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Resumo

Microorganismos unicelulares, como os demais seres vivos, necessitam interagir com o
ambiente e procurar ativamente por alimentos. Seus orgdos sensoriais, entretanto, se
limitam a sensores hidrodindmicos e receptores bioquimicos de membrana. A
quimiotaxia estuda a resposta de organismos unicelulares frente a gradientes de
concentracdo de substancias atratoras ou repulsoras. Essa resposta é parte essencial do
processo de infec¢do por parasitas no direcionamento e reconhecimento das células a
serem infectadas. Dessa forma, um estudo quantitativo da quimiotaxia de parasitas requer
0 monitoramento tanto dos movimentos do parasita quanto das intensidades, dire¢do e
sentido das forcas que exerce na presenca de gradientes de concentracdo das substancias
atratoras e repulsoras. Forcas de microorganismos com dimensdes da ordem de 10 um
s@o da ordem de pico-Newtons.

A pincga Optica é a microferramenta ideal para esse tipo de estudo pelas seguintes razdes:
(1) tem sensibilidade para medir forcas desde 20 femto-Newtons até 200 pico-Newtons,
da mesma ordem de grandezas das forcas geradas pelos parasitas; (2) € uma técnica
remota, sem necessidade de contacto e (3) ndo destrutiva, pois os lasers no infravermelho
nao geram calor suficiente para causar danos térmicos.

Nesse trabalho mostramos como se pode utilizar o deslocamento da posicao de equilibrio
de uma microesfera como transdutor de forgas vetoriais, determinando quantitativamente
intensidade, direcdo e sentido das forcas na microesfera. Um detector de quadrante da luz
do préprio laser da pinga Optica fornece o deslocamento da mesma em duas dimensdes.
Dessa forma foi possivel monitorar a for¢a exercida pelo parasita em tempo real em
diferentes gradientes de concentragdo de vdrias substancias. Também desenvolvemos
uma camera de gradiente que garantiu um gradiente unidimensional estaciondrio na qual
se pode aprisionar os parasitas e realizar a medida vetorial da forca em fun¢do do tempo.

Demonstramos a capacidade do nosso sistema de realizacdo de medidas de quimiotaxia
utilizando o protozodrio Leishmania amazonensis, responsavel pela doenga leishmaniose,
na forma promastigota, na presenca de gradientes de glucose. Nossos resultados mostram
que além das forcas serem fortemente direcionadas na dire¢cdo do gradiente, que a
intensidade das mesmas diminui nas direcdes contraria ou perpendicular ao gradiente.
Com esse trabalho mostramos a constru¢dao de um sistema de medidas quantitativa capaz
de estudar quantitativamente a quimiotaxia de qualquer parasita frente a qualquer
gradiente de concentragdo de diferentes substancias.
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Abstract

Unicellular microorganisms, like others live beings, need to interact with
environment to find nourishment. They have only hydrodynamics sensors and
biochemical receptors on membrane to accomplish this task. The response of the
microorganism to concentration gradients of attractive or repulsive chemical substances
is called chemotaxis. The investigation of chemotaxis is essential to understand infection
processes and how parasites recognizes and directs itself to the cells to be infected. This
way a quantitative study of parasites chemotaxis requires the observation of not only its
movements, but also the strength, direction and sense of forces exerted in the presence of
concentration gradient of attractive or repellent chemical substances. Microorganism’s
forces with dimensions of around 10um are the order of pico-Newton.

Optical tweezers are a suitable tool for this kind of investigation, we can justify
this affirmation by the following reasons: (1) it has high sensibility to measure forces
from 20 femto-Newton until 200 pico-Newton. These forces are in same order of the
forces exerted by the parasites. (2) This technique does not need contact, therefore it is a
remote technique; and (3) this tool does not destroy the parasites, because lasers on
infrared band do not generate enough heat to cause thermal damage on them.

In this work we used the displacements of a microsphere trapped in an Optical
Tweezers as the force transducer to measure the direction and the strength of the
propulsion forces of flagellum of the microorganism under several gradient conditions. A
quadrant detector was utilized to sense the displacement of optical tweeter’s laser in two
dimensions. So we monitor the force exerted by the parasites in real time in several
concentrations gradients of different substances. We also developed a system enable to
create concentration gradient. This system guaranteed a stationary one-dimensional
gradient, which the parasites were arrested and the vectorial measurements of force in
time function were realized.

In this study, we used the protozoa Leishmania amazonensis in its promastigote
form. It is responsible by the disease called leishmaniose and it represents a serious
problem of public health. We demonstrated that our system is able to perform chemotaxis
measurements in gradients of glucose. Our results suggest that the direction and strength
of force can be used to identify the movement of the parasite. We also notice differences
in strength forces for both direction x and y for different glucose in several
concentrations. Using that system we can investigate quantitatively taxias of any parasites
in any concentration gradient with different chemical substance, temperature or other
variables.
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Capitulo 1

Introducao

Objetos microscopicos , incluindo materiais biologicos podem ser remotamente
manipulados por um laser fortemente focalizado[1]. Focando com objetivas de elevada
abertura numérica, a pressao da luz e as for¢as do gradiente de forca Optica poderiam
segurar, e conseqiientemente mover, objetos de tamanhos sub-micrométricos, mesmo no
interior de células[2]. Além da micromanipulagdo, pingas Opticas poderiam ser também
empregadas para medidas de forcas bioldgicas. Tipicamente, pingcas Opticas que usam
comprimentos de onda de baixa absorcdo (700-1100 nm), conseqiientemente menos

destrutivos para materiais biol6gicos, podem facilmente exercer for¢a de picoNewton.

Pingas oticas também estdo sendo usadas extensivamente para estudar o
movimento individual de motores de proteina, tal como a quinosina, miosina, ¢ RNA
polimerase[3, 4, 5, 6]. No inicio, as “armadilhas” forneciam uma maneira de capturar e
segurar microesferas recobertas com motores, enquanto o substrato do motor era
movido, manualmente, com o estdgio de translacdo do microscopio. Os movimentos das
microesferas eram gravados em baixa resolucdo espago-temporal em video [7]. Com o
desenvolvimento tecnoldgico estes instrumentos estdo tornando-se mais sofisticados e
versateis. Detectores de posicdo, baseados em interferometria ou quadrantes fotodiodos
(QPDs-detectores de quadrantes), estdo sendo utilizados para rastrear 0 movimento da

esfera com a acuidade de sub-nanometros e alta largura de banda.

Nesta dissertagao de mestrado utilizaremos a pinga Optica como uma ferramenta
de medida para o desenvolvimento de um sistema de medida vetorial de forcas de

parasitas frente a gradientes de concentragao.



No capitulo 2, apresentou-se a descricdio do fendmeno da quimiotaxia e do
parasita da Leishmania amazonensis que serd usado em particular. A quimiotaxia é a
resposta de microorganismos frente estimulos de substancias atratoras ou repelentes e tem
sido extensivamente estudada de dois pontos de vista:

a) Como uma caixa preta na qual se observa uma resposta a um estimulo,
(determinando a fungdo resposta).

b) Com modelos de funcionamento interno da caixa preta. Nesses estudos
os estimulos sdo a presenca de gradientes de concentracao das substancias

e a resposta a direcionalidade no tempo dos microorganismos.

No capitulo 3, descrevemos os principios de funcionamento da pinga Optica e,
principalmente, descrevemos o modelo de Optica geométrica utilizada para medida da
forca realizada no capitulo 4. O deslocamento da microesfera em relac@o a sua posic¢ao de
equilibrio € utilizado como transdutor de for¢a. Esse modelo tedrico foi desenvolvido na

tese de mestrado da Adriana Fontes.

No capitulo 4, determinamos quantitativamente a intensidade, direcao e sentido de
forcas em microesferas acopladas a Leishmania amazonensis . Utilizando para isso um
detector de quadrante da luz do préprio laser da pinca 6ptica que fornece o deslocamento
da mesma em duas dimensoes. Dessa forma foi possivel monitorar a for¢a exercida pelo
parasita em tempo real em diferentes gradientes de concentragdo de vdarias substancias.
Desenvolvemos uma camara, constituida por dois reservatérios ligados por um canal,
que garantiu a criacdo de um gradiente unidimensional estaciondrio no qual se pode

aprisionar parasitas e realizar a medida vetorial da for¢ca em funcao do tempo.



Capitulo 2

Aspectos Bioldgicos

2.1 Introducao: A Importancia da Biologia

A importancia da biologia para o atual horizonte da ciéncia e da nanotecnologia
foi reconhecida por Feynman em um semindrio, hoje considerado o mais visiondrio
semindrio do século XX, entitulado ‘“There’s Plenty of Room at the Bottom™. Nesse
semindrio Feynman afirma que a biologia aprendeu a produzir dispositivos
fantasticamente versateis e eficientes, em escala de tamanho extremamente pequenas e
previu que seriamos capazes de aprender e copiar todo esse desenvolvimento. Além disso
chamou a aten¢cdo de que ndo poderia haver qualquer lei da fisica, da quimica ou da
biologia impedindo o desenvolvimento de tais dispositivos uma vez que a sua existéncia
na biologia demonstrava sua factibilidade.

Microorganismos celulares possuem motores moleculares, na escala de nm,
extremamente eficientes do ponto de vista energético. Entretanto, um dispositivo real
necessita, além da energia motora, de sistemas de controle para garantir que o trabalho
seja organizado na direcdo de seus objetivos. Para muitos microorganismos a
sobrevivéncia depende de sua capacidade de encontrar regides com temperatura, pH,
pressdo e até iluminacdo adequadas, além de ser capaz de encontrar alimentos e células
hospedeiras e, finalmente, de reagir ao meio externo. Para microorganismos autotréficos
a luz é o combustivel fundamental através da fotossintese. Para microorganismos que
formam colonias, até alguma forma de comunicacio entre os seus membros € necessaria.
Microparticulas tendem a ser carregadas e forcas geradas por campos elétricos exercem
enorme influéncia na repulsdo e atracdo de microorganismos, células e/ou particulas
coloidais, de modo geral. Hoje sabe-se que existem até bactérias capazes de responder a

campos magnéticos externos. A questdo que se coloca, entdo, € saber como operam 0s



diversos sensores de um microorganismo na escala de pwm/nm. Sensores de pressao,
temperatura, luz, velocidade de fluidos sdo faceis de visualizar uma vez que o
contacto/efeito sobre o corpo celular € forte. Sensores do ambiente quimico das
redondezas, entretanto, precisam de uma sofisticagcdo muito maior envolvendo, de alguma
forma, receptores de membrana.

Se pretendemos criar dispositivos mecanicos artificiais com dimensdes
nanométricas também necessitaremos de fontes de energia e de formas de controle do
dispositivo. Nesse aspecto, descobrir como a biologia de seres unicelulares resolveu essas
questdes € um passo importante na dire¢cdo de nanodispositivos motores. Para tanto,
entender a bioquimica da geracdo da energia e da composi¢ao de membranas, receptores,
mecanismos de transporte através da membrana, etc, € tarefa necessaria mas de forma
alguma suficiente. Os dispositivos precisam também ser caracterizados do ponto de vista
mecanico através de medidas de forcas, torques, -elasticidades, viscosidades,
viscoelasticidades, forcas de adesdo, etc, nas dimensdes de micro-nano-metros. As
massas de objetos com essas dimensdes sdo da ordem de 10"° a  10™'% kg, significando
que as forcas envolvidas devem ser da ordem de 10" a 10" Newtons, para garantir
aceleracdes da ordem de unidades de gravidades g.

Nessa escala as pingas pticas se tornam a ferramenta ideal de medida. Primeiro
pela sensibilidade, as forcas Opticas em sistemas tipicos variam de dezenas de femto-
Newtons a 200 pico-Newtons, enquanto sistemas de for¢ca atdmica sdo mais adequados
para a escala de nano-Newtons se aproximando de pico-Newtons no limite inferior.
Segundo pelo fato da medida realizada pela pinca Optica ser feita remotamente, sem
contacto, e nao destrutivamente. Técnicas de forca atdmica sdo basicamente técnicas de
contacto impedindo a realizacdo de uma observacdo dentro de uma célula sem a sua

destruicao.

2.2 Objetivo dessa Tese

O objetivo desse trabalho de tese é desenvolver ferramentas utilizando pingas
Opticas para estudar como o protozodrio da leishmaniose infecta os macréfagos do

hospedeiro humano e como se comporta com a proximidade dos mesmos. Para tanto,



estudaremos o parasita denominado Leishmania amazonensis, na sua forma promastigota
apenas, pois € nesse forma que ele possui flagelos e deve encontrar as células a serem
infectadas. Nosso sistema de medidas deve permitir uma melhor compreensdo dos
fenomenos de mobilidade flagelar, adesdo, dissociagdo e sensibilidade a estimulos do
microambiente externo do parasita. Demonstraremos a capacidade do nosso sistema
através da realizacdo de medidas de quimiotaxia deste parasita. Por isso esse capitulo €
devotado a descri¢do do fendmeno da quimiotaxia em geral e da descri¢do da Leishmania

amazonensis em particular.

2.3 Quimiotaxia

O termo quimiotaxia (quimio refere-se ao estimulo, e o prefixo taxis significa o
movimento em dire¢do, ou em oposi¢do, ao estimulo, em inglés se escreve chemotaxis) €
usado para denotar o0 movimento da célula em dire¢do, ou em oposicdo, a uma fonte de
substancia quimica, definida, respectivamente, como quimiotaxia positiva ou negativa. A
substancia € definida como sendo quimioatraente (positivo) ou quimiorepelente
(negativo). Os espermatozdides podem ser citados como exemplo do estudo de
quimiotaxia bem recente. O artigo abaixo que apareceu no O Estado de Sdo Paulo afirma
que:

Estado de Sao Paulo, 18 de maio de 2006:

Espermatozoéide fareja o ovario, mostra pesquisa.
BLOOMINGTON, EUA - Ndo é so o nariz dos ratos que tem um faro apurado. Cientistas
da Universidade de Indiana em Bloomington (IUB) apresentam, na edi¢do desta semana
da revista Analytical Chemistry, um sistema bioquimico que permite que espermatozoides
de ratos sigam o cheiro mais ténue. Mesmo quando extratos de ovdrio sdo diluidos
100.000 vezes, algumas células ainda conseguem achar o alvo. "Jd se sabia que o
esperma apresenta quimiotaxia em rela¢do aos extratos de diversos orgdos reprodutores
femininos, mas o papel da quimiotaxia na reproducdo é desconhecido", disse o cientista
Stephen C. Jacobson, segundo nota divulgada pela IUB. "Quimiotaxia" é o nome dado a
relacdo de atragcdo ou repulsdo entre células e substancias quimicas. "As substdncias que

efetivamente atraem o esperma ndo foram identificadas. Estudo sistemdtico de diversos



compostos liberados pelos orgdos reprodutores da fémea, sob diversas condigoes, pode
aprofundar nosso conhecimento do processo". Compreender como, quando e por qué o
esperma é atraido pelos ovdrios poderd ajudar a resolver problemas da concepg¢do

humana. O projeto da IUB é liderado por Jacobson e pelo quimico Milos V. Novotny.

(a} T3 o O trabalho levou a criagdo de um

aparelho de fluxo, uma espécie de esteira de

€= Fluxo d

exercicios para espermatozoides, que permite

aos pesquisadores seguir o movimento lateral
Parede pesq §

das células enquanto se deslocam por um meio
(b) - liguido. O dispositivo alimenta trés correntes
de liquido numa camara comum, além da qual
os fluxos voltam a ser divididos em trés saidas.
Os cientistas ligaram uma cdamera e
{G} _ : microscopio ao aparelho, e gravaram o
comportamento dos espermatozoides durante
os testes. O aparelho era capaz de criar um
gradiente quimico - uma diferenca na

——— | cOncCentracdo dos extratos de litero - entre os
Figura 1. Seqiiéncia mostrando o

. trés fluxos, e o video mostrou a tendéncia dos
deslocamento do espermatozdide.

espermatozoides em  seguir a  maior

concentragdo. Figura 1.

A definicdo geral de quimiotaxia esta relacionada a qualquer movimento celular
que € afetado por um gradiente quimico, que resulta em uma propaga¢do na direcdo do

gradiente quimioatraente, ou em direcao contraria ao gradiente quimiorepelente, figura 2.

Células possuem uma variedade de movimentos que podem ser divididos em dois
grupos, o swimming (natacdo), ou movimento tridimensional em meio aquoso, € O
crawling (rastejamento), ou movimento sobre uma superficie rigida. Células ligadas a
superficies se deslocam muito lentamente e, portanto, qualquer sensibilidade a gradientes
de concentracao quimica deve ser obtida através de diferencas de concentra¢do ao longo
da propria membrana celular. A sensibilidade diferencial, portanto, aumenta com a

dimensao da célula. Forcas de adesdao com a superficie de células altamente deformdveis




sdo as propriedades mecanicas mais importantes no caso de crawling. O interesse dessa
tese estd voltado apenas para a quimiotaxia de microorganismos com movimento de

swimming.

No attractant or repellent

Figura 2. Esquema de movimento de célula em direcdo a uma fonte quimica denominado
quimiotaxia positiva ou negativa.
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A propulsdo para esses movimentos ¢é fornecida pelos cilios e flagelos,

constituidas por pequenos apéndices, especialmente diferenciados, que variam em



nimero e tamanho. Se sdo escassos e longos recebem o nome de flagelos, ao passo que se
sd0 numerosos e curtos sdo denominados cilios, ou seja; os cilios e flagelos se
diferenciam pela quantidade e pelo movimento. Um mesma célula ndo pode conter
ambos, ou tem cilios ou flagelos. Nos cilios a propulsdo se d4 quando as dreas ciliadas se
curvam em ondas unidirecionais coordenadas (figura 3). Cada cilio se move com um
movimento de chicote, uma batida para frente na qual o cilio se estende totalmente
golpeando o liquido circundante, seguida por uma fase de recuperacdo, na qual ele
retorna a sua posi¢do original com um movimento de enrolamento que minimize o arraste

viscoso. J4 o impulso do flagelo se d4 através de uma rotagdo continua.

Movement of cilium

e
——— \ ’I R _""mh.....,..
- k‘\ : ~ P,:"_:”:-‘t ‘, p
T T -W ';'-__;-—T-_-_‘-"‘h\"p—‘.nl ! s
Power stroke Recovery stroke

Movement of flagellum

Figura 3. Diferencas dos movimentos entre os cilios e o flagelo.

Algumas bactérias possuem um unico flagelo, como no caso da Vibrio cholerae e
outras possuem multiplos flagelos distribuidos em sua superficie, tal como a Escherichia

coli (figura 4).

Figura 4. Escherichia coli com seus multiplos flagelos.
(Copyright © 2001 Dennis Kunkel Microscopy, Inc.)



A forma mais estudada de motilidade celular € o swimming, impulsionado pelo
movimento dos flagelos. Existem dois tipos distintos de flagelos que dependem se
estamos considerando os microorganismos procariontes ou os eucariontes. O flagelo do
procarionte € um longo filamento construido por uma polimerizacio nio-covalente de
centenas de subunidades de proteinas idénticas, chamada flagelina. Apesar da mesma
terminologia os flagelos da bactéria diferem dos flagelos eucaridticos. Os flagelos e cilios
eucarioticos tém uma estrutura complexa envolvendo um grupo em torno de dez
filamentos longos e paralelos que deslizam um em relacdo ao outro e se retorcem de

maneira coordenada, todos envoltos por uma extensdo da membrana plasmética da célula

[8].

As células dos organismos procariontes se caracterizam por ndo ter organelas e
apresentar um falso nicleo (nucledide), ndo separado do meio intracelular por uma

membrana, estando em contato direto com o citoplasma (figura 5).
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Figura 5. Diagrama esquematico da célula procariética. Os pequenos apéndices ao longo

da membrana celular ndo s@o cilios e sdo denominados fimbrias. (Copyright © 2004
Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings)

A organizacdo interna das células eucaridticas, que evoluiram das células
procaridticas, € bem mais complexa. A principal feicdo que as distingue é o nicleo
separado do citoplasma por uma dupla membrana denominada carioteca, além de

possuirem diversas organelas para a realizagcdo de diferentes tarefas, (figura 6).
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Figura 6. Diagrama esquemadtico da célula eucaridtica, metade animal e metade vegetal.
(Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings)

2.3.1 Motor Celular

Os procariontes usam a rotacdo dos flagelos para mover-se através do meio. A
figura 7 representa o motor que gira o flagelo da bactéria. A propulsdo desse motor se dd
por gradiente de concentracio de H" através da membrana plasmética conforme mostra a
figura 7.
Flagelo

Mancal

Membrana externa

A

Membrana PLasmatica Transpuﬁr‘ce de pratons

"M-ring" iZanal de protons

Figura 7. Motor que gira o flagelo da bactéria.

Este gradiente € gerado pela oxidacdo controlada de moléculas responsdveis pela

producdo de ATP. Com o transporte em uma ou outra dire¢do o motor gira no sentido
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antihordrio ou hordrio. A E. coli conta com um conjunto de flagelos relativamente rigidos

que a impulsionam via rotacdo das bases em torno de seus proprios eixos (com

velocidade angular entre 100 a 200 rps) [9] (figura 8).

Flagellum

Filament

Hook

Cell wall Basal body

Peptidoglycan

Quter
membrane

Plasma
membrane

Figura 8. Motor para girar o flagelo de uma bactéria. (Copyright © 2004 Pearson
Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings)

2.3.2 Swimming e Tumbling

O movimento de swimming e tumbling € selecionado pelo sentido de rotacdao do
flagelo. Quando ele gira no sentido antihordrio a bactéria se move suavemente para
frente, adotando o comportamento de nado (swimming). Entretanto, se 0 motor gira no
sentido horério a bactéria passa a se movimentar aos saltos e cambalhotas, mudando de

direcdo de forma aleatéria o tempo todo (em inglés esse movimento é chamado de

tumbling) [10]. As figura 9 mostra as razdes para isso. Como a bactéria tem mais de um



flagelo, no movimento para frente eles se enovelam e operam como uma hélice s6 que
impulsiona o movimento. J4 no sentido contrdrio eles se abrem dando origem ao

comportamento erratico do tumbling.

A

(

Flagelos

Rotagao
antihoraria: Flagelos
nada para frente
(swimming)
Rotacao
horaéria:
cambalhotas
(tumbling)
Eixo de rotagédo Eixo de rotagao

Figura 9. Comportamento de uma bactéria ao girar o flagelo nas direcdes antihordria e

horaria.
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Figura 10. Esquema do comportamento de bactérias.
(Copyright 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings)

Usualmente uma bactéria nada com velocidades de 10 - 30 um/s por 1 - 2 s e

muda para o movimento de tumbling, ao fim do qual ela pode estar em qualquer direcao,



recomegando a nadar. Isso d4 origem a um comportamento tipo Browniano, sé que de
amplitude muito maior do que o movimento Browniano por choques térmicos de
moléculas. Nadando com 10 pm/s durante 1 segundo os passos do movimento Browniano
seriam da ordem de 10 wm. O movimento de natagdo consome pouca energia da bactéria
e a poténcia dispendida pode ser estimada considerando uma particula esférica em

escoamento de Stokes, com forga de arraste dada por F, 5, =67Na v, com a = raio

da esfera = 1 pm, 1 a viscosidade da dgua = 107 (g/lcm.s) e v a velocidade de arraste = 10
pm/s. Nesse caso a poténcia dissipada serd P = Fv = 2 x 10 w que corresponde a
queima de 20 ATP’s/s. Mesmo que a eficiéncia de queima seja de apenas alguns por
cento nadar consumiria da ordem de 100 ATP’s/s, muito menor do que os 10" ATP’s/s

necessarios para a taxa metabdlica da célula.

2.3.3 Quimiotaxia de Procariontes

z

A pergunta a ser feita entdo é: como a bactéria percebe o gradiente de
concentracdo? Ela poderia fazer isso de duas formas, (1) medindo o diferencial de
estimulo dos receptores ao longo de seu préprio corpo, ou (2) percebendo variagdes no
tempo nas excursdes que faz se movendo aleatoriamente. S6 microorganismos maiores
parecem ter a capacidade de perceber diretamente o gradiente de concentragdo ao longo
de seu proprio corpo. As bactérias sdo essencialmente um sensor pontual da concentragdo
local. Para isso a bactéria tem receptores seletivos na sua membrana externa para cada
substancia atratora ou repelente, que ativados pela ligacdo com as mesmas induzem o
comportamento desejado. Para detectar o gradiente de concentracio elas “pesquisam’ a
regido a sua volta através dos movimentos ‘“Browniano” de swimming e tumbling,
guardando memdria da concentragdo passada, quando estavam em determinada posi¢do, e

compard-la com a presente, na nova posi¢ao.

A seqiiéncia de movimentos, swimming/tumbling, e a duracdo de um
deslocamento unidirecional dependem da presenca, ou ndo, de gradientes de substincias
atratoras ou repulsores. Na presenca de um gradiente de nutrientes (atratores) a bactéria
passa mais tempo nadando na dire¢do do gradiente do que em tumbling, aproximando-se,

em média, da fonte de alimentos. As bactérias sdo um algoritmo muito eficiente de
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procurar maximos de concentra¢des diferenciais. Além de perceber a presenca das
substancias atratoras elas vao inibindo os receptores a medida que a concentracdo
aumenta e se tornando sensiveis apenas a diferencial de variacdes. O mecanismo inibidor
acontece algum tempo depois do sensibilizador, para dar tempo para a bactéria ter se
movimentado na direcdo do gradiente antes de inibi¢cdo e providenciando a memoria
necessdaria para comparar a concentracao entre as posicoes inicial e final. Dessa forma ela
€ capaz de detectar variagdes de concentragdes de 1% em toda uma gama de

concentracdes que varia em 5 ordens de magnitude.

2.3.4 Bioquimica da Quimiotaxia

Existem modelos sobre como todo esse processo acontece ao nivel interno da
célula mostrada na figura 11. Quando um atrator se liga no seu receptor induz a ligagao
de uma proteina adaptadora CheW que controla a atividade de outra proteina CheA. Essa
proteina abastece as proteinas CheY com radicais fosfatos que se liga ao motor flagelar
induzindo uma rotac¢do antihordria. O processo termina com a desfosforilacdo do CheY
para CheZ. A metilacdo das proteinas intracelulares inibe o processo de sensoriamento.
Para ter acesso a informagdes ao nivel da caixa preta in vivo seria necessario acompanhar
a formacdo dos grupos protéicos por alguma técnica Optica como luminescéncia seletiva

ou Raman [11].

Figura 11. Esquema proposto para funcionamento interno da quimiotaxia de bactérias
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2.3.5 Quimiotaxia de Eucariontes

Flagelos rotatérios nunca foram encontrados em eucariontes. Estes
microorganismos usam diferentes tipos de flagelos e cilios para swimming. Quando as
projecoes da superficie da célula usadas como ‘remos’ flexiveis sdo pequenas e
numerosas, como no paramécio, sao chamadas de cilio, quando elas sdo longas e poucas
como no espermatozodide, sao chamadas de flagelo. Apesar da mesma terminologia os
flagelos da bactéria diferem dos flagelos eucaridticos. Os flagelos e cilios eucaridticos
tém uma estrutura complexa envolvendo um grupo em torno de dez filamentos longos e
paralelos que deslizam um em relacdo ao outro e se retorcem de maneira coordenada,
todos envoltos por uma extensdo da membrana plasmatica da célula [7].0s movimentos
dos eucariontes pode ser mais complexo do que o movimento dos procariontes, mas se
admite que o processo de quimiotaxia dos mesmos seja muito semelhante ao dos

procariontes.
2.3.6 Hidrodinamica microscopica: baixos nimeros de Reynolds

Microorganismos vivem imersos em fluidos e dependem da hidrodinamica tanto
para sua impulsdo quanto para a manutencao do seu movimento. Mas a hidrodinamica do
meio microscopico em que vivem, denominada microhidrodinamica, € a hidrodinamica

no regime de baixos nimeros de Reynolds em que a energia cinética se torna desprezivel.

plv

O ndmero de Reynolds € definido como Re=-—, onde ¢ ¢ uma dimensao tipica do
u

corpo na presenca de um fluido com velocidade v. A viscosidade cinemética é definida
por v = Wp, de modo que Rezl—v. Para a dgua v = 102 cm?%s. Analisando a
1%

dimensao desse ndmero percebemos que

[Re] = ﬂ3 vV M V? _ energia Ci.nétic.a
L F FL  trabalho da viscosidade

, significando que a energia cinétcia

¢ desprezivel em nimeros de Reynolds muito pequenos. Notando que uZ/p tem dimensao
de forca e usando os nimeros para 4dgua, v =107 cm?s, p=1 g/cm’ percebemos que

o valor da for¢ca que aparece em um corpo com nimero de Reynolds igual a 1 serd F =
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(uzlp) =10 dynas = 10 N. Tratam-se de for¢a muito pequenas, embora maiores do que
as da pinca Optica, que sé interessam para objetos muito pequenos. O nimero de

Reynolds para um microorganismo com L =10 wm, v = 100 wm/s na dgua é de 10~
Purcell [12] apresenta um exemplo interessante sobre a nao relevancia da
energia cinética para um microorganismo com dimensdes de microns se
movendo na dgua com 30 um/s. Para o movimento é necessario uma forca
constante. Dai ele se faz a pergunta: em quanto tempo e que distancia esse corpo
para apos desligar essa for¢a? Para estimar essa distancia podemos supor valida
a lei de Stokes para esferas F = 6mua v, onde a é o raio da particula. Nesse caso ¢é

2
2(1 pcorpo

—tlt
facil integrar a equacdo de Newton obtendo V=1V,€ com T=—"—,
9VIOHZO

supondo a densidade do microorganismo igual a da agua e um raio de 10 um, ele
para em 20 ps, e 0,2 us para um raio de 1 wm. Integrando a velocidade nesse intervalo de
tempo percebemos que ele percorre a distancia de 6 A para o raio de 10 pm e 0,06A para
o raio de 1 um. Em outras palavras, pdra instaneamente. Ndo havia qualquer energia
cinética armazenada. Para baixos numeros de Reynolds as for¢as estdo sempre em
equilibrio, i.e., Fexterna = F viscosa- Trata-se do mundo pré-Galileano no qual s6 ha
movimento na presenga de forgas.

A microhidrodindmica foi uma &drea aparentemente ignorada por muito tempo,
mesmo apds todo o desenvolvimento da aviagdo, misseis teleguiados etc, conforme
testemunho de Purcell [12]: “Now, I'm going to talk about a world which, as physicists,
we almost never think about. The physicist hears about viscosity in high school when he’s
repeating Millikan’s oil drop experimentl and he never hears about it again, at least not
in what I teach. And Reynold’s number, of course, is something for the engineers. And the
low Reynolds number regime most engineers aren’t even interested in — except possibly
chemical engineers, in connection with fluidized beds, a fascinant topic I heard about

from a chemical engineering friend at MIT. But I want to take you into the world of very

1 Desconfio que o autor queria se referir a graduagao e nao high school. No ensino médio aqui no
Brasil sequer se ensina as equagdes de Bernoulli, e jamais se demonstaria a experiéncia de
Millikan.
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low Reynolds number — a world which is inhabited by the overwhelming majority of the
organisms in this room. This world is quite different from the one that we developed our
intuitions in.”

Esse quadro entretanto mudou drasticamente na dltima década, ndo apenas porque
a mundo biolégico microscopico se tornou mais importante quanto porque a diminui¢ao
dos dispositivos eletromecanicos leva naturalmente ao regime de baixos ndmeros de
Reynolds. Prova disso € que a palavra microfluidica esta se tornando parte do vocabulério
comum. No nosso caso, lidando com particulas capturadas pelas pingcas Opticas em
fluidos, se torna impossivel entender completamente os problemas sem o uso da
hidrodindmica em baixo nimeros de Reynolds. Muito menos se pretendemos estudar
forcas em microorganismos. Isso indica que mesmo fisicos, interessados nos aspectos
Opticos da pinga Optica e ndo na hidrodinadmica, serdo obrigados a dedicar um esfor¢o

razodavel para lidar com problemas de hidrodindmica em baixos nimeros de Reynolds.

2.4 Leishmania Amazonensis

Leishmania € um protozoario da ordem Kinetoplastida e da familia
Trypanossomatidae. Esses parasitas, assim como Trypanossoma cruzi e Trypanossoma
brucei tem como caracteristicas principais a presenca de um cinetoplasto, formas
evolutivas adaptadas ao microambiente celular e/ou humoral e invertebrados como
vetores de transmissdo. Todos sdo responsdveis por parasitoses com altos indices de
incidéncia em vdrias regides do mundo. Doenca de Chagas, leishmaniose e
tripanossomiase africana afetam cerca de trinta milhdes de pessoas [13 ].

O parasita Leishmania tem um ciclo de vida que envolve dois hospedeiros

esquematizado na figura 12, e duas formas, promastigota e amastigota.
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Figura 12. ciclo evolutivo da Leishmania

A forma promastigota € flagelar, mével, tem cerca de 30 wm de extensdo até a
ponta final do flagelo. As fotos da figura 13 mostram esse parasita na forma promastigota
capturado na pinca Optica do nosso grupo. Essa forma pode ser cultivada in vitro
utilizando-se meios de cultura semi-sintéticos, descritos posteriormente. Na forma
amastigota ele perde o flagelo e a mobilidade. Os amastigotas sdo menores em tamanho
(cerca de 10 um de diametro), ovoides, imdveis e com flagelo muito pequeno e

intracelular.



(a)

Figura 13. Promastigota de Leishmania Amazonensis capturado na pinga Optica do
IFGW-UNICAMP tentando escapar dobrando seu flagelo (a e b) e expelindo-o
repentinamente (c).

Um dos hospedeiros do ciclo da Leishmania é um inseto. Agentes responsaveis
pela disseminacdo de uma doenga aos humanos sdo denominados por VETOR da referida
doenga. No caso em questdo, o vetor da doenca € um diptero da familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae (figura 14). Essa familia se divide em dois géneros:

e Phlebotomus, prevalente na Africa, Europa e Asia

e Lutzomyia, prevalente nas Américas.

As fémeas necessitam de sangue para completarem o ciclo reprodutivo, sio
hemato6fagas, e costumam exercer a hematofagia no periodo noturno [14, 15] . Elas se
contaminam ao ingerir macrofagos do hospedeiro infectado com formas amastigotas do

parasita.
e TR
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Figura 14. Inseto causador da leishmaniose.

No Brasil, espécies do género Lutzomyia estdo presentes em todas as regioes do

2 &6

pais, onde recebem nomes populares, tais como, “cangalha”, “mosquito-palha”, “birigui”
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e “tatuira”. Estes insetos sdo morfologicamente menores do que os mosquitos comuns,
apresentam-se muito pilosos e tem coloracdo clara. Abaixo estd representado a

distribuicdo geogréfica da leishmaniose no mundo.

Figura 15. Distribuicdo geogréfica da leishmaniose cutinea.

A Leishmania vive no tubo digestivo do vetor na forma promastigota ligada as
microvilosidades, onde também proliferam. Os mecanismos moleculares de ligagdo dos
promastigotas ao intestino do inseto nido sdo bem conhecidos. Esse parasita ndo causa
maiores danos ao inseto hospedeiro. Quando o inseto pica o segundo hospedeiro, um
vertebrado, no caso da leishmaniose, roedores, gambd, tamandud, tatu, macaco, cachorros
e seres humanos, ele inocula os promastigotas da Leishmania ressuspensos na sua saliva.
No interior do corpo do hospedeiro vertebrado os parasitas procuram se infiltrar nos
macréfagos. Nesse momento a quimiotaxia aumenta a eficiéncia do processo infeccioso.
Para adesdo com os macréfagos utilizam vdrios receptores de membrana, como CRI,
CD35, CR3 e receptores de manose-fucose e fibronectina. Principalmente o rearranjo do
citoesqueleto do macréfago e o recrutamento de mais receptores de sua membrana para a
regido proxima do contato com o parasita causam a emissdo de pseuddpodes e a

fagocitose.

Dentro da célula dos macréfagos ocorre a diferenciagdo para a forma amastigota.

Os detalhes sobre essa transi¢do/transformagdo da forma promastigota para amastigota
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nio sao bem conhecidos. H4 evidéncias que promastigotas sdo sensiveis as mudancgas
ambientais. As mudangas microambientais sofridas pelos promastigotas sdo drdsticas. A
temperatura do tubo digestivo do flebotomineo fica em torno de 26°C ¢ o pH ¢é de 7,2
enquanto o ambiente intracelular dos macréfagos de mamiferos tem temperaturas entre
35 a 37°C e pH de 5. No interior dos macréfagos eles vivem em regides chamadas
vactolos parasitoforos, fechadas por uma membrana. E no interior dos macréfagos que
eles se multiplicam fortemente, destruindo a célula na sua liberagdo, (lisando a célula) e
reinfectando outros macréfagos em volta. Nesse momento a doenga se manifesta no
hospedeiro.

Dependendo da espécie de Leishmania, se observa tropismo por macréfagos de
diferentes tecidos, ocasionando diferentes patologias. A L. amazonensis, parasita que
usaremos nesse trabalho, provoca lesdes cutineas simples mostrada na Figura 16. Essa

forma cutanea tende a desaparecer com o tempo mesmo sem qualquer tratamento.

http://www.crorj.org.br/biosseguranca/Guia%20de%20Vigilancia%20Epidemiologica.pdf
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Figura 16. Lesao cutanea simpfes

Em baixa porcentagem de individuos infectados hd evolucdo para a leishmaniose
cutanea difusa, mostrada na Figura 17a, na qual o parasita migra por vasos linfaticos
disseminadamente para todo corpo, provocando o aparecimento de lesdes por toda a pele
e formando metastases[14, 16]. E comum também o aparecimento de lesdes ndo-
ulcerosas com focos necréticos e granulomas, principalmente no rosto € membros,

mostrado na figura 17b.
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Figura 17. (a) sﬁo cutanea difusa (b) Leishmaniose mucosa

Finalmente, ela pode se manifestar na forma de Leishmaniose visceral, mostrada

na figura 18.

Figura 18. Leishmaniose visceral. Areas marcadas com caneta azul estdo aumentadas.

E também conhecida como Calazar, Esplenomegalia Tropical, Febre Dundun,
dentre outras denominacdes menos conhecidas. E uma doenga cronica sistémica,
caracterizada por febre de longa duragdo e outras manifestacdes, e, quando ndo tratada,

evolui para 6bito, em 1 ou 2 anos apds o aparecimento dos sintomas. Nao hé vacinas e a
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quimioterapia, utilizada ha mais de quarenta anos para todos os tipos da doenga, ndo &

totalmente efetiva, apresenta efeitos colaterais sérios e casos de resisténcia [12].

Cultura e manipulacao da Leishmania amazonensis na forma promastigota:

A forma promastigota de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/M2269) utilizada
em nosso trabalho é coletada do material de lesdes cutdneas de camundongos de
linhagem susceptivel e cultivada em meio RPMI 1640, complementado com antibidtico
gentamicina, que tem a funcdo de impedir a proliferacdo de bactérias e fungos, e soro
fetal bovino (10%), que fornece compostos como proteinas, hormonios e fatores de
crescimento, na temperatura de 26°C em estufa. O meio RPMI-1640 foi desenvolvido por
Moore e cols. (1969) no Roswell Park Memorial Institute e € uma mistura de sais
enriquecidos com aminodcidos, vitaminas € outros componentes essenciais para O

crescimento celular que sdo mostrados na figura 19.

Para a retirada dos amastigotas seguimos o seguinte protocolo:

1. Coloca-se 15 ml de salina estéril em um tubo de centrifuga também estéril.
2. Adiciona-se antibidtico (gentamicina ), cerca de 100ml.

3. Escolhe-se um camundongo, que tenha sido infectado ha muito tempo e esteja com a

pata bem grande.

4. A seguir, fora da capela de fluxo laminar, lava-se o camundongo com élcool 70% e

corta-se a pata infectada.

5. Dentro do fluxo, em um papel de aluminio retira-se a casca da pata com infec¢ao
secunddria peles e dedos. Transfere-se o que sobrou para uma placa estéril, adiciona-
se a solugdo salina e raspa-se a pata com bisturi estéril. Filtra-se a soluc¢ao salina com
uma gaze estéril no tubo de centrifuga. Contam-se as células na camara de Neubauer.

Dilui-se 20 pl de amastigotas em 980 ul de solucgao salina.

6. Finalmente, coloca-se 5 ml de meio de cultura em uma garrafinha estéril e acrescenta-
se 300 ul de amastigotas. Coloca-se essa garrafinha em uma estufa a 26 a 28°C. A

diferenciagdo em promastigotas ocorrem entre 2 a 3 dias.
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AMINOACIDOS mg/L

L-Arginina HCI 200,000
L-Asparagina 50,000
L-Acido Aspartico 20,000
L-Cistina 2HCI 65,150
L-Acido Glutamico 20,000
L-Glutamina 300,000
Glicina 10,000
L-Histidina 15,000
L-Hidroxiprolina 20,000
L-Isoleucina 50,000
L-Leucina 50,000
L-Lisina HCI 40,000
L-metionina 15,000
L-Fenilalanina 15,000
L-Prolina 20,000
L-Serina 30,000
L-Treonina 20,000
L-Triptofano 5,000

L-Tirosina 2Na2H20 28,830

L-\Valina
SAIS INORGANICOS

20.000

Ca(NOs)4H,0 100,000
KCl 400,000
MgSOs (anidro) 48,840

NaCl 6.000,000
Na-HPO. ianidmi 800,000
d-Biotina 0,200
D-Ca Pantotenato 0,250
Cloreto de Colina 3,000
Acido Félico 1,000
Mio-Inositol 35,000
Niacinamida 1,000
Piridoxina HCI 1,000
Riboflavina 0,200
Tiamina HCI 1,000
\itamina B12 0.005
OUTROS

COMPONENTES

D-glicose 2.000,000
Acido para-Aminoenzoico (PABA) 1,000
Glutationa (reduzida) 1,000
Vermelho de fenol (sodio) 5,300
NaHCOs 2.000,000
HEPES 5,950

Figura 19. Composi¢dao do meio de cultura RPMI 1640 usado neste trabalho [17].

Isso foi realizado na biologia sobre orientacdo da Prof. Dra. Selma Giorgio do

departamento de parasitologia do Instituto de Biologia da UNICAMP. Foram respeitadas

todas as normas de biosseguranca para a manipulacio e descarte do material

bioldgico.Tais como:

e Uso de roupas protetoras de laboratdrio (jalecos) .

e Uso de luvas sempre que manuseado o material bioldgico. Luvas devem ser

usadas em todos os procedimentos que envolverem o contato direto da pele com

toxinas, sangue, materiais infecciosos ou animais infectados. Anéis ou outros

aderecos de mao que interferem com o uso da luva devem ser retirados. As luvas

devem ser removidas com cuidado. Trocar de luvas ao trocar de material.

24




Experiéncias anteriores do grupo mostraram que, sem cuidados com a cultura, o

parasita se torna enfraquecido e incapaz de gerar impulsos fortes o suficiente para uma

boa medida da for¢a. Trata-se de dominar um conhecimento de outra drea que ndo a fisica

sem o qual esta dissertacdo nao poderia evoluir.

2.5 Estudos prévios

Quimiotaxia:

Fazendo um levantamento bibliografico usando a palavra “chemotaxis” na base

Web-of-science, constatamos que ja foram publicados 15.077 trabalhos desde 1946 até

hoje sobre quimiotaxia. O primeiro deles foi Mcutcheon M., ‘“Chemotaxis in

Leukocytes”, Physiological Reviews 26 (3): 319-336 (1946) que foi citado 151 vezes. J4&

o segundo trabalho publicado no assunto, Bonner Jt, “Evidence For The Formation Of

Cell Aggregates By Chemotaxis In The Development Of The Slime Mold Dictyostelium
Discoideum”, Journal Of Experimental Zoology 106 (1): 1-26 1947 foi citado 696 vezes.

Os 10 trabalhos mais citados de quimiotaxia em geral sdo:

1.

Zigmond SH, Hirsch JG, “Leukocyte Locomotion and Chemotaxis - New
Methods for Evaluation and Demonstration of a Cell-Derived Chemotactic
Factor”, Journal of Experimental Medicine 137 (2): 387-410, 1973, citado 1780

VeEZes.

Nelson RD, Quie PG, Simmons RL, “Chemotaxis under Agarose - New and
Simple Method for Measuring Chemotaxis and Spontaneous Migration of
Human Polymorphonuclear Leukocytes and Monocytes”, Journal of

Immunology 115 (6): 1650-1656 (1975), citado 1151 vezes.

Sundaresan M, Yu ZX, Ferrans VJ, et al., “Requirement for Generation of H;0;
for Platelet-Derived Growth-Factor Signal-Transduction”, Science 270 (5234):
296-299 (1995), citado 1098 vezes.
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10.

Koch AE, Polverini PJ, Kunkel SL, et al., “Interleukin-8 as a Macrophage-
Derived Mediator of Angiogenesis”, Science 258 (5089): 1798-1801 (1992),

citado 1017 vezes.

Bleul CC, Farzan M, Choe H, et al., “The lymphocyte chemoattractant SDF-1 is
a ligand for LESTR/fusin and blocks HIV-1 entry”, NATURE 382 (6594): 829-
833 (1996), citado 1004 vezes.

Wahl SM, Hunt DA, Wakefield LM, et al., “Transforming Growth-Factor Type-
Beta Induces Monocyte Chemotaxis And Growth-Factor Production”, PNAS,

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America

84 (16): 5788-5792 (1987), citado 968 vezes.

Stover CK, Pham XQ, Erwin AL, et al., “Complete genome sequence of
Pseudomonas aeruginosa PAOI, an opportunistic pathogen”, Nature 406

(6799): 959-964 (2000), citado 948 vezes.

Falk W, Goodwin RH, Leonard EJ, “A 48-Well Micro Chemotaxis Assembly for
Rapid and Accurate Measurement of Leukocyte Migration”, Journal of

Immunological Methods 33 (3): 239-247 (1980), citado 917 vezes.

Murphy PM, “The Molecular-Biology Of Leukocyte Chemoattractant
Receptors”, Annual Review of Immunology 12: 593-633 (1994), citado 819

VEZES.

Nagasawa T, Hirota S, Tachibana K, et al., “Defects of B-cell lymphopoiesis and
bone-marrow myelopoiesis in mice lacking the CXC chemokine PBSF/SDF-1”,
NATURE 382 (6592): 635-638 (1996), citado 810 vezes.

Dos titulos dos trabalhos dessa lista se percebe que os trabalhos mais citados se

referem a quimiotaxia tipica de sistema imune, lenta, com movimentagao tipo “crawling”,
responsavel pelos nossos processos de defesa. Entretanto, se a defesa € lenta, o ataque €
rapido, com parasitas pequenos e dgeis. Dos mais de 15.000 trabalhos sobre quimiotaxia,
apenas 1067 sdo de quimiotaxia de bactérias, sendo o primeiro Adler J, “Chemotaxis in

bacteria”, Science 153 (3737): 708& (1966), que foi citado 392 vezes. Os trabalhos a
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seguir definiram o conhecimento bdsico dessa drea conforme descricdo das segdes
anteriores.

1. Adler J, “Chemotaxis in Bacteria”, Annual Review of Biochemistry 44: 341-356
(1975), citado 320 vezes.

2. Larsen SH, Adler J, Gargus JJ, et al., “Chemomechanical coupling without ATP -
source of energy for motilityand chemotaxis in bacteria”, PNAS 71 (4): 1239-1243
(1974), citado 228 vezes.

3. Bilwes AM, Alex LA, Crane BR, et al., “Structure of CheA, a signal-transducing
histidine kinase”’, CELL 96 (1): 131-141 (1999), citado 189 vezes.

4. Blair DF., “How bacteria sense and swim”’, Annual Review of Microbiology 49: 489-

522 (1995), citado 159 vezes.

5. Keller HU., Sorkin E., “Studies on Chemotaxis .v. On Chemotactic Effect of
Bacteria”, International Archives of Allergy and Applied Immunology 31 (5): 505&
1967, citado 151 vezes.

6. Berg HC, “Chemotaxis in Bacteria”, Annual Review of Biophysics and

Bioengineering: 119-136 (1975), citado 123 vezes.

Além desses trabalhos mais gerais, descrevemos a seguir os trabalhos mais
fortemente relacionados ao nosso objetivo.

Bray (1983) [18], usando uma metodologia crua, foi o primeiro a obter
evidéncias experimentais que a Leishmania também apresenta quimiotaxia. Mais tarde,
foi desenvolvido um método para analisar respostas em Leishmanias [19]. Neste método,
um gradiente da substincia a ser analisada foi produzido dentro de um tubo capilar, o
qual estava submerso em uma suspensdo de promastigotas (figura 20). Depois de um
periodo de incubacdo, as atragdes das substincias testadas foram medidas através da
contagem dos parasitas dentro do tubo capilar. Neste estudo oito tipos diferentes de
carboidratos atrairam as promastigotas. A frutose, glicose e sacarose foram identificadas

como as substiancias atratoras mais fortes.
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Figura 20. Esquema do método para analisar respostas em Leishmanias, com tubos
capilares suspensos [18].

Leslie et al. [20] usou esta técnica de tubos capilares para observar que
promastigotas migravam em direcdo a qualquer das substincias por eles testadas,
incluindo NaCl. Estas respostas pareceram depender somente do gradiente osmoético, que
ocorre quando a célula se deslocada de um meio mais diluido (solu¢do hipotdnica) para
um meio menos diluido (solucdo hipertonica), assim respostas taxicas apresentadas pelas

promatigotas foram re-interpretadas como sendo osmotaxicas (figura 21).

Test compound Attraction coefficient

0.1M D-glucose
0.1M D-glucose
0.1M fructose

Fixed cells

0.1M mannose
0. 1M inositel
0.1M L-glucose

0.1M D-glucose 0. IM L-glucose in cell suspension

0.1M D-glucose " (LM sorbitol in cell suspension

0.1M D-glucose 0 I M NaCl in cell suspension

0 10 20

Figura 21. A esquerda encontram-se componentes testados (0,1 M) enchidos
parcialmente em cada tubo capilar. A direita os coeficientes de atragdo com o nimero
médio de células movendo-se dentro de cada capilar com substancias testadas [19]

Foi descrito por Aaron M. J. Law (2005) [21] uma modificacio no uso de
capilares para quantificar a quimiotaxia da bactéria. Ao invés de colocar os capilares

dentro de um recipiente com uma suspensdo de bactérias, o fluxo passa pela extremidade
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aberta do capilar que € perpendicular ao caminho do fluxo continuo (figura 22). O fluxo
da suspensao cria uma concentraciao constante de atraentes quimicos e bactérias na parte
aberta do capilar. As condi¢des de concentracdo constante na regido aberta do capilar
simplifica o tratamento dos dados porque somente o dominio capilar necessita ser
considerado na modelagem matematica. Na auséncia de uma substancia atratora, a
bactéria nada aleatoriamente nos capilares. Se os capilares sao preenchidos com
substancias atratoras, a bactéria nadard no capilar, sentindo o gradiente quimioatraente
que se forma no capilar e nada quimiotaticamente para dentro do capilar. O movimento
de bactérias nos capilares sao aferidos pela contagem de células que se acumulam nos

capilares.

Figura 22. (I) Representa o diagrama usado por Aaron M. J. Law. (II) Mostra a
fotografia do aparelho de capilares com fluxo continuo. As bactérias suspensas sdo
bombeadas dentro de canais(A) por meio de blocos de aco (B), além de capilares (C),
por meio de uma porta de saida (D) [20].

Oliveira et al. (2006)[22] desenvolveram uma metodologia que permitiu que os
mecanismos envolvidos nas respostas tdxicas das promastigotas de leishmania
amazonensis serem caracterizadas. Este método permite que as respostas quimiotaticas
possam ser distinguidas das osmotdxicas e evidencia que promastigotas, assim como

bactérias, respondem a ambos os tipos de estimulo.
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H4 uma extensa literatura sobre as moléculas e os antigenos do parasita que
contribuem para a infeccdo celular e para o controle imunoldgico das leishmanioses.
Entretanto, os aspectos relacionados a cinética de entrada e adesdo dos promastigotas, sua
mobilidade e sensibilidade a estimulos externos sdao pouco estudados. Entre os poucos
trabalhos de cinética por filmagens, realizados com Leishmania, estio os do grupo de
Rabinovitch [23]. A cinética de fusdao do vacuolo parasitoforo e o intervalo entre a
fagocitose do parasita e a fusdo de vaciolos contendo particulas zymosan foram
analisadas em filmagens de culturas vivas. O estudo foi feito com células infectadas com
a forma amastigota e ndo tinha como objetivo avaliar a aderéncia ou o processo de
infec¢do. Para avaliar o papel do corpo axial na mobilidade de promastigotas de L.
mexicana o grupo de LeBowitz [24], analisou a mobilidade de mutantes PFR2, que néo
possuem essa estrutura. Os estudos, realizados em microscopia estroboscopica em campo
escuro se limitaram a medicdo da freqiiéncia das “batidas” flagelares. Nenhum outro
parametro, como por exemplo, amplitude, forca, elasticidade ou deformabilidade foram
analisadas.

Em outros microorganismos ciliados e flagelados os parametros citados acima sao
mais bem estudados e medidas mais precisas sdo obtidas através do uso da pinga Optica
(para detalhes sobre a metodologia e outras aplicabilidades biolégicas ver o item
seguinte). Por exemplo, em Escherichia coli ligadas a microesferas, o uso da pinga Optica
possibilitou a andlise de dezenas de bactérias individuais, os cdlculos de velocidade e
tempo de rotacdo, de forca e de torque. Medidas das forcas envolvidas na adesdo da
bactéria a superficies com manose também foram possiveis usando a pinga éptica para

manipulacdo. Os autores quantificaram e avaliaram as forgas necessarias para a adesdo e

o desligamento da bactéria da superficie [25].
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Capitulo 3

Pinca Optica

Para o desenvolvimento da nanotecnologia se torna necessdrio a criagao de
ferramentas de medidas em escalas de valores cada vez menores. Por exemplo, forcas
envolvidas na escala micro/nanometros, intermoleculares, estdo entre femto-pico
Newtons. Como as forcas das Pincas Opticas estdo nesse intervalo ela se torna uma
técnica competitiva para medidas de forcas nessa escala. A tabela 1 abaixo mostra as
técnicas de medidas de for¢as modernas, da qual se percebe que apenas Pincas Opticas e
Forca de Biomembranas podem chegar na escala de femto Newtons. A técnica de pingas
Opticas possui outra vantagem muito significativa € que se trata de uma técnica remota de
nao contacto. Todas as outras sdo de contacto e ndo poderiam ser utilizadas no interior de

microorganismos vivos.

Técnica de Medidas de Forca Alcance de Forca
Surface Force Apparatus (SFA)[26] 10.000 — 1.000.000 pN
Atomic Force Microscopy (AFM)[27] 10 — 100.000 pN
Optical Tweezers (OT )[1] 0.01 — 200 pN
Biomembrane Force Probe (BFP) [28] 0.01 —1.000 pN

Tabela 1 Valores tipicos das técnicas de medidas de forga disponiveis [29].

Neste capitulo descreveremos os principios de funcionamento das pincas dpticas
e, principalmente, desenvolvemos o modelo de éptica geométrica utilizado para medida
da forga realizada no capitulo 4. O deslocamento da microesfera em relacio a sua posi¢ao
de equilibrio € utilizado como transdutor de forca. Esse modelo tedrico foi previamente
desenvolvido na tese de mestrado da Adriana Fontes, para o cdlculo da for¢a Optica sobre

microesferas. Apesar do modelo eletromagnético, posteriormente desenvolvido nas teses
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de Doutorado da Adriana Fontes e Antonio Neves, fornecer uma descrigdo mais completa
e correta sobre as forcas dpticas, o modelo de Optica geométrica € suficientemente preciso
para pequenos deslocamentos em torno da posi¢do de equilibrio e pode ser utilizado em

medidas de forga, principalmente quando bem calibrado.

3.1 Introducao a Pinca optica.

A pressao de radiacao eletromagnética foi proposta pela primeira vez por Johannes
Kepler no século XVII para explicar que a cauda dos cometas apontava sempre na
direcdo oposta a do sol [30]. James Clerk Maxwell desenvolveu a teoria eletromagnética
em 1873 que explicou como uma onda eletromagnética também ¢é capaz de transferir
momento, em outras palavras, de exercer pressdo de radiacdo [31]. Mas foi apenas na
década de 1970 que Ashkin e colaboradores do AT&T Bell Laboratories iniciaram as
experiéncias de levitagcdo e captura de particulas através da pressao de radiacao[32]. Essas
experiéncias foram realizadas equilibrando a for¢a da pressdo de radiacdo de um feixe de
laser contra a forgca gravitacional. Mais tarde utilizaram 6 feixes de laser contra-
propagantes para aprisionar particulas apenas com feixes de luz laser. Em 1985-1986
Ashkin percebeu que apenas um feixe altamente focalizado era suficiente para aprisionar
particulas nas trés dimensdes, criando a técnica hoje denominada por Pincas Opticas, ou
Optical Tweezers [33]. Desde entdo essa técnica tem sido utilizada para manipular virus

e bactérias, células vivas, organelas, para inserir DNA dentro de diferentes tipos de

células, para conectar DNA ao silicio na tentativa de construcdo de uma interface
biomecanica e para fertilizagdes in vitro [34, 35]. Como ferramenta de medida a pinga
Optica foi utilizada para estudar propriedades mecénicas de hemdcias [36], para medir e
comparar deslocamentos celulares e for¢cas de miosinas cardiacas [37], para
caracterizacdo de motores bioldgicos moleculares [38] e rigidez flexural de microtubos
[39], para medir o comprimento de uma molécula de DNA [40] e estudar a motilidade de
espermatozéides humanos [41]. Foi utilizada também para detectar concentracdes ao
nivel de femtomolar de antigenos [42] e permitiu a observagdo da auséncia de travamento

do movimento de rotacdo reversa de flagelos motores de bactérias [43].
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3.2 Principio de Funcionamento da Pinc¢a dptica.

Um entendimento intuitivo do principio de funcionamento da pinga éptica pode
ser obtido no contexto de raios de luz com capacidade de transferir momento da Optica
geométrica. A “armadilha” dptica acontece devido a transferéncia de momento do féton
para o objeto capturado. Suponha um raio é desviado devido a presenga de um centro
espalhador na dire¢ao mostrada na figura 23. O centro espalhador percebe um impulso na
direcdo da bissetriz do angulo entre os raios incidente e espalhado, como se fosse um

choque entre particulas.

diregao ﬁ incidente
da forga

_ﬁ incidente

A f’. particula p refratado

.ﬂﬁ féton

p refratado recuo da particula

que desviou o raio

Figura 23. Choque entre f6ton e centro espalhador.

Vamos analisar o desvio de raios de luz sofrendo refracdo em uma microesfera em
diversas situagdes. Vamos colocar o origem das coordenadas no centro da microesfera,
definir z, como o ponto de encontro do raio ndo desviado com o eixo vertical (z) de uma
esfera em um plano meridional, n; o indice de refracio da esfera e n, o indice de refragcdao
do meio externo. As figuras 24 e 25 mostram como o raio é desviado em quatro situagdes
distintas, para n; > np, n; < Ny, Z, > 0 e z, < 0. Quando n; > ny0 raio se aproxima da

normal ao entrar na particula e se afasta da mesma ao sair e o oposto ocorre se nj < ny.
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raio incidente

raio incidente

> ) —
Ny =Ny raio refratado n, = n,

z,>0 z,<0

raio refratado

Figura 24. Trajet6rias dos raios para n; > ny.

raio incidente
raio incidente

n,<n,
Z,>0

raio refratado

n, <n,
Z;<0

raio refratado

Figura 25. Trajetorias dos raios para n; < ny.

A figura 26 mostra que a transferéncia de momento de dois raios simétricos no
caso n; > n; gera uma forga resultante que tende a levar o centro da esfera para o foco do

laser em z,, em que os dois raios se encontrariam na auséncia da particula.
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raios incidentes
a b

\\Fl:/
b
/ raios refratados
n, > n,

Figura 26. Forgas e trajetérias de dois raios para o caso nl > n2.

Ja a figura 27 mostra que essa forca resultante tende a expulsar mais ainda a

particula no caso em n; < ny.

raios incidentes

Fa

b

Fb
n,<n,

Figura 27. Forgas e trajetérias de dois raios para o caso nl < n2.
O fato de que um unico feixe focalizado gera uma armadilha 6ptica estdvel em
trés dimensdes pode ser entendido através da figura em que o foco do laser cai acima do
raio no eixo z, abaixo do raio no eixo z e na lateral fora do eixo z, na qual se nota que a

for¢a resultante tende sempre a trazer o centro da particula para o foco do laser. Esse

quadro simples da Optica geométrica mostra intuitivamente como se pode construir uma
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pinca 6ptica. Na realidade permite além disso, entender a dependéncia da for¢a dptica em

func¢ao de diversos parametros.

Figura 28. Dois raios simétricos a e b incidindo sobre a esfera com indice de refracao
n;>n, sendo refratados pela mesma. No processo ocorre transferéncia de momento dos

fotons para a esfera ocasionando uma for¢ca F sempre direcionada para a regidao de maior
intensidade do laser (foco).

3.2.1 Ordem de grandeza da forca dptica.

O féton tem um momento muito pequeno, por isso as forcas Opticas sdo muito
pequenas e s6 podem movimentar particulas também muito pequenas, da ordem de
micrometros. Tomamos como exemplo, um laser de 1 W de poténcia, totalmente

absorvido por uma particula. Temos que o momento de um féton é entdo dado por:

P psion = h%

Entdo a for¢a é dada por:

_dp _ nZ fotons _ poténcia ><h_v _ poténcia
dt  tempo P foton hv c c
F = 1—“8/ =3x107”N
3x10°m/s

Vamos considerar uma particula cibica de 1um de aresta com densidade igual a
da dgua. Nesse caso, m=(10°kg/m’)x(10°)’m’> =10""kg, e a aceleragio causada
pela forga 6ptica nessa particula serd a=F/m=3.10" N/10"" kg =3.10°m/s*> =3.10° x g,
onde g ¢é a aceleracdo da gravidade. Aceleragdes dessa ordem permitem qualquer

manipulagcdo dessa particula Se a dimensdo da particula cresce para 1 mm entretanto, a
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massa serd de m=10"kg, e a aceleragio a=3.10"xg, muito pequena para
manipulagdes. Conclui-se, portanto, que a aceleragdo causada pela forca do laser s6 €
considerdvel para particulas microscépicas menores do que 50 wm. Para particulas
macroscépicas essa aceleragdo € desprezivel e ndo é possivel capturar e mover uma

particula.
3.2.3 Forca éptica no Regime de Rayleigh.

No limite inferior da forca dptica € preciso tratar a pressao de radiagdo em outro
regime, conhecido como regime de Rayleigh em que a dimensdo da particula ¢ muito
menor do que o comprimento de onda da radiacdo incidente (d << A). Neste regime, os
campos eletromagnéticos sdo uniformes através da particula dielétrica, de forma que estas
podem ser tratadas como dipolos induzidos. A for¢a de Lorentz agindo nos dipolos

induzidos pelo campo elétrico da luz € dada por [44]:

fmd:(ﬁ'V)E+%xl§ 0.1

8

onde p é o momento de dipolo da particula. Considerando p = @E obtem-se

8

P :a{(E-V)E+%—Ijx§} 02

2

Utilizando a identidade vetorial (E-V)E :V(%)—E XVXE e a equagdo de

Maxwell VXE+ E)_B =0 podemos escrever a equacao 0.2
t

como F,,,

E’) 0(z_3 -
=a|V - +§(E><B) e tomando a média temporal:

() 23(6) = 01

2
m —_—
onde a=n’r’
m°+2

> 1] ¢ a polarizabilidade da particula [45], e I a intensidade do feixe.

Ou seja, nesse caso a for¢a € na direcao do gradiente da intensidade de luz. A forca sera

positiva se m>1, ou seja, n; > ny, € negativa no caso inverso, da mesma forma que no caso
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da optica geométrica. Desse formalismo se percebe que a forca no regime de Rayleigh
depende do raio da particula ao cubo. Por isso, ao diminuir muito a dimensao da particula
capturada atinge-se um limite em que a for¢a se torna menor do que as forcas de

flutuagdo do movimento Browniano e a particula ndo pode mais ser capturada.

3.3 Parametros importantes na montagem de uma pinga optica.

O primeiro parametro importante na montagem de uma pinca Optica é o
comprimento de onda do laser utilizado. No inicio, Ashkin utilizou um laser de argdnio
de comprimento de onda de 514nm. Logo notou que estava matando 0s microorganismos
capturados devido aos efeitos térmicos. Ou seja, o alto coeficiente de absor¢do de
radiacao no comprimento de onda visivel, aumentava a absorcao de luz e causava danos
aos microorganismos [1]. Como a pinca Optica sé utiliza a refracdo, pode-se
perfeitamente evitar a absor¢do utilizando comprimentos de onda na regido de
transparéncia da maioria dos materiais biolégicos. Figura 29 mostra a absorcdo de
substancias comumente encontradas em materiais biolégicos. A regido do visivel envolve
transi¢cdes dos niveis eletronicos das moléculas, sendo, portanto, cheia de picos de
absor¢do. As transicdes dos niveis vibracionais tendem a ocorrer na regido do
infravermelho, acima de 2 um. Isso deixa uma janela espectral no infravermelho préximo
em que ndo hd nem absor¢do devido aos niveis eletronicos nem devido aos estados
vibracionais. O laser comercial mais comum e barato nessa regiao € o laser de Nd:YAG,
Neodimio Yttrium Alluminum Garnet, operando em 1064 nm. Por isso Ashkin trocou o
laser de argbnio pelo laser de Nd:YAG e demostraram que podiam capturar

microorganismos vivos por vdrias horas.
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Figura 29. Notamos que a forca 6ptica s6 depende da refracdo e na da absorcao

3.3.1 Importancia do telescopio

A Figura 30 mostra um esquema da montagem experimental tipica da uma pinca
optica. Um feixe de laser passa por um telescopio, formado por duas lentes e € focalizado
na amostra através da objetiva. Como o feixe de laser tende a ser um feixe de raios
paralelos, ao incidir diretamente na objetiva, serd focalizado no foco da mesma, e nao no
plano de visao. Isso significa que as particulas capturadas nao serdo visualizadas, ou seja,
estardo fora de foco, como mostra a Figura 32. Para focalizar o feixe do laser no plano de

visdo devemos tornd-lo ligeiramente divergente
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Figura 30. Sistema Experimental de Pinga Optica .
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Figura 31. Plano do ponto focal e plano de visao.
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Isso é feito inserindo um telescépio, um sistema de duas lentes colocadas uma no
foco da outra, conforme ilustra a Figura 32. Quando aproximamos as lentes o feixe
torna-se convergente e quando afastamos essas lentes o feixe torna-se divergente. As duas
lentes, devem estar aproximadamente uma no foco da outra para possibilitar que
capturemos no plano de vis@o do microscopio. A mudanga da posicao de captura € feita

ajustando a distancia entre as duas lentes.

lentes

Figura 32. Importancia do telescopio.

3.3.2 Importancia da Abertura Numérica e Falso Trap

Um outro aspecto importante na montagem experimental da pinca Optica é a
abertura numérica da objetiva. A abertura numérica é definida como o angulo do cone de
luz na saida na objetiva N.A.=r1/ f , como mostra a figura 33. De acordo com a lei do seno
de Abbe, 1/ f = senf onde 0 € a abertura angular de um cone de luz que atravessa uma
objetiva. Se ndo € o ar que estd entre a mesma e a lamina, a abertura numérica é entao

definida por N.A.=n senf , onde n € o indice de refracdo do meio.
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Figura 33. Defini¢do de abertura numérica.

Uma pinca Optica deve ser capaz de capturar um objeto em trés dimensdes, o que
sO ocorre se os raios de luz t€ém componentes nessas 3 dire¢des. Mas € possivel se criar
um FALSO TRAP, capaz de gerar for¢cas em duas dimensdes apenas com qualquer feixe
de luz. Considere apenas um raio incidindo em uma esfera. Se ele estiver fora do centro
serd desviado na forma mostrada na figura 34 com forga resultante fazendo coincidir o
eixo da esfera com a trajetéria do raio, mas sem qualquer forca restauradora ao longo do
raio. Na realidade, a forca devido as reflexdes empurrariam a particula eternamente. Por
isso Ashkin utilizava o sistema com seis feixes contrapropagantes mostrado no lado
direito. Sendo contrapropagantes as for¢as de reflexdo se cancelam. Se o movimento da
particula ao longo do raio, no eixo z, € impossivel, devido a presenca de uma superficie,
por exemplo, ela serd transportada facilmente no plano xy. Esse é o caso do FALSO
TRAP, a particula estd capturada, mas apenas em duas dimensdes, e ndo trés. FALSO
TRAP nio permite levantar uma particula e muito menos capturar microorganismos vivos

que escapariam facilmente pela dimensao em que nao existe forca.

¥z

raio incidente

raio refratado seis feixes

Figura 34. Configuracdo de um falso trap.
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Para aumentar a for¢a na dire¢do z € preciso inclinar o maximo possivel os raios,
conforme mostrado na figura 35. Note que a forca vertical dos dois raios azuis, mais

inclinados, é maior do que a forca vertical dos dois raios vermelhos, menos inclinados.

raios
incidentes J

r

raios
incidentes

raios
refratados

Y

Figura 35. Falso trap e abertura numérica.

Esse fato ilustra a importancia de usar feixes com grandes aberturas numéricas
para obter uma armadilha Optica tridimensional, em lugar de um FALSO TRAP. Num
cone de luz sdao os raios mais inclinados, com maiores componentes horizontais, que
geram as forcas na direcdo vertical. A parte central do cone, quase toda vertical, gera
forgas restauradoras na direcdo horizontal. Quanto maior a abertura numérica, maior a
for¢a na direcao vertical as custas de uma for¢ca menor na dire¢do horizontal. Armadilhas
em 3 dimensdes s6 sdo obtidas com aberturas numéricas da ordem de 1, tipicamente com
aumentos acima de 60X. Qualquer movimento horizontal observado com objetivas de

40X ou menos sdo, na realidade, de falso trap.

Quanto maior for a abertura numérica, maior € o angulo de abertura do cone de
luz formado. Para que isso ocorra é necessario que o feixe de luz preencha toda a
objetiva, pois se isso ndo ocorrer ¢ como se tivéssemos uma objetiva de abertura

numérica pequena onde ndo poderiamos observar as particulas capturadas figura 36.
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Figura 36. Importancia do preenchimento de toda a objetiva.

3.4 Teoria Optica Geométrica

Feito o estudo intuitivo de como a pinca Optica captura as particulas, devemos
calcular a forca Optica na aproximacdo geométrica. Isso foi realizado levando em
consideragdo todas as refracdo e reflexdes que um raio de luz exerce sobre uma esfera

(figura 37).

PT2R

Figura 37. Reflexdes e refracdes de um raio dentro de uma esfera. Origem das
coordenadas no centro da esfera e o eixo z’ estd na direcao do raio incidente.

L A . L. . o . n P .
onde P € a poténcia devido a um tnico raio com momento incidente igual a — en; é o
c

indice de refracdo do meio.

44



Ap6s esse raio incidir na esfera com um angulo de o, ele sofre diversas refracoes
e reflexdes. E a porcao transmitida interage com a esfera , dando origem a uma série de
raios espalhados que saem da esfera com diversas poténcias sucessivamente menores,
PR,PT?,PT?R,...PT*R". Sendo R e T os coeficientes de reflexdo e transmissdo de

Fresnel. Os angulos dos raios espalhados sdo m + 20, o, a + f3, ..., o +n .

As forgas de um tnico raio sobre a esfera nas coordenadas z’ e y’ sdo:

_m P

-R sin(n+20)+ ), T? R" sin (o +nP)

n=0

F,
4 c

r. = P[I—Rcos(7t+2($)+ZT2 R”COS(OC‘HIB)}

z
¢ n=0

Para realizar os somatérios, as forcas foram descritas no plano complexo através

da transformagdo F, = F, +iF, e assim as somas se tornam séries geométricas e temos:

p=mr 1+ Rexp (20i)—T? exp(iat)
c

c

1 - Rexp(if)
Por simples geometria (figura 36) t€ém-se:

a=2(c—x)

B=r—-2x

sinx=nsinoc

O angulo de incidéncia varia para cada raio, entdo € necessario trocar a origem € 0O

sistema de coordenadas para uma posi¢ao fixa que escolhemos ser o foco do feixe de

laser, figura 38. Escrevendo o dngulo de incidéncia o em funcdo dos vetores 0 ¢ 7
temos que a expressdo final de forca dependerd somente do deslocamento 7 vetor
(varidvel que conecta o foco do feixe ao centro da esfera), o angulo de convergéncia do
feixe (abertura numérica), o raio da esfera, a poténcia do laser (que consideramos ser
igual para cada raio) e o indice de refragdo relativo, todos parametros conhecidos. Usando

a lei dos cossenos temos que,
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© = arccos [l+d2 —(r/a)2/2d} )

— =
onde d=|3 8—7" =a e o deslocamento r =(r siny, 0, r cosy).

b

Figura 38. Troca do sistema de coordenadas e definicao de angulos e vetores.

A forca de todo o feixe conico do laser é obtido pela integragdo F= I FdA / I dA.
Obteve-se o diferencial de integracdo através de r=ftgB, de modo que
rdrde = f2 seczetge d0de conforme Ashkin havia proposto. Aqui corrigimos isso

usando a condigdo seno de Abbe para a qual r= f sen® e rdrdQ= f 2send cosh dode. A

figura 39 mostra a geometria de integracdo do feixe de laser incidente. A expressdo da
forca dptica e seus valores foram obtidos usando Mathematica (Apéndice A).

Fd

Figura 39. Geometria de integragcdo do feixe de laser incidente.
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3.5 Teoria Hidrodinamica e Calibracdo da Pinca Optica

Para garantir que a teoria da optica geométrica funcionava bem foi realizada uma
calibracao da forca dOptica contra a forca hidrodinamica. (Tese de Mestrado de Adriana
Fontes) As forcas Optica e hidrodinamica de uma particula arrastada em um fluido com
velocidade v devem se igualar no equilibrio, e uma pode ser utilizada para calibrar a
outra. A calibracdo mais simples seria contra a lei de Stokes em que a forca
hidrodinamica ¢ dada por F =6muav, onde m é a viscosidade do meio e a o raio da
esfera. Entretanto, o erro por desprezar a presenca das paredes no calculo da forca
hidrodinamica € muito grande. A for¢a hidrodindmica de arraste em uma microesfera em
velocidade constante na presenga de duas paredes é um dos poucos problemas

hidrodinamicos em baixos nimeros de Reynolds suficientemente estudado e o resultado,

6TUa v N ..
H 7, onde A e B sdo os coeficientes

(2]

até ordem de (a/l)3 , € dado por F =

integrais dados por:

3(1-h) "¢
A= (4 )gN(;_l){szﬁ(l—h)[(l—h)x—1]+s3t2(1+h)[(1+h)x—1]+452t2[2(1—h2)x2—2x+1}

+25t2[(3—h2)x—h}+2521{(3—}12)+h}—4st{2(1—h2)x2+2x+1}+s(1—h)[(1—h)x+1]

+t(1+h)[(1+h)x+1:|dx}+9(18_h) [ 24x
0

st—1

2(h-1)(1-h)* ¢
_2(h=D)(-h)" {

S-3) ’Ii{st2[2(1—h)x—1]+s2t[2(1+h)x—1]+st[(4x—1)2+1]+t[2(1+h)x+1]

B (1-h)’ T & 2,34 3,2 I S
+s[2(1—h)x+1]dx} + " E[N(st—l){St (1=h)+5°t% (1+ h) + 2> (8x —4) —st> (8x —2h)

1—]’1)3 +j'>°x2 S+t—2dx

_s2t(SX+2h)+St(SX+4)dX—S(1—h)—t(1+h)dx}_( - =
S —
0
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com N = (st —1)> =16x%st, s=e>"™", t=e>"" | =(1-h)L e b=(1+h)L.

A Figura 40 mostra a geometria do problema, com uma esfera de raio a separada
de uma das paredes pela distancia 1 e da outra b, de forma que a distancia entre as
mesmas € 1 + b, e com a origem das coordenadas no centro da esfera, para facilitar a

aplicacdo das condi¢des de contorno na mesma. A velocidade v da particula é paralela as

paredes.

O

L/

<>

I b

v
b

Y

Figura 40. Esquema do modelo hidrodinamico.

Figura 41 mostra o grifico da medidas da forga Optica, obtida através dos
deslocamentos da microesfera, versus forca hidrodindmica, obtida da velocidade de
arraste. Desse grifico percebe-se a qualidade do modelo da dptica geométrica para a

quantificac@o da forga dptica até limites de centenas de pico Newtons.

100

20

1]

40

Forga Optica (pN)

i

0 0 40 &0 &0 100
Forga Hidrodinamica (pM)

Figura 41. Gréafico da forga 6ptica versus for¢a hidrodinamica.
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A medida da forca dptica foi tdo boa que se decidiu demonstrar que ela agora
pode ser usada para calibrar o modelo da forca hidrodinamica, utilizando valores medidos
da forca Optica para medir o valor da viscosidade de um meio. Assim, os deslocamentos
foram medidos e os valores calculados para forca Optica usado para determinar a forga
hidrodinamica, através da qual foram calculadas as viscosidades e comparadas com 0s

valores tabelados no Handbook de Quimica e Fisica.

20% de glicerina 32% de glicerina

Handbook 1.73cP 2.63cP

Pinga Optica 1.83cP +6% 2.76cP+5%

Tabela 2. Viscosidades tabeladas no Handbook de Quimica e Fisica
e medidas pela pinga dptica.

Esses resultados demonstram, portanto, que o modelo de dptica geométrica é

suficientemente bom para utilizacdo na quantificagao de forgas.
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Capitulo 4

Desenvolvimento de sistema de criacao de um gradiente de
concentracao.

Neste capitulo descreveremos o método de criagdo de um gradiente
unidimensional, onde os parasitas s@o colocados dentro de um canal em uma camara com
dois reservatorios. Uma substancia atrativa ao parasita leishmania amazonensis foi
colocada em um dos reservatérios. Assim, um dos reservatdrios conterd o meio de cultura
e parasitas e o outro o meio de cultura e a substincia atrativa, criando um gradiente de
concentracdo. O desenvolvimento desse método baseou-se na teoria de difusdo, que sera
apresentada brevemente na secao seguinte. Para as medidas vetoriais de for¢a do parasita

utilizou-se um detector de quadrante posicionado apds o condensador do microscépio.

4.1 Difusao

Difusdo € o movimento aleatério de particulas de uma regido da alta concentra¢ao
para uma regido de baixa concentragdo. As particulas difundidas movem-se
independentemente uma das outras. Elas podem colidir freqiientemente com as moléculas
do fluido no qual estdo imersas, mas raramente colidem entre si. O fluido envolto pode
estar em repouso, neste caso a difusdo € o tnico mecanismo para o transporte do soluto,
ou ele pode estar em movimento, neste caso ele carrega junto o soluto. Ambos os efeitos
podem ocorrer juntos.

Primeiro, consideraremos a difusdo do ponto de vista macroscopico e
escreveremos uma equacdo diferencial aproximada para descrevé-la. Obtemos entdo uma
segunda forma da equacdo de difusdo pela combinacdo desta com a equagdo da

continuidade. Depois de discutir brevemente algumas solucdes para essas equacoes,
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olhamos o problema do ponto de vista macroscépico, considerando o movimento
aleatdrio das particulas e mostramos que obtemos os mesmos resultados.

Suponha que o solvente envolto ndo se move. Se a concentracdo do soluto é
completamente uniforme nio existe rede de fluxo. Como muitas particulas vagueiam da
regido A para a regido B, a concentracdo permanece a mesma. Desta maneira existird
flutuagdes locais na concentragdo. Assim se a concentracdo é mais elevada na regidao A
que na regido B, existirdo mais particulas viajando da regido A para regido B do que da

regido B para a A (figura 42).

Regiio B
Processo
de
Difusio
o
Regido A ”#H"T L@
@ F’f '\'\
:ﬂ lk\...-‘. /’ ‘\h
° | ."c" :'- [ Particulas da Regido A
\ Vs .'P' S / migrando para a regido B

Figura 42. Um exemplo de difusdo.

4.1.1 Equacao da Continuidade

Vamos considerar uma regido do espaco delimitada por uma superficie S na
presenca de um fluxo de uma grandeza qualquer. A intensidade de um fluxo é definida

_ quantidade da grandeza

por ‘ i ‘ - e sua dire¢do € definida como a normal ao elemento
area X tempo

—

de superficie que maximiza ‘ i ‘ apenas através de uma rotacdo da superficie, conforme

mostra a figura 43.
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Fguira 43. Superficie S na presenca de um fluxo ‘ 7 ‘ .

A quantidade da “grandeza” fluindo que atravessa um elemento de drea dS por

d grandeza

& =7 -ndS, onde n € a normal ao elemento de

unidade de tempo serd

superficie dS. Se o fluxo se da porque alguma particula transporta a grandeza em questao
esse fluxo pode ser escrito como J = pv, onde p ¢ a densidade da grandeza e v o vetor

velocidade média das particulas que transportam tal grandeza. Em um volume limitado
pela superficie fechada S a quantidade total da grandeza fluindo para dentro do volume

d grandeza

sera: ( Z

) fuxo = —mj -ndS . O sinal menos vem do fato de que a normal é para
N

fora do volume e o fluxo é para dentro. Usando o teorema da divergéncia

- = d d
JlJ -idS = [V-Jdv obtém-se (FETEEEL
N

v

Vo =—[V-T AV .
\ %4

Por outro lado a grandeza pode ser criada ou destruida dentro do volume V

) .. uantidade criada
através de fontes ou sumidouros. Definindo Fonte= q

volume X tempo

quantidade destruida

Sumidouro = , a quantidade da grandeza criada ou destruida no

volume X tempo

d grandeza

volume por unidade de tempo serd ( I

)criada/destrm'da = I[F -S]dv .
v

A quantidade total da grandeza por unidade de tempo devida a fluxos, fontes e

sumidouros, portanto, serd % = —IV . j av + j [F —S]dV . Para um elemento
\ 4 14
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d grandeza

de volume infinitésimal essa equacdo € escrita como =[-V-J+F -S1dV

9 [d grandeza

> av 1=-V-J+F —S , pois a derivada temporal é realizada em um

ou

volume fixo no tempo. Essa equacdo pode ser escrita, finalmente, na famosa forma da

equacao da continuidade:

7z

d grandeza ) )
4 grandeza ¢ a densidade volumétrica da grandeza em questao.

av

onde p =

4.1.2 Primeira lei de Fick

Agora vamos considerar que a grandeza é o préprio nimero da particulas. Entdao

p=C ¢ a concentragdo de particulas. A primeira lei de Fick (Adolf Fick, fisiologista
alemao), afirma que o fluxo de difusdo serd diretamente proporcional ao gradiente de

concentracio J =—DVC . A constante D é chamada de coeficiente de difusdo e tem

~ quantidade
J p . 2
dimensdes de [D]= [ ] = areate:’mp 0 _ area , 2 o MKS, mas
[VC] quantidade tempo s
volume distdncia

2

comumente encontrado nas unidades do CGS. O sinal negativo vem do fato de que

s
o fluxo € direcionado da regido com alta concentracdo para a de baixa concentra¢io, ou

seja, oposto ao gradiente.
4.1.3 Equacao da Difusao

Substituindo a primeira lei de Fick na equacdo da continuidade

0
-DV.-VC + a—f =F —§ , obtém-se a equacao de difusao:
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D ot D

4.1.4 Processo conservativo estacionario em dutos de secao reta constante.

Na situagdo em que o nimero de particulas se conserva nao existem fontes nem
sumidouros, logo F = S = 0. No caso estaciondrio a concentragdo ndo muda com o tempo,

aC . . <
—— =0, embora varie no espaco. Vamos considerar um duto de secdo reta constante

ot
com paredes laterais impermedveis, i.e., ndo hd fluxo pelas laterais (figura 44) . Nesse
caso a quantidade de particulas entrando em uma secao reta de um duto na posicao x; tem
que ser a mesma que sai ha posicao X, ou seja, J1A| = J,A,, ou J; = J, pois A; = A, por

hipétese.

entra sai

X4 X
Figura 44. Duto de secdo reta constante,onde o fluxo que entra € igual ao fluxo que sai.

. C,-C, A

Se J = constante e o tubo tem comprimento total L, entdo: VC = —2—1 = —C e

x,-x, L
AC . . . ) .

J= —DT. A quantidade de particulas que flui por unidade de tempo nesse duto sera:

A0, pAC
At L
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4.2 Camara com Gradiente de Concentracao

Neste trabalho desenvolvemos um sistema de criagdo de gradiente de
concentracdo, construindo a camara da figura 45, constituida de dois reservatérios ligados

por um canal.

Canal ’
. P Reservatirio

Figura 45. Camara desenvolvida para criacdo do gradiente de concentragao.
L, w e d s3o o comprimento, a largura e a profundidade do canal, respectivamente.

Se a difus@o for estaciondria o gradiente serd dado simplesmente por

C,-C,
L

VC = , 0 que é muito conveniente, pois poderemos controld-lo através das

concentracdes nas duas camaras. Entretanto, € necessdrio estabelecer uma relagdo entre as
dimensdes do canal e os volumes das camaras para garantir a condi¢do de difusdo

estaciondria.
4.2.1 Condicao de Difusao Estacionaria

Supondo que a condicdo de difusdo estaciondria seja instantaneamente vélida, as
concentracdes entre as duas camaras tendem a se equalizar com o tempo devido ao fluxo
difusivo. Se esse tempo for muito grande, teremos garantida a condicdo de difusdo
estaciondria. Tomando as concentracoes C, e C; das duas cadmaras em um tempo

arbitrario t a quantidade de particulas fluindo de uma lado ao outro serd

c,-C

A - .
EQ =-0wD T‘ Nesse caso as concentragdes variam no tempo de acordo com o

par de equagdes diferenciais acopladas:
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d;;z :_Dlé:_“:[cz _Cl]
2
ddCl :Dé‘_w[cz _Cl]
t LV,

onde V| e V; sdo os volumes em cada reservatério. Substituindo no sistema acima uma

solugdo do tipo:

C,t)=C,(0)e " +C,, I:l_e—pt:l

Cl )= Cl(O)e_Pt +Ceq |:1_e—pt]

dcC,(t
—dzt( ) - -pC,(0)e"" +pC, e
obtemos: C,(t)—C,(t)=[C,(0)—C,(0)] e"" e
C (t
a¢,@) dlt( ) =—pC,(0)e” +pCeqe_’”

Substituindo de volta no sistema obtemos:

_ _ ow
-pC,(0)e"" +pC, e :—DLV

2

[C,(0)-C,(0)]e™”

~pC,(0)e™ +pC, e = 1)2—“/”[(:2 (0)—C,(0)]e*"

1

O Cq pode ser obtido igualando os p’s das duas equagdes

ow [C,(0)-C, (0)]
LV, [C,(0)-C,]

, ou seja, V,[C, —-C (0)]=V,[C,(0)-C,] que nos
_D ow [C,(0)-C,(0)]
Lv, [C, —C(0)]

leva a média ponderada pelo volumes para a concentracio de equilibrio final

_ V,C,(0)+V,C,(0)

Ce
1 V,+V,

, como era de se esperar de um sistema fechado no qual as

particulas s6 podem sair de V; para V.
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O p, agora, pode ser obtido substituindo o C.qy em qualquer uma das duas

V. [C,(0)-C,(0
equacdes.  Substituindo o termo C,(0-C, = 1l 2‘§-|)-V 10) em
1 2

=D ow [C,(0)=-C, (0] , finalmente obtemos:
LV, [C,(0-C,]

p=p VY.
L Vv,

Percebe-se, portanto, que o sistema entra em equilibrio em um tempo da ordem de

V.V L
L —1"2_ Nocaso V; =V, =V, entio z'=—V.
Déw V, +V, 2Dow

t=1/p, 7=

Desejamos garantir que esse tempo de equilibrio, T, seja muito grande, mas sem
influenciar o gradiente. Portanto ndo se deve variar D e L, mas podemos diminuir d e w e
aumentar V a vontade. Entretanto, existe o limite da “working distance” da ordem de 100
uwm para objetiva de 100X para a espessura, se desejamos poder visualizar qualquer
parasita no canal. Por isso escolhemos 6 = 100um = 0,01 cm. Utilizando os outros
parametros que foram L =2,6 cm, w = 0,3 cm, V = 0,02 cm’ e D = 5x107 cm?/s [46] para
o coeficiente de difusdo da glucose, estimamos que o tempo de equilibrio seria de 4815
horas, ou seja, infinito para todos os fins praticos. Isso garante a condi¢ao de um processo

de difusdo estacionério.

4.3 Medida da Forca Optica

Conforme discutido no capitulo 3, a medida da for¢a Optica serd realizada através
do deslocamento de uma microesfera da sua posi¢do de equilibrio. No passado esse
deslocamento era obtido através da andlise da imagem da microesfera utilizando o
software Image Pro Plus, em um procedimento lento e impreciso. Esse procedimento
seria invidvel, entretanto, para acompanhar o deslocamento muito rdpido de microesferas
ligadas a microorganismos vivos. Por isso optamos pelo esquema de detectar o

movimento através de um fotodetector de quadrante, que detecta a luz espalhada do
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proprio laser de Nd:YAG usado como pinca 6ptica. Esse espalhamento dependerd da
posicdo da microesfera em relacdo ao foco do laser da pinca Optica. Trata-se de um
método muito rdpido, pode chegar a MHz, e barato de deteccio de posi¢do da
microesfera. Ainda tem a vantagem de usar o mesmo laser para capturar a particula e

monitorar sua posicao.

4.3.1 Fotodetectores

Fotodetector de Silicio. O Silicio é um semicondutor com um band gap indireto
com energia de 1.12 eV a temperatura ambiente. Este € o band gap entre a banda de
valéncia e a banda de condugdo. Na temperatura de zero absoluto a banda de valéncia
estd completamente preenchida e a banda de conducdo estd vazia. Os elétrons podem
saltar para a banda de conducdo por absor¢dao de fétons com energias maiores que
1.12eV, que correspondem a comprimentos de onda menores que 1100 nm. Cada f6ton
absorvido cria um buraco na banda de valéncia e um elétron na banda de conducdo.
Ambos os portadores, elétrons e buracos, nas bandas de valéncia e de conducgdo, sdao
portadores livres, capazes portanto de conduzir corrente elétrica. Esses portadores
fotogerados precisam ser transformados em corrente elétrica. Para tanto devem ser
gerados em uma regido em que existe um potencial atraindo os elétrons para uma dire¢do
e os buracos para a outra. Isso € feito gerando os portadores na regiao de uma jun¢do p-n.
O silicio pode ser dopado com doadores, que liberam elétrons livres para a banda de
conducdo, formando um semicondutor dopado tipo n, ou aceitadores, que retiram elétrons
da banda de condug¢do deixando buracos livres na mesma, formando um semicondutor
dopado tipo p. Apesar de existirem portadores livres o semicondutor € neutro pois as
impurezas fixas possuem carga igual e de sinal contrario a dos portadores. Na juncao p-n,
entretanto, os portadores livres difundem para o outro lado deixando uma carga liquida
do outro lado. Esse processo termina quando o campo elétrico criado por essa diferenca
de cargas impede a continuacdo desse processo de difusdo. Na juncdo, portanto, existe
um potencial que atrai elétrons para um dos lados e buracos para o outro. Figura 46

mostra o esquema de um detector de silicio tipico.
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Figura 06. Fotodiodo de Si por difusao planar

Portadores fotogerados nessa regido sdo atraidos para lados opostos e se
transformam em corrente entre os dois eletrodos mostrados na figura 46. Essa corrente
pode ser transformada em um sinal de voltagem através de o amplificador operacional

tipico mostrado na figura 47.

|

—)

R ReSiStor R puy

Amplificador

operacional

Figura 47. Amplificador operacional para transformar corrente em voltagem.
O amplificador operacional mantém as voltagens das portas 1 e 2 idénticas mas

sem deixar corrente fluir entre as mesmas. Nesse caso toda a corrente I que entra na porta

1 € obrigada a passar pelo resistor R gerando a voltagen V = - RI. Os amplificadores
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operacionais também sdo muito Uteis para a constru¢do de circuitos de soma e de

diferenga, mostrados nas figuras 48 e 49.

I= (V,+V,)/R
—

Amplificador
operacional

Figura 48. Circuito de soma utilizando amplificador operacional.

No circuito de soma acima as duas correntes I = V{/R e I, = Vo/R se somam em
R, e a voltagem de saida serd V = - (V| + V3) (R»/R) , proporcional a V;+V,. Fazendo
R, = R a constante de proporcionalidade sera -1.

I=(V,-V,/R
—

I=(V,V,/R
—

Amplificador
operacional

Figura 49. Circuito de diferenca utilizando amplificador operacional.

Ja no circuito de diferenca a corrente serd I, = (V,-V)/R e a voltagem de saida
serd V = - (V, — V)) (Ro/R) , proporcional a V, - V. Fazendo R, = R a constante de

proporcionalidade serd, novamente, -1.
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Responsividade R,

A responsividade de um fotodiodo de Si € uma medida de sua sensibilidade a luz,
e € definida como a razdo entre a fotocorrente I, pela poténcia da luz incidente P em um

I

b
dado comprimento de onda Rk - ? (figura 50).
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Figura 50. Grifico da responsividade do detector utilizado versus o comprimento
de onda.

4.3.2 Detector de quadrante (QPD)

O detector de quadrante utilizado nesta dissertagdao € um disco uniforme de silicio

com quatro fotodetectores iguais e independentes conforme mostrado na figura 51.
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Figura 51. Detector de Quadrante Modelo QP506SD2 da Pacific Sensor Incorporated.
Sensor de quadrante na parte superior do lado direito tem 7,8 mm.

O sinal de cada um desses 4 fotodetores serd proporcional a poténcia do feixe que
incide em cada um deles. Figura 52 mostra um feixe que incide centrado simetricamente

sobre o detector de quadrante. Nesse caso as 4 fotocorrentes serdo iguais.

Feixe

Figura 52. Geometria do sensor do Detector de Quadrante.

Se o feixe de laser se deslocar em relacdo ao centro do detector os sinais serdo
diferentes. Figura 53 mostra o caso em que o feixe se deslocou na vertical e a figura 54 o

caso em que o feixe do laser se deslocou na vertical.
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Feixe

Feixe

Figura 54. Caso onde o feixe de deslocou na horizontal.

Uma forma conveniente de medir um sinal proporcional ao deslocamento da
microesfera nas direcdes x e y €é:

:(SA+SB)—(SC+SD) x:(SB+SD)—(SA+SC)
S, +S;+S-+5, S, +S8,+S.+S5,

onde Sa, S, Sc € Sp sdo correntes geradas por cada um dos quatro setores. Note que a
divisdo pela soma dos 4 sinais evita que flutuacdes da poténcia do laser aparecam como
variacdes de posicdo. Usando os circuitos de diferenca e soma com amplificadores
operacionais essas operacdes podem ser realizadas facilmente, como mostra o esquema
do circuito do detector adquirida da Pacific Sensor Incorporated. Esse dispositivo, que
custou por volta de US$ 200, ja vem tanto com os pré-amplificadores que transformam

corrente em voltagem quanto com os circuitos de soma, diferenca e divisao (figura 55).
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Figura 55. Diagrama do circuito do Detector de Quadrante.

4.3.3 Montagem experimental para medida da forca déptica

A deteccao usada aqui baseia-se na interferéncia do espalhamento da luz sobre a
microesfera [47, 48, 49, 50]. O sinal de interferéncia é monitorado com o QPD
posicionado ao longo do eixo 6ptico em um plano conjugado ao plano focal posterior do
condensador. O padriao da luz impresso sobre o QPD ¢ entdo convertido, em uma saida
diferencial em ambas as dimensoes laterais. Esta abordagem requer a utilizagdo de um
espelho dielétrico posicionado apds o condensador do microscopio. O sistema

experimental utilizado nesta dissertacdo esté representado na figura 56.
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Figura 56. Sistema experimental.

Este sistema requer um alinhamento cuidadoso, pois se o feixe ndo estiver no
centro do sensor poderemos obter leituras erradas do mesmo. Em frente ao detector, que
estd sobre um estdgio de translacdo x e y, foi colocada uma lente de distancia focal 5 cm,
para controlar o tamanho do feixe sobre o detector. Além de dois espelhos dielétricos que
foram colocados apds o condensador do microscépio. Apds o processo de alinhamento
foi necessario zerar o detector movendo dessa forma, o micrometro do estigio em X e y.

Os sinais do detector sdo mandados a um osciloscépio ( Tektronix, modelo TDS 1012).

4.4 Calibracao do detector de quadrante

A calibracdo do detector precisa ser feita para obter a relagdo entre a voltagem que
sai do detector com o deslocamento da microesfera. Para a realizacdo da calibracdo foi
inserido ao sistema experimental da figura 56 um estigio de translacio do microscépio
(figura 57) com o qual moveremos as microesferas com velocidades constantes. Esse

estdgio € equipado com interfaces GPIB/RS232 (saida paralela e serial) e controlado pelo
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Driver Controler Modelo ITL0O9 da Microcontrole através do computador, ele pode

controlar quatro estdgios de translagao.

«— Camera
laser Nd-YAG

%

\

Osciloscépio

Amostra

L1

o Detector

—= Controlador de passos

Figura 57. Sistema experimental usado para realizacdo da calibracdo.

O procedimento para realizagdo da calibracdo consiste no deslocamento da
microesfera de poliestireno de 9um de didmetro na dire¢do x e na dire¢do y, em relagdo
ao feixe de captura. O uso de microesferas com didmetros maiores € necessario, pois
observamos que o parasita se posiciona na frente do feixe de luz da pinga quando preso
em microesferas de diametros menores, causando toda sorte de espalhamento de luz que
que interfere na medida do deslocamento da microesfera. Nas esferas maiores isso quase
nunca ocorre. A calibragdo foi realizado com microesferas presas no fundo de uma
camara de Neubauer (figura 58). Assim, com o motor de passos deslocamos a plataforma

do microscépio, fazendo com que toda microesfera passe pelo feixe da pinga.
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Profundidade 100 um

Fundo quadriculado 50 x 50 um
Figura 58. Ilustracdo da cdmara de Neubauer.

Para controlar o motor de passos construimos um programa em LabView da
National Instruments (figura 59), que foi desenvolvido especialmente para facilitar a
interface computador-equipamentos usando portas GPIB e seriais. Os cddigos sdo
escritos graficamente como se fosse um diagrama de fluxo em que apenas conectamos os
blocos da maneira desejada. A microesfera foi deslocada a uma velocidade lenta, de

1pum/s, para aquisicdo de um grande niimero de pontos no osciloscépio.
! Calibrag3ox_3.vi

[&][@[ui

Figura 59. Programa em LabView usado para deslocar as microesfera.
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O sofware modelo TDSPCS1 do préprio fornecedor do osciloscépio, Tektronix,

foi usado para a transferéncia de dados para o computador (figura 60). No canal 1 (CH1)

do osciloscopio colocamos o sinal na direc@o x e no canal 2 (CH2) o sinal na dire¢do y do

detector de quadrante.

N Screen
JU Capture

Select Instrument

TDS 1012

Get Screen
O

Open

N
\

Save As

Il

Copy to Clipboard

f=

Waveform Get & Send
st Data Capture Settings

B X

. - F"-.,. 4
E Preferences

M Pos: 0,000s SAVE/REC

Setups
‘Waveforms

@ Stop
-

Ref
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‘..
Ret B
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CHZ /7 8.36mV
<10Hz

TDS 1012 - 16:54:03 05/07/06

Modify Note
2 . Tektronix
- /

CH1 500mY  CH2 S00mY M 5.00s

Figura 60. Sofware usado para aquisi¢do dos dados vindos do osciloscépio, para a

calibracio do detector.

Os resultados obtidos da calibragdo do detector na dire¢do x e y sdo mostrados

abaixo nas figuras 61 e 62.
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Figura 61. Gréfico de calibracdo do detector do deslocamento versus o sinal na
direcdo x (Sx).
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Figura 62. Grifico de calibracdo do detector do deslocamento versus o sinal na
direcdo y (Sy).

Com esses resultados nosso sistema de medidas de for¢a ficou pronto para ser

utilizado na caracterizagao da quimiotaxia dos parasitas.
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4.5 Resultados

Inicialmente, preparou-se uma situacdo controle, colocando-se 20 ul de meio de
cultura com parasitas e apenas 20 pl de meio de cultura no reservatério 2. Esperamos
alguns minutos para que o fluxo dentro do canal diminua. Utilizamos uma objetiva 20X
para a visualizacdo das promastigotas de Leishmania amazonensis dentro do canal. A
objetiva de 20X permite a visualizacdo de quase toda a largura do canal e ndo toca a
laminula, evitando perturba¢des ao sistema. Assim, nesta situacdo controle, observou-se

que a maioria dos parasitas deslocava-se de forma aleatéria figura 63.

Reservatorio 2

v

Reservatorio 1

Figura 63. Imagem capturada dos parasitas dentro do canal sem adi¢do de substancia
atratora.
Agora que sabemos como o parasita se comporta sem a presenca de substincias

atratoras, colocamos no 20 pl de meio de cultura com parasitas no reservatério 1 e 20 pl
meio de cultura com adi¢do de glucose no reservatdrio 2. Nesta configuracdo, o parasita
mudou de comportamento, nadando em circulos por trés a cinco vezes seguidos por
tumbling figura 64. Aparentemente, esse protozodrio percebe o gradiente a sua volta ndo
pelo tipico nado retilineo seguido de tumbling da bactéria, mas pela movimentagdo em
circulos seguida pelo tumbling. Pode-se teorizar que ele obtém medida mais precisa da

direcdo do gradiente através do movimento em circulos.
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Figura 64. Imagem dos parasitas dentro do canal em contato com a
substancia atratora glucose.

4.6 Medidas de forca de promastigota de Leishmania
amazonensis

A seguir, medimos o vetor dire¢do da for¢a dos parasitas ao longo do canal na
presenca do gradiente de concentracdo. Nesta se¢do usaremos a camara anteriormente,
para a medida vetorial da forca de parasitas acoplados na microesfera (figura 65) e em
contato com uma substancia de glucose em duas concentracdes. Os deslocamentos dos
parasitas foram obtidos com o espalhamento do laser de Nd:YAG sobre o detector de

quadrante, que estava posicionado apds o condensador do microscépio.

Figura 65. Imagem do parasita acoplado a microesfera
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Cerca de um milh@o de promastigotas foram diluidos em meio RPMI com 10% de
soro fetal bovino na presenca de microesferas de poliestireno de 9 um. Esta solucdo foi
colocada no reservatério 1 da camara (figura 45). Iniciamos o experimento inserindo no
reservatorio 2 uma concentragdo de 0,2% de glucose diluido no meio de cultura. Antes de
acoplar o parasita na microesfera foi necessdrio apagar a luz do microscépio, pois este
prejudica os parasitas, e esperar uns 3 minutos até que a corrente de fluxo parasse. Em
seguida mudamos a concentracdo de glucose para 0.5%, para observarmos se o parasita
responde a essa mudanca.

Para prender o parasita na microesfera iniciamos pela captura da microesfera com
alta poténcia do laser da pinga e a aproximamos de um parasita mantendo-a em contacto
por alguns segundos até que ocorra a adesdo. Nesse momento o parasita nao pode mais
andar em circulos, pois estd preso a microesfera, mas apenas tenta escapar encolhendo
seu flagelo e liberando-o repentinamente. Para medir a for¢ca diminuimos a poténcia do
laser para 25mW, para garantir maiores deslocamentos horizontais provocados pela
leishmania. A poténcia do laser foi medida com um powermeter posicionado apds a
objetiva.

Com o deslocamento da microesfera, o feixe de Nd:YAG ¢ espalhado e detectado
com o detector de quadrante, os sinais tanto em x como em y foram mandados a um
osciloscépio. Para obtermos os deslocamentos usamos as curvas de calibracdo mostradas
anteriormente. Com o uso de um programa em matemdtica 5 (Apéndice A), foi possivel o
calculo da for¢ca que o parasita exerce sobre a microesfera. Medimos os indices de
refracdo das solugdes utilizadas, e percebemos que sdo iguais ao da dgua, 1.33, dentro do
erro experimental. O indice de refragdo dado da microesfera de poliestireno foi de 1.61.
Assim obtivemos todos os parametros necessarios para o célculo da forca, os indices de
refracdo da microesfera, da solucdo, a poténcia do laser e o deslocamento da microesfera.

Abaixo descreveremos os resultados obtidos.

4.6.1 Resultados e discussao

As curvas obtidas com o célculo da forca para a solucao de 0.5% de glucose sao

mostradas na figura 66 e 67.
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Figura 66. Gréfico da forca versus o tempo na direcao y. Com o parasita dentro
do canal da cdmara com uma solugao de 0.5% de glucose no reservatério 2 .
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Figura 67. Gréfico da forca versus o tempo na direcdo x. Com o parasita dentro do canal
da camara com uma solugdo de 0.5% de glucose no reservatério 2 .
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Para esta concentracdo de glucose observamos um elevado valor da forga,
chegando a 7pN, na direcdo x do gradiente de concentracio, enquanto na direcdo y as
forcas de variaram de -2pN até 3pN. As figuras 68 e 69 mostram os graficos obtidos do

calculo da forca para a solugao de 0.2% de glucose, inserida no reservatorio 2.

Direcaoy

Forca (pN)

Tempo (s)

Figura 68. Gréfico da forca versus o tempo na direcdo y. Com o parasita dentro do canal
da camara com uma solugdo de 0.2% de glucose no reservatério 2 .
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Figura 69. Grifico da forca versus o tempo na direcdo x. Com os parasitas dentro do
canal da camara com uma solu¢ao de 0.2% de glucose no reservatério 2 .

Para esta concentragdo observou-se um elevado médulo da forca em média de
15pN na dire¢do x que € onde se encontrava a solucdo de 0.2% de glucose. Ja na direcao
y observamos forcas em média de mddulo variando de -SpN até 3pN. A figura 70 mostra
os gréficos vetoriais das forcas obtidas em x e y para as duas concentracdes de glucose

0,2 e 0,5 % de glucose, estes graficos foram feitos no matemdtica 5.2 (Apéndice B).
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Figura 70. Gréfico vetorial das forgcas na direcdo x e y, a esquerda uma concentragdo de
0.5% de glucose e a direita uma concentracdo de 0.2% de glucose.

Nossos resultados sugerem que a dire¢ao da for¢a e seu moédulo podem também
ser usados para identificar o movimento do parasita. Porque para ambos os casos, onde
utilizou a substancia glucose em diferentes concentragdes, observou-se uma diferenga nos
moédulos das forgas tanto para a dire¢do x como também para a dire¢ao y. O fato de que a
for¢a diminuiu com o aumento da concentracdo de glucose sugere que a taxia, nesse caso,
se deva a diferencas de pressdo osmotica, conforme observado por Leslie [19], e ndo

quimiotaxia.
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Capitulo 5

Conclusao

Nesta dissertacdo de mestrado desenvolvemos um sistema capaz de medir o vetor
forca em x e y de parasitas posicionados em um gradiente estacionario unidimensional de
qualquer substancia. Através da constru¢do de uma camara constituida de dois
reservatorios ligados por um canal, pudemos observar que Leishmania amazonensis muda
sua impulsao na presenga da substincia usada que foi a glucose. O comportamento
observado é melhor explicado por um mecanismo de osmotaxia do que de quimiotaxia.
Com esse sistema construido podemos estudar quantitativamente a taxia de qualquer
parasita frente a qualquer gradiente de concentragdo de diferentes substincias, ou mesmo

de temperatura e outras variaveis.

Préximas etapas:

Para uma melhor quantificacao dos resultados existe a necessidade de considerar
um regime transiente, j4 que nesta abordagem partimos do principio de que o regime
estaciondrio seria alcangado instantaneamente Assim a proxima etapa serd a inclusao do
tempo transiente no sistema. Os cdlculos relativos a inclusdo dessa nova condicdo ja
foram feitos e seguem em anexo no apéndice C.

Uma consequéncia desse novo modelo € a miniaturizagdo da camara, isso
implicaria numa redugao significativa do tempo transiente fazendo com que o regime
estaciondrio seja alcangado rapidamente. As dimensdes do novo dispositivo também
seguem em anexo no apéndice C.

Além do projeto da nova camara constituida de dois reservatdrios e um canal
construiremos novas cadmaras com multiplos reservatérios e canais, investigando assim o
comportamento do parasita frente as diversas concentracdes de substincias

quimioatraente ou quimiorepelentes em um mesmo dispositivo .
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APENDICE A

Programa do matemadtica 5.1 para o cédlculo da forca:

SetOptions[NIntegrate, AccuracyGoal-»2,PrecisionGoal-»2,Workin
gPrecision-3];

v[y_]1:={Sin[¥],0,Cos[¥]};

6[6_,<p_,7_,r_]:=v((Sin[7] Sin[6] Cos[¢]+Cos[6] Cos[y]) *2-

1+41/r~2)+(Sin[y] Sin[©] Cos[¢p]+Cos[6] Cos[¥]);

col6_,0_,¥_,xr_1:=(1+(xr 6[6,0,¥,xr])*2-r*2)/(2 r 6[6,0,¥,r]);

so[e_,w_,w_,r_]:=w/(1-co[6,w,7,r]‘2);

ecl[6_,¢_,¥_,r_]l:=co[6,0¢,¥,r]+I so[6,0,¥,r];

sx[6_,¢_,¥_,r_,n_]l:=n so[6,¢,¥,r];

cx[G_,w_,X_,r_,n_]:=\/(1—sx[6,¢,7,r,n]A2);

ex[6_,¢p_,¥ _,r_,n_]:=cx[6,0,¥,r,n]+I sx[6,¢,¥,r,n];
eal6_,¢_,¥ _,r_,n_l:=(ec[6,0,¥,r]l/ex[6,9,¥,r,n])"2;
eB[e_,w_,x_,r_,n_]:=-1/ex[6,¢,7,r,n]‘2;
Rs[6_,¢0_,¥_,r_,n_]:=(Im[ec[6,¢,¥,r]/ex[6,¢,¥,r,n]]l/Im[ec[6,¢

/¥, rl*ex[6,0,y,r,nl])"*2;
Rpl[6_,¢_,¥_,r_,n_]:=(Tan[Argl[eoc[6,¢,¥,r]/ex[6,¢,¥,r,n]]]/Tan
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[Arg[ec[6,¢,¥,r]l*ex[6,0,¥,r,n]]])"2;

fcle_,o_,¥_,r_,n_,R ]:=14R ec[6,¢,v¥,r]*2-((1-R) "2
ea[e,fp,x,r,n])/(l-R eB[er‘errrrn]);
fz[e_,¢_,¥_,r_,n_,R_]:=Re[fc[6,¢,¥,r,n,R]];

fyle_,¢o_,¥_,r_,n_,R_]:=Im[fc[6,9,¥,r,n,R]];
z[6_,p_]:={-Sin[6] Cos[¢],-Sin[€] Sin[¢],-Cos[6]};

vie_,o_,v_1:=z[6,9]lx(v[y]lxz[6,0]);

Yn[e_,w_,w_]:=y[6,¢,7]/tv(y[6,¢,7]-y[6,¢,71)+0-0001);

fsle_,¢o_,¥_,r_,n_]l:=£fyl[6,0,¥,r,n,Rs[6,¢,¥,r,n]]
ynl[e,¢,y¥]1+fz[6,0,¥,xr,n,Rs[6,0,¥,xr,n]] z[6,0];

fple_,¢o_,¥_,r_,n_]:=£fy[6,0,¥,xr,n,Rp[6,0,¥,r,n]]
yn[6,¢,¥]1+£fz[6,9,¥,r,n,Rp[6,0,¥,xr,n]] z[6,0];

constante[6max_] :=Integrate[ Sin[6] Cos[6], {6,0,6max}, {¢,0,2
Pi}];

ComponenteXQuadrante¢lp2PolarizagaoS[y_,r_,n_,6max_,¢l_,p2_]
:=NIntegrate[fs[6,¢,¥,r,n][[1]] Sin[6]
Cos[©],{6,0,6max}, {¢, 01,92}];

ComponenteZQuadrante¢lp2PolarizagaoS[y_,r_,n_,6max_,¢l_,p2_]
:=NIntegrate[fs[6,¢,¥,r,n][[3]] Sin[6]
Cos[©],{6,0,6max}, {¢, 01,92}];

ComponenteXQuadrante¢lp2PolarizagaoP[y_,r_,n_,6max ,¢l_,@2_]
:=NIntegrate[fp[6,¢,¥,r,n][[1]] Sin[6]
Cos[©],{6,0,6max}, {¢, 01, 92}];

ComponenteZQuadrante¢lp2PolarizagaoP[y_,r_,n_,6max ,¢l_,@2_]
:=NIntegrate[fp[6,¢,¥,r,n][[3]] Sin[6]
Cos[©], {6,0,6max}, {¢, 01, 92}];

ComponenteXPolarizagaoS[y_,r_,n_,6max ] :=(ComponenteXQuadran
teplp2PolarizagdoS|[y, r,n,6max, 0,Pi/2]+ComponenteXQuadrantepl
p2PolarizagadoS|[y, r,n,6max,Pi/2,Pi]+ComponenteXQuadranteplp2P
olarizagaoS|[y, r,n,6max,Pi,3
Pi/2]+ComponenteXQuadrante¢lyp2PolarizagadoS|[y, r, n, 6max, 3
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Pi/2,2 Pi])/constante[6max];

ComponenteZPolarizagaoS[y_,r_,n_,6max_]:=(ComponenteZQuadran
teplyp2PolarizagdoS|[y, r,n,6max, 0,Pi/2]+ComponenteZQuadrantepl
p2PolarizagaoS|[y, r,n,6max,Pi/2,Pi]+ComponenteZQuadranteplp2P
olarizagaoS|[y, r,n,6max,Pi,3
Pi/2]+ComponenteZQuadranteplp2PolarizagioS|[y, r, n, 6max, 3
Pi/2,2 Pi])/constante[6max];

ComponenteXPolarizagaoP[y_,r_,n_,6max_]:=(ComponenteXQuadran
teplyp2PolarizagdoP [y, r,n,6max, 0,Pi/2]+ComponenteXQuadrantepl
p2PolarizagaoP [y, r,n,6max,Pi/2,Pi]+ComponenteXQuadranteplp2P
olarizagaoP [y, r,n,6max,Pi,3
Pi/2]+ComponenteXQuadrante¢lyp2PolarizagaoP [y, r, n, 6max, 3
Pi/2,2 Pi])/constante[6max];

ComponenteZPolarizagaoP[y_,r_,n_,6max_]:=(ComponenteZQuadran
teplyp2PolarizagdoP [y, r,n,6max, 0,Pi/2]+ComponenteZQuadrantepl
p2PolarizagaoP [y, r,n,6max,Pi/2,Pi]+ComponenteZQuadranteplp2P
olarizagaoP [y, r,n,6max,Pi, 3
Pi/2]+ComponenteZQuadranteplyp2PolarizagaoP [y, r, n, 6max, 3
Pi/2,2 Pi])/constante[6max];

(*21/09/2005%*)
SetAttributes[ComponenteXPolarizagdoP, Listable];
a=ComponenteXPolarizagaoP[Pi/2,

1.17

}/2,1.33/1.61,57*Pi/180]
{-0.033}
F=(32* 10~-3*1.33*{0.033})/((3*1078)/10712)
{4.6816}

(*01/2006*)
SetAttributes[ComponenteXPolarizagdoP, Listable];
a=ComponenteXPolarizagaoP[Pi/2,

{
0.17795
}/4.5,1.33/1.61,57*Pi/180]

F=(25* 1074-3*1.33*%{-
0.0109170202005782577°1.6513369257129764,1})/((3*10+8)/10712)

(*F=(P*1.33*{Q})/ ((3*1078)/10712)*)

APENDICE B

Programa do matemadtica 5.1 para graficos vetoriais:
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<<Graphics ' PlotField"
Vec = Table[{{1,2},{-1,2}},{{0,1},{2,3}}];
ListPlotVectorField[Vec]

Table::iterb: Iterator {{0,1},{2,3}} does not have appropriate bounds.
ListPlotVectorField::1lpvf: ListPlotVectorField requires a rectangular
array of vectors or a list of {base, vector} pairs.

ListPlotVectorField[Table[{{1,2},{-1,2}},{{0,1},{2,3}}1]

ListPlotVectorField[{{{0,0},{0.17795,1.95768}},{{0,0},{0.237
353,2.11542}},{{0,0},{0.118603,1.80376}}},ScaleFactor-»None]
=Graphics-=

APENDICE C

Solucio transiente da difusao:

A equacdo da difusdo sem fontes nem sumidouros € dada por:

10
VZC .x, ,Z,t :__C -xa 7Zst
(X, ¥,2,1) Do (X, ¥, 2,1)

N ) . 0 .
Temos duas solugdes aqui, a estaciondria, em que B_C (x,y,z,t) =0, e a transiente, em
t

0 . .
que —C(x,y,z,t) # 0. Para a solugdo transiente pode-se notar que solucdes do tipo:

ot

sink_x | [sink y| [sink_z
C(x,y,z,t)= ’ Core
cosk x| |cosk, y| |cosk_ z

pt

sdo vélidas se p=-D(k; +k’ +k?). Por outro lado impondo que as solugdes laterais
para y e z ndo tenham fluxo nas paredes, i.e.:

iC(x,y,z,t) =iC(x,y,z,t) =0
dy dy

y=0 y=w

iC(x,y,z,t) —iC(x,y,z,t) =0

aZ z=0 aZ =0

Percebemos que apenas as solucdes coseno sdo possiveis, com as restrigdes SIn kyW =0,
j7 ) mrw . ~

ou ky =—,e SIn kz§ =0, ou k, 27. Também percebe-se que a solu¢do com
w
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j =m = 0 ¢é uma constante nio nula. Como vamos depois impor que a funcdoem x =0 e
x = L seja uma constante independente de y e z, a solug¢do constante € a solu¢ao adequada
ao problema, que se transforma no problema unidimensional com solucao do tipo:

sink x )
C(x,t) = e * P
cosk x

X
A solugdo estaciondria é obviamente do tipo C(x,1)=C, [l—z] de modo que a

solug@o mais geral € da forma:

Clx,1)=C,[1- %] + " [A, coskx + B, sin kx]e ™"
k

As condi¢des de contorno sio:
—k’D1t
Para qualquer tempo C(0,t) = C, , logo C, =C, + z Ae que levaa Ax =0.
k
Também para qualquer tempo C(L,t) = 0, logo 0= Z B, sinkL e D que leva a
k

) nw . .
sinkL=0 ou k= T . Dessa forma a solugdo € escrita da forma:
n’z*D

Clx,0)=C,[1- %] +3B, sin(% e U
n=1

t

Falta a condic¢do C(x,0) = 0 para tempo nulo, que leva a:

X nx
O0=C[1-—]+ ) B sin(—x
M= Z ,$in(==x)

. nh7 X
Nesse caso precisamos da série de Fourier: z B, Sm(T x)=-C,|[l1 _z] . Para

n=l1

tanto usamos 0 fato de que
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. NT . Mm% 1 n—m)7x 1 n+m)7x
Sm(T X) Sm(T X)=— Cos[g x]—— COS[Q X] para mostrar

2 L 2
Mx]alx—lj‘cos[@x]a’x = £5

nm

L L
. N7 . Mm% 1
que ! sm(T X) sm(T x)dx _E ! cos| 0

.. mnw
Multiplicando de ambos os lados por Sm(T X)e integrando de zero a L, temos:

L L L
. nxw ..  mnw .. mrx X . mnr

Z B, I sin(—x) sin(——x)dx =—-C, [I sin(—— x) dx — I— sin(— x) dx]
per A L L 0 L o L L
Ou

L L mr |" L x mr |© L %1 mm
> B, =8, =—C,[-——cos(—x) —[-——cos(——x) +—— [—cos(-——x)dx]
= 2 mu L |, m L |, mrylL L

2

£Bm =-C, [- L cos(m”)+ L + L cos(mﬂ-)]z—Coi, portanto B, =—C, —.
2 mnx L mrx m7% L mnx niw

Com isso:

C(x,1) x. 2 sin[nﬂ(z)] nZt
N 1—(=)=—2 Tp
C, (L) T nzz:‘ n ¢’

2
onde 7, =

7D

O tempo transiente para estabelecer o regime estaciondario ¢ dado, portanto, por

L2
T, = 2D pois os termos de Fourier com maiores n’s vao rapidamente a zero.
T
t
C(x,t) x. 2 . X .
= 1= - Ssinlz (D)l
C L L

o

83



t=0,11p t=0,51p
1 1
0,9 4 0,9 1
0,8 0,8
0,7 A 0,7
0,6 - 0,6
go 0,5 A go 0,5 A
0,4 1 041
0,3 0,3
0,2 0,2
0,1 0,1
0 T T T T 0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 0 0,2 0,4 0,6 0,8
x/L x/L
t=1p t=21p
1 1
0,9 4 0,9
0,8 0,8
0,7 A 0,7
0,6 0,6
° °
8 0,5 4 8 0,5
0,4 0,4
0,3 0,3
0,2 0,2
0,1 0,1
0 T T T T 0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8
x/L x/L
t=31p t=51p
1 1
0,9 4 0,9
0,8 0,8
0,7 A 0,7 4
0,6 0,6
S o5 $ o5
0,4 0,4 4
0,3 0,3
0,2 - 0,2
0,1 0,14
0 T T T T 0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8
x/L x/L
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Projeto da camara de difusao:

Queremos o tempo para atingir o regime estaciondrio seja curto mas o tempo para
2

equilibrar as duas concentragdes seja muito longo, ou seja 7, = D <<l e
T

LV
Ty =" <>1L Como a razao entre esses tempos é
2DW o
L2
T_D _ 7[2D _ LW§ _ Vcanal s s 2 s . .
= =T a estratégia clara é diminuir o volume do canal
T LV zV.  rv,
eq - cdmara
2DW o

principalmente através de L, para diminuir 7, , diminuir W e aumentar V camara-
As dimensOes da nova cimara sio:

w (largura do canal) = 0.04 cm

L (comprimento do canal ) = 0.04 cm
V (volume do reservatério) = 0.02 cm’
0 ( profundidade do canal ) = 0.01 cm
Tp (tempo de difusdao) = 9 min.
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