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Resumo:

Neste trabalho usamos uma Pinca Optica para quantificar propriedades essenciais
responsaveis pelo bom desempenho da hemécia na corrente sangiimea. A Pinca Optica
consiste basicamente de um laser infravermelho que, quando focado no interior de uma
particula biolégica de indice de refracao maior do que o do meio onde estd, é capaz de
capturd-la e movimenta-la sem lhe causar danos.Usamos também essa microferramenta
para medir forcas da ordem de piconewtons em microesferas em funcao de seu deslo-
camento e dessa forma realizar uma calibracao de um medidor de forcas da ordem de
piconewtons. Essas aplicacoes sao feitas obrigando hemdcias ou microesferas a se movi-

mentarem em um fluido apropriado com velocidades controladas pelo computador.

Finalmente apresentamos uma outra microferramenta chamada Bisturi Optico. Ela é
composta de um laser pulsado operando no verde com o qual podemos produzir cortes em
paredes e membranas celulares por absorcao de luz transformada em calor. Acoplando
a Pinca Optica ao Bisturi Optico fizemos manipulacdes biolégicas tais como cortes em

paredes vegetais e transporte de organelas entre células.






Abstract:

In this work we used an Optical Tweezer to quantify essential properties responsible
for the efficiency of red blood cells in the blood stream. The Optical Tweezer consists
basically of a infrared laser that, when focussed inside a biological particle, is capable of
capturing and moving this particle with no harm to it. We also used this microtool to
measure forces of piconewton order in microspheres in function of their displacements.
Both, the calibration of the piconewtometer and the elasticity of red blood cells, were
done by moving the trapped object in a field of hidrodynamical forces in viscous liquids

with computer controlled speeds.

Finally we present another microtool, called Optical Scissors. It consists of a pulsed
laser operating in the green range which allowed us to produce cuts and punched holes
in walls and membranes of cells by absorption of light tranformed into heat. By coupling
the Optical Tweezer to the Optical Scissors we succeed in making biological manipula-
tions such as punch holes in vegetable cellular walls to transport organelles between two

neighbouring cells.
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Capitulo 1

Introducao

O laser tem sido um instrumento de trabalho cada vez mais utilizado na drea da
Biologia Celular e Medicina com propdsitos de medidas, diagnéstico e como ferramenta

de manipulacao.

Dentre as varias utilizacoes de lasers nessas dreas, destaca-se o trabalho pioneiro de
Ashkin e colaboradores. Em 1986, eles demonstraram o uso de uma técnica, nomeada
pinga 6ptica, baseada na transferéncia de momento de fétons para capturar particulas
dielétricas [11]. Posteriormente, a partir de 1987, eles aplicaram essa técnica na captura
e manipulagao de particulas biolégicas com tamanhos variando de décimos a centenas de

micra.

A principio, Ashkin utilizou um laser de argonio (A = 514nm). Porém, devido ao alto
coeficiente de absorcao de radiacao no comprimento de onda visivel, esse causava danos
aos organismos vivos levando-os & morte celular [12]. Passaram, assim, a utilizar um laser
Nd:YAG - Neodimio Yttrium Alluminum Garnet (A = 1064nm). Como a maioria das
substincias que compoem o ser vivo sao transparentes ao infravermelho, a absorcao nessa
regiao é pequena e nao hd danos nesses organismos. A partir de entao, a pinca éptica tem

sido utilizada basicamente em duas vertentes: manipulacao direta de microorganismos e



medidas de propriedades mecénicas e de forcas em sistemas bidlogicos.

Como microferramenta de manipulagao, a pinca 6ptica acoplada com outra microfer-
ramenta nomeada bisturi 6ptico ja foi utilizada para inserir DNA no interior de diferentes
tipos de células [1], para conectar DNA ao silicio na tentativa de constru¢ao de uma in-
terface biomecanica [2], para fertilizagoes in vitro [4] e para fusdo de células. O bisturi
optico é fundamental para uma completa manipulagao celular pois é essencialmente um
laser capaz de fazer perfuracoes em paredes e membranas celulares. Como os cortes sao
feitos por transferéncia de calor e nao se pode danificar o material biolégico, usa-se nessa
ferramenta um laser pulsado operante no verde. Geralmente, os tecidos organicos tém

alta absorcao nessa regiao do espectro.

Por outro lado, como microferramenta de medida, a pinga O6ptica ja foi utilizada
para medir e comparar deslocamentos celulares e for¢as de miosinas cardiacas [5], para
caracterizac@o de motores biol6gicos moleculares [3] e rigidez flexural de microtibulos [6],
para medir o comprimento de uma molécula de DNA [7] e a motilidade de espermatozdides
humanos [8], para detectar concentragoes ao nivel de femtomolar de antigenos [9] e para
observar a auséncia de travamento do movimento de rotacao reversa de flagelos motores

de bactérias [10].

Nesta dissertagao apresentaremos aplicagoes da pinga 6ptica e do bisturi éptico, tais
como, manipulacoes em células vegetais, medida de propriedades de membranas de hemé-
cia e medidas de forca da ordem de piconewtons em microesferas. Também apresentare-

mos um tratamento tedrico dos processos envolvidos nessas aplicagoes.

A funcao das hemécias na corrente sangiiinea esté fortemente ligada a sua deformabi-
lidade que é mantida pelas propriedades de elasticidade e viscosidade de sua membrana.
A fim de quantificar essas propriedades simulamos a deformacao dessas células no labo-
ratério. Para isso, capturamos a hemédcia com a pinca éptica, a submetemos a velocidades

constantes e estudamos as forgas eldstica e hidrodindmica que agem sobre a mesma. A



determinacao da elasticidade e viscosidade é muito importante pois a partir de uma ca-
racterizacao de hemaécias normais podemos observar, por exemplo, o quanto as hemadcias
doentes ou o quanto as hemédcias estocadas para transfusao estao com suas propriedades

alteradas.

Para medidas de forcas em microesferas calculamos, tedrica e experimentalmente, as
forcas 6ptica e hidrodindmica atuantes sobre essa particula quando induzida a movimentar-
se em um liquido. Um dos objetivos de medir forcas em microesferas é poder determinar
forgas atuantes em particulas de geometria complexa. O célculo de forgas 6ptica e hi-
drodindmica em objetos que nao sao esféricos é praticamente impossivel. Assim, a
microesfera é usada como um calibrador cuja precisao estd intimamente ligada com a
concordancia entre as forcas que agem sobre a mesma. Do mesmo modo que o centro
da microesfera sofre um deslocamento na dire¢ao contraria ao seu movimento no liquido,
ele também sofrerda quando a microesfera estiver acoplada a particula causadora da forca
que se quer determinar. Podemos usar o deslocamento como uma medida do valor dessa
forga. Afinal, ela é igual e contraria a forca Optica, que por sua vez é calibrada com esse

deslocamento.

Outro objetivo de medir forcas em microesferas é permitir a determinacao de valores
de viscosidades de fluidos em geral. O processo de medida é o mesmo do cédlculo de forcas
de particulas, movimentamos a esfera no liquido que se quer caracterizar e medimos o
deslocamento sofrido pela mesma. Dado o deslocamento temos o valor da forca 6ptica, no
equilibrio essa é igual a forca hidrodindmica que é uma funcao da viscosidade do fluido.
A vantagem desse método com a pinca 6ptica frente a outros é a pequena quantidade de
liquido necesséria para a medida (1pxL). Assim, uma das suas possiveis aplicagoes seria
determinacao de viscosidades de fluidos que nao dispomos em grande quantidade, tais

como liquidos biolégicos.

Finalmente, para a realizacao das manipulacoes em células vegetais desenvolvemos o

bisturi 6ptico, a pinga Optica ja estd em operagao em nosso laboratério desde 1990.






Capitulo 2

Teoria Optica

2.1 Introducao

Neste capitulo desenvolveremos um modelo teérico para a forca que a pinca éptica
exerce em microesferas a fim de usd-lo na comparacao com um modelo hidrodindmico
e futuramente em célculos de forcas em sistemas biolégicos e de viscosidades. Porém,
antes de entrarmos diretamente na questao, é importante termos uma idéia geral dessa

microferramenta.

As pingas 6pticas a laser consistem basicamente em um feixe de laser infravermelho
que, apos incidir perpendicularmente a uma lente, tem seus raios fortemente focados num
ponto interior a uma particula ou amostra. Essas pincas épticas, como jd falado antes,
podem ser usadas para capturar, mover e posicionar uma ampla variedade de células. A
forma mais simples de entender o principio de operacao da “armadilha 6ptica” é examinar
dois raios, um de cada lado de um feixe de laser conico, que se encontrariam no foco se

nao existisse um objeto capturado de indice de refracao maior do que o meio a sua volta.

Para comprimentos de ondas menores do que as particulas aprisionadas, a captura



pode ser entendida a partir da 6ptica geométrica. Essa “armadilha” éptica acontece
devido a transferéncia de momento do féton para o objeto capturado. Pode-se imaginar
o féton como uma particula que ao ter sua trajetéria desviada obriga o objeto que a
desviou a sofrer um recuo na direcao de ﬁ, como mostra a figura la. Os raios a e b da
figura 1b se encontrariam no foco f se nao houvesse uma esfera com indice de refracao
diferente do meio exterior. O desvio desses raios produzem os recuos na direcao F, e
ﬁb, e a combinacao dos dois leva ao recuo na direcao F. Note que o recuo F tende a
obrigar o centro o da esfera a coincidir com o foco do laser f. Dessa forma, um feixe de
laser focalizado cria uma armadilha que mantém o centro das particulas no seu foco. O
mesmo se dd para quando o foco estd em outra posigao (figura 2). Quando o foco do
laser coincide com o centro o, o raio passa sem sofrer desvio e nao hd mais forcas agindo

na particula (figura 3).

a) a

Figura 1: Esquema de captura, foco em z acima do centro o.

Figura 2: Esquema de captura, foco em z abaixo do centro o e foco em x.



Figura 3: Raios passando pelo centro o.

Note, o féton nao tem um momento muito grande, por isso essas forcas somente sao
consideraveis porque a particula é da ordem de micrometros ou menor (para esse tltimo
caso, o modelo 6ptico nao se aplicaria e sim o modelo eletromagnético). De fato, tome

por exemplo um laser de 1W de poténcia. Sendo o momento de um féton pyston = hv/c:

dp  n°fétons __poténcia _ hv
o dt tempo Préton = hv c
(2.1)
poténcia 1w 9
— =>F=— —"=3-10""N.
c 3-10%m/s

Suponha primeiramente uma particula ciibica de 1um de aresta com densidade igual
a da dgua, ou seja

kg e\ 3 _
m = 103% x (1079)"m® = 10 kg (2.2)
a aceleracao feita pelo laser nessa particula é entao

F  3-10°N
a=—
m

_ _ 6 2 _ 5

onde g é a aceleragao da gravidade. Suponha agora uma particula cibica de 1mm de

aresta, temos

k 3
- 103% x (107%) " m® = 10~kg (2.4)



F
a = —=3-107m/s*=3-10"2-4. (2.5)
m

7

Dessa forma fica claro que a aceleracao causada pela forca do laser s6 é consi-

derdvel para particulas microscopicas. Para particulas macroscépicas essa aceleracao

D

desprezivel e nao é possivel capturar e mover a particula. Na prética essa forca 6ptica

ainda menor que 107N, da ordem de dezenas de piconewtons.

[N

E também importante dizer que estamos exemplificando o funcionamento da pinca
optica com dois raios do laser mas na realidade é um cone de raios que incide na
particula. Independentemente da posicao do foco, a expressao para a forgca é sempre

obtida somando-se as contribuicoes de cada raio.

Os raios, quando focados, permitem nao sé que a particula fique presa somente com
a acao do laser, como também que movamos a particula nas trés dimensoes. Caso os
raios nao fossem focados terfamos um falso trapping (ver figura 4 e 5), que na verdade
s6 prende a particula se houver uma forca contrdria a do laser agindo sobre a mesma.

Devido a essa forga contraria s6 podemos movimentar o objeto em duas dimensoes.

Figura 4: Falso trapping, raios simétricos em z.



Fy+Fp P Fo  F +Fp

Figura 5: Falso trapping, raios antisimétricos em z.

A explicacao acima exemplifica claramente como a particula é presa, mas na reali-
dade, mesmo na aproximacao geométrica, os raios de laser nao sao s6 transmitidos como
também refletidos e retransmitidos varias vezes no interior da particula. Portanto a fisica
do problema nao é tao simples e é isto que vamos mostrar a seguir. Se nao considerarmos
esse processo de sucessivas reflexoes e transmissoes, a teoria nao permite obter resultados

quantitativos préximos aos experimentais.

Calcularemos as forgas que agem em uma amostra esférica. Teoricamente, pode-se
considerar essa amostra como uma regiao esférica de indice de refracao distinto do meio
que a circunda. Apds atravessar a lente, o feixe convergente para o foco, localizado no
interior dessa amostra, pode ser descrito como um conjunto de vetores na regiao conica
definida pela lente e o foco (figura 6). A dire¢ao do eixo desse cone é a mesma que a do

feixe incidente na lente.
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2.2 Modelo Tedrico

Dadas as diregoes do feixe incidente e do segmento que une o centro da amostra ao
foco, podemos usar um sistema de coordenadas conveniente (ver figura 6). Assumiremos
como z a primeira dessas direcoes, e que o plano xz contém o segmento dado. Fixando
a origem no foco e usando coordenadas esféricas (p, 6, ), o cone do feixe convergente
estd contido numa regiao determinada por 0 < 6 < 6,,,,. Nesse contexto, consideramos
um raio como sendo um diferencial df dy nessa regiao, cuja poténcia é proporcional
a drea na superficie da lente que esse diferencial abrange. Essa drea é proporcional a

tan @ sec® 0 df de.

Figura 6: Feixe do laser, sistema de coordenadas e esfera.

De fato, podemos descrever algebricamente a superficie da lente usando o sistema

de coordenadas adotado, e dessa forma tomar um elemento diferencial de drea nessa
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superficie. Sendo f a distancia focal, um ponto genérico na superficie da lente faz parte

do conjunto
{(psin@ cos @, psinfsin @, pcosd) tal que pcosd = f, 0 < 0 < O,00} (2.6)
ou ainda,

(psinf cos g, psinfsinp, pcosh) = (f tanfcosp, ftanbsine, f). (2.7)

Diferenciando em relacao a 6, resulta o vetor
(f sec® 0 cos pdf), fsec? @sin @dh, O) (2.8)

que tem comprimento f sec? 6df.

Na diregao ¢, a diferencial é
(—ftan@sin pdp, ftandcosedyp, 0), (2.9)

que tem comprimento f tanf6dep.
Assim, o elemento de 4rea é dado por f?tanfsec? df d.

Calcularemos entao primeiramente a for¢ca devido a um tnico raio de poténcia P e
momento incidente (por unidade de tempo) dado por nyP/c, onde n; é o indice do meio.
Ap6s incidir na superficie da microesfera dielétrica com um angulo o em relagao & normal,
esse ¢ parcialmente refletido e parcialmente refratado. A porcao transmitida interage
com a superficie interna, dando origem a uma série de raios espalhados que emergem da
amostra com poténcias sucessivamente menores. Portanto, do raio incidente resultam
raios emergentes com poténcias PR, PT?, PT?R,..., PT?R", etc. As quantidades Re T

sao os coeficientes de reflexao e transmissao de Fresnel. Na figura 7 é esquematizado esse
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processo. Denotamos por x o angulo de refracao.

PT2R

Figura 7: Esquema de reflexoes e transmissoes.
Em relagao ao raio incidente, os d&ngulos dos raios espalhados sao 7+ 20, o, a+ 3,...,
a+ npf, etc.

Assim, de acordo com o sistema de coordenadas (y/, 2’) na figura, obtemos as seguintes

expressoes de forga:

P o
F, = an [1 — Rcos (m+20) + Y _ T*R"cos (a + nﬁ)] , (2.10)
n=0
an > 2 pn
F, = — —Rsen(m +20) + > T?R"sen(a+np)| . (2.11)
n=0

Essas forcas podem ser descritas no plano complexo como F, = F,, + iF). Nessa
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forma, a soma em n é uma série geométrica, e temos

P = % (1 + Rexp (2io) — T2 exp (iat) [1 _ Relxp <zﬂ)D | (2.12)

Pela figura 7 também obtém-se a = 2 (0 — ) e § = m — 2x por simples geometria.

Sendo ny o indice de refracdo da microesfera e n = ny/ny o indice relativo. Temos,

pela lei de Snell, senz = nseno. Como 0 < z < 7/2, vale cosx = /1 — sen? z.

Dessa forma, os dngulos z, a e # dependem do dngulo de incidéncia . Na verdade,
basta explicitar as dependéncias entre as exponenciais complexas desses angulos. A saber,

essas sao dadas por

N2
expia = <exp Z,J> (2.13)
exp iz
e
expifl = — (expiz) °. (2.14)

Cada uma dessas forcas (F,/, Fy/) é dependente da polarizacao devido aos coeficientes
de Fresnel. A reflectancia R e a transmitancia 1" sao obtidas considerando-se um laser
linearmente polarizado incidindo obliquamente em uma superficie. Se o laser estiver

polarizado paralelamente ao plano de incidéncia, R e T' sao dadas por

B <tan(a — )

2
= tan(0_+x)> eT,=1-R, (2.15)

Por outro lado, se o laser estd polarizado perpendicularmente ao plano de incidéncia,

ReT sao

_ (sen(x — o) 2e L
R, = (—Sen o g)> T,=1- R, (2.16)

Assim, R e T sao também fungoes do angulo de incidéncia o.
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Obtida a forga F. no sistema (y/, '), é preciso escrevé-la no sistema de coordenadas

(2,9, 2).

Consideremos o centro da esfera no plano xz (figura 8) a uma distancia r (0 <
r < 1) do foco e a um angulo v com o eixo z ou seja, na posicao dada pelo vetor

(7= rsen-,0, cos~).

Figura 8: Parametros e sistema de coordenadas.

Cada raio no cone é descrito pelas coordenadas (6, ¢) que determinam a sua diregao.
Variando € de 0 a 0,4, € ¢ de 0 a 27, todos os raios sao considerados. O angulo de
convergéncia 6,,,, estd relacionado a abertura numérica da objetiva pela relacao NA =

D/2f, onde f e D sao a distancia focal e o didmetro da lente.

Fixemos um raio na diregao (¢, ). Sendo 6 o vetor nessa diregao que liga o foco ao
ponto de incidéncia do raio na superficie, temos ‘5 — W = a (a é o raio da esfera). Essa

equacao determina unicamente o médulo do vetor . Para

& = (dcospsin b, dsin psin 6, d cos ) (2.17)
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resulta
B 2 2 )
d = /1- - + - (sen~ysen 6 cos ¢ — cos~y cos0) (2.18)
- <£> (senysenf cos p — cosycosf) .
Pela lei dos cossenos, )
1+d*—(r/a) . (2.19)

COSO0 = 2

Sendo 0 < o < 7/2, vale seno = /1 — cos? g, e esse angulo fica bem determinado

como funcao dos médulos r e d. Temos determinadas entao as forgas F, e F)/ para o

raio em (6, ).
Da forma que sao definidos os versores 2’ e ¢/, vemos que Z’ estd na direcao e sentido

do raio incidente, e ¥’ é perpendicular a esse e contido no semiplano determinado pela

direcao de 7.

Os versores 2" e y' escritos no sistema (z,y, z) sdo entao dados por

2" = (—cospsenf, —senpsen, — cos ) (2.20)
¢ N, Y,
V= é/ - E?i §§| (221)
Desse modo, a forca resultante para o raio em questao é
(2.22)

F=(ReF,) %+ (ImFE,)y.
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A forca total devido ao feixe é calculada pela integral

P J, Ftanfsec® df dy
Jo J,, tan O'sec 0 db dp

(2.23)

Aqui, foi considerada a dependéncia da poténcia (e consequentemente da forga) de
cada raio com a drea que ele abrange na superficie da lente. Dessa forma, a integral pode

ser entendida como

i A
F :ffW' (2.24)

Foi elaborado um programa computacional no Mathematica para integrar numerica-
mente a expressao da equagao (2.23) (ver apéndice). Isso foi feito de forma a poder variar
os parametros v, n e r para que possamos nao sé analisar o comportamento de F como

também obter valores numéricos de F dadas as condicoes experimentais.

2.3 Resultados Numéricos e Conclusoes

Nos graficos abaixo nao levamos em consideracao o fator niP/c pois é constante e

claramente nao terd influéncia no comportamento desses.

Assumiremos, os valores r = 0.5, v = 7/2, n = ny/ny = 1.33/1.61 € Opor = 66°
(NA = 1.25) para quando nao estiverem variando ou quando néo mencionarmos o uso
de outros valores. Escolhemos ny = 1.61 pois esse é o valor do indice de refracao, para
A = 1064nm, das esferas que usaremos nas medidas (n; é o indice de refragao da dgua).
Também escolhemos 6,,,, = 66° porque esse é o valor do dngulo de convergéncia da
objetiva do nosso microscépio. E por fim escolhemos a polarizacao vertical ao plano de
incidéncia pois esse é o caso do nosso laser. Os outros valores foram escolhidos arbitra-

riamente.
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Primeiramente fizemos o grafico da figura 9 das componentes F, e F, da forga éptica

em funcao de 7.

-0 025

-0.075 FX F.

-0.125 ¢

0 20 40 g0 20
Y (graus)

Figura 9: Gréfico das componentes F, e F, em fungao de .

Analisando a figura acima vemos que a componente z da forga é grande paray =0 e
diminui conforme + aumenta, mas nao é nula para v = 90°. J4 a componente x da forca
tem comportamento contrério, é zero para 7 = 0 e aumenta até atingir seu valor maximo

quando v = 90°.

Para entendermos porque esse comportamento é correto, vamos olhar para as equagoes

(2.10) e (2.11) das expressoes de F./, F, e para as figuras 10, 11 abaixo.

Essas figuras, mostram respectivamente as diregoes das forgas F,y e F,, (de acordo
com a defini¢do de 2’ e ¥’ dada na figura 7) para dois raios se encontrando simetricamente
em f. Na primeira figura o foco estd no eixo z (v = 0) e na segunda o foco estd no eixo

x (v =90°).

Embora R nao seja zero e tenhamos contribuicoes de F./ e F), para as componentes

z e x da forga, o comportamento em v = 0 se justifica. Afinal F}, é sempre maior que
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F,: e as contribuicoes de F,, em x se cancelam resultando em apenas uma componente

da forca nao nula: F.

Por outro lado, o comportamento em v = 90° justifica-se porque, embora as con-
tribuigoes de F,, se cancelem em z, as contribuicoes de F,, nao se cancelam e temos
ainda uma forca em z. Isso ocorre justamente porque o coeficiente de reflexao R nao é
nulo. Se R fosse nulo, o termo constante da equacao (2.10) (que é igual a 1) se cancelaria
com o termo de transmissdo T2 e F,/ seria nula mas F,, nao. Isso resultaria numa forca
total na direcao z. Mas como R nao é nulo, o termos positivos nao cancelam os termos

negativos em (2.10) e a forga resultante é uma combinacao de F), e F,.

eixo do feixe

raio

Figura 11: Esquema para vy = 90° (foco no eixo x).
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Depois fizemos o grifico das componentes F, e F, da forca éptica em funcao da

distancia centro-foco r.

K
0.05 |
0.1}
Fx
-0.15 |
0.2
0.25 |
0.3

=
=

.2 0.4 b.e 0.8

Figura 12: Gréfico das componentes F, e F, em funcao de r.

Analisando esse gréafico vemos que tanto F, como F, aumentam quando r aumenta.
Note que a componente F, nunca é nula, mesmo quando r = 0. Isso é por causa das
reflexoes e é intuitivo pois elas sempre vao empurrar a particula. Na figura 13 podemos
observar esse fato. As componentes horizontais dos primeiros raios refletidos se cancelam
por simetria mas as componentes verticais nao, entao sempre haverd uma forca em z

agindo na particula.

raio e raio refletido raio e raio refletido

LN

Figura 13: Reflexoes para r = 0.
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Para finalizar a andlise fizemos o grafico das componentes F, e F, da forca 6ptica em

fungao do indice de refracao relativo n = ny/ns = nfiuido/Mes fera-

Figura 14: Grafico das componentes F, e F, em funcao de n.

Analisando esse ultimo gréfico vemos que ambas as componentes F), e F, diminuem
quando n aumenta. Esse comportamento ja era esperado pois quanto maior n mais perto
o indice de refracao da esfera estd do indice de refracao do meio em que ela estd, e quanto
mais perto estao esses indices de refracao menor deve ser a forga. Isso é coerente porque
quando os indices (do meio e da amostra) sdo iguais, os raios passam pela esfera sem

sofrer desvio, nao ocorre reflexao e conseqiientemente nao ha forca.

Em [11] Ashkin faz um modelamento totalmente geométrico da forca e discute o
seu comportamento quando variada a posicao do foco e o indice de refracao. O nosso
modelo é diferente do proposto por Ashkin e tem um tratamento mais simplificado para a

polarizacao, entretanto os nossos resultados estao completamente coerentes com os dele.



Capitulo 3

Teoria Hidrodinamica

3.1 Introducao

Neste capitulo desenvolveremos a teoria eldstica e hidrodinamica que serd a base para
a obtencao das propriedades de elasticidade e viscosidade de membranas de hemécias.
Essas propriedades caracterizam a deformacao da célula que é causada pela forca hidro-
dindmica atuante na hemaécia quando movimentada a uma velocidade constante em um
liquido com o auxilio da pinga 6ptica. Note, aqui a forca Optica sé é utilizada para

movimentar a célula.

Também desenvolveremos a teoria hidrodindmica para microesferas que serd a base
para a comprovagao do modelo 6ptico. Lembre que quando movimentamos uma esfera
capturada pela pinca 6ptica a uma velocidade constante em um fluido, forcas éptica e
hidrodinamica agem sobre a mesma. No equilibrio essas forcas sao iguais. Assim se o
modelo tedrico e hidrodindmico forem adequados, elas deverao coincidir experimental-

mente.

Nos experimentos, as hemédcias e microesferas estao em um fluido que estd delimi-
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tado pelo fundo da cAmara de Neubauer (lamina com 100um de profundidade) e pela
laminula. Entao, o primeiro passo para o desenvolvimento das teorias hidrodindmica
dessas particulas é analisar o comportamento desse liquido. As hemédcias e esferas sao
acrescentadas a fluidos diferentes, mas veremos que o comportamento deles serd o mesmo.
De fato, qualquer fluido que estiver entre o fundo da lamina e a laminula sempre terd o

mesmo comportamento, ou seja, estard no mesmo regime de escoamento.

Para a velocidade que usamos, da ordem de 200um /s, o fluido contido na cAmara de
Neubauer pode ser considerado imcompressivel, pois um liquido s6 é compressivel quando
a velocidade a que estd submetido ¢ maior que a velocidade do som (340m/s no ar) nesse

meio.

Considere um fluido formado de varias camadas com velocidades constantes em x (ver
figura 15). Quando em regime viscoso, as camadas exercem entre si uma forca tangencial
a direcao da velocidade do fluido, fazendo com que cada uma dessas tenha uma velocidade

diferente em z.

Figura 15: Esquema de camadas de um fluido viscoso.
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Considere agora a camada AB com velocidade v (z,2;) = u constante em z. A
camada C'D com velocidade v (z, 21 + Az;) = u + Au e a camada EF com velocidade
v(x,z1 — Az) = u — Au, exercem uma forga igual e oposta em AB. Assim, ndo ha
somente uma pressao agindo sobre essa e outras camadas do liquido. Ha também uma

tensao interna 7.

A tensao T é conhecida como agao viscosa e é dada por:

dv

. 3.1

N (3.1)
onde 71 é definido como coeficiente estatico de viscosidade do fluido.

Como toda tensao é forga/area, a camada arbitrdria AB também sofre uma forga

F' expressa por:

dv dv
Fap =Fcp — Fgr = |7 <d_> -7 <d_> Az y. (3.2)
< z1+A0z Z z1—ANz1
Se Az for muito pequeno,
d dv d*v
Fap=—|(n— ) DxlAyAz =n—~Nx Ay .
A dz(ndz> zlylz =n—-Dalylz, (3.3)

onde nd*v/d?z é a forga viscosa por unidade de volume.

Caso v tenha componentes nao constantes nas coordenadas x, y, z, a tensao T e a

for¢a F' por unidade de volume serao:

T=nV-U e = V7. (3.4)

<!

Um liquido, no qual T e a forga viscosa sao dadas pelas expressoes acima, é chamado

fluido Newtoniano.
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Nao é preciso que os liquidos tenham viscosidade grande para sofrerem forcas viscosas.
Fluidos com viscosidade pequena, se estiverem delimitados por bordas, também podem
estar em regime viscoso. Para decidir em qual regime estd o liquido, analisa-se o nimero

de Reynolds R e o tamanho da camada limite 0.

Considere que u é a velocidade de uma camada do liquido, L é a distancia entre as

bordas que o delimitam e p é sua densidade, o nimero de Reynolds é definido por:

r=2= (3.5)

Um fluido sofre a acao de forgas viscosas bem como de forgas de inércia ocasionadas
pela translacdo. A forca de inércia é da ordem de mu?/L e a forca viscosa é da ordem

de nuV/L? = mnu/pL?, entao

(3.6)

termo inercial mu’/L Y\ (R)
mnu/pL? ) '

termo viscoso
Assim, o nimero de Reynolds é importante porque diz o quanto a forca viscosa é maior
ou menor que a inercial. Quando R é pequeno, o termo do denominador da equacao é
grande e o fluido estd em regime viscoso. Quanto menor R, mais viscoso é o regime.
Por outro lado quando R é muito grande, o termo inercial da equagao também é muito

grande e o fluido estd em regime turbulento.

O tamanho da camada limite ¢ é a distdncia de L a partir da qual nao existe mais

gradiente de velocidade (ver figura 16) e é dada por:

(3.7)

sl=
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¥ ¥ ¥ ¥ ¥

[ ——

W=D O(x)

Figura 16: Camada limite.

De acordo com a expressao acima, a estimativa de 6 s6 é necessdria e importante
quando o nimero de Reynolds R é grande. Para valores grandes de R, o tamanho da
camada limite é menor que a distancia entre as bordas L. As forgas viscosas sé atuarao

na porc¢ao do fluido que estd a uma distancia 6 de uma das bordas.

Para determinarmos o nimero de Reynolds e o tamanho da camada limite para o nosso
experimento, consideraremos os maiores valores de p, u € o menor valor de n usados nas
medidas. Essa escolha maximiza os parametros R e §. A densidade é p = 1.12g/cm?, a
velocidade é u = 350um/s e a viscosidade é n = 2.85 centipoise. O valor de L é fixo e
vale 100pum. Entao,

R <0.025 e 6 > 630um. (3.8)

De posse dos valores do nimero de Reynolds R e da camada limite 6 podemos concluir
que todos os fluidos usados nas medidas estao em regime viscoso. Também podemos
concluir que devido a velocidade u e a distdncia entre as bordas L serem sempre muito
pequenas, R é pequeno e qualquer fluido que estiver delimitado entre o fundo da lamina

e a laminula estard em regime viscoso.
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Nos experimentos, o valor de u usado nas estimativas acima é tanto a velocidade
da particula capturada como a velocidade da camada de fluido adjacente a ela. Como
veremos a seguir, a camada de liquido com maior velocidade é sempre a mais préxima

ao objeto que estd sendo capturado e movimentado.

3.2 Modelo Teérico para Hemacias

Como ja dissemos anteriormente, as propriedades de elasticidade e viscosidade de
membranas de hemédcias sao determinadas a partir da deformacao sofrida por essa célula
quando submetida a velocidade constante em um fluido. Entao para obtermos essas
propriedades, antes de mais nada, é necessdrio desenvolver um modelo para as vdrias
forgcas atuantes na mesma. Para isso, assumiremos a hemdcia como duas superficies
planas retangulares, distantes Z; do fundo da lamina e Z; da laminula. Podemos fazer

essa consideracao porque o comprimento da hemadcia é muito maior que a sua largura.

o]

Figura 17: Hemadcia entre a lamina e a laminula.

Do ponto de vista fisico, tanto faz capturar a hemécia e movimentar as paredes
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da ldmina e laminula, como deixar essas paredes em repouso e movimentar o glébulo
vermelho capturado. Assim, consideraremos que a hemédcia se move a uma velocidade

constante u contra um fluido viscoso delimitado por bordas em repouso.

A equacao de movimento para um liquido é chamada equacgao de Navier-Stokes e é

dada por:

- 2
m% = —m(5-V)5 - %Vp+ N

+mg+ forgas complementares, (3.9)

onde m (7 - V) ¥, mnV>7/p e mg sdo respectivamente as forcas de inércia, viscosa, peso.
A forga mVp/p é devido a pressao p no fluido. As forgas complementares podem ser

elétricas, magnéticas, etc.

A forga de inércia pode ser desprezada porque o niimero de Reynolds R é pequeno.

O peso é cancelado pela for¢a complementar de contato liquido-lamina e a velocidade é

independente do tempo. Como as camadas do fluido se movem com velocidade constante
na direcao x, ficamos com: ,

%Z_z _ ?%, (3.10)

A equagao diferencial acima, com as devidas condigoes de contorno, fornece as ex-

pressoes para a pressao p e a velocidade v do liquido. Assim, a forca que o liquido faz

em uma ou outra superficie da hemécia é:

Fo <p (2) = po + n%) A, (3.11)

onde p, é a pressao inicial e A é a aréa.

A equagao (3.10) foi resolvida por separacao de varidveis e as seguintes solugoes foram

obtidas:

p(x) = pot+azxe



28

bexp (az) se a >0
v(z) =4 cexp(—az) sea<0 - (3.12)
d+gzsea=0

O fluido entre uma das superficies da hemdcia e a lamina/laminula se movimenta
conforme o escoamento de Couette, ou seja, a velocidade desse liquido varia linearmente

de 0 até u (ver figura 18).

-~ -

W
u
v=usT | |
?ﬁjelomdade do fluido
zZ

~ /

Figura 18: Escoamento de Couette.

Desse modo, a unica solugao possivel para v (z) é quando a = 0. Como, v (0) =0 e
v (Z) = u, temos que

u

p=poev(z)= 7 (3.13)

S6 para lembrar, no nosso modelo existem quatro superficies envolvidas, duas do
glébulo vermelho, uma da camara de Neubauer e outra da laminula (veja figura 17).
A parcela do liquido que ocupa a regiao Zs, faz uma forca F; = nuW L/Z; no plano
inferior da hemadcia e a parcela que ocupa a regiao Z; faz uma forca Fy = nuWL/Z; no

plano superior. E claro, as superficies do glébulo vermelho se movimentam com a mesma
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velocidade u. Portanto, a for¢a hidrodinamica total agindo sobre a hemédcia é

1 1 L
Fhridgro = nuiW L < > = Ay (3.14)

J— _|_ R
Zl ZQ Zeq ’
onde 7 é a viscosidade do fluido no qual a célula estd presente, ou seja, o plasma sangiiineo.

Devido a essa forca hidrodindmica, a hemacia se deforma criando uma forca eldstica

igual e contraria dada por:

Frtas = KAL = K (L — L), (3.15)

Podemos pensar na membrana da hemdcia como um arranjo microscépico de molas
de constante eldstica k. Esse arranjo é tal que na direcao de deformagao essas molas estao
ligadas em série e na direcao perpendicular estao ligadas em paralelo. Numa associacao
de n molas em série, a constante eldstica equivalente ¢ K = k/n. Por outro lado, numa
associacao de m molas em paralelo K = mk. Assim, a constante eldstica total desse
arranjo ¢ K = mk/n. Como n é proporcional ao comprimento L da hemécia e m é

proporcional a sua largura W. Temos

w
fElast = Mf (L — Lo) s (316)

onde a constante de proporcionalidade p é a elasticidade intrinseca do glébulo vermelho.

No equilibrio, as forcas hidrodinamica e eldstica se contrabalancam, ou seja,

W nuW L nL?
—(L—L,) = L=1L, . 1
pr ) 7o Tz (3.17)

A equagcao acima prediz o comportamento linear da deformagao AL (L—L,) em fungao
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da velocidade. Medindo o comprimento L podemos fazer um grafico cujo coeficiente
angular a serd usado no célculo de p,
nL? nL’

o= — = =
WZeq H 0 Zeq

(3.18)

Assim de posse dos valores de 1 e Z,, a elasticidade da hemdcia fica bem determinada.

A equagdo (3.17) também prediz um comportamento nao linear com Z,, (ou com Z;)

que nés também iremos provar no trabalho experimental.

O modelo acima aplica-se ao caso estaciondrio, onde a somatoria das forcas que atuam
na célula é nula. Obviamente, tanto nos estdgios iniciais antes de se completar a defor-

macao, quanto nos finais antes de retornar completamente & moforlogia inicial, temos

uma situagao dindmica onde nao existe equilibrio de forgas.

Durante essa situagao nao estaciondria, a membrana da hemdcia sofre resisténcias
viscosas ocasionados pelo citoplasma, pelo meio extra-celular e pela sua prépria estru-
tura interna. Evans e Hochmuth [16, 18], demonstraram em um de seus artigos que para
efeitos rdapidos, tais como a volta da célula para o repouso, as dissipagoes no meio ex-
terno e citoplasma podem ser desprezadas frente a dissipacao na prépria membrana. Eles
também demonstraram que nessa situacao de nao equilibrio, a membrana do glébulo ver-
melho se comporta como um oscilador super-amortecido e volta a posicao inicial segundo

uma exponencial decrescente com o tempo, na forma,

—t
L=L,+ALexp (—) , (3.19)

T
o parametro 7 definido como 1,,,.,prana/ 1+ € chamado tempo caracteristico, onde 7,,cmbrana
¢é a viscosidade da membrana. Medindo o tempo ¢t e o comprimento L podemos fazer
o grafico da equacdo acima, extrair o valor de 7 e n,..,, . . E importante ressaltar

que como a membrana da hemédcia tem um comportamento sélido-liquido, a viscosidade
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intrinseca da membrana tem unidade diferente (poise - em) de comuns viscosidades de

fluidos (poise).

3.3 Modelo Hidrodindmico para Microesferas

Nesta secao, obteremos a for¢a hidrodindmica que age em uma microesfera submetida
a uma velocidade u, constante em x, contra um fluido viscoso delimitado por bordas em
repouso. Abordaremos, primeiramente, a questao geral de uma esfera com velocidade
com componentes constantes nos eixos x, y, z. Depois, no momento apropriado, faremos
a particularizagao para o nosso caso. Como ja dissemos, a determinagao dessa forga é

importante pois serd usada na calibracao da pinca éptica.

Essa particula estd nas mesmas condi¢oes experimentais que a hemécia, entao, nova-
mente a equacao de movimento do fluido circundante tem apenas componentes viscosa e
inercial. Assim,

Mgp = Mgy g = VP, (3.20)

P P Ui
Calcular a forca hidrodindmica para uma microesfera é um processo complicado de-
vido & influéncia que as bordas exercem sobre o liquido no qual ela estd presente e
a simetria do problema. Por isso, usaremos um procedimento chamado “Método das
Reflex6es” [29] para resolver a equagao diferencial acima. Devido a sua linearidade, o

primeiro passo para a solucao é separd-la em trés outras equagoes,

Op
U = — 21
nvVU E (3.21)
Op
2 — —_—
nvVVvV = By
dp
2W —
v 0z

onde ¥ (x,y,2) = U (z,y,2) 2+ V (z,y,2)y + W (x,y, 2) £ é a velocidade do liquido. As
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condicoes de contorno sao v = 4 para o fluido adjacente a particula e v = 0 para o fluido

mais proximo das bordas.

Cada uma das velocidades U, V e W pode também ser escrita como uma superposicao

de vérias outras velocidades,

U = UD4+u® 4+u® W4 (3.22)
V = V4 v®4v®py®g

W o= WO 4+w® 4 w® w4

Qualquer varigvel do tipo X(V) deve satisfazer as condi¢des X1) = v sobre a esfera e
X® — 0 no infinito, ou seja, encontrar a solucao para X é o mesmo que encontrar a

solucao para o problema de uma esfera em um fluido nao delimitado por bordas.

Como X s6 é zero no infinito, o seu valor nas paredes nao é nulo, mas deveria ser
para que as condicoes de contorno de v fossem satisfeitas. Assim, é necessédrio determinar
a expressdo para uma velocidade X ®de modo que essa contrabalance o valor de X

nas bordas. Isto é, X®® = X nas paredes e X?) — 0 no infinito.

Por sua vez, X® nao pode ocasionar nenhum efeito na velocidade do fluido adjacente
a esfera, entdo é preciso encontrar uma expressio para a velocidade X®) que cancele
o valor de X® na superficie da particula. Ou seja, X® = X® para o liquido mais

préximo a microesfera e X — 0 no infinito.

E assim o processo continua até que as condig¢oes de contorno v = @ para o fluido
adjacente a particula e v = 0 para o fluido mais préximo das bordas sejam satisfeitas.
E claro, somente as velocidades com indices impares contribuirao para a forca porque sé

essas possuem condicoes de contorno sobre a superficie da esfera.

A partir do método acima, Faxen [29] obteve as seguintes expressoes para as veloci-
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dades e pressoes do fluido circundante a particula:

o 23
U(l) _ 27T /+ / e (az+By)—k|2] [O& au + 6au 3atau (k ‘z‘ + 1)‘| dadf

4k 4k 4k3

v % J;:o /J:O gilas+By)=klzl; 3 [_ mj;“ + z?;czc;u] dadf

o % [ o L :o pilea-+8y) [wf‘?z _ i3ZZ“Z] dadp

U® = i e /+OO gllaz+py)—kz [z’_agg + Egl _ a_le (kz +1) + a_2293] dadf

21 J—oo J-o k k k3 k

Ve = % /:o /J:o eilea+By)—kz; 3 [g]j + k3g1 (kz+1) — %gs} dod

we = % _J:o /_J:O gilaz+py)—kz -—gg — %91 + 2 g3 (kz + 1)} dadf3

U® = % /:o /:o gilamtPy)=kz Z§g5 + 294 + 2294 (kz—1) — %gsl dadp

VO = g [ [ et [ e (k) - ] dods

we = % [ :o [ :o e'r By =k [g5 - %94 — %gﬁ (kz — 1)} dadf (3.23)
S
p® = n /+°°/oo piloz+py)— k [ g1 + kgs] dadp3

+oo
p® = 77/ / i(az+By)— k[ ga — kge) dodf3
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O ntimero necessario de X ™ dependerd do problema. Algumas vezes precisamos s6

de 3 X para a convergéncia das condicoes iniciais, outras vezes precisamos de mais.

As constantes g1, g2, g3, 94, g5 € gg sao calculadas a partir do requisito v = 0 nas

paredes, ou seja,

U0+ U@ 1 u® = vO Ly L y® = (3.25)
WO+ w® LWl = Qparaz=be
U + U® + Uv® — y + 1742 + Ve =

WO+ w® 4+ w® = 0paraz=—LI.

Y

Figura 19: Esfera entre a lamina e a laminula.

Considerando agora o nosso caso, onde a esfera se move com velocidade constante u

em z (figura 19), temos que a expressao para a forga hidrodindmica, é dada por:

6mnau

1+ () 0O+ 00, + (&) [0+,

F =

6mnau

F_

— - 3.26
1—A(%)+B(%) (3:26)
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onde

A = @/Jmm{swu—m [(1—h)z—1]+ (3.27)
ST+ [(1+h) e —1]+45° [2 (1 - h*) 2® — 22+ 1] +
2st” [(3— h*)w — h| +25° [(3—h?) + h| —dst[2(1-h*)2” + 20+ 1] +
s(I=h)[1=hz+1]+t(1+h)[1+h)z+1]}dz+
9(1—h) [+ s+t—2

8 /0 st —1 az,
B = Q(hg_(z)fgh) /U+m%{st2[2(1—h)x—1]+32t[2(1+h)x—1] (3.28)

+st[(4x —1* +1] +t2(1+h) e+ 1]+ s[2(1 - h)z + 1] — 2}dz
(1—h)> ptee 2P
4 0 N(st—l){
—st? (80 — 2h) — s*t (8z 4+ 2h) + st (8v +4) — s (1 —h) —t (1 + h)}dx
_(-n) /*mmgs+t—2
8 0 st—1

+ s*t7 (1 — h) + 832 (1 + h) + s*t* (82 — 4)

dx,

N = (st — 1)* — 1627st, (3.29)
s = e2(-h), (3.30)

I = (1-h)Le
b = (1+h)L.

A contribuicao da velocidade U™ estd implicita no termo 6mnau, solucdo para o

problema sem bordas.
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O subindice o na equacio (3.26) significa que as velocidades U®) e U®) e as pressoes
p®) e p® foram calculadas no centro da esfera, ou seja, considerando-a como um ponto.
Quando a dimensao da esfera é muito pequena (nosso caso) comparada com a distancia

entre as bordas podemos penséa-la como pontual.

Das equagoes (3.23) e (3.25) achamos os valores de g1, g2, g3, g4, g5 € g¢ através de um
programa elaborado no Mathematica (ver apéndice). De posse de (3.26) e pelo mesmo
programa obtivemos as expressoes e valores de A (3.27) e B (3.28) e determinamos a partir
dos parametros 7, a, | e L o valor para a forca F'. Desse modo, a forca hidrodinamica

estd bem determinada e poderemos compara-la a éptica no capitulo experimental.



Capitulo 4

Sistema Experimental

Neste capitulo apresentaremos os detalhes da montagem experimental da pinca éptica,

do bisturi 6ptico e do sistema usado nas medidas de hemécias e esferas.

4.1 Pinca Optica

A montagem da pinga 6ptica estd representada na figura 20. Um feixe de laser
Nd:YAG com comprimento de onda 1064nm é emitido, passa por duas lentes e é foca-
lizado na amostra através de uma objetiva de 100X (abertura numérica 1.25) que estd
acoplada a um microscépio Olympus. As duas lentes funcionam como um telescépio,
devem estar aproximadamente uma no foco da outra e tém a funcao de possibilitar que
capturemos no plano de visao do microscépio. Se nao tivessemos essas lentes o foco do
laser iria coincidir com o plano focal da objetiva e nao poderiamos visualizar a captura.
Ja com as mesmas podemos mudar a posicao do foco do laser até que ele coincida com o
plano de visao do microscépio e possamos observar a particula sendo presa. A mudanca

da posigao de captura é feita ajustando a distancia entre as duas lentes (veja figuras
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21,22 e 23).
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Figura 20: Sistema experimental da pinca éptica.
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Figura 21: Formacao de imagem pela objetiva.
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Figura 22: Laser focalizado pela objetiva, sem

as lentes.
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Figura 23: Laser focalizado pela objetiva apds

passar pelas lentes.

Uma minicamera JVC faz parte do sistema e registra as imagens das particulas cap-
turadas. Essas imagens, com um aumento de 2500 a 6000 vezes, podem ser gravadas em

VHS e no computador, onde podem ser analisadas quantitativamente quadro a quadro.

Vale ressaltar que o processo de alinhamento do sistema da pinca Optica, isto é o
procedimento tomado para que o feixe chegue até a amostra e a capture, nao é simples

e deve ser muito preciso. Como nao se pode ver o laser de Nd:YAG fazemos todo o
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alinhamento com um laser visivel. Da seguinte maneira:

1. Sem as duas lentes, obrigamos o laser visivel a incidir perpendicularmente na ob-

jetiva do microscopio. Para isso é muito importante a visualizacao do feixe na TV.
Quando o laser estiver perpendicular veremos na TV um circulo concéntrico de
laser simétrico que ird abrir e fechar uniformemente conforme movemos o parafuso
de ajuste focal do microscopio (figura 24). Se o laser nao estiver perpendicular, ndo
conseguiremos posteriormente mover a particula nas trés direcoes z, y e z. Essa
“perpendicularizacao” é feita movimentando alternadamente o espelho BS dentro
do microscépio e qualquer outro fora do microscopio de forma que o movimento de

um compense o do outro e encontremos o circulo perfeito na TV.

Ap6s a etapa acima, obrigamos o laser infravermelho a coincidir com o laser visivel
em quaisquer dois pontos, desde que um seja apés a objetiva e outro antes da

entrada do microscépio.

Continuamos o alinhamento com o laser visivel. Colocamos uma das lentes e obri-
gamos esse laser a incidir no mesmo ponto, depois da objetiva, que estava antes da

lente ser colocada. Repetimos o processo de “perpendicularizacao”.
Colocamos a outra lente e repetimos todo o processo do item anterior.

Preparamos uma lamina com esferinhas de latex e ligamos o Nd:YAG. Se o ali-
nhamento estiver bem feito, quando movimentarmos o parafuso de ajuste focal,
uma ou mais esferinhas vao ficar presas e podemos regular a distdncia entre as

duas lentes para capturarmos sempre no plano de visao do microscépio.

Figura 24: Parafuso de ajuste focal.
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Abaixo estao alguns exemplos, feitos em nosso laboratério, de uso da pinca Optica

como ferramenta de manipulacao.

Figura 25: Membrana de célula de cebola sendo puxada

pela pinga 6ptica.

Figura 27: Cristal de oxalato de célcio de cebola sendo

movimentado pela pinga 6ptica.
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Nas medidas com hemdcias e microesferas usamos o sistema da pinga éptica e acres-
centamos um motor de passo com o qual podemos movimentar essas particulas a ve-
locidades constantes (ver figura 28). Esse motor de passo é equipado com interfaces
GPIB/RS232 (saida paralela e serial) e controlado pelo Driver Controler Modelo ITL09
da Microcontrole através do computador, ele pode controlar quatro estdgios de translacao
um que se move a 10um/passo, outro que se move a lum/passo e um que se move a
0.1um/passo. Nas medidas utilizamos o de 0.1um. Elas foram gravadas em fitas de video

com o auxilio da cAmera e depois analisadas no computador.

_BE» Camera
Ocular
BS Laser e
Par de lentes Nd: YAG B G6F 2
A
T H— .y
—1—m=Objetiva
i — —m= | Amina —n
- ® [luminador g i1

— Controlador de
Passos

Figura 28: Sistema experimental da medida de hemécias e esferas.
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4.2 Acoplamento do Sistema: Pinca Optica + Bis-

turi Optico.

4.2.1 Motivacao

A ciéncia vem tendo nao s6 um grande interesse em manipulagoes genéticas, tais como

introduzir DNA em células, como vem desenvolvendo métodos para a realizacao dessas

manipulacoes.

Um dos métodos usados para inser¢ao de material biolégico consiste em atirar particu-
las de tungsténio ou ouro embebidas em DNA em uma cultura de células (ver figura 29).

Com esse método consegue-se introduzir material genético em poucas células pois a maio-

K

-

Meétodo com Bisturi + Pinga éptica

ria morre.

Meétodo convencional

O —

DNA Externo
Niicleo

Parede Celular

Figura 29: Método convencional vs método

com laser.

Outro método de insercao de material biolégico é o método de inseminacao artificial
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que ¢é eficiente mas ainda mata muitas vezes o 6vulo e nao é totalmente asséptico.

Dessa forma fica claro a necessidade de se produzir um novo método de manipulacao
genética. Como vimos na secao anterior a pinga éptica é uma poderosa ferramenta de
medida e captura, mas somente com ela nao somos capazes de fazer transportes celulares.
Quando a particula capturada encontra a parede celular ela se solta da pinga. Para
solucionar esse problema desenvolvemos uma ferramenta chamada bisturi éptico que é
capaz de produzir perfuragoes microscopicas nas paredes da célula sem contaminacao e

danificacao.

Por enquanto, usamos o bisturi éptico e a pinga 6ptica para perfuragoes, troca de
materiais entre células, troca de materias entre célula e organela e algumas outras ma-
nipulagoes realizadas sempre com vegetais. Porém, o bisturi ainda pode ser usado para
clonagem vegetal, manipulagoes de cromossomo e fusao de células. Por isso pretentemos,

num futuro préximo, demonstrar também essas outras possiveis aplicagoes.

4.2.2 Bisturi Optico

O bituri éptico é fundalmentalmente um laser de Nd:YAG , dobrado e pulsado, com o
qual somos capazes de produzir cortes em membranas e paredes celulares sem causar-lhes

danos que poderiam prejudicar a manipulacao genética.

A luz diretamente gerada pelo Nd: YAG em 1064nm, nao é fortemente absorvida pelos
materiais orgénicos, e portanto, inttil para ser utilizada como fonte geradora de calor. No
entanto se dobramos a freqiiéncia dessa radiacao, o comprimento de onda se modifica de
1064 para 532nm e o laser passa a operar com um comprimento de onda que é altamente
absorvido por esses materiais. Um exemplo de como os organismos vivos absorvem muito
mais no visivel do que no infravermelho pode ser visto na figura abaixo que mostra o

comportamento da absor¢ao da hemoglobina e melanina em fun¢ao dos comprimentos de
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100

T —T o 1

<— Hemoglobina
80+

.3
o
T

< Melanina

Absorgao (%)
4
=]
T

20r

—MNd'YAG dobrado

[-— Argénio

L I F . )

4C0 S0 600 7¢0 800 900 1.000 1,100 1,200

1,300 1,400

Comprimento de onda (xm)

Figura 30: Absor¢ao em fungao do comprimento de onda.

Em um laser pulsado, diferentemente do laser continuo, toda energia é concentrada
em um tnico pulso. Isso implica que nesse tipo de laser temos alta poténcia em um
curto intervalo de tempo, o que é ideal para perfurarmos a célula sem indesejaveis efeitos
térmicos que a danificariam. Se usdssemos um laser continuo, a célula teria que ficar ex-
posta por um longo tempo até que conseguissemos perfurd-la. Conseqiientemente haveria

propagacao de efeito térmico, ocasionando a morte da mesma.
A energia absorvida pelo laser apds ser transformada em calor pode ser dada por:

473
3

E = 1% c (Tfinal - ﬂnicial) s (41>

onde p é a densidade do material da amostra, 4773 /3 ¢ a regiao abrangida pela propagagao
de calor causada pelo laser durante um tempo 7 de exposicao da amostra, ¢ é o calor
especifico da célula, Tipiciar € a temperatura com que o laser incide na célula e Tinq € a

temperatura com a qual perfuramos a célula.

O raio de difusao r da propagagao de calor ¢ dado em funcao de 7 pela relagao:

r = Vdrar, (4.2)



46

onde « é a difusividade térmica.

Desse modo, se 7 & pequeno e a energia E ¢ alta (laser pulsado), T ¢ alta, r é
pequeno e podemos cortar a célula sem danificd-la. Por outro lado, se 7 é grande e a
energia F nao é tao alta (laser continuo), Tyinq € baixa, r é grande e o laser precisa incidir
um longo tempo na amostra até que tenhamos a temperatura necessaria para perfurd-la.
A célula ficard muito tempo exposta ao laser e o efeito térmico se propagara, ocasionando

a morte da mesma.

Por esses motivos, usamos o laser Quantel Brilliant de Nd:YAG , dobrado e pulsado
com técnica @Q-Switched. Esse laser tem um controle cujo botao ao ser acionado dd um

pulso isolado de alta intensidade (E = 165m.J) e curtissimo intervalo de tempo (1077s).

A montagem experimental (figura 31), segue a mesma linha da montagem da pinca
Optica discutida anteriormente. A tnica mudanga se da pelas lentes em frente ao laser
do bisturi. Essas lentes tém praticamente o mesmo papel que as duas lentes exercem na
pinga éptica. Ou seja, tém a simples funcao de conjuntamente com as outras duas lentes
adequar o feixe desse laser a objetiva do microscépio possibilitando que a perfuracao seja

feita no plano de visao do microscépio e propiciando o acoplamento do sistema.

Os lasers percorrem todo o caminho mostrado na figura até encontrarem a amostra.
Toda manipulagao ocorrida na lamina que contém a amostra pode, com o auxilio da
camera, ser visualizada no aparelho de TV e no computador. O mesmo se da para o
feixe visivel do laser do bisturi. Para alinharmos esse sistema, sempre é fundamental que
possamos visualizé-lo no aparelho de TV, pois s6 desse modo saberemos se o feixe estd
incidindo perpendicularmente na amostra, se estd bem focado e onde esté incidindo. No
acoplamento do sistema, o laser do bisturi desempenha o mesmo papel do laser visivel
no alinhamento da pinga, a unica diferenca é que para terminarmos o alinhamento do

bisturi temos que repetir todo processo para mais duas lentes.

O espelho BS, préximo a lamina, é um espelho Beam Spliter que divide o feixe do laser
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em duas componentes, uma que incidird na amostra e outra que chegard a cdmera. A
parcela do laser que ird para a camera dependerd do filme refletor (“coating”) que recobre
o espelho. Primeiramente usamos um Beam Spliter com filme refletor para A = 1064nm
pois esse ¢ o espelho usado no sistema experimental da pinca Optica. Isso resultava em
muiltiplas reflexoes, pois a maioria do feixe do laser nao era refletido e sim transmitido em
dire¢do a camera, de modo que visualizdvamos varios feixes na TV e nao sabfamos qual
era o incidente na ldmina e quais eram os refletidos. Trocamos o mesmo BS por um com
“coating” refletor para A = 1064nm e A = 532nm, conseguindo assim fazer a manipulagao
celular, porém tinhamos uma imagem muito ruim na TV, pois o comprimento de onda

verde (A = 532nm) era totalmente refletido pelo BS e nao chegava a camera.

Resolvemos o problema retornando ao BS para A = 1064nm e colocando um BS para

A = 532nm adicional localizado préximo a camera que poderia ser retirado no final do

alinhamento.
| VCR I}
Camera
/
Ocular =4 —»Laser
BS Par de Nd:YAG
lentes dobrado

BE —

1
i——bObjetiva
—m | amina

= |luminador

Figura 31: Sistema experimental do acoplamento pinga 6ptica + bisturi éptico.
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4.2.3 Resultados e Conclusoes

Como podemos ver nas figuras abaixo, o bisturi é capaz de fazer furos micrométricos
provando que é uma microferramenta absolutamente eficiente (figuras 32, 33, 34 e 35) e
o sistema acoplado é capaz de fazer manipulagoes intracelulares (seqiiéncia de 1 a 6 na

figura 36).

Figura 32: Antes da agao do Bisturi. Figura 33: Depois da acao do Bisturi

Figura 34: Antes da agdo do Bisturi. Figura 35: Depois da agao do Bisturi.

Figura 36: Particula capturada e movimentada entre duas células.
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Essa seqiiéncia na Figura 36, mostra uma organela que foi capturada e forcada a
passar pelo furo na parede celular, aberto pelo laser bisturi. O movimento se deu da
esquerda para a direita nessa seqiiéncia de fotos, embora na seqiiéncia inteira, gravada
em video, ele tenha ocorrido de ambos os lados mais de uma vez. Isso demonstra a

possibilidade, existente em nosso sistema atual, de realizacao de manipulagoes genéticas.

Para fazer essas imagens usamos a folha de uma planta com o nome de Transdescan-
cia pois essa tem muitas organelas e podemos colher facilmente uma camada unicelular.
Todos os furos foram feitos com um ou mais pulsos de laser emitidos um a um isolada-

mente.






Capitulo 5

Aplicacoes a Medida das
Elasticidade e Viscosidade de

Membranas de Hemacias

5.1 Motivacao

A hemécia (figura 37) na sua funcdo de capturar o oxigénio dos pulmoes e levé-los para
todas as células através da hemoglobina, percorre os vasos sangiiineos do organismo por
aproximadamente 500.000 vezes. Durante a sua vida média de 120 dias, ela atravessa
uma distancia de 250km. Além disso, transpoe capilares (figura 38) e sinuséides do
baco, com didmetro de 3 a 4um, sendo que o seu didmetro em repouso é de 7 a Yum.
Tais fendmenos s6 sao possiveis se a hemdcia mantiver a integridade de sua principal
propriedade: deformabilidade celular. Essa propriedade é mantida pela elasticidade e

pela viscosidade de sua membrana.

O glébulo vermelho normal é uma célula altamente deformavel que, no estado de
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repouso, assume a forma de um disco biconcavo ou discécito. A forma biconcava e a
deformabilidade da célula sao determinadas pela natureza e composicao da bicamada
lipidica, pelo citoesqueleto submucoso, pela geometria celular, pela concentracao de

hemoglobina intracelular e pela manutengao da relacao superficie/volume celular.

Figura 37: HemaAcias Figura 38: Hemdécias na circulacao.

Em conseqiiéncia de sua deformabilidade, a hemadcia se comporta mais como uma

144 e : by . P ’1° o~
gota liquida” do que propriamente como uma particula sélida, na ocasiao em que o
sangue flui através de pequenos vasos sangiiineos. Isso explica a notével baixa viscosidade
do fluxo, a despeito da elevada propor¢ao de hemdcias presentes (valores normais em
torno de 5.1 milhdes em homens e 4.5 em milhdes em mulheres) na corrente sangiiinea.
Dessa forma, a capacidade de deformagao é uma condi¢ao necessédria para uma funcao

6tima celular.

A perda ou diminuicao dessa capacidade, leva a uma retirada prematura das hema-
cias da circulacao e, conseqiientemente, a diminuicao da oferta de oxigénio aos tecidos.
Essa situacao patolégica é encontrada, por exemplo, na esferocitose hereditdria, anemia
falciforme e na eliptocitose hereditdria. Portanto, uma melhor caracterizacao da deforma-
bilidade da membrana da hemadcia pode auxiliar o estudo dessas patologias e de outras
situacoes que possam vir a alterar a membrana da hemécia, tais como a administracao de
certos farmacos e a estocagem de bolsas em bancos de transfusao de sangue . As bolsas

normalmente sao estocadas por 35 dias.
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5.2 Materiais e Métodos

O nosso modelo para hemadcias preve um comportamento linear da deformagao de sua
membrana L com a velocidade v, um comportamento nao linear com a distancia Z., (e
Z71) e um comportamento exponencial em relagdo ao tempo de retorno t. Assim, neste
capitulo vamos testd-lo e usé-lo para calcular a elasticidade e viscosidade da membrana

de hemdcias.

Utilizamos hemacias que foram obtidas no Hemocentro de doadores normais, coletadas
de bolsas de concentrado de hemécias usadas em transfusoes (hematrécito entre 68—70%).
Dilufmos uma pequena parte da bolsa em plasma AB, 1uL de concentrado para 500uL
de plasma. A solugdo preservativa e anticoagulante na bolsa foi o CPDA1 (citrato,
fosforo, dextrose e adenina). Acondicionamos 6uL da amostra preparada numa camera
de Neubauer com 100um de profundidade a (23 +1)°C. Fizemos as medidas no mesmo
dia da doagao para que pudéssemos trabalhar com hemadcias “frescas”. A doagao era
realizada no perfodo da manha, aguarddavamos os resultados das sorologias até o inicio

da tarde e trabalhdvamos com as amostras logo a seguir.

Como dissemos anteriormente, os glébulos vermelhos sao deforméaveis e um modo de
ver e quantificar essa propriedade é prendé-los e submeté-los a velocidades constantes.
Assim usamos em nossas medidas a montagem da figura 28 do capitulo Sistema Expe-
rimental. Lembre que o motor de passo é utilizado para submeter as hemdcias e outras

particulas a velocidades constantes.

Capturada a hemadcia, estabelecemos no computador ligado ao controlador de passos
os valores das velocidades v que transladarfamos a lamina e as respectivas distancias que
a lamina percorreria. Fixar a hemdcia e mover a lamina é o mesmo que fixar a lamina e
transladar a hemdcia. Cada glébulo vermelho foi submetido as velocidades de 100, 110,
120, ...280um/s. O movimento de translagao cessava apds a lamina percorrer a distancia

indicada para a tltima velocidade especificada e a hemadcia retornava a sua moforlogia
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inicial. Toda seqiiéncia acima foi gravada em video.

Quando a hemadcia é submetida a uma velocidade, sua membrana se distende até que
atinge uma elongacao méxima, que ocorre quando a for¢a hidrodindmica estd em equi-
librio com a forga eldstica (ver figura 39). Depois, quando a lamina termina de percorrer

a distancia estabelecida, a membrana da hemdcia aos poucos retorna a elongacao original.

Como toda essa seqiiéncia foi gravada em video, congelamos no video e capturamos no
computador (através de uma placa de video Wave-Watcher) as imagens da hemécia em
repouso, da hemdcia em sua maxima deformacao e dos vérios didmetros que o glébulo
vermelho assume quando ele estd retornando para o repouso. Quando capturamos os
quadros do retorno, assumimos ¢ = 0 para o quadro da elongagao maxima. Usando um
controle de um video 8 cabegas adiantamos a fita quadro a quadro (a cAmera grava em
30quadros/segundo, logo adiantamos o video em 1/30 = 33ms) e capturamos outra e
outra imagem até o retorno total. Como as hemédcias foram submetidas a uma seqiiéncia

de velocidades, a medida do retorno foi feita apenas para a tltima velocidade.

a) b)

Figura 39: a)Hemécia em repouso sem a agao da pinga éptica.

b) Hemécia elongada com a agao da pinga 6ptica.

Apés a captura das imagens no computador, usamos o software Image Pro-Plus para

determinar os valores do didmetro de repouso L, e dos didmetros de elongacao méxima
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e de retorno L (ver figuras abaixo).
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Figura 40: Captura.
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Figura 41: Anilise no software.

De posse de v, L, L, e t (respectivos tempos de retorno das elongagoes), de acordo

com o modelo do capitulo 2, tivemos ainda a necessidade dos valores da distdncia Z; em
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relacao ao fundo da lamina e da viscosidade do plasma 7. A distancia Z; foi fixada em
50pum durante as medidas e foi setada localizando o fundo da lamina e subindo 50um
a partir dessa com o auxilio do parafuso de ajuste focal do microscépio. A viscosidade
do plasma, n = (2.19 £ 0.02)cP , foi medida num viscosimetro tipo RN/MLV a 23°C' no

laboratério de Microeletronica do Centro de Componentes Semicondutores da Unicamp.

Por final, colocamos os parametros acima em uma planilha e fizemos os grificos que
dao os valores da elasticidade ., do tempo caracteristico 7 e da viscosidade da membrana

da hemaécia 1,,cmbrana-

5.3 Resultados e Conclusoes

A seqiiéncia de fotos abaixo (figura 42) mostra a deformagao de uma hemécia ao ser

submetida a quatro (120, 150, 190 e 210um/s) de um total de 18 velocidades.

=t =50 =10 =210

T ——
T —
e
| v p——
e

Figura 42: Hemécias a varias velocidades.

A partir das medidas do didmetros méximo L ajustamos uma reta aos pontos ex-
perimentais (figura 43), de acordo com o modelo tedrico, e obtivemos a elasticidade da
hemadcia p através do coeficiente angular. S6 para relembrar, a elasticidade esta rela-

cionada com o coeficiente angular o pela expressao

=1 (Lo)" |0 Zeqg, (5.1)
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onde 1/Z., =1/Zy +1/Zy = 1/50 4+ 1/(100 — 50). Lembre que o valor de Z, é sempre
100 — Z; porque a lamina tem 100um de profundidade. Para obtencao dessas medidas

analisamos um total de 30 hema4cias.

y=00132x+8.1916
coretacdo= 0 9369

dimetro méximo L (um)

100 150 200 250 300
velocidade (emis)

Figura 43: Gréafico dos didmentros maximo em funcao da velocidade.

Assim,

p = 0.0004 dyna/cm + 4% (5.2)

Também fizemos medidas dos didmetros maximos L considerando Z; varidvel ao invés
de fixa-lo em 50um. Querfamos observar o comportamento da célula em relagao ao fundo
camera de Neubauer e & superficie da laminula. Essas medidas foram feitas usando o
mesmo procedimento da segao anterior. Submetemos uma tnica hemécia as velocidades
170, 200, 230, 260 e 290pum /s para as profundidades Z; iguais a 10, 13, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 85um. O glébulo vermelho foi submetido a apenas 6 velocidades porque
nao podiamos alterar suas propriedades. Se o submetéssemos a mais velocidades ele nao
manteria sua integridade para todos os Z; usados. Também usamos uma tnica hémacia

para evitar que diferencas individuais influencidssem na medida.
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De posse das medidas acima achamos, para cada Z;, os valores dos coeficientes an-
gulares o dos graficos da elongacao maxima em funcao da velocidade. Os erros de Z; e

de o sao de +10%.

Da equacao 5.1, temos

(L)’ _ (L)’ (1 1
iz () @) o

Assim, ajustamos a expressao de a acima aos pontos experimentais. O resultado estéd

representado no grafico da figura 44.
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Figura 44: Gréfico dos coeficientes angulares em funcao de Z;.

Observando o gréfico acima percebe-se que nao s as medidas se ajustaram bem ao
modelo (correlagao de 95%) como quanto mais perto a hemdcia estd de uma ou outra
superficie (lamina ou laminula) maior é o coeficiente angular e maior é a elongacao da

membrana L.

Outra conclusao importante é que, com mais esse grafico, estamos demonstrando duas
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dependéncias (a vs Z; e L vs v) de um mesmo modelo. Isso comprova que nosso modelo

estd descrevendo bem a realidade do experimento.

Vamos agora apresentar o valor da viscosidade da membrana. Na seqiiéncia de fotos
da figura 45, ja podemos observar macroscopicamente a deformacao da membrana quando

estd em sua elongagdo maxima e em repouso (apds o movimento).

elongagdo maxima repouso

L]

tempo = Oms tempo = 76.7ms

Figura 45: Hemaécia elongada e hemdcia em repouso capturadas pela pinga éptica.

As medidas do tempo ¢ e dos comprimentos de retorno L estao apresentadas no grafico

da figura 46 abaixo.

108

10.4

didmetro de retomo (M)

0 100 200 300 400
tempot (ms)

Figura 46: Gréfico dos diametros de retorno em funcao do tempo.
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Através desse gréfico, obtivemos primeiramente o valor para o tempo caracteristico

da deformacao da hemdcia 7 = 76.7ms +2%.

De posse do valor de 7, obtivemos pela relacdo 7 = 1,,cmprana/ I © valor da viscosidade
Assim,

Nmembrana:

Nmembrana = 3 * 1075 pO?:S€ *xcm £ 6% (54)

H& varios trabalhos publicados sobre a medida da deformabilidade da membrana
de hemdcias. Porém nenhum desses trabalhos fornecem os pardmetros elasticidade e

viscosidade da membrana utilizando apenas um unico método (ver referéncias).

O grupo de Evans et alli [16] e Mohandas [14] utilizaram uma micropipeta com pressao
negativa numa ponta e contato com a membrana na outra. O primeiro grupo apresentou
dados quantitativos para i, Mpemprana € T (0 = 6 X 1073 dyna/cm, Nmemprana = 6 %
107" poise - em e 7 = 100ms). O segundo obteve resultados qualitativos em graus
de deformabilidade: um sinal de mais para leve deformagao e mais de um sinal para

deformagoes maiores que aquela.

Os nossos p (4 x 107 dyna/cm) € Npembrana (3 X 1075 poise - cm) diferem em apro-
ximadamente um fator de 10 dos valores de Evans, entretanto a medida de 7 estd bem
proxima. Essa diferenca pode ter duas razoes: a elasticidade determinada por eles é
fundamentalmente diferente da nossa ou o nosso modelo por ser bem simples (aproxima
a hemécia por paralelepipedo) precisa de um fator geométrico de corre¢ao. A divergéncia

entre os valores das viscosidades vem da medida de elasticidade pois T = 1,,cmbrana/ 1-

Evans usou uma micropipeta e por gradiente de pressao determinou a elasticidade da
hemécia se baseando na porgao da membrana da célula que era aspirada (ver figura 47).
Como essa porgao era muito pequena (~ 107'%m) e o raio da hemécia ¢ da ordem de
10~%cm, ele nao aspirava o citoesqueleto da célula (figura 48). J& no nosso método toda

célula sofre a deformagao, entao a nossa medida estd relacionada com a membrana e o
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citoesqueleto.

Figura 47 : Micropipeta - método de Evans.

membrana

citoesqueleto

Figura 48 : Célula.

Independentemente do fator de correcao, o que é importante é a sensibilidade do
nosso método para conclusdes comparativas, ou seja, a partir de uma caracterizagao de
hemdcias sadias podemos sempre determinar as alteracoes sofridas pelas hemaécias que
tiveram suas propriedades modificadas por algum motivo. E ainda, o nosso método é
quantitativo e autosuficiente, permitindo medir ambos os pardmetros caracterizadores
para uma mesma hemaécia e ao mesmo tempo. Também nao adicionamos corantes nas
amostras, procedimento comumente utilizado para se poder visualizar a hemadcia em
esfregacos sangiiineos. Vale a pena salientar que o esfregaco promove o achatamento da

hemadcia, alterando sua forma e sua atividade celular.
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5.4 Aplicagcao do Método de Medida as Hemadcias

Estocadas.

Uma vez desenvolvidos o método e a técnica para a medida das propriedades de glébu-
los vermelhos, aplicamos os mesmos ao estudo de hemaécias armazenadas para transfusao

no Hemocentro da Unicamp.

Decidimos caracterizar bolsas de 0 dias e 35 dias de armazenamento para observarmos
se as hemdcias teriam suas propriedades modificadas por estarem tantos dias estocadas,

35 dias é o tempo limite de armazenamento para transfusao.

O preparo das amostras seguiu a mesma padronizacao da se¢ao anterior. Tanto para 0
como para 35 dias, foram analisadas 25 hemaécias, sendo que cada 5 pertenciam a mesma
bolsa. Cada hemécias foi submetida a 6 velocidades: 110um/s, 130um/s, 150um/s,
170um/s, 190um/s e 210pum/s.

As diferengas na deformabilidade dessas hemdcias (0 e 35 dias), j4 podem ser obser-

vadas macroscopicamente na figura 49 abaixo.

HEMACIAS COM 35 DIAS DE ESTOCAGEM
v=110 v=150 v=190 v=210

S8 F o B ol O

HEMACIAS COM 0 DIAS DE ESTOCAGEM
v=110 v=150 v=190 _ v=210
e * d b 1

Figura 49: Hemadcias de 0 e 35 dias a vdrias velocidades.

Da mesma forma que na segao anterior, medimos os valores de L (didmetro de elon-
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gagao mdxima) e L, (didmetro de repouso). De posse dos valores de Z.,, 1 e das veloci-
dades v acima, fizemos os graficos de L em funcao de v obtendo os seguintes valores para

as constantes eldsticas u,

dias | elasticidade (10™* dyna/cm) | desvio padrao (10~ dyna/cm)
0 3.07 1.1
35 4.18 1.5

Dados os valores acima, conclui-se que as hemécias de 35 dias sao 37% menos de-
forméveis que as de 0 dias. Vale ressaltar que assim como em um oscilador harmonico,
quanto maior o valor da elasticidade p menos deformdavel é a membrana dos glébulos

vermelhos.

Por outro lado, se em lugar de fazermos uma média dos valores de L, das hemdcias
para obtermos os valores de i, acharmos os respectivos valores das elasticidades de cada
hemécia de comprimento L,, podemos fazer os seguintes graficos do didmetro da hemacia

L, em funcao de sua elasticidade pu.

m hemacias com 35 dias de estocaaem
m hemacias com 0 dias de estocagem
8.5 4

y=05149x +5 8397
R®=093949

8.5 4

75 4

y=0222x+48115
R*=0.7381

diametro de repouso (um)

B5

elasticidade u (dyna/cm)

Figura 50: Gréfico dos didmetros de repouso em funcao da elasticidade.
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Desses graficos podemos observar que, embora as hemédcias de um mesmo dia apre-
sentem diferentes elasticidades entre si e algumas hemécias de 0 dias cheguem a ter a
mesma elasticidade de hemdcias de 35 dias, temos duas regioes e conseqiientemente duas
populagoes distintas de globulos vermelhos. Portanto o nosso método é vidvel e preciso

na caracterizacao e medida de elasticidade de hemadcias estocadas em bancos de sangue.

Ha& diferencas de elasticidade em uma mesma bolsa devido a existéncia de glébulos
vermelhos de varios dias na circulagao da pessoa que estd doando sangue. Entao numa
bolsa de 0 dias existem hemadcias de 0, 10, 30... dias, j4 em uma bolsa de 35 dias vao

existir hemaécias de no minimo 35 dias.

Esses resultados foram publicados na revista Blood [21], até entdo nao constava na
literatura nenhum trabalho que caracterizava quantitativamente glébulos vermelhos es-

tocados.



Capitulo 6

Aplicacoes 4 Medida de Forcas em

Microesferas

6.1 Motivacgao

Forcas da ordem de piconewtons, tais como da pinga 6ptica, sé sao considerdveis em
escala microscopica e justamente por esse motivo tém muitas aplicagoes importantes. A
pinga éptica pode, por exemplo, ser usada para medir forcas de adesao de plaquetas e
também forgas de flagelos de microorganismos tais como espermatozéides (figura 51).
A questao da adesdo de plaquetas (figura 52) é importante porque para que ocorra a
coagulacao sangiifnea é fundamental que as plaquetas colem as hemdcias umas nas outras.
Ja a questao dos espermatozéides é importante porque muitas vezes o individuo tem o
nuimero necessdario de espermatozéides para fecundagao, mas eles nao tém motilidade

suficiente para chegar ao évulo.
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Figura 51: Espermatozéide capturado pela pinga éptica.

Figura 52: Hemdcias (vermelho), linf6citos (amarelo) e plaquetas (verde).

Por outro lado a pinca éptica também pode ser usada para medidas de viscosidade
de vérias substancias. Existem muitos métodos que medem essa propriedade dos liqui-
dos, mas todos eles precisam de uma quantidade considerdvel da substéncia para isso,
enquanto que com a pinga 6ptica precisamos apenas uma gota ou 1L da substancia. E
qual é a vantagem de se poder medir viscosidade com uma gota do liquido? A vantagem
é que podemos medir viscosidades de substancias, tais como a da medula espinhal (figura

53), que nao podem ser conseguidas em abundéncia.
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medula dssea

vertebra

nemnas

Figura 53: Esquema da medula espinhal.
6.2 Materiais, Métodos e Resultados

Nos capitulos 1 e 2 desenvolvemos a teoria e o programa para que pudéssemos calcular
a forca que a pinca 6ptica faz em um microesfera e a forga hidrodindmica que atua sobre

a mesma, mas serd que essa teoria estd de acordo com a realidade da experiéncia?

Quando uma particula de indice de refracao diferente do meio em que estd imersa é
submetida a uma velocidade constante, depois de um curto intervalo de tempo, as forcas
que agem nessa particula equilibram-se entre si. Se essa particula é capturada pela pinga

Optica, as forgas que estarao em equilibrio serao as forgas 6ptica e hidrodinamica.

Considere que a particula é uma esfera, a forca éptica que age nessa particula depen-
derd do angulo de convergéncia 6, do indice de refracao da esfera n;, do indice de refracao
do meio ns, da velocidade da luz ¢, da poténcia do laser P, da distancia foco-centro d, do
angulo v que o segmento foco-centro faz com o eixo z, do raio da esfera a e da polarizacao
do laser. Ja a forga hidrodindmica dependera da viscosidade 1 do meio em que esta a
esfera, da posicao da particula Z em relacao ao fundo da lamina onde estd, da velocidade

v a que estd submetida, de seu raio a e dos valores de A e B (rever capitulos 1 e 2).
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No momento em que a pinga éptica atua sobre uma esfera, os raios do laser se encon-
tram num ponto f em seu interior e ela fica capturada e em repouso. Quando essa esfera
¢é submetida a uma velocidade constante v na direcao de x positivo, ela sofre um deslo-
camento na direcao de x negativo (foco na diregdo de z positivo em relagao ao centro)
até que a forca Optica que age nessa particula esteja em equilibrio com a hidrodinamica
(ver figura 54). A partir do instante em que essas forcas estdao em equilibrio, o foco f

fica a uma distancia fixa do centro e faz um angulo de 0 graus com o eixo x.

Figura 54: Esquema do deslocamento.

Como a esfera estd a uma velocidade constante na direcao x, a forca hidrodindmica
deve ser equilibrada pela componente x da forca 6ptica total. Devido ao laser de Nd:YAG
usado em nosso experimento, essa componente x da forga estard sempre polarizada ver-
ticalmente ao plano de incidéncia. E por causa da direcao escolhida para o movimento,

o valor de v é sempre 90°.

O sistema experimental ¢ o mesmo da medida de hemécias (figura 28) do capitulo

sistema experimental.

As medidas foram feitas com microesferas de poliestireno da Polysciences de didmetro
de (9 £ 0.5)um e indice de refracdo n; = 1.61. Uma gota da solucao dessas esferas foi

diluida primeiramente em uma concentracao de 20% de agucar com indice de refracao
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ny = 1.36 e viscosidade n = 1.94 centipoise , tabelados no Handbook de Quimica e
Fisica. A concentracao foi preparada diluindo 20¢g de agucar para 80g de dgua destilada.
Dessa forma tinhamos 20g de soluto para 100g de solucao ou seja uma concentracao de
20%. A mistura esferas + concentrag ao foi entao levada a um agitador eletromagnético
da Fisatom para que essas microesferas fossem dispersadas. A dispercao é fundamental
porque as esferas, por serem de poliestireno (um tipo de pléstico), tém a tendéncia para

aderir em toda e qualquer superficie.

Depois desse procedimento, uma gota dessa mistura foi acondicionada a uma cadmara
de Neubauer. Capturamos uma esfera, a levamos a uma distancia Z = 15um em relacao
ao fundo da lamina e a movimentamos na direcao x com velocidades v de 150, 200, 250,

300, 350um/s.

Todas as medidas foram gravadas em fitas de video e foi analisando essas medidas
que obtivemos os valores da distancia foco-centro d. A andlise foi feita capturando, no
computador, as imagens da esfera em repouso e em movimento ap6s as forgas j& estarem
equilibradas. Logo apds, usamos o software Image Pro-Plus e obtivemos os valores da
posicao do centro da esfera quando em repouso e em movimento (ver figuras 55 e 56).
Obtidos esses valores, subtraimos um do outro que obtivemos o deslocamento d sofrido
pela esfera.

Eile Edt Project Make Cip Windows Help

\ Clip: 50282.bmp [1] [_ O] %]
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Figura 55: Captura.
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Figura 56: Anélise no software.

E importante dizer que esse deslocamento nao é tao pequeno e é bem visivel macros-
copicamente. Para confirmar isso observe a figura 57 que mostra a superposicao das

imagens da esfera em repouso e a uma velocidade de 350um/s.

Figura 57: Imagem da superposi¢ao de uma microesfera

em repouso e movimento.

O valor da poténcia P foi medido com um medidor da Ophir modelo Nova (figura 58)
colocado apés a objetiva do microscépio (figura 59). Afinal era a poténcia que atuava na

particula que nos interessava.

O feixe de laser, depois de passar pela objetiva, converge para um unico ponto (foco)



71

e entao diverge (observe a figura 60). Desse modo, dependendo da posigao do medidor,
a drea do feixe do laser é maior que a do detector e o valor medido para a poténcia sera
menor que o real. Assim, como nao podemos ver um laser infravermelho, precisamos
tomar o seguinte procedimento: removemos a plataforma do microscépio, colocamos o
medidor longe do foco da objetiva e fizemos a medida. Aproximamos sucessivamente o
medidor da objetiva até que o valor nao mudasse mais com a aproximacao e obtivemos
P = 0.073Watts. Quando o valor nao mudava mais com a aproximacao, o feixe do
laser estava ocupando uma drea menor ou igual a do detector e a medida da poténcia

correspondia ao valor real.

Vale a pena ressaltar que hé considerdveis perdas de poténcia no interior da objetiva
pois os filmes das lentes em seu interior foram projetados para o visivel e o laser da
pinga 6ptica é infravermelho. Medimos também a poténcia sem lente e obtivemos P =

1.3Watts.

Figura 59: Microscépio.
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Figura 60: Esquema dos raios do laser passando

em uma objetiva.

De posse de todos os pardmetros necessarios, encontramos os valores abaixo para as
forcas 6ptica e hidrodinamica que foram calculados a partir dos seus respectivos progra-

mas (apéndice).

Z = 15um
velocidade (um/s) 150 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (pum) 2.0 231283035
forga hidrodinamica (10~ N) 3 4 5 6 7
forga 6ptica (1071 N) 3.2 3.7 147 (54|67
erro (%) 7.0 751 6.0 | 10 | 4.3

Como podemos observar através da tabela acima, os valores das forcas 6ptica e hidro-
dindmica estao muito préximos um do outro e portanto os modelos de cédlculo éptico e
hidrodinamico fornecem valores corretos para a concentracao usada. Mas serd que esses

modelos fornecem valores corretos para Z # 15um ou para concentragoes diferentes de

20%?

Para encontrarmos a resposta acondicionamos uma gota da mistura de esferas +

concentragao de 20% a uma camara de Neubauer. Os valores obtidos para as forgas para
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Z =25, 50, 75 e 85um estao apresentados na tabela abaixo.

Z = 25um
velocidade (um/s) 150 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (um) 1.7 2212527130
forga hidrodinamica (107''N) 2.8 3.7147 |56 |65
forga 6ptica (107" N) 2.7 3314.0(47 |54
erro (%) 3.6 11| 15| 16 | 17
Z = 50um
velocidade (um/s) 150 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (pum) 1.8 201231(26]29
forga hidrodinamica (107! N) 2.7 3.6 | 45|54 6.3
forga 6ptica (10711 N) 2.8 32137(44]50
erro (%) 3.7 11 | 18 | 18 | 20
Z =T5um
velocidade (um/s) 150 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (pum) 1.7 221262832
forga hidrodinamica (107'' N) 2.8 37147 (56|65
forga 6ptica (107" N) 2.7 3.3 4.4 (47|57
erro (%) 3.5 11631 16| 12
Z = 8bum
velocidade (um/s) 150 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (pum) 2.2 25128130133
forga hidrodinamica (107! N) 3 4 5 6 7
forga 6ptica (1071 N) 3.3 40| 47 | 541 6.0
erro (%) 10 0.0 6.0 10 | 14
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Também diluimos uma gota da solucao de esferas em concentracoes de 14% e 28% e
fizemos medidas a uma distancia Z = 50um. As concentragoes foram preparadas diluindo
respectivamente 14 e 28g de solugoes para 86 e 72¢g de dgua. Elas tém os respectivos
indices de refracao e viscosidade tabelados, ny = 1.35, n = 1.43 centipoise e ny = 1.38,

n = 2.85 centipoise. Obtivemos os seguintes valores:

14g
velocidade (um/s) 150 | 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (um) 1.1 (15120 23]|25
forga hidrodinamica (107''N) | 2.1 | 2.8 | 3.6 | 4.3 | 5.0
forga éptica (10711 N) 17124 |32]36|4.3
erro (%) 19| 14| 11| 16 | 14
28¢g
velocidade (um/s) 150 | 200 | 250 | 300 | 350
deslocamento (um) 21129 |31(39]|41
forga hidrodinamica (10" N) | 4.0 | 5.3 | 6.6 | 8.0 | 9.3
forga éptica (10711 N) 33|47 |54 |77]|84
erro (%) 17 | 11|18 | 3796

Assim como podemos ver os valores da forga éptica e hidrodinamica estao de acordo

mesmo quando diferentes Z e diferentes concentracoes sao usadas.

Para se ter uma boa visualizacao da concordéncia dessas forcas, observe o grafico

abaixo da forca dptica contra forca hidrodindmica. Nesse grifico todos os valores obtidos
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estao apresentados.

Forca Optica (piconewtons)

1) 1 2 3 4 ) B T 2 e 10
For¢a Hidrodindmica (piconewtons)

Figura 61: Gréfico da forga 6ptica em fungao da hidrodindmica.

De fato, por esse grafico podemos observar que assim como queriamos, forca 6ptica é
praticamente igual & hidrodinamica. Afinal o coeficiente angular do gréfico é 40° (corre-

lagao = 95%) quando esperdvamos 45°, ou seja, temos um erro médio de 12%.

Como todas as medidas feitas até entao sugerem que a teoria estd em pleno acordo com
a experiéncia e como no equilibrio a forca 6ptica é igual e oposta a forca hidrodinamica,
podemos agora calcular viscosidades de liquidos. Esse célculo reforcard ainda mais a

validade do nosso modelo.

Escolhemos calcular as viscosidades para concentragoes de 20 e 32% de glicerina
porque elas estao tabeladas no Handbook de Quimica e Fisica. Os valores para os
indices de refracao também estao tabelados e sao ny = 1.36 para a concentragao de
20% e ny = 1.37 para a de 32%. E importante dizer que escolhemos primeiramente um
substancia de viscosidade e indice de refracao conhecidos por efeito de comparacao e

validagao do método de medida.
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Preparamos as concentracoes diluindo respectivamente 20 e 32g de glicerina para 80 e
68g de dgua e levamos as microesferas a distancia Z = 15um. Obtivemos o deslocamento

d e os valores da forca éptica.

Lembrando que,

Féptica = Fhidro

Obtivemos as seguintes viscosidades:

20g | 1.71 centipoise + 2%
32g | 2.58 centipoise + 2%

Os valores tabelados sao:

20g | 1.73 centipoise

32¢g | 2.63 centipoise

Portanto as viscosidades medidas pelo nosso método estao em pleno acordo com o

esperado e o modelo foi reforcado.

Vale ressaltar que esses valores sao média dos valores obtidos para cada velocidade.
Os valores usados na média e os respectivos deslocamentos da esfera estao na tabela

abaixo.

20g
deslocamento (pm) 1.7 123 ]25|30] 33

viscosidade (centipoise) | 1.75 | 1.75 | 1.67 | 1.72 | 1.67
erro viscosidade (%) 1.0 | 1.0 | 3.0 | 0.5 | 3.0
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329
deslocamento (um) 25133 |35 | 40 | 43
viscosidade (centipoise) | 2.60 | 2.77 | 2.45 | 2.60 | 2.50
erro viscosidade (%) 1.0 | 5.0 | 7.0 | 1.0 | 5.0

6.3 Conclusao

Pelos resultados da se¢ao anterior podemos concluir que o nosso modelo para a forca
Optica pode e deve ser utilizado para calcular forgas da ordem de piconewtons. Agora a
pinga éptica estd calibrada, ou seja, podemos medir forcas atuantes em uma particula
capturada independentemente de sua geometria. Para isso, basta aderirmos uma mi-
croesfera a essa particula, submetermos esse sistema a um campo de forgas e medirmos
o deslocamento sofrido por essa microesfera. Com o deslocamento d e todos os outros

valores citados anteriormente se tem o valor da forca.

Assim para medirmos, por exemplo a forca de adesao de plaquetas, basta aderirmos
uma microesfera a uma plaqueta e submeté-la a varias velocidades até que ela se solte da
que estd colada. Determinamos entao o deslocamento d para a velocidade que resultou

a separacao.

Ja para medir a forca do flagelo de um espermatozéide, basta aderi-lo a uma microes-
fera e quantificar o deslocamento que é sofrido por essa devido a tentativa de escape da
célula. Vale ressaltar que mesmo que as esferas de polistierno nao se colem nas células, hd

microesferas apropriadas para esse fim e que até entao eram usadas em outras técnicas.

Por outro lado, de acordo com a secao anterior, conclui-se que o nosso modelo para o
célculo da forga 6ptica e hidrodinamica também pode e deve ser utilizado para medidas
de viscosidade, mesmo quando nao se conhece o indice de refracao da substancia. Sempre

que necessario podemos medir o indice de refracao, usando também apenas uma gota,
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no refratémetro do Laboratério de Optica da Unicamp. Assim para se obter o valor da
viscosidade do liquido da medula 6ssea, basta diluir 1uL da solucao de esferas a uma ou
duas gostas desse liquido, capturar uma esfera, submeté-la a varias velocidades, medir o

deslocamento d, calcular o valor da forca 6ptica e igualéd-la & hidrodindmica.

Aqui vale a pena enfatizar que se sé tivéssemos o objetivo de calcular forgcas em
sistemas biolégicos, a forca hidrodindmica seria usada apenas na comprovacao do mo-
delo 6ptico e depois a principio nao seria mais usada na determinacao das forcas em
questao. Ja a forca Optica seria usada para a comprovacao do modelo hidrodindmico e
posteriormente para a determinacao das forcas desejadas. Por outro lado, se o objetivo
fosse calcular viscosidades de fluidos, o modelo 6ptico seria usado na comprovacao do
hidrodindmico e vice-versa e as duas forcas continuariam sendo usadas para o cédlculo da

viscosidade do fluido.



Capitulo 7

Conclusao e Perspectivas

Do exposto anteriormente, observa-se que desenvolvemos dois métodos bem funda-
mentados e independentes usando-se apenas a pinga 6ptica. Sao eles: medida de pro-
priedades mecénica de hemadcias, medida de forgas 6pticas e calibracao do sistema. O
resultado do nosso trabalho com hemadcias estocadas foi publicado na revista Blood sob

o titulo “Mechanical Properties of Stored Red Blood Cells Using Optical Tweezers” [21].

Vale ressaltar que agora o nosso laboratério detém o bisturi éptico, uma outra ferra-

menta essencial em trabalhos biolégicos.

A medida de propriedades de células pode também ser usada para identificar e
quantificar alteracoes na deformabilidade de glébulos vermelhos deficientes ou sujeitos
a medicamentos. Bem como ainda pode ser estendida para outras células, tais como

linfécitos, cujos valores das propriedades eldsticas sejam importantes.

Atualmente, hd uma aluna da Biologia estudando alteracoes de membranas de hema-
cias sujeitas a anestésico local, anti-psicético e anti-parasitdrio. Ainda nao temos resul-
tados quantitativos, mas s6 pelas movimentagoes dos glébulos vermelhos percebe-se que

as células sujeitas a medicamentos se deformam menos que as sadias. Quanto menor a
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deformacao das hemadcias menor a sua eficiéncia no organismo.

A calibragao do sistema abre um novo horizonte de aplicacoes. Como hd pessoas
interessadas, pretendemos num futuro préximo, utilizar o método de medida de forga
6ptica em cdlculos de viscosidade do liquido da medula espinhal e em medidas de forca

de adesao de plaquetas.

E por fim, dentre outras experiéncias que irao surgir, queremos desenvolver uma pinga
Optica de mais de um feixe para que possamos ampliar mais ainda o nosso nimero de

trabalhos.
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