ponta muito fina e a amostra

e, posteriormente, sua transformação em um mapa topográfico que revele as características da

superfície e informações de suas propriedades mecânicas [16]. Por meio da técnica de AFM, pas­

sou a ser possível estudar todos os tipos de materiais condutores e não condutores, já que esta

técnica utiliza forças para aquisição de dados. O AFM ganhou popularidade para estudar materi­

ais biológicos desde sua invenção, tendo capacidade de resolução atômica e permitindo análises

em meio líquido ou em ar, além de fornecer mapas topográficos. Tudo isso com metodologia

de preparo de amostras mais simples e sem danificar a estrutura do material [17–20].

A compreensão das funções celulares está diretamente ligada às informações acerca das

suas propriedades mecânicas. O estudo e caracterização de células sadias e patológicas em caso

de anemias hemolíticas, por exemplo, é fundamental para o entendimento de tais doenças. Esses

sistemas apresentam particularmente as alterações nas propriedades mecânicas alteradas, como

a dureza e a rugosidade [21, 22]. A técnica de Microscopia de Força Atômica é uma ferramenta

crucial para a investigação de tais propriedades físicas, possibilitando também dados quantitati­

vos em nanoescala e contribuindo para a compreensão de como tais patologias afetam o sistema

biológico [23].

Nesse contexto, o objetivo principal desse trabalho é a investigação das propriedades

físicas e ultraestruturais de eritrócitos de portadores de anemias hemolíticas, como dureza e ru­

gosidade a nível celular, identificando suas alterações por meio da comparação com eritrócitos

de indivíduos saudáveis. Este tipo de análise é pioneira, contribuindo para novos conhecimentos

acerca de anemias hemolíticas. Esse trabalho estrutura­se, primeiramente, com esta Introdução 1.

No capítulo seguinte, fazemos uma Revisão Bibliográfica 2, na qual se descrevem conceitos de

Biologia Celular, com foco especial nos eritrócitos, conceitos das anemias hemolíticas aborda­

das nesse trabalho, princípios da ferramenta central deste trabalho, o AFM, além de uma revisão

sobre o emprego desse instrumento na investigação de eritrócitos. O capítulo seguinte descreve

os Materiais e Métodos Empregados para investigação das amostras 3. Em seguida, apresenta­

mos os Resultados e Discussões deste trabalho 4 e, por fim, as Conclusões e Perspectivas para
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esta pesquisa 5, além das Referências Bibliográficas.
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2. Revisão Bibliográfica

Neste capítulo, apresentamos a revisão bibliográfica sobre o sistema em estudo e as téc­

nicas empregadas para desenvolvimento da pesquisa.

2.1 Fundamentos de Biologia Celular

A célula é a unidade fundamental em todos os organismos. No início, os biólogos enxer­

gavam as células como simples sacos membranosos, contendo líquido com poucas partículas

flutuantes. Sabemos, atualmente, que as células são infinitamente mais complexas. São muitos

tipos, tamanhos e formas de células, cada uma exercendo funções únicas no corpo. O corpo hu­

mano é composto por uma grande quantidade de células que desempenham papel fundamental

na saúde humana com funções específicas, tais como nutrição, proteção e produção de ener­

gia. Uma célula típica é composta pelo núcleo, citoplasma, organela e a membrana plasmática

(Figura 2.1) [24].

Dentre as células que compõem o corpo humano, podemos citar as células da pele, dos

ossos, dos músculos, as células epiteliais, os neurônios e as células do sangue. Em meio as

semelhanças entre os vários tipos de células do corpo humano, salientamos que elas são conti­

nuamente submetidas a deformações, seja estiramento ou compressão, para que desempenhem

seus papéis. Diante disso, a característica de deformabilidade das células atraiu, nos últimos

anos, grande interesse no campo da Biologia e da Biofísica.

A estrutura celular está diretamente relacionada com as propriedades mecânicas das cé­

lulas. Por sua vez, as propriedades mecânicas das células dependem diretamente da organização

do citoesqueleto celular. Assim, entender como cada componente influencia o bom desempenho

celular é fundamental. Cada tipo de célula está inserida em um ambiente externo denominado

matriz extracelular (MEC). A fronteira entre o interior da célula e a MEC constitui a membrana

celular.



6

Figura 2.1: Célula humana e seus principais componentes.

Fonte: Adaptado da Ref. [25].

Uma das finalidades da MEC é fornecer estrutura física para células, assim como atuar

no início de processos bioquímicos e biomecânicos [2]. Substâncias como água, proteínas e

polissacarídeos compõem a MEC. Com sua estrutura bem organizada, atua na regulação das

funções celulares, por exemplo: morfologia, adesão, migração, proliferação etc.

A membrana celular, que é uma bicamada lipídica, possui organização dinâmica multi­

funcional. Seu papel não é somente manter a integridade física da célula, mas também realizar,

de forma satisfatória, uma série de funções fisiológicas importantes [26]. Amembrana plasmática,

com as suas proteínas embutidas, é o foco de todas as comunicações da célula com o ambiente

externo. Ela age como sítio receptor, controla o transporte de moléculas para dentro e fora da cé­

lula e mantém o sinal de transferência entre células (por exemplo, do sistema nervoso). Quando

disfuncionais, as membranas celulares podem ocasionar muitas doenças. Ou o contrário: muitas

doenças podem alterar suas propriedades físicas (anemia falciforme, exemplificadamente) [2]. A

Figura 2.2 mostra um exemplo de membrana celular.

Além de atuar como uma barreira entre o interior da célula e o ambiente externo, a mem­

brana celular mantém a integridade da célula durante vários processos com sua alta flexibilidade.

Isto é resultado de suas propriedades físicas que permitem uma agilidade para que ela se adequar

diante da situação que a célula se encontra.

É importante destacar que as membranas celulares têm estrutura básica semelhante, as­

sim como determinadas funções comuns; porém, de acordo com o tipo de célula, a suamembrana
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Figura 2.2: Esquema de uma membrana celular composta de uma bicamada lipídica e proteínas.

Fonte: Adaptado da Ref. [27].

vai desempenhar certo papel distinto das outras. Isto se dá através das proteínas e lipídios que

compõem aquele tipo de membrana celular. No caso dos neurônios, eles possuem a chamada

bainha de mielina, que é uma membrana plasmática envolvida várias vezes em torno de uma

célula. A bainha de mielina atua como um isolante elétrico passivo devido ao seu alto teor

de lipídios. A composição distinta das membranas da mitocôndria é crucial para os processos

catalisados por enzimas e, portanto, essas membranas têm mais proteínas do que lipídios [28].

O citoplasma preenche o interior da célula e envolve duas partes: um citosol, que é a parte

líquida, e uma rede de filamentos de proteínas denominada de citoesqueleto. O citoesqueleto faz

parte da estrutura celular e tem em sua composição polímeros filamentosos que lhes dão a forma

de uma malha. Juntamente com a membrana celular, atua no processo da forma e sustentação

da célula.

As células possuem ainda capacidade de aderência pormeio de interaçõesmoleculares es­

pecíficas, o que também desempenha papel fundamental em vários processos biológicos, como

prevenção de hemorragias (hemostasia), resposta imune e embriogênese inflamatória [29, 30]. A

perda de interações adesivas, bem como a estimulação da adesão, alterações na membrana e no

citoesqueleto, podem resultar em estados de doenças [31].
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2.2 Eritrócito

O sangue é um fluido corporal que fornece às células do corpo em que circula as subs­

tâncias necessárias para a manutenção da vida, como nutrientes e oxigênio, além de transportar

resíduos metabólicos destas mesmas células. Na constituição do sangue periférico, temos três

tipos de células: glóbulos vermelhos, também denominados eritrócitos ou hemácias; glóbulos

brancos ou leucócitos e as plaquetas. O processo de formação de células sanguíneas é chamado

de hematopoese [32]. A Figura 2.3 mostra um diagrama de desenvolvimento das células sanguí­

neas a partir da célula tronco hematopoiética.

Figura 2.3: Diagrama esquemático do desenvolvimento de células sanguíneas, desde células­tronco hematopoéticas
até células maduras.

Fonte: Adaptado da Ref. [1].

Os eritrócitos estão presentes em maior quantidade no sangue e são responsáveis pelo

transporte de oxigênio aos tecidos através da hemoglobina. Os glóbulos brancos são respon­

sáveis pela defesa do organismo contra agentes infecciosos, tais como vírus ou bactérias. As

plaquetas atuam na coagulação do sangue e são responsáveis pela formação do tampão plaque­

tário que age na prevenção de hemorragias.

Os eritrócitos são células anucleadas constituídas por membrana plasmática e citoplasma

(Figura 2.4). Em condições normais, são produzidos em torno de 200 bilhões de novos eritrócitos

por dia em um processo denominado eritropoese, que acontece na medula óssea. Os eritrócitos

possuem formato circular bicôncavo e diâmetro médio de 6 a 8 µm. Sua altura, em média, é de
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2 µm, volume de 90 µm3 e possui área superficial de aproximadamente 136 µm2. Cerca de 95%

das proteínas dos eritrócitos são constituídas de hemoglobina. Diante disso, a principal função

dessas células é fornecer gás oxigênio (O2) aos tecidos e retornar dióxido de carbono (CO2) para

os pulmões, através da hemoglobina [1].

Figura 2.4: Estrutura de uma célula vermelha.

Fonte: Adaptado de [1].

A hemoglobina é uma estrutura quaternária e cada unidade contém um grupo heme e a

globina. Além disso, cada grupo heme contém um átomo de ferro e uma molécula de oxigênio.

A Figura 2.5 ilustra os pares de cadeias globinas α e β, junto com o ferro e a molécula de

oxigênio contidos no grupo heme.

A hemoglobina predominantemente encontrada nos eritrócitos de um adulto é a hemo­

globina A (HbA), constituída de duas cadeias α e duas cadeias β, cada uma com seu grupo heme.

Em menor quantidade, são encontradas também a hemoglobina fetal (HbF) e a hemoglobina A2

(HbA2). As hemoglobinas HbF e HbA2 contém cadeias α, cadeias γ e δ, respectivamente, em

vez de β. A troca da hemoglobina fetal ocorre geralmente no primeiro ano de vida. A Figura

2.6 mostra o esquema da composição das hemoglobinas existentes.

Para que a hemoglobina chegue de forma eficaz e entre em contato com os tecidos, ocor­

rendo assim as trocas gasosas, o eritrócito deve ser capaz de passar através de vasos sanguíneos

com diâmetro menores que 3,5µm. Para executar tal função, a membrana do eritrócito e suas

propriedades elásticas atuam de forma direta, visto que é preciso ter uma grande deformabilidade
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Figura 2.5: Figura esquemática da molécula de hemoglobina, evidenciando as duas cadeias alfa, duas cadeias beta,
e o ferro presente nela.

Fonte: Gentilmente cedida por Prof. Erivelton Façanha.

Figura 2.6: Esquema ilustrando os tipos de hemoglobinas existentes nos eritrócitos.

Fonte: Própria autora.

e poder de restauração desta membrana, como mencionando anteriormente.

Dois elementos são fundamentais para o bom funcionamento dos eritrócitos: a mem­

brana e o citoesqueleto. A composição da membrana plasmática do eritrócito contém 39,5% de

proteínas, 35,1% de lipídios e 5,8% de carboidratos. Os lipídios podem ser divididos em três

classes: fosfolipídios, colesterol e glicolipídios. Os fosfolipídios são os mais abundantes e pos­

suem partes hidrofílicas e hidrofóbicas. As partes hidrofílicas são expostas para fora, levando a
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formação de uma bicamada lipídica. Nessa camada, as proteínas são dispostas em sua superfície

ou podem se estender através da membrana e se ligarem ao citoesqueleto.

As proteínas são macromoléculas biológicas presentes em todas as células [33]. As proteí­

nas presentes na membrana podem ser divididas em dois grupos: proteínas integrais e proteínas

periféricas. As integrais são ligadas fortemente à membrana por meio de interações hidrofóbi­

cas com os lipídios da bicamada. Exemplos destas proteínas que atravessam a membrana são

as glicoforinas, que possuem receptores de membrana e antígenos que participam do reconheci­

mento célula–célula na extremidade externa e auxiliam na estabilização do citoesqueleto através

de ligações com a proteína 4.1 na face interna da membrana, e a banda 3, denominada proteína

transportadora de íons. As proteínas de membrana periféricas ficam localizadas na superfície

citoplasmática e podem ser liberadas da membrana pela força iônica do meio ou por outras per­

turbações proteicas [7].

As proteínas periféricas formam o citoesqueleto da membrana, constituindo–se, prin­

cipalmente, por espectrina, actina, anquirina, proteína 4.1 e 4.2. Mesmo após a extração das

proteínas de membrana do eritrócito em presença de detergente, o esqueleto membranar con­

serva a forma da célula originária. Três das proteínas já mencionadas interferem essencialmente

na estrutura: espectrina, actina e banda 4.1. A Figura 2.7 ilustra essas proteínas juntamente com

a bicamada lipídica.

Figura 2.7: Estrutura da membrana celular.

Fonte: Retirado da Ref. 32 [32].

Além de atuar na sustentação e manutenção da forma da membrana, o citoesqueleto

participa de processos como migração, divisão celular, contração e transporte celular, através
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da interação de proteínas [2]. Dessa forma, é fundamental para manter a estabilidade da célula,

pois é uma estrutura altamente dinâmica que passa por constante reestruturação, remodelação e

modificação em resposta a sinais ambientais e intracelulares.

A espectrina é a proteína mais abundante na formação do esqueleto da membrana e con­

siste de duas cadeias α e β. Essas duas cadeias, enroladas, associam­se e formam tetrâmeros

(esses, por sua vez, ligam­se com a actina e também com a proteína banda 4.1). A outra extremi­

dade das cadeias beta­espectrina liga­se à anquirina, que está conectada à banda 3. Esta banda

é a proteína transmembrana e age como canal iônico. A proteína 4.2 intensifica esta interação
[32].

Os movimentos de interações verticais e horizontais entre estas proteínas controlam a

deformabilidade e a elasticidade do eritrócito ao longo da circulação sanguínea. As interações

verticais englobam as proteínas espectrina, anquirina e banda 3. Estas interações são responsá­

veis pela estabilização da dupla camada lipídica. As interações horizontais incluem a associação

dos heterodímeros de espectrina e são responsáveis por manter a integridade estrutural da mem­

brana após serem submetidos às tensões de cisalhamento [34, 35].

Dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana, destacam­se os áci­

dos siálicos: uma família de carboidratos complexos de nove carbonos, ligados às glicoforinas

A. Os resíduos de ácido siálico são abundantes na membrana plasmática do eritrócito e 60%

da carga negativa presente em sua membrana são provenientes de sua presença. A manutenção

da carga negativa nos eritrócitos é importante nas interações eritrócito–eritrócito e eritrócito–

células sanguíneas. Um diagrama esquemático de uma molécula de ácido siálico é exibido na

Figura 2.8

Figura 2.8: Representação química de resíduo de ácido siálico.

Fonte: Retirado da Ref. [36].
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Exemplos do envolvimento dos ácidos siálicos em processos biológicos incluem as fun­

ções de mediadores na adesão célula­célula, mediadores na comunicação intercelular, renova­

dores celulares, receptores para bactérias e vírus, entre outras. Um dos eventos biológicos que

determinam a “idade” do eritrócito, cuja vida média é de aproximadamente 120 dias, é a perda

dos resíduos de ácidos siálicos presentes em seus glicoconjugados de membrana. As unidades

de ácidos siálicos encontradas nas extremidades protegem essas células da captação pelo fígado.

Quando os eritrócitos estão velhos e prontos para a destruição e reposição, ocorre a remoção dos

ácidos siálicos terminais pela enzima sialidase, expondo resíduos de galactose, que interagem

com receptores dos hepatócitos [37].

As interações entre as células ou entre uma célula e a matriz extracelular necessitam

da presença de moléculas na superfície, chamadas de receptores de superfície. Os receptores

que participam dos fenômenos de adesão são denominados moléculas de adesão e são proteí­

nas integrais da membrana. As interações adesivas entre as células e as interações das células

com proteínas damatriz extracelular desempenham um papel no desenvolvimento embrionário e

orgânico na defesa do hospedeiro e na manutenção da integridade vascular e epitelial. São exem­

plos de moléculas de adesão a integrina VLA­4 (integrina α4 β1), CD36, ICAM­4 e BCAM/Lu.

A alteração de adesão celular pode ser um evento decisivo para o aparecimento de numerosas

doenças, tais como diabetes tipo 2, doenças neurodegenerativas, osteoartrite, doenças cardiovas­

culares e anemia falciforme [2].

O bom desempenho das funções celulares depende, entre outros fatores, do bom estado

de sua estrutura. Assim, é necessário que as propriedades mecânicas das células estejam dentro

dos padrões de normalidade. Processos fisiológicos e patogênicos interferem nestas proprieda­

des, de forma que se podem associar defeitos nos eritrócitos a várias doenças [38]. As anemias

hemolíticas constituem um exemplo clássico de doenças caracterizadas por alterações na estru­

tura dos eritrócitos [7].

2.3 Anemias Hemolíticas

As anemias hemolíticas compreendem um grupo de doenças em que o tempo de vida dos

eritrócitos em circulação se tornamuito reduzida e amedula óssea não é capaz de compensar esse

problema, mesmo elevando sua produção. Como a quantidade de eritrócitos destruídos é maior

do que aquela produzida, o volume de eritrócitos circulantes se torna menor, caracterizando o
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estado anêmico [1].

Em condições normais, os eritrócitos humanos tem sobrevida média de 120 dias a partir

da saída da medula óssea para o sangue. Desde quando deixam a medula óssea na forma de

reticulócitos e completam sua maturação no baço, os eritrócitos começam a exercer suas fun­

ções. À medida que envelhecem, os eritrócitos perdem atividade enzimática, tornam­se densos

e menos deformáveis, sofrendo alterações em sua superfície. Tais alterações são detectadas por

certos tipos de leucócitos (macrófagos) que fagocitam e destroem os eritrócitos, retirando­os da

circulação sanguínea [1].

Alguns fatores favorecem o encurtamento do tempo de vida dos eritrócitos. São eles:

anormalidades da membrana eritrocitária na hemoglobina, nas enzimas de vias metabólicas e

agressões diretas. Com o tempo de vida reduzido, os eritrócitos apresentam rigidez precoce

e/ou substâncias em sua membrana que sinalizam positivamente a fagocitose aos macrófagos
[1].

As anemias hemolíticas podem ser hereditárias ou adquiridas, crônicas ou de apareci­

mento abrupto. Tais anemias também podem ser classificadas segundo os dois tipos de defeitos

estruturais: os intrínsecos e os extrínsecos. Os defeitos intrínsecos aos eritrócitos são: altera­

ções da estrutura ou função da membrana, anormalidades da hemoglobina e anormalidades das

enzima eritrocitárias. Já os defeitos extrínsecos se deve a processos de ruptura mecânica das

hemácias, a agentes químicos, biológicos, a processos imunes e auto­imunes, por exemplo [1].

Anemia é o termo que designa uma síndrome caracterizada pela diminuição da concen­

tração de hemoglobina no sangue ou da concentração de eritrócitos por unidade de volume [1].

Em indivíduos sadios, de acordo com a idade, há índices que indicam a concentração normal de

hemoglobina e de eritrócitos por unidade volume. Pessoas que possuem índices abaixo desses

valores de referência são ditos portadores de anemia. Para um indivíduo homem, o número de

eritrócitos está entre 4,5 a 6,5 milhões por µL. Para uma mulher, entre 3,9 a 5,6 milhões por µL
[1]. A Tabela 2.1 ilustra os valores de referência para os índices de hemoglobina.

Tabela 2.1: Índices normais de hemoglobina.

Níveis normais de hemoglobina (g/dL)
Homem 14 a 18
Mulher 12 a 16
Crianças até um ano 11 a 12
Recém nascidos 14 a 19

Fonte: Adaptado da Ref. [32].
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Os pacientes diagnosticados com anemia apresentam sintomas como fadiga, dispneia, ce­

faleias, palpitações, palidez da pele, icterícia, entre outros sintomas que podem variar de acordo

com o tipo de anemia e o histórico de saúde do paciente.

O termo hemólise está associado à destruição dos eritrócitos pela quebra da membrana

plasmática e pode ser de dois tipos. Na hemólise extravascular, os eritrócitos anômalos ou

defeituosos são removidos da circulação sanguínea por macrófagos do sistema reticuloendotelial

(SRE) da medula óssea, do fígado e do baço. A hemólise intravascular acontece quando os

eritrócitos têm suas membranas rompidas direto na circulação sanguínea, ocasionado o aumento

da hemoglobina plasmática.

Anormalidades da membrana eritrocitária, defeito na produção de hemoglobina ou no

metabolismo dos eritrócitos são alguns fatores que estão ligados ao aumento da hemólise e,

consequentemente, ao desencadeamento de anemias hemolíticas. A anemia falciforme e a talas­

semia são tipos de anemia hemolítica causadas por alterações na estrutura da hemoglobina dos

eritrócitos, sendo denominadas de hemoglobinopatias estruturais. As anomalias da hemoglobina

podem resultar de dois fatos: síntese de uma hemoglobina anormal e a extinção ou diminuição

da velocidade de síntese das cadeias normais α e β.

Além das alterações na estrutura, pode­se ter a presença de hemoglobinas variantes. A

maioria das hemoglobinas variantes surge de uma única substituição de base, que resulta em

uma substituição de aminoácido. Muitas dessas substituições são clinicamente silenciosas, in­

cluindo algumas das que produzem propriedades físicas anormais na hemoglobina variante. As

substituições de aminoácidos podem causar uma série de propriedades físicas anormais, como

instabilidade do tetrâmero, deformidade da estrutura tridimensional, inibição da redução do ferro

e alteração dos resíduos que interagem com o heme.

Nas próximas seções, serão detalhados os tipos de anemias hemolíticas abordadas neste

trabalho.

2.3.1 Talassemia

A talassemia é um tipo de hemoglobinopatia que resulta da diminuição da velocidade de

síntese, ou perda de cadeias α e β da hemoglobina. De acordo com as cadeias afetadas, surgem

as classificações das talassemias: α­talassemia, síndrome comum na região do Extremo Oriente

e β­talassemia, comum no Mediterrâneo.
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α­Talassemia

Indivíduos normais possuem quatro genes α ativos. As α­talassemias se caracterizam

como síndromes em que tais genes são atingidos de forma completa ou parcial. Na α­talassemia

com deleção de um gene, os pacientes são chamados de portadores silenciosos, pois são geral­

mente assintomáticos e apresentam níveis normais de hemoglobina A e A2.

Quando há deleção de dois genes, o quadro é denominado de traço α­talassêmico. Cli­

nicamente, o paciente é considerado sadio, mas seus eritrócitos podem apresentar um tamanho

menor que o considerado normal e hemácias em alvo e o pontilhado de basófilo.

No caso de deleção de três genes, a síndrome recebe o nome de doença de HbH. É con­

siderada uma talassemia grave e o paciente apresenta anemia hemolítica crônica, aumento do

baço e alterações ósseas. Quando os quatro genes alfa sofrem deleção, não há síntese de cadeias

α e não há HbA nem HbF. Ocorre morte intrauterina ou em poucas horas após o nascimento.

O diagnóstico pré­natal é sempre indicado devido às graves complicações maternas que podem

ocorrer durante a gravidez.

β­Talassemia

Nessa síndrome, a cadeia β é afetada e o paciente pode apresentar três tipos de anemias

β­talassêmicas, de acordo com a quantidade de cadeias afetadas. A β­talassemia maior, com

redução na produção de cadeia beta (β+) ou extinção total (β0), são consideradas formas mais

graves da doença β­talassemia [1]. Caracteriza­se pela perda ou redução da HbA e, em alguns

casos, pelo aumento na produção de HbF e HbA2. O paciente apresenta séria eritropoese e

intensa hemólise, anemia grave, eritrócitos com volume menor, menos hemoglobina em seu

interior e aumento do baço e do fígado.

Com a ausência ou formação reduzida de cadeia beta, ocorre a produção de tetrâmeros

instáveis da cadeia alfa que se precipitam e induzem a hemólise [32]. Quando em níveis avança­

dos, a precipitação das cadeias instáveis no interior do eritrócito pode formar os corpúsculos de

Heinz 1. Conforme mostra a Figura 2.9, estes corpúsculos se fixam à membrana do eritrócito e

contribuem para sua hemólise precoce.

Os eritrócitos que entram na circulação com essas inclusões causam lesões à medida

que elas atravessam a microcirculação, ocasionando hemólise extravascular, principalmente no
1Também chamados de ”corpos Heinz­Ehrlich”, são inclusões dentro das hemácias compostas de hemoglobina

desnaturada. Recebe este nome devido ao médico alemão Robert Heinz (1865­1924) que, em 1890, descreveu
essas inclusões na conexão com casos de anemia hemolítica.
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Figura 2.9: Representação dos corpúsculos de Heinz em eritrócitos.

Fonte: Retirado da Ref. [39]

baço. Essas inclusões sãomajoritariamente constituídas de hemicromos formados pela oxidação

das subunidades de cadeias α, que interagem na membrana com as proteínas 4.1, anquirina e

espectrina [37].

As alterações na morfologia dos eritrócitos de portadores de β­talassemia maior se carac­

terizam pela variação de tamanho e formato dos glóbulos, exibidos na Figura 2.10 (a), células em

alvo, que apresentam dupla biconcavidade e a hemoglobina é visualizada em uma pequena faixa

periférica e, geralmente, na parte central, o que lhe dá o aspecto em alvo, mostrado na Figura

2.10 (b). Podem apresentar também pontilhado de basófilos, que são pontos roxos presentes no

interior dos eritrócitos.

Figura 2.10: Aspectos morfológicos dos eritrócitos em pacientes com beta­talassemia. (a) Variação de tamanho e
formato das células. (b) Células em alvo e microcíticas.

Fonte: Retirado da Ref. [39].
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A β­talassemia intermediária se enquadra em um grau de anemia moderado, podendo

haver mais produção de HbF ou defeitos leves na síntese da cadeia β. Os pacientes podem

apresentar deformidade óssea e sobrecarga de ferro. O caso de β­talassemia menor é chamado

de traço talassêmico, pois o paciente é geralmente assintomático ou apresenta anemia leve em

relação às outras β­ talassemias, contudo mais severa em relação ao traço α talassêmico. Os

eritrócitos podem se tornar mais claros vistos sob a técnica da microscopia óptica.

2.3.2 Anemia Falciforme

A anemia falciforme é outro tipo de anemia hemolítica que decorre de uma alteração na

estrutura da hemoglobina. Esta hemoglobinopatia é caracterizada pela presença de uma hemo­

globina anormal chamada HbS. O princípio está em uma substituição de um nucleotídeo ou base

nitrogenada na região do DNA responsável pela expressão da globina beta. A adenina que de­

veria constituir o códon 6 do gene da globina é substituída por uma timina. Como consequência

disto, a globina passa a apresentar um resíduo valil, não­polar, ao invés do glutamil, polar. Tal

substituição resulta na hemoglobina anormal HbS com forte predisposição para se polimerizar
[1].

O início da polimerização da HbS é conhecido como nucleação. A nucleação envolve

a agregação de pequenas partículas de HbS na sua forma desoxidada. Uma vez constituído um

núcleo catalisador, a propagação do polímero cresce de forma rápida. Existe um atraso entre a

formação do núcleo e a polimerização completa. O resultado desse processo é umfibra composta

por várias moléculas de HbS que, dependendo da orientação no interior celular, deformam a

célula [40].

Tal evento é o fator fundamental na patogenia da anemia falciforme, pois como ele de­

sencadeia a alteração na forma do eritrócito, consequentemente causa alterações em suas propri­

edades mecânicas, levando à hemólise. Após a reoxigenação, muitos eritrócitos podem voltar

ao seu formato inicial. Mas, após várias repetições desse fenômeno, algumas células sofrem

lesão em suas membranas ficando permanentemente em forma de foice ou alongadas.

Eritrócitos “peculiarmente alongados e em forma de foice” foram descritos pela primeira

vez por Herrick, em 1910, no sangue de um indivíduo anêmico de origem africana. No Brasil, a

primeira referência a um paciente com anemia falciforme se deve a Castro, em 1933. Amigração

internacional em decorrência do comércio de escravos introduziu o gene da HbS nas Américas,

entre os séculos XVI e XVIII, e promoveu a distribuição da anemia falciforme para a África [41].
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No Brasil, a prevalência de casos de anemia falciforme é maior nas regiões Norte e Nordeste,

entre 6% e 10%, enquanto que, nas regiões Sul e Sudeste, entre 2% e 3% da população é atingida
[42].

O diagnóstico clínico da anemia falciforme se dá através do exame de eletroforese de

hemoglobina. Nesse exame, é possível identificar os diferentes tipos de hemoglobina que estão

presentes no sangue do paciente. Uma eletroforese de hemoglobina considerada normal mostra

um predomínio de HbA1 (96 a 98%), seguida por HbA2 (2,5 a 3,5%) e HbF (0 a 1,0%). O

diagnóstico de anemia falciforme na eletroforese é estabelecido pela predominância deHbS (80 a

99%) e ausência de HbA1. A HbF também pode aparecer e representar até 15% da hemoglobina

total [40].

A deformação dos eritrócitos na anemia falciforme ocasiona um aumento de sua rigidez.

Com o aumento de sua rigidez, a deformabilidade dos eritrócitos é diminuída e eles podem

ocluir regiões da microcirculação ou até de grandes vasos, causando infarto de órgãos, isquemia

de tecidos e resposta inflamatória aguda. O referido processo recebe o nome de vaso­oclusão e

é uma característica marcante de portadores de anemia falciforme. Os locais mais afetados são

ossos longos, articulações e região lombar, couro cabeludo, face, tórax e pelve.

A Figura 2.11 ilustra o processo de polimerização e falcização dos eritrócitos, que resul­

tam no processo de hemólise ou vaso­oclusão. Como dito, tudo isso tem início na substituição

do ácido glutâmico pela valina.

A viscosidade do sangue falciforme oxigenado aumenta, principalmente por causa das

células que alteram seu formato de forma irreversível, bem como por causa do aumento dos

níveis de gamaglobulina no sangue quando este se torna desoxigenado [44].

Estudos de Gladwin e colaboradores [45] mostraram que a aderência aumentada dos eri­

trócitos ao endotélio poderia ser um fator que favorece as crises de vaso­oclusão. Uma possível

causa deste aumento seria a alta viscosidade do sangue e elevação dos níveis de fibrinogênio,

que é uma resposta natural a infecções visando manter a coagulação normal do sangue.

A liberação intravascular de hemoglobina pelos eritrócitos fragilizados, além da vaso­

oclusão recorrente e dos processos de isquemia, leva a dano e ativação das células endoteliais

da parede do vaso. Como consequência, há indução de uma resposta inflamatória vascular e a

adesão de células brancas e vermelhas à parede dos vasos sanguíneos. Tal fato, associado a uma

redução na biodisponibilidade de óxido nítrico no interior do vaso e ao estresse oxidativo, pode

ocasionar, em alguns casos, uma redução no fluxo sanguíneo e, finalmente, a vaso­oclusão [2].
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Figura 2.11: Processo de polimerização, hemólise e vaso­oclusão na anemia falciforme.

Fonte: Adaptado da Ref. [43].

2.3.3 Traço Falciforme

Quando os indivíduos possuem o defeito genético da doença falciforme, mas com a pre­

sença da hemoglobina S na forma heterozigota (HbA/HbS ou AS), há o quadro de traço falci­

forme. Nesses casos, a concentração da HbS nas hemácias é inferior a 50%. Assim, o paciente

não apresenta alterações de saúde evidentes e são considerados saudáveis, sem anemia e com

aspecto normal de eritrócitos [1]. O traço falciforme ocorre quando o indivíduo recebe um gene

com a hemoglobina S de um dos pais. Caso essa pessoa tenha filhos com uma pessoa sadia, eles

também podem apresentar traço falciforme. Porém, se tiver filhos com outro portador do traço,

há 25% de chance de ter filhos com anemia falciforme, 50% com traço e há 25% de chance de

os filhos nascerem sem alterações na hemoglobina.

O risco de falcização diminui muito, mas ainda é possível encontrar eritrócitos em forma

de foice no esfregaço sanguíneo. Na anemia falciforme, o processo falciforme pode começar

quando a saturação de oxigênio da HbS diminui para 85%, mas não ocorre nos heterozigotos

(AS) até que a saturação de oxigênio da hemoglobina diminua para 40%. O nível de hemoglo­

bina, o número de leucócitos e plaquetas são normais. Estima­se que no mundo todo existam

30 milhões de heterozigotos AS e, no Brasil, esse número provavelmente se situam próximo de

2 milhões [1].
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Ainda que os pacientes sejam considerados sadios, há relatos de morte súbita e compli­

cações clínicas em portadores do traço falcêmico (embolismo pulmonar e infarto esplênico, por

exemplo), quando os portadores são expostos a condições extremas de baixa tensão de oxigênio

como ocorre em esforços físicos, despressurização da cabine de voo e em grandes altitudes [46].

2.3.4 Hemoglobinopatias Associadas

Nesta seção serão examinadas em detalhes as hemoglobinopatias associadas com a he­

moglobina HbS, que vão além do traço falcêmico (HbA/HbS ou AS) ou da anemia falciforme

propriamente dita (SS).

Anemia Falciforme e Persistência Hereditária da Hemoglobina Fetal

Nessa situação, além de portar a anemia falciforme, o paciente tem persistência heredi­

tária da hemoglobina fetal (HbS/HbF ou SF). A falcização não ocorre facilmente, pois a HbF

exerce, em cada célula, uma ação protetiva contra a desoxigenação e a polimerização. Os pa­

cientes não têm infartos recorrentes e se tornam clinicamente parecidos com os portadores de

AS.

A constatação de que pacientes com anemia falciforme e com persistência hereditária de

HbF tendem a ser assintomáticos demonstra o potencial que o aumento dos níveis de HbF têm no

melhoramento do quadro clínico das doenças falciformes. Várias drogas, como a 5­azacitidina,

o butirato de sódio e a hidroxiureia (HU), têm, por mecanismos diferenciados, a capacidade de

reativar os genes γ e elevar a produção de HbF [47]. A toxicidade dessas drogas, no entanto,

limita sua utilização. A HU é a única indutora de HbF aprovada para uso em pacientes com

anemia falciforme, enquanto as demais drogas estão em fase de investigação.

Hemoglobinopatia SC

A hemoglobina C é uma hemoglobina anormal, que resulta da substituição do resíduo de

ácido glutâmico por um resíduo de lisina na sexta posição da beta­globina, o mesmo códon na

cadeia beta como na hemoglobina S [1]. Tal defeito genético é muito comum na África Ocidental.

A HbC tende a formar cristais romboidais nos eritrócitos em seu estado R oxigenado, conforme

ilustra a Figura 2.12, em que é possível observar cristais nos eritrócitos com hemoglobinopatia

SC. As setas únicas indicam cristais extracelulares e as setas duplas indicam cristais intracelu­

lares. Isso se deve ao fato de que a hemoglobina C é menos solúvel em relação às outras e se
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cristaliza.

Figura 2.12: Cristais Romboides em eritrócitos de hemoglobinopatia SC. As setas únicas indicam cristais extrace­
lulares e a seta dupla indica cristal intracelular.

Fonte: Retirado de [48].

Indivíduos heterozigotos com doença por HbC, ou seja, HbA/HbC ouAC, são assintomá­

ticos e sem doença aparente. Indivíduos homozigotos, HbC/HbC ou CC, têm cerca de 95% de

HbC e, neste caso, apresentam anemia hemolítica crônica e crises de dor. Há ainda indivíduos

que são heterozigotos com hemoglobina C e hemoglobina S, portadores de anemia falciforme.

A hemoglobinopatia SC é a segunda variante mais comum de anemia falciforme. Porém, a HbC

não participa de maneira efetiva da polimerização da HbS e os pacientes com hemoglobinopatia

SC têm evolução clínica mais benigna que pacientes SS.

O estado de oxigenação favorece a cristalização da HbC e o estado de desoxigenação

favorece a polimerização da HbS. Ainda assim, os pacientes apresentam quase todas as com­

plicações da anemia falciforme: maior suscetibilidade a infecções e fenômenos vaso­oclusivos.

Em razão dos níveis de hemoglobina mais elevados e maior viscosidade sanguínea, algumas

complicações como as oftalmológicas e as osteonecroses de cabeça femoral e umeral são mais

frequentes na hemoglobinopatia SC do que na anemia falciforme.

Nas próximas seções, serão abordados os princípios físicos da técnica utilizada nesse tra­

balho para investigação das propriedades estruturais e mecânicas de eritrócitos: a Microscopia

de Força Atômica.
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2.4 Microscopia de Força Atômica

Os fenômenos físicos podem ser classificados em várias categorias diferentes. Consi­

derando uma primeira classificação, esses fenômenos podem ser agrupados por suas caracte­

rísticas macroscópicas e microscópicas, ou seja, segundo as dimensões espaciais do fenômeno

observado em relação à escala do observador [49]. Independentemente da escala escolhida, um

fenômeno é definido como a resposta de uma amostra (uma partícula material ou um campo) a

um estímulo externo, de cuja análise resultam grandezas mensuráveis, tais como as propriedades

mecânicas, elétricas, magnéticas, térmicas, ópticas, ou combinações destas.

O escopo deste trabalho reside no estudo de fenômenos que ocorrem em uma região

muito próxima da superfície analisada, e, portanto, fazem parte de um conjunto de metodolo­

gias denominadas microscopias. Será mostrado que as propriedades adesão e rugosidade da

superfície das células vermelhas do sangue (escala microscópica) alteram radicalmente o estado

de saúde de um paciente (escala macroscópica).

Com o objetivo de auxiliar o estudo dos fenômenos de superfícies, várias metodologias

e instrumentações foram desenvolvidas. Algumas delas (grupo das microscopias ópticas) usam

luz comométodo de sondagem das propriedades desejadas. Mas as microscopias ópticas sofrem

de uma limitação imposta pelo fenômeno da difração, o que as impedia de sondar propriedades

na escala de átomos e moléculas [50]. A única maneira de reduzir esta limitação é pelo uso

de comprimentos de onda seja muito pequeno, o que exige energias muito elevadas, podendo

comprometer a integridade das amostras biológicas.

Os fenômenos físicos que ocorrem nas fronteiras dos objetos da natureza determinam o

comportamento geral deles, sobretudo quando se trata do cenário da pequena escala, como em

sistemas moleculares, atômicos e subatômicos. O conhecimento das propriedades físicas nas

fronteiras, ou propriedades de superfícies, é tão fundamental que uma área inteira da Física é

dedicada exclusivamente ao seu estudo ­ a Física de Superfícies [51].

O grande avanço nas metodologias microscópicas ocorreu como o desenvolvimento da

teoria quântica da matéria, no início do Século XX. Como exemplo, para o mapeamento de

pequenas superfícies, em vez ondas de luz, passou­se a usar ondas de partículas, tais como fei­

xes de elétrons, nêutrons e de íons. Dentre essas técnicas, estão a Microscopia Eletrônica de

Transmissão – TEM (Transmission Electron Microscope), desenvolvida na Universidade Téc­

nica de Berlim em 1931, e a Microscopia Eletrônica de Varredura – SEM (Scanning Electron

Microscope).
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Cerca de 50 anos se passaram até o desenvolvimento de técnicas mais aprimoradas, as

quais não usavam ondas de partículas para a sondagem dos materiais, mas forças atômicas e/ou

correntes de tunelamento de elétrons entre moléculas ou átomos. A Microscopia de Varredura

por Sonda – SPM consiste em um grupo de instrumentos utilizados para gerar imagens var­

rendo a superfície da amostra com uma sonda. Em sua composição, tem­se sondas, cerâmicas

piezoelétricas (escâneres), para posicionar a amostra e realizar varreduras, circuitos elétricos

de realimentação para controlar a posição vertical e horizontal da sonda e um computador para

mover os escâneres de varredura, armazenar dados e os converter em imagens por meio de um

software específico para esse fim [52].

Da classe dasmicroscopias de varredura por sonda, aMicroscopia de Tunelamento Quân­

tico – STM (Scanning TunnelingMicroscope) foi a precursora, desenvolvida, em 1981, por Gerd

Binnig e Heinrich Rohrer, o qual rendeu aos dois o Prêmio Nobel de Física de 1986 [13], tendo

como princípio de funcionamento o efeito túnel. De acordo com a Mecânica Quântica, o efeito

túnel surge como consequência da natureza ondulatória do elétron. Classicamente, para uma

partícula transpor uma barreira de potencial, é necessário que ela tenha um mínimo de energia

cinética, não sendo possível a transposição para energias com valor abaixo deste mínimo. A

partir de uma perspectiva quântica, uma partícula tem uma probabilidade não nula de atravessar

uma região classicamente proibida (barreira de potencial) que separa duas regiões classicamente

permitidas, fenômeno comumente denominado de tunelamento quântico.

Nessa técnica, a ponta é condutora e quando ela se aproxima da superfície da amostra,

uma diferencial de potencial é aplicada entre ambas, de modo a permitir a passagem dos elé­

trons pelo espaçamento entre elas. Surge então a corrente de tunelamento, que é uma função

da distância ponta­amostra, do potencial aplicado e da densidade local dos estados de energia.

As variações de corrente elétrica durante a varredura são detectadas e processadas através de

um sistema de retroalimentação da eletrônica que compõe o equipamento e enviadas para um

computador onde a topografia (imagem digital) da superfície da amostra é construída.

Para ilustrar a enorme capacidade do STM, a Figura abaixo mostra o resultado de uma

varredura sobre uma amostra de Silício (Si). Pode­se observar nitidamente os contornos dos áto­

mos, bem como suas disposições espaciais, formando a estrutura hexagonal típica das ligações

do Si. Entretanto, por medir corrente elétrica, o STM apresenta a desvantagem natural de fazer

imagens apenas de materiais condutores de eletricidade.

A técnica de Microscopia de Força Atômica (AFM) também faz parte das metodologias
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Figura 2.13: Imagem da estrutura de Si. Área varrida: 11,7 nm. Corrente de tunelamento: 0,74 nA.

Fonte: Retirado da Ref. [53].

de varredura por sonda e foi derivada diretamente do STM. O AFM foi desenvolvido, em 1986,

por Binnig e colaboradores [14]. Estametodologia, de forma geral, tem como princípio fundamen­

tal a medida das forças intermoleculares ou interatômicas entre uma ponta muito fina (sonda) e

a amostra e, posteriormente, sua transformação em uma imagem que revele as características to­

pográficas da superfície. Com o AFM, tornou­se possível estudar todos os tipos de materiais, já

que ele não utiliza corrente de tunelamento, mas sim forças. Como toda microscopia, o objetivo

do AFM é obter imagens fidedignas de superfícies em pequena escala, sem danificar a estrutura

do material.

Os principais componentes que formam um AFM são: sonda (cantiléver + ponta); escâ­

ner piezoelétrico; laser diodo; fotodetector e computador para controle do sistema, armazena­

mento dos dados produzidos pelo fotodetector e conversão desses dados em mapas topográficos

tridimensionais, dos quais se podem obter propriedades mecânicas, elétricas e magnéticas. A

Figura 2.14 mostra os componentes do AFM e sua disposição no equipamento.

Os princípios físicos gerais sob os quais está baseado o AFM estão descritos a seguir.

Inicialmente, uma ponta de prova (sonda) é colocada nas proximidades da superfície da amostra.

Quando a distância é pequena o suficiente para que dipolos elétricos sejam induzidos ou para que

dipolos já existentes interajam, forças elétricas atrativas entre os átomos da sonda e da amostra

(forças de van derWalls) se manifestam. A atração aumenta até atingir um limite máximo, o que

ocorre quando a sonda se aproxima muito da amostra. A partir de uma determinada distância,

uma força repulsiva proveniente da superposição eletrônica dos átomos da sonda­amostra passa a
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Figura 2.14: Esquema de funcionamento de um Microscópio de Força Atômica e seus componentes.
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Fonte: Gentilmente cedido por Luciana Alencar.

atuar, evitando a superposição espacial dos átomos destas superfícies. A repulsão é consequência

do Princípio de Exclusão de Pauli, fenômeno físico que impede que dois elétrons possam ocupar

o mesmo estado quântico simultaneamente.

Por meio do método de detecção óptica, medem­se as reflexões de um laser em dife­

rentes direções a partir de superfície refletora na extremidade livre no dorso do cantiléver. A

ponta é fixa na parte inferior do cantiléver, no lado oposto da superfície refletora. Sob ação

de forças atrativas e repulsivas, o cantiléver se deforma, alterando o ângulo da superfície espe­

lhada e, consequentemente, o ângulo de reflexão do laser. Um detector de quatro fotocélulas

independentes capta a luz do laser, produzindo uma diferença de potencial (DDP), via efeito

fotovoltaico. Por fim, um computador produz uma imagem cujos detalhes são proporcionais à

intensidade da relativa entre as quatro fotocélulas.

Além de produzir imagens topográficas, o AFM também investiga propriedades mecâni­

cas, tais como: adesão, elasticidade, interações de forças magnéticas e eletrostáticas. As forças

de adesão microscópicas (melhor detalhada nas próximas seções) influenciam em diversos even­

tos, desde a replicação de DNA até a ação de drogas no corpo humano [54]. Propriedades elásticas

possuem uma importância similar, afetando a estrutura e dinâmica de sistemas biológicos [9].

O AFM opera medindo as forças entre o par sonda­amostra. Essas forças dependem da
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natureza desse par, da distância entre eles, da geometria da ponta e de qualquer contaminação que

houver sobre a superfície da amostra. Durante o processo de varredura, os átomos localizados

na extremidade da ponta interagem com os da superfície da amostra, que estão imediatamente

abaixo dela ou nas vizinhanças [55, 56].

Na próxima seção, detalharemos mais sobre essas forças.

2.5 Forças em Nanoescala

Quando dois objetos são aproximados, surgem forças com diferentes ordens de magni­

tude e dependências com a distância. Em certas circunstâncias, essas propriedades podem ser

usadas para separar suas respectivas contribuições. Algumas dessas forças, por exemplo, magné­

ticas e eletrostáticas, podem ser manipuladas por campos externos ou por aplicação de voltagem.

Assim, muitas propriedades físicas da amostra podem ser medidas com grande resolução espa­

cial. A imagem da topografia é apenas uma das possibilidades. Nesta seção, as forças relevantes

para a microscopia de força atômica serão discutidas. Na análise dessas forças, será evidenciada

a origem física de cada uma delas, bem como os aspectos matemáticos, de forma simplificada.

Algumas forças serão descritas em termos dos potenciais envolvidos. Para se obter a expressão

da força, basta usar a definição F (r) = −dV /dr.

2.5.1 Forças de van der Waals

Um passo importante no estudo de forças intermoleculares foi dado em 1802, quando

Jacques Charles e Joseph Gay­Lussac publicaram a equação de estado para um gás ideal. A

partir disto, Johannes Diderik van der Waals seguiu a ideia de forças atrativas entre moléculas

em gases na tentativa de explicar porquê os gases não obedeciam a equação de Charles e Gay­

Lussac [57].

A interação de van der Waals descreve a interação eletromagnética de dipolos induzidos

nas superfícies (como exemplo, na extremidade da ponta e superfície da amostra, no caso do

AFM) e manifestam uma dependência com r−6. Em razão das flutuações inerentes ao ambiente

quântico, mesmo em um orbital eletrônico totalmente ocupado, existe um deslocamento entre

as cargas positivas e negativas, de modo a criar um dipolo elétrico dentro de uma escala de

tempomensurável. Esses dipolos apresentam valoresmédios nulos sob uma inspeção em tempos

suficientemente longos. No entanto, momentos de dipolos induzidos analisados em escalas



28

de tempo menores podem polarizar átomos vizinhos. Este mecanismo leva a um potencial de

interação atrativo, conforme será visto mais adiante.

Quando a distância é reduzida até um determinado valor, um fenômeno repulsivo de na­

tureza puramente quântica, associado à denominada força de troca e descrita pelo Princípio de

Exclusão de Pauli, entra em ação e passa a dominar atração de van der Waals. Como um fenô­

meno quântico, não há como o descrever teoricamente em termos de uma distância no espaço

de coordenadas. Contudo, por causa do comportamento da curva experimental do potencial, ge­

ralmente se atribui na literatura uma dependência do tipo r−12 apenas para melhor ajuste e por

ser o dobro da dependência com r−6. A soma dos potenciais associados às forças é chamada de

potencial de Lennard­Jones e descreve a interação entre dois átomos separados pela distância r,

que será abordado posteriormente[58].

Em comparação com as outras forças presentes em nível atômico, a força de van der

Waals possui uma das menores intensidades. Ela se fundamenta em três componentes [52]. Para

átomos neutros, os dipolos são criados instantaneamente devido às flutuações na densidade de

carga do elétron que, por sua vez, induzem dipolos em outros átomos. A interação entre esses

dipolos instantâneos é chamada de força de dispersão, também conhecido como força de London.

Em moléculas polares, os dipolos permanentes podem induzir dipolos em outros átomos; sua

interação é chamada de força de indução, também denominada força de Debye. Por fim, a

interação entre dipolos permanentes em moléculas polares é determinada por sua orientação e é

nomeada de força de orientação, também chamada força de Keesom.

A interação de van der Waals é quase sempre atrativa e as pequenas interações entre os

átomos individuais da ponta e da amostra formamuma força resultante da ordem de nanonewtons

(nN) [59]. Embora essa força seja pequena para os padrões macroscópicos, ela excede as forças

químicas e, em muitos casos, domina a interação ponta­amostra. A interação de van der Waals

não varia muito em função do tipo de elemento químico, atuando como uma força macroscópica

de longo alcance, quando comparada com as forças de ligação entre os átomos e moléculas dos

materiais envolvidos.

Na ponta usada emAFM há bilhões de átomos e é impossível conhecer em detalhes todas

as interações presentes nela. Portanto, uma aproximação deve ser feita com base no material

e na estrutura da ponta. Supondo que o potencial U(r) entre dois átomos separados por uma

distância r seja conhecido, a força entre eles é definida pelo gradiente desse potencial:
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F (r) = −▽ U(r). (2.1)

Para a interação de van der Waals, o potencial tem a forma:

UvdW (r) = −C

r6
, (2.2)

em que C é a constante de interação específica para o par partícula­partícula, definido por Lon­

don.

Hamaker [59] então realizou a integração do potencial de interação para calcular a in­

teração total entre dois corpos macroscópicos. Para isso, ele usou algumas hipóteses em sua

derivação. A condição de aditividade foi usada para que a interação total pudesse ser obtida

pela soma dos pares das contribuições individuais. O meio foi considerado contínuo. Assim, a

soma pôde ser substituída por uma integração sobre os volumes dos corpos interagentes, assu­

mindo que cada átomo ocupa um volume dV com uma densidade ρ. Por fim, as propriedades ρ

e C6 do material foram consideradas uniformes sobre o volume dos corpos. Tudo isso permite

que a força total entre a ponta e a amostra seja dada por [58]:

FvdW = ρ1ρ2

∫
ν2

∫
ν1

f(r)dV1dV2, (2.3)

em que ρ1 e ρ2 são as densidades de massa, f(r) é a densidade de força e V1 e V2 são os volumes

dos corpos 1 e 2, respectivamente.

Forças de Dispersão de London

A interação de dispersão de London tem origem no fato de que todo átomo forma um

dipolo instantâneo e, portanto, somente o valor médio da distribuição de carga é esfericamente

simétrica. Com isto, mesmo átomos neutros podem interagir entre si de forma atrativa ou re­

pulsiva. Cada átomo tem um dipolo que interage com os vizinhos por meio da polarizabilidade

eletrônica α0 = 4πεa0
3, sendo a0=0,53 Å o raio de Bohr e ε é a constante de permissividade

elétrica relativa. Para um material com o mesmo tipo de átomo, tem­se [60]:

U(r) =
α2
0hν

(4πε)2r6
(2.4)

onde h é a constante de Planck e o termo hν é o potencial de primeira ionização. Esta interação
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tem a mesma dependência em r que aquela produzida por dipolos permanentes.

Forças entre Dipolo Permanente e Dipolo Induzido

Existem situações nas quais as amostras possuem dipolos permanentes e estes podem

induzir dipolos na ponta da sonda. As interações entre um dipolo permanente e um dipolo

induzido podem ser calculadas a partir do campo elétrico E(r) de um dipolo [52]:

E(r) =
p
√
1 + 3 cos2 θ
4πεr3

. (2.5)

A energia potencial de interação pode ser escrita em termos do campo elétrico E(r) e da

polarizabilidade α0, usando a definição V(r)=α0 E(r)2/2. Tomando o valor médio sobre todos

os ângulos θ, encontra­se:

V (r) = − p2α0

(4πε)2r6
. (2.6)

Observa­se que esta dependência em r é muito mais forte, o que implica em uma intera­

ção de alcance muito mais curto, típico das forças dipolares de van der Waals.

Potencial de Lennard­Jones

De forma geral, as principais forças que envolvem a interação entre dois átomos surgem:

1. das forças de polarização, nas quais as cargas em um átomo induzem dipolos nos átomos

vizinhos;

2. das forças provenientes de efeitos quânticos, que dão origem a ligações covalentes e forças

repulsivas devido à simetria de troca entre as partículas.

Essa última advém do Princípio de Exclusão de Pauli, que proíbe que elétrons de di­

ferentes átomos possam ter os mesmos números quânticos. Como consequência deste tipo de

interação, os elétrons migram para níveis de maior energia, o que pode ser interpretado como

uma força de repulsão entre eles. Experimentalmente, observa­se que tais forças repulsivas caem

a zero para distâncias superiores a 3Å, enquanto que, para distâncias maiores, as componentes

atrativas predominam.

O potencial de Lennard­Jones é um modelo empírico que combina as forças atrativa e

repulsiva. Na literatura, ele é descrito de várias maneiras diferentes, sendo uma das mais usadas
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a seguinte:

VLJ(r) = V0

[(rmin

r

)12
− 2

(rmin

r

)6]
, (2.7)

sendo rmin a distância na qual o potencial assume o menor valor possível, no caso ­V0. Este é

o resultado individual mais importante quando se trata da análise de AFM de um material, pois

todas as interações estão contempladas nele. A força associada a este potencial pode ser escrita

na forma:

F (r) = 12V0

[
r12min

r13
− r6min

r7

]
. (2.8)

Quando a distância sonda­amostra atinge o valor rmin, as duas forças atingem a mesma

intensidade e o sistema entra em equilíbrio, caso não haja força externa sobre ele. Em busca

da posição de equilíbrio das forças, a sonda montada sob um cantiléver flexível se aproxima

ou se afasta da superfície da amostra à medida que se move sobre ela. A essência do AFM

está exatamente em monitorar essas distâncias rmin localmente sobre a amostra, a partir das

quais se podem obter informações acerca das forças. Com as informações do perfil das forças

encontram­se as propriedades desejadas da amostra em estudo.

A Figura 2.15 ilustra o perfil espacial das forças de atração (F−αr
−7) e repulsão (F+αr−13),

assim como da força total F(r) e do potencial de Lennard­Jones VLJ . A dependência espacial de

F− é obtida a partir do conhecimento do arranjo das cargas elétricas, enquanto a dependência de

F+ é usada empiricamente para obter o melhor ajuste para a curva de força. Por se tratar de um

fenômeno puramente quântico originado na interação de troca, não há como prever teoricamente

a dependência de F+ por princípios físicos gerais. Para distâncias acima de rmin, a força atrativa

predomina, enquanto que, para valores abaixo de rmin, a força repulsiva domina.

O padrão da imagem da superfície do material obtido pelo microscópio deve refletir esta

dependência entre as forças, uma vez que a deflexão do laser no cantiléver depende essencial­

mente da somatória de todas elas.

Forças de Adesão

A partir das medidas de AFM, é possível obter as forças de adesão entre a sonda e a

amostra; para tanto, é preciso se aprofundar sobre a mecânica de contato, descrevendo o contato

entre uma ponta de AFM que indenta a superfície da uma amostra.
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Figura 2.15: Descrição qualitativa para o potencial de Lennard­Jones V(r) e para as forças atrativas de van der
Waals e repulsivas de origem quântica.

Fonte: Própria autora.

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

lei de Hooke:

F = k.d, (2.9)

onde k é a constate elástica do cantiléver e d é a sua deflexão.

A lei de Hooke é aplicada de forma satisfatória para amostras que apresentam compor­

tamento linear, ou seja, superfícies rígidas. No entanto, para amostras que apresentam com­

portamento viscoelástico, a força não é descrita adequadamente com esta equação. Superfícies

”macias”(como as observadas na maioria dos materiais biológicos) se deformam de maneira

não linear durante a indentação. Assim, este tipo de sistema passa a ser melhor descrito por uma

relação do tipo [61]:

F ∝ δn, (2.10)

onde F é em força externa, δ é a deformação do sistema e n é um expoente relacionado à geo­

metria do indentador. A constante de proporcionalidade descreve, além de fatores geométricos,

as propriedades elásticas do material. Trata­se, portanto, de um problema de contato mecânico

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

Heinrich Hertz [62], pesquisador pioneiro do campo da mecânica de contato. Uma relação por

ele determinada foi o contato entre uma superfície plana e uma esfera, pressionadas entre si, com

uma carga normal P . Esse contato ocorria dentro de uma área circular, com raio de contato a,

de acordo com a seguinte equação:

a =

(
PR

K

) 1
3

, (2.11)

onde R é o raio da esfera e K é uma constante que relaciona os módulos de Young da esfera

e da superfície (E1, E2), considerando a razão de Poisson da esfera e da superfície (ν1, ν2),

respectivamente. O parâmetroK é descrito por:

K =
4

3

(
1− ν2

1

E1

+
1− ν2

2

E2

)
. (2.12)

Na literatura, o modelo de Hertz tem sido amplamente utilizado no estudo das proprieda­

des mecânicas de superfícies macias, como, por exemplo, as células humanas [54], tendo como

base ensaios de força com o AFM. Essa teoria descreve a área de contatos macroscópicos su­

aves, sendo aplicada somente em materiais elásticos, lineares, homogêneos, isotrópicos e que

não apresentam forças de superfície atrativas (adesão). A teoria de Hertz também presume que

o raio de contato é muito menor que o raio da esfera, de modo que a esfera pode ser aproximada

como um paraboloide [63].

Os pesquisadores Johnson, Kendall e Roberts propuseram, em 1971, uma nova teoria,

denominada JKR [64], que explicava a adesão entre dois corpos elásticos. O modelo JKR consi­

dera experimentos cujas áreas de contato são maiores do que as previstas pela teoria de Hertz.

A equação 2.13 descreve o raio de contato entre uma esfera e uma superfície, considerando a

ação da força de adesão entre elas:

a =

(
R

K

(
P + 3γπR +

√
6γπRP + (3γπR)2

)) 1
3

, (2.13)

onde γ é o trabalho das forças de adesão, realizado em separar completamente o indentador da

superfície. Essa teoria inclui a tensão de tração na área de contato, com carga normal mínima

e com uma área de contato diferente de zero. Essa carga mínima pode ser chamada de força de

pull­off ou força de adesão, dada por:
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F
(JKR)
ad = −3

2
πγR. (2.14)

Derjaguin, Muller e Toporov [65] elaboraram um modelo, chamado de DMT, que consi­

derava a contribuição das forças adesivas no contato entre corpos elásticos. Para o mencionado

modelo, considera­se que o perfil de contato permanece o mesmo da teoria de Hertz; no entanto,

considera­se uma carga total maior devido à força de adesão. Esse fato equivale à interações

atrativas entre uma esfera e a superfície. Para esse modelo, o raio de contato a é dado por:

a =

(
R

K
(P + 2πγR)

) 1
3

. (2.15)

Assim, a força de adesão é descrita por:

F
(DMT )
ad = −2πγR. (2.16)

Quando as forças de superfície são de curto alcance em comparação com as deformações

elásticas resultantes, omodelo JKR descreve a área de contato comprecisão. Para o limite oposto

(isto é, materiais rígidos, pequenos raios esféricos e forças de adesão fracas e de longo alcance),

o modelo DMT é mais adequado [66].

No processo de retração da ponta para longe da superfície da amostra, a ponta permanece

em contato com a superfície até que a força do cantiléver supere a interação entre o par ponta­

amostra. A força sentida pelo cantiléver é medida através da sua deflexão e a força de pull­off

force ou adesão é definida como a força máxima de atração durante a retração da ponta saindo do

contato com a superfície. De forma geral, as forças de adesãoFad são uma combinação de forças

eletrostáticas Fel, forças de van der Waals FvdW , forças de capilaridade Fcap e forças devido a

ligações químicas Fquim
[67], de acordo com a equação:

Fad = Fel + FvdW + Fcap + Fquim. (2.17)

É importante explanar sobre a contribuição das forças de ligação químicas (Fquim) para

as força de adesão. Dependendo dos grupos químicos presentes na extremidade da ponta e na su­

perfície do substrato, ligações químicas podem se formar durante o contato ou outras interações

químicas específicas (por exemplo, receptor­ligante) podem ocorrer e, em seguida, muitas ve­

zes, dominam a força adesão resultante. Esse tipo de interação ocorre em pontas funcionalizadas
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com grupamentos químicos específicos [67].

2.5.2 Forças Eletrostáticas

As forças do tipo coulombianas sempre estão presentes entre duas distribuições de car­

gas pontuais ou esféricas. É uma força de longo alcance, que em geral segue a lei do inverso

do quadrado. Depende da distribuição espacial das cargas nos objetos interagentes e pode ser

repulsiva ou atrativa, dependendo se as cargas interagentes têm o mesmo sinal ou não.

Para o caso específico de cargas pontuais q1 = q2 = e isoladas dentro de um meio com

permissividade elétrica ε, mantidas à uma distância r uma da outra, o potencial pode ser escrita

na forma:

U(r) =
e2

4πεr
. (2.18)

Para se ter ideia do valor da energia associada a este potencial, pode­se compará­la com

a energia térmica KBT em temperatura ambiente, um padrão muito utilizado na literatura ci­

entífica. O símbolo KB representa a constante de Boltzmann e T a temperatura absoluta. Para

distâncias interatômicas típicas (r=2 Å) e usando o valor e =1,6×10−19C, a energia da interação

coulombiana é de aproximadamente 278 KBT . Esse resultado mostra que a interação coulom­

biana é muito forte em experimentos realizados em temperatura ambiente. A equação acima

vale para cargas elétricas isoladas, o que, quase sempre, não é o caso da força entre sonda e

amostra. Em situações mais realísticas, uma carga elétrica não está isolada, mas envolvida por

outras cargas. O resultado disso é a redução do alcance das forças envolvidas, causadas pelo

efeito de blindagem eletrostática.

A medida das forças de Coulomb pode ser empregada para estudar o formato da ponta.

Hao et. al.[68] estudaram as forças de Coulomb modelando o sistema ponta­amostra como uma

esfera em uma superfície plana e como uma ponta cônica com extremidade esférica em uma

amostra plana. No primeiro caso, a força é dada por [58]:

F0 = πε0V
2R

r
, (2.19)

para R/r≫1, e por:

F∞ = πε0V
2

(
R

D

)2

, (2.20)
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para R/D≪1. Aqui, V é a diferença de potencial entre a ponta e a amostra, R o raio da esfera e

r é a distância ponta­amostra.

No caso de um cone com extremidade esférica em uma superfície plana, a força pode ser

calculada substituindo as superfícies condutoras equipotenciais por suas cargas imagem equiva­

lentes. Para ângulos de abertura pequenos (θ≤ π/9), o cone pode ser aproximado por uma linha

carregada de densidade de carga constante λ0 dada por:

λ = 4πε0V

[
ln

(
1 + cos θ
1− cos θ

)]−1

(2.21)

Isso resulta em uma força dada pela equação:

Fk
∼=

λ2
0

4πε0
ln

L

4D
, (2.22)

em que L é o comprimento do cone e L≪ r≪ R.

As Equações 2.5, 2.7 e 2.9 representam um cenário em que uma partícula ou um corpo

extenso exerce forças sobre outra partícula ou outro corpo extenso carregados eletricamente,

sem a presença de demais partículas no mesmo ambiente. Na próxima seção será descrita a

influência das demais cargas elétricas do ambiente sobre a partícula (corpo) em análise.

2.5.3 Forças Iônicas

Quando a amostra e a sonda possuem íons, as forças se tornammuito intensas, e a energia

de interação entre os átomos da sonda e da superfície do material pode ser escrita como [52]:

U(r) = ±M
e2

4πεr
, (2.23)

onde M representa a constante de Madelung ( |M | > 1). Essa constante quantifica o efeito ele­

trostático líquido de todos os íons da rede cristalina, positivos e negativos, sobre uma determi­

nada carga elétrica. Esse não é um potencial do tipo coulombiano simples entre duas partículas

de carga e, no presente caso, um elétron está sob a interação de vários portadores de cargas posi­

tivas e negativas que se encontram na sua vizinhança. Essa contribuição entra no cálculo através

do parâmetro M e o parâmetro r é a distância média entre as cargas elétricas da superfície do

material e da ponta de prova.

Quando a amostra e a sonda possuem íons, a força envolvida tem um alcance maior do

que as outras contribuições que serão estudadas a seguir. Para distâncias interatômicas típicas
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(r=2 Å) e assumindo q=e, a energia da interação iônica é de aproximadamente 278 MKBT, ou

seja, a força iônica é maior que a força coulombiana pelo fatorM.

2.5.4 Forças entre Íons e Dipolos

Emmuitos casos, as amostras a serem estudadas no AFM são íons e esses podem induzir

dipolos na sonda (ou vice­versa). Sem entrar em detalhes do cálculo, a energia de interação

entre um átomo ionizado e um átomo neutro polarizado pode ser escrita como[67]:

U(r) =
qp cos θ
4πεr2

, (2.24)

sendo q a carga do íon, p o momento de dipolo elétrico e θ o ângulo entre a direção do eixo do

dipolo e o íon. Para esse tipo dematerial, a força envolvida tem uma dependência mais forte com

a distância entre a ponta de prova e a amostra (F ∼ r−3). Para distâncias interatômicas típicas,

as forças provenientes destas interações são no máximo equivalentes à do tipo coulombiana,

pois a função cos θ tem valor máximo igual a 1.

2.5.5 Forças Capilares

Os experimentos de SPM no ar também devem considerar o papel que a umidade atmos­

férica desempenha na interação ponta­superfície. A presença de camadas de água líquida na

ponta ou superfície pode introduzir algum comportamento descontínuo em sua interação. Além

de reduzir a intensidade de todas as outras outras interações por um fator k (constante dielétrica),

as camadas de líquido formarão menisco entre as superfícies e surgem forças capilares. Embora

tenha um nome diferente, a origem das forças de capilaridade é a atração de van der Waals entre

as moléculas do líquido e os átomos do sólido, que neste contexto são denominadas de forças de

adesão. Essa camada será então comprimida até o contato máximo entre a ponta e a superfície.

O movimento adicional da ponta vai pressionar o menisco até que se rompa, com o ponto de

ruptura determinado pela espessura da camada original [58].

As forças capilares podem ser mais fortes do que outros efeitos, como forças de ligações

eletrostáticas ou químicas, além das forças de Van der Waals, com as quais podem ser compa­

ráveis em escala nano. Se a espessura da camada de líquido for irrelevante, os efeitos serão

mais sutis. Para um sistema de superfície e ponta considerado seco, por exemplo, em vácuo ou

em vapor de nitrogênio, a força de adesão será devida principalmente às forças de dispersão, de
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acordo com a equação:

Fad = 4πRγs, (2.25)

em que γs é a energia superficial dos sólidos. Se algum vapor for introduzido, a energia da super­

fície será modificada por adsorção e em alguma pressão de vapor relativa ocorrerá condensação

capilar. A força entre a ponta e a superfície é então dada por [58]:

Fad = 4πRγlv cos θ + 4πRγsl, (2.26)

em que s, l e v denotam sólido, líquido, vapor.γlv é a tensão superficial do líquido­vapor, θ é o

ângulo de contato do líquido e γsl é a tensão interfacial sólido­líquido. O primeiro termo é devido

à pressão capilar na parte líquida e o segundo termo está associado à interação sólido­sólido.

2.5.6 Força de Dupla Camada em Fluidos

Amaioria das superfícies imersas em uma solução eletrolítica apresenta uma carga super­

ficial. Com essas cargas superficiais, surge um gradiente de concentração no eletrólito chamado

de camada dupla elétrica (EDL). Quando as superfícies se aproximam, ocorre uma interação

devido à sobreposição de seus EDLs correspondentes. A interação EDL desempenha um pa­

pel crucial em muitos processos biológicos devido ao seu caráter de longo alcance. Exemplos

desses processos são a adesão celular [69] e estabilidade da estrutura da proteína [70].

No cenário do AFM, a ponta e a amostra sofrerão uma força de dupla camada elétrica

(EDL) quando colocadas em proximidade. A abordagem mais comum para calcular essa força

é resolver a equação de Poisson­Boltzmann para o potencial eletrostático. Essa é uma equação

diferencial não linear de segunda ordem que não pode ser resolvida analiticamente. No entanto,

diferentes conjuntos de aproximações podem ser aplicados para obter expressões fáceis de ma­

nusear. Uma dessas aproximações é baseada na seguinte expressão, para a energia de interação

EDL por unidade de área de dois meios­espaços paralelos e planos [71]:

WEDL(r) =
2σ1σ2λr

εε0
e−

r
λr , (2.27)

em que ε é a constante dielétrica do meio, ε0 permissividade do vácuo, σ1 e σ2 são as densi­

dades de carga da superfície de ambas as superfícies, r é a separação e λD, conhecido como

comprimento de Debye, é o comprimento de decaimento da interação, definido como:
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λD =

(
εε0kBT

e2
∑

i ciz
2
i

) 1
2

, (2.28)

em que KBT é o fator Boltzmann; ci e zi são os valores de concentração e valência do i­ésimo,

tipo de íon presente na solução. A energia de interação por unidade de área de dois meios­

espaços paralelos planos, W, que é dada pela equação 2.16, pode ser relacionado à força entre

duas superfícies curvas, F, pela aproximação de Derjaguin [71], como:

F (r) =

[
2πR1R2

R1 +R2

]
W (r), (2.29)

em que R1 e R2 são os raios de curvatura das respectivas superfícies. Se um desses raios for

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

F (r) = 2πRW (r). (2.30)

Na maioria dos experimentos de AFM, a amostra é considerada plana e homogênea

quando comparada com a ponta (uma esfera de raio Rt). Portanto, a força EDL entre uma

ponta de AFM e uma superfície plana separada por uma distância r, com densidades de carga

superficial σt e σs, respectivamente, pode ser expressa como:

FEDL(r) =
4πRtσtσsλr

εε0
e−

D
λr . (2.31)

2.6 Modos de Operação do AFM

Como as interações entre a sonda de AFM e a superfície da amostra podem ter natureza

repulsiva ou atrativa, o AFM pode operar em diferentes modos, cada um atuando em uma re­

gião do seu potencial de interação (Figura 2.16). Os modos de operação (ou varredura) mais

comuns no AFM são: modo contato, modo não­contato, contato intermitente (tapping mode) e

espectroscopia de força.

No modo contato (indicado para amostras mais rígidas), a varredura é feita sempre com

a ponta em contato físico com a superfície da amostra; portanto, nesse regime, as forças resul­

tantes são predominantemente repulsivas, causando deflexão positiva no cantiléver, que aplica

uma força sobre a amostra. À medida que a ponta percorre a amostra, o cantiléver se deflexi­

ona, medindo as alterações de topografia da superfície por meio da alteração do sinal do laser
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Figura 2.16: Potencial de interação entre sonda­amostra e suas respectivas regiões nas quais os modos de operação
do AFM atuam.

Fonte: Própria autora.

(posicionado no dorso da extremidade livre do cantiléver) no fotodetector. Para que a ponta não

danifique a amostra, é necessário que o cantiléver tenha uma constante de mola menor que a

constante de mola da amostra, a fim de se deflexionar sem a deformar.

No modo de contato intermitente (tapping mode), o cantiléver oscila em uma frequência

próxima da sua frequência de ressonância, enquanto varre a amostra. A sonda é aproximada

até que começa a realizar contato intermitente com a amostra (realizando pequenas batidas),

eliminando as forças de arraste laterais da sonda com a amostra, permitindo a varredura em

amostra macias e com pouca adesão ao substrato. A amplitude de oscilação da sonda durante

a varredura é suficiente para que o cantiléver tenha força restauradora que impede que a sonda

fique presa na camada de contaminação devido a forças de menisco ou eletrostáticas que estão

presentes na superfície da amostra, especialmente em medidas feitas em ar [72].

No modo de não­contato, a sonda não toca a superfície da amostra. Na microscopia de

contato, as forças interatômicas de curto alcance são estudadas medindo as deflexões quase es­

táticas do cantiléver, que possui uma constante de mola conhecida. Apesar de as forças de van
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der Waals de longo alcance estarem também presentes no modo de contato, elas não contribuem

para obtenção a imagem em escala atômica. Aumentando a separação entre a sonda (aproxima­

damente 100 nm), somente contribuirão para a deflexão do cantiléver as forças de interação de

longo alcance, como forças eletrostáticas e forças dipolares magnéticas [73].

O método de detecção das forças de interação no modo de operação de não­contato é

diferente do contato. Assim como no modo de contato intermitente, o cantiléver vibra perto de

sua frequência de ressonância (por meio de um piezelétrico posicionado do suporte da sonda),

porém, ao invés de medir suas deflexões quase estáticas, medem­se as variações na frequência

de ressonância que resultam da interação das forças entre a ponteira e a amostra.

Para falar do modo de espectroscopia de força, precisamos detalhar o processo de ob­

tenção das curvas de força versus deflexão do AFM, crucial para aquisição de informações que

vão além da topografia, especialmente as propriedades mecânicas em nanoescala. Na próxima

seção, detalharemos os conceitos de espectroscopia de força.

2.6.1 Espectroscopia de Força

Diversas informações podem ser obtidas a partir da relação entre a distância entre a

sonda e a amostra e as forças medidas nessas distâncias. O estudo da relação entre força versus

distância é chamado de espectroscopia de força.

Conceitos das Propriedades Nanomecânicas obtidas por medidas de AFM

As curvas de força­distância F (z) obtidas através de uma medida de espectroscopia de

força por AFM nos mostram o comportamento da interação ponta­amostra. A Figura 2.17 apre­

senta um gráfico de curva de força mostrando o movimento relativo da sonda de AFM para

cada ponto desta curva. O eixo horizontal traça o movimento da sonda em relação à amostra.

Enquanto a sonda desce para a amostra, a distância sonda­amostra diminui. A deflexão do can­

tiléver é traçada no eixo vertical do mesmo gráfico. O ciclo de aproximação e retração exibe

uma histerese entre as curvas, uma consequência da resposta viscoelástica do material. O ajuste

dessas curvas em um dado intervalo de deflexão (d1, d2), com modelo de Hertz, proporciona um

valor estimado do módulo elástico da amostra. A partir da histerese, emprega­se um modelo

específico para determinar a viscosidade aparente das amostras.

A partir dessas curvas, propriedades como elasticidade, viscosidade aparente e adesivi­

dade são calculadas, fornecendo mapas quantitativos dessas grandezas, além da análise desses
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Figura 2.17: Figura esquemática de uma típica curva de deflexão/deslocamento adquirida em uma amostra macia.

Fonte: Gentilmente cedida por Luciana Alencar.

parâmetros em curvas de força individuais.

Para a análise do módulo elástico das curvas de força, consideramos a teoria de contato

de Hertz, cuja relação força­indentação para um indentador cônico, como a sonda de AFM, é

dada por [54]:

Fcone =
2

π

E

1− ν2
tanθδ2, (2.32)

onde E e ν representam o módulo de elasticidade e a razão de Poisson do material, respectiva­

mente. A quantidade θ representa o ângulo de abertura da ponta cônica.

Para as amostras viscoelásticas, a resposta da força que atua no cantiléver é composta

por uma componente elástica e uma viscosa (FT = Fel + Fv), de tal forma que o trabalho reali­

zado pelo cantiléver é parcialmente perdido por atrito interno do próprio material, gerando uma

histerese no ciclo de aproximação/retração da curva de força (Figura 2.17).

Na obtenção do valor das forças de adesão das amostras, observa­se que durante a re­

tração do cantiléver ele sofre uma deflexão negativa até que sua força total supere as forças de

adesão, perdendo o contato com a superfície da amostra. O ponto em que a força de adesão entre

a ponta e a amostra atinge o seu valor máximo é aquele que corresponde ao ponto de mínimo

de deflexão. Usando essas características gerais, a adesividade das amostras pode ser deduzida
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qualitativamente de duas diferentes formas: i) tomando­se o valor de força máxima de adesão

entre a ponta e a amostra (valor mais negativo de deflexão) e ii) calculando o trabalho realizado

pelas forças adesivas. O trabalho é obtido calculando a área da curva de deflexão/deslocamento

em sua porção negativa de deflexão (porção que corresponde às forças adesivas) (Figura 2.17).

Indentações sucessivas podem resultar em deformações plásticas da superfície se o stress

(pressão) aplicado exceder o ponto de máxima carga do material. No entanto, o modelo de

Oliver e Pharr [74] considera que, durante o processo de retração da sonda, apenas a parte elástica

da deformação retorna ao seu estado inicial, enquanto a parte plástica permanece inalterada.

Portanto, de maneira distinta ao modelo de Hertz, esta abordagem considera apenas o processo

de alívio da carga de força sobre a superfície.

Um parâmetro definido nesta abordagem é a dureza da superfície S, cujo valor é dado

por:

S =
dF

dh
, (2.33)

onde dF
dh

é a derivada da força aplicada à superfície em relação à distância percorrida pela sonda

h durante a retração e aproximação da sonda. De posse do valor de S para vários pontos da

superfície da amostra, monta­se um mapa dessa grandeza ao longo da área analisada.

2.6.2 PeakForce Quantitative NanoMechanics

O modo de operação PeakForce Quantitative NanoMechanics (QNM) é uma extensão

do modo de contato intermitente, que permite a aquisição de curvas de força em cada pixel

da imagem obtida, em altas frequências (0,5­2 kHz), possibilitando a medição quantitativa das

propriedades das amostras, em nanoescala, gerando mapas de alta resolução (com resoluções

compatíveis as das imagens topográficas). Como o modo QMN controla a força aplicada à

amostra pela ponta, as indentações na superfície da amostra são extremamente precisas, evitando

contribuições nos valores, por exemplo, de módulo de Young, devido a influência do substrato.

2.7 Dados quantitativos a partir de mapas topográficos

Em sistemas biológicos, a rugosidade da superfície está relacionada com o funciona­

mento adequado de eritrócitos. Em células com alterações funcionais, devido a patologias, é

observada uma diminuição na rugosidade da membrana [75]. A presença de uma variedade de
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asperezas, de diferentes tamanhos e formas na superfície de diversos sistemas biológicos, de­

sempenha um papel importante na interação, célula­célula e célula com substrato celular. Além

disso, a organização dessas asperezas está diretamente relacionada aos elementos da estrutura

analisada, como arranjo de citoesqueleto, matriz de colágeno, proteínas de membrana, dentre

outros [76].

Uma superfície, independentemente do seu processo de formação, possui irregularidades

em sua forma geométrica. Tais irregularidades podem se manifestar a nível macro e microscó­

pico [77]. Quando são observadas a níveis em micro e nanoescala, começamos a definir uma

propriedade chamada rugosidade. Todas as superfícies encontradas na natureza apresentam ru­

gosidade quando observadas em escala microscópica. A rugosidade pode ser definida como as

irregularidades na textura da superfície.

Quantitativamente, a rugosidade pode ser medida a partir de três parâmetros obtidos da

observação da superfície: de amplitude, de espaço e híbridos. Os parâmetros de amplitude

levam em conta apenas as quantidades verticais, ou seja, altura dos picos e profundidade dos

vales. Dentre os parâmetros de amplitude, destacam­se a rugosidademédia e a rugosidademédia

quadrática [78].

A rugosidade média(Ra) é o parâmetro mais utilizado para controle de qualidade geral

de rugosidade. Esse parâmetro é definido matematicamente como o desvio médio absoluto das

irregularidades da rugosidade da linha média ao longo de um comprimento de amostragem. A

Figura 2.18 mostra como podemos mensurar esse parâmetro, que é medido definindo uma linha

central na superfície, de modo que a área acima da linha central seja igual a área abaixo da linha

central (Figura 2.18A). Conforme visto na Figura 2.18B, a área abaixo é projetada para cima e,

por fim, é calculada a média aritmética das alturas de todos os pontos no eixo vertical em relação

à linha média. Esse parâmetro é fácil de definir e medir e fornece uma boa descrição geral das

variações de altura.

A definição matemática para a rugosidade média é:

Ra =
1

n

n∑
i=1

|yi|, (2.34)

em que n é o número de pontos (pixels) no cursor da caixa (espaço escolhido para medir Ra)

e yi a distância vertical máxima entre os pontos de dados mais alto e mais baixo na imagem

antes do ajuste do plano. Os valores obtidos por Ra não definem as irregularidades do perfil,

podendo assim ter o mesmo valor para perfis com distribuição de picos e vales diferentes; para
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Figura 2.18: Parâmetro Ra de rugosidade.

Fonte: retirado de [79].

tal distinção é necessário a utilização de outros parâmetros.

A rugosidade média quadrática (RMS), ou Rq, representa o desvio padrão da distribui­

ção das alturas na superfície, ou seja, ela é semelhante ao parâmetro Ra, porém a média medida

é quadrática. Este é um importante parâmetro para descrever a rugosidade por métodos estatís­

ticos, sendo mais sensível do que Ra para grandes flutuações da altura da superfície em relação

à linha central.

A expressão matemática que descreve Rq é:

Rq =

√√√√ 1

n

n∑
i=1

yi2, (2.35)

ou ainda

Rq =

√
1

L

∫ n

i=1

y(x)2. (2.36)

O fenômeno da rugosidade pode ser observado desde escalas macroscópicas até a escalas

microscópicas. Desta forma, teorias podem ser desenvolvidas de modo a descrever o sistema

em estudo conforme suas características de escala. Essas teorias utilizam dados estatísticos para

descrever o sistema e modelar a mecânica de contato entre superfícies [77]. Algo que deve ser
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levado em consideração é a escala na qual está sendo analisada a superfície. Em algunsmateriais,

suas características variam, dependendo da ampliação da imagem. Já outras, preservam suas

características, mesmo quando a escala de observação varia. Como as equações que definem os

parâmetros de rugosidade levam em consideração o número de pixeis de uma imagem, além das

alturas correspondentes a cada pixel, é conveniente adotar, para medidas de AFM, tamanhos de

varredura e resolução padronizados.

Na próxima seção, algumas aplicações do uso da técnica de AFM em eritrócitos serão

mostradas.

2.8 Microscopia de Força Atômica no Estudo de Eritrócitos

Nas últimas décadas, muitas evidências bioquímicas e biofísicas vêm sendo acumuladas

produzindo uma complexa e detalhada representação sobre a composição da membrana, a mi­

croestrutura e a deformabilidade de células. Apesar do grau de detalhamento, tal representação

ainda possui alguns elementos conflitantes e muitos trabalhos estão consolidando uma ponte

entre o que se sabe sobre a bioquímica da membrana e o conhecimento de propriedades físi­

cas in situ [7]. Dentre as propriedades físicas utilizadas no estudo de células, destacam­se as

propriedades mecânicas.

As propriedades mecânicas de células vivas são de grande importância para um bom

funcionamento fisiológico dos organismos, porém o conhecimento acerca delas ainda é conside­

rado limitado. Nikova e colaboradores [80] justificam tal limitação afirmando que não há um total

entendimento sobre o processo de resposta estrutural da célula a tensões externas, bem como do

papel que a micromecânica exerce em várias condições fisiológicas e patológicas e sobre como

a elasticidade de um certo tipo de células se altera em processos patológicos.

Durante muito tempo, existiam duas abordagens para o estudo de propriedades mecâni­

cas celulares. Na primeira delas, estuda­se a mecânica considerando a célula como um todo.

Na segunda abordagem, a mecânica dos componentes estruturais da célula foram estudadas de

forma individual [81].

Em ambas as abordagens, a mecânica celular tem sido estudada por várias técnicas. Den­

tre elas, encontra­se o procedimento de cell poker, onde se estuda a deformabilidade celular

baseada na sua resistência à indentação com uma fibra de vidro de extremidade achatada [82, 83].

Outras técnicas incluem: a aspiração por micropipeta, como observado nos trabalhos de Young
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e Evans [84] e Shao e Hochmuth [85], a espectroscopia flicker [86, 87], a microscopia de varredura

acústica [88, 89], pinças óticas [90–92] e microscopia de desfocalização [93, 94].

Com o advento da técnica de AFM, foi possível estudar as propriedades mecânicas em

níveis macro e microscópicos da estrutura celular, bem como a distribuição espacial dessas pro­

priedades em uma única célula. Informações topográficas e investigações de estruturas intrace­

lulares utilizando esta técnica são relatadas na literatura [95]. Essa poderosa técnica é também

usada para caracterização qualitativa e quantitativa de propriedades mecânicas de materiais bi­

ológicos [81].

Em AFM, as propriedades micromecânicas da superfície celular e de camadas subja­

centes podem ser detectadas tanto no modo contato de operação quanto no modo tapping ou

contato intermitente. O procedimento básico de operação em modo contato para estudos das

características mecânicas de células e tecidos é a espectroscopia de força. A curva de força con­

tém informações sobre as interações sonda/amostra de curto e longo alcance em um determinado

ponto da amostra, enquanto o Force Volume é uma coleção de curvas de força ao longo de uma

determinada área de varredura. Ambas representam uma base para a estimativa de propriedades

nanomecânicas [81].

Verifica­se um grande número de publicações que estudam a mecânica de células do

sangue via AFM.Mais especificamente, observa­se um grande interesse pelas células vermelhas
[8, 96–99].

Há uma associação entre muitos processos fisiológicos/patológicos e a estrutura da cé­

lula, mais especificamente com suas propriedades mecânicas. Em nível histológico, tal fato é

observado em tradicionais análises de elasticidade, como nos exames de toque empregados cli­

nicamente na detecção de nódulos duros associados às neoplasias. No entanto, observa­se que

recentes trabalhos estão correlacionando alterações de propriedades mecânicas em nível celular

com doenças, tais como: câncer, artrite, doenças cardiovasculares e anemias [54].

Dulinska e colaboradores [8] estudaram as propriedades elásticas de eritrócitos de paci­

entes com anemias hemolíticas e as comparou com aquelas de eritrócitos de pacientes sadios.

Dentre outros resultados obtidos nesse trabalho, os autores observaram um aumento no módulo

de Young das células vermelhas de pacientes portadores de esferocitose hereditária em relação

as de pacientes sadios. Os autores associaram a forma anômala da célula (chamada esferócito)

ao aumento do módulo de Young.

As propriedades elásticas da membrana de eritrócitos influenciam tanto o formato dessa
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célula quanto na sua resposta a várias tensões, ou seja, na sua deformabilidade [100]. Segundo

Murador e colaboradores [101], a membrana das células vermelhas consiste de uma bicamada

fosfolipídica contendo proteínas integrais, que é suportada por um citoesqueleto proteico sub­

jacente. A estrutura composta pelo citoesqueleto e pela bicamada lipídica é responsável por

propriedades singulares da membrana dos eritrócitos. Para a membrana se deformar normal­

mente, a rede de proteínas do citoesqueleto deve ser capaz de ser submetida a um rearranjo

conformacional em que as moléculas de espectrina se dobram e desdobram. Se as associações

inter e intramoleculares de espectrina aumentam, as mudanças conformacionais serão dificul­

tadas e a deformabilidade diminuirá. A proximidade entre a rede de proteínas e a bicamada

também exerce um papel determinante na deformabilidade da membrana eritrocitária [7].

A banda 3 é considerada a principal proteína integral da membrana do eritrócito, repre­

sentando cerca de 25% ­ 30% do total do conteúdo proteico da membrana. Por interação com

lipídeos e outras proteínas, a banda 3 une o complexo proteico do citoesqueleto e confere aos

eritrócitos propriedades elásticas. A forte concentração de resíduos carregados negativamente

no domínio citoplasmático dessa proteína tem papel importante na sua interação com as demais

macromoléculas e na fixação de algumas delas, tais como a 4.1, 4.2 e anquirina [101].

SegundoMurador [101], mutações da banda 3 (principal proteína integral da membrana do

eritrócito) têm sido associadas à doenças como esferocitose e eliptocitose hereditárias, onde se

verificam o aumento da rigidez do eritrócito e resistência à infecção por malária. De acordo com

os autores, há um caso registrado na literatura relatando a ausência da banda 3 em eritrócitos de

pacientes portadores de esferocitose.

Outra proteína relevante presente na membrana eritrocitária é a glicoforina (GPA). A

GPA é a maior glicoproteína transmembrana dos eritrócitos, correspondendo a 2% ­ 4% do

conteúdo proteico membranar. A concentração de GPA sobre os eritrócitos é responsável por

80% da carga negativa dessas células. Essa superfície celular negativa ajuda a minimizar a

interação célula­célula e prevenir a aglutinação eritrocitária. Além disso, a associação da GPA

com a banda 3 contribui para propriedades mecânicas da membrana [101].

Essa distribuição de cargas negativas sobre o eritrócito é relatada no trabalho de Akaki

e colaboradores [102]. Nesse trabalho, a técnica de Potencial de Superfície do AFM (Surface

Potential ­ SP) foi utilizada para detectar o potencial elétrico originado por essas cargas sobre

a membrana. A técnica de SP pode ser utilizada em conjunto com AFM para a obtenção de

imagens, associando o potencial elétrico de superfície com a topografia da mesma.
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A membrana eritrocitária é uma das membranas celulares mais estudadas. Acredita­se

que ela seja a responsável pela manutenção da forma e da capacidade de deformação dos eritróci­

tos, proporcionando uma resistência a repetidas passagens através de capilares cujos diâmetros

sãomenores que o dessas células. Seu formato bicôncavo resulta de uma variedade de interações

entre a célula e o meio em que se encontra, podendo ser alterado in vitro e in vivo [22].

A forma do eritrócito é fortemente determinada pelas propriedades mecânicas do citoes­

queleto e pela atividade das moléculas de adenosina trifosfática (ATP) [97]. A forma do eritrócito

vem sendo investigada em trabalhos como o de Mesquita e colaboradores [103]. Nesse trabalho,

os autores utilizam a microscopia de desfocalização para obter a forma/flutuações, tamanho,

curvatura, índice de refração e a viscosidade citoplasmática de eritrócitos.

No trabalho de Girasole e colaboradores [22], as medidas de AFM foram utilizadas para

caracterizar a rugosidade da membrana eritrocitária numa tentativa de relacionar esse parâmetro

com a forma do eritrócito. Girasole e seus colaboradores concluíram que a rugosidade independe

do formato do eritrócito e que ela pode ser utilizada para fornecer informações morfológicas

adicionais a respeito dessa célula.

Para se estudar isoladamente a membrana e o citoesqueleto, faz­se necessária a prepa­

ração de fragmentos membranares (ghosts). O ghost consiste no eritrócito sem a presença da

hemoglobina. Antes de iniciar os experimentos, os eritrócitos são delicadamente rompidos [104].

Esse processo se inicia com a escolha ou preparação do substrato onde os eritrócitos serão ade­

ridos. A superfície do substrato deve possuir uma grande afinidade química com a membrana

eritrocitária, a fim de que a fixação seja a maior possível. Após a fixação, o eritrócito é li­

sado osmoticamente a fim de romper a membrana e expor a superfície citoplasmática. Após

sucessivos enxágues, remove­se todo o conteúdo citoplasmático e os fragmentos membranares

não­aderidos ao substrato [105].

A dificuldade no estudo de alta resolução de materiais biológicos (em nível molecular)

por AFM também se deve à má fixação das células ao substrato. Substratos como lamínulas de

vidro e mica tem sido tratados com substâncias tais como: poly­L­lisina, 3 aminopropiltrime­

tóxisilano (APS), 3­aminopropiltritóxisilano (APTES), N­5­azido­2­nitrobenzoiloxisucinimida

(ANBNOS) a fim de aumentar a capacidade de fixação desses materiais [105].

Em seu trabalho, Stevina e colaboradores [100] demonstraram que a membrana e o ci­

toesqueleto do eritrócito afetam seu comportamento elástico de maneira cooperativa. Um en­

tendimento acerca da estrutura dos constituintes da membrana eritrocitária, organização e sua



50

elasticidade também são relatados nos trabalhos de McGouth e Discher e colaboradores [106, 107].

Há trabalhos, como o de Bremmel e colaboradores [108], em que se utilizam uma abor­

dagem diferente para se estudar a mecânica celular. Os autores estudaram a deformação e o

comportamento reológico de eritrócitos normais, analisando o comportamento coletivo das pro­

priedades mecânicas dessas células. Para tanto, utilizaram sondas de AFM com esferas de sílica

fixadas na ponta, a fim de que o indentador tomasse a forma esférica e tamanho próximo ao da

célula. Assim, é possível indentar uma grande região do eritrócito e sondar coletivamente tais

propriedades.

Segundo Bremmel [108], a histerese em uma curva de força é uma evidência da resposta

viscoelástica, onde um tempo de resposta é necessário para que a célula volte a sua conforma­

ção original. Variando­se a frequência com que a sonda se aproxima e se afasta da amostra,

pode­se caracterizar a sua viscoelasticidade. Bremmel e colaboradores variaram a frequência

do processo de obtenção de curvas de força sobre eritrócitos e obtiveram curvas com diferentes

histereses.

Com o aumento da frequência, a ponta desce e sobe com maior velocidade deformando

rapidamente o eritrócito, que não tem o tempo suficiente para voltar a sua conformação original,

ocasionando a histerese na curva de força. Quanto maior a histerese, maior será a dissipação de

energia potencial elástica. O aumento da histerese com o aumento da velocidade de aproximação

e retração da ponta é outra evidência do comportamento viscoelástico [108].

A membrana dos eritrócitos tem propriedades viscoelásticas singulares, que, em alguns

aspectos, ora se assemelham aos fluidos, ora se aproximam daquelas concernentes aos sólidos.

A base estrutural da membrana dos eritrócitos ainda é muito discutida [109]. A alta resistência da

membrana a mudanças na sua área superficial é uma característica das bicamadas fosfolipídicas,

enquanto sua resposta ao cisalhamento depende da rede de proteínas do citoesqueleto que reveste

a superfície citoplasmática [7, 109]. De acordo comBremmel [108], poucos estudos têm considerado

quantitativamente a viscoelasticidade de eritrócitos e feito uma correlação desta propriedade

com a reologia do sangue.

Mokken e colaboradores [110] definem Hemorreologia como sendo a ciência que estuda

o comportamento do fluxo sanguíneo. Segundo esse autor, o maior campo de interesse da he­

morreologia é aquele que estuda a viscosidade do sangue. Logo, essas propriedades devem ser

influenciadas pela deformabilidade do eritrócito e sua viscoelasticidade.

Caprari e colaboradores [111] usaram a reologia do sangue total para investigar a influên­
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cia de próteses valvares cardíacas sob o estado anêmico de pacientes com esferocitose e elip­

tocitose. Segundo esses autores, em casos de implantação dessas próteses, a fragmentação de

eritrócitos pode ser uma importante causa de processos hemolíticos, mudanças na deformabili­

dade de eritrócitos e na viscosidade do sangue. Isso deve se agravar em pacientes portadores de

anemias hemolíticas com próteses cardíacas. Essa fragmentação geralmente é atribuída ao mau

funcionamento das válvulas.

Diante dessa revisão, observa­se que investigações através da técnica de AFM podem ser

úteis no estudo de patologias de células do sangue, haja vista que qualquer fator influenciando

as estruturas celulares pode causar alterações em suas propriedades mecânicas [96]. Corrobo­

rando com essa ideia, Dulinska e colaboradores [8] afirmam que a determinação de propriedades

elásticas de células via AFM possibilita uma medida da influência de diferentes fatores na me­

cânica celular, fato que justifica a perspectiva de que essa técnica venha a ser utilizada como

uma ferramenta de diagnóstico para diferentes patologias.

Nos trabalhos citados, as propriedades mecânicas de eritrócitos vêm sendo estudadas por

várias técnicas e, em alguns deles, percebe­se uma busca por uma caracterização mecânica das

patologias. Observa­se, porém, que a técnica de AFM tem sido pouco aplicada ao exame de

eritrócitos em anemias hemolíticas. Com este trabalho, espera­se contribuir de forma signifi­

cativa para a consolidação da ponte entre os conhecimentos bioquímicos já estabelecidos e as

propriedades nanomecânicas e ultraestruturais de eritrócitos em anemias hemolíticas.

No próximo capitulo, serão abordados os materiais e métodos para caracterização das

propriedades nanomecânicas é ultraestruturais de eritrócitos por microscopia de força atômica.
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3. Materiais e Métodos

Esse é um estudo experimental de cooperação multidisciplinar entre o Departamento

de Física da Universidade Federal do Maranhão (DEFIS­UFMA) e o Centro de Hematologia e

Hemoterapia do Maranhão (HEMOMAR).

3.1 Aquisição das amostras

As amostras de sangue de doadores voluntários sudáveis (hemoglobina AA) e de pacien­

tes com hemoglobinopatias SS, SF, SC, AS (Anemia falciforme) e β­talassemia foram obtidas

por meio de parceria com o HEMOMAR e de acordo com as normas do Comitê de Ética Brasi­

leiro (CAAE: 89646518.5.0000.5087) (ANEXO I).

O HEMOMAR atua: selecionando doadores autólogos e homólogos; realizando cole­

tas sanguíneas internas e externas, analisando, identificando e fazendo exames imunohemato­

lógicos do sangue, conservando hemocomponentes e hemoderivados; realizando estudos pré­

transfusionais dos pacientes antes da transfusão e de fenotipagem. Na ocasião das medidas

realizadas, as amostras que já haviam sido analisadas laboratorialmente foram cedidas para esta

pesquisa, não comprometendo o trabalho realizado pelo HEMOMAR.

Os dados foram analisados de forma anônima e os resultados apresentados de forma

agregada, não permitindo a identificação dos participantes da pesquisa. Ao final das análises no

Microscópio de Força Atômica, estas amostras foram devolvidas ao HEMOMAR para descarte

adequado.
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3.2 Preparação das amostras

3.2.1 Preparação de amostra para investigação de membrana externa

Para análise noMicroscópio de Força Atômica, uma gota de sangue foi colocada em uma

lamínula de vidro de circular, de 13 mm de diâmetro, com ajuda de um capilar de vidro tratado

com heparina, conforme a Figura 3.1A . Após este processo, um esfregaço de sangue padrão

foi feito nessas lamínulas, como mostrado na Figura 3.1B. Para verificar se as células estavam

dispostas de forma isolada, as lâminas foram analisadas previamente em umMicroscópio Óptico

(Figura 3.1C). As lâminas então foram deixadas para secar ao ar na sala com temperatura de

22◦C, por cerca de 10 minutos, para fixar as células na superfície da lâmina. Em seguida, as

lâminas foram fixadas no porta­amostra do AFM, com o auxílio de fita dupla face, sendo levadas

em seguida para a análise no AFM (Figura 3.1D).

Uma observação necessária acerca do procedimento metodológico nesta etapa é que, a

fim de observar a influência da camada de plasma nas medidas, fez­se a lavagem das células

com PBS para verificar possíveis alterações nos resultados. Conforme será mostrado no Capí­

tulo 4, alterações significativas não foram encontrados. Portando, a metodologia simplificada

foi escolhida por se assemelhar ao procedimento utilizado nos Centros de Hematologia para

investigação de tecido sanguíneo por microscopia óptica.

Figura 3.1: Preparação da amostra para as medidas. (a) Gota de sangue na lâmina. (b) Esfregaço do sangue. (c)
Verificação do esfregaço no microscópio óptico. (d) Lâmina fixada no porta­amostra do AFM.
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3.2.2 Preparação de eritrócitos para investigação da região interna da

membrana

Para produzir uma suspensão de eritrócitos, 1 mL de solução tampão fosfatada (PBS)

(NaCl; KCl; Na2PO4; KH2PO4 e pH= 7,4 a 25◦), contendo anticoagulante EDTA 0,2 mM, foi

colocado em um tipo Eppendorf e, em seguida, com o auxílio de um capilar de vidro com he­

parina, um volume de sangue de aproximadamente 20 µL foi adicionado ao tubo. A solução

do tubo foi centrifugada a 3000 rpm, durante 4 minutos, por 3 vezes, conforme mostra a Figura

3.2A. Após cada centrifugação, o volume de sobrenadante (Figura 3.2B) foi removido e des­

cartado, sendo adicionado um volume idêntico da solução de PBS com EDTA 0,2mM (Figura

3.2C­D), afim de manter o volume do Eppendorf constante.

Figura 3.2: Preparação da amostra para as medidas no ghost eritrocitário. (a) Centrífuga com tubos eppendorf. (b)
1ª centrifugação. (c) 2ª centrifugação. (d) 3ª centrifugação.

Enquanto isso, uma gota de aproximadamente 10 µL de solução de 0,1% v/v poli­L­

lisina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi depositada sobre uma lâmina de vidro, como ilustrado

na Figura 3.3A. Após este processo, a lâmina foi deixada para secar, em ambiente livre de conta­

minação. Após a secagem da poli­L­lisina, uma gota da suspensão de eritrócitos foi depositada

sobre a lamínula e fez­se o esfregaço no sangue, sendo deixado para secar por 15minutos (Figura

3.3B). Após esse tempo, o excesso de células foi retirado com uma lavagem em PBS (Figura

3.3C) e, em seguida, a lâmina foi submetida a um jato de PBS na horizontal para que a parte

superior das células fossem extraídas (Figura 3.3D) [112]. Dessa forma, a parte inferior, presa

na poli­L­lisina, fica aderida na lâmina (Figura 3.3D). Após esse processo, uma lavagem da lâ­

mina foi realizada, em solução de baixa salinidade NaPi 0,3 mM com EDTA 0,2 mM, com pH

de 7,4, para remover resquícios de hemoglobina, sais e outros constituintes citoplasmáticos. O

excesso de líquido sobre a lamínula foi retirado com auxílio de papel filtro. Como resultado,

obtém­se uma lamínula com coloração levemente avermelhada, como mostrado na Figura 3.3E.
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Esse procedimento produz fragmentos membranares, chamados na literatura de ghost, com a

face citoplasmática exposta, aderidos à lamínula de vidro.

Destaca­se aqui que foram realizados testes com este procedimento, porém sem esfre­

gaço da gota de sangue. Essa metodologia não se mostrou eficaz pois haviam muitos aglomera­

dos de fragmentos celulares e sais, impossibilitando encontrar boas áreas de varredura no AFM

que contivessem de membranas isoladas.

Figura 3.3: Exposição da membrana eritrocitária interna. (a) Gota de poli­L­lisina na lâmina. (b) Esfregaço do
sangue. (c) Lâmina lavada. (d) Jato de PBS nas células. (e) Lâmina com ghost eritrocitário.

3.3 Experimentos de Microscopia de Força Atômica

3.3.1 Parâmetros de varredura

As lâminas foram analisadas no microscópioMultimode 8 ((Bruker, Santa Bárbara, CA,

EUA) (Figura 3.4), utilizando sondas de silício de raio nominal de 2 nm, com constante de

mola nominal de 0,4 N/m; no entanto, a constante de mola real foi calibrada usando o método

de ruído térmico [113]. O modo de varredura empregado foi o Peak Force Tapping Quantitative

Nanomechanics (QNM), que permitiu a aquisição, além dosmapas topográficos, de informações

nanomecânicas das amostras estudadas. As medidas foram realizadas em ar (temperatura de
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23oC e 44% de umidade), com resolução de 256 pixels e frequência de varredura de 0,5 Hz.

Varreduras de 10 x 10 µm2 foram realizadas para a análise da membrana externa, de

modo a obter­se unicamente uma célula por varredura. Para a análise da face interna da mem­

brana eritrocitária, varreduras de 5 x 5 µm2 foram realizadas, de forma a obter uma varredura

compreendendo somente a membrana celular. Uma estatística robusta foi utilizada nessa pes­

quisa, com 65.536 curvas de força obtidas para cada mapa, medindo 10 células de cada tipo e

um total de aproximadamente três indivíduos para cada grupo de hemoglobina em estudo.

Para geração dos mapas e análise dos dados quantitativos de rugosidade e proprieda­

des nanomecânicas, foram utilizados os softwares Nanoscope Analyses 2.0, Gwyddion 2.57 e

Mountains Software, cortesia da Digital Surf.

Figura 3.4: Microscópio de Força Atômica Multimode 8 (Bruker, Santa Bárbara, CA) localizado no Laboratório
de Biofísica e Nanossistemas da UFMA.

3.3.2 Análises Ultraestruturais

Nos dados do AFM, o estudo estatístico da rugosidade foi realizado com base na altura

de cada pixel da imagem (em nosso caso 65.536 pixeis), analisada a partir do mapa de altura. O

parâmetro Rq, descrito no Capítulo 2, foi empregado para o cálculo da rugosidade nesta etapa.

Para evitar alterações nos valores reais, nenhum pré­tratamento da imagem foi realizado nos
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mapas antes do cálculo deste parâmetro. Conforme mencionado, o tamanho da varredura foi

padronizado. Porém, como as células de diferentes hemoglobinopatias apresentavam tamanhos

diferentes, optou­se por uma área de 3,5 µm2 no centro de cada célula, tamanho mínimo comum

para todas as amostras que evitam bordas celulares para que a rugosidade fosse calculada.

Para obtenção dos dados de área e volume, foram utilizadas as ferramentas do software

Mountains SPIP. A área da superfície foi calculada por triangulação simples da superfície celular

que foi selecionada. O volume foi calculado como a integral da altura da superfície sobre a área

da célula mascarada.

3.3.3 Análises Nanomecânicas

Como mencionado no Capítulo 2, as curvas de força obtidas a partir de medições com

AFM carregam muitas informações sobre a natureza física da superfície da amostra. A Figura

3.5 mostra um ciclo de aproximação (linha azul) e retração (linha pontilhada vermelha) de uma

sonda AFM da superfície de uma amostra. Cada parte da curva carrega uma informação especí­

fica e, para a acessar, são empregados modelos matemáticos específicos citados neste trabalho.

Os dados de dureza celular foram calculados a partir de cada uma das curvas de força

obtidas em todas as amostras em estudo, a partir da região de inclinação destacada em verde na

Figura 3.5, de acordo com os conceitos apresentados no no Capítulo 2.

Figura 3.5: Curva de força mostrando as regiões de força a partir das quais cada uma das propriedades nanomecâ­
nicas foram calculada.

Foram considerados os valores de declividade na porção de contato das curvas de aproxi­

mação, em intervalos que compreendiam de 30­70% dos valores de deflexão da curva de força
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após o ponto de contato da ponta com a amostra.

Para o cálculo das forças de adesão entre a sonda e a superfície da amostra, foram conside­

rados os valores de força mais negativo (resistência do cantiléver de retrair a partir da superfície

da amostra), obtidos a partir da curva de retração (região de forças negativas), indicado na Figura

3.5 como Fad.

No próximo capítulo, serão apresentados os resultados obtidos a partir dessametodologia

descrita e as discussões acerca desses resultados.
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4. Resultados e Discussões

Neste capítulo, apresentam­se os resultados obtidos para os parâmetros físicos analisa­

dos.

4.1 Análise das propriedades ultraestruturais da face externa

da membrana eritrocitária

A Figura 4.1 apresenta mapas topográficos tridimensionais de eritrócitos com morfolo­

gias diversas, de acordo com a hemoglobinopatia a eles associada. Na Figura 4.1 (A), tem­se

a imagem de eritrócito da amostra controle (AA), enquanto na Figura 4.1 (B) é possível obser­

var um eritrócito em forma de lágrima, ou dacriócito, proveniente de uma amostra de hemo­

globinopatia de β­talassemia. Na Figura 4.1 (C), observa­se um eritrócito, com formato alon­

gado, proveniente de amostra de HbS. Na mesma imagem, é observada a presença de espículas

nas bordas da célula, denominadas equinócitos. Na Figura 4.1 (D) tem­se um eritrócito ”em

alvo”(denominado codócito), proveniente de uma amostra de HbS.

Apesar das doenças aqui estudadas serem caracterizadas por promoverem alterações na

estrutura dos eritrócitos a elas associadas, neste estudo as análises dos eritrócitos associados

a cada amostra investigada deu­se unicamente em células morfologicamente inalteradas. Esta

proposta buscou acessar precocemente possíveis alterações em suas propriedades físicas e ul­

traestruturais. Assim, todos os resultados aqui discutidos vêm de células normais do ponto de

vista morfológico. Imagens topográficas do AFM são comparadas para análise qualitativa. No

entanto, esta técnica fornece uma descrição quantitativa de vários parâmetros, incluindo rugosi­

dade da superfície.

De acordo com Girasole e colaboradores [22], em condições adequadas e bem defini­

das, a rugosidade superficial, pode ser preciosa na avaliação quantitativa da morfologia de uma

membrana biológica, com aplicações, por exemplo, no estudo da estrutura e função celular. A
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Figura 4.1: Perfil de células com morfologia alterada.(A) Eritrócito saudável. (B) Eritrócito em forma de lágrima
(dacriócito). (C) Eritrócito com a membrana irregular apresentando espículas nas bordas (equinócito). (D) Eritró­
cito em alvo (codócito).

rugosidade da superfície desempenha um papel relevante na interação célula­célula, bem como

na interação célula­microvasos no fluxo sanguíneo. Além disso, a organização das asperezas

da membrana na face citoplasmática está diretamente relacionada aos elementos do citoesque­

leto [114]. No entanto, células estressadas podem promover alterações de membrana, o que pode

ser um sinal preditivo e precoce de disfunção celular[115]. Dentre as alterações de membrana,

destacam­se o rearranjo mais comum das proteínas espectrina­actina (componentes do citoes­

queleto celular), diminuição das glicoproteínas e aceleração do processo de apoptose.

No processo simplificado usado para a isolamento das amostras, que foi o esfregaço do

sangue total, os eritrócitos investigados estão parcialmente imersos em um filme de plasma san­

guíneo. Para compreender possíveis contribuições do plasma nos valores de rugosidade, foram

analisadas amostras submetidas a um processo de remoção do plasma, como descrito no Capí­

tulo 3. A Figura 4.2 mostra imagens de 1 x 1 µm obtidas a partir da região central de uma célula

analisada após processo de remoção do plasma (Figura 4.2 (A)) e em uma célula analisada a

partir do esfregaço do sangue total (Figura 4.2 (B)). As alterações na ultraestrutura das membra­
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nas não apresentaram influência significativa, especialmente nos valores de rugosidade, devido

a presença do plasma. Para a célula mostrada na Figura 4.2 (A), o valor de rugosidade média

quadrática Rq é de 0,761 nm (rugosidade com valor em escala molecular). Para a célula não

lavada (Figura 4.2 (B)), o valor de Rq é de 0,721 nm. Além de mais complexo e demorado, por

haver necessidade de diversas lavagens para remoção completa do plasma, o processo de lava­

gem, que envolve sucessivas centrifugações, promove danos na membrana celular, resultando

no aparecimento de alterações estruturais do tipo equinócitos 1. Desta forma, concluiu­se que a

metodologia empregada a partir do esfregaço do sangue total é eficiente e, portanto, esse método

simplificado foi escolhido nesse estudo.

Figura 4.2: Membrana de eritrócitos (A) observada por esfregaço de sangue total e (B) observada após processo de
lavagem por centrifugação.

A Figura 4.3 (A) mostra a vista superior de uma célula íntegra em uma varredura de 10 x

10 µm2. A Figura 4.3 (B) mostra uma imagem tridimensional de uma região de 1 x 1 µm2. Na

Figura 4.3 (B) observam­se algumas estruturas de diâmetros nanométricos, com dimensões na

escala z também da ordem de nanômetros. Como mostrado no Capítulo 2, a membrana celular é

formada por proteínas, lipídeos e glicoproteínas, estruturas cujas dimensões são desta ordem de

grandeza. Desta forma, as características associadas com a altura das estruturas, como a rugosi­

dade de superfície, nesse nível de resolução, podem quantificar alterações dos componentes da

membrana.

A Figura 4.4 mostra os resultados da rugosidade, com respectivos erros padrão para a

face externa da célula, para amostras de controle (AA) e de células com diferentes tipos de

hemoglobinopatias associadas a hemoglobina HbS (AS, SC, SF, SS), além de β­talassemia. O
1Echinócito (da palavra grega echinos, que significa ’ouriço’ ou ’ouriço do mar’), na biologia e na medicina

humanas, refere­se a um tipo de glóbulo vermelho que possui uma membrana celular anormal caracterizada por
muitas projeções espinhosas pequenas e uniformemente espaçadas.
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Figura 4.3: Ultraestrutura da membrana celular. (A) Área celular de 10 µm2. (B) Mapa com zoom de 1µm2 sobre
a região central da célula.

valor médio da rugosidade foi calculado tomando­se uma área de 3,5µm2 na região central de

todas as células.

Figura 4.4: Rugosidade da membrana. Gráfico dos valores médios da rugosidade com os respectivos erros­padrões.

Os valores de Rq para as amostras AA, AS, SC, SF, SS e β­Tal são, respectivamente,

33,3 ± 9,6 nm, 49,1 ± 11,7 nm, 37,7 ± 10,5, 23,9 ± 9,7 nm, 17,7 ± 7,6 nm e 43,8 ± 3,9 nm. Uma

clara tendência linear de redução da rugosidade é observada para as células que possuem HbS,

a partir do traço falciforme (AS) para a forma mais agressiva da doença (SS).

Observando as alterações da superfície celular em casos de anemias hemolíticas, alguns
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aspectos podem ser destacados. A hemoglobina parcialmente oxigenada, especialmente se for

instável, é responsável pela maioria das espécies reativas de oxigênio geradas na membrana de

eritrócitos. Essas espécies podem facilmente oxidar lipídios e proteínas de membrana [116]. As

alterações funcionais do eritrócito de indivíduos com anemia falciforme e talassemia, levam a

uma variedade de alterações na membrana quanto à estrutura e função. As células tentam man­

ter a composição lipídica normal e reparar ou renovar os lipídios oxidados, particularmente os

ácidos graxos, durante períodos de estresse oxidativo. O processo de renovação e reparação

dos lipídios é essencial para a sobrevivência dos eritrócitos. Além disso, as mudanças na estru­

tura e função dos componentes da membrana também são causadas pela precipitação direta de

hemoglobina desnaturada ou cadeias de globina [117–120].

O ácido siálico tem sido um fator crucial durante a análise da membrana dos glóbulos

vermelhos, especialmente para a rugosidade. Conforme relatado por Rizvi [121], Os eritrócitos

têm uma carga superficial negativa líquida e essa carga se deve ao ácido siálico ionizado. A

Figura 4.5 ilustra a membrana eritrocitária carregada negativamente devido ao carboidrato ácido

siálico , que se encontra na parte mais externa da membrana celular. A figura também mostra o

grupo químico desse componente da membrana.

Figura 4.5: Membrana eritrocitária com cargas negativas e ácido siálico em sua superfície (também representada
por seu grupo químico).

Normalmente, os eritrócitos na anemia falciforme têm alterações de ácido siálico em sua

superfície [122], exibindo uma distribuição desigual em relação às células saudáveis [123]. Com­

parando a rugosidade em células saudáveis (AA) e células obtidas de indivíduos com SS e SF,

é possível observar uma diminuição da rugosidade nas amostras de SS e SF. Uma razão para a

assimetria da presença ácido siálico são as diferenças na idade dos eritrócitos circulantes. Os eri­

trócitos envelhecidos demonstram uma diminuição do ácido siálico na membrana (10% ­ 30%).

Essa redução pode chegar a 50% em algumas anemias hemolíticas [124]. No nosso caso, como
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as células doentes não apresentaram morfologia global alterada, as alterações na rugosidade da

superfície possivelmente estão relacionadas às próprias patologias para as amostras de hemoglo­

binopatias.

A possível redução da rugosidade pode ser explicada pela perda de componentes da

membrana, principalmente ácido siálico, e glicoproteínas, causada pelas alterações da doença

nas membranas celulares. Além disso, de acordo com Hebbel [125], a bicamada lipídica normal­

mente é disposta assimetricamente, com 75% a 80% dos fosfolipídeos (PL) contendo colina (fos­

fatidilcolina (PC) e esfingomielina), que são encontrados na monocamada externa. Este estado

de assimetria é mantido por estabilização passiva de PL, que envolve a interação de fosfatidilse­

rina (PS) com espectrina e banda 4.1, e uma atividade de translocação de PL dependente de ATP.

O PL pode trafegar entre as monocamadas, de modo que a desestabilização do PL pode assumir

a forma de maior mobilidade transmembrana da bicamada, promovendo a perda de assimetria,

resultando em diminuição da rugosidade da membrana. Mesmo para formas celulares preser­

vadas, os resultados de rugosidade sugerem que a membrana celular possivelmente apresenta

essas alterações que estão associadas principalmente ao processo de falcização.

Ao comparar o valor médio de rugosidade entre as amostras de SS e SF, é possível

observar uma redução mais significativa desse parâmetro para a forma mais grave de anemia

falciforme (SS). Nesse sentido, associamos esse resultado às características atenuantes da HbF

na doença falciforme, possivelmente evitando alterações nos componentes da membrana e na

disposição desses componentes [1].

O modelo mais aceito para estrutura dos componentes da membrana é chamado de mo­

saico fluído, proposto por Singer e Nicolson [126]. No referido modelo, proteínas e glicoproteí­

nas estão inseridas em um “mar”de lipídeos (bicamada lipídica). Pequenas modificações nessa

estrutura, em sua cinética ou em suas propriedades elásticas, podem afetar drasticamente a esta­

bilidade e a viabilidade das células [127]. Para a amostra AS, observa­se uma alteração no valor

de Rq quando comparado com os valores obtidos para as amostras AA. A possível explicação

para essa diferença é a reorganização dos componentes da membrana resultante do processo oxi­

dativo, promovida pelo aumento de espécies reativas de oxigênio, causando regiões de maior

densidade. Outra possibilidade para a alteração da rugosidade é o aumento de receptores e ca­

nais protéicos na membrana celular, possivelmente relacionado a ummecanismo compensatório

para os efeitos da HbS promovidos pela HbA.

O aumento da rugosidade também foi observado nas amostras de SC. É importante en­
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fatizar que,embora a doença SC seja uma das doenças genéticas significativas mais típicas em

todo o mundo, ela é negligenciada, com poucos laboratórios ou estudos clínicos abordando esta

doença [128]. Na maioria dos casos, a doença SC é clinicamente mais leve do que a SS, e as

complicações da anemia falciforme geralmente ocorrem com menos frequência neste caso [129].

O aumento da rugosidade da membrana em SC pode estar associado a um aumento nos canais

ou receptores de membrana. Nagel e colaboradores [129] discutiram que as células com HbC

expressaram mais componentes de membrana que aceleram a cristalização de HbC. Além disso,

uma característica marcante das células com este tipo de hemoglobina é a desidratação e, conse­

quentemente, redução no volume celular e alta concentração de hemoglobina corpuscular [130].

Nesse sentido, o aumento da rugosidade da membrana também pode estar associado ao aumento

do número de canais de membrana, tornando o efluxo de células SC mais intenso.

Por fim, no caso das amostras de β­tal, observou­se aumento dos valores de rugosidade

em relação ao grupo controle. Urbinati e colaboradores [131] descrevem alterações na membrana

dessas células, como aumento de fosfolipídios e colesterol. Alterações nesses componentes es­

tão associadas à fluidez e permeabilidade da membrana, promovendo o acondicionamento de

seus componentes [132], resultando em maior aspereza. Oliviero e colaboradores [130] também

apontaram que o aumento da permeabilidade dessas células pode ser decorrente do dano oxida­

tivo à membrana decorrente do excesso de cadeias α livres. Este processo oxidativo também

pode estar relacionado a alterações na rugosidade da membrana.

Mesmo com o formato preservado, devido à alta resolução das imagens de AFM, altera­

ções nas dimensões das células são observadas, principalmente na amostra de SS, apresentando

diâmetros maiores ( 9,5 μm) do que as células saudáveis. Controversamente, em células de β­tal,

as células apresentaram diâmetros menores ( 6,0 μm).

A Figura 4.6 mostra exemplos representativos dessas observações. De maneira geral, as

alterações no tamanho das hemácias são referidas como anisocitose (microcitose e macrocitose).

Na Figura 4.6 (A) temos uma célula controle que possui tamanho dentro do padrão, de 8,2 µmde

diâmetro. Em comparação, a Figura 4.6 (B) mostra uma célula de anemia falciforme exibindo

macrocitose, com diâmetro de 9,8 µm, enquanto na Figura 4.6 (C) é possível ver uma célula de

β­talassemia com microcitose com diâmetro de 6,0 µm.

Como apontado por Benedetto e colaboradores [127], pequenas modificações na estrutura

celular podem afetar drasticamente no desempenho de suas funções, sua estabilidade e viabili­

dade. As mudanças observadas nas dimensões das células motivaram um estudo mais detalhado
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Figura 4.6: Diferentes dimensões celulares. (A) Célula de amostra controle e (B) seção transversão mostrando seu
perfil; (C) célula de anemia falciforme commaior dimensão e (D) seu respectivo perfil e (E) Célula de β­talassemia
e (F) seu respectivo perfil.

A B

C D

E F

de parâmetros como área e volume celular. A habilidade de avaliar o volume de estruturas mi­

crométricas é uma das vantagens da técnica de AFM. Os resultados de área dos eritrócitos das

hemoglobinopatias estudadas são exibidos na Figura 4.7.

O valores médios da área das amostras AA, AS, SC, SF, SS e β­tal são, respectivamente,

46,9 ± 4,8 µm2, 38,3 ± 6,8 µm2, 42,3 ± 6,2 µm2, 50,1 ± 8,9 µm2, 58,4 ± 4,3 µm2 e 31,4 ±

5,9 µm2. É possível observar uma tendência linear de crescimento da área superficial entre

células que contém a HbS, do caso mais ameno (traço falcêmico ­AS) para a manifestação mais
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Figura 4.7: Gráfico do parâmetro geométrico de área dos eritrócitos das hemoglobinopatias estudadas.

severa da doenças promovidas pela presença desse tipo de hemoglobina (SS). Comparando cada

amostra com o grupo controle, observamos um padrão similar aos encontrados para os dados de

rugosidade: as amostras AS e SC apresentam tendências opostas às amostras SF e SS. Enquanto

as amostras de AS e SC diminuem sua área superficial com relação às amostras de AA, as de

SF e SS aumentam essa área.

De acordo com Degiorgio e colaboradores [133], a forma como as membranas se estrutu­

ram (empacotamento) depende de parâmetros como a área, volume e comprimento das cadeias

hidrofílicas, de acordo com a equação:

p =
v

a0lc
, (4.1)

onde p é o parâmetro que define o formato na membrana, a0 a área superficial,v é o volume

e lc o comprimento efetivo das cadeias hidrofílicas que compõem a membrana. Além disso,

as mudanças na composição da membrana e no arranjo dos componentes da membrana estão

relacionadas a mudanças na área de superfície da célula.

Conforme explicado, o aumento da rugosidade das amostras de AS e SC pode ser par­

cialmente explicado pela reorganização dos componentes da membrana, resultante do processo

oxidativo promovido pelo aumento das espécies reativas de oxigênio, levando a regiões demaior



70

densidade dos componentes da membrana[132]. Partes da membrana celular com uma densidade

maior de componentes da membrana reduzem a maleabilidade, a forma e a fluidez das células
[127]. Esse fato pode explicar a redução da área de superfície celular. Para células SF e SS em

alterações morfológicas iniciais, o aumento da área de superfície pode estar associado a um me­

canismo da membrana celular para aumentar a captação de oxigênio, uma vez que suas funções

estariam comprometidas [134]. Esse mecanismo não é novo. Em outras situações, como viver

em grandes altitudes, onde o oxigênio é reduzido, o organismo sofre modificações fisiológi­

cas, alterando as propriedades dos eritrócitos, promovendo aumento do hematócrito e da massa

celular[134]. Esses resultados sugerem que as alterações nos eritrócitos das hemoglobinopatias

HbS vão além da polimerização ou cristalização de sua hemoglobina em estágios avançados do

ciclo de vida celular, indicando alterações intrínsecas em suas propriedades de membrana.

Os resultados de volume dos eritrócitos das hemoglobinopatias estudadas são exibidos

na Figura 4.8, apresentando valores médios de: 10,3 ± 1,9 µm3 para o grupo AA, 8,0 ± 1,2 µm3

para AS, 8,8 ± 2,1 µm3 para SC, 8,6 ± 2,3 µm3 para SF, 12,7 ± 1,9 µm3 para SS e 7,3 ± 0,9 µm3

para β­tal.

Figura 4.8: Gráfico do parâmetro geométrico de volume dos eritrócitos das hemoglobinopatias estudadas.

Vários eventos de patogênese são de grande relevância, sendo que as alterações do vo­

lume celular são fundamentais na investigação da evolução das anemias hemolíticas. Para os

resultados de volume celular, observando os valores médios de volume para as amostras de
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AS, SC e SF, é notado uma redução em comparação com o grupo AA, mesmo para células de

forma preservada. Embora os indivíduos com AS sejam considerados assintomáticos, a redução

do volume celular esclarece o papel da HbS nos eritrócitos. O aumento da permeabilidade da

membrana de eritrócitos contendo HbS contribui para a patogênese da anemia falciforme, pro­

movendo a entrada de Ca2+, perda osmótica de KCl e água e, portanto, desidratação da célula
[128]. Este fato também explica a redução do volume celular para o grupo SF. Em relação aos

dados anteriores, a diminuição da rugosidade média para as células SF sugere uma diminuição

dos componentes da membrana, como as glicoproteínas [127], lipídios [131] e carboidratos [122].

Em células SC, a perda de K+ e a desidratação são marcadamente pronunciadas, com

uma alta concentração de hemoglobina corpuscular média [135]. Hannemann e colaboradores

destacaram a importância de um entendimento completo dos mecanismos que regulam o volume

celular, especialmente nas anemias hemolíticas, enfatizando que os mecanismos envolvidos na

regulação do volume ainda são incertos [128].

Para SS, curiosamente, as tendências são opostas, quando comparamos com a amostra

controle. Em células SS, três vias foram propostas: o cotransportador KCl (KCC), a condutân­

cia catiônica induzida por desoxigenação e o canal de K+ ativado por Ca2+ (canal de Gardos)
[136]. KCC é mais ativo e regulado de forma anormal nas células de SS. Para células AA, o in­

chaço celular é um mecanismo essencial da atividade KCC e, no entanto, para células SS, o pH

intracelular é o fator mais relevante [128]. A condutância catiônica induzida pela desoxigenação

é possivelmente exclusiva para células HbS e é ativada, entre outros fatos, pela polimerização

de HbS. Como este efeito é ativado, a entrada de Ca2+ aumenta e há perda de Mg2+. O Ca2+

elevado na mídia intracelular ativa o canal de Gardos que promove a desidratação celular. Por­

tanto, como as células investigadas tinham sua forma preservada, para as células SS antes do já

conhecido processo de desidratação celular, nos estágios iniciais da célula no fluxo sanguíneo, a

deficiência de KCC possivelmente leva a um inchaço celular, não regulamentado como com as

células AA. Posteriormente, à medida que o processo de polimerização avança, provavelmente

os seguintes mecanismos são ativados, como o canal de Gardos, promovendo a conhecida desi­

dratação das células SS.

Para as amostras de β­tal, a redução da área superficial e do volume pode ser expli­

cada pelo fato de que o conteúdo interno das células é afetado pela deficiência na produção das

cadeias de globina. A hemoglobinização deficiente dos eritrócitos resulta em hipocromia e mi­

crocitose, anormalidades características deste grupo de doenças [131], mesmo para células com
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forma preservada. Schrier [137] descreve que um grau modesto de desidratação celular resulta

em um aumento relativamente pequeno na concentração média de hemoglobina corpuscular que

pode aumentar substancialmente a viscosidade celular interna e diminuir sua deformabilidade.

A forma bicôncava do eritrócito resulta em uma importante relação: a razão área/volume

(A/V). Este parâmetro, relacionado à deformabilidade global e estabilidade mecânica da mem­

brana, permite que a célula realize as deformações necessárias para circular na corrente san­

guínea [138]. É importante destacar ainda que a redução da razão A/V está associada com a

diminuição da deformabilidade celular, função eritrocitária comprometida, fragilidade osmó­

tica e diminuição de sua vida celular, sendo o caso de diversas patologias, como as anemias

hemolíticas, septicemia e diabetes mellitus [110].

Diante disso, a razão A/V dos eritrócitos foi estudada e os resultados são mostrados na

Figura 4.9. Os valores médios da razão A/V para as amostras AA, AS, SC, SF, SS e β­talassemia

são, respectivamente, 4,7 ± 0,7 µm−1, 4,9 ± 1,2 µm−1, 5,1 ± 0,9 µm−1, 6,2 ± 1,8 µm−1, 4,6 ±

0,7 µm−1 e 4,3 ± 0,8 µm−1.

Figura 4.9: Gráfico da razão área/volume dos eritrócitos das hemoglobinopatias estudadas.

Os resultados da razão A/V para as amostras AS, SC e SF podem ser compreendidos

quando se observa que todas essas amostras possuem hemoglobinas que minimizam as con­

sequências da polimerização da hemoglobina. O aumento da razão A/V dessas amostras, em

comparação com o grupo AA, sugere a maior deformabilidade dessas células nesta fase de vida.
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Esse fato é uma possível consequência da presença das hemoglobinas HbA, HbS e HbF que,

nessa fase da vida celular, podem fornecer um mecanismo compensatório para as complicações

das patologias, como a perda da deformabilidade. Na ausência de cadeias poliméricas de he­

moglobina, a presença dessas hemoglobinas leva a uma maior deformabilidade das células em

comparação com aquelas com HbA em estágio inicial. Aqui, destaca­se o valor encontrado para

o grupo SF, com maior deformabilidade precoce entre todos os grupos [7]. Essa característica da

HbF pode fazer com que a deformação celular seja maior nos estágios iniciais da vida celular,

antecipando o futuro enrijecimento celular.

Embora as células estudadas aqui não apresentassem alterações em sua morfologia, o

que significa que elas estão no início de sua vida celular, os resultados mostram uma tendência

de diminuição na razão A/V para as amostras SS e β­tal. De acordo com Mokken e colabo­

radores [110], é sabido que a razão A/V para estas células diminui. No entanto, a diminuição

relatada pela literatura está associada com a formação de cadeias polimérica (SS) e precipitados

de cadeias α, (β­ tal). Porém, outros mecanismos de alteração de propriedades físicas, como a

deformabilidade, são apontados, indo além das alterações nas moléculas de hemoglobina [139].

Os resultados sugerem que alterações nos componentes e arranjo da membrana também contri­

buem para mudanças nas propriedades mecânicas dos glóbulos vermelhos. Ressalta­se também

que as análises das células, mesmo com a morfologia preservada, mostram redução da relação

A/V para as amostras de SS e β­ tal.

4.2 Análise das propriedades físicas da face externa da mem­

brana eritrocitária

Conceitualmente, a adesão é a tendência de partículas ou superfícies diferentes se unirem.

É uma propriedade mecânica crucial para explorar o estado de um sistema biofísico. A Figura

4.10 mostra o resultado das forças de adesão entre a superfície das células e a ponta de AFM.

Os valores médios de adesão para as amostras AA, AS, SC, SF, SS e β­tal são, respectivamente,

3,9 ± 1,1 nN, 15,5 ± 4,3 nN, 2,8 ± 0,3 nN, 11,0 ± 1,3 nN, 16,2 ± 5,0 nN e 10,2 ± 1,2 nN.

É importante notar que, em medidas de espectroscopia de força via AFM, as forças de

adesão são uma combinação das forças eletrostáticas, de van derWaals, capilar e forças promovi­

das pelas quebras de ligações químicas [140]. Principalmente em casos de sondas não funcionali­

zadas (a exemplo desta pesquisa), as forças de adesão são tomadas como interações inespecíficas,
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Figura 4.10: Gráfico de adesão paras as amostras de hemoglobinopatias estudadas. A barra horizontal representa
o valor médio e a barra vertical representa o desvio padrão.

não sendo possível separar a contribuição de cada uma dessas forças. No entanto, como as son­

das utilizadas aqui para analisar todas as amostras são feitas do mesmo material (Si) e possuem

as mesmas especificações (modelo, raio de ponta etc.), assim como os experimentos para todas

as amostras foram realizados nas mesmas condições (temperatura e umidade do ar), diferenças

nas forças de adesão entre as amostras podem significar alterações nas suas propriedades físicas

advindas das hemoglobinopatias, indicando alterações na superfície das células.

Cada força que contribui para as medições de adesão será analisada individualmente

para entendermos qual tem a influência mais significativa nos resultados. Dessa forma, podemos

relacionar os resultados às propriedades físicas das células Primeiramente, analisando a força de

capilaridade (ou menisco), vale ressaltar que a sonda utilizada para as medidas possui geometria

cônica, com 2 nanômetros de raio, promovendo um pequeno ângulo de contato e um filme de

menisco desprezível entre sonda e amostra. Ainda, segundo Butt e colaboradores [67], forças

de capilaridade são mínimas em condições experimentais de baixa umidade (como feito neste

trabalho). Esse fato é corroborado pela não correlação dos dados de rugosidade e adesão. Em

geral, amostras mais rugosas tendem a reter uma maior camada de umidade, aumentando as

forças adesivas entre a sonda e a amostra. Em nossos resultados, a amostra com menor valor de



75

rugosidade média quadrática (SS) é aquela que apresenta maior valor médio de forças adesivas.

Considerando a influência das forças eletrostáticas, Butt e colaboradores [67] apontam

que, especialmente em medidas em ar, contribuições de forças eletrostáticas são esperadas, prin­

cipalmente em amostras não condutoras e em baixas umidades do ar, quando a dissipação de

cargas é inefetiva. Assim, as forças eletrostáticas resultam de um maior ou menor acúmulo de

carga na superfície, que está associado a mudanças na composição da membrana ou na disposi­

ção dos componentes da membrana.

As forças de ligação química sonda­amostra vêm das interações de pares receptor­ligante

devido a sondas funcionalizadas com grupos químicos ou moléculas. Como as sondas utilizadas

neste trabalho não sofreram nenhum processo demodificação, não houve contribuição das forças

de ligação química nos resultados de adesão.

Com relação a contribuição das forças de van der Waals, elas dependem de parâmetros

geométricos da ponta, além de serem diretamente proporcionais à constante de Hamaker, que in­

clui parâmetros físico­químicos da interação sonda­amostra [67]. Essa constante (AH) é definida

por:

AH = π2Cρ1ρ2, (4.2)

onde C é a constante no potencial de interação do par átomo­átomo, ρ1 e ρ2 são os números

de átomo por unidade de volume. Mudanças nas contribuições das forças de van der Waals só

podem ser fornecidas por mudanças no potencial de interação do par sonda­amostra e, neste caso,

devem vir da amostra, pois os átomos da sonda são sempre os mesmos para todas as células.

Para medições de AFM realizadas no modo QNM, uma característica marcante é a alta

frequência de aquisição da curva de força, possibilitando um mapa com alta resolução de 65536

curvas de força neste trabalho. Esta alta taxa de aquisição de curvas pode induzir eletrificação

por atrito com ar nas sondas de Si. Assim, é observado de forma consistente em nossas medições

que as amostras conhecidas por terem cargas positivas têm interação de adesãomais significativa

com a sonda de AFM neste modo. O oposto é observado para amostras com uma carga negativa

líquida [141].

Ao comparar a amostra do estudo com o grupo controle, algumas informações interes­

santes são observadas. Os valores médios de adesão são menores para as amostras do grupo

AA quando comparados aos valores médios para hemoglobinopatias, exceto para SC. Embora

sua rugosidade seja mais significativa do que as amostras de AA, o grupo SC possui uma ade­
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são média inferior que o grupo AA, mesmo com menor dispersão de valores. A mutação HbC

substitui um ácido glutâmico de DNA por uma lisina, portanto, há perda líquida de duas cargas

negativas. Oliviero e colaboradores apontaram que essas mudanças na carga da proteína podem

alterar a forma como as HbS interagem e modulam a função do transportador na membrana do

eritrócito [130]. Como uma única substituição Glu­Val (Hb S) ou Glu­Lis (Hb C) afeta a atividade

do sistema de co­transporte de membrana (K+CI−) permanece inexplicado [130]. Os mecanismos

pelos quais a mutação HbS ou HbC induz a atividade do sistema de cotransporte poderiam ser

baseados, entre outros fatores, na diferença de carga da membrana causada pela substituição

de aminoácidos [128]. Tokumasu e colaboradores [120] observaram para células com HbC uma

membrana eritrocitária externa carregada negativamente. Essas cargas negativas podem não ser

suficientes para alterar a carga líquida da superfície do eritrócito. Eles podem influenciar as

distribuições de membrana de outras moléculas portadoras de carga. Para células HbSC mor­

fologicamente preservadas, as cargas positivas do citoplasma da célula podem induzir cargas

negativas na membrana externa da célula. Desta forma, as forças de adesão são menos intensas

e mais homogêneas.

O aumento da dispersão dos valores de adesão das células do grupo AA pode ser expli­

cado pelo fato de, para este grupo, não podermos garantir que as células sejam novas no fluxo

sanguíneo, uma vez que não há alterações no formato das células ao longo Tempo. No entanto,

sabe­se que a idade celular influencia vários parâmetros celulares, incluindo a quantidade de

ácido siálico presente na membrana.

O grupo AS apresentou alto valor médio de força de adesão com a ponta AFM. Esse

resultado sugere que o grupo AS se comporta de forma semelhante ao grupo HbSS para célu­

las com forma preservada, oferecendo distribuição de cargas positivas na superfície da mem­

brana. No entanto, os valores de rugosidade da membrana das células no grupo AS sugerem, ao

contrário do grupo SS, que esta mudança na carga líquida está associada a mudanças nos com­

ponentes da membrana celular. Chauvet e colaboradores apresentaram um estudo proteômico

comparando células AA e AS, motivado pela observação da resistência do AS à infecção por

Plasmodium falciparum [142]. Em seus trabalhos de proteômica, análises estatísticas foram reali­

zadas para conservar apenas proteínas abundantes em todas as amostras de AS em comparação

com todas as amostras de AA. Dentre as proteínas da membrana eritrocitária, cuja quantidade

ou intensidade de fosforilação está aumentada no grupo AS em relação ao grupo AA, estão, por

exemplo, LPLAT 5, CD38, antígeno Duffy, BCAM, LIN7C, entre outras. Essas descobertas
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são especialmente relevantes. Embora os indivíduos com traço falciforme sejam considerados

assintomáticos, todos os dados apresentados sugerem que as células AS apresentam alterações

que podem revelar mecanismos desencadeadores de eventos biológicos ainda não totalmente es­

clarecidos. Por exemplo, há relatos de morte súbita e complicações clínicas em indivíduos com

AS, como embolia pulmonar e infarto esplênico, principalmente quando expostos a condições

extremas de baixa oxigenação[46].

Os resultados de adesão para a amostra de SF corroboram com resultados de rugosidade

que mostram uma redução na rugosidade da membrana dessas células, possivelmente associada

à diminuição de componentes da membrana, como o ácido siálico. Esta última observação pode

causar a contribuição mais significativa para o aumento da adesão em amostras do grupo SF,

uma vez que o ácido siálico é o principal responsável pela carga líquida negativa dos eritrócitos.

A diminuição do ácido siálico leva a maiores interações célula­célula e célula­vaso sanguíneo
[37]. A redução desse componente celular modifica a distribuição de carga em sua superfície e

as forças envolvidas, alterando as forças de adesão. Ao comparar os resultados de SS com SF,

observamos um menor valor médio de adesão para a amostra de SF, provavelmente fornecida

pela hemoglobina HbF. A hemoglobina fetal torna­se um agente chave na patologia da anemia

falciforme. O medicamento mais utilizado no tratamento de pacientes é a hidroxiureia (HU),

que aumenta os níveis de hemoglobina nas células [7].

O maior resultado de adesão entre todos os grupos estudados é observado em amostras

do grupo SS, mesmo em células com forma preservada. É fundamental destacar que a amos­

tra de SS possui o menor valor de rugosidade e maior valor de adesão, reforçando a hipótese

de que a redução acentuada do ácido siálico na membrana promoverá uma alteração mais mar­

cante nas forças eletrostáticas. Os demais resultados mostram que alterações bioquímicas e/ou

estruturais na superfície celular contribuem para a adesão mais significativa desde sua liberação

na corrente sanguínea. Esses resultados sugerem que, mesmo antes de a célula apresentar está­

gios avançados de polimerização da hemoglobina, sem apresentar o formato típico de foice ou

qualquer outra forma atípica, são observadas alterações significativas nas propriedades físicas e

estruturais dos eritrócitos com SS.

Em relação às amostras de β­tal, os dados de adesão corroboram o consenso da litera­

tura sobre a incidência de eventos tromboembólicos [143]. Esses eventos podem ser causados

pelo aumento da exposição à fosfatidilserina na membrana do eritrócito [144]. Essa exposição

é promovida por um aumento da expressão de moléculas em células endoteliais de indivíduos
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talassêmicos que melhoram a aderência dos eritrócitos de β­tal ao endotélio [145]. É aceito que a

presença de cadeias de globina em excesso desemparelhadas é a circunstância primária que leva

a alterações da membrana de β­tal como oxidação de fosfolipídios, alterações e interações de

proteínas do citoesqueleto e aumento da permeabilidade de cátions [137]. Essas alterações resul­

tam na exposição de neoantígenos da superfície externa, aumento da ligação de autoanticorpos

e fixação do complemento na superfície externa dos glóbulos vermelhos [146]. O aumento no

valor médio dos dados de rugosidade para β­tal sugere que mesmo nos estágios iniciais do ciclo

de vida celular, os fatores mencionados acima já estão começando a se manifestar. Como a

tendência das forças de adesão é a mesma das células SS, podemos concluir que, nesta fase, as

células têm carga líquida mais positiva do que as células do grupo AA.

Outro parâmetro estudado foi a dureza damembrana celular, apresentados na Figura 4.11.

Os valores médios de dureza para as amostras AA, AS, SC, SF, SS e β­tal são, respectivamente,

2,4 ± 0,6 N/m, 2,5 ± 0,4 N/m; 3,2 ± 0,2 N/m; 2,7 ± 0,5 N/m; 3,3 ± 0,3 N/m; 2,6 ± 0,3 N/m. Os

eritrócitos se deformam repetidamente ao passar por capilares estreitos, muitas vezes menores

que seu diâmetro, para distribuir oxigênio pelo corpo. Portanto, a deformabilidade dos eritróci­

tos é uma característica fundamental, amplamente governada pelas propriedades mecânicas da

membrana celular.

A biofísica pode trazer informações importantes sobre as células e outros sistemas, ao

passo que pode fornecer informações únicas sobre as propriedades locais da membrana celular

e seus componentes. Em medições de rigidez AFM, cada pixel do mapa de rigidez AFM re­

presenta a rigidez local sobre a membrana celular. Dessa forma, é possível compreender como

cada componente da membrana contribui para a rigidez da membrana celular.

As indentações realizadas pela ponta do AFM são altamente precisas devido ao alto

controle das forças aplicadas pelo cantilever (na ordem dos nano­newtons). Assim, em nossas

medições, as indentações realizadas na superfície da célula não ultrapassaram 15 nm de profun­

didade. A Figura 4.11 revelou que todas as amostras apresentaram aumento da rigidez local da

membrana em comparação com a amostra de controle. Células mais rígidas em AS, SC, SF e

SS indicam o efeito da hemoglobina HbS nas propriedades locais da membrana, como a organi­

zação dos componentes da membrana, mais ou menos expressão de tais elementos e rearranjo

do citoesqueleto celular [8].

Curiosamente, mesmo para células com forma preservada, as amostras de hemoglobino­

patias apresentaram valores de rigidez superiores aos obtidos para a amostra controle, principal­
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Figura 4.11: Gráfico de dureza paras as amostras de anemias hemolíticas.A barra horizontal representa o valor
médio e a barra vertical representa o desvio padrão.

mente a amostra de SS, que apresenta rigidez média cerca de 38% maior do que a amostra de

AA.

De acordo com G.Tomaiouolo [147], a deformabilidade de RBC é atribuída a três fatores:

razão A/V, viscosidade do fluido intracelular e propriedades mecânicas da membrana celular,

que é composta por um glicocálice rico em carboidratos, uma bicamada lipídica e uma rede de

proteína subjacente. Robert Hebbel [125] apontou muitas anormalidades da membrana da célula

falciforme, incluindo homeostase catiônica, vesículas contendo Ca, bicamada lipídica disfunci­

onal e depósitos de ferro na membrana. Esse resultado revela que, além do processo de polime­

rização da hemoglobina HbS, a membrana das células com esse tipo de hemoglobina também

é mais rígida. Embora as células AS e SF apresentem valores médios de rigidez superiores aos

das células do grupo AA, esses valores são menores que os observados para os grupos SC e

SS, na fase em que as células apresentam morfologia preservada. Para o AS, o valor médio

de rigidez próximo ao AA revela que este parâmetro de fato não é alterado significativamente

para o traço falciforme, ao contrário dos resultados observados para rugosidade, área, volume e

adesão. Para as células SF, embora indivíduos com este tipo de hemoglobina possam apresentar

as complicações típicas da doença falciforme, o valor médio de rigidez da membrana inferior ao
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obtido para as células SS aponta, mais uma vez, para o caráter atenuante da HbF nas alterações

do aspecto físico das propriedades dos eritrócitos.

A membrana de hemácias de amostras de SC também apresenta alterações essenciais

que levam à perda de K+, aumento da concentração média de hemoglobina corpuscular, entre

outras. Em comparação com as células SS, as células SC mostram perda de K+ e desidratação

mais pronunciadas. Um número significativo de células SC jovens começa o ciclo da corrente

sanguínea com alta densidade [148]. A alta atividade do KCC em células SC oxigenadas pode

resultar dos cristais de HbC, diminuindo a concentração total de hemoglobina solúvel. Han­

nemann e colaboradores [128] sugerem que o eritrócito inchado ativa mecanismos para perder

solutos e água com a formação dos cristais. Assim, supõe­se que alterações na membrana das

células SC aparecem precocemente e estão associadas ao início do processo de cristalização.

As células de SC aqui investigadas, com morfologia preservada, apresentavam diversas

alterações físicas. Entre eles, destaca­se a rigidez da membrana. O valor de rigidez de mem­

brana, próximo ao valor encontrado para células SS, sugere o papel crítico dessas alterações de

membrana na mecânica celular. Mudanças na membrana promovem, junto com outros fatores, a

formação de cristais. Esses cristais podem ser encontrados dentro e fora das células. No último

caso, após um processo de extrusão de células [149]. O alto valor médio de rigidez para o grupo

SC, além das alterações de membrana, pode estar associado a esses cristais, ainda no início do

processo de cristalização. Mesmo que os cristais não sejam observados ao microscópio óptico,

a HbC inicia seu processo de reestruturação interna para ficar mais rígida, e essa alteração do

processo pode ser medida com AFM.

A Figura 4.12 mostra um exemplo dessas estruturas cristalinas observadas em amostras

de HbSC, analisadas pelo AFM. A Figura 4.12(A) mostra uma varredura de um eritrócito HbSC.

A seta destaca uma estrutura de membrana, supostamente o contorno de um cristal interno. Uma

das vantagens da técnica de AFM é delinear estruturas internas nas células, como mostrado em

Rebelo e colaboradores [150]. É possível observar as estruturas internas do citoesqueleto das cé­

lulas epiteliais renais a partir da caracterização da membrana externa da célula. Esta imagem

sugere que as células com morfologia preservada podem ter estruturas cristalinas altamente de­

senvolvidas. A Figura 4.12(B) mostra uma imagem de altura AFM de um cristal externo de um

eritrócito. A ultraestrutura da superfície do cristal é revelada na Figura 4.12(C), na qual vários

terraços são evidentes nesta imagem, mostrando um padrão ondulado na superfície cristalina
[149]. Na região indicada pela barra horizontal da Figura 4.12(C), foi obtido o corte transver­
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sal (Figura 4.12(D), com parâmetros de superfície do cristal compatíveis com os relatados por

Dewan e colaboradores [151].

Figura 4.12: Cristal na hemoglobinopatia SC. (A) Cristal na face de um eritrócito indicado pela seta. (B) Cristal
externo à célula. (C) enquadramento sobre a face do cristal evidenciando detalhes do plano cristalino. (D) Corte
da secção transversal no plano cristalino.

Os resultados de rigidez da amostra de β­ tal revelaram que as membranas celulares são

mais rígidas quando comparadas à amostra controle, demonstrando que embora as morfologias

estejam preservadas, os agrupamentos de cadeias α podem contribuir para a rigidez da mem­

brana. Além disso, a ligação de cadeias α oxidadas à proteína 4.1 [131] e a reorganização dos

componentes externos da membrana pode influenciar o resultado de rigidez da amostra de β­

tal. A membrana do eritrócito contribui significativamente para sua capacidade de deformação
[137]. As características da membrana são afetadas em hemácias talassêmicas principalmente

devido à globina associada à membrana ligada ao esqueleto celular [152]. Desta forma, é pos­

sível que o excesso de cadeias de globina ligadas à membrana interna altere as propriedades

mecânicas da membrana. Além disso, a globina com seus grupos hemes, hemicromos e ferro

associados poderiam gerar espécies reativas de oxigênio, que causariam danos oxidativos aos
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lipídios e proteínas da membrana adjacente [153], também alterando suas propriedades físicas.

É fundamental destacar as divergências entre os resultados apresentados nos gráficos

da relação A/V (Figura 4.9) e os resultados de dureza (Figura 4.12). É importante notar que

a natureza física dessas grandezas são distintas. A deformação (unidade de µ−1), inferida a

partir dos resultados de razão A/V, é um parâmetro que determina a mudança na configuração

geométrica de um corpo, levando­se em conta a variação de sua forma ou dimensões após a

aplicação de uma força externa (tensão). Esse é um parâmetro global da célula. A dureza é

um parâmetro nanométrico local, que define a resistência de um objeto à deformação elástica

em resposta à força aplicada. Esses parâmetros caracterizam diferentes informações sobre as

propriedades biomecânicas dos eritrócitos em diferentes escalas.

4.3 Análise das propriedades de superfície da face citoplas­

mática da membrana eritrocitária

Além das medidas nas células íntegras, foram feitas medidas na face interna da mem­

brana eritrocitária, com objetivo de estudar os valores da rugosidade e a adesão. Como resultado

morfológico, mostram­se, na Figura 4.13, os fragmentos membranares dos eritrócitos das amos­

tras. Nesse caso, foram investigadas as amostras de células controle AA, hemoglobinopatias SS

e β­talassemia. O número reduzido de hemoglobinopatias estudadas foi um efeito direto do ce­

nário pandêmico causado pelo COVID­19. A Figura 4.13 (A) mostra a imagem da face interna

da membrana de uma célula de amostra controle; a Figura 4.13 (B), a imagem da face interna

de uma membrana de eritrócito de HbSS; a Figura 4.13 (C), uma imagem de membrana interna

de eritrócito com β­ tal. Na Figura 4.13, em todos os casos, é possível observar as proteínas

internas de membrana. As diferenças marcantes das estruturas nessa face da membrana, espe­

cialmente entre os diferentes tipos de hemoglobina, motivaram a análise de rugosidade média

quadrática desses resultados.

A Figura 4.14 mostra o gráfico de rugosidade para a face interna da membrana eritrocitá­

ria. Os valores médios são de 6,5 ± 2,2 nm para a amostra AA, 11,8 ± 2,9 nm para a amostra SS,

e 7,9 ± 2,4 nm para a amostra de β­tal. Observam­se maiores valores médios para as amostras

com patologias, e, dentre elas, a de anemia falciforme apresenta maior valor médio.

Os resultados sugerem que um aumento na rugosidade pode estar associado a uma grande

quantidade de hemoglobina corpuscular ligada à face interna da membrana eritrocitária. O do­
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Figura 4.13: Face interna de membranas eritrocitárias. (A) Amostra HbAA. (B) Amostra HbSS. (C) Amostra
HbβTal.

Figura 4.14: Gráfico de rugosidade para a face interna das membranas eritrocitárias.

mínio citoplasmático da banda 3 é um sítio de ligação de alta afinidade para HbS mais do que

HbA [130]. O rearranjo de proteínas da face interna pode contribuir para mudanças na superfície

celular e em suas propriedades mecânicas.

Em relação à rugosidade da membrana interna no grupo β­ tal, Shinar e colaboradoes
[154] mostraram agregados de cadeia α e agrupamento da Banda 3 na membrana interna da face

de células com β­tal. Esse fato promove falhas na interação e organização das proteínas do

citoesqueleto. Além disso, a espectrina é o principal alvo das espécies reativas de oxigênio, cau­

sando perdas ao interagir com outras proteínas. Esses fatos podem estar associados ao aumento
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da rugosidade interna das membranas de amostras β­ tal.

Canais de membrana caracterizam aspereza na membrana interna de ertrócitos de β­ tal,

como mostrado na Figura 4.15, uma imagem de alta resolução do fragmento de membrana da

célula de β­ tal com face interna exposta, evidenciando uma das muitas estruturas observadas

que poderiam ser um canal de membrana. A presença e o arranjo desses componentes estão

diretamente ligados às mudanças na rugosidade das membranas internas de hemácias de β­ tal.

Mesmo para células em início de alterações morfológicas, os resultados de AFM mostram uma

diferença notável entre a rugosidade interna de células com e sem patologias.

Figura 4.15: Imagem da face interna da membrana eritrocitária, com áreas de 10, 5 e 1 µm2, respectivamente,
revelando detalhes de um canal de membrana.

A Figura 4.16 mostra o gráfico de adesão para a face interna da membrana eritrocitária.

Os valores médios são de: 2,7 ± 0,8 nN para a amostra AA, 26,5 ± 12,0 nN para a amostra SS e

23,1 ± 9,9 nN para a amostra de β­tal.

As forças de adesão médias resultantes para a face citoplasmática de eritrócitos não for­

necem nenhuma distinção ambígua, pois as forças de adesão médias são cerca de dez vezes

maiores em amostras de SS e nove vezes no grupo β­ tal, em comparação com a amostra AA.

Essa mudança nas forças de adesão e, consequentemente, nas forças eletrostática e van der Wa­

als da membrana interna, provavelmente contribui para a fixação de agregados nesta porção da

membrana. Observa­se uma relação direta entre rugosidade e forças de adesão. O grupo com

a maior força média de adesão (SS) possui o número mais significativo de agregados na mem­

brana e o maior valor médio de rugosidade. Oxidação de espectrina, actina e proteína 4.1 foi

observada em eritrócitos de indivíduos com anemia falciforme [155]. Na face interna do eritrócito,

a autoxidação da HbS causa dano oxidativo aos componentes da membrana. Consequentemente,

a organização e as propriedades da membrana estão comprometidas [115]. Para a amostra de β­

tal, o dano oxidativo também está presente, estimulando a expressão da peroxiredoxina­2 que
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Figura 4.16: Gráfico de adesão para a face interna da membrana eritrocitária.A barra horizontal representa o valor
médio e a barra vertical representa o desvio padrão.

pode se mover para a membrana ao se ligar ao domínio citoplasmático da banda­3 [156, 157].
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5. Conclusões e Perspectivas

O desenvolvimento do AFM trouxe novas possibilidades para o estudo de sistemas bioló­

gicos em nanoescala. Nessa perspectiva, avaliou­se, neste trabalho, a aplicação do Microscópio

de Força Atômica para a investigação de propriedades biofísicas relacionadas aos eritrócitos,

demonstrando que medidas de força associadas com imagens de alta resolução espacial podem

revelar diversos aspectos a respeito das propriedades mecânicas de células, especialmente rela­

cionadas com patologias (em nosso caso, as anemias hemolíticas).

A partir das imagens de alta resolução, conseguiu­se comparar a morfologia das diferen­

tes amostras de anemias hemolíticas aqui estudadas, o que possibilitou observar as alterações

estruturais acarretadas pelas hemoglobinopatias.

Por meio da análise da rugosidade da face externa de membrana, os resultados apresenta­

ram informações importantes acerca da superfície celular no início do ciclo de vida das células.

Nessa etapa, observaram­se alterações significativas da rugosidade para todas as amostras de

hemoglobinopatias, quando comparadas com a amostra controle, mesmo em estágios precoces

do ciclo celular. Para cada hemoglobinopatia, foram formuladas hipóteses, como expressão de

proteínas e aumento de canais ou poros de membrana (para o caso das AS, SC e β­tal), ou redu­

ção de expressão de determinados componentes, como o ácido siálico, que levam a uma redução

dos valores de rugosidade (para o caso de SF e SS).

O estudo da área, volume celular e razão área/volume mostrou alterações para as propri­

edades geométricas das células, relevando eritrócitos com diâmetros maiores e menores que o

tamanho considerado padrão. O aumento da área celular para as amostras de SS e SF nos leva

inferir um mecanismo de compensação. Os glóbulos vermelhos aumentam sua área superficial

para coletar mais oxigênio. A diminuição na área da célula para amostras de AS, SC e β­tal

indica mudanças nos componentes da membrana.

Os resultados de volume mostraram uma redução de todos os volumes nas hemoglobino­

patias, exceto para as amostras de SS. Esse resultado sugere que o início da desidratação celular
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é prematuro para amostras de AS, SC, SF e β­tal. Para as células SS, antes do processo de

desidratação celular, a deficiência de KCC possivelmente leva ao inchaço celular.

Os resultados da razão para as amostras de AS, SC e SF indicam um aumento na defor­

mabilidade celular, provavelmente relacionado à presença de hemoglobina HbA, HbC e HbF,

uma vez que essas hemoglobinas reduzem a falcização e são acompanhadas por redução da gra­

vidade clínica. Também foi possível encontrar uma redução na razão A/V para as amostras de

SS e β­tal, mesmo em células com formas bem preservadas, conforme encontrado na literatura
[110]. Eles sugerem uma influência mais significativa da estrutura e componentes da membrana

celular no processo de deformação além da presença de cadeias poliméricas de hemoglobina e

corpúsculo de Heinz.

Nos resultados da biomecânica celular, o estudo da adesão fornece informações impor­

tantes para o entendimento das hemoglobinopatias. Destaca­se o resultado para a amostra de AS,

em que o valor médio de adesão é maior que o da amostra controle. Se comparados aos valores

de adesão da amostra de SS, esses valores são notavelmente semelhantes. Esse resultado corro­

bora relatos de que indivíduos com o traço falciforme, embora clinicamente assintomáticos, são

mais suscetíveis a complicações de saúde, como a morte súbita [46].

Para rigidez da membrana celular, os resultados mostram um aumento no valor médio

para todas as hemoglobinopatias. O resultado reforça que célulasmais rígidas indicammudanças

na organização e nos componentes da membrana celular. O alto valor de rigidez para a amostra

de SC pode ser associado a cristais internos submicrônicos e alterações intrínsecas da membrana.

O estudo da membrana interna de eritrócitos se torna promissor, como forma de compre­

ender as alterações advindas das anemias hemolíticas também no interior da célula. Foi possível

correlacionar adesão e rugosidade na face citoplasmática de amostras AA, SS e β­tal. Os resul­

tados mostram que a face da membrana interna é mais rugosa para patologias e com maiores

forças de adesão, associada a maior expressão de proteínas e formação de aglomerados.

De modo geral, com os resultados detalhados neste trabalho, é possível observar a impor­

tância e contribuição do AFM como técnica de análise de sistemas em nanoescala, promovendo

resultados importantes acerca da compreensão destes. Em especial neste trabalho, mostra­se

que o estudo ultraestrutural e nanomecânico precoce em eritrócitos de anemias hemolíticas se

torna importante para o entendimento da patogênese da doença, o que foi possível utilizando

medidas de força interatômicas.

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, algumas perspectivas podem ser idealiza­
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das. Além das amostras de anemias hemolíticas estudadas aqui (e com os resultados já obtidos),

é possível expandir a pesquisa para que a técnica de AFM possa ajudar na compreensão de he­

moglobinopatias de anemia falciforme associada com talassemia, que também englobam casos

comuns das anemias.

O estudo descrito no trabalho pode ser feito utilizando funcionalização de sondas, a fim

de compreender como determinadas proteínas interagem com os receptores de superfície das cé­

lulas. Com isso, é possível monitorar interações do tipo receptor­ligante, interações moleculares

de adesão celular e interações do tipo antígeno­anticorpo.

O estudo relatado no trabalho foi feito em ar, como mencionado. Com o AFM, há a

possibilidade de operar em meio aquoso, mantendo as caraterísticas químicas e físicas próprias

do ambiente biológico em estudo. Isso também pode ser uma perspectiva para a abordagem de

estudo nanomecânico em células.
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