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RESUMO

Neste trabalho, microscépios de varredura multi-sondas foram utilizados para o
estudo de propriedades fisicas de amostras bioldgicas, vitreas e ceramicas. Em especial,
usamos trés diferentes técnicas de microscopia de varredura por sonda no estudo destas
amostras. Primeiramente, um microscépio de forca atébmica foi usado para avaliar os efeitos
na mecanica da membrana de macroéfagos, verificando a interferéncia da adesdo celular por
uma matriz extracelular. Em seguida, estudamos as mudancas de conformacdo de moléculas
de DNA tratadas com Timol e adsorvidas sobre uma superficie de uma mica modificada por
poli-L-lisina. Os resultados destes estudos implicam que as intera¢des célula-MEC mediada
pelo citoesqueleto afetam diretamente os eventos biomecanicos das membranas,
modificando as propriedades fisicas do citoesqueleto celular, e que a modificacdo da
superficie da mica utilizando poli-L-Lisina proporciona uma ligacdo forte e firme com o DNA.
Esta forte fixacdo do DNA, permitiu o estudo da mudanca conformacional do DNA na mica
guando interagindo com o timol. O microscépio de forca atdmica também foi usado para
realizar de estudos da expansdo térmica em vidros fosfatos comerciais, induzida por um
laser. A capacidade desta técnica de detectar deformacdes superficiais em nano-escala e a
boa concordancia dos resultados tedricos e experimentais mostra o potencial desta técnica
para o estudo da amplitude e dindmica de efeitos térmicos em materiais sélidos. Num outro
estudo, a microscopia forga atdmica condutora foi usada para a analise de propriedades
elétricas de ceramicas de titanato de bario semicondutor e suas correlagdes com
caracteristicas topograficas especificas da amostra. Por fim, estudamos interagdes entre
células e nanoparticulas de ouro, com o uso da microscopia de varredura em campo
préoximo, sem a necessidade de marcacdao fluorescente nas nanoparticulas e com alta
resolucao espacial. Durante a apresentacdo de cada um destes estudos foi discutido os
desafios e parte da instrumentac¢do necessarias para a realizagdo dos mesmos.

Palavras-chave: AFM. SNOM. C-AFM. Mddulo elastico. Nanoindentagdo. Interagdo luz-
matéria. Expansao fototérmica.



ABSTRACT

In this work, scanning multiprobes microscopes were used to study the physical properties
of biological, vitreous and ceramics samples. In particular, we have used three different
scanning probe microscopy techniques to the study the samples. At first, an atomic force
microscope was used to evaluate the mechanical properties of macrophages due to cell
adhesion to an extracellular matrix and to study the changes in DNA molecules conformation
treated with thymol and adsorbed onto a mica surface modified by poly-L-lysine. The results
of these studies show that the cytoskeleton-mediated cell-matrix interactions directly affect
biomechanical events in cells by modifying physical properties of the cytoskeleton and that
the modification of mica surface using poly-L-Lysine provides a strong and firm bond with
DNA. This strong fixation of DNA, allows the study of DNA conformational change on mica
when interacting with tymol. The atomic force microscope was also used in studies of laser
induced thermal expansion in commercial phosphate glasses. The ability of this technique to
detect nanoscale surface deformations and the good agreement between theoretical and
experimental results show the potential of this technique to study the amplitude and the
dynamic of thermal effects in solid materials. In another study, conductive atomic force
microscopy was used to analyze electrical properties of barium titanate semiconductor
ceramic and their correlation with specific topographic features of the sample. Finally, using
the scanning near-field optical microscopy, we studied interactions between cells and gold
nanoparticles, without the need of fluorescent labeling on the nanoparticles, with high
spatial resolution. During the presentation of these studies the challenges and necessary
instrumentation for their realization was discussed.

Keywords: AFM. SNOM. C-AFM. Elastic modulus. Nanoindentation. Light-matter interaction.
Photothermal expansion.
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INTRODUCAO

A invencdo e o desenvolvimento do microscoépio épticol; 2 no século XVII, nos revelou
a existéncia de um mundo desconhecido e inimaginavel ao redor e dentro de nés. Nossa vida
nao seria o que é hoje se a microscopia Optica nunca tivesse existido, ou se ela ndo tivesse
nos ajudado a entender melhor como somos formados, como funcionamos e como podemos
melhorar a nossa condic;zio3 - principalmente na area da biologia e da medicina e também

em muitas outras areas” °.

Outro grande passo foi dado com a introdugdo das microscopias eletronicas de
transmissdo e de varredura na década de 1930, as quais foram inicialmente integradas a
microscopia Optica, mas, posteriormente, desenvolveram a sua propria identidade e

tecnologia e abriram novos horizontes no conhecimento humano®.

No inicio da década de 1980, mais avancos tecnoldgicos levaram ao desenvolvimento
do microscépio de varredura por tunelamento’ e do microscépio de forca atémica®. Estes
microscopios deram origem a um novo ramo de microscopia conhecida como a Microscopia
de Varredura por Sonda. Os microscépios de varredura por sonda sdao completamente
diferentes dos seus antecessores, uma vez que, ao invés de se basear em lentes, fotons e
elétrons, eles exploram diretamente a superficie da amostra por meio de uma sonda de
varredura local, enquanto que o uso de um software dedicado permite que os resultados
sejam visualizados em um monitor. Numa analogia simplificada, podemos comparar o uso
de uma sonda de varredura destes microscépios, com o uso que um deficiente visual faz de
uma bengala: ele percebe as elevacbes e depressées do terreno, bem como a proximidade
de obstaculos, pelas mudancas na altura em que a bengala toca o chdo e também pelo som
produzido pelo impacto da bengala com o piso. A ponta da bengala é a sonda usada pelo

cego, os detectores de alteracdes no terreno sao a sua mao e os ouvidos.

Os microscoépios de varredura por sonda tem um nuimero de caracteristicas especiais:
alta magnificagéo9 com resolucdo espacial muito elevada®®; preparac¢do minima da amostra™
(nenhum dos corantes da microscopia 6ptica, vacuo ou metalizacdo com ouro exigida pelas
microscopias eletrdnicas) dados topograficos tridimensionais reais que nos permitem obter

diferentes pontos de vista das amostras de um Unico conjunto de dados coletados; e a
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capacidade de trabalhar em liquido™, em tempo real, tornando-se assim possivel estudar
até mesmo os fendbmenos dinamicos de amostras vivas no seu ambiente biolégico e sob
condicOes quase fisioldgicas.

Ao longo dos anos, um numero crescente de pesquisas tem sido realizadas com o uso

13; 14; 15; 16; 17 ~ . ,
$em 22> 20 A razdo disto é

dos mais diversos tipos de microscdpios de varredura por sonda
muito simples: a microscopia de varredura por sonda ndao é, simplesmente, apenas mais
outra forma de microscopia, mas deu origem a uma forma completamente nova de usar a
microscopia que realizou o sonho de todos os microscopistas: sendo capaz de tocar, mover e
interagir com a amostra enquanto ele esta sendo examinada, tornando assim possivel

descobrir ndo apenas a morfoldgica, mas também a sua informacdo estrutural quimica e

fisica.

De fato, com o advento da microscopia O6ptica, tornou-se possivel examinar
estruturas em nivel de "micro", enquanto que as microscopias eletrénicas de transmissao e
varredura e nos permitiram visualizar estruturas em nivel de "nano", mas ainda assim,
apenas em duas dimensdes. No entanto, quando se fala de microscopia de varredura por
sonda, em especial da microscopia de forca atébmica, ndo estamos limitados apenas a
resolucdes em termos "nano" tridimensional, mas ja é possivel também falar em nivel de
"pico". Juntamente com as continuas melhorias técnicas, o alcance desta nova faixa
dimensional significa que as microscopias de varredura por sondas podem proporcionar uma
oportunidade de interagir com moléculas individuais, observando-as enquanto nés as

tocamos e as movemos, a fim de descobrir as suas caracteristicas fisicas.

Tudo isso também levou ao desenvolvimento de uma "nano-tecnologia"” associada as
microscopias de varredura por sondas. Uma vez que, os microscopios de varredura por
sonda tem se apresentado como "nano-rob6s" que podem interagir de forma dinamica e
manipular amostras em "nano-escala"”. Além disso, a funcionalizagcdo das sondas deste tipo
de microscopia tornou possivel a obtencao de "nano-biossensores" que podem ser utilizados
no campo de processos biomoleculares dinamicos, de uma maneira que ndo podia ser nem
sequer imaginada ha apenas alguns anos atras. Finalmente, a combinac¢do das microscopias
de varredura por sondas com outras técnicas microscdpicas, tais como a microscopia de
fluorescéncia confocal tem sido ativamente explorada, e um grande numero de aplicacGes

interessantes tem sido propostas.
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Neste trabalho apresentamos os conceitos e discutimos a aplicabilidade de algumas
técnicas de microscopias de varredura por sondas, realizadas em nosso laboratdrio, para o
estudo de propriedades fisicas de amostras bioldgicas, vitreas e ceramicas. De fato, o
objetivo desta tese é demonstrar o potencial da microscopia de varredura por sonda,
discutir a instrumentacado e desafios relacionados a execucdo das medidas, necessarias para
o desenvolvimento destes tipos de estudos. Para a apresentagao e discussao dos resultados

obtidos nestes estudos, nds dividimos esta tese como descrito a seguir.

No primeiro capitulo, iniciamos com uma visdao geral dos diferentes tipos de
microscopias de varredura por sonda. Os principios basicos de operacdao e funcionamento
comuns a todas as técnicas de microscopias de varredura por sonda sdo estudados, através
da apresentacdao de uma de suas principais ramifica¢cdes, a microscopia de forca atomica. Ao
final do primeiro capitulo, mostramos a configuragao do sistema de varredura multi-sondas

disponivel em nossos laboratdrios e os desafios ainda inerentes a sua operacao.

No segundo capitulo iniciamos pelo estudo das possibilidades de uso da Microscopia
de Forca Atémica Condutora para a analise de propriedades elétricas, em nano-escalas, de
amostras condutoras ou semicondutoras, em especial, de ceramicas de Titanato de Bario
semicondutor. Mostramos também a possibilidade da correlagdao das medidas elétricas com
as caracteristicas topograficas da amostra. Em seguida, estudamos os conceitos relacionados
a microscopia 6ptica de varredura em campo préximo e a sua aplicabilidade em diferentes
materiais. Em especial, mostramos o uso da microscopia de campo proximo para o estudo
das interacdes entre células e nanoparticulas de ouro, sem necessidade de marcacdo

fluorescente nas nanoparticulas.

No terceiro capitulo estudamos o uso da microscopia de forca atdmica para o estudo
de amostras bioldgicas. De fato, iniciamos mostrando como este tipo de microscopia pode
ser usada para o estudo de propriedades mecanicas de células. Para isto, estudamos como o
modulo elastico das células é afetado pela adesdo celular a uma matriz extracelular. Em
seguida, estudamos a adesdo de uma molécula de DNA a superficie de uma mica modificada

por poli-L-lisina e as mudancgas de conformacdo do DNA devido ao tratamento com o timol.

No quarto capitulo estudamos a expansdes térmicas em sélidos induzidas por laser
aplicando, pela primeira vez, a microscopia de forca atdmica. Mostramos como obter

medidas deslocamentos da superficie em fun¢do do tempo e os principais parametros que
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influenciam a resolucdo temporal destas medidas. A boa concordancia dos resultados
experimentais e tedricos evidencia o potencial desta técnica para o estudo da amplitude e

dindmica de efeitos térmicos em materiais soélidos.

Por fim apresentamos uma conclusdo geral a respeitos dos resultados dos estudos
desenvolvidos nesta tese, e apontamos algumas das aplicacdes futuras, em nossa opinido,
promissoras e que podem ser desenvolvidas com o sistema de microscopia de varredura

multi-sondas atualmente disponivel em nossos laboratdrios.
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1 MICROSCOPIOS DE VARREDURA POR SONDA E O AFM

Neste capitulo apresentamos as técnicas de microscopia de varredura por sonda e
estudaremos os principios basicos envolvidos no funcionamento do AFM e as condi¢bes

ideais para obtencdo das imagens.

1.1 Microscopios de Varredura por Sonda

1.1.1 Um breve histérico

Utilizando um microscépio dptico rudimentar, em 1665 Robert Hooke® examinou
uma fatia de cortica e verificou que ela era constituida por cavidades poliédricas, as quais ele
nominou de células (do latim “cella” — pequena cavidade), descobrindo um mundo até entdo
invisivel e insuspeitado. Desde entdo, os microscépios ndo pararam de evoluir sendo sempre

ferramentas fundamentais para o avanco das fronteiras do conhecimento®®.

No inicio dos anos de 1980, os microscopios eletronicos ainda ndo apresentavam
resolucao suficiente para visualizar os atomos, embora a teoria atébmico-molecular da
matéria estivesse bem consolidada, desde o inicio do século XX. Em 1982, Gerd Binnig e
Heinrich Rohrer criaram o Microscépio de Varredura por Tunelamento’ (STM, Scanning
Tunneling Microscope), nos laboratdrios de pesquisa da IBM em Riischlikon, na Suiga. No
STM foi possivel obter, pela primeira vez, imagens de atomos e essa revolucionaria inovagao

deu a Binnig e Rohrer o Prémio Nobel de Fisica, em 1986.

Além de produzir imagens em escala atdmica, o STM permitiu a manipulacao de
atomos individuais, realizando uma possibilidade que havia sido levantada por Richard
Feynman, nos anos 1960, a da construcdo de estruturas através da movimentacdo e

montagem de dtomos, um a um.

O STM foi o primeiro membro de uma vasta familia que cresceu rapidamente: a dos
Microscépios de Varredura por Sonda (SPM, Scanning Probe Microscope). Embora forneca
imagens muito impressionantes, seu uso é restrito a superficies rigidas e eletricamente
condutoras, ou semicondutoras. O passo seguinte foi a criagdo do Microscépio de Forga

Atdmica® (AFM, Atomic Force Microscope) por Gerd Binnig, Calvin Quate e Christoph Gerber,
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em 1986. As primeiras imagens de AFM mostravam a topografia de superficies sdélidas. Mas
atualmente ja incluem materiais eletricamente isolantes, como vidros, ceramicas, polimeros
e materiais de origem bioldgica, de tal forma que o nimero de artigos cientificos ja
publicados, até 2013, usando o AFM atingia cerca de 45 mil, enquanto o numero de artigos

utilizando STM ainda n3o chegava a 20 mil®.

O AFM transformou-se, rapidamente em uma vasta plataforma de novas
microscopias, que produzem uma grande quantidade de informacdes sobre as propriedades
fisicas e fisico-quimicas de superficies. Hoje, um AFM pode ser complementado com
diferentes acessdrios permitindo que se obtenha informagdes sobre as propriedades
elétricas (potencial, carga, condutividade), magnéticas, mecanicas (viscoelasticidade,
adesdo, dureza, coeficientes de atrito), térmicas (condutividade, transicdes) e quimicas
(composicado, interacdes) de superficies.

A familia de SPM pode ser dividida nas seguintes classes: Microscopia de Varredura

7;19; 20; 21 8; 22

por Tunelamento (STM) , Microscopia Forca de Atémica (AFM)™ °°, Microscopia Forca

9; 10

Eletrostatica (EFM)” *°, Microscopia de Forca Magnética (MFM)?, Microscopia Otica de

24, 25; 26

Varredura em Campo Proximo (SNOM) , Microscopia de Varredura por sonda Kelvin

(SKPM)?” 282 o muitas outras>® 3432,

1.1.2 Como funciona

Nos microscopios 6ticos convencionais, o observador utiliza fétons ou elétrons para
ver um objeto e as suas possibilidades de observar objetos pequenos ficam limitadas pela
difracdao da radiagéo”, que ocorre sempre que as dimensdes do objeto examinado s3ao da
mesma ordem de grandeza do comprimento de onda utilizado. Por isso, os microscépios
Opticos convencionais ndo permitem a observagdo de objetos menores que % micron. Além
disso, efeitos de aberracdes comprometem a qualidade das imagens obtidas com grandes

aumentos em microscépios eletrénicos, mesmo quando o limite de difragcdo nao é atingido.

As técnicas de STM e AFM ndo dependem da interacdo da matéria com luz ou
elétrons. Nelas, o observador utiliza uma pequena sonda que tem a ponta muito afiada e
que percorre a superficie da amostra, muito préximo desta. Em AFM, a sonda pode estar em

contato com a amostra, mas, na maioria dos casos, esta a uma distancia muito pequena, de

® http://www.scopus.com/
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ordem de poucos nandmetros. Nessas condicOes, as forcas resultantes das interacdes da
sonda com os d4tomos ou moléculas da superficie, especialmente as interagdes
intermoleculares de Van der Waals, sao significativas e podem ser medidas. Em STM, o que
se detecta é a corrente de tunelamento entre a sonda e a amostra condutora, que também

s6 é significativa quando a distancia entre sonda e amostra é muito pequena**.

Na microscopia de varredura por sonda, a sonda interage com os atomos da
superficie que estdo imediatamente abaixo dela e também com vizinhos um pouco mais
distantes. Por essa razao, as imagens topograficas da amostra sdo geradas pela convolugao
de muitas contribuicdes, dos atomos da extremidade da sonda com os da superficie da
amostra durante uma varredura. Cada imagem é formada por y linhas com x pontos em
cada linha. Cada ponto da imagem é determinado pelas coordenadas x, y e z, onde z é a
altura. Portanto, a imagem de forca atémica é tridimensional, por definicdo, diferente de
uma micrografia 6tica ou eletrénica, que é uma fotografia da projecdo bidimensional da

amostra.

1.2 Microscopio de Forca Atdmica

1.2.1 O conceito béasico

O funcionamento de um microscopio de forca atdmica baseia-se no uso de uma
sonda afiada, que é colocada em contato com a amostra e se movimenta varrendo toda a
superficie estudada, enviando os dados a um computador que constréi entdo a imagem da
topografica da amostra. De fato, aqui, a topografia é determinada a partir da deflexao do
cantilever flexivel com uma sonda montada na sua extremidade livre. Portanto, o AFM
guarda alguma semelhanga com instrumentos de medida de rugosidades, chamados de

perfildmetros™.

Numa analogia didatica, o funcionamento do AFM pode ser compreendido como
uma pessoa cega utiliza o método de leitura em Braille; embora ela ndo capte a luz
diretamente, ela é capaz de colocar seu dedo em contato com as letras (que possuem um
pequeno relevo) numa folha de papel e dessa forma perceber as nuances de cada simbolo.
As células nervosas dos dedos detectam o padrdo de saliéncias sobre o papel, de maneira

que seu cérebro é capaz de converter essa informagao nos simbolos linguisticos.
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No AFM, este principio é reduzido para distancias inter-atdbmicas (ver Figura 1.1) As
saliéncias no papel sdao substituidos pelas "saliéncias" dos atomos que formam uma
superficie, as células nervosas nas pontas dos dedos sdo substituidos por uma sonda em
forma de agulha muito afiada, e o trabalho de tradugao do cérebro é tomado por um arranjo
de eletronica e software, capaz de traduzir o sinal detectado pela sonda numa imagem da

superficie sob inspegao.

Figura 1.1 - Um cego é capaz de ler as palavras mesmo sem enxerga-las opticamente; ao invés disso, ele varre
as linhas com a ponta do dedo e detecta variagGes no relevo que codificam (Através do método de Braille) as
letras, numeros e outros simbolos. Abaixo é ilustrado o conceito aplicado no AFM de "sentir" os atomos
usando uma ponta afiada atomicamente.

O

Fonte: Imagem retirada da Ref. [36]

Se as saliéncias sobre a folha de papel no método de leitura em braile estiverem
espacadas numa distancia menor do que a distancia entre as células nervosas da ponta dos

dedos, elas ndo poderao ser distinguidas, e duas saliéncias serdo detectadas como uma. Se
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quisermos obter resolucdo atdmica em imagem de AFM, é absolutamente imperativo que a
sonda em forma de agulha seja "atomicamente afiada", o que significa que ela é encerrada
principalmente por um Unico datomo saliente ou um pequeno aglomerado de atomos. Esta
exigéncia é, em certa medida obtida por micro-fabricacdao de pontas "atomicamente afiada",
gue tem conseguido atualmente sondas de AFM com dpice dos raios da ponta na faixa de 1-

10 nm.

1.2.2 Detecc¢éo dainteracdo ponta-amostra

A ponta da sonda "atomicamente afiada" é posicionada na extremidade livre de um
cantilever flexivel, e posta em contato com ou na proximidade da superficie a ser imageada.
A medida que a ponta e a superficie se aproximam uma da outra, as forcas aumentam e,
dependendo se as forcas sdo atrativas ou repulsivas a ponta vai defletir o cantilever em
direcdo a amostra ou para longe da amostra. Nos estudos apresentados nesta tese, os
movimentos do conjunto ponta-cantilever tém sido detectados por dois diferentes tipos de

sistemas de detecgao.

A Figura 1.2(a) ilustra o sistema de deteccdo por laser. Neste sistema, a forca de
interacdo ponta-amostra é medida pela leitura, por meio de um diodo foto sensivel de
guadrante (PSD), das alteracdes da posicdo do ponto de um laser refletido pelo cantilever,
na extremidade do cantilever onde a ponta esta posicionada. A Figura 1.2(b) ilustra o
sistema de deteccdo por diapasdao de quartzo. Neste sistema de deteccdao a forga de
interacdo ponta-amostra é transduzida para um sinal elétrico por meio do efeito piezelétrico

do quartzo, que é entdo detectada por um pré-amplificador.

Com o sistema de deteccdo para controlar a deflexdo cantilever no lugar, a ponta
entdo varre a superficie no plano xy, linha-por-linha utilizando posicionadores piezelétricos,
capazes de controlar a posicdo da ponta em escala atdbmica. As variacoes na deflexdao do
cantilever s3o entdo registradas como uma fungdo da posi¢do xy, tomando a imagem
espacial real tridimensional ou um mapa de forca da superficie sob inspecdo. Uma vez que a
forca estd intuitivamente ligada a distancia de separacdao da ponta-amostra, o mapa forga
constitui uma imagem de "topografica" da superficie. Isso é, grosso modo, o conceito basico

por tras de uma imagem de AFM.
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Figura 1.2 - Esquema ilustrativo dos sistemas de detec¢do de AFM, utilizados nesta tese. (a) Sistema de
detecgdo por laser e (b) Sistema de detecgdo por diapasao de quartzo.

PSD

(a)

—— diapaséo

pré-
amplificador

ponta

Fonte: Elaborada pelo autor

1.2.3 A formacédo daimagem

A amostra é analisada movendo-se a ponta sobre a sua superficie. A ponta vai ao
longo da primeira linha, andando em pequenos passos e a cada passo realiza uma medida.
No final de cada linha, a ponta volta sobre ela e as informacgdes do retorno da ponta também
sdo armazenadas. Apds atingir a posicdo inicial da linha a ponta, entdo, passa para a préxima
linha a ser analisada e assim sucessivamente até o fim da area pré-estabelecida para andlise.
Na varredura existem dois tipos de aquisicdo de dados, uma lenta que corresponde a

varredura das linhas paralelas, e a rdpida que corresponde a varredura ponto a ponto em
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uma determinada linha. A Figura 1.3 ilustra o padrdao de varredura ponta-amostra para a

formacao das imagens.

Figura 1.3 - Varredura tridimensional (eixos x, y e z) da amostra com a sonda. A imagem topogréfica final é
depois reconstruida pelas informag¢des das linhas varridas. Cada ponto de medida tem uma posicao x, y e z
bem definida. As linhas azuis sobrepostas a imagem topografica de AFM correspondem aos movimentos de ida
e sdo geralmente chamadas de “Tra¢o”, enquanto que as linhas vermelhas correspondem aos movimentos de
volta e sdo chamadas de Retraco.

—e—Tragco
—e—Retrago

Fonte: Elaborada pelo autor

1.2.4 Forcas de interacdo a distancias microscoOpicas

Para entender o funcionamento de um AFM devemos entdo ter conhecimento das
forcas que agem entre os sistemas microscdpicos a distancias muito pequenas e cuja
interacdo é base do funcionamento deste microscépio. A Figura 1.4, mostra uma ilustracdo
simplificada das forgas de interagdo, como uma funcdo da distancia de separacao z entre
ponta e a amostra. Uma forca de interagdo positiva representa uma forga repulsiva que
empurra a ponta para longe da amostra. Isto impde uma deflexdao positiva do cantilever
numa direcdo vertical. Uma forca de interacdo negativa representa uma forca atrativa que
puxa a ponta em direcdo a amostra, o que leva a uma deflexdo negativa do cantilever. A

tentativa de classificacdo das forcas de interacdo ponta-amostra é bem extensa.
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Figura 1.4 — Esboco das forgas de interagdo ponta-amostra
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Fonte: Elaborada pelo autor

O potencial de Lennard-Jones estad na origem das forcas que se revelam dominantes
nas interagcdes entre a ponta e a superficie da amostra, determinantes para a obtencdo de
imagens topograficas por AFM, principal objetivo desta técnica, e é descrito pela expressao:

a
U(z) _a_ B (1.1)

Z12 ZB

onde z é distancia entre as moléculas ou atomos e a e B sdo constantes. O primeiro termo
do lado direito da equacdo (1.1) é repulsivo e esta associado a repulsdo eletrostatica entre
duas moléculas quando as suas nuvens eletronicas se aproximam. O segundo termo é
atrativo e resulta de uma interacdo dipolo-dipolo, conhecida como interacdao de van der
Waals. O termo atrativo é dominante a grandes distancias, ja a curtas distancias é o termo

repulsivo que domina o valor final do potencial37.

Quando a ponta estd em contato com a superficie, a resultante das forcas de
interacdo é composta por contribuicdes das forgas de van der Waals, eletrostatica e

magnética, e por contribuicdes de for¢cas mecanicas, como a as forcas de adesdo e friccao.
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Em alguns casos forma-se uma fina camada de agua a superficie da amostra, nestas

condicdes, existe ainda a contribuicdao da forca de capilaridade38.
Forca de repulsado entre nuvens eletrénicas

Quando dois dtomos se aproximam, da-se a interpenetracdo das suas nuvens
eletronicas e a, consequente, sobreposicdo de orbitais completamente preenchidos. De
acordo com o principio de exclusdo de Pauli dois elétrons de um mesmo dtomo ndo podem
ter todos os numeros quanticos iguais. Por isto, verifica-se um aumento da energia
eletrostdtica total do sistema que origina uma contribuicdo repulsiva para a forca de

interacdo total.

A forca de repulsdo é de curto alcance e pode ser descrita por uma funcdo do tipo
F < 1/r™, com n superior a 8.3 A maior parte das imagens topograficas obtidas com a
ponta em contato com a superficie resultam do efeito repulsivo desta forca e é a sua
dependéncia forte da distancia que permite a obtencdo de imagens com resolucdo atomica.

O termo repulsivo do potencial de Lennard-Jones tem origem em interagdes desta natureza.
Forcas de Van der Walls

As forcas de Van der Waals sdo forcas de longo alcance, podendo ser sentidas a
distancias superiores a 10nm. S3o compostas por trés contribui¢cdes distintas: interagdes
tipo dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e forcas de dispersdao ou forgas de London. As
forcas de dispersdo sdo originadas pela polarizacdo instantanea devida as flutuacbes da
carga eletrénica em torno do nucleo, e representam a contribuicdo mais relevante para a
forca de van der Waals total por estarem sempre presentes, contrastando com outros tipos
de interacdo como a inducdo e a polarizacdo devida a momentos multipolares permanentes
que dependem das propriedades dos dtomos ou moléculas®®. No caso de dois dtomos, as
diferentes interagdes dipolares d3ao origem a uma energia de atragdo global que varia com

1/z8.

Para uma ponta esférica que interage com uma superficie plana, geometria muito

semelhante a do AFM, o potencial de van der Waals é dado por39:

U=_uR (1.2)
6z

e a forga de van der Waals é igual a*
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AR (1.3)
6z°
onde Ay é a constante de Hamaker, R é o raio da ponta e z é a distancia entre a ponta e a

superficie da amostra. A constante de Hamaker depende do tipo de material (polarizagdo
atébmica e densidade) da ponta e da amostra. Para pontas piramidais ou cbnicas em

interacdo com superficies planas, a forga de van der Waals é proporcional a 1/z.%

Esta forca foi calculada e medida para diferentes tipos de ponta e vdrias distancias
entre a ponta e a superficie da amostra, verificando-se que o seu valor varia com a distancia

4142434595 Também se verificou que a forca de

bem como com o raio de curvatura da ponta
, . ~ . VI 46
van der Waals é reduzida quando a ponta e a amostra estdo inseridas num meio liquido™. As

interagdes de van der Waals constituem o termo atrativo do potencial de Lennard-Jones.

1.2.5 Modos de operacéo

O AFM funciona em trés principais modos de operacdo diferentes: modo contato,
modo ndo-contato, e modo intermitente. Naturalmente, as forcas de interagdo entre a
ponta e a superficie da amostra variam de acordo com modo de operacdao em uso. A Figura
1.5 representa um diagrama das forcas de interacdo entre a ponta e a superficie da amostra

para os diferentes modos de operacao.

Figura 1.5 — Diagrama que mostra a forca de interagcdo entre a ponta e a amostra consoante o modo em que o
AFM opera.
Forga

Forga repulsiva

Contato Repulsao entre nuvens
Intemitente eletrénicas

\ Distancia
Contato (separagdo entre ponta e amostra)

N3o-contato l Forgas de Van der Waals

Forga atrativa

Fonte: Elaborada pelo autor
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Embora existam outras forcas de interacdo entre a ponta e a superficie da amostra,
na obtencdo de imagens topograficas, com o AFM, s3ao as forgas de Van der Waals e as

forcas de repulsdo entre nuvens eletrénicas que se afirmam mais determinantes.
Modo Contato (Estético)

Neste modo o cantilever estd sempre em contato com a superficie durante a
varredura. Quando a ponta e a superficie da amostra se encontram em contato, a resultante

das forcas de interacdo responsavel pela deflexao do cantilever é dada pela expressao

F=kz (1.4)
onde F é a resultante das forgas de interac¢do, k é a constante eldstica do cantilever e z é a
deflexdo. A interacdo é governada majoritariamente pelas forcas repulsivas a curta distancia,

que tém valores que variam entre alguns nN e algumas dezenas de nN.

Figura 1.6 — Modo de operagdo contato.

Fonte: Elaborada pelo autor

No modo contato, a constante elastica do cantilever tem que ser muito menor que as
constantes elasticas dos materiais que serdo analisados pois, sé desta maneira é possivel
gue a sua deflexdo acompanhe todas as deformacdes da superficie em andlise. Uma vez que
nos sélidos k varia entre 10N/m e 100N/m, e nas amostras bioldgicas k é de
aproximadamente 0,1N/m, os cantileveres usados em modo contato tém k com valores que

variam entre 0,01 e 5 N/m.
Modo N&o contato (Dindmico)

No modo de operagao nao-contato, a ponta é mantida afastada da superficie de

maneira a que as forcas de interacdo predominantes sejam as de longo alcance, tais como a
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forca magnética ou eletrostdtica. O cantilever é forcado a vibrar, com o auxilio de um

elemento piezelétrico, com uma frequéncia wq préxima da sua frequéncia de ressonancia wo.

O movimento do cantilever pode ser descrito pelo modelo do oscilador forcado

seguindo a equagao movimento®’

mZ +(mw° Jz‘ +ma,z = F, cos(aw,t)
Q (1.5)

cuja solucdo estacionadria é

2(t)= Acos(w,t +¢) (1.6)
onde A é amplitude da oscilagdo a frequéncia wq e ¢ é a diferenca de fase entre a resposta

do sistema e a excitacdo a que estd sujeito. A amplitude e fase sdao dadas, respectivamente

pelas equacdes:

A F,/m
2
(a)(f —a)j)z J{%%J (1.7)
Q
— tan| — 0% (1.8)
= Q- e

de onde se observa que uma variagao das forgas e consequentemente da frequéncia de

ressonancia leva a uma variacdo quer da amplitude quer da fase da oscilagdo do cantilever.

Figura 1.7 — Modo de operac¢do ndo-contato.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Para detectar as variacdes de frequéncia no modo ndo-contato sdo usados dois
métodos. O primeiro mede as variagdes de amplitude (ou fase) resultantes das variagdes de
frequéncia (modelacdo da amplitude) e o outro mede diretamente as prdprias variacdes de

frequéncia (modelagdo da frequéncia).
Modo contato Intermitente (Dinamico)

No modo de contato intermitente, o cantilever é forcado a oscilar com uma
frequéncia proxima da sua frequéncia de ressonancia, mas contrariamente ao modo nao-
contato, a ponta toca descontinuamente a superficie da amostra. A amplitude de vibracdo é
mantida constante e sempre que a ponta toca a amostra, a amplitude sofre um desvio que é
detectado e serve de sinal de realimentagdo. A descricdo matematica apresentada para o

modo ndo contato pode ser utilizada para o modo de contato intermitente.

Neste modo de funcionamento, a ponta é menos sensivel as forcas de capilaridade e
de adesdo, minimizando o efeito de torcdo do cantilever, e o efeito da forca de friccdo é
extinto. Neste modo, a resolucdo das imagens topograficas, em particular de amostras de
materiais moles, é melhorada. Este modo permite, em simultdneo com a obtencdo da
imagem topografica, uma imagem de fase®® gue da informacgdo sobre a adesado e rigidez da

superficie da amostra, e assim, permite identificar diferentes materiais presentes na mesma.

Figura 1.8 — Modo de operagdo contato intermitente.

—_—

Fonte: Elaborada pelo autor

1.2.6 Artefatos nas imagens de AFM

Os artefatos nas imagens de AFM podem ter diversas origens e nem sempre sao

identificados com facilidade. No entanto, podem-se identificar estas fontes de modo a
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minimizar o seu efeito e ajudar o utilizador na sua identificagdao. As fontes de artefatos
nestas imagens sdo a ponta, o scanner, vibracGes, variacGes térmicas, processamento,

circuito de realimentacdo e parametros da varredura.
Artefatos com origem na ponta

A forma geométrica da ponta afetara sempre a imagem obtida. Geralmente, pontas
mais compridas também sdo mais estreitas e as imagens obtidas serdo muito préximas da
realidade. Normalmente, a altura dos objetos ndao é afetada nas imagens, mesmo com
pontas padrdo, jd a resolucdo lateral evidencia estes artefatos, principalmente se existirem

degraus.

A Figura 1.9(A) mostra a diferenca que se obtém ao analisar o mesmo objeto com
duas pontas de diferentes raios de curvatura. Note-se que em ambos os casos a altura do
objeto é reproduzida com exatiddo. Caso a ponta tenha que penetrar um pequeno buraco
na superficie da amostra pode acontecer que esta ndo consiga tocar o fundo do buraco.
Assim, a imagem serd dominada pela geometria da ponta e ndo pela geometria da amostra,

no entanto, é possivel medir a largura do buraco com precisdo (Figura 1.9(B)).

Figura 1.9 — Exemplos de artefatos que podem ser observados nas imagens de AFM com origem na ponta

A

Fonte: Retirado da Ref. [49]

Assim, para procurar evitar estes artefatos é necessario utilizar pontas adequadas a

aplicacdo em questdo, limpar bem as amostras para evitar que a ponta seja contaminada ou
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danificada e trocar a ponta assim que se desconfie que esta ja ndo se encontre nas melhores
condicBes. E importante salientar que além destes, existem outros artefatos relacionados a

ponta e para mais detalhes, recomendamos verificar a referéncia [49].
Artefatos com origem na ponta

Varios artefatos advém das propriedades fisicas e mecanicas das ceramicas
piezelétricas que constituem o escaner. Note-se que a sensibilidade do material piezelétrico
as tensoOes aplicadas varia com a sua utilizagdo, tornando-se necessdria a sua calibracao

periddica, de acordo com as instrucdes do fornecedor.

A Figura 1.10 mostra um exemplo da distor¢cdo que se pode observar numa imagem
de AFM se o escaner ndo estiver linearizado. A lineariza¢cdo do escaner é feita com recurso a
observacdo de uma amostra de calibracdo que consiste numa rede de cubos todos com as
mesmas dimensdes e igualmente espacados. Esta amostra é medida e os parametros de
correcdo sdo ajustados até se observar na imagem os valores de largura, altura e
espacamento conhecidos da amostra de calibracdo. Apds este processo, as corre¢des sao

guardadas e aplicadas nas medidas seguintes.

Figura 1.10 - Distor¢dao de uma grelha de quadrados todos da mesma dimensao e igualmente espagados.

I |

CU

A

Fonte: Retirado da Ref. [49]

Quando o escaner é sujeito a uma variacdo acentuada da tensdo aplicada, a sua
resposta é afetada por um efeito de relaxacdo. Esta resposta lenta pode provocar varios
defeitos nas imagens. Varreduras consecutivas com velocidades diferentes podem

apresentar distorcdo, se fizermos uma varredura de pequena amplitude imediatamente a
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seguir a uma varredura grande, ou vice-versa, o segundo nao ficard centrado com o anterior

e pode observa-se um efeito de drift, como mostra a Figura 1.11.

Figura 1.11 - Exemplo do efeito drift que pode ocorrer nas imagens obtidas por AFM.

Fonte: Retirado da Ref. [49]

E importante, salientar que uma grande variedade de outros tipos de artefatos existem e

podem ser consultada, pelo leitor, com mais detalhes nas referéncias [49; 50] .
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2 OUTRAS TECNICAS DE SPM E APLICACOES

Neste capitulo discutiremos os principios bdsicos e a aplicabilidade de algumas técnicas de
SPM desenvolvidas com o uso de um sistema multi-sondas Multiview 4000™ (Nanonics) em
nossos laboratérios. Inicialmente, mostraremos a aplicabilidade da Microscopia de Forca
Atomica Condutora para o estudo de propriedade elétricas de ceramicas de Titanato de
Bario semicondutor. Em seguida, discutiremos os conceitos bdsicos da microscopia dptica de
varredura em campo proximo e sua aplicabilidade em diferentes materiais. Em especial,
mostraremos a aplicabilidade da Microscopia de campo préximo para o estudo das

interagdes entre células e nanoparticulas de ouro.

2.1 Microscopia de Forca Atdmica Condutora (C-AFM)

Nas ultimas décadas, tem-se desenvolvido uma nova série de microscopios de
varredura por sonda baseados na técnica de AFM, mas que exploram sondas eletricamente
condutoras para a realizacdo de medidas de forcgas eletrostaticas, distribuicdes de cargas,
guedas de tensdo, capacitancias ou resisténcias em escalas de comprimentos abaixo de

100nm.

Estas novas adaptacbes do AFM para, por exemplo, a microscopia de forca
eletrostatica™, microscopia de varredura de capaciténcia52 e para a potencidometria de
varredura™, sdo grandes promessas para a caracterizacdo elétrica de materiais, uma vez que
imagens topograficas de alta resolucdo e medidas elétricas sdo obtidas simultaneamente,
proporcionando uma correlacdo direta das propriedades elétricas com caracteristicas

topograficas especificas.

Nesta secdo, descrevemos uma variante do AFM em que sondas condutoras sao
utilizadas para medir as relacdes tensdao-corrente (I-V) e resisténcias (condutancias) de
materiais. Esta técnica é, geralmente, denominada de Microscopia de Forca Atémica
Condutora (C-AFM)**, embora alguns utilizem a denominacio de “AFM de sonda

755

condutora”> ou “Microscopia de Varredura de Resisténcia”>® para a mesma técnica.
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2.1.1 Principios béasicos do C-AFM

De fato, a C-AFM é uma das técnicas de SPM no qual uma ponta condutora, com
didametro de algumas dezenas de nandmetros, varre a superficie da amostra, enquanto que
uma diferenca de potencial é aplicada entre a ponta e a amostra. Pela ponta condutora
passa uma corrente elétrica, gerando uma imagem da intensidade desta corrente nas
diferentes regidoes da amostra. Ao mesmo tempo, uma imagem topografica também é
gerada. Tanto a imagem da corrente elétrica quanto a imagem topografica sdo tomadas
simultaneamente sobre a mesma area da amostra, o que permite a identificacdo de
caracteristicas da superficie mais ou menos condutoras. Um circuito elétrico, com
amplificadores de corrente e filtros, monitora a corrente, que pode variar desde alguns pico-

amperes até mili-ampeéres.

A sonda condutora utilizada para varrer a amostra é posta para oscilar, préxima da
superficie, em contato intermitente. A amplitude e a fase ou frequéncia de oscilacdo sdo
utilizadas por um sistema de realimentag¢do para controlar a distancia entre a ponta da
sonda e a superficie. Quando a ponteira se aproxima da amostra, as forcas que agem entre
elas diminuem a amplitude de oscilacdo e modificam a fase. A voltagem necessaria para
controlar o movimento da cerdmica piezelétrica que mantém a amplitude constante é
detectada e transformada, por meio de um software, em uma imagem topografica, da

mesma forma que em um microscépio de for¢a atomica.

Além de adquirir uma imagem da corrente associada a topografia, a sonda pode ser
movida para um local especifico de interesse, e entdo, a tensdao é aumentada enquanto a

corrente é medida para gerar uma curva da corrente local versus a tensao (curva-IV).

Varios tipos de sondas condutoras podem ser usadas em C-AFM, mas as de maiores
sucesso sdo as sondas com fios de platina ou as revestidas com diamantes. Além de ter uma
boa condutividade, o diamante é resistente ao aquecimento e desgaste da ponta, no
entanto, apresenta o custo mais elevado entre as sondas de C-AFM. Ja as sondas com fios de
platina, além de apresentarem boa condutividade sdo mais resistentes ao aquecimento do
que, por exemplo, as sondas de ouro. A principal vantagem de C-AFM em compara¢dao com
outras de técnicas de medidas elétricas padroes é a elevada resolucdo espacial. Por
exemplo, nds temos realizado medidas de C-AFM em eletrodos de ouro e associado a

corrente elétrica a topografia da amostra. Além disso, temos realizado também medidas de
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C-AFM em ceramicas de titanato de bario semicondutor e temos sido capazes de identificar

diferencgas na intensidade da corrente elétrica, entre as fronteiras e o interior dos graos.

2.1.2 Realizando medidas com C-AFM

A Figura 2.1 ilustra um tipico experimento de C-AFM realizado em nosso laboratério,
onde uma sonda condutora varre a superficie de uma amostra composta por um conjunto
de eletrodos de ouro alinhados, unidos um ao outro por uma base de ouro em uma das suas
extremidades. A amostra é construida de tal maneira que temos intercaladamente,
eletrodos continuos e eletrodos separados em pequenos pedacos de tamanhos iguais
desconectados um do outro. A base dos eletrodos é conectada a um potencial de
polarizacdo, enquanto a sonda varre a superficie da amostra medindo a corrente elétrica nos
eletrodos de ouro. Simultaneamente as medidas de corrente elétrica, a variagao topografica
da mesma regido da amostra é monitorada, permitindo correlacionar as propriedades

elétricas com as caracteristicas topograficas.

Figura 2.1 — Esquema da medida de C-AFM da corrente através de eletrodos de ouro.

> potencial de
'S, polarizagéo (V)

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 2.2(a) mostra a imagem topografica tridimensional dos eletrodos de ouro
sobre o substrato de silicio. A darea da medida é de 20um X 20um e a altura média dos
eletrodos é de 55nm. A Figura 2.2(b) mostra a intensidade da corrente elétrica nestes
eletrodos. Acreditamos que os pontos onde ocorre uma queda na conducdo sobre os
eletrodos de ouro s3ao devido a poeira acumulada na superficie ou instabilidades no sistema
de realimentacdo que levam a diminuicdo na forca da interacdo ponta-amostra, afetando

ligeiramente o contato elétrico entre a ponta e a amostra.
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Figura 2.2 — Imagem (a) topografica e de (b) da corrente elétrica nos eletrodos de ouro. (c) Imagem da corrente
elétrica sobreposta a imagem topografica. (d) Perfil topografico (linha preta) e de corrente elétrica (linha
vermelha), correspondente as tragos em verdes nas imagens de topografia e elétricas.
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Fonte: Elaborada pelo autor

O mapa da corrente elétrica na amostra é superposto a imagem topografica na Figura
2.2(c). E possivel notar que os eletrodos que apresentaram corrente elétrica estdo
intercalados por eletrodos onde nenhuma corrente elétrica foi observada. Isto se deve ao
fato de que estes eletrodos sdao constituidos por pequenos pedacos de tamanhos iguais
desconectados um do outro, de maneira que ndo hd um potencial de polarizacdo conectado
a eles. A Figura 2.2(d) mostra o perfil topografico (linha preta) e o da corrente elétrica (linha
vermelha), tomados na mesma posicdo sobre a amostra. Estes perfis correspondem aos

tracos verdes nas imagens topograficas e da corrente elétrica na Figura 2.2(a) e (b).

As medidas da topografia e da corrente elétrica da amostra, exibidas na Figura 2.2,

foram realizadas com um C-AFM (Multiview 4000™) operando em modo intermitente, com
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uma sonda de medidas elétricas com fio de platina, de didametro da ponta de 200nm. O
potencial de polaridade (Bias) aplicado a amostra foi de +4V, enquanto que a corrente

elétrica obtida sobre os eletrodos de ouro foram da ordem de 0,44A.

Os resultados mostram que o C-AFM é uma ferramenta adequada para medi¢cdes da
conducdo da corrente elétrica na superficie de amostras em nano-escalas, bem como sua
correlagdo com as caracteristicas topograficas da amostra. A seguir mostraremos o0s
resultados da sondagem direta por C-AFM de ceramicas de titanato de bario semicondutor.
Os achados mostrardo que é possivel identificar diferencas na conducado da corrente elétrica,

entre as fronteiras e o interior dos graos.

2.1.3 Sondagem direta de titanato de bario semicondutor por meio de C-AFM

Materiais ceramicos a base de titanato de bdrio (BaTiO; — BT) tém sido largamente
estudados nos ultimos anos. Este tipo de material possui uma vasta aplicagao industrial
principalmente como capacitores ceramicos multicamadas (MLCC), devido a sua alta
constante dielétrica e sua boa estabilidade com a variacdo da temperatura, e como

dispositivos termistores, devido a variacdo de sua resistividade com a temperatura>” %8,

Quando puro o BT é um isolante, mas pode adquirir um comportamento
semicondutor com a introducdo de dopantes, tanto trivalentes quando ocupam o sitio do Ba
guanto pentavalentes no sitio do Ti. De fato, as amostras de BT dopadas, por exemplo, com
Lantanio e Manganés em geral apresentaram cardter semicondutor e um salto maior da

resistividade em fungao da temperatura.

Como as caracteristicas elétricas do titanato de bario dependem fortemente das suas
condicdes de sintese e processamento, neste trabalho realizamos medidas da conducdo da
corrente elétrica, por meio da técnica de C-AFM, em ceramicas de titanato de bario dopadas
com lantanio e co-dopadas com manganés (BTL:Mn), obtidas pelo método de reacdo de
estado sdlido e sinterizadas a laser, visando entender melhor as caracteristicas das propriedades

elétricas deste material ceramico.

Para melhor entender as mudancas na condutividade entre o interior e as bordas dos
grdos ceramicos de BTL:Mn, as ceramicas foram polidas e os graos revelados por ataque
guimico. Para isto, uma pequena pastilha cerdmica de BTL:Mn, de 5mm de diametro foi

mergulhada em acido por 5 minutos, em seguida lavada e mergulhada em alcool

Instituto de Fisica - UFAL



2 Outras Técnicas de SPM e AplicagGes 39

isopropilico, num ultrassom por 10 minutos. Apds secas as amostras foram fixas a um
substrato de vidro com tinta de prata e um potencial de polaridade (Bias) de +10 V foi

aplicado a amostra.

As medidas foram realizadas com um microscépio de forca atomica condutora
(Multiview 4000™) operando em modo intermitente, com sondas de medidas elétricas com
fios de platina de diametro da ponta de 100nm. A area medida é de 20um X 20um.
Simultaneamente as medidas da topografia, na mesma regido e com a mesma sonda, foram

tomadas as medidas de corrente elétrica.

A Figura 2.3(a) mostra a imagem topografica tridimensional da drea varrida. A partir
da imagem topografica observamos que os grdaos ceramicos de BTL:Mn possuiam didametro
médio entre 6 e 8um. As regides de interior e bordas dos graos foram bem evidenciadas

através de imagem topografica.

A Figura 2.3(b) mostra a imagem da corrente elétrica da drea varrida e é possivel
identificar as regides com maior ou menor conducdo de corrente elétrica, para entdo,

correlaciona-las a topografia da amostra.

A Figura 2.3(c) mostra o mapa da corrente elétrica, sobreposto a imagem topografica.
Os pontos coloridos na imagem representam as regides mais condutoras da amostra, onde a
corrente elétrica foi mais intensa. De fato, a imagem mostra que as regides com melhor
conducdo da corrente elétrica estdo localizadas nas regides centrais dos graos, enquanto
que as bordas s3ao apresentaram menor conducdo da corrente elétrica por apresentarem

maior resistividade que o centro do grao.

A Figura 2.3(d) mostra um grafico dos perfis topografico e da corrente elétrica das
medidas de C-AFM. As medidas sdao tomadas simultaneamente com a mesma sonda sobre os
grdos ceramicos de BTL:Mn. Os perfis sdo plotados no mesmo grafico para fins de

comparacdo entre a topografia e a conducdo da corrente elétrica.

Nossos resultados mostram que o C-AFM é uma técnica muito atraente para a
realizacdo de medicGes de transporte elétrico em nano-escala, bem como para a
caracterizacdao de propriedades elétricas de diversos materiais. De fato, o C-AFM tem se
mostrado ideal para o estudo do transporte elétrico em dispositivos microfabricados

semicondutores, conjuntos de nanoparticulas e moléculas bioldgicas individuais.
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Figura 2.3 — Imagem da (a) topografia e da (b) corrente elétrica de grdos ceramicos de BTL:Mn. (c) Mapa da
corrente elétrica sobreposto a imagem topografica. (d) Perfil topografico (linha preta) e da corrente elétrica
(linha vermelha), tomados na regido correspondente aos tragos em verdes nas imagens de topografia e

elétricas.
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Fonte: Elaborada pelo autor

2.2 Microscopia Optica de Varredura em Campo Préximo

O progresso na ciéncia e tecnologia é muitas vezes acompanhado pelo surgimento de
novas técnicas e instrumentacdes. Nas palavras da Prémio Nobel em medicina Rosalyn
Yalow, "novas verdades se tornam evidentes quando novas ferramentas se tornam
disponiveis". Temos aumentado a nossa compreensao de fendmenos fisicos que vao desde a
estrutura atdmica dos supercondutores a estrutura e funcdo das células vivas,
especialmente, devido ao desenvolvimento e a implementacdo de novas técnicas de

microscopia. Avancos a parte, numerosos desafios ainda permanecem.
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A Microscopia Optica de Varredura em Campo Préximo (SNOM) estd na vanguarda da
ciéncia e da tecnologia atual, porque combina as potencialidades da tecnologia da varredura
por sonda com o poder da microscopia 6ptica. O SNOM nos fornece “olhos” para o
nanomundo. Entre os principais parametros que podem ser de interesse em uma
nanoestrutura sob investigacdo estdo, além da forma e do tamanho, sua composicdo
quimica, sua estrutura molecular, bem como suas propriedades dinamicas. A fim de
investigar tais propriedades, sdo necessdrios microscopios com alta resolucdo espacial, bem
como alto poder de resolugao espectral e temporal. O microscépio éptico classico distingue-
se no que diz respeito a seletividade espectroscopica e temporal, embora a sua resolucao
espacial seja restrita por difracdo a cerca de metade do comprimento de onda, ou seja, 0,2-
0,5 micrometros para a luz visivel. A ciéncia e a tecnologia dos dias atuais tém, no entanto,
uma necessidade crescente de ferramentas que permitam caracterizar e manipular
estruturas tdo pequenas quanto alguns nandmetros de tamanho. Exemplos sdo facilmente

encontrados na Fisica, na microeletrénica e nas ciéncias biolégicas.

Os microscépios eletronicos e os microscopios de forga atdmica alcancam facilmente
resolucao espacial de 10nm ou menos, mas eles sdao relativamente “pobres” em relacdo a
propriedades espectrais e dindmicas. Os microscopios eletrénicos tém que ser operado a
vacuo e requer uma preparac¢ao especial da amostra, o que limita sua aplicacdo em ciéncias
bioldgicas. No entanto, o SNOM combina a excelente seletividade espectroscépica e
temporal da microscopia dptica classica com uma resolucdo lateral que atinge facilmente o
regime sub-100nm. A dptica de campo proximo tornou-se, portanto, um importante foco de
pesquisa e desenvolvimento para campo da microscopia dptica nas ultimas décadas®® % ¢,
Hoje, chegamos ao ponto em que o SNOM representa uma poderosa ferramenta, para a

analise de superficies, que é técnica e teoricamente bem compreendida. O SNOM esta

pronto para aplicacGes a uma grande variedade de problemas na fisica, quimica e biologia.

2.2.1 A histéria da microscopia de campo préximo

Em 1928, Synge, um cientista irlandés, descreveu um esquema experimental que
permitiria a resolucdo dptica de estender-se para o regime de nandmetros®. Ele prop6s o
uso de uma fonte de luz bem intensa por tras de uma tela de metal fina, opaca, com um
buraco de 100nm de diametro na placa, que serviria como uma fonte de luz pontual (Figura

2.4). O pequeno ponto de luz criado desta forma deveria ser usado para iluminar localmente
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uma secao bioldgica fina. A fim de garantir a iluminacdo local, ele imp0s a condicdo de que a
abertura na placa de metal ndo deveria ficar mais longe da amostra do que o diametro da
abertura, ou seja, inferior a 100nm. As imagens deveriam ser gravadas, ponto por ponto

detectando a luz transmitida pela secg¢ao biolégica por meio de um detector de foto sensivel.

Figura 2.4 — Esquema da iluminagdo em campo préximo proposto por Synge. Uma abertura de didametro a < 4
é feita numa placa plana. O campo evanescente através abertura decai rapidamente, iluminando apenas até
um comprimento d;, 0 campo préximo. A luz de campo distante também esta presente para uma distancia d,.

a<<j) —» Tela Opaca

(d<<h)

Campo distante (d>>1)
Fonte: Elaborada pelo autor

Com a sua proposta, Synge estava bem a frente de seu tempo. Infelizmente, ele
nunca tentou realizar a sua ideia. Em 1932, ele, na verdade, prop6s uma alternativa,
descartando seu plano inicial, devido a dificil aproximacdo da amostra para uma tela plana®.
Por conseguinte, ele sugeriu a utilizacdo da imagem de uma fonte de luz pontual como uma
sonda Optica em vez de uma abertura. A imagem seria gerada por um espelho elipsoidal,
gue iria proporcionar, em palavras modernas, a maior abertura numérica possivel.
Ironicamente, este segundo esquema nunca alcancaria resolucao tipo-SNOM, uma vez que
ele ignorou o papel dos campos proximos que ndo podem ser recuperados por nenhum

esquema de imagem convencional, ndo importa qual seja a abertura numérica.

Em 1984, logo apds a invencdo do STM’, a tecnologia de posicionamento a escala
nanométrica tornou-se disponivel, e um microscépio dptico semelhante ao esquema
proposto e esquecido por Synge foi reinventado e demonstrado por Pohl, juntamente com

Denk e Duerig no laboratério de pesquisas da IBM em Riischlikon** >

. Independentemente,
um esquema semelhante foi proposto e desenvolvido por Aaron Lewis e seu grupo na

Universidade de Cornell® ® ®. A principal inovacio foi a fabricacdo de uma abertura dptica
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de sub comprimento de onda no &pice da extremidade de uma sonda pontiaguda
transparente que foi revestida com um metal. Além disso, a realimenta¢dao em loop foi
implementada para manter constante a separagao ponta-amostra de apenas alguns

nandémetros, durante a varredura da amostra em estreita proximidade com a sonda fixa.

2.2.2 Afisica da microscopia de campo préximo

No inicio da década de 1870, Ernst Abbe formulou um rigoroso critério que

expressava a resolucao espacial de um microscépio dptico limitado pela difragdo da luz por

0614
NA

AX (2.1)

onde Ax é a distancia entre os dois objetos, A é o comprimento de onda da luz incidente, e

NA = nsen@ é a abertura numérica na lente objetiva através da qual a luz é coletada.

De acordo com a equacdo (2.1), a resolucdo espacial dos microscépios de dpticos
classicos é limitada a cerca de 200nm pela necessidade pratica de ter a dtica de colecdo, da
lente objetiva ou equivalente, a uma distancia do objeto observado que é vdrias vezes o
comprimento de onda, A, da luz incidente (Figura 2.5(a)). A esta distancia, as altas
frequéncias espaciais da imagem - as componentes que ddo informagdes sobre as menores
caracteristicas do objeto - ndo sdo coletadas pelo imageamento éptico e ndo contribuem
para a formagdo da imagem. E este fenémeno, ao invés da fisica da prépria luz, que define o

limite de difragdo A/2.

Com a introducdao do SNOM, essa limitacdo deixa de existir, e a resolucao 6ptica
abaixo de 50nm pode ser alcancada. A razdo disso é que se a 6ptica de colecdo ou de
iluminacdo puder ser trazida para mais perto do objeto, a uma distancia muito pequena
(d <« A) de sua superficie (Figura 2.5(b)), entdo, as altas frequéncias espaciais podem ser
resolvidas, ao preco de se reconstruir a imagem a partir da varredura dptica sobre toda a
amostra. Uma forma de eficiente de fazer isto é iluminar a amostra no campo distante e
coletar a luz com uma abertura com didmetro a << A a uma distancia de alguns nanémetros
da superficie do objeto. O posicionamento a esta distancia permite a coleta da luz, vinda da
amostra, que de outra forma seriam perdidas pela colecdo em campo distante. A outra
forma é iluminar a amostra com uma abertura de didmetro a << A a uma distancia de alguns

nandmetros da superficie do objeto (d << A1) e coletar a luz espalhada no campo distante. A
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iluminacdo através da abertura a esta distancia, faz com que a luz incidente atinja a amostra

e interaja com ela antes que seja difratada e perdida.

Figura 2.5 — Comparagdo de imageamento de uma amostra em campo distante e em campo proximo. (a) No
imageamento em campo distante a fonte de luz e o elemento que coleta a luz esta separado da amostra por
uma distancia, d > A, o comprimento de onda da luz usada para a iluminagdo. A luz é difratada, de modo que a
area iluminada é muito maior do que a abertura. Detalhes de sub-comprimento de onda da imagem sdo
perdidos. (b) No imageamento em campo proximo a éptica de iluminagdo ou colegdo esta separada da amostra
por uma distancia, d <« A. A area iluminada corresponde ao tamanho da abertura do sistema dptico.

(a) A

imageamento em imageamento em
campo distante campo préximo

Fonte: Elaborada pelo autor

De fato, o SNOM combina a ideia de cole¢do do campo dptico na "zona préxima" (ver
Capitulo 9 da Ref. [67]) de uma superficie de interesse com a técnica de Microscopia de

Varredura por Sonda (SPM).

2.2.3 Microscopia de campo préoximo baseada em sondas com abertura

A primeira realizacdo experimental da idéia de Synge para a microscopia de campo
préximo sé foi possivel, 56 anos apds sua proposta24. Embora a ideia basica seja a mesma, os
SNOMs comuns utilizados nos laboratérios de hoje, varrem uma pequena abertura na
extremidade de uma fibra éptica afunilada em vez de uma tela opaca plana. A extremidade
da fibra com a abertura é colocada muito préxima da superficie de uma amostra, enquanto
gue a radiacdo 6ptica é enviada através da fibra e da abertura para a superficie da amostra.
Esta extremidade da ponta da fibra é geralmente revestida com metais para proteger, de
forma eficaz, contra o vazamento da luz através das paredes laterais de fibra. No final do
revestimento metdlico da fibra um pequeno furo é aberto. A Figura 2.6 mostra um esboco
de uma sonda SNOM feita de fibra de vidro com um revestimento metdlico e uma abertura

no seu vértice. O guia de onda de vidro é afunilado e revestido com um metal.
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Como ilustrado na Figura 2.6, a maior parte do campo incidente na abertura do guia
de onda é refletida de volta devido ao comprimento de onda e a dependéncia do diametro
de corte do guia de onda. No vértice da regido abaixo do diametro de corte 4/2, o campo
possui um vetor de onda imagindrio, o que significa uma amplitude de campo decaindo
exponencial. De fato, a amplitude do campo na abertura é atenuada por um fator e =it
onde k; é a componente paralela do vetor de onda e [ é a distancia entre a abertura e o

diametro de corte A/2. Além disso, nesta faixa o revestimento metdlico da origem a uma

dissipacdo de campo significativa por causa da absorcao.

Figura 2.6 — llustragdo de uma sonda de SNOM com abertura.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Para conseguir o melhor desempenho possivel em SNOM baseado em sondas com
abertura, a sonda 6ptica deve combinar duas propriedades fundamentais: (i) o tamanho do
ponto de luz determinado pelo diametro da abertura deve ser tdo pequeno quanto possivel.
Ao mesmo tempo, (ii) a intensidade da luz na abertura deve ser tdo alta quanto possivel.
Finalmente, por razdes praticas, a entrega da luz na vizinhanca da abertura deve ser o mais

facil possivel.
A resolucdo lateral e o coeficiente de transmisséo optico

A resolugao lateral do SNOM é basicamente determinada pelo diametro da abertura

da sonda. Os métodos mais comuns para a fabricacdo de sondas permitem a obtencdo de

Instituto de Fisica - UFAL



2 Outras Técnicas de SPM e AplicagGes 46

abertura de diametros do tamanho 100nm. Em alguns casos extremos, o diametro pode ir
até 50nm ou menos. Embora as melhorias técnicas em nano fabricagcdo de sondas possam
realmente produzir aberturas de tamanhos ainda menores, outra limitacdo bdsica é definida
pela taxa de transferéncia da poténcia dptica. A radiagao déptica na fibra se desloca com um
vetor deonda k = kj + k,, onde k; é a componente do vetor de onda ao longo do eixo da
fibra e k;, é a componente do vetor de onda perpendicular ao eixo da fibra. Ao mesmo

tempo, a magnitude vetor de onda é dada por

K* = pee’® = = (2.2)

onde w = 2mc/A é a frequéncia angular e A é o comprimento de onda com p e € denotando
a permeabilidade e a constante dielétrica do meio, respectivamente. A propagacao do

campo na fibra éptica cessa quando

=0 (2.3)
e
27
k, = R (2.4)

Esta condigdo é satisfeita quando o diametro da fibra determinando k, é igual a 1/2,
na posigao axial r;, como mostrado na Figura 2.6. Nesta posi¢ao, a maior parte da energia
incidente sera refletida de volta pela fibra dptica. Na faixa abaixo de r;, onde o diametro é
menor do que A/2, a componente paralela do vetor de onda é imagindria uma vez que a

componente perpendicular se tornara

2

2
kL>7:k"2:4L

e k?<0 (2.5)

=k, =ik (2.6)

O campo O6ptico nesta faixa mostra um comportamento evanescente decrescendo

exponencialmente como

|k |(r—ro)
E=Eze | (2.7)

o que significa que a amplitude do campo diminui exponencialmente em direcdo a abertura.

Em adigdo a este corte geométrico resultante de um decréscimo exponencial na amplitude
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do campo, o revestimento metalico em torno da fibra atenua o campo por causa da
absorgdo. A amplitude de entrada E, ndo pode ser aumentada para valores arbitrariamente
elevados, a fim de aumentar a amplitude na abertura, uma vez que a absorcdo pode
danificar o revestimento metalico, devido a gera¢do de calor excessivo. Os coeficientes de
transmiss3o 6ptico em sondas de SNOM padrdo tém sido relatados® como sendo em torno

de10®a 10'5,

2.2.4 A configuracao basica e os modos de SNOM

Como temos visto, o principio basico do SNOM consiste em passar a luz através de
uma abertura com didmetro de sub-comprimento de onda e iluminar uma amostra que é
colocado dentro da regido do seu campo préximo, a uma distancia muito menor do que o

comprimento de onda da luz.

Desta forma, a fim de realizar experimentos com SNOM, uma fonte pontual de luz
tem de ser trazida para perto (dentro de nanémetros) da superficie que sera analisada. A
fonte de pontual luz deve, entdo, varrer a superficie da amostra, e o sinal dptico através da

superficie tem de ser coletado e detectado.

Neste trabalho utilizamos, como fonte pontual de luz, sondas fabricadas com fibras
Opticas cOnicas que sdo revestidas com um metal, exceto numa abertura na ponta da fibra. A
luz é acoplada na fibra e, entdo, é emitida na abertura de sub-comprimento de onda (50nm
ou menor) da fibra. A distancia entre a fonte pontual de luz e a superficie da amostra
geralmente é controlada por meio de um mecanismo de realimentacdo que ndo estd

relacionado com o sinal do SNOM.

Uma representacao do esquema tipico de imageamento por SNOM é apresentado na
Figura 2.7, na qual uma sonda iluminante que tem uma abertura, com didmetro menor do
gue o comprimento de onda da luz, € mantida no campo préximo da superficie da amostra.
Além disso, um escaner xyz (geralmente piezoeléctrico) é utilizado para controlar o

movimento da sonda sobre a amostra.

Uma vez que uma separa¢dao, menor que o comprimento de onda da luz incidente, ou
o contato entre a amostra e a sonda é um requisito geral para a obtencdo de resolucdo nao
limitada pela difracdo, a grande maioria dos SPMs exigem um sistema de realimentacdo que

controla precisamente a separacao fisica entre a sonda e a amostra. Atualmente, a maioria
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dos instrumentos utiliza um de dois tipos de realimentacdo: A realimentacdao de forca

normal ou de forga de cisalhamento.

Figura 2.7 — llustra¢do de uma esquema de imageamento com SNOM por transmissdo. A objetiva é posicionada
no campo distante, para a coleta do sinal dptico.

- Ponta da Sonda

Abertura (a)

(a< 1) d<<i

! Campo Proximo
Amostra

x-y-z Escaner
Campo Distante

d>A - Objetiva

Fonte:www.olympusmicro.com (direitos autorais reservados a Olympus Corporation)

Nos dois tipos de realimentacdo, a ponta estd montada em um diapasao, o qual é
feito oscilar na sua frequéncia de ressonancia sobre a amostra. A amplitude desta oscilacao
é fortemente dependente da distancia ponta-superficie, e pode ser eficazmente usado como

um sinal de realimentacao.

A realimentacdo de for¢ca normal (modo de realimentacdo padrao utilizado no AFM)
permite realizar experimentos no modo contato e no modo de contato intermitente. A
realimentacdo de forca de cisalhamento ndo é muito bem compreendida, e hd uma grande

quantidade de artefatos nas imagens topograficas que se obtém utilizando este método®.
Modos de imageamento SNOM

Atualmente, ha trés possiveis modos de imageamento com SNOM no sistema multi-
sondas Multiview 4000™ utilizado em nosso laboratério. S3o eles os modos de
imageamento por transmissdo, reflexdo e colecdo. A Figura 2.8 ilustra os trés modos de

imageamento do SNOM.
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Figura 2.8 — Esquema ilustrativo dos trés diferentes modos de imageamento com SNOM possiveis em nosso
laboratério.

Transmissao Reflexdo Colegéo
= D3 fonte de luz ==l Para o Detector

Fonte: Elaborada pelo autor

No modo de imageamento por transmissao, a amostra é iluminada pela sonda, e a luz
passando através da amostra é coletada e detectada. No modo de imageamento por
reflexdo a amostra é iluminada pela sonda, e a luz refletida da superficie da amostra é
coletada e detectada. No modo de imageamento por cole¢do a amostra é iluminada com
uma fonte de luz macroscépica da parte superior ou inferior, e a sonda é usada para coletar

a luz da superficie da amostra.

A deteccdo da luz captada pode ser conseguida com uma ampla variedade de
instrumentos, tais como: um foto diodo avalanche (APD), um tubo fotomultiplicador (PMT),
uma CCD, ou um espectrometro. Os sinais obtidos por estes detectores sdo repassados para

o computador, que por sua vez os transformam em uma imagem de SNOM da superficie.

A Figura 2.9 e a Figura 2.10 mostram exemplos de imagens de SNOM realizada em
nosso laboratdrio. A Figura 2.9 mostra uma imagem de SNOM, em modo de cole¢do, de uma
fibra éptica multimodo. Um laser de onda continua (cw) e comprimento de onda de 532nm
é acoplado a uma das extremidades de uma fibra déptica multimodo, enquanto a outra
extremidade da fibra é varrida por uma sonda de SNOM com abertura de 150nm, em
contato intermitente. A informacdo coletada no campo préximo da saida da fibra pela sonda
é enviada para um APD, enquanto um software grava o sinal do APD convertendo-o numa

imagem de SNOM.
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Figura 2.9 — Imagem de SNOM em modo de colegdo de uma fibra 6ptica multimodo.

52.56 MHz

-0.00 MHz

Fonte: Elaborada pelo autor

A diminuicao da intensidade do campo préximo coletado na saida da fibra, na parte
inferior da Figura 2.9, é devido a um aumento na distancia média de separacdo ponta-
amostra, levando assim a uma diminuicdo da intensidade do campo préximo coletado. As
flutuacbes da distancia média de separacdo ponta-amostra sdo provocadas por pequenas
instabilidades no sistema, e podem ser minimizadas diminuindo-se a amplitude de oscilagao
da sonda sobre a amostra. Além disso, é possivel monitorar estas flutuagdes em tempo real
através do sinal de fase ou amplitude durante as medidas. Por meio destas informacdes,
pode-se reajustar o set-point da forca de interacdo ponta-amostra, reduzindo assim sua
distancia média.

A Figura 2.10 mostra as imagens topograficas e de SNOM, em modo de transmissao,
de uma amostra comercial padrdo (amostra Fischer) para microscopia de varredura por
sonda, fornecida pela empresa alemda Kentax UHV (mais informacbes ver:
http://www.kentax.de/projection-pattern.html). A amostra Fischer possui estruturas do tipo
de nanoprismas de aluminio sobre um substrato de vidro de 0,15mm de espessura. Por
causa da diferenca na absorcdo da luz do laser entre o vidro e os nanoprismas de aluminio,
um contraste entre as regides do vidro e dos nanoprismas aparecem na imagem de SNOM.

Os Nanoprismas de aluminio absorvem mais luz do laser que o vidro, e podem ser
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diretamente identificados na imagem éptica de campo prdéximo pelas regides mais escuras.
A comparagdo entre as imagens de AFM e SNOM na Figura 2.10(a) e (b) permite

correlacionar a medidas de SNOM com a topografia da amostra.

Figura 2.10 — Imagem de (a) SNOM e de (b) AFM de uma amostra comercial padrdo para microscopia de
varredura por sonda.

102.29 nm

Fonte: Elaborada pelo autor

As informacgdes que podem ser obtidas com um SNOM referem-se a observacao de
uma ampla variedade de propriedades Opticas dos materiais, como por exemplo:
monitorando a intensidade de luz podem ser feitas imagens que resultem em dados do tipo

transmissividade, reflexividade, polarizacao e indice de refracdo. Enquanto que o contraste
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do comprimento de onda ou fluorescéncia, permite observar luminescéncia e fazer

espectroscopia para, por exemplo, identificacdo quimica.

2.3 SNOM em Amostras Biologicas

2.3.1 A absorcao de nanoparticulas por células e o SNOM

Estudos que avaliem a identificacdo e a absorcdao de nanoparticulas por células
bioldgicas sdo de extrema importancia para as atuais aplicacdes tecnoldgicas e biomédicas’®.
Para compreender a interacdo entre nanoparticulas e células bioldgicas, é crucial que
sejamos capazes de detectar e localiza-las. Os métodos mais populares para a visualizacdo
nanoparticulas em células sdo a microscopia de fluorescéncia e a microscopia eletrénica de
transmissdao (TEM). A TEM é um método popular de imageamento para o estudo das
interacdes entre nanoparticulas e células numa resolucdo em nano-escala. No entanto, a
necessidade de que a amostra seja condutora dificulta a sua ampla utilizacdo em amostras
biolégicas. Outro método popular de imageamento é a microscopia de fluorescéncia. De
fato, ela é o principal método de imageamento em amostras biolégica. Mas para estudos
intracelulares de nanoparticulas, sua maxima resolucdo é limitada a metade do
comprimento de onda da luz, pelo limite da difrag§o71.

O SNOM nos fornece a capacidade de visualizar amostras biolégicas em nano-escala

72; 73

através de ondas evanescentes . Na verdade, quando aplicada em estudos de amostras

bioldgicas, esta técnica pode trazer novas informacbes, as quais, em muitos casos, nao

"4 75 Neste estudo, sem a

poderiam ser obtidas por outras técnicas convencionais
necessidade de marcacdo por fluorescéncia, nds caracterizamos a interacdo entre
nanoparticulas de ouro e células peritoneais de macrofagos através de medidas de SNOM
em modo de transmissdo. Este método nos permite gravar, simultaneamente, as
informacdes dpticas transmitidas e as informacdes topograficas. As heterogeneidades que
aparecem nas imagens opticas de transmissdao do campo préximo através das células podem

indicar a localizacdo espacial das nanoparticulas de ouro devido as suas propriedades de

absorcao, significativamente diferentes das células.
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2.3.2 Configuracdo Experimental

Neste trabalho, as células foram examinadas, sob condicdo ambiente, usando o
sistema multi-sondas Multiview 4000™ da Nanonics. O sistema de SNOM esta integrado a
um sistema de microscopia dptica convencional de campo distante. Sondas de fibras épticas
com pontas com abertura de 50nm, em diapasao, foram utilizadas para imagens das
nanoparticula e das células. Como temos visto nesta se¢ao, o modo de transmissao e de
reflexdo em NSOM baseia-se na forma como a luz é coletada pelo detector. Para este
estudo, utilizamos o NSOM em modo de transmissao para coletar a luz, depois que ela passa
através da amostra. A fonte de iluminacdo é um laser de estado sélido bombeado por diodo
(DPSS), de onda continua (CW), no comprimento de onda A = 532 nm. A luz transmitida foi
coletada com uma objetiva de 50X, e abertura numérica (NA) de 0,45 e detectada com um
APD (Perkin-Elmer). Todas as imagens foram processadas com o software de processamento

de imagem WSxM®.

A Figura 2.11 mostra uma ilustracdo esquematica da configuracao experimental para
a medida de NSOM, em modo de transmissdo, a fim de investigar a endocitose de
nanoparticulas por células (macréfagos). A endocitose é o processo pelo qual as células

vivas, ativamente absorvem materiais através da membrana das células.

Figura 2.11 — llustracdo da configuragdo experimental de uma medida de SNOM, em modo de transmissao,
numa célula com nanoparticulas de ouro.

— <+—— | Laser
sonda /amostra

(
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I . L O L N R AN T B -
objetiva [ | :
NA 0,45 | |
' |

- |
Detector | _ | |
(APD) [ | ]
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Fonte: Elaborada pelo autor
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2.3.3 Medidas de SNOM em modo de transmissao em células

O modo de transmissdo do SNOM é o modo preferido para investigar a endocitose de
nanoparticulas por células bioldgicas™. A hipStese para isto é que, devido a uma diferenca
na absorcdo da luz em materiais diferentes, ocorre uma a diferenca de contraste na imagem
Optica de campo préximo, no modo de transmissdo. Assim, este modo dard mais

informacdes do que a imagem éptica de campo préximo no modo de reflexdo.

De fato, por causa da diferenca, na absorgao da luz, entre as nanoparticulas de ouro e
as células, supde-se que uma diferenca de contraste ird aparecer na imagem Optica de
campo préximo no modo de transmissdo. Espera-se que as nanoparticulas de ouro absorvam
mais luz do laser do que as células. Assim, endocitose das nanoparticulas poderiam ser
visualizadas diretamente na imagem Optica de campo proximo, sem a necessidade de
marcacao fluorescente. Além disso, as imagens topograficas obtidas simultaneamente nos

ddo informacgbes complementares.

No SNOM em modo de transmissdo, por a ponta da sonda estar muito perto da
amostra, ela induz o espalhamento do campo préximo evanescente na amostra. Na verdade,
a onda evanescente é convertida em uma onda propagante, transportando o sinal da luz do
campo proximo da amostra com uma resolugdo em nano-escala. Coletando o campo
espalhado depois que ele passa através da amostra e enviando ao detector, uma imagem de
NSOM é formada. A Figura 2.12 mostra a imagem topografica e a imagem éptica de campo

proéximo por transmissao de células peritoneais sem incubacdo com nanoparticulas de ouro.

Figura 2.12 — Imagens (a) topografica e (b) optica de macrofagos peritoneais, sem tratamento com
nanoparticulas de ouro, coletadas simultaneamente pela medicdo de SNOM em modo de transmissdo, com
uma sonda de 100nm de abertura.

AFM

SNOM

2.11 pym (b)

2.02 KHz

(a)

Fonte: Elaborada pelo autor
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A Figura 2.13 mostra a imagem topografica e a imagem dptica de campo préximo por
transmissao de células peritoneais incubadas com nanoparticulas de ouro. Embora as
imagens topograficas das células peritoneais incubadas com nanoparticulas sejam similares
as imagens das células ndo incubadas com nanoparticulas, ha uma ligeira diferenga nas

imagens opticas de campo préximo das células.

Figura 2.13 — Imagem (a) topografica e (b) dptica tomada simultaneamente de células peritoneais tratadas com
nanoparticulas de ouro. (c) perfil topografico e da intensidade transmitida tomadas no mesmo ponto, indicado
pelas linhas verdes na parte A e B da Figura.

AFM SNOM
1.78 pm (b) : : -

Topografico
T SNOM —

(c)

Z{Hz)

Fonte: Elaborada pelo autor

A imagem dptica de campo préximo por transmissdao das células incubadas com
nanoparticulas de ouro, exibidas da Figura 2.13(b), possuem alguns pontos escuros que nao
sdo observados na imagem O&ptica de campo proximo por transmissdao das células ndo

incubadas com nanoparticulas, exibidas na Figura 2.12. Este tipo de padrdo pode indicar que
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as nanoparticulas de ouro foram absorvidas pelas células através da endocitose. Durante a
endocitose, uma pequena por¢do da membrana plasmatica da superficie da célula é
invaginada para formar uma nova vesicula intracelular para transportar substancias externas

para dentro da célula”’.

De fato, os pontos mais escuros na imagem o6ptica de campo préximo da célula na
Figura 2.13(b) sdo assinaturas padrdes para vesiculas carregadas de nanoparticulas dentro

da célula.

A Figura 2.13(c) mostra um perfil topografico e da intensidade do sinal do campo
proximo transmitido através da célula, tomadas no mesmo ponto, na regido indicada pelas
linhas verdes na Figura 2.13(a) e (b). Os perfis sdo plotados no mesmo grafico para fins de
comparacdo entre a topografia e a intensidade do sinal do campo préximo transmitido

através da célula.

O tamanho do aglomerado das nanoparticulas que identificamos nas imagens dpticas
de campo préximo, ndo pode ser dado com precisdo devido a limitacdo da profundidade de
deteccdo do SNOM. A sensibilidade da deteccdo Optica do NSOM é determinada
principalmente pelas dimensdes da abertura das sondas e da profundidade de penetracao
do campo proximo na amostra’?. Apesar do limite de deteccdao, pudemos ver que a
microscopia AFM / NSOM oferece um poderoso método, sem a necessidade de marcagao
fluorescente, para estudar a interacdo entre as células e nanoparticulas, e ainda com uma

grande resolu¢cdo em comparag¢ao com a microscopia dptica convencional.
Concluséo

Em resumo, ndés examinamos macréfagos e sua interacdo com nanoparticulas de
ouro usando o sistema de SNOM por transmissdo. A interacdo entre as células e as
nanoparticulas puderam ser estudadas e mapeadas sem necessidade de marcacao
fluorescente nas nanoparticulas. O padrdao éptico (pontos escuros) de assinatura para
vesiculas carregadas de nanoparticulas dentro das células foram observadas. Além do mais,
este técnica de imageamento fornece um poderoso método livre de fluorescéncia para
estuda a interacdo entre células e nanoparticulas com uma resolugdo muito maior que a

microscopia 6tica convencional.
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3 AFM NO ESTUDO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS: DA CELULA AO
DNA

Neste capitulo discutiremos o uso da microscopia de forga atébmica para o estudo de
amostras biolégicas. Iniciaremos, apresentando os principais componentes estruturais
envolvidos na mecanica celular, em seguida da mostraremos como a adesdo celular,
mediada por integrinas, a uma matriz extracelular afeta o médulo eladstico da célula por meio
da reorganizacdo do citoesqueleto. Por fim, estudaremos a adesdo de uma molécula de DNA
a superficie de uma mica modificada por poli-L-lisina e as mudancas de conformagao do DNA

devido ao tratamento com o timol.

3.1 Consideracdes Gerais

Uma das primeiras perguntas que vem a mente de um fisico envolvido com estudos
em amostras bioldgicas é se a fisica pode explicar a biologia. Na verdade, esta é uma
pergunta dificil de responder, porque talvez ndo seja a pergunta correta a ser feita. A melhor
pergunta seria: Quais processos bioldgicos podem ser explicados pelas leis da fisica? Ja que a
natureza parece ser regida pelas leis da fisica, parece ébvio que o comportamento, a
estrutura e as fungdes das células, como parte da natureza, sdo limitados por e submetidos
as leis da fisica. A fisica, por meio da biofisica celular, ndo procura explicar como as células

sdo, mas o que podemos dizer sobre as células do ponto de vista fisico.

Durante o ultimo século, a biologia celular tem sido quase sempre avaliada do ponto
de vista bioquimico: estudando como os estimulos bioquimicos modificam a composicdo
bioquimica de células vivas. No entanto, a maioria das células que formam o nosso corpo
exercem ou estdo, constantemente, sujeitas a forcas mecanicas. Como exemplo, podemos
citar as células que exercem forcas durante as contracdes musculares, as células endoteliais
vasculares que estdo sujeitas as forcas de cisalhamento devido ao fluxo continuo de sangue
e as células pulmonares que resistem as deformacdes ciclicas devido a respiragdo
espontanea. Portanto, forgas mecanicas estao presentes em quase todos os tipos de células

e parece razoavel que tais forgas desempenhem um papel importante na determinagao da
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estrutura, composicdo e funcdo da célula. O recente desenvolvimento de técnicas
concebidas para manipular moléculas de DNA e células com resolugdao nanométrica, além de

medir forcas da ordem de piconewtons deu origem a novos campos de pesquisas.

O continuo aumento de trabalhos relacionados as propriedades mecanicas de
células, com funcdes celulares, tem demonstrado que a mecanica é tdo importante quanto a
bioquimica, ao nivel celular. Desta forma, o principal objetivo deste capitulo é a discussao da
aplicacdo de ferramentas fisicas, tal como o microscépio de forca atdmica, para melhor

compreender o mundo biolégico.

3.2 Microscopia de Forca Atdmica Aplicada a Biologia Celular

Nas ultimas décadas, o campo da mecénica celular tem crescido, rapidamente,
devido ao surgimento de novas técnicas de micro e nanomanipulacdo. Estas ferramentas nos
permitem imagear e manipular moléculas de DNA e células com resolu¢dao nanométrica e,
simultaneamente, medir forcas da ordem de pico e nanonewtons. Muitos instrumentos e
técnicas especiais, tais como a Citometria de Torcao Magnética78 e Pingas (')pticas79 tém sido
usadas para estudar as propriedades viscoelasticas de células vivas e suas interacdes com o
seu microambiente. Entre as técnicas envolvidas nestes estudos, uma das ferramentas mais
util e importante é o AFM. De fato, o AFM permite a obtencdo, tanto de imagens
topograficas quanto de medidas mecanicas em escalas de nanbémetros e piconewton,

respectivamente.

0 AFM?® surgiu em 1986 e foi originalmente desenvolvido para a obtengdo de
imagens topograficas de superficies, sem a necessidade de pré-preparagdes. No entanto, o
AFM foi rapidamente aplicado para a medicdo de propriedades mecéanicas de diferentes
amostras. Em especial, a possibilidade de se realizar medicdes em amostras imersas em
liquidos fez com que o AFM fosse aplicado, diretamente, ao estudo das propriedades

estruturais das células®® 8% 8

As primeiras aplicacbes do AFM para o estudo das

propriedades mecéanicas de amostras bioldgicas ocorreram a partir de 1992. Num primeiro

estudo, Tao e colaboradores utilizaram o AFM como ferramenta para investigar a
. .. Y . 83

microelasticidade de amostras bioldgicas macias™, enquanto que num outro estudo, Hoh e

Schoenenberger utilizaram o AFM, pela primeira vez, para medir as propriedades mecanicas
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de células vivas®®. Apds estes trabalhos, uma grande quantidade de estudos apareceram e
continuam a aparecer a fim de estudar a morfologia e as propriedades mecanicas das células
sob diferentes condi¢des, bem como varios novos métodos e técnicas para melhorar as

medicBes em amostras bioldgicas, e especialmente em células®> 8% 87888990, 91;92;93

3.3 Componentes Estruturais Envolvidos na Mecanica Celular

Nesta secdo descreveremos, de maneira resumida, os principais componentes

estruturais das células envolvidos na determinacao da mecanica celular.

Células sdo as unidades fundamentais de organismos complexos formados por uma
enorme quantidade de diferentes moléculas e organelas. A estrutura, organizacdo e
expressao génica desses componentes determinam os diferentes tipos de células, suas
fungbes, sua comunicacdo com o meio ambiente circundante, seu ciclo de vida e, como
descrito nessa se¢do, seu comportamento mecanico. A Figura 3.1 ilustra, grosso modo, a
organizacdo celular com alguns dos componentes estruturais basicos envolvidos na

mecanica celular.

Figura 3.1 — Ilustra¢do de uma célula e seus componentes estruturais basicos envolvidos na mecanica celular.

CELULA

Membrana

=== |ntegrinas

== Matriz Extracelular

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.1 Citoesqueleto

A palavra citoesqueleto tem o significado etimolégico de esqueleto da célula. Como
os esqueletos vertebrados, o citoesqueleto realmente desempenha um papel fundamental
na manuteng¢ao e organizacdao da morfologia da célula. Mas o citoesqueleto celular é mais do

gue uma estrutura inerte, estatica, que suporta o corpo da célula. O citoesqueleto forma
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uma rede complexa de filamentos de proteinas que se ligam as células vizinhas e ao
ambiente extracelular por receptores de membrana. O citoesqueleto é considerado como

sendo o principal responsavel pela mecanica celular.

Filamentos de actina
Os filamentos de actina ou microfilamentos tém se mostrado como os principais

%95 0s filamentos de actina s3o polimeros

determinantes da mecanica do citoesqueleto
helicoidais longos e flexiveis (F-actina) formados pela polimerizacdo da proteina (G-actina)
monomérica de formato globular. A maior parte dos movimentos das células é controlada
pela actina e os seus motores moleculares associados. Em determinadas células, os
filamentos de actina podem formar feixes densos, rigidos de ligacdo cruzada com o motor
molecular de miosina. Nesta configuracdo, eles sdo geralmente referidos como fibras de
estresse e podem desenvolver forgas, levando a contragdo celular ou a reorganizagdo do
citoesqueleto, sendo também capazes de suportar compressdes . Além disso, a alteracdo
da cinética de polimerizacdo de actina por Citocalasina D provoca perturbacdes do

citoesqueleto e a uma diminuicao significativa na rigidez celular, reduzindo também a

capacidade das células de se moverem e de se contrairem.

3.3.2 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) é uma densa malha formada por varios tipos de fibras de
proteinas, secretadas pela prépria célula, tais como a fibronectina, o coldgeno e a laminina.
As células se aderem a MEC via adesdo focal, que sdo conjuntos de receptores de membrana
(integrinas) e moléculas citoplasmaticas’’. Estudos tem demonstrado que a densidade de
proteinas da MEC determina fortemente o movimento, a forma e a dureza das células em

cultura, e também reforga os sitios da adesdo Célula-MEC™ *°

. Na verdade, a MEC suporta
parte das forcas mecanicas no citoesqueleto. O equilibrio de forcas entre as células e a MEC
regula a forma, a rigidez e estabilidade estrutural da célula. Assim, a MEC parece ser crucial
para o desenvolvimento e para as fun¢des dos tecidos vivos e, por conseguinte, para a forma

como as células detectam e respondem a estimulos mecanicos.

3.3.3 Os receptores da adeséao celular

O comportamento, a fungdo, os movimentos e as propriedades mecanicas das células

sao determinados por ligagcdes especificas ao seu meio circundante. As células formam
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tecidos, aderindo-se as células vizinhas e a MEC. Existe uma grande quantidade de
receptores de adesdo e de estruturas afins. As integrinas se encontram entre os sitios de

adesdo mais importantes.

Integrinas

As integrinas sdo proteinas de adesdao presentes na membrana celular. Uma
caracteristica importante das integrinas é a sua capacidade de mover-se dentro da
membrana e realizar mudangas de conformacdo como resposta a fatores extracelulares e

intracelulares, levando a estados com diferentes avidez e afinidade’®® 11

. Apesar de alguns
tipos de integrinas aderirem a outros receptores das células, tais como LFA-1 a ICAM-1, a

principal funcdo das integrinas estd relacionada com a adesao a MEC.

3.3.4 Nucleo

O nucleo da célula é formado por uma membrana lipidica que engloba o material
genético da célula densamente compactado sob a forma de cromatina. Devido a importancia
do nucleo na organizacdo do citoesqueleto é dificil de isolar a sua contribuicdo para a
mecanica celular. De fato, estudos tém mostrado que o nucleo e as outras estruturas
celulares estao diretamente ligados ao citoesqueleto e indiretamente ligado a membrana
celular através das integrinas'®. Assim, as forcas aplicadas a célula contribuem para a
deformacdo do citoesqueleto e para a deformacgdo indireta do nucleo da célula, o que

contribui para a resposta mecanica da célula.

3.3.5 Membrana celular

A membrana das células é formada por uma bicamada lipidica com moléculas de
proteinas integradas de diferentes tipos e funcdes. A bicamada lipidica serve como uma
barreira semipermedvel, entre as células e o seu microambiente. A tensdo superficial
suportada pela membrana contribui para todas as propriedades mecanicas das células e
pode controlar funcdes celulares, tais como a endocitose e a exocitose. Devido a estreita
ligacdo da membrana celular com o cdortex de actina e outras moléculas, é dificil isolar o seu
comportamento puramente elastico. A contribuicdo da membrana para a mecéanica celular

parece ser complexa e estudos mais aprofundados sdo necessarios.
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3.4 Efeitos da Adesao Celular a Fibronectina nas Propriedades Elasticas da
Célula.

Nesta secao estudaremos os efeitos da adesao celular de macréfagos, que sao células

importantes do sistema imunoldgico, sobre uma MEC nas propriedades mecanicas da célula.

3.4.1 Introducéo

As interacOes entre as células e as MECs regulam processos celulares importantes,
. . . ~ 103 ~ A . 104 s A . 105
incluindo a migragdo celular™", a expressdao génica~ , a sobrevivéncia celular™, a

196 " Além disso, a ades3o celular 3 MEC evoca uma

diferenciacdo e a organizacao de tecidos
variedade de modificacdes biofisicas na organizacdo celular, incluindo modificacées no
citoesqueleto e na membrana plasmatica. Desta forma, considerando-se que as
propriedades mecanicas das células podem ser afetadas por mudancas no citoesqueleto
induzidas pela adesdo celular a MEC, nds investigamos a influéncia da MEC sobre as

propriedades elasticas de macréfagos, usando o AFM.

Os macroéfagos sdo células de altissimo poder fagocitario e que desempenham um
papel importante na resposta imune e homeostases de tecidos. A capacidade dos
macrofagos para realizar a fagocitose os torna eficazes em matar os micrébios e limpar as

107; 108; 109

células em apoptose e necrose . Os sinais da ativacao dos macréfagos podem ser

P . ~ 11
verificados por meio da adeso e espalhamento sobre a MEC'™°.

Entre as componentes da MEC, a Fibronectina tem sido reconhecida como o
elemento chave que promove a adesdo celular, entre outras funcbes. A adesdo a
fibronectina modula a secre¢do de ocitocina pré-inflamatéria e contribui para a migracao

111

celular através de varios tecidos . Estas funcGes sdo mediadas pelas integrinas, que estdo

presentes nos macrc')fagosm.

Atualmente, o AFM tem se mostrado como uma ferramenta apropriada para a
obtencdo de parametros biofisicos de células, o que inclui a medicdo do mddulo eldstico
(Médulo de Young)®® 1% 114 115 A técnica do AFM basica para medidas da elasticidade
celular é baseada na indentacdo de células aderidas a um substrato. Uma sonda como uma
ponta muito pequena indenta a amostra, e o instrumento grava a curva de forga-versus-
deslocamento, que permite o calculo do mddulo elastico por meio da aplicacdo da teoria da

indentac3o elastica™®.
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Neste trabalho nds usamos a técnica de nanoindentacdo do AFM para investigar as
influéncias de um filme de fibronectina no médulo eldstico das células. N6s também usamos
células em cultura sobre um substrato recoberto com fibronectina e tratadas com
Citocalasina D, para estimar até que ponto as mudangas nas propriedades eldsticas das

células sado influenciadas pela organizacdo do citoesqueleto.

3.4.2 Preparacdo do substrato e cultura das células

Para a preparacgao dos substratos utilizados neste trabalho, laminulas de vidro (16mm
de didmetro) foram limpas, mergulhadas por 12 horas em etanol (70%), em seguida, lavadas
com dagua destilada. Para a preparacdo dos substratos revestidos com fibronectina, 200mL
de fibronectina (5ug/mL) foi dispensada sobre as laminulas de vidro limpas e deixou-se
difundir completamente durante toda a noite a 4°C. Todos os substratos foram lavados em
tampdo fosfato salino (PBS), seguido de incubagdo a 37°C com solugdo a 1% de BSA/PBS

(soro de albumina bovino/PBS) para bloquear as ligagdes nao especificas de proteinas.

Macréfagos murinos de linhagem J774 foram cultivados em Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo soro fetal bovino (FCS) (10%), penicilina (100
Ul/mL) e estreptomicina (100g/ml). Os macréfagos foram cultivados numa incubadora a
37°C numa atmosfera umidificada de CO, (5%). As células foram semeadas a uma densidade
de 2x10° células/mL em laminulas de vidro esterilizadas inseridas em placas de cultura de 6
pocos e incubadas durante 1 ou 48 h, antes de serem fixadas quimicamente (glutaraldeido a
0,5%). Apds os varios tempos de incubacdo, o meio foi lavado para remover células nao

ligadas.

Para avaliar o envolvimento do citoesqueleto nas propriedades elasticas das células,
para alguns dos experimentos, elas foram cultivadas em vidro e em fibronectina e, em
seguida, tratadas com Citocalasina D por aproximadamente 15 minutos a 37°C antes da

fixacao.

3.4.3 Imagens topograficas e arugosidade

Inicialmente, o AFM foi usado para observar a morfologia das células. As imagens
obtidas durante o experimento mostram que as células estavam firmemente aderidas ao
substrato, e exibiram uma morfologia arredondada tipica dos macréfagos. A Figura 3.2

mostra imagens de AFM das células em cultura por 1 hora em diferentes substratos. Como
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pode ser observado na Figura 3.2(b) e (d) o tratamento das células com Citocalasina D ndo

produz grandes efeitos sobre a morfologia das células.

Figura 3.2 — Imagens de AFM de macréfagos em cultura por 1 hora sobre (a) vidro, (b) vidro + citocalasina, (c)
fibronectina e (d) fibronectina + citocalasina.

@, eapm (b) , 5.0

Vidro Vidro+Citocalasina

(@ 4 s9p® (d) . 62w

< 20 Qps

Fibronectina Fibronectina+Citocalasina

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 3.3 mostra imagens de AFM de células em cultura por 48 horas em (a) vidro
e (b) fibronectina. Como se pode observar na Figura 3.3(a), a morfologia tipica dos
macrofagos sobre substratos ndo revestidos, a célula é mais arredondada, em contraste, a

Figura 3.3(b) mostra uma célula mais espalhada.

Uma forma de quantificar os efeitos da adesdo na MEC a membrana das células é

através da analise da rugosidade da membrana destas células.
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Figura 3.3 — Imagem de macréfagos em cultura por 48 horas sobre (a) vidro e (b) fibronectina.

@ (b) g, aswe
z:42

< 20 opr

Fonte: Elaborada pelo autor

Para estimar a rugosidade da membrana das células, as imagens de AFM foram
analisadas usando o software WSxM’®. Este software foi utilizado para calcular a raiz
guadrada média (RMS) da altura média da membrana das células de cada grupo de
substrato. A RMS tem sido considerada como um indice confidvel da rugosidade de

s . 117
superficies .

A anadlise da rugosidade foi estimada como o valor da RMS da distribuicao de altura
das imagens AFM da membrana plasmatica dos macréfagos cultivados sobre o vidro e sobre
a fibronectina. Para as células cultivadas sobre o vidro, o valor da RMS foi de 86,5 nm,
enguanto que para as células cultivadas sobre a fibronectina o valor do RMS foi de 100,2 nm.
Portanto, a analise da rugosidade mostra que células cultivadas sobre a fibronectina tem

uma RMS mais elevada (maior rugosidade) do que aquelas cultivadas apenas em vidro.

3.4.4 Métodos e teoria da elasticidade celular

Tanto as imagens de AFM quanto as medidas de elasticidade das células foram
realizadas em ar usando um microscépio de forca atdmica Multiview 1000™ (Nanonics)
montado em conjunto com um microscopio 6tico BXFM (Olympus). O sistema foi
convenientemente ajustado para permitir o posicionamento da ponteira do AFM sobre o
centro célula escolhida. Os experimentos foram conduzidos usando sondas com cantilever

de 320 um de comprimento com ponteiras conicas com semiangulo de 35° e com uma
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constante eldstica k = 1 N/m. Além disso, o equipamento foi acusticamente isolado para

reduzir a interferéncia de ruidos ambiente durante as medidas.

A ideia inerente as medidas da elasticidade de células usando AFM é relativamente
simples. Uma ponteira montada na extremidade de um cantilever delicado, indenta a célula,
resultando numa deflexdo do cantilever. A deflexdo é medida usando o feixe de um laser,
que é refletido pela extremidade do cantilever e detectado por um fotodiodo de quatro

quadrantes (Figura 3.4).

Figura 3.4 — llustracdo do modelo para a determinagdo da Indentagdo com base em medidas de AFM. Em
células aderidas sobre a fibronectina, o comprimento da indentagdo é menor (devido a maior rigidez da célula),
resultando em maiores deflexdes do cantilever. As células mais macias manifestam uma maior capacidade de
se deformar (maior comprimento de indentagao) e, por conseguinte, a deflexdo do cantilever é menor.

deflexoes Fotodiodo de deflexdes
grandes quadrantes pequenas
Feixe
do Laser Cantilever
indentacoes indentacoes
pequenas grandes

Fibronectina Vidro + Citocalasina

Fonte: Elaborada pelo autor

A elasticidade das células é determinada com base nas curvas de forca versus
deslocamento, as quais levam a indentacdo, que é geralmente obtida a partir da subtracdo
das medidas das deflexdes em superficies de amostras duras e macias. Quando um material
duro (ndo facilmente deformavel, tal como o silicio ou vidro) é investigado, a deflexdo
reflete a posicdo da amostra. Isto é representado por uma curva de inclinacdo linear e é
geralmente empregada como linha de referéncia. Para amostras macias, como as células, as
deflexdes do cantilever sdo muito menores devido a indentacdo, e a curva de forca

resultante tem um carater ndo linear, como mostrado na Figura 3.5(a).

A diferenca entre as deflexdes do cantilever detectadas no vidro e nas células

descreve a deformacdo da amostra sobre a pressao imposta pela ponteira. A subtracdo da
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curva de forca no vidro da curva de forca na célula fornece o comprimento da indentacao.

NOs ajustamos o nosso sistema de AFM para indentar as células com for¢ga maxima de 20 nN.

Figura 3.5 — (a) Curvas de forga-versus-deslocamento medidas para um substrato de referéncia, isto é, o vidro e
para a amostra (uma célula) fornece a relagdo entre a carga de forga e o comprimento da indentagdo, calculado
como a diferenca entre estas curvas. (b) Imagem de AFM de um macréfago mostrando a area da indentacgdo.
Superposta estdo doze pontos pretos representando o padrao das indentagGes realizadas na regido central da
célula.

JN\ —— Amostra Dura (Vidro)

(a) g.. -———— Amostra Macia (Célula)
2
<—%'l
indentacgo
sem deformagéo ,"
'l
[ 4
'l
v s~ ©—_ deformacéo
'-' da amostra
[ 4
sem interagéo o’ v-/
ponta-amostra ,"
."'
° 7
ponto de contato
Deslocamento
(b)

z: 6107

Fonte: Elaborada pelo autor
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Nas células identificadas pelas imagens de AFM, 12 medidas de indentacdo foram
realizadas na area central, como mostrada na Figura 3.5(b). E importante observar que as
medidas realizadas ao redor do nucleo sdo menos propensas a artefatos devido a dureza do

118; 119

substrato . Para cada grupo de substrato 5 células foram avaliadas, totalizando 60

curvas de forca por substrato.

Antes da realizagdo das indentagdes nas células, uma curva de for¢a foi tomada no

12120 curvas de forca obtidas, durante o

substrato de vidro e gravada como referéncia
experimento, no substrato de vidro (amostra dura) e nas células (amostra macia) sdo
mostradas na Figura 3.6. E importante observar que a identificacdo do ponto de contato é
uma caracteristica crucial para a determinacdo do comprimento de indentacdo. Neste
trabalho, o ponto de contato é definido como o ponto em que a inclinagdo da curva de forca

é aproximadamente zero. A ponteira do AFM foi movida em direcdo a célula a uma

velocidade de 5 um/s em todas as medidas de indentagdo.

Figura 3.6 — Curvas de forga-versus-deslocamento medidas tanto no substrato de referéncia como nos
macrofagos. (1) Fibronectina, (2) Vidro, (3) Fibronectina + Citocalasina e (4) Vidro + Citocalasina. A relagdo
entre a carga de forga e o comprimento de indentagdo foi calculada como a diferenca entre cada uma destas
curvas e a linha de referéncia.
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referéncia (1 @2 @B @
20 =
15 =
=z
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S 104
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Teoria da elasticidade celular
As propriedades elasticas de amostras macias, tais com as células, sao geralmente

caracterizadas pelo seu médulo de Young (E). O valor de médulo de Young das células é

obtido, na maioria das vezes, a partir do modelo da teoria da indentagao eldstica de Hertz'*"

122 Neste modelo, se a ponta nanoscépica do AFM é aproximada por uma esfera de raio R,

entdo a forga F (&) no cantilever é dada por

= _4f E*s” (3.1)

onde & é o comprimento de indentagdo, e E* é o mddulo efetivo do sistema ponta-amostra.

F()

Se o material da ponteira é muito mais duro que o da amostra, E* é aproximado pela

equacio’?:

E* = (3.2)

onde E e v sdo o médulo de Young e a razdo de Poisson da amostra, respetivamente. Logo, a

equacdo (3.1) torna se

4 E :
F(6)=2 VRS
(0)=317 (3.3)

4

Para amostras incompressiveis, como as células, a razdao de Poisson'®* é geralmente

considerada como v=0,5.

Quando a forma da ponteira do AFM é aproximada por um cone, o modelo de Hertz
modificado por Sneddon’® é usado para caracterizar as curvas de forca e obter a indentagio

elastica das células. Neste modelo a forca F (&) no cantilever é dada por

_2Etana

> 5% (3.4)
T 1=V

F(5)

onde a é o angulo de meio cone da ponteira do AFM. No conjunto de experimentos

desenvolvidos neste trabalho, as ponteiras utilizadas possuiam uma forma cénica.

A Figura 3.7 ilustra o esquema das indentacdes elasticas modeladas por uma esfera e
por um cone. O primeiro modelo, conhecido como o modelo de Hertz, é o de uma esfera
rigida em uma superficie macia (Figura 3.7(a)). O outro modelo derivado por Sneddon
assume um cone rigido, indentando uma superficie macia(Figura 3.7(b)). Ambos os modelos

ndo incluem a adesdo e a viscoelasticidade. O modelo de Hertz é valido para indentacdes
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significativamente menores do que o raio da esfera. Para o modelo de Sneddon o

comprimento da indenta¢do, deve ser na faixa de algumas centenas de nanémetros.

Figura 3.7 —-Esquema da indentagdo de (a) uma esfera rigida e de (b) um cone rigido em uma superficie macia.

Hertz (esfera) Sneddon (cone)

Fonte: Elaborada pelo autor

Analise estatistica

Todos os dados neste capitulo sdao apresentados como média * desvio padrdo
(médiaxDP). Para mostrar que os dados sao normalmente distribuidos, o teste Kolmogorov-
Smirnov foi usado. Diferencas no médulo de elasticidade entre diferentes grupos foram
avaliadas pelo ANOVA com analise de Turkey para identificar diferencas estatisticas entre
trés ou mais grupos quando p<0,05. A diferenca no mdédulo de elasticidade entre dois grupos
de substrato foram avaliados pelo teste t de Student para identificar diferencas estatisticas

guando p<0.05.

3.4.5 Resultados dos testes de elasticidade

A nanoindentacdao das células por AFM revela caracteristicas biofisicas do
citoesqueleto e da membrana em nanoescala. Estas caracteristicas desempenham um papel
dominante nas medidas da deformacdo celular, geralmente conduzindo a uma ampla
distribuicdo do mddulo de Young. A Figura 3.8 mostra os histogramas das distribuicdes dos
modulos de Young medidos, para diferentes periodos de tempo de cultura, para as células
aderidas sobre o vidro, a fibronectina e para as células aderidas sobre os mesmos substratos

anteriores, porém, tratadas com Citocalasina D.
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Figura 3.8 — Histograma das distribuices dos médulos de Young calculados usando o modelo Sneddon-Hertz
para as células em cultura sobre diferentes substratos por 1 e 48 horas. Ajuste da distribuicdo normal (curva
sélida).
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35 - [ Fibronectina
[ Fibronectina + Citocalasina
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NUmero de eventos
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Modulo de Young (kPa)

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 3.9, mostra o grafico dos valores médios dos médulos de Young para as
células aderidas sobre os diferentes substratos. Para as células aderidas apenas em vidro

(controle), os mdédulos de Young médios foram 48,5+7,3 kPa e 47,7+7,2 kPa, apds 1 hora e
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48 horas de incubacdo, respectivamente. Embora, as células cultivadas em vidro por uma
hora parecam um pouco mais duras do que aquelas cultivadas em vidro por 48 horas, ndo ha
diferenca estatistica significativa (p = 0,6). Por outro lado, as células cultivadas sobre a
fibronectina apresentaram variagdo considerdvel na sua elasticidade. Os médulos de Young
médios das células aderidas a fibronectina foram de 63,94+11,3 kPa e 71,1+10,4 kPa, apds 1
hora e 48 horas de incubacgdo, respectivamente. O teste t de Student mostrou diferencas
estatisticas significativas ao nivel de p <0,01 entre as médias das células aderidas em vidro e
em fibronectina. A fibronectina afetou a elasticidade das células, provocando um aumento
no mddulo de Young médio de 32% apds 1 hora e 49% apds 48 horas de incubacdo, em

comparac¢ao com as células aderidas ao vidro.

Figura 3.9 — Mddulo eldstico das células em cultura por 1 e 48 horas sobre vidro, fibronectina, fibronectina e
vidro tratadas com Citocalasina D. Cada coluna representa o médulo de Young médio determinado por pelo
menos 60 curvas de for¢a por grupo de substrato. A barra de escala representa o desvio padrdo. Os nimeros
percentuais entre as colunas representam as variagdes do modulo de Young médio em comparagdo com o
vidro ou com a Fibronectina. *p <0,01.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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Para avaliarmos o envolvimento do citoesqueleto na resposta eldstica das células
aderidas a fibronectina, nés degradamos os filamentos de actina das células utilizando
Citocalasina D. A Figura 3.9 mostra que Citocalasina D afetou a elasticidade das células,
promovendo uma redug¢do no modulo de elasticidade de 44% apds 1 hora e de 47% apds 48
horas de incubacdo, em comparacdo com as células aderidas a fibronectina e sem
tratamento Citocalasina D. Estes resultados mostram que a rigidez das células foi afetada
pela adesdo a MEC, e este efeito foi mediado principalmente através da organizacdao dos
filamentos de actina. Os valores calculados para o mdédulo de Young médio das células
aderidas a fibronectina e tratadas com Citocalasina D foram de 35,8%+4,9 kPa e 38,2+6,1 kPa
apds 1 e 48 horas de incubagdo, respectivamente. O modulo eldstico médio das células
aderidas a fibronectina e tratadas com Citocalasina D foi significativamente menor (p <0,01)

do que o daquelas sobre a fibronectina e sem tratamento com Citocalasina D.

Para as células aderidas sobre o vidro e tratadas com Citocalasina D, os médulos de
Young médios foram de 25,245,8 kPa e 25,145,0 kPa apds 1 e 48 horas de incubacao,
respectivamente. Ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p = 0,5) entre estes
dois tempos de cultura. No entanto, a avaliagao usando o teste t de Student mostrou que as
diferengas observadas, entre células cultivadas sobre o vidro, com e sem tratamento com
Citocalasina D, foram estatisticamente significativos (p <0,01). A Citocalasina D afetou a
elasticidade das células, promovendo uma redugdo no maédulo eldstico médio de 48% apds 1
hora e 48 horas de incubacdo, em comparacdo com aquelas sem tratamento com

Citocalasina D.

3.4.6 Discusséo dos resultados dos testes de elasticidade

Neste estudo, o mddulo eldstico médio das células foram medidos, calculados e
comparados entre células aderidas a diferentes substratos e tratadas ou n3do com
Citocalasina D. A elasticidade das células aderidas apenas ao vidro ndo apresentaram
diferencas estatisticas (p=0,6) mesmo se medidas apds 1 hora ou 48 horas de cultura. No
entanto, quando as células foram aderidas a fibronectina, observamos um aumento no
maodulo de Young médio de até 49% quando comparados com aquelas aderidas apenas em
vidro. Os nossos resultados demonstram que o mddulo de elasticidade médio das células é

significativamente alterado pela adesao a fibronectina (p <0,01).
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A fim de compreender até que ponto as alteracdes nas propriedades elasticas foram
devido a remodelagdo do citoesqueleto de actina em razdo da adesdo a fibronectina, a
Citocalasina D foi usada. Observamos uma reducao significativa de até 48% no mddulo de
Young médio das células tratadas com Citocalasina D durante 15 minutos, sem alteragdes na
morfologia caracteristica da célula. As alteracbes nas propriedades eldsticas das células
devido a adesdo a fibronectina sdo atribuidas a reorganiza¢dao do citoesqueletogz; 126 g
importante observar que os decréscimos percentuais no modulo de elasticidade das células
aderidas ao vidro e tratadas com Citocalasina D estdo no mesmo nivel daquelas aderidas a

fibronectina e tratadas com Citocalasina D. Estes resultados mostram que o citoesqueleto de

actina desempenha um papel dominante no médulo de elasticidade das células.

Em resumo, utilizamos o AFM como uma ferramenta para investigar a influéncia da
MEC nas propriedades biomecanicas do citoesqueleto e da membrana através da medida do
modulo eldstico em macréfagos aderidos a substratos revestidos por fibronectina. Além
disso, observamos uma participacdo dominante do citoesqueleto de actina nas propriedades
elasticas das células, por meio do tratamento com Citocalasina D. Assim, demonstramos que
a adesdo celular a MEC influencia as propriedades eldsticas das células por meio dos
filamentos de actina. Tomados em conjunto, nossos dados implicam que as interacdes
célula-MEC, mediada pelo citoesqueleto afetam diretamente os eventos biomecanicos das

células, modificando as propriedades fisicas do citoesqueleto celular.

3.5 Imagens de DNA e Complexos DNA-Timol com AFM

Nesta secdao apresentamos os materiais e métodos para estudar a interacao entre o
acido desoxirribonucleico (DNA) (em inglés: deoxyribonucleic acid) e pequenas moléculas do
terpeno timol por AFM. Imagens de AFM detalhadas do DNA, antes e apds incuba¢dao com
timol sdo mostradas. A imobilizacdo dos fragmentos de DNA na superficie de uma mica
desempenha um papel importante para a imageologia bem sucedida do DNA ou dos

complexos de DNA-ligante.

O DNA é uma cadeia de polimero biolégico que armazena informacdes hereditdrias

de organismos vivos e é uma das moléculas bioldgicas mais extensivamente estudadas nos
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ultimos anos. A relacdo funcdo-estrutura do DNA é perfeitamente explicada pela sua
estrutura de dupla hélice (Figura 3.10) montada a partir de quatro bases complementares.

A estrutura da molécula do DNA foi determinada, primeiramente, por meio da

27 Atualmente, sua estrutura, suas propriedades

difracdo de raios-X ha mais de 60 anos
mecanicas, suas propriedades bioquimicas e biofisicas e sua atividade bioldgica ainda

continuam sob estudo.

Figura 3.10 - Estrutura esquematizada de um DNA

1 volta = 10 pares de base = 3,4 nandbmetros

soJlpwQueu z

sulco maior sulco menor

Fonte: Wikipédia

A estrutura e a conformac¢dao das moléculas de DNA s3o importantes para as suas
funcdes, pois a sua mudanca pode causar a perda de funcdes bioldgicas do DNA. Muitos
fatores podem induzir a altera¢do de conformacao e estrutura do DNA. Por exemplo, muitas
moléculas pequenas, tais como farmacos, sdo capazes de reconhecer e ligar-se a cadeias
Unicas ou duplas de DNA com alta afinidade e seletividade, o que poderia induzir alteragdes

estruturais do DNA? 129,

O timol (Figura 3.11) é um composto fendlico conhecido por suas propriedades

.. 130 .. . 131 .. .. , . 132 . , .

antioxidantes™", antimicrobianas™~" e atividades anti-inflamatdrias™". O Timol, também foi
e . s 1 . . s . ~

classificado como agente anticancerigeno™*?, mas seu mecanismo anticancerigeno ainda n3o

foi totalmente elucidado. Neste trabalho, este farmaco é considerada para ligar-se a

fragmentos de DNA provocando a quebra e a alteracdo da conformacdo do DNA.

A conformacdo do DNA e suas interacdes com proteinas podem ser observadas

diretamente por técnicas nanoimageamento. Na ultima década, o AFM tem se mostrado

como uma das técnicas imageamento mais importantes para os estudos do DNA% 3% 1% o
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AFM pode fornecer resultados simples, diretos e de alta resolugdo, especialmente, para

avaliar os efeitos de pequenas moléculas na estrutura do DNA®7 138 139

. Mais importante
ainda, é que o AFM é impar na possibilidade de estudar processos bioquimicos ao nivel

molecular.

Figura 3.11 - Estrutura quimica do Timol

OH

Fonte: Wikipédia

3.5.1 Preparacdo da mica paraimagem de DNA e complexos de DNA-timol

A preparagdo da amostra é um passo fundamental para a obtencdo de qualquer
imagem, e o AFM ndo é excecdo. Um fator complicante, na preparacdo de amostras para
investigar a interacdo DNA-ligante por meio do AFM, é a necessidade de se imobilizar as
moléculas do DNA sobre um substrato muito plano, para ser capaz de identifica-las. A mica
tem sido amplamente utilizada como um substrato para imagens AFM, porque a superficie
da mica é atomicamente plana sobre microns de area. No entanto, a superficie da mica esta
carregada negativamente e ndo é capaz de ligar-se as moléculas de DNA, que tém as
mesmas cargas superficiais negativas. Portanto, a superficie da mica tem que ser modificada
para a imobilizacdo das moléculas do DNA ou de complexos de DNA-ligante para a
imageologia por AFM. No entanto, é conhecido que o DNA pode ligar-se superficies de mica
recobertas com Poli-L-Lisina, de maneira que a sua estrutura possa ser estudada por meio do
AFM™’. De fato, embora a imobilizacdo de DNA em mica tenha sido extensivamente

estudada, a imobilizacdo reprodutivel do DNA é dificil de alcancar na pratica.

Solugdo do DNA e modificagdo da superficie da mica usando poli-L-lisina
Para o nosso estudo, o DNA foi diluido em 0,5 ng/ul em tampao contendo 10 mM de
HEPES, pH 7, e 1 mM de NiCl,. A superficie da mica foi preparada para a imageologia por

meio de tratamento com poli-L-lisina. Uma gota de solucdo de 0,02% de poli-L-lisina foi
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aplicada sobre a superficie da mica. A mica foi incubada durante 15 minutos e, em seguida,
enxaguada suavemente com 2ml de agua deionizada. Finalmente, a mica foi seca por um

sopro suave de gds argdnio para minimizar a contaminacado da superficie.

Ades3ao do DNA

Para aderir moléculas de DNA no substrato preparado, 10 pl da solucdo de DNA foi
depositada na mica tratada, na regido central do substrato durante 10 minutos e, em
seguida, lavada com 3ml de dgua deionizada, para remover todos os componentes do
tampao e seca sob um fluxo de argénio gasoso limpo. A mica foi armazenada numa camara
de vacuo sob atmosfera de argbnio durante uma hora para permitir a étima secagem da

amostra. Apds este processo, a vida util da amostra é de mais de um més.

Adesao do Timol

Para as micas com DNA tratados com timol, este foi diluido para 8,0 x 10°® g/L em
tampdo contendo 10 mM de HEPES, pH 7. 20 ul da solucdo de timol foram adicionadas a
mica com DNA aderido e incubadas durante 10 minutos, em seguida lavada com 3 ml de
agua deionizada e seca sob um fluxo continuo de gas argbnio. Finalmente, a mica foi

armazenada numa camara de vacuo por uma hora para promover a secagem da amostra.

3.5.2 Modo de imageamento e resolucao

As imagens de AFM foram realizadas em ar com um microscopio de forca atébmica
Multiview 1000™ (Nanonics) operando em modo intermitente. O surgimento do modo
intermitente do AFM, em que o cantilever oscila continuamente e em que o contato com a
amostra ocorre apena de forma intermitente, certamente representou um grande avango

para as imagens de AFM de DNA™.

O movimento lateral da sonda ocorre, quase que, totalmente quando a sonda nao
estd em contato com a amostra, de modo que as forcas de cisalhamento sdo praticamente
eliminadas. Com este modo de operacdao, o controle de umidade do ambiente é ainda
necessario, porém, ndo é normalmente obrigatdrio para produzir imagens de alta qualidade.
As amostras podem ser varridas repetidamente em ar sem qualquer dano apreciavel. Os
instrumentos que operam em modo intermitente sdo geralmente muito estaveis, e a

obtencdo de imagens tornou-se mais facil e mais rapida.
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Além disso, durante os experimentos, usamos cantileveres de silicio AppNano ACT-SS
com constantes elasticas nominais entre 36 e 75 N/m. A frequéncia de oscilagdo tipica da
ponteira foi de 270-300 KHz, a taxa nominal de varredura foi tipicamente de 1,5 Hz por linha
e a modulagdo de amplitude de oscilagdo da ponteira foi de alguns poucos nanémetros.
Todas as imagens apresentadas nesta secdo derivam dos dados originais, exceto que as
imagens foram processadas para remover as inclinagdes do substrato. Além disso, o
conjunto completo acima foi isolado acusticamente, de modo a reduzir a interferéncia do

ruido ambiente durante as medicdes.

A resolucdo perpendicular a superficie da amostra depende, principalmente, da
sensibilidade do cantilever e do piezo e é da ordem de 0,1 nm. A resolucdo lateral é mais
dificil de precisar, e é determinada principalmente pela convolucdo geométrica ponta-
amostra. O tamanho aparente de um objeto numa imagem AFM pode ser obtido por um
calculo simples, como aproximadamente V7R, em que r é o raio efetivo da amostra e R o
raio efetivo da ponta. O tamanho das pontas de SisN4; microfabricadas ndo é bem definido e
varia um pouco entre um lote e outro. Geralmente a extremidade das pontas tem um raio
entre 10-50 nm. Logo, com as moléculas de DNA com um diametro de ~2 nm, a largura

aparente do DNA é de ~10 nm.

3.5.3 Imagens do DNA e dos complexos de DNA-Timol

A Figura 3.12 mostra imagens topograficas de AFM de moléculas de DNA imobilizada
sobre a superficie de uma mica por poli-L-lisina. Como pode ser visto na Figura 3.12(a), com
area varrida de 1um x 1um, as moléculas do DNA sdo visiveis e bem definidas. A imagem

mostram um bom contraste das moléculas de DNA.

As manchas brilhantes na imagem podem representar complexos de DNA agregados.
Estudos anteriores tém mostrado que biopolimeros fracamente ligados a superficie do
substrato podem ser transformados em gldbulos durante o processo de secagem™*, tal qual

a imagem indica ter ocorrido com o DNA fracamente ligado a mica, neste caso.

Como pode ser visto na Figura 3.12(b), as alturas das cadeias visiveis das moléculas
de DNA na superficie plana da mica foram medidas, com AFM operando no modo
intermitente, como sendo de 1,0 nm. Isto € menos do que o valor teérico ~2nm. Uma

possivel razao para tal fato é que as moléculas do DNA se achatam quando adsorvidas numa
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superficie de mica, diminuindo a altura do DNA. Outra razdo é que a ponta do AFM pode

indentar as moléculas de DNA depois de penetrar a camada de liquido na superficie do DNA.

Figura 3.12 — (a) Conformagdo de moléculas de DNA adsorvido sobre a superficie de micas tratadas com poli-L-
lisina. (b) Perfil de altura, da fita de DNA, representado pelo traco verde na imagem de AFM. As imagens foram
obtidas com AFM operando no modo intermitente em ar.

(@)

B) 10,

Altura (nm)

X (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 3.13 mostra as imagens de AFM de moléculas de DNA imobilizada sobre a

superficie de uma mica por poli-L-lisina e tratadas com timol. As alturas das cadeias visiveis
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das moléculas de DNA na superficie plana da mica e tratadas com Timol foram medidas

como sendo de 0,5 nm.

Figura 3.13 — (a) Conformagdo de moléculas de DNA adsorvido sobre a superficie de micas e tratadas com
tratadas com timol. (b) Perfil de altura, da fita do complexo DNA-ligante, representado pelo trago verde na
imagem de AFM.

(a)

0,6

(b) ‘

0,54

0,4+

0,34

0,24

Altura (nm)

0,1

0,0+

-0,1-

Fonte: Elaborada pelo autor
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Comparando a Figura 3.12 com a Figura 3.13, vemos que a conformacdo das
moléculas do DNA foi consideravelmente alterada devido ao tratamento com o timol. As
imagens indicam que o timol ligou-se as moléculas de DNA provocando a quebra e a
alteracdo da conformacgao das moléculas do DNA.

Ha algumas pesquisas onde a toxicidade do timol foram medidas por varias técnicas,

e mostram que concentra¢des abaixo de 0,5 mM ndo sdo toxicos % 143

. No entanto, neste
estudo, nds trabalhamos com 0,05 mM de timol para avaliar sua genotoxicidade, e
encontramos informacgdes relevantes da toxicidade com DNA, apesar do baixo nivel de timol.
Pode concluir-se que o potencial genotdxico do timol no DNA é muito forte, embora

tenhamos trabalhado com nivel menor de timol

Alguns dados Uteis podem ser obtidos a partir de uma imagem quantitativa bem
sucedida das moléculas de DNA. O comprimento do contorno de cada molécula de DNA
pode ser determinado a partir de seus esqueletos em imagens de AFM. Se as moléculas de
DNA foram quebradas por farmacos, é facil de ser claramente distinguidas a partir de

fragmentos de DNA nao danificadas com base em seus contornos de comprimentos.

3.5.4 Discussao

Nossos resultados mostram que o imageamento de DNA por AFM, em ar, é uma
alternativa conveniente a microscopia eletronica de varredura, para determinar as
conformac¢des do DNA e dos complexos de DNA-ligante. A modificacdo da superficie da mica
utilizando poli-L-Lisina proporciona uma ligagao forte e firme com o DNA. Esta forte fixagao
do DNA, permite o estudo da mudancga conformacional do DNA na mica quando interagindo
com o timol. As imagens do complexo de DNA-timol na mica mostra informacdes de

modificacdes ou alteragdes conformacionais nas cadeias de DNA.
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4 NANO EXPANSAO TERMICA EM SOLIDOS INDUZIDA POR LASER
E MEDIDA COM AFM

Neste capitulo estudaremos a aplicabilidade do AFM no estudo da nano expansdo térmica
em sélidos, induzida por laser. Utilizaremos um modelo tedrico ja bem estabelecido, para a
descricdo da deformacdo termoeldstica induzida por um feixe de excitacdo, com perfil
Gaussiano, na superficie da amostra estudada. Os resultados dos deslocamentos da
superficie em funcdo do tempo, obtidos pela técnica de AFM, sdo comparados com os
valores obtidos a partir do modelo tedrico apresentado. Os resultados obtidos estdo em boa
concordancia dentro do erro experimental, evidenciando o potencial da técnica de AFM para
o estudo, de forma direta, da amplitude e dinamica de efeitos térmicos em materiais sélidos,

induzidas por luz laser.

4.1 Consideracdes Gerais

A interacdo da luz com a matéria induz um grande numero de efeitos que sdao de
interesse fundamental para o desenvolvimento e a caracterizacdo de novos materiais. Uma
destas classes de efeitos é o efeito fototérmico, que consiste na mudanca do estado térmico
da amostra induzida por radiacdo eletromagnética. A energia absorvida de um feixe
luminoso e ndo reemitida resulta em um aumento da energia interna na amostra e,
consequentemente, na elevacdo da temperatura na amostra. A variacdo de temperatura
induz mudancas em algumas das propriedades relacionadas a temperatura da amostra,

como densidade (p), indice de refragdo (n), condutividade térmica (k), calor especifico

(c), coeficiente de expans&o térmico linear (a; ), razdo de Poisson (v), dentre outras.

Durante a formacdo de um fendbmeno fototérmico em material sdlido, quando um
feixe luminoso incide em sua superficie, é possivel causar uma deformacgdo superficial. Isto
porque parte da energia absorvida é convertida em calor, resultando em uma expansao local
no material. Dependendo do gradiente de temperatura local, o deslocamento térmico,
devido a expansdo, pode ser: (i) termoelastico, no caso em que ndo ocorre deformacéo

permanente na superficie da amostra apds o gradiente de temperatura desaparecer, e (ii)
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termoplastico, no caso em que a deformacdo chega bem acima do limite da elasticidade, o
que por sua vez leva a uma deformacgao permanente na regido da superficie.

As primeiras investigacdes tedricas e experimentais de aquecimento a laser de

144; 145

materiais remontam a 1960 No entanto, nas ultimas décadas, estudos das

deformacdes termoeldsticas de superficies, induzida por laser, tem se tornado de grande

146 147 " A expans3o térmica em sélidos discutida

interesse para aplicacdo em diversas areas
neste trabalho baseia-se na criacdo de deformacbes termoelasticas de superficie por um
laser de onda continua, cuja energia da luz é absorvida na superficie de um corpo sélido.
Estas deformacdes dependem da distribuicdo da fonte térmica sobre a superficie e das
caracteristicas termoeldsticas do material. Vale salientar que estudos anteriores tem
mostrado que, monitorar o deslocamento térmico da superficie permite determinar a

temperatura da superficie do material**.

O principio da deformacdo termoeldstica da superficie € muito simples e é ilustrado
na Figura 4.1. O feixe de excitagdao ao incidir na amostra é absorvido, resultando em uma
deformacao na superficie devido ao aquecimento. A deformacao depende das propriedades

Oticas e termomecanicas da amostra.

Figura 4.1 — llustracdo esquematica da deformacdo termoelastica da superficie induzida por um feixe de
excitagdo com perfil Gaussiano.

Feixe de Excitacdao

Deformacao
na superficie

amostra

Fonte: Elaborada pelo autor

De fato, depois da invencdo do laser, diversas técnicas que exploram os efeitos

149

fototérmicos surgiram e estdo sendo constantemente melhoradas™. Medidas de variacao

de temperatura, pressdo ou densidade que ocorrem devido a absor¢cdo da radiacdo
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150; 151; 152

eletromagnética sdo a base dos métodos fototérmicos . Alguns dos exemplos de

métodos fototérmicos utilizados para detectar a deformacao de superficies induzida por um

133,134 " As técnicas

feixe de excitacdo s3o: a deflexdo fototérmica™ e o espelho térmico
fototérmicas baseadas na deformacao superficial de materiais sélidos sdo amplamente
empregadas para estudo quantitativo e qualitativo das propriedades térmicas e dpticas

destes materiais.

As caracteristicas e o0 modo de funcionamento do AFM faz com que ele seja uma
ferramenta adequada para medicdes da deformacdo de superficies em nano-escala. De fato,
o AFM é uma das principais técnicas para medicGes nao destrutivas de alta resolucdo, da
topografia de superficies, para a manipulacdo e para o estudo das propriedades de material

em escala nano.

Por varrer a ponta afiada sobre a superficie da amostra e registar o seu

deslocamento, o AFM fornece resolu¢cdo em escala atémica™>, e pode ser utilizado numa

5 6

variedade de ambientes, como o ar'?, vacuo™ e liquidos™® nas mais amplas faixas de

temperaturas®®” 8

. A alta resolugdo em conjunto com tal versatilidade faz com que esta
técnica de microscopia seja aplicavel em uma ampla gama de problemas, em vdrias

disciplinas, desde a biologia até a ciéncia dos materiais.

Neste trabalho, mantendo a ponta nanoscépica do AFM fixa no cento da regido de
incidéncia do feixe de excitacdo, realizamos pela primeira vez, medidas diretas das
deformacgdes termoelasticas de superficies, induzidas pela incidéncia de um laser. A boa
concordancia dos resultados experimentais e tedricos mostra uma importante linha de
aplicacdo para o uso do AFM, evidenciando o potencial desta técnica no estudo de efeitos

térmicos em materiais solidos.

4.3 Medidas de AFM Resolvidas no Tempo

Como visto anteriormente, quando a superficie de um material sélido é sujeita a
irradiacdo de um feixe de laser, ocorre uma expansdo térmica da regido irradiada, e que a
deformacdo da superficie, causada pela expansdo térmica, pode ser elastica ou plastica. No
caso de deformacdo elastica, o campo de tensdo gerado na vizinhanga da superficie ndo

excede a tensdo eldstica do material. Além disso, a tensdo desenvolvida ao longo do eixo do
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feixe de laser é de tracdo, enquanto a sua contraparte normal em relacdo ao eixo do feixe de
laser é de compressao. Vimos também que o AFM é uma ferramenta apropriada e versatil
para medidas de deslocamentos de superficies. No entanto, até o momento, os
deslocamentos medidos em estudos anteriores refletem apenas a variagao topografica da
superficie da amostra em funcdo da posicio da ponta do AFM num plano horizontal

bidimensional (Xy) .

Medidas de AFM resolvidas no tempo tém sido propostas como um sensor da
resposta mecanica de materiais por meio das medi¢cdes das forcas de interacdo ponta-
amostra®™’. No entanto, neste trabalho estamos particularmente interessados em medir o
deslocamento da superficie de um sélido, em fun¢dao do tempo, devido a expansao térmica
induzida por um feixe de excitacdo. Para obtencdo de tal medida, nds usamos um AFM
operando em modo intermitente, modulando a frequéncia de oscilagdo da sonda por meio
da realimentacdo de fase. No primeiro capitulo desta tese temos visto que o modo

intermitente®® é

um modo dindmico, na qual a sonda oscila préximo da sua frequéncia de
ressonancia e os contatos com a amostra ocorrem num curto intervalo de tempo, uma vez
em cada oscilacdo. Além disso, a modulacdo da frequéncia faz com que a amplitude de
oscilacdo do cantilever seja mantida constante pelo sistema de realimentagcdao em loop,
enquanto o sinal de realimentacdo do transdutor piezelétrico é gravado como um

deslocamento da superficie.

Para as medidas dos deslocamentos da superficie em funcdo do tempo nds,
primeiramente, levamos a ponta nanoscépica do AFM em contato intermitente com a
superficie da amostra, posicionando-a no centro da regido de incidéncia do laser sobre a
amostra. Uma vez, posicionada sobre a regido de interesse, os escaneres de movimento
lateral da ponta foram desativados, mantendo assim a ponta fixa na mesma posicao durante
a medida. Em seguida passamos a monitorar os deslocamentos superficiais da amostra
através do sinal de realimentacdo do escaner piezoelétrico vertical do AFM em funcdo do

tempo enquanto o feixe de excitacdo indicia sobre a superficie da amostra.

Como mostrado na Figura 4.2, o feixe excitacdo incidente ao longo da direcdo z e é

absorvido por uma amostra de espessura L. O tempo t;, representa o instante em que o

feixe de excitagao incide na amostra, ndao ocorrendo, portanto, a deformagao da superficie
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(Figura 4.2(a)). Para um tempo t maior que t, a energia absorvida pela amostra é convertida

em calor, resultando em uma expansao térmica local da amostra (Figura 4.2(b)). Durante a
expansao local da amostra a frequéncia de ressonancia muda devido a uma diminuicdo na
distancia de separagao ponta-amostra, de forma que a amplitude de oscilagdo muda e o
sistema de realimentacdo reage quase que instantaneamente a mudanca na frequéncia de
ressonancia, reajustando a distancia ponta-amostra de forma que a amplitude de oscilagdo
seja constante. O sinal de realimentacdo do transdutor piezelétrico é gravado como o
deslocamento da superficie da amostra induzida pelo feixe de excitacdo. A informacgdao do
deslocamento da superficie, no ponto de contato entre a ponta do AFM e a amostra, é
exibida em tempo real no software de controle das medidas como um grafico do

deslocamento em func¢do do tempo (Figura 4.2(c)).

Figura 4.2 — (a) Instante de tempo t;, em que o feixe de excitacdo incide sobre a superficie da amostra mas
ainda ndo ainda ha deformacdo da superficie. (b) Instantes de tempo t>'[0 em que a amostra absorveu o
feixe de excitagdo provocando uma deformacdo da superficie. (c) Grafico ilustrativo das medidas por AFM dos
deslocamentos da superficie em fungdo do tempo.
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Fonte: Elaborada pelo autor

De fato, a resolucdo temporal das medidas da deformacao superficial por AFM
depende da frequéncia de ressonancia fundamental do cantilever. Estudos tem mostrado
gue para um AFM operando em modo intermitente, com frequéncia de oscilacdo modulada
por meio da realimentacdo de fase, fornece resolucdo temporal na ordem do inverso da

frequéncia de ressonancia da sonda do AFM*®! (At =Y ).

Instituto de Fisica - UFAL



4 Nano Expansao Térmica em Soélidos Induzida por Laser e Medida com AFM 87

4.2 Modelo Teorico da Deformacdo na Amostra

Nesta secdo é apresentado o modelo tedrico para o cdlculo da deformacdo na

amostra induzida pelo laser de excitagao.

A deformacdo que a superficie da amostra sofre é resultado do aumento da
temperatura, distribuida de maneira ndo uniforme, numa regido préxima da superficie
devido a incidéncia do feixe de excitacdo. A teoria da elasticidade®® pode ser utilizada para
obter o deslocamento superficial na amostra. Com base nesta teoria, na aproximag¢ao quase-
estdtica, a deformacdo na amostra induzida pelo laser é obtida resolvendo a equacdo

termoeldstica®®® %% dada por

(1—2v)V2a(r,z,t)+ V[Vi(r, z,t)| = 20+ v)e, VT (r, 2,t) (4.1)
onde U(r,z,t) é o vetor deslocamento (Figura 4.3), v a razdo de Poisson, a; o coeficiente

de expansdo térmico linear e T(r, Z,t) é o valor da temperatura acima da ambiente. O termo

do lado direito da equacdo diz respeito ao termo de fonte, o que gera o deslocamento do
material, neste caso, o gradiente da variacdo da temperatura. De fato, a variagdao da
temperatura T(r,z,t) dentro da amostra é dada pela solugdo da equacdo de conducdo de

calor

ar(r.zt) DV?T (r,2,t) = Qe A /et (4.2)

onde D= k/Cp é a difusividade térmica da amostra, k, ce p sdo a condutividade térmica, o
calor especifico e a densidade de massa, respectivamente. A mudancga da temperatura inicial
é assumida sendo uniforme ou T(r,z,0)=0. Q,=PA (1-R)¢/cpzal,, onde P, é a poténcia do
laser, A é o coeficiente de absor¢do no comprimento de onda do feixe de excitacdo, R é a
refletividade, @),, é o raio do feixe de excitagcdo e ¢ é a quantidade de energia absorvida

convertida em calor (carga térmica).

Levando em consideracao que deformacao da superficie tem simetria axial tal qual
sua fonte geradora, podemos expressar a solucdo da equacdo (4.1), na aproximacdo quase-
estatica, em coordenadas cilindricas introduzindo o potencial de deslocamento

termoelastico ¥ e a funco de Love'®? v, sendo ¥ a solugdo da equagdo de Poisson

(solucdo particular).
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V2¥(r, z,t):MaTT(r, z,t) (4.3)

@-v)
e a funcdo Love i é a solugao da equagdo bi-harmdnica (solugdo homogénea)
VV2y(r,z,t)=0 (4.4)
r é a coordenada radial e t é o tempo.

Figura 4.3 — Vetores de deslocamento. A linha tracejada horizontal representa a superficie da amostra antes da
deformacgdo. As setas indicam o deslocamento de um ponto da superficie apds o sdlido ser aquecido
localmente pelo feixe de excitagdo.

A £
|

Fonte: retirada da Ref. [163]

Utilizando as solugbes das equacdes (4.3) e (4.4), as componentes r e z do vetor

deslocamento (U, e U,) e as componentes de tensdo normal (o,, e o,,) sdo obtidas de

lI’(r, Z,t) e l//(r,Z,t) por meio das seguintes rela¢des

1 2
ui(r,z,t)=ai‘P(r,z,t)+1_2v[2(1—v)52iV —0,p(r,z,t) (4.5)
o, = E [0, =8,V ¥ (r,z,t)+
(1+v) (4.6)

. E
(T+v)(1-2v)

[0, (v8,V? =8;)+(1-v)V* (8,0, -, &) | ¥ (r.2,)

onde E é o mddulo de Young, 0. representa as derivadas em relagdoa i=r,z e j=r,z,e

ij
0, € afuncdo delta de Kronecker.

A solucdo da equacdo de Poisson pode ser escrita em termos da transformada de

Hankel-Fourier da distribuicao de temperatura
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T(r,z,t)= \/%]ETT(OC,ﬂ,t)cos(/iz)JO(ar)adad,l (4.7)

sendo, T(a, A,t) escrito como*®?

a +ﬂz)‘r

T (e, A,t)= j Qle, l)e (4.8)

de maneira que

¥(r,z,t)=

\/7” a,4.!) cos(ﬂz)J (ar Jadad A (4.9)

Pode-se verificar a solucao ‘P(r, Z,t) aplicando o laplaciano em coordenadas cilindricas, na

equacao (4.9), ou seja:

VZ‘P(r,Z,t)=(1+V)aT\/§TTT(a,/1,t)[ (o2 + 2% )cos(22)d (o pdadA  (4.10)

(1_V) 00
onde Jn(x) representa a funcdo de Bessel de primeira espécie. Assim, para que a igualdade

da equacdo (4.3) seja verdadeira a sua solucdo deve ser da forma da equacao (4.9).

O préximo passo é tratar a equacdo bi-harmonica descrita pela equacdo (4.4). Sua

solucdo geral é dada pela fungdo de Love e pode ser escrita como

w(r,z,t :j[ (A+azB)e ™ +(F +czGe” 23, (ar )da (4.11)
0
onde em que A, B, F e G sdo constantes definidas pelas condi¢cdes de contorno. Supondo

gue a amostra esteja livre de tensdao em suas superficies, as condi¢des de contorno sao

o, =0 e o =0 (4.12)

rZ|Z:O,L ZZ|Z:O,L
sendo o,,e 0,,as componentes de tensdes perpendiculares a superficie da amostra. Os
demais componentes de tensdo ndo sdo nulos. Como exemplo, considere-se a componente

de tensdo o localizada na superficie da amostra em uma posicdo radial qualquer e

Zf|z:0’
apontando na direcdo r, onde também ha amostra, ou seja, esse ponto nao esta livre para

movimentar-se nessa direcao.

Substituindo W e y nas equagdes (4.5) e (4.6) e aplicando as condi¢des de contorno

(4.12), obtém-se'®®
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i ) (4.13)
(r2=0,)= [ 2l Slatyfer)
0 1+2L%a? —cosh(2La)

com

\/7I a,“{2La+senh(2La)]—[2Lsenh(La) en(L}L)}M (4.14)

(o + 2%)| - 2[La cosh(La)+senh(La)]cos(LA)

em que T(a,l,t) é a temperatura da amostra no espaco dos cossenos de Hankel-Fourier e L

€ a espessura da amostra.

Na aproxima¢dao de amostra semi-infinita, as constantes F e G s3ao zero, caso
contrario, a fungdo y diverge para z —oo. Nesse caso, as duas condi¢cdes de contorno para
as tensdes em z =0 s3o suficientes para determinar as constantes A e B. Na aproximacgao

semi-infinita, a deformacao superficial é dada por

u,(r,z=0,t)=—21+v), Lwaz f(a,t)d,(ar Jda (4.15)

com

alt
f(ar,t)= \fja +,12 (4.16)

Usamos a aproximacdo de amostra semi-infinita para obter a temperatura do sistema e,

consequentemente, a deformacao induzida na amostra.

4.4 Caracteristicas das Amostras Estudadas

Nesta secdo apresentaremos algumas caracteristicas das amostras utilizadas, neste

trabalho, para as medidas das deformacgdes termoeldsticas induzidas pelo feixe de excitacao.

Os experimentos das medidas dos deslocamentos termoeldsticos induzidos pelo laser
foram realizados em vidros fosfatos Q-98 fornecidos pela empresa americana Kigre Inc.
Vidros de fosfato tém sido identificados como um das matrizes vitreas mais promissoras
para varias aplicacdes. Quando dopados com neodimio (Nd*), os vidros de fosfato
apresentam alta eficiéncia quantica de fluorescéncia'®. Esta caracteristica, aliada a
excelentes propriedades térmicas e mecanica, torna estes vidros os maiores e mais comuns

vidros de laser em volume total produzido nos dias atuais'®®. Os vidros fosfatos Q-98
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estudados neste trabalho s3o dopados com Nd** a concentracdes de 1, 3, 6 e 9 wt% (peso

percentual).

Tabela 4.1 — Propriedades Opticas, térmicas e fisicas das amostras analisadas.

Propriedades

. Propriedades térmicas Propriedades Fisicas
Opticas
Amostra
n B o ky Co p E L
(m?) (10°k")  (W/mK)  (/kgK)  (kg/m’)  (Kg/m’) (mm)

1% de Nd** 1,555 86 99 0,82 800 3099 72,1 0,24 1,9
3% de Nd*>* 1,555 103 99 0,82 800 3099 72,1 0,24 1,51
6% de Nd** 1,555 277 99 0,82 800 3099 72,1 0,24 1,29

9% de Nd** 1,572 547 96 0,82 800 3204 71,5 0,24 1,05

A Tabela 4.1 resume algumas das propriedades 6pticas, térmicas e fisicas dos vidros
fosfatos estudados. Quanto as propriedades éticas, n é o indice de refragdo, dn/dT é o
coeficiente de temperatura do indice de refracdo e B é o coeficiente de absor¢do odtica.
Quanto as propriedades térmicas, ar € o coeficiente de expansao térmica entre 20°C-40°C,
kr é a condutividade e c, é o calor especifico. Quanto as propriedades fisicas, p é a

densidade, E é o médulo de Young, v é a razdo de Poisson e L é a espessura da amostra.

4.5 Procedimento Experimental

Nesta secdo apresentamos os procedimentos experimentais utilizados para a

realizacdo deste estudo.

Antes da realizacdo das imagens de AFM e das medidas por AFM dos deslocamentos
termoeldsticos induzidos pelo laser de excitacdo, as amostras receberam um polimento
Optico a fim de minimizar as rugosidades das superficies e em seguida elas foram lavadas,
imersas em alcool isopropilico, num ultrassom por 10 minutos. Apds secas, as amostras
foram fixadas a porta-amostras e levadas ao AFM para a realizacdo das medidas. A Figura
4.4(a) mostra as amostras ja preparadas para as medi¢des por AFM, enquanto que a Figura
4.4(b) mostra uma das amostras posicionadas no AFM para o inicio do imageamento da
regido escolhida. Durante as medicGes de uma das amostras as outras ficaram guardadas

num dissecador a vacuo para evitar acimulo de poeira.
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Figura 4.4 — (a) Imagem dos vidros fosfatos polidos, lavados e fixos nos porta-amostras para as medig¢Ges por
AFM. (b) Amostra Q-98 com 6% de Nd* posicionada sobre o escaner piezoeléctrico do AFM para inicio do
imageamento.

1% de Nd™ 3% de Nd*™

6% de Nd* 9% de Nd*

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor

Um diagrama esquematico do aparato experimental usado para as medi¢cbes dos
deslocamentos das superficies das amostras por AFM é mostrado na Figura 4.5. A fonte de
excitacdo é um laser de estado sélido bombeado por diodo (DPSS), de onda continua (CW),

no comprimento de onda A = 532 nm. O feixe de excitacdo passa por um obturador éptico
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gue controla o tempo de incidéncia do laser sobre a amostra. O feixe de excitacdo foi focado
na superficie da amostra com uma lente objetiva de distancia focal de 17,5 mm. O didametro
do ponto de foco do feixe de excitacdo na superficie da amostra é de 10 um e as amostras

foram excitadas com 20mW por 300 ms.

Figura 4.5 — Diagrama esquematico de um aparato experimental para medidas de deslocamentos da superficie
por AFM.

Espetho Obturador
\ / Laser de
Excitagdo
(A=5632 nm)
Lente
Objetiva
10X /0.30
WD 17.5

Deslocamento
da superficie sonda

\I ____________________________ . > GoArM

vidro fosfato

Fonte: Elaborada pelo autor

As imagens de AFM e as medi¢cOes dos deslocamentos de superficie das amostras
foram realizadas utilizando um AFM (Multiview 4000™), operando com realimentacdo de
fase em modo intermitente utilizando sondas de vidro em diapasdao com um diametro de
ponta de 10nm, com uma frequéncia de ressonancia de 37-42 kHz. A frequéncia de
ressonancia das sondas utilizadas confere ao sistema um tempo de resposta a deformacao
superficial de ordem de até 2545 . A ponta é posicionada entre a lente do microscopio e a
amostra, sem obstruir qualquer aspecto do feixe de excitacdo. A ponta é iluminada e
exposta pela lente do microscépio, permitindo-nos visualizar a regido exata onde a
informacdo do deslocamento da superficie estd sendo coletada. Na regido central de cada
uma das amostras foram realizadas, pelo menos, 12 medicdes. Todos os experimentos foram
realizados em condicdo ambiente com temperatura entre 23°C- 25°C e humidade relativa

variando dentro de uma faixa de 35% - 45%.
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4.6 Resultados e Discussdes

Nesta secdo, apresentamos as imagens de AFM e as medicdes das deformacdes
superficiais induzidas por um feixe de excitacio em vidros fosfatos Q-98, dopados com Nd**

a concentracOes de 1, 3, 6 e 9wt% (peso percentual).

A Figura 4.6 mostra as imagens topograficas de AFM realizadas nas amostras
analisadas. Podemos observar que devido ao polimento é6tico, as superficies das amostras
apresentaram rugosidade em escala nanométrica. De fato a andlise da rugosidade das
amostras, usando o software WSxM’®, mostra gue as rugosidades médias sdo 0,95 nm,
0,84nm 0,77nm e 0,93nm para as amostras com 1%, 3%, 6% e 9% de Nd3+,

respectivamente.

Figura 4.6 — Imagens topograficas de AFM dos vidros Q-98, dopados com 1%, 3%, 6% e 9% de Nd**. Os circulos
verdes, sobrepostos as imagens ilustram a area de incidéncia do feixe de excitacdo.

6wt.% de Nd3* 9wt.% de Nd3*

Fonte: Elaborada pelo autor
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A Figura 4.7 mostra os resultados experimentais dos deslocamentos da superficie no
centro da regido de incidéncia do feixe de excitagdo medidos por AFM em fungdo do tempo.
Usando a expressdo analitica para uz(r,t) dada pela equacdo (4.13), os parametros das

amostras e do laser usado, podemos estimar também o deslocamento superficial induzido
pelo feixe de excitagdo. Como pode ser visto, ha uma excelente concordancia entre os
resultados experimentais e tedricos, com algum desacordo apenas para a baixa
concentragio Nd**. Esta diferenca para a baixa concentracdo é atribuida ao pequeno
coeficiente de absorc¢do linear dos ions de Nd3+ no comprimento de onda do laser de
excitacdo. Além disso, o deslocamento total é de cerca de 1 nandbmetro e qualquer
instabilidade ou ruido do sistema pode afetar fortemente estas medidas, uma vez que este
foi o nivel mais préoximo do limite de resolucdo do AFM, e algumas discrepancias sdo

esperados.

Figura 4.7 — As linhas sélidas representam os resultados experimentais obtidos por AFM e os pontos vermelhos
representam os resultados tedricos obtidos a partir da equagdo (4.13).

101 1% of Nd*
3% of Nd**
8 6% of Nd**

9% of Nd**
® Teoria

Deslocamento (nm)

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (ms)
Fonte: Elaborada pelo autor

Apesar das amostras conterem alguma rugosidade e da deformacdo induzida pelo

feixe de excitagdo ser da ordem de algumas das estruturas em sua superficie, vemos que, em
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geral, as deformacdes ndo sdo consideravelmente afetadas por elas. Medidas prévias da
topografia da amostra nos indicam as melhores regides para a realizagdao das medidas do
deslocamento superficial induzida pelo feixe de excitagcdo, evitando areas com maior

rugosidades ou estruturas que possam influenciar nos resultados.

Apesar das amostras conterem alguma rugosidade e da deformacdo induzida pelo
feixe de excitagdo ser da ordem de algumas das estruturas em sua superficie, vemos que, em
geral, as deformacdes ndo sdo consideravelmente afetadas por elas. Medidas prévias da
topografia da amostra nos indicam as melhores regides para a realizagdao das medidas do
deslocamento superficial induzida pelo feixe de excitacdo, evitando areas com maior

rugosidades ou estruturas que possam influenciar nos resultados.

Os resultados apresentados acima demonstram o potencial do AFM para estimar o
deslocamento da superficie induzido pelo laser. A técnica é capaz de detectar deformacdes
superficiais em nano-escala. Os resultados tedricos e experimentais estdo em excelente

concordancia.
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5 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Em conclusdo, neste trabalho o AFM foi utilizado como ferramenta para investigar a
influéncia de uma MEC nas propriedades biomecanicas do citoesqueleto e da membrana
através da medida do mddulo eldstico em macrofagos aderidos a substratos revestidos por
fibronectina. Foi observada a participagdo dominante do citoesqueleto de actina nas
propriedades elasticas das células, por meio tratamento com Citocalasina D. Assim,
demonstramos que a adesdo celular a MEC influencia as propriedades eldsticas das células
por meio dos filamentos de actina. Tomados em conjunto, nossos dados implicam que as
interacGes célula-MEC mediada pelo citoesqueleto afetam diretamente os eventos

biomecanicos das células, modificando as propriedades fisicas do citoesqueleto celular.

Usamos ainda o AFM para observacdo direta de mudancas na conformacdo de
moléculas de DNA devido suas interagdes com timol. Nossos resultados mostram que o
nanoimagiamento do DNA, por AFM, é uma alternativa a microscopia eletrénica de
varredura, para determinar as conforma¢des do DNA e dos complexos de DNA-ligante. A
modificacdo da superficie de uma mica utilizando poli-L-Lisina proporciona uma ligacdo forte
e firme com o DNA. Esta forte fixacdo do DNA, permite o estudo da mudanca

conformacional do DNA na mica quando interagindo com o timol.

De fato, embora a imobilizacdo de DNA em mica tenha sido extensivamente
estudada, a imobilizacao reprodutivel do DNA é dificil de alcangar na pratica e os ajustes dos
parametros referentes ao controle da sonda e de extrema importancia na reducdo de ruidos
a fim de obter contraste suficiente para a visualizacdo das moléculas de DNA sobre a
superficie das micas. Um artigo com os resultados da investigacdo sobre a imobilizacdo de
moléculas de DNA sobre a superficie da mica e as mudancgas de conformacdo do DNA e dos
complexos de DNA-ligante, estd em fase elaboracdo e, tdo logo esteja finalizado, sera

submetido a apreciacdo para publicagdo.

E um fato que a maioria das novas aplicacdes e técnicas desenvolvidas em
microscopios de varredura de sonda nos ultimos anos estdo relacionados com as ciéncias da
vida. No entanto, ainda ha muito espago para aperfeicoamento técnico, como por exemplo,

na eletrénica, escéneres, e sondas que estdo melhorando constantemente. Apesar da
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existéncia de diversos estudos em amostras biolégicas em meio liquido, este continua sendo
um dos maiores desafios para operagdao de um AFM devido as dificuldades da varredura da
sonda em meio liquido, sujeitas as forgas viscosas. Além disso, as amostras bioldgicas sdo
muito mais frageis que as amostras comumente estudas em AFM, por isso, um bom controle
da forca de interacdo ponta-amostra e a escolha correta das sondas, pra este tipo de estudo,

é fundamental.

Na verdade, temos preparado e ajustado nossos sistemas de AFM e SNOM para a
realizacdo de medidas de amostras em ambientes liquido. Desta forma, como perspectivas
de trabalhos futuros, esta o estudo de propriedades eldsticas e viscoeldsticas em células.
Além disso, temos adquirido sondas especiais para o desenvolvimento de estudos da forca
de adesdo células-proteina através receptores especificos nas células. A capacidade de
medidas de AFM em meio liquido nos darad a possibilidade de estudar as interacdes, em

tempo real, de moléculas e complexos de DNA-ligante.

Outro estudo desenvolvido nesta tese, em amostra bioldgicas, foi avaliacdo da
interacdes de nanoparticulas de ouro com células usando o sistema de SNOM por
transmissdo. A interacdo entre as células e as nanoparticulas puderam ser facilmente
estudadas e mapeadas sem necessidade de marcagao fluorescente nas nanoparticulas. O
padrdo 6ptico (pontos escuros) de assinatura para vesiculas carregadas de nanoparticulas
dentro das células foram observadas. Além do mais, este técnica de imageamento fornece
um poderoso método livre de fluorescéncia para estuda a interacdao entre células e

nanoparticulas com uma resolucdo muito maior que a microscopia ética convencional.

Como o objetivo de aplicacdes desta técnica em trabalhos futuros, estamos
implementando alguns ajustes na configuracdao experimental do equipamento disponivel em
nosso laboratdrio. Esta implementacdo nos permitira utilizar o SNOM com fluorescéncia

para o estudo, de amostras, em nanoescala.

O estudo da sondagem direta por C-AFM de grdos ceramicos de titanato de bario
semicondutor, tem mostrado que é possivel identificar diferencas na condugdo da corrente
elétrica, entre as fronteiras e o interior dos graos. Os resultados mostram que esta técnica é
muito atraente para a realizagao de medigdes de transporte elétrico em nano-escala, bem
como para a caracterizacdo de propriedades elétricas de diversos materiais. De fato, o C-

AFM tem se mostrado ideal para o estudo do transporte elétrico em dispositivos
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microfabricados semicondutores, conjuntos de nanoparticulas e moléculas bioldgicas
individuais.

Por fim, deslocamento da superficie induzido pelo laser com o uso do AFM, através
de medi¢cOes dos deslocamentos em fung¢do do tempo. A técnica é capaz de detectar

deformacgdes superficiais em nano-escala. Os resultados tedricos e experimentais estdo em

excelente concordancia

Além disso, uma vez que a frequéncia de ressonancia da sonda utilizada, é
fundamental para a resolucdo temporal das medidas da deformacdo da superficie.
Pretendemos avaliar o uso de sonda com altas frequéncias de ressonancia na diminui¢ao do

erro da medida e a reprodutibilidade das medidas
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Abstract Interactions between cells and microenviron-
ments are essential to cellular functions such as survival,
exocytosis and differentiation. Cell adhesion to the extra-
cellular matrix (ECM) evokes a variety of biophysical
changes in cellular organization, including modification
of the cytoskeleton and plasma membrane. In fact, the
cytoskeleton and plasma membrane are structures that
mediate adherent contacts with the ECM; therefore, they
are closely correlated. Considering that the mechanical
properties of the cell could be affected by cell adhesion-
induced changes in the cytoskeleton, the purpose of this
study was to investigate the influence of the ECM on the
elastic properties of fixed macrophage cells using atomic
force microscopy. The results showed that there was an
increase (~50 %) in the Young’s modulus of macrophages
adhered to an ECM-coated substrate as compared with
an uncoated glass substrate. In addition, cytochalasin
D-treated cells had a 1.8-fold reduction of the Young’s
modulus of the cells, indicating the contribution of the
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actin cytoskeleton to the elastic properties of the cell.
Our findings show that cell adhesion influences the
mechanical properties of the plasma membrane, provid-
ing new information toward understanding the influence
of the ECM on elastic alterations of macrophage cell
membranes.

Keywords Atomic force microscopy - Elastic modulus -
Nanoindentation - Extracellular matrix - Cytoskeleton -
Fibronectin

Introduction

Macrophages play an important role in immune response
and tissue homeostasis. The ability of macrophages to
perform phagocytosis renders them effective at killing
microbes and clearing apoptotic and necrotic cells (Gordon
2003; Gordon and Martinez 2010; Kreider et al. 2007). The
hallmarks of macrophage activation can be verified by cell
adhesion and spreading on the extracellular matrix (ECM)
(Collins 1987). Among the ECM components, fibronec-
tin (Fn) has been recognized as the key element promot-
ing cell adhesion, among its other functions. Adhesion to
Fn modulates the secretion of proinflammatory cytokines
and contributes to cell migration through various tissues
(Vesey et al. 2002). These functions are mediated by sur-
face receptors, called integrins, which are present on mac-
rophages (Hemler 1990). The migratory process involves a
repeated, dynamic deformation and recovery of the plasma
membrane; however, it is not yet fully understood whether
this capacity for deformation is influenced by cell adhesion
to the ECM. It has been hypothesized that one pathway
by which mechanical stress regulates intracellular activity
is via a direct physical connection of the ECM across the
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plasma membrane to the nucleus (Ingber et al. 1994; Mani-
otis et al. 1997).

The cytoskeleton plays an essential role in detec-
tion, transduction and regulation of the interaction forces
between a cell and its ECM (Burridge and Chrzanowska-
Wodnicka 1996; Janmey 1998). The tension in the plasma
membrane generates inward forces that influence all the
cellular processes involving membrane deformations
(Gauthier et al. 2012; Keren 2011; Morris and Homann
2001; Sheetz and Dai 1996). The apparent membrane ten-
sion in cells is a sum of the in-plane tension in the bilayer
and the adhesion energy between the membrane and the
cytoskeleton (Dai and Sheetz 1999; Hochmuth et al. 1996).
Thus, there is great interest in investigating the membrane-
cytoskeleton adhesion, which can vary among different cell
types. However, even though there is a close association
between the cell membrane and the cytoskeleton, there is
still a lack for information about the impact of the ECM on
the elastic modulus of the plasma membrane.

Currently, atomic force microscopy (AFM) (Binnig et al.
1986) is being shown to be an appropriate tool to evaluate
the biophysical parameters of the cell, including measur-
ing the elastic modulus (Young’s modulus) (Radmacher
1997; Rotsch et al. 1997; Svaldo-Lanero et al. 2007; Wu
et al. 1998). The basic AFM technique for measuring cell
elasticity is based on the indentation of cells attached to
a substrate. A very small tip indents the sample, and the
instrument records a force-displacement curve that allows
the computation of the elastic modulus by applying the
indentation theory (Fischer-Cripps 2011). Moreover, this
AFM-based nanoindentation technique has become even
more powerful when used as a micro-rheological tool (Lee
etal. 2011).

In this article, we used the AFM nanoindentation tech-
nique to investigate the influence of an Fn film on the elas-
tic modulus of the cytoskeleton and plasma membranes of
murine macrophages. We also cultured macrophages on an
Fn-coated substrate and treated them with cytochalasin D to
estimate the extent to which the changes in elastic proper-
ties are influenced by the organization of the cytoskeleton.

Materials and methods
Substrate preparation and cell culture

Glass coverslips (16 mm diameter) were cleaned by an
overnight soak in ethanol (70 %), then a thorough rinse
with distilled water. To prepare an Fn-coated substrate,
200 pl of fibronectin (5 wg/ml) (Sigma-Aldrich) was dis-
pensed and allowed to spread thoroughly on a cleaned glass
coverslip overnight at 4 °C. This preparation is a standard-
ized procedure from previous studies (Segat et al. 1994).

@ Springer

All substrates were washed in phosphate-buffered saline
(PBS) (Sigma-Aldrich), followed by incubation at 37 °C
with 1 % BSA/PBS (bovine serum albumin/PBS; Sigma-
Aldrich) solution to block non-specific binding of proteins.

J774 murine macrophages were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) con-
taining fetal calf serum (FCS) (10 %) (Sigma-Aldrich),
penicillin (100 Ul/ml) (Sigma-Aldrich) and streptomycin
(100 g/ml) (Sigma-Aldrich). Macrophages were cultured in
an incubator at 37 °C in a humidified CO, (5§ %) atmos-
phere. Cells were seeded at a density of 2 x 10° cells/ml
on sterilized glass coverslips inserted into six-well cul-
ture dishes and incubated for either 1 or 48 h before being
chemically fixed (glutaraldehyde, 0.5 %). After various
incubation times, the medium was washed to remove unat-
tached cells.

To assess the involvement of the cytoskeleton the on
elastic properties of cells, for some of the experiments,
cells were cultured on an Fn-coated substrate and then
treated with cytochalasin D (Sigma-Aldrich) for approxi-
mately 15 min at 37 °C prior to fixation.

SEM measurements

Scanning electron microscopy (SEM) imaging of the cul-
tured macrophages was conducted on a Superscan SSX-
550 (Shimadzu) electron microscope. To acquire the SEM
images, the cells were fixed with a glutaraldehyde solution
(3 %), counterstained with osmium tetroxide and sequen-
tially dehydrated with a series of solutions of increasing
ethanol concentrations. Images were collected in low-vac-
uum mode with a large field secondary electron detector.
Directly prior to analysis, the samples were sputtered for
10 s with gold. Image acquisition used an accelerating volt-
age of 15 kV.

AFM measurements

AFM images and elasticity measurements of cells were
performed in air using a standard AFM setup, Multiview
1000™ atomic force microscope from Nanonics (Israel),
mounted on a BXFM dual-light microscope (Olympus).
The system was conveniently adjusted to enable position-
ing of the AFM tip on top of a chosen cell. Experiments
were conducted with a conical tip with a 35° half-angle in
a 320-pm-long cantilever with a spring constant k, which
was calibrated to be 1 N/m. In addition, the equipment was
acoustically isolated to reduce the interference of ambient
noise during the measurements.

The idea of elasticity measurements using AFM is rela-
tively straightforward. A probing tip mounted at the end of
a delicate cantilever indents the cell, resulting in a canti-
lever deflection. The deflection is measured using a laser
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Fig.1 a An AFM image of a macrophage showing the indentation
area. Twelve black dots represent the indentations performed on the
central area of the cell. b Force-versus-displacement curves are meas-
ured in both the reference substrate and macrophages. (/) Fibronec-

beam, which is reflected by the end of the cantilever and
detected by a four-quadrant photodiode.

Cell elasticity is determined on the basis of the force-
displacement curves that lead to indentation, which are
usually obtained from the subtraction of deflections
measured on stiff and compliant surfaces at a given
relative sample position. When a stiff material (not eas-
ily deformable, such as silicon or glass) is investigated,
the deflection reflects the position of the sample. This
is represented by a straight-sloped line and is usually
employed as a reference line that is needed for the force
calibration. For compliant samples, such as cells, can-
tilever deflections are much smaller because of inden-
tation, and the resulting force curve has a non-linear
character. The difference between the deflections of the
cantilever detected on glass and on the cell membrane
describes the deformation of the sample under the pres-
sure imposed by the tip. Subtracting the force curve
on the glass from the force curve on the cell yields the
indentation depth. We adjusted the AFM system in a
linearized close loop scanner to indent the cells with a
maximum force of 20 nN.

Indentation measurements were taken in the central area
of selected cells, which permitted the evaluation of the
overall mechanical properties of the cytoplasm using opti-
mized conditions. In cells identified by AFM imaging, 12
indentation measurements were carried out on the central
area, as shown in Fig. la. It is important to note that the
measurements performed around the nucleus, where the
cells were thicker (more than 4 um), were less prone to arti-
facts because of the hardness of the substrate (Codan et al.
2013; Sirghi et al. 2008). For each substrate group, five
cells were indented. Twelve indentation measurements per

Force (nN)

Reference 1 2 3 4
204
154
10 4
54
0
I ] I 1 L L
0 200 400 600 800 1000

Displacement (nm)

tin, (2) glass, (3) fibronectin + cytochalasin and (4) glass+ cytocha-
lasin. The relation between load force and the indentation depth was
calculated as the difference between these curves

cell were carried out on the nuclear area. In total, 60 force
curves were collected per substrate group.

Prior to performing the indentations on the cell mem-
brane, one force curve was taken on the glass substrate
surrounding the cell of interest and recorded as refer-
ence (Cappella et al. 1997; Weisenhorn et al. 1989). Force
curves on a glass substrate (hard sample) and on the cell
(soft sample) are shown in Fig. 1b. It is important to point
out that identifying the contact points is a crucial feature
for determining the indentation depth. In this work, the
contact point is defined as the point at which the slope of
the force curve is approximately zero. The AFM tip was
moved toward the cell at a speed of 5 wm/s in all indenta-
tion measurements.

Modeling and analysis

The Sneddon’s modification of the Hertzian model was
used to characterize the force curve to obtain the elastic
indentation of cells (Hertz 1881; Johnson 1985; Sneddon
1965). This model predicts a relation between the force
and indentation depth of a soft sample; by fitting the Hertz
model to the data, we calculated the local average Young’s
modulus of the sample. The analysis of the force curves
and the applicability of this model were reported in great
details in previous works (Lekka et al. 2012; Mahaffy et al.
2004; Radmacher 1997; Radmacher et al. 1995).

Statistical analysis
All data in this article are presented as the mean = standard

deviation of the mean (mean = SD). To show that all data
were normally distributed, the Kolmogorov-Smirnov test
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Fig. 2 SEM images of macrophages cultured for a 1 h and b 48 h on the Fn-coated substrate
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Fig. 3 AFM images of macrophage cells cultured on a uncoated and b Fn-Coated glass coverslips for 48 h. The selected areas were used to

evaluated the RMS

was used. Differences in the modulus of elasticity among
substrate groups were assessed by ANOVA with Tukey’s
analysis to identify statistical differences among three or
more substrate groups when p was at least less than 0.05.
Differences in the modulus of elasticity between the two
substrate groups were assessed by Student’s 7 test to iden-
tify statistical differences when p was at least less than
0.0s.

Results

Initially, the SEM was used to observe the surface mor-
phology of the J774 macrophage cells. The cells were
tightly adhered to the substrate and exhibited a typical mac-
rophage-like morphology, as indicated by the presence of
surface ruffles and a rounded morphology in the marginal

@ Springer

area. Figure 2 shows the SEM images of macrophages cul-
tured for 1 and 48 h on Fn-Coated substrate.

Figure 3 shows the AFM images of macrophages cul-
tured for 48 h on (a) uncoated and (b) Fn-coated sub-
strates. As observed in Fig. 3a, the typical cell morphol-
ogy of the macrophages on uncoated substrates was more
rounded, with less spreading and an absence of ruffles.
In contrast, Fig. 3b shows spread cells with ruffled struc-
tures; these were particularly evident in the periphery
of the cell. One way to quantify the presence of ruffled
structures is through the membrane roughness analyses of
these cells.

AFM images were analyzed using WSxM software
(Horcas et al. 2007). This software was used to calculate
root mean square (RMS) of the average height of every
specimen, which can be assumed as a reliable index of the
surface roughness (Kakaboura et al.2007).
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Fig. 4 Histograms of the distributions of the Young’s modulus calcu-
lated using the Hertz model for macrophage cells cultured on differ-
ent substrates for 1 and 48 h. Normal distribution fits (solid curves)

The roughness analysis was based on calculating the
height distribution of AFM images of the plasma mem-
brane of macrophages cultured on uncoated and Fn-coated
substrates. Since the height follows a Gaussian distribution,
the roughness was estimated as the RMS value of the dis-
tribution. For cells cultured on an uncoated substrate, the
RMS value was 86.5 nm, whereas for cells cultured on an
Fn-coated substrate, it was 100.2 nm. Therefore, the rough-
ness analysis showed that cells cultured on coated sub-
strates have a higher RMS (higher roughness) than those
cultured on uncoated substrates.

To quantify how ECM affected the elastic modulus and
the organization of the cytoskeleton of cells, macrophages
were cultured on uncoated control substrates and on Fn-
coated substrates. Using AFM nanoindentation measure-
ments, the elastic modulus values were determined by fit-
ting the Hertz model to force-displacement curves.

AFM probing of macrophages reveals nanoscale bio-
physical characteristics of the cytoskeleton and membrane.
These characteristics play a dominant role in the cellular
deformation measurement, usually leading to broadening
of the Young’s modulus distribution. Figure 4 shows his-
tograms of the distributions of the Young’s modulus meas-
ured for macrophages on uncoated control substrates and
on Fn-coated substrates as well as macrophages treated
with cytochalasin D for different amounts of time.

In Fig. 5, the average values of Young’s modulus for
macrophages plated on different substrates were obtained
from normal distribution fits of the total histogram com-
posed of all values determined for all cells (normal

120 4 EEEGlass (GL)

@l Fibronectin (Fn)

110 4 @ Fibronectin+Cytochalasin (FC)

100 4 [ Glass+Cytochalasin (GC) *

90 4
80 4
70 4
60 4
50 4
40
30 4
20 4
10 <

Young's Modulus (kPa)

48 hours

Fig. 5 Elastic moduli of macrophage cells cultured for 1 and 48 h on
an uncoated glass substrate (GL), Fn-coated substrate (Fn), Fn-coated
substrate treated with cytochalasin D (FC) and uncoated glass sub-
strate treated with cytochalasin D (GC). Each column denotes the
average Young’s modulus determined for at least 60 force curves per
substrate group. Scale bar represents the standard deviation. Percent-
age numbers on columns show the changes of the average Young’s
modulus in comparison with glass (GL) or fibronectin (Fn). *p < 0.01

distribution curves shown in Fig. 4). In macrophages plated
on an uncoated substrate (control), the average Young’s
moduli were 48.5 + 7.3 and 47.7 £+ 7.2 kPa (mean 4+ SD)
after 1 and 48 h of incubation, respectively. Although mac-
rophages cultured on uncoated substrates for 1 h appeared
slightly stiffer than those cultured on uncoated substrates
for 48 h, the difference was not significant (p = 0.6). On the
other hand, macrophages cultured on Fn-coated substrates
had considerable changes in their elasticity. The average
Young’s moduli of macrophages adhered to Fn-coated
substrates were 63.9 £ 11.3 kPa and 71.1 £ 10.4 kPa
(mean £+ SD) after 1 and 48 h of incubation, respec-
tively. The Student’s ¢ test showed significant differences
between means of macrophages plated on uncoated (GL)
and Fn-coated (Fn) substrates at the level of p < 0.01. The
Fn affected the elasticity of macrophages, causing a 32 %
increase in the average Young’s modulus after 1 h and 49 %
after 48 h as compared with uncoated control substrates.

To evaluate the involvement of the cytoskeleton on the
elastic response of macrophages on Fn-coated substrates,
we degraded actin filaments using cytochalasin D. Fig-
ure 5 also shows that cytochalasin D affected the cell elas-
ticity, promoting a 44 % decrease in the elastic modulus
after 1 h and 47 % after 48 h, as compared with Fn-coated
substrate without cytochalasin D treatment. These results
show that macrophage stiffness was affected by the ECM,
and this effect was primarily mediated through actin fila-
ment organization. The calculated values for the average
Young’s modulus of macrophages plated on Fn-coated sub-
strates and treated with cytochalasin D were 35.8 £+ 4.9 and
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38.2 & 6.1 kPa (mean £ SD) for 1 and 48 h of incubation,
respectively. Macrophages plated on Fn-coated substrates
and treated with cytochalasin D (FC) were significantly
smaller (p < 0.01, Fig. 5) than those on Fn-coated substrates
and those without treatment with cytochalasin D (Fn).

In macrophages plated on uncoated substrates and
treated with cytochalasin D (GC), the average Young’s
moduli were 25.2 + 5.8 and 25.1 &+ 5.0 kPa (mean &+ SD)
for 1 and 48 h of incubation, respectively. No significant
difference (p = 0.5) was observed between these two cul-
ture times. However, evaluation using a Student’s ¢ test
showed that the differences observed between macrophages
cultured on uncoated substrates and treated with (GC) and
without (GL) cytochalasin D, were statistically signifi-
cant (p < 0.01). Cytochalasin D affected the cell elasticity,
promoting a 48 % decrease in the elastic modulus after 1
and 48 h, as compared with those without treatment with
cytochalasin D.

Discussion and conclusion

In the present study, we assessed the elastic properties of
fixed, adherent macrophages using an AFM nanoindenta-
tion technique. It is important to point out that probing cells
is challenging because of cell softness, which is higher than
that of any other materials typically in use in biology, espe-
cially for living cells. There are already interesting studies
using AFM to probe living cells (Mackay and Kumar 2013;
Raman et al. 2011; Spedden et al. 2012), and it is well
known that Young’s modulus increases considerably with
fixed as compared to living cells (Bukharaev et al. 2003;
Codan et al. 2013; Shroff et al. 1995). However, nowadays
there is a great interest in quantifying the coefficient in
relation to the Young’s modulus for living and fixed cells
(Codan et al. 2013).

Mechanical properties of the central area of fixed
macrophages were recorded and compared between dif-
ferent cells. The elasticity of macrophages adhered to
uncoated control substrates showed no statistical differ-
ences (p = 0.6) measured after 1 or 48 h of culture. How-
ever, when the macrophages were adhered to Fn-coated
substrates, we observed an increase in the average Young’s
modulus of cells of up to 49 % when compared with those
adhered on uncoated control substrates. Our findings dem-
onstrate that the average elastic modulus of macrophages is
significantly altered by adhesion to Fn (p < 0.01).

To understand to what extent the changes in the elastic
properties were due to remodeling of the actin cytoskel-
eton upon adhesion to Fn, cytochalasin D was used. We
observed a significant, up to 1.8-fold reduction (47 %) in
the average Young’s modulus of macrophages treated with
cytochalasin D for 15 min, without any accompanying
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alterations in cell morphology. The changes in the elastic
properties are attributed to a difference in the organization
of the cytoskeleton (Bushell et al. 1999; Wu et al. 1998).
It is important to note that the percentage decrease of the
elastic modulus of cells on uncoated glass substrates and
treated with cytochalasin D is at the same level as those
cultured on Fn-coated glass substrates and treated with
cytochalasin D. These results show that the actin cytoskel-
eton plays a dominant role in the elastic modulus of cells.

Taken together, this study reinforces the involvement of
cellular adhesion in cytoskeleton and membrane softness
and its many influences on cell function, including phago-
cytosis. This concept is echoed in previous reports that
showed changes in macrophage elasticity (elastic modulus)
exert a dominant influence on macrophage motility (Patel
et al. 2012). In addition, Lee and colleagues showed that
a lower elastic modulus in the leading edge of a cell was
more favorable for the elastic fluctuation of actin filaments,
leading to active protrusion during the immune response
(Lee et al. 2011).

In summary, we used AFM as a tool to investigate the
influence of ECM on the biomechanical properties of the
cytoskeleton and membrane by measuring the elastic mod-
ulus in macrophages adhered to ECM-coated substrates.
Furthermore, we noted a dominant involvement of the actin
cytoskeleton in cell elastic properties using cytochalasin
D treatment. Thus, we demonstrated that cellular adhe-
sion to ECM influences the elastic properties of the cell
via actin microfilaments. Taken together, our data imply
that cytoskeleton-mediated cell-matrix interactions directly
affect biomechanical events in cells by modifying the phys-
ical properties of the cell cytoskeleton.
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ABSTRACT

The interaction between light and solid matter causes localized heating and surface
displacement in the nanometer scale. The deformed surface can be analyzed by probing the
time-dependent intensity of a laser reflected off of the surface using the thermal mirror (TM)
method. This method provides quantitative measurements of thermal, optical and mechanical
properties of a variety of materials. Here, we propose an alternative method to measure laser-
induced surface deformation using atomic force microscopy (AFM). AFM is employed to
determine the time evolution of the surface deformation and a theoretical model is proposed
to determine physical properties of semi-transparent materials. The results are found to be in

excellent agreement compared to those obtained using TM.

PACS number(s): 42.50.Ct, 78.20.nb, 68.37.Ps, 65.40.De
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I. INTRODUCTION

Light-matter interaction is the fundamental principle behind many advanced
characterization tools. These tools are widely employed for direct quantitative measurements
of thermal, optical and mechanical properties of a variety of materials [1]. The methods
employ coherent or incoherent light sources to heat up a material. From changes in the
thermal state of the absorbing sample or its adjacent fluid, several effects can be monitored
individually by measuring infrared emission, temperature change, acoustic waves, refractive
index change, and surface displacement [2-12]. A laser-induced surface displacement, for
instance, can be analyzed by probing the time-dependent intensity of a laser reflected off of
the surface using the thermal mirror (TM) technique. TM has been used to investigate
transparent and opaque materials, and is sensitive to deformation on the order of a few
nanometers [11-13]. In addition, the pump-probe remote characteristics of this technique

allow temperature scanning during measurements [14].

The TM effect is induced when a focused excitation laser beam shines on a solid
material, and the absorbed energy is converted into heat, resulting in a time-dependent surface
expansion/contraction. The local surface deformation depends on the optical and thermo-
mechanical properties of the sample and can be probed by measuring the intensity variation of
the center of a second laser beam reflected off of its surface. This produces a transient signal
that can be used to retrieve information on the thermo-physical properties of the sample. The
theoretical model describing the TM effect comprises the solutions of the heat conduction and
thermoelastic equations and phase shift induced by this deformation on the propagation of the
probe laser beam. In fact, TM can be regarded as an indirect method for measuring laser-

induced surface displacement.

Direct assessment of nanoscale surface irregularities and topography can be obtained
using atomic force microscopy (AFM). AFM has been used to investigate laser-induced
thermal expansion of a scanning tunneling microscope tip by monitoring the time-resolved
deflection of a cantilever [15], and to study volume changes in conjugated polymer films [16].
There are also several AFM-based techniques developed for localized measurements such as
nanoindentation [17] of different samples, from biomaterials [18-19] to solid surfaces and thin
films [20]. Here, we propose an alternative method to measure laser-induced surface

deformation using AFM.
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Atomic force microscopy is employed to determine the time evolution of laser-
induced surface deformation of solids and a theoretical model is proposed to determine
physical properties of semi-transparent materials. The results are found to be in excellent

agreement compared to those obtained using TM.

Il. THEORY

The laser induced deformation is described by the following thermoelastic equation
[21]

2(1+v)(d1-2v)p du(r,zt)
E ot?

(L-2v)V2u(r, z,t)+V[V -u(r, z,t)] = +2(1+v) ey VT (r,2,t), (1)

with free stress boundary conditions at the surfaces. «. is the linear thermal expansion
coefficient, v is the Poisson's ratio, and E is the Young's modulus. The temperature change
T(r,z,t) within the sample is given by the solution of the heat conduction equation

oT(r,z,t 2,2

(—)—DVZT(r,z,t):QO e A 2ol (2)
D = ki/cp is the thermal diffusivity of the sample, k, ¢ and p are the thermal conductivity,
specific heat, and mass density, respectively. The initial temperature change is assumed to be
uniform or T(r,z,0)=0. Q =PA (1-R)¢/cpra. , Where Py is the laser power, A. is the
optical absorption coefficient at the excitation beam wavelength, R is the surface reflectivity,

w,, 1s the excitation beam radius, and ¢ is the amount of absorbed energy converted into

e

heat (thermal load).

Analytical solutions of these two coupled equations are difficult to be obtained using
realistic boundary conditions. Under the experimental conditions, where the radius of the area
affected by the thermoelastic perturbation is smaller than the sample radius, the assumption of
radial infinite sample, T (0,z,t) =0, can be applied. Once the local temperature change during
the experiments reaches only few tenths of degrees Celsius, and the induced deformation is

only a few nanometers, the assumptions that the temperature change is not affected by

expansion and that there is no heat conduction from the sample to the surrounding air

e =0 are fulfilled,

[aT(r,z,t)/éz )
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The solution of the thermoelastic equation, Eq. (1), neglecting the first term on the
right side, which is known as the inertia term, is referred to as the quasistatic approximation
or Duhamel's assumption. For most materials, the elastic response is faster than the
characteristic thermal time, and the quasistatic approximation can be applied. The problem is
treated in cylindrical coordinates due to the axially symmetric radial nature of the Gaussian
pump laser beam. Introducing the scalar displacement potential and the Love function [21],
the displacement z-component at the sample surface for an arbitrary temperature profile is
[12]:

0, (r,z=0 t)_jw2(1+v)aTa29(a,t)Jo (ar)da
2o 1421%0% —cosh(2Ler) ’

with

[2La+sinh(2La)]
I(a,t) \/7JmT a}tt 2| Larcosh(La)+sinh(La)]cos(LA) pdA, (4)
~[2Lsinh(Le)]Asin(LA2)

in which T(a,4,t) is the temperature in the Hankel-Fourier cosine space, L is the sample

thickness, and J,(x) represents the Bessel function of the first kind.

Applying the temperature in the Hankel-Fourier cosine space and performing the
integral over A, the z-component of the displacement at the sample surface is given, in a good

approximation to moderate optical absorbing material, by [12]:

u,(r,z=0,t)=—

02, o= 775,%91 g2t [ cosh(Lya)-1
T 20 o

? | Lya+sinh(Lya

)}]0 (ar)de, (5)

where L, =(1-e™")/A, 0=1-R)PAa, (1+v)4/k4,, and 2, is the probe beam wavelength.
The analytical solution presented in Eq. (5) was validated by all numerical solutions using

Finite Elemental Analysis.

In the TM technique, the deformation at the sample surface produces a phase shift on
the reflected part of probe beam as @, (r,t)=(47/4)[u,(r.0,t)-u,(0,0,t)]. The relative far-

field intensity at the detector plane, I(t), of the center of the probe beam spot is given by
[11,12]
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2

J‘: exp [—(1+ iV)g-id,,, (g, t)] dg

U: exp[ —(1+iV) g]dg‘2

I(t)= ‘ : (6)

where g =(r/em,), m=(@,/a,), V=2,1Z,+(Z.12,)[(Z,12.) +1], oy is the

probe beam radius on the sample surface, Z. is the confocal distance of the probe beam, Z;
and Z, are the distances from the probe beam waist to the sample and from the sample to the

detector plane, respectively.

I11. EXPERIMENTAL

A. Atomic force microscopy

A schematic diagram of the experimental apparatus for AFM measurements is
presented in Fig. 1(a). The excitation source was a continuous wave (cw) diode-pumped solid-
state (DPSS) laser at A=532 nm. A mechanical shutter controlled the exposure of the
excitation beam power on the sample. The excitation beam was focused on the sample surface
using an objective with focal distance of 17.5 mm. The diameter of the excitation beam on the
sample surface was 10 um and the samples were excited with 20 mW for 300 ms. The surface
displacement measurements were carried out using an AFM (Nanonics, Multiview 4000TM)
in tapped-mode working in phase feedback, using a glass tuning fork probe, from Nanonics,
with a tip diameter of 10 nm and resonance frequency of 37.5kHz. In this mode the probe
oscillated close to its resonance frequency and contacted briefly with the sample once in every
oscillation. We used a tuning fork detection system instead of the conventional laser-PSD
detection scheme. The cantilever oscillation amplitude was kept constant by the feedback loop
and fixed at the center of the excitation laser beam. In order to make sure that the measured
displacement is not caused, e.g., by thermally induced bending of the cantilever, we have used
glass tips which do not absorb light at 532 nm. The tip was held between the microscope lens
and the sample without obstructing the excitation beam. The tip was exposed and illuminated
by the lens of the microscope, allowing us to view the exact region where surface
displacement information was being collected. Once the tip was placed at the region of

interest, the lateral scanners were turned off.
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FIG. 1. (a) Schematic diagram of AFM measurements, and (b) the time-dependence of AFM measurements
of the surface displacement. Inset: 3-D AFM measurement of the surface displacement.

During the experiments, the excitation laser beam is absorbed by the sample resulting
in a time-dependent deformation of the surface. This local displacement implies in an
oscillation amplitude variation of the tip because the distance between tip and sample surface
is reduced. The dependency between oscillation amplitude and oscillation frequency on the
distance between tip and surface makes the electronic feedback loop system to promptly react
in order to keep a constant working distance between tip and sample. The information of the
surface displacement at the contact point between AFM tip and sample is monitored with
time, as illustrated in Fig. 1(b). Inset of Fig. 1(b) shows a three-dimensional AFM
measurement of entire laser profile over the sample. The maximum amplitude was

approximately of 9 nm, showing the region of interest for the measurements.
B. Thermal mirror

A time-resolved TM experimental apparatus has been used to investigate the samples.
Fig. 2 illustrates the experimental apparatus used for the TM experiment. A cw TEMg, solid
state laser (Verdi G2) operating at 532 nm was used as the excitation source. The excitation
beam was focused on the sample using a 30 cm focal length lens. A 10 mW cw TEMg, He-Ne
laser at 632.8 nm (JDS Uniphase, Model 1108P), almost collinear to the excitation beam (y <
1.5°), focused by a lens (f = 20 cm), was used to probe the surface displacement. The intensity
variation of the probe beam center after reflection was detected by a pinhole-laser line filter-
photodetector (ThorLabs DET10A/M) assembly at the far-field. A digital oscilloscope
(Tektronix, Model TDS 2022B) recorded the data. The following experimental and geometric
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parameters for the excitation and probe beams were measured: o, =54.5um, o =364um,

Z.=18m, Z,=117cm, Z,=32m, m=46.6, and V =6.89. The excitation and probe beam
radii were measured at different positions z with a beam profile camera (Ophir, Beamstar-

FX-50), and used to calculate the confocal distance Z, = zw;, / A,, mand V.

Shutter
Verdi G2 J

@ 532nm

He-Ne laser
@632.8nm

PC

Oscilloscope

I

P1

Pinhole

P2

FIG. 2. Schematic diagram of an apparatus for time-resolved TM experiment. L, and M, stand for lenses and

mirrors, respectively. P stand for photodetector.

IV. RESULTS AND DISCUSSION

AFM and TM measurements were performed in Nd** doped Q-98 phosphate
commercial glasses (Kigre Inc.). The Nd,O3; concentrations used were: 1, 3, 6, and 9 wt.%.
Several TM transients were recorded for each sample with different excitation powers. Inset
of Fig. 3 shows the TM transients and the corresponding theoretical fits for 6 wt.% Nd:Q-98
sample. From the data regression analysis, the parameters ¢ and D are retrieved. Fig. 3

displays the values of &/ P as a function of the Nd** concentration.
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FIG.3. @/ P asafunction of Nd*" concentration. Inset: TM transients for 6wt.%Nd:Q98 sample.

From the parameters /P and D obtained from TM data and the analytical

expression for u, (r,t) given by Eq. (5), we can calculate the corresponding induced

displacement and compared directly with the results from AFM measurements. Several AFM
measurements were carried out and averaged. Fig. 4 displays the averaged AFM surface
deformation together with the calculated displacement using Eg. (5) as a function of time. The
open symbols represent the average of twelve AFM measurements for each sample and the
error bars represent the standard deviation of the AFM measurements. The continuum curves
represent the surface displacement calculated using TM results for each sample. All AFM and
TM measurements were performed at the same experimental conditions. The results show an
excellent agreement between AFM measurements and the calculated using TM theory. The
difference observed between measured and calculated displacements for the lowest Nd**
concentration could be associated with the low absorption coefficient of this sample, which
reduces directly the surface bulging. The samples used have thickness of L=1.96, 1.51, 1.29
, 1.05nm for 1, 3, 6 and 9wt.% of Nd,Os3, respectively.
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FIG. 4. Displacement obtained from AFM measurements (open symbols) and calculated using TM results

(continuous red lines) for Nd3+ doped Q-98 phosphate glasses.

V. CONCLUSION

In conclusion, we presented a direct way to measure photo-induced nanometer-scale

appropriated.

surface displacement in solids using an AFM tip. The AFM results were compared and
presented excellent agreement with theoretical and experimental analysis using the time-
resolved TM method. TM technique is a powerful tool for characterization of homogeneous
linear elastic materials in general, and the results of this work show an alternative and
concurrent method for measuring surface displacement using AFM. This method could be

applied on to scattering surfaces or biological material, in which TM method is not
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