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RESUMO

O virus Zika ¢ um arbovirus com aproximadamente 50 nm de didmetro, da mesma classe dos
virus que causam Dengue, Febre Amarela e Chikungunya. Em 2007, havia apenas 14 casos hu-
manos documentados da doenca do virus Zika sem quaisquer manifestacoes. Em 2015, o Brasil
e outros paises da América Latina registraram os primeiros casos de Zika em humanos. Desde
entdo, mais de 532 mil casos suspeitos foram registrados. Apesar da aparente benignidade da
doenga, em varios paises, inclusive no Brasil, consequéncias como a sindrome de Guillain-Barré¢
tém sido associadas a doenga do virus Zika. Este fato demonstra o potencial de disseminagao
do virus Zika com uma possivel epidemia futura, principalmente em territérios com muitas ou-
tras arboviroses. A dificuldade no diagnodstico diferencial de cada flavivirus e a sobrecarga
dos servigos de saude é preocupante, mostrando o pouco que sabemos sobre essa doenga. A
virologia fisica ¢ uma area da fisica em que métodos baseados em fisica sdo direcionados a vi-
rologia, visando entender melhor o funcionamento desses sistemas nanoestruturados. Portanto,
¢ essencial entender as caracteristicas desse virus e esclarecer diividas sobre sua infectividade e
patogenicidade viral. Nesse cenario, a Microscopia de For¢a Atdomica (AFM) surge como uma
importante ferramenta para caracterizar as propriedades fisicas ¢ estruturais das particulas virais.
Neste trabalho, investigamos propriedades de adsor¢do, estrutura de membrana e resisténcia do
virus Zika. Este estudo traz uma nova perspectiva sobre as particulas de ZIKV, buscando enten-
der os processos de automontagem da particula viral e trazendo mais informagdes que podem

contribuir para o desenvolvimento de biomoléculas especificas para combater esse patdgeno.

Palavras-chave: Zika. AFM. Nanotecnologia. Biomecanica. Virologia Fisica.
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ABSTRACT

Zika virus is an arbovirus with 50 nm in diameter, in the same class as the viruses that cause
Dengue, Yellow Fever, and Chikungunya. As of 2007, there were only 14 documented human
cases of Zika virus disease without any manifestations. In 2015, Brazil and other Latin American
countries recorded the first cases of Zika in humans. Since then, more than 532,000 suspected
cases have been registered. Despite the apparent benignity of the disease, in several countries,
including Brazil, consequences such as Guillain-Barré syndrome have been associated with Zika
virus disease. This fact demonstrates the Zika virus’s potential for dissemination with a possible
future epidemic, especially in territories with many other arboviruses. The difficulty in the diffe-
rential diagnosis of each flavivirus and the overload of health services is worrying, showing how
little we know about this disease. Physical virology is a field of physics in which physics-based
methods are addressed to virological, aiming to better understand these nanostructured systems’
functioning. Therefore, it is essential to understand the characteristics of this virus and answer
questions about its viral infectivity and pathogenicity. In this scenario, Atomic Force Micros-
copy (AFM) emerges as an important tool for characterizing viral particles’ physical and struc-
tural properties. In this work, we investigate adsorption properties, membrane structure, and
resistance of the Zika virus. This study provides a new perspective on ZIKV particles, seeking
to understand the self-assembly processes of the viral particle and bringing further information

that can contribute to the development of specific biomolecules to fight this pathogen.

Keywords: Zika. AFM. Nanotechnology. Biomechanics. Physical Virology.
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1. Introducao

O zika virus (ZIKV) ¢ um membro da familia dos Flavivirus, que agrupa mais de 70 tipos
de virus, cujo arranjo estrutural ¢ semelhante aos virus da dengue, febre amarela e chikungunya.
Fora isolado pela primeira vez em 1947, na floresta de Zica em Uganda, mas sé foi considerado
como um patdgeno emergente quando surtos foram reportados em 2007, nas ilhas do Pacifico
Sul ™. Fazendo jus ao seu nome que significa, na lingua Luganda, “invadido”, a principal via
de transmissdo desse virus, predominantemente se d4 em 4reas tropicais, durante o processo
de hematofagia do mosquito Aedes aegypti ¢ aedes albopictus fémea infectada, e, replica-se
rapidamente quando em contato com o corpo humano, espalhando a carga viral para os 6rgaos,
musculos e cérebro. Em contrapartida, apesar das semelhangas entre os virus Zika e Dengue, por
exemplo, relatérios recentes sugeriram que o ZIKV pode se sustentar em condi¢des adversas,
visto que atualmente casos de transmissao por contato sexual, transfusdo de sangue ¢ até mesmo
transplantes foram reportados ), o que contrasta com outros virus relacionados.

A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) decretou cerca de quatro vezes, desde que os
primeiros casos reportados, Estado de Emergéncia em Saude Pablica Internacional I, onde em
areas tropicais, a Zika é endémica. Até o momento, no ambito global surtos e casos esporadicos

41 sendo crescente o niimero

da doenga foram notificados desde entdo em mais de 59 paises
de infectados, o que demonstra o grande potencial de disseminacao, e capacidade do virus de
causar surtos em larga escala.

O ZIKV possui uma replicacdo que envolve a introdugdo de 4cidos nucleicos virais e
proteinas virais no interior do reticulo endoplasmatico bruto (RER), que sdo anexados para a
maturacdo e a liberacdo celular ©°/, apresentando uma caracteristica individual a todos os arbo-
virus, sendo o Unico, até entdo, Flavivirus neurotrépico, ou seja, o virus possui uma predilecao
de infeccdo das células neurologicas, associado com a microcefalia em criangas e a sindrome

Guillain-Barré em adultos ). Cerca de 70 anos depois, a robustez de como a infecgio ocorre

pela exposigdo ao virus retrata o pouco que ainda se sabe sobre a estrutura e suas interagoes, res-



saltando que apenas uma mutac¢do poderia desencadear uma disseminagao global incoercivel.

Sendo assim, a dispersdo do virus coincidiu com diversos outros tipos de doengas asso-
ciadas, o que ressalta o importante cenario atual de pesquisa, pois apesar da ampla morbidade e
contagio desacerbado, atualmente nio existem tratamentos ou vacinas antivirais especificos [,
e as lacunas existentes estao relacionadas com as diversas divergéncias na literatura, que nada
se conclui especificamente, e métodos mais robustos para avaliar essas relagoes de causalidade
se fazem necessarios.

Neste cendrio, O microscopio de forga atomica (AFM) é um membro da ampla familia
de microscopios de sonda e, sem duvida, tornou-se a varredura por sonda mais usada mundo
a fora. A alta resolucdo de imagem aliada a uma nova classe de ferramentas espectroscopicas
permitiram que os AFM’s também realizassem estudos dinamicos em tempo real como nano-
manipulagdo controlada, resultando em avancgos significativos em muitos dominios distintos da
ciéncia e da engenharia, permitindo o estudo de propriedades de superficies a nivel molecular,
se tornando um equipamento dominante quando o assunto ¢ caracterizagdo dos mais diversos
tipos de estruturas, e, com o avango da nanotecnologia seu aperfeicoamento fora viabilizado,
possibilitando ainda o bonus de conseguir ser operado em diversos tipos de meio - liquido, ar
ou vécuo - 17,

Seu principio fundamental de funcionamento deriva do fato que os microscopios de
For¢a Atomica operam com base na detecgdo de superficie, que se deve, justamento ao fato
de que existe uma ponta em nanoescala que ¢ anexada a um pequeno cantilever que atua como
um sensor mecanico, como uma espécie de mola. A medida que a ponta entra em contato com a
superficie, o cantilever se curva e, por sua vez, essa deflexdo ¢ detectada usando um diodo laser
e um fotodetector dividido. Esta deflexdo ¢ indicativa da for¢a de interacdo ponta-amostra. A
forga sentida pela sonda ap6s sua aproximacao e retragao a partir de um ponto sobre a superficie
da amostra, apresenta-se em curvas for¢a-distancia *).

Em virtude de tamanho esfor¢o, a raiz desse trabalho se perpetua em uma area que as-
cende exponencialmente: a fisica da matéria condensada, em particular estudos voltados para
uma ramificagdo que ascende globalmente, a qual os virus fazem parte, a “soft matter”. A ca-
racterizagdo por Microscopia de For¢a Atomica surge como ferramenta capaz de “invadir” a
redoma a qual esse pequeno agente infeccioso se encontra, com cerca 50 nm de didmetro, suas,
até entdo, intangiveis camadas virais serdo caracterizadas neste trabalho. Propriedades mecani-

cas como elasticidade, fragilidade ou pontos de fadiga do arbovirus Zika foram exploradas. O



AFM fornece informacgdes sobre a estrutura e interagdes bioldgicas, propriedades de adsor¢ao,
estrutura de membrana e resisténcia do Zika Virus (ZIKV), trazendo uma nova perspectiva sobre
as particulas virais, buscando entender os processos de agrupamento celular, e automontagem
da particula viral. trazendo mais informagdes que podem contribuir para o desenvolvimento de
futuros candidatos a tratamento, bem como circunscrever a magnitude da transmissao viral.

No presente trabalho exploraremos a técnica do AFM, buscando homogeneizar a teoria
presente nos modos de operacdo dindmica do equipamento. Pelo fato de que essa ferramenta
extremamente versatel ndo se limitar a medi¢des topograficas e aplicacdes de imagem, avaliare-
mos propriedades mecanicas e elétricas da amostra inativada de ZIKV medindo a topogratfia das
superficies da amostra com resolugdo nanométrica, além de mapear propriedades fisicas diver-

sas, forcas eletrostaticas Ol elasticidade!!, adesdo %, dureza "

, modulo de Young 'Y, dentre
outros, ajudando a desenvolver maneiras mais eficazes de lidar com as mais diferentes situagdes
da amostra, dinamizando o uso do equipamento.

Esse trabalho de monografia estrutura-se com: uma Introducao; Revisao Bibliografica,
aqui uma revisdo sobre os conceitos de virologia fisica, sobre o ZIKV, os principios basicos
de AFM e suas aplicagdes no estudo de particulas virais serdo abordados; os Materiais e Méto-

dos empregados para investigagdo das amostras; os Resultados e Discussoes; as Conclusdes e

Perspectivas para esta pesquisa e as Referéncias Bibliograficas.






2. Revisao Bibliografica

Neste capitulo, apresentamos a revisdo bibliografica sobre o sistema em estudo e as téc-

nicas empregadas para desenvolvimento da pesquisa.

2.1 Virologia Fisica

O campo da virologia, em particular a virologia fisica, segue uma linha enigmatica e,
inevitavelmente restrita de consideragdes da interagcdo intima entre virus e seus hospedeiros.
Com o avang¢o da nanotecnologia, ¢ uma area que vibra com estudos que abrangem perspectivas
que correspondem a resultados inéditos sobre as caracteristicas dessa classe de ancestrais mais
antigos. Em consonancia com a realidade a qual o mundo se deparou no ano de 2019, com a
pandemia da Covid-19, estudos associados as doencas virais configurou um desafio a ser en-
frentado, evidenciando uma chaga bioldgica que refletia um cendrio apocaliptico para possiveis
mutagdes da doenga, ja que os olhos de todo o mundo se voltavam para uma espécie de arma
bioldgica, em muitos casos, letal, que podia ser transmitida pelo ar.

Essa terrivel surpresa mobilizou inimeros laboratérios mundo a fora, que buscavam en-
tender as entrelinhas da evolugdo viral, rodeados por uma incerteza a respeito de novas vari-
antes, revelando quao pouco sabe-se verdadeiramente sobre as mudancas genéticas que podem
acontecer, especialmente quando os hospedeiros s3o humanos. Questdes até entdo adormeci-
das, serviram de inspiragdo, pois, inegavelmente, virus existem, mas sé podem ser detectados
indiretamente, e, embora se relacionem com as mais diversas doencgas, a maioria dos virus pode
coexistir pacificamente com seus hospedeiros, ja que apesar de possuirem a capacidade de se re-
plicar de forma exponencial, os virus, sem o maquinario enzimatico suficiente, ndo conseguem
iniciar seu ciclo de vida, ou seja, seu periodo de replicagdo s6 se inicia quando ele se torna,
obrigatoriamente, um parasita intracelular ("%,

Ao analisar a etimologia da palavra virus, temos que ela deriva do latim, e significa



" 31 Por esse prisma, durante o século XX a virologia como vertente se

“veneno” ou “toxina’
expandiu, quando em 1898 o botanico e microbidlogo holandés Martinus Beijerinck identificou
uma doenga infecciosa de natureza desconhecida, que atingia as folhas do tabaco, criando man-
chas que celeremente se espalhavam para outras partes da planta 'l Através de seus estudos e
do bidlogo russo-ucraniano Dimitry Ivanovsky, constatou que a doenga silenciosa que causava
prejuizo a colheitas do tabaco da época ndo era algum tipo de bactéria, pois esse agente infi-
nitamente microscopico era capaz de penetrar filtros de porcelana, algo que bactérias e fungos
ndo poderiam fazer. Estava entdo documentado, o possivel primeiro virus da historia, o qual
ficou conhecido como sendo, em portugués, o virus do mosaico-do-tabaco '), A descoberta
deturpou o cendrio a respeito do que seria um “virion”!, a medida que os cientistas continuavam
catalogando um numero crescente de doengas vegetais, animais e até humanas, causadas por
virus. %]

A evolugao viral refere-se as mudangas genéticas hereditarias que um virus acumula
durante sua vida, que podem surgir de adaptagdes em resposta a mudangas ambientais ou da
resposta autoimune do hospedeiro em questdo. Os virus podem evoluir rapidamente, sendo o
produto de um complexo emaranhado de mudangas estocasticas>. Embora sejam relativamente
simples, o estudo da genética molecular dos virus so6 se fez possivel com a inven¢ao do micros-

copio eletronico em 1931 7]

, que confirmou informagdes sobre a biologia dos virus e suas estru-
turas, definindo-os como recipientes de proteinas nanométricos, carregados de genoma. Mais
tarde, suas propriedades termodindmicas e mecanicas foram notadas, e seu exclusivo processo
evolutivo reportado.

Os virus do ponto de vista fisico podem ser discutidos em nivel mais fundamental, con-
siderando suas caracteristicas intrinsecas. Dessa forma, o estudo experimental dos virus reve-
laram, essa nova abordagem estd rapidamente comegando a se fundir com o uso de técnicas
de Microscopia de Forca Atomica, e de outras ferramentas, tais como Microscopia Eletronica,
Cristalografia de Raios-X "®!, que ddo margem para quantificar os efeitos mecanicos, biofisicos,
e fisico-quimicos do que acontece apés o processo de montagem viral %!,

A aplicagdo de testes fisicos levou a determinagdo da alta resolugcdo molecular das estru-
turas de muitos virus, com nanoindentagdes por Microscopia de Forca Atomica, foi possivel a

realizagio de testes de forga, tal como o teste de fadiga sobre o material da estrutura viral ['”),

"Nome que se d4 a uma particula viral completa, que ainda ndo possui atividade metabélica.
2Termo usado em teorias probabilisticas, ou seja, padrio estocastico é aquele cujo estado é indeterminado, com
origem em eventos aleatorios.



testando a sua elasticidade, comparando com possiveis mutagdes por meio da rapida producao
de diversidade genética, caracteristica exclusiva de certas linhagens virais, que possuem nota-
veis consequéncias epidemiologicas e até mesmo pandémicas, conferindo grande valor sobre
virus como sistemas-modelo para a compreensdo do proprio processo evolutivo humano.

Estudos ainda ressaltam que, existem, individualmente dez nonilhdes de virus no planeta
Terra, ou seja, um percentual cem milhdes de vezes maior que o niimero de estrelas no universo
observavel . Embora muitos deles acabem sendo inofensivos aos seres humanos, algumas
mudangas genéticas podem torna-los compativeis com as células humanas, diversificando sua
adaptagdo bioldgica, o que reflete a importancia do estudo da virologia que possui, como uma
das mais importantes vertentes, a virologia fisica.

Desta forma, a virologia fisica inspira o desenvolvimento de estratégias para agentes an-
tivirais mais efetivos e menos nocivos a satide humana através da determinacdo morfologica
da dindmica estrutural de sua forma, que pode contribuir para entender os ciclos dos virus e
facilitar a manipulacao racional de particulas virais para desenvolver novas vacinas e seus pos-
siveis aprimoramento, além de contribuir com terapias génicas ou possiveis candidatos de usos

biomédicos em medicamentos.

2.1.1 Composicao estrutural dos virus

Biologicamente, os seres vivos se diferem dos seres ndo vivos pelo fato de serem orga-
nismos constituidos por células, que, por sua vez, sdo estruturas que se dividem em trés partes:
a membrana celular (fina pelicula lipoproteica presente na parte mais externa), o citoplasma
(regido interna da célula), e nucleo (cérebro da célula), onde se encontram os cromossomos.
As instrucdes genéticas, que arquivam e fornecem informagdes para que as células desempe-
nhem suas respectivas fungdes dentro do corpo ¢ estdo intrinsecamente ligada aos genes, que
sd30 compostos por um sequéncia especifica de acido desoxirribonucleico (DNA). Por meio da
molécula de DNA, o acido ribonucleico (RNA) ¢ produzido no nucleo, atuando como principal
responsavel na produgio das proteinas *']

Uma célula pode sofrer alteragdes da molécula de DNA, o que entende-se por mutagdes.
Virus sao particulas submicroscopicas que possuem o seu material genético encapsulado, seja
contendo DNA ou RNA, e, dessa forma dependem exclusivamente de um hospedeiro para so-

breviver, visto que antes de se disseminar dentro da célula sdo considerados seres ndo vivos. Ao

penetrar a célula do hospedeiro inicia-se o processo de automontagem espontanea dentro do ci-



toplasma das células infectadas, onde alvorecem os seus estagios de crescimento e disseminacao

[13:221 " que sdo, respectivamente, adsorcdo, entrada, replicacdo, montagem e liberagdo. Dessa

forma, as células “infectadas”passam a receber instru¢des erroneas, e € neste momento que o
parasita ja estd no comando da maquinaria humana, tal como representado na Figura 2.1, a qual
trdas o0 momento de interacdo do virus com o sistema hospedeiro, e por sua vez, exemplifica o
ciclo de vida do virus.

Figura 2.1: Representagdo esquematica da interacéo hospedeiro-virus, demonstrando como o ciclo de vida se inicia,
desde a entrada na célula, sua replicacdo, processo de montagem e liberag@o do virus recém-formado, pronto para
infectar novas células.
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Fonte: Retirado do site Khan Academy.

Posteriormente a esse processo parasitologico, uma redoma surge, como uma espécie de
concha viral, chamada de capsidio, que o protege contra os anticorpos, que sao os mecanismos de
defesa do hospedeiro contra infec¢des, composto por capsomeros, que sdo estruturas montadas

[23,24]

a partir de quantidades distintas de subunidades de proteinas . Apds o processo de auto-

montagem, inicia-se o periodo de maturacdo, momento em que os virions recém-sintetizados
alteram suas propriedades fisicas afim de se tornarem estruturas realmente nocivas 2.

A estrutura viral se torna mais complexa, especificamente quando acontece o fortale-
cimento do capsideo, no qual em alguns virus, essa estrutura recebe uma espécie de camada

externa de lipideos ou proteinas, chamada de “envelope viral”, que protege o virus em situagdes



mais amenas dentro do corpo infectado, ajudando nas interagdes célula-receptor, visto que essa
camada externa ¢ feita, basicamente da propria célula hospedeira-mae, a qual o virus se ligou
no processo de Adsorcao (Fig.2.1). A estrutura viral completa est4 presente na figura 2.2.

Figura 2.2: Esquematizacdo de um virus simples, constituido de Genoma Viral, Capsideo, Envelope, ¢ Proteinas
envelope.
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Fonte: Adaptado para o portugués de Originaldatei.

As caracteristicas virais por si s6 nao sao suficientes para prever pandemias, pois cada
particula viral consiste em um trecho de instru¢des genéticas, escritas como fragmentos de DNA
ou RNA celular que se deslocaram de cromossomos celulares e vieram a evoluir através do con-

tato com genes presentes nos genomas de seus hospedeiros !

, € estruturalmente apresentam
limites de formagao diferentes, em seus tamanhos (variando entre 20-400nm)1**, composigoes e
até mesmo formas, que assumem formatos geométricos distintos: bastonetes, esféricas, poliédri-
cas e pleomorficas. Sabe-se que patogenos que infectaram a populacdo humana e fomentaram
surtos nas ultimas décadas, a maioria sdo virus de RNA, incluindo o Zika, varios do tipo influ-
enza e o tdo temido SARS-CoV-2, pelo fato de que virus desse tipo podem sofrer mutagdes ou
evoluir rapidamente sob estresses antivirais, como resposta imune do hospedeiro e a tratamento
de drogas antivirais 1*°,

Ao se desenvolver os primeiros estudos a cerca desses invasores, inimeras controvérsias

cientificas a respeito das suas raizes estruturais surgiram. Suas particularidades foram reporta-
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das, e sob essa perspectiva, Dimitry Ivnovsky modelou uma hipdtese aceita até a atualidade a
qual afirmava que os virus possuiam algumas caracteristicas principais, sendo elas, a sua dimen-
sdo submicroscopica e a sua alta infecciosidade *”, além de que ndo podiam ser cultivados na
auséncia de células, e seriam capazes de infectar seres vivos de todos os dominios. Por esse mo-
tivo, virus sdo capazes de se subdividem em dois grupos, os envelopados e os ndo-envelopados
[28]

Os virus ndo-envelopados sdo estruturalmente mais simples, pois sua composicao restringe-
se a apenas o revestimento criado pelo capsideo viral que armazena o acido nucleico viral, com-
posto de um ou mais segmentos de DNA ou RNA, de fita simples ou dupla. !'*). Em contrapar-
tida, virus do tipo envelopados possuem o capsideo envolto por uma camada (envelope), que
pode ser lipidica ou proteica. Dessa forma, essa circunvizinhanga do capsideo faz com que o o
virus se torne mais complexo ). Na determinagdo da estrutura do virion, a simetria do capsi-
deo ¢ um fator que deve ser levado em consideragdo, pois ¢, inerentemente, a condigao fisica

necessaria para a qual a estrutura do genoma consiga permanecer estavel.

Figura 2.3: Representacgdo grafica de um virus envelopado tipico (centro) mostrando o arranjo do capsideo e genoma
viral junto com os diagramas tipicos de virus humanos (circulo externo).
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Fonte: Retirado de Naqvi et. al. (301

Inferir relagdes evolutivas entre grupos de virus ¢ um desafio, devido as rapidas diver-

géncias das taxas de mutag@o observadas em genomas virais. A arquitetura dos virus adquirida
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no processo de automontagem influencia até mesmo como essa particula viral atinge o seu hos-
pedeiro, pois existem mecanismos especificos empregado para completar os diferentes estagios
do ciclo viral, e a simetria do capsideo retoma os ensaios sobre o equilibrio entre o material ge-
nético encapsulado e o envelope que o protege, trazendo uma diversidade em termos de formas,
tamanhos e tipo de genoma %%,

Virus envelopados do tipo helicoidais ou icosaédricos sdo mais comuns em animais, ten-
dem a adotar uma forma relativamente flexivel ", possuindo um grande capsideo icosaédrico,
frequentemente esferoidal que pode diferir em tamanho entre particulas individuais, como o
herpesvirus HSV-1. Em contraste, a maioria dos virus encontrados em plantas sao do tipo ndo
envelopados com um capsideo helicoidal ou um capsideo icosaédrico relativamente pequeno,

que se traduz em um virion em forma de vara ou filamentoso !

, como, por exemplo, o virus
do mosaico do tabaco (Figura 2.3).

A organizacao dos capsideos se estabelece entre as subunidades das proteinas que os
formam, ou seja, um capsideo de estrutura icosaédrica, extremamente comum entre os virus,
consiste em 20 faces triangulares delimitadas por 12 vértices quintuplos com 60 subunidades de
proteinas deixando um orificio central onde esta situado o genoma viral. Esse fato demonstra
que os capsideos icosaédricos sao definidos pelo nimero de triangulagdo (T =1, 3, 4, 13, etc.)

(Figura 2.4), ou seja, os tridngulos equilateros idénticos formados por subunidades **.

Figura 2.4: Representagdo esquematica de capsideos icosaédricos. Em (A) Um modelo Clug de montagem do
capsideo icosaédrico; (B) Formagao de capsideos icosaédricos T = 1 (subunidade 4), T = 3 (subunidades 4,5 ,c)
e T =4 (subunidades 4,5 ,c,p).

Fonte: Retirado de Parvez (2020) 28],

Em retrospecto, as conquistas feitas na pesquisa de virus sdo verdadeiramente notaveis.
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Durante o ano de 1971, a fim de correlacionar as caracteristicas do acido nucleico com o es-
quema de replicag@o viral, o microbiologista David Baltimore conseguiu classificar os virus
com precisdo, tomando os tragos do genoma em vez de se apegar as doencas que eles podem
causar U2,
A classificagdo de Baltimore baseia-se no fato de que todos os organismos vivos na
Terra empregam o DNA como genoma. Em oposigao, os virus empregam DNA ou RNA como
genoma. Sendo assim, o cientista Baltimore se aprofundou nos estudos das diferentes caracte-
risticas do 4cido nucleico. Dessa maneira, os virus podem ser constituidos por fita simples (ss)
ou dupla (ds), linear ou circular, de polaridade positiva ou negativa 2.

Com base nessas diferengas de natureza ¢ possivel prever o mecanismo de replicagdo do
genoma de um novo virus imediatamente apos a disponibilidade da sequéncia de nucleotideos,

e, nas proximas se¢des uma invasao a classe dos virus de fita dupla positiva de RNA (+ssRNA)

sera feita, abordando, em particular a familia dos Flavivirus, e suas principais individualidades.

2.1.2 Familia Flavivirus

O taxon Flaviviridae é uma grande familia de patdgenos que infectam animais e hu-
manos, composta por trés géneros distintos - Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus -. que com-

331 mas se manifestam clinicamente por varios

partilham entre si similaridades morfologicas
estimulos, desde febre, doencas encefalicas, e, até mesmo hemorragias. A palavra Flavivirus
origina-se no latim flavus, e significa amarelo, que, por sua vez, deriva do fato da doenga causar
ictericia® nos pacientes afetados.

A transmissdo acontece por meio do contato do ser humano com éreas que a fémea do
género Aedes Aegypti ou Aedes Albopictus inicia seu processo de fecundacdo. A necessidade
de sangue para o amadurecimento dos ovos € o que inclui os seres humanos no ciclo de vida do
mosquito, que além de serem transmissores sdo os reservatorios do virus, pois uma vez infec-

341 Nesse ciclo, o

tados assim permanecem por toda a sua vida, que dura, em média, 45 dias
mosquito consegue atuar quase como uma espécie de arma biologica, ja que a infeccdo humana
ocorre de forma acidental, ao entrar ou se aproximar de uma area infectada os individuos podem
contrair a infec¢ao através de picadas da fémea, que é voraz, e consegue picar uma pessoa a

cada 20 ou 30 minutos "4,

3Coloragdo amarelada da pele e/ou olhos, causada por um aumento da bilirrubina (substancia produzida pelo
figado) na corrente sanguinea.
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Por um contexto estritamente histérico, na Guerra Hispano-Americana, cerca de 100

t B3 ¢ forcou

anos atras, a febre amarela matou milhares de soldados americanos em Cubou
cerca de 20.000 pessoas a evacuar a cidade. A populagdo que fora infectada tinha sintomas
como faléncia de 6rgaos, febre alta e caracteristicamente, suas mucosas dos olhos e pele ficavam
amareladas. Essa terrivel praga ficou conhecida como sendo o primeiro virus trazido para o
hemisfério ocidental durante a era do trafico de escravos, se espalhando pelas regides tropicais
e subtropicais desde entdo.

A fascinagdo dos epidemiologistas, virologistas e imunologistas a respeito da familia
dos flavivirus, e de suas particularidades se deve ao fato de que, dentre as arboviroses*, as
causadas por Flavivirus sdo as mais vultosas protagonistas de surtos ou epidemias, atualmente,

1 %) Curiosamente, os primeiros virus

até mesmo em regides que perpassam a América do Su
a serem identificados incluiam quatro virus transmitidos por vetores de artropodes %, trés dos
quais faziam parte da familia Flavivirus, os quais eram: o virus Louping IlI, o Virus da Dengue
(DENV), e o primeiro virus documentado dessa familia, o da Febre Amarela. Outros flavivirus
importantes patdgenos humanos sdo o virus do Nilo Ocidental (WNV) e virus da encefalite
transmitida por carrapatos (TBEV).

A classificagdo dos flavivirus em diferentes espécies € baseada no conceito polifilético

[37], no qual uma série de caracteristicas, como a morfologia dos virus, a

de espécies de virus
organizacdo do genoma, a identidade das sequéncias nucleotidicas, as associagdes com vetor €
ecologia do virus s3o levados em consideracdo para a definicdo de uma espécie.

A proxima pandemia que assolaria 0 mundo ja poderia estar entre essa familia de virus,
que contém 67 espécies de virus identificadas, e poderia ser muito pior que a do Sars-Cov-2,
j4 que a mutagdo de um Flavivirus poderia causar uma variedade de doencas em humanos, que
vao desde doengas febris leves a doengas graves com manifestacdes hemorragicas, ocasionando

uma crise sanitaria que provocaria efeitos mais relevantes, devido a sua letalidade e sobretudo

por sua inexisténcia de tratamento até o momento.

2.1.3 Aspectos Ultraestruturais dos Flavivirus

Dos patogenos que infectaram a populagdo humana nas Gltimas décadas, os membros

do género flavivirus - Zika, Chikungunya, Dengue e febre amarela, sdo os responsaveis a cada

4S40 doengas causadas por virus, transmitidas, principalmente, por mosquitos do género Aedes aegypti. As
arboviroses mais comuns em ambientes urbanos sdo: Dengue, Zika e Chikungunya.
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ano por mais de 50 milhdes de infecgdes humanas em todo o mundo. Dividindo-se, os flavivirus
podem ser considerados como “patdgenos perfeitos”, visto que compartilham um tamanho entre
~ 40-100nm **], pertencente a classe dos virus de fita positiva de RNA e de polaridade positiva
(+), com aproximadamente ~ 11kb, possuindo a seus genomas dispostos em uma configuracao
linear ndo segmentada.

Como para todos os virus de RNA de fita positiva, o RNA gendmico de flavivirus ¢
infeccioso **). Apos o processo de divisio celular, comparados aos virus e células que dependem
do DNA, os virus de RNA tendem a ser mais “desleixados”ao copiarem seu codigo genético,
deixando o processo mais propenso a erros, criando uma enorme diversidade nas populagdes de
virus de RNA, permitindo que eles se adaptem mais facilmente a novos ambientes — incluindo
novas espécies hospedeira, e por consequéncia introduzam uma alta taxa de mutagdes, como,
por exemplo, o fato de que existem quatro sorotipos de DENV j4 identificadas, que variam sua
sequéncia de aminoacidos em cerca de 25 a 40% ©*°!,

A entrada de flavivirus nas células ¢ coordenada pelas atividades das proteinas, que sao
introduzidas no citoplasma, tornando possivel a produgdo de genomas recombinantes, que ini-
ciam a replicagdo e a producdo de virus em células hospedeiras. O genoma desses virus tem em
média 11.000 nucleotideos de comprimento e codifica cerca de 10 genes “”. Assim, o ciclo de
vida do virus surgiu de estudos estruturais e bioquimicos da proteina presente na camada mais
externa desses virus (E), a qual promove a ligacdo as células-alvo no processo de fusdo celular.

Dessa forma, um virus dessa classe possui sua configuracdo baseada, previamente na
atividade de trés proteinas funcionalmente distintas. Resumidamente, os virus do género fla-
vivirus sao constituidos por duas estruturas: genoma viral e capsideo, sendo que existem em
alguns casos a presenca da proteina envelope.

A casca do capsideo ¢, portanto, visto como um cristal bidimensional de tamanho limi-
tado e, na maioria dos casos, fechado (Figura 2.5), sendo que essa proteina do capsideo (C) tem
formato icosaédrico com apenas um espago para a carga genética em seu interior. Embora usem
principios bésicos de crescimento de cristais, virus requerem mecanismos adicionais para con-
trolar suas dimensdes, visto que no processo de maturagdo do virion geram mudangas estruturais
a fim de melhor controlar a estabilidade da particula viral j4 maturada %,

Essa nova feicdo molecular da patogénese, predominantemente, nos virions maduros
se tornam suscetiveis a sinais do sistema imunolédgico do hospedeiro, que tenta, a todo custo,

defender o corpo dessas células previamente infectadas. Por consequéncia, o desenvolvimento
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Figura 2.5: Representacdo da estrutura do virus da Dengue (DEN2) feita por crio-microscopia. Em (A) Superfi-
cie relativamente lisa do virus DEN2; (B) Ajuste do mapa de densidade eletronica dos dominios da proteina E,
representando o formato do virus, do tipo icosaédrico; (C) Rearranjo dos dimeros da proteina E quando em estado
fusogénico. A geometria triangular do capsideo viral, T=3 ¢ ilustrada. As setas indicam o sentido de rotacdo para
a formacao da figura do icosaédrico assimétrico formado pelo arranjo de proteinas E.

Fonte: Retirado de Dr. R. J. Kuhn. [4°]

e distribuicao da estrutura do virion € importante, pois € o que desencadeia a ’reprogramagao”do
hospedeiro, desde a sua entrada na célula, iniciando imediatamente uma cascata de eventos que
permitem: a fusdo das membranas no processo de reprodugao, logo apos a tradugao instantanea
do genoma original do virion, onde seus genes sdo expressos para produzir novas proteinas
virais, que durante esse processo de montagem, novas copias do genoma e de proteinas virais,
usando os recursos do proprio hospedeiro para produzir mais virus 1%,

As proteinas presentes na superficie do virion se agrupam em uma capsula esférica pro-
teica chamada de envelope (E), que assume a maior regido da superficie viral, responsavel por
mediar os processos de ligacdo e de fusdo da membrana. A proteina (C) possui uma espécie de
“ancora”hidrofobica que serve como um peptideo’ sinalizador para a translocagdo do reticulo
endoplasmatico da proteina (M), que ¢ também chamada de pré-membrana (prM) em alguns vi-

rus, a qual é produzida durante o processo de maturagao. Esse dominio hidrofébico é finalmente

clivado da proteina (C) madura pelo virus no processo de protease. A proteina (C) madura se

3Sao moléculas formadas pela ligagio de dois ou mais aminoécidos que compdem as proteinas.
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dobra em um dimero compacto com cada mondmero contendo quatro alfa-hélices [**).

Dessa forma, entende-se que a proteina do capsideo desempenha um papel central no

processo de montagem de flavivirus **

, €, nas proximas se¢des, nos aprofundaremos, em
especial, no Zika Virus, o qual toda essa pesquisa se baseou, abordando suas principais caracte-

risticas, e como suas peculiaridades podem ser vistas em nivel atdmico.

2.1.4 O Zika Virus

O ano de 1947 marcou a primeira vez que o virus da Zika (ZIKV) chegou a ser isolado
43441 "do soro de um macaco rhesus pyrexial, na floresta de mesmo nome, em Uganda, que conta
com a agricultura como sendo a principal fonte de sustento. Desde entdo, o alerta vermelho fora
instaurado em toda a comunidade cientifica, quando estudos relacionados com a transmissao
da conhecida e temida febre amarela foram feitos na mesma floresta, e a segunda isolagdo do
virus, agora, encontrado no mosquito Aedes (Stegomyia) africanus, que causava esporadicas
infecgdes em humanos por toda Africa e Asia.

O ZIKV apresenta trés grandes linhagens filogenéticas da Africa Oriental, da Africa

[45]

Ocidental e da Asia/Americana %), constituindo um tnico sorotipo M. Acredita-se que essas

linhagens de ZIKV tenham surgido de Africa Oriental no final de 1800 ou inicio de 1900 1%,
sendo a linhagem asiética responsavel para todos os surtos de ZIKV no Pacifico e nas Américas.

No entanto, somente em 2015, o elevado potencial de propaga¢do do ZIKV se evidencia,
de maneira alarmante, quando o ministério de Satde confirmou no Brasil os primeiros surtos
da doenga, e ainda relacionou-se pela primeira vez o fato de que a enfermidade foi dada apos o
nascimento de vdrias criancas acometidas pela doenca fetal, a microcefalia B3],

Sob um prima epidémico, estudos mais atuais mostram que existem mais formas de
transmissdo do virus, ndo sendo somente a picada dos mosquitos ja citados. A difusdo da do-
enga pode acontecer também da mae infectada para o feto durante a gestagdo, por transfusao
sanguinea, e ainda pode ser considerada como uma doenga sexualmente transmissivel, ja que a
presenca do virus no sémen masculino fora caracterizada ", O ZIKV também pode infectar

[48,49]

olhos e ainda ser associado a doengas mais graves, como trombocitopenia, purpura trom-

bocitopénica, e, em casos mais graves, pode levar a uma infec¢do generalizada em multiplos

3], ocasionando até a faléncia desses.

orgios |
No entanto, O ZIKV se tornou um dos grandes agentes problematicos quando casos de

infeccdo congénita, que causava um ataque as células neuroldgicas durante a gestacdo, chamada
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de Microcefalia !, Outra doenga que pode atingir paciente reféns do virus, ¢ a Sindrome de
Guillain-Barré, que ¢ uma doenca autoimune grave que causa paralisia muscular. Nesse caso,
0 que acontece ¢ o ataque reprogramado do sistema imunoldgico, que passa a atacar as células
nervosas 1",

Por ndo ser uma patogénese nova, € assustador que um virus com inimeras conexoes cau-
sais ainda originem tantos surtos, e que nao exista tratamento adequado. A doenga acaba sendo
neglicenciada pelo fato de assolar 4reas menos desenvolvidas, retratando um cenéario muito mais

doloroso, que restringe-se a uma populagdo imunologicamente ingénua, muitas vezes, abando-

nada.

2.1.5 Arranjo estrutural e proteico do ZIKV

Um virus € composto por uma série de proteinas, que determinam e codificam a estrutura
basica da particula viral. A literatura relata que a particula do ZIKV ¢ formado por trés estruturas
principais #**°!1. As propriedades estruturais desse flavivirus sdo separadas em capsideo (C),

proteina precursora de membrana (PrM), glicoproteina de membrana (M) e proteina do envelope

(E).

(2]

O virion ou nucleocapsidio desse pequeno agente mede ~25-40nm de didmetro ', e esta

[52]

envolvido por uma espécie de envelope ', o qual € origindrio da célula hospedeira que prima-

riamente a infectou. A particula integra (virion e envelope) mede cerca de 40-50nm. Por outro
lado, as proteinas ndo estruturais sdo responsaveis pelas atividades reguladoras e de expressao

do virus incluindo replicagdo, viruléncia e patogenicidade °*.

Figura 2.6: Estrutura do do virus Zika (ZIKV) e organizagdo do genoma.

Envelope

Fonte: esquerda, imagem modificada de ”Zika virus: Virion, por ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics (CC
BY-NC 4.0); direita, ”Zika virus,”por C. Goldsmith, CDC Public Health Image Library (dominio publico). Na
direita uma imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM), a seta preta indica uma tnica particula

viral d eZika com 40nm de didmetro, com um envelope externo e um nucleo interno denso, por Hernaez, Bruno, et
?]
all?
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A proteina (E) ¢ formado pela glicoproteina E empacotada, seguida pela membrana com a
proteina M, que € responsavel por determinar a estrutura do envelope do virus e € uma espécie de
envoltdrio bilaminar de natureza lipoproteica responsavel por dar origem ao envelope. O RNA
se encontra encerrado em um capsideo (C) formado por um conjunto icosaédrico de proteinas,
que protege o material genético e facilita a invasdo ao corpo celular.

O ZIKV ainda apresenta uma interface com potencial eletrostatico divergente dos de-
mais flavivirus, e, pelas proteinas sofrerem mudangas nas suas estruturas com muita facilidade,
existem propriedades de ligagdo alteradas em resposta do contato com o hospedeiro e a fato-
res protetores (anticorpos) nesse capsideo °***. A relagdo de novas cepas epidémicas surgem
em parte por mutagdes no capsideo viral, que se deve ao encaixe da estrutura do anticorpo no
complexo do virion, o que também responderia a maior dificuldade na obten¢do de uma vacina
eficaz contra o ZIKV. *¥

A proteina E é uma glicoproteina organizada em dimeros no envelope viral que possui
relevancia na producao e maturacao do virus. Pode ser dividida em trés dominios funcionais
(Figura 2.7): 1 dominio ou central; I dominio, que ¢ o dominio de dimerizagdo e apresenta o
peptideo de fusdo e o dominio III, que funciona como anti-receptor viral. Dessa forma, se encon-
tra majoritariamente localizada no trafego intracelular, onde participa da montagem e replicagao
do virus.

Com o advento da Microscopia crioeletronica (crio-EM) estruturas de varios virus foram
determinadas, e a classe dos flavivirus ndo passou despercebida. O ciclo do ZIKV ¢ iniciado com
a interacdo do dominio III da proteina E aos receptores celulares °>3%. Ao adentrar o sistema
que infectou, as particulas do ZIKV se inserem em uma molécula receptora da membrana celular
saudavel do hospedeiro. E importante salientar que isso s6 se faz possivel pelo fato de que toda
proteina possui um ponto neutro eletricamente, e ¢ neste ponto que a interagdo eletrostatica
virus-hospedeiro acontece 7.

Durante a infecgdo viral as particulas se difundem ao longo da célula por meio do pro-
cesso de endocitose mediada por clatrina®, a qual regula a montagem e a desmontagem do reves-
timento celular, agora infectado pelo virus. A principal diferenga observada em relagdo a outros
virus semelhantes, da familia flavivirus, estd na regido das glicoproteinas do envelope externo
do virus **). Seria essa proteina que esse tipo de virus utiliza para se ligar as células humanas.

[3.4]

A abundancia de surtos de Zika , € 0 surgimento de variantes sdo impulsionados em parte

®Proteina do citoplasma que desempenha um papel no processo de formagio de vesiculas membranares no
interior das células eucariontes.
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Figura 2.7: Uma imagem crio-EM representativa do ZIK'V hidratado congelado, mostrando a distribui¢do dos feno-
tipos do virion, e a divisdo da proteina E em 3 dominios funcionais. Estrutura crio-EM do virus Zika imaturo. Vista
de superficie (a,c) ¢ segdo transversal (b,d) de ZIKV maduro (superior) 8 e imaturo (inferior), colorido radialmente
de acordo com as teclas. Setas pretas grossas indicam as densidades entre o niicleo de RNA interno e a membrana
viral (seta de duas pontas indica as camadas interna e externa da membrana) em ZIKV. As finas setas pretas nume-
radas em b e d ddo o icosaédrico eixos de simetria. A unidade assimétrica ¢ mostrada como um tridngulo preto em
a e c. Barra de escala, 100 A.

Mature ZIKV
| |

°C 83383 3A
2 — o

- & Ol

Fonte: Retirado de Kuhn et. al. 3],

por mutacdes principalmente na proteina do capsideo que pode mediar a fuga e a neutralizacao
de anticorpos P%.

Nas proximas sec¢des, serdo abordados os principios fisicos da técnica de Microscopia
de Forga Atomica (AFM), a qual fora utilizada neste estudo para investigagao das propriedades

estruturais e mecanicas do ZIKV.

2.2 Principios operacionais da Microscopia de Forca Atomica

A observacdo de superficies utilizando instrumentos Oticos possuem inimeras limita-
¢oes, e delimitam uma area muito restrita de manipulagdo das caracteristicas a nivel molecular
e atomico das mais diversas amostras. Por esse viés, e com o avanco de teorias a respeito de

forcas de interagdo moleculares, comparagdes de resolucdo, e € claro, com o aperfeicoamento
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da Nanotecnologia o impossivel se torna tangivel de analise.

A familia de microscopios de Varredura por Sonda ou SPM (derivacdo do inglés Scan-
ning Probe Microscope) possuem como componente essencial uma sonda ou ponta que “varre”a
superficie da amostra, possibilitando observar e manipular caracteristicas de nivel molecular e
atomico, além de ter uma resolu¢dao de imagens mais alta que outras técnicas mais antigas.

Sob esse prisma, o principio de funcionamento do AFM est4 baseado na intera¢ao que
ocorre, ao longo da varredura, entre os atomos que compdem a ponta € 0s &tomos que compdem
a superficie da amostra, e dessa forma ao comparar o STM com o AFM ¢ facil perceber que
ambos possuem suas peculiaridades, no entanto, 0 AFM possui uma maior facilidade de fazer
imagens tanto de superficies condutoras quanto isolantes, que, por sua vez, ¢ um processo mais
demorado no STM.

Por consequéncia, ¢ importante salientar que o AFM possui muitos modelos distintos,
mas existe uma semelhancga entre eles, os quais sdo constituidos, basicamente, por quadro par-
tes que interagem entre si como uma mecanismo interligado e inico. Sdo elas: sonda (cantiléver
+ ponta); escaner piezoelétrico, que posiciona a amostra em relagdo a ponta; laser de diodo; fo-
todetector e computador para controle do sistema, armazenamento dos dados produzidos pelo
fotodetector e conversao desses dados em mapas topograficos tridimensionais, mapas de propri-
edades mecanicas, elétricas e magnéticas. A Figura 2.8 ilustra o equipamento e seus respectivos
componentes.

A habilidade de interagir, por meio de forgas interatdmicas, com moléculas e atomos
representa um marco na histéria da microscopia, visto que conforme a ponta varre a superficie
das amostras, as interagdes entre as for¢as que regem toda a teoria do eletromagnetismo e os
diferentes pontos das amostras atuem como uma espécie de combinacdo heterogénea, o que faz
com que o AFM se torne uma ferramenta tao interessante para analise de diferentes tipos de
amostras.

O que acontece no momento em que a ponta do AFM interage com as caracteristicas da
superficie da amostra ¢ medida através do o deslocamento do cantiléver, onde o piezo efetua
essa agdo, posicionando e controlando a forga aplicada sobre a amostra, de forma que passe nas
trés dimensdes ortogonais (x,),z). Esse deslocamento pode ser medido através da deflexdo de um
feixe de laser, gerado pelo diodo emissor de laser, que ¢ refletido na parte de tras do cantiléver
com o detector de fotodiodo. O AFM entdo descodifica esse deslocamento em imagens topo-

gréaficas da amostra, tragando a deflexdo do feixe de laser @ medida que sua ponta interage com
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Figura 2.8: Esquema de funcionamento do Microscopio de Forca Atdomica. A medida que o cantiléver varre a
amostra que se encontra firmada a cerdmica piezelétrica um laser incide sobre sua extremidade livre, de forma que
scja refletido para um espelho no fotodetector, que mede as deflexdes do cantiléver, o qual armazena os dados e
transmite-as até a controladora, que por sua vez reenvia para o computador, que possui um software especifico que
1€ o algoritmo e o releva como imagem.

Fotodetector

.

Monitor Tip e Cantilever

o ™

Controladora

Escaner Piezelétrico

[59]

Fonte: Imagem cedida pela Prof* Luciana Alencar

a amostra ', e além de produzir imagens topograficas, o0 AFM também investiga propriedades

mecanicas, tais como: adesao, elasticidade, interagdes de forgas magnéticas e eletrostaticas.
As interagdes interatdmicas entre objetos pontuais ou dtomos podem ser de natureza

atrativa ou repulsiva, por sua vez, o microscopio de forca atomica possui diferentes modos de

operagdo, 0s quais se resumem em: contato, ndo contato, e contato intermitente.

2.2.1 Modos de Operacao

Cada modo de operagdo revela abaixo da escola nanométrica uma forma diferente e
particular de obter as imagens de superficie. Eventualmente, regimes sdo impostos em cada
modo de varredura, nesta se¢do trataremos de cada um.

Durante a varredura no modo contato, existe um regime atrativo entre a sonda e a amos-
tra, ou seja, a forca atuante sobre o cantiléver ¢ de carater repulsivo, do tipo repulsdo ion-ion,
que decaem a medida que ocorra a separacao da sonda-amostra. Para que as imagens formadas

tenham alta resoluc¢do é necessario que o cantiléver seja em formato de ”’V”, mole (constante
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elastica mais baixa) e, por sua vez, que este possua uma flex@o ideal para que ndo haja danifica-
¢do da amostra estudada, e muito menos ruidos durante a analise. Sob esse prisma, as medidas
em modo contato sdo feitas para que o cantiléver se flexione ao perceber possiveis mudancas de
topografia da amostra . Por sua vez, ¢ um modo empregado majoritariamente em amostras
mais rigidas, no entanto, pode ser usado em amostras sensiveis, basta que haja um cuidado em
controlar a for¢a normal aplicada, que tende a criar uma forga de atrito substancial enquanto a
sonda varre a superficie em questao.

O modo nao-contato surgiu com o intuito de reduzir as for¢as de contato e proteger a
amostra de possiveis deformagdes a partir da tensdo provocada por forcas que atuam entre a
ponta e a superficie, que sdo em grande parte devido as for¢as de Van der Waals, que serdo
abordadas ainda neste capitulo. Nesse caso, essas mudancas de for¢a induzem alteragdes no
comportamento ressonante do cantiléver, que acaba ocasionando uma calibragdo mais dificil e,
pelo cantiléver oscilar a uma distancia (geralmente de 5 a 15 nm) acima da superficie da amostra,
a forca de natureza atrativa entre a ponta e a superficie gera mudangas de for¢a que induzem
altera¢des no comportamento ressonante do cantiléver, e, em alguns casos, foi descoberto que
estruturas moles nas superficies ainda podem ser deformadas pela ponta do AFM %61,

No modo de contato intermitente (fapping mode), o cantiléver oscila em uma frequéncia
que se assemelha a sua frequéncia de ressonancia a medida que varre a amostra. Dessa forma,
quando a sonda chega até a superficie da amostra inicia-se um movimento que pode ser enten-
dido como uma sequéncia de pequenas batidas. Esse contato intermitente elimina forcas que
interferem nas medidas, tal como de arraste lateral, o que facilita a analise de amostras mais ma-
cias, pois, nesse caso a sonda oscila muitas vezes tocando levemente a superficie. Dessa forma,
a amplitude de oscilagdao da sonda ¢ fixa e suficientemente calibrada no decorrer da varredura,
fornecendo uma desenvoltura maior para que o cantiléver que atua em prol da for¢a restauradora,
que ¢ sempre direcionada para a posi¢ao de equilibrio do sistema, e assim impede que a sonda

fique presa na camada de contaminacdo pelas forgas eletrostaticas ou de menisco.

2.2.2 Espectroscopia de Forca

Historicamente, o AFM pode ser entendido como sindnimo de uma caixa de pandora para
os fisicos. Nao ¢ atoa que mundo a fora imagens de AFM dos mais diversos tipos de materiais
sejam respeitadas nas académias, visto que medidas de AFM extraem informacdes de extrema

relevancia a respeito das propriedades fisicas das amostras catalogadas. Por sua vez, tamanha
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revolugdo possui um algoritmo atribuido a cada imagem, que se baseia no modelo elaborado
por Hertz. Nesta secdo detalharemos o estudo de uma curva de forga, dissecando a relacao forga

versus distancia.

A curva de Forca

Com a técnica do AFM, manipulagdes sobre as amostras em uma escala nanométrica
se tornaram possiveis. Sob esse prisma, além da producao de imagens de alta resolucao, essa
ferramenta poderosa possui uma forma de medir pardmetros de adesividade, entre superficies
ou moléculas individuais, medidas de resisténcia mecanica (mddulo de Young, deformagdes
plasticas, rigidez, entre outras), por meio de um grafico que, por sua vez, integra o estudo de
forgas intra e intermoleculares. Esses dados quantificam-se nas chamadas curvas de forga.

O resultado de uma medida de for¢a ¢ uma medida da corrente de fotodiodo /psp versus
a posi¢cdo de altura do piezoelétrico Z, que faz a aproximagdo do cantiléver a superficie da
amostra. Quando a ponta toca a amostra ha a realizacdo de uma forga (controlada) sobre ela,
que depois é cessada quando a ponta retorna a sua posi¢do inicial. Esse contato ¢ o que gera
uma curva de forga, que pode ser divida em diversas regides.

No momento da obtengao desse grafico, a ponta ¢ aproximada ao longo do eixo vertical
(eixo Z) e a deflexdo de cantiléver ¢ relatada. A forca de interagdo entre a ponta e a amostra ¢

dada pela lei de Hooke:

F=—k-d @.1)

onde F’ corresponde a forga, k. € a constante de mola do cantiléver e d ¢ a deflexao do cantiléver.
A constante de mola ¢ dependente das propriedades fisicas do cantiléver, e equaciona-se da

seguinte forma:

_ Et*w
TE

(2.2)

onde F ¢ o mddulo de Young (referente a elasticidade), ¢, w e [ sdo parametros que correspondem,
respectivamente a espessura, largura e comprimento do cantiléver. Devido ao fato de que podem
exisitr possiveis deformagdes no processo de fabricacdo do cantiléver, a equagdo acima esta

aproximada para um valor de rigidez de um cantiléver do tipo retangular.
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Figura 2.9: Esquematiza¢do de uma curva de forca, idealizada que descreve um ciclo de retracdo e de aproximagao
da ponta do AFM, que ¢ continuamente repetido durante a varredura da superficie. A ponta do AFM est4 se aproxi-
mando da superficie da amostra, mas ainda ndo existe nenhuma interagdo (I). Agora, a sonda esta se aproximando
da amostra, o contato inicial entre a ponta e a superficie ¢ mediado pelas forgas atrativas de van der Waals (contato)
que levam a uma atragdo da ponta em dire¢@o a superficie (II). A ponta exerce uma forgca constante na superficie
que leva a uma indentacdo da amostra e a uma deflexdo positiva do cantiléver (IIT), devido a existéncia de forgas
repulsivas. Sera nesse ponto que propriedades elasticas podem ser medidas. A ponta tenta retrair-se e soltar-se da
superficie, o que gera um deflexdo negativa do cantiléver devido a adesio entre a ponta e a amostra (IV). O contato
¢ quebrado quando a forga restauradora supera a de adesao.

Deflexdo do Cantilever/Forca

Posicao da amostra

Fonte: Imagem cedida pela Prof* Luciana Alencar [59],

2.2.3 Forcas de Interagao Sonda-Amostra

O AFM opera medindo as forgas entre o par sonda-amostra, e se baseiam em diversos
principios fisicos, os quais regem a teoria do eletromagnetismo, e suas forgas, as quais sdo inte-
ragdes que envolvem diretamente protons e elétrons. As interagdes atdmicas se baseiam nessas
forcas eletromagnéticas, sendo assim, para entender o funcionamento de um AFM ¢ necessario
conhecer as forgas que atuam entre sistemas microscopicos em distdncias muito pequenas. Essa
interacdo rege o principio de funcionamento do AFM.

Essas for¢as dependem da natureza desse par sonda-amostra, da distancia entre eles, da
geometria da ponta e de qualquer contaminagdo que houver sobre a superficie da amostra. Du-
rante o processo de varredura, os &tomos localizados na extremidade da ponta interagem com os
atomos da superficie da amostra que estio imediatamente abaixo dela ou nas vizinhangas'®*®],

As interagdes interatomicas entre objetos pontuais ou dtomos podem ser repulsivas ou

atrativas. As forgas de intera¢do entre a ponta e a amostra, em fun¢do da distancia entre elas,
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estdo associadas por um potencial do tipo Lennard-Jones Y. Esse potencial ¢ um modelo ma-
tematico proposto para descrever a interagdo entre duas moléculas ou dois 4tomos neutros se-
parados por uma distdncia maior que o raio desses dois a&tomos. O potencial de Lennard-Jones
pode ser definido como um modelo empirico fenomenoldgico, caracterizando a repulsividade

atodmica, de maneira que pode ser descrito pela equagdo 2.3, escrita abaixo:

o0 -@- (@ @) e

sendo A = 4e0'? e B = 4e0® componentes das interagdes repulsivas e atrativas, respectiva-

mente.

Figura 2.10: Curva tedrica do potencial de Lennard-Jones, e onde atuam os modos de operagdo do AFM (contato,
ndo-contato e tapping). Regido em roxo corresponde ao dominio de forgas repulsivas. A regido em verde corres-
ponde ao dominio de forcas atrativas. Regido em amarelo corresponde a area de interacdo entre as forgas.
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Fonte: Proprio autor.

A distancia entre a ponta e a superficie da amostra ¢ representada por r, € representa a
energia minima do sistema ¢ o a distdncia na qual o potencial ¢ nulo®). O termo (é) ' corres-
ponde a origem de uma forga repulsiva eletrostatica, dominante na regido de curtas distancias,
devido a proximidade de cargas de mesmo sinal, que ocorrem devido ao principio de exclu-
sdo de Pauli. O termo (%)6 corresponde as forgas atrativas, dominantes nas regioes de longo
alcance, geralmente originadas pelas forcas de Van der Waals, pois, apesar dos dtomos apresen-
tarem um momento dipolar local ndo nulo devido ao movimento dos elétrons ao redor do nicleo

acaba gerando esse tipo de forca. Na Figura 2.10, temos a curva tedrica que representa a energia
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potencial entre duas moléculas, descrita pelo potencial de Lennard-Jones.

A seguir, falaremos individualmente de algumas dessas forgas.

Forc¢as de Van der Walls

Em fisico-quimica, uma for¢a de Van der Waals (ou interacdo de Van der Waals), ¢ a
soma de todas forgas atrativas ou repulsivas, possuindo uma natureza elétrica, que se diferencia
das ligagdes de hidrogénio e das interagdes dipolo-dipolo por serem mais fracas em comparacao
a estas, o que significa dizer que surge em prol da polarizacdo das moléculas, onde existe uma
compreensao de como suas moléculas interagem (forgas intermoleculares) umas com as outras
devido a campos elétricos de cargas vizinhas ou dipolos permanentes. Estas forcas sdo, na
verdade, uma combinagdo de trés forcas: 1) forcas de orientagdo; ii) forcas de inducao e iii)
forgas de dispersaol®%!,

As forgas de orientacdo (i) ou forga dipolo permanente, também chamadas de Forcas de
Keesom em homenagem ao fisico Willem Hendrik Keesom, quem primeiro descreveu matema-

1 (6781 se formam através do resultado da interagéo entre dois dipolos

ticamente a forga em 192
permanentes e depende da orientagdo relativa dos dipolos. Na molécula polar, na parte mais
eletronegativa forma-se um dipolo elétrico permanente. Com a diferenga de eletronegatividade,
uma concentracdo de carga negativa comega a existir no 4tomo mais eletronegativo deixando
0 atomo menos eletronegativo no lado “’positivo”da molécula. Assim, a extremidade positiva
de uma molécula atrai a extremidade negativa da outra molécula, e assim por diante, dando
a interacdo. Analisando a interacdo entre diversos dipolos, mensuramos a atracdo e repulsdo
entre os mesmos. Se todas as orientacdes fossem realizadas com igual frequéncia, a média da
polarizacio seria nula [,

Sob essas condigdes, as For¢as de Keesom deriva-se da na estatistica de Boltzman, que
consolida-se no fato de que o sistema deve se organizar, buscando as orientagcdes dos dipolos,
utilizando para isso a menor energia possivel, de tal modo que, quanto menor a energia para
orientar os dipolos menor a temperatura do sistemal’”. Keesom ainda firmou a energia potencial

média Uy de todas as posigdes de interagao dipolo-dipolo de forma muito inteligente: (Equagao

2.4):

Cr  2pfp3 1
r6 N 3 7’6 k’BT7

Uk = (2.4)

onde r € a distancia entre as moléculas e C'x € uma constante definida pelos pardmetros: ;
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L2, que sd@o os momentos de dipolos das moléculas. £, ¢ a constante de Boltzmann e T vem de
temperatura.

Para pequenas distincias e/ou baixas temperaturas (k: sl < %), a equacdo 2.4 ndo ¢
valida. Nessas condi¢des, as moléculas se orientariam de forma paralela, ao longo da linha que

as une, resultando em uma energia potencial da forma (Equacao 2.5):

12
r3

Ug = —2012 2.5)

As equagdes 2.4 ¢ 2.5 representam uma forga atrativa, conhecida como Efeito de Orien-
tagc?o[“’m].

As forcas de indugdo (ii), também chamadas de Forgas de Debye, em homenagem ao
fisico e quimico Peter Debye descendem da intera¢do entre uma molécula polar e uma molécula
apolar. Ao estudar a equacao 2.4, Debye verificou que essas forgas ndo deveriam ser unicas, uma
vez que, para altas temperaturas, a intera¢do de atracdo entre as moléculas ¢ zero. De acordo
com os experimentos de Van der Waals, entretanto, a interacdo atrativa ndo se anula em altas
temperaturasl ..

O campo elétrico da molécula polar distorce a distribuicao de cargas da nuvem eletronica
da molécula apolar, induzindo a formagao de um dipolo e resultando em uma atragao entre eles.
Esse fenomeno pode ser descrito introduzindo uma constante «, chamada de polarizagdo, na
energia potencial média Up. Considerando um campo elétrico externo de for¢a /', a molécula
de polarizagdo o possui um momento de dipolo induzido M, definido como M = aF. A sua
energia média U, serd dada por (Equagdo 2.6):

1 1

= ——MF = ——aF” 2.
Up 5 5% (2.6)

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

gerada uma forca do tipo (Equacao 2.7):

F= %\/1 T 3cos2 6y, 2.7)

onde 11 ¢ o momento de dipolo da molécula 1 e #; ¢ o angulo formado entre o eixo do dipolo
e a orientacdo da for¢a do campo elétrico. Esse campo polariza a molécula 2, dando origem a

uma energia potencial de Debye Up,, dada por (Equagdo 2.8):
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2
Qg
Up, = 58 (1+3cos’6;), (2.8)

que possuira sempre uma natureza atrativa, até para temperaturas infinitamente altas. Tomando
a média de todos os angulos cos?0 = %, temos que (Equagao 2.9):

2

Up, = —as"L. (2.9)

A ac¢d@o da molécula 2 sobre a molécula 1 gera uma quantidade correspondente. Portanto, a
interacdo total das duas moléculas ¢ obtida como (Equacgao 2.10):
appti + aufis Cp
Up=Up, +Up,=—""—F7—""=—7. (2.10)

6 76
Caso essas moléculas sejam do mesmo tipo, isto €, j11 = o = jt € a3 = ap = @, tem entdo que
(Equagao 2.11):
C 2
Up = ——2 _ a1 (2.11)

6 76

onde Cp é uma constante definida por au?. Essa equagdo representa o efeito de indugdo. As
forgas de dispersao (iii) foram descobertas pelo fisico tedrico alemao Fritz London, durante seus
estudos sobre atragdo entre dtomos de gases nobres!’”; por esse motivo, também sio chamadas
de Forgas de London. A forca de dispersao ¢ de natureza da mecanica quantica e atua em todas
as moléculas, independente de ser polar ou apolar'®.

Podemos considerar o elétron como um oscilador, em que sua posi¢do em torno do niicleo
do 4tomo ndo ¢ fixa. Desta forma, existe uma probabilidade dos elétrons estarem distribuidos de
forma assimétrica na nuvem eletrdnica, criando zonas com densidades de cargas mais acentuadas
que em outras. Esse fato da origem a dipolos induzidos instantaneos. O campo gerado interage
com as moléculas vizinhas, induzindo momentos de dipolos instantaneos, cujas interagdes sao
[63,66,69,70]

sempre atrativas

2.12):

O potencial que corresponde a essas forcas ¢ dado por (Equacdo

?)hOélOéQ 140 %]
2r% v vy’

Uy, = (2.12)

onde hv; e hiy sdo os primeiros potenciais de ionizagdo das moléculas e h refere-se a constante

de Planck. As forgas de dispersdo sdo de extrema relevancia ja que atuam em todos os materiais,
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uma vez que todos os atomos possuem flutuagdes de elétrons!®’.

Por fim, define-se o potencial de Van der Walls como sendo a soma das trés contribuigdes:

(Equacao 2.13):

Cx Cp (Cf

Uvdw = — <—6+—6+—6 : (2.13)
r r r

Os dois primeiros termos da equagdo 2.13 contém as energias Keesom e Debye. Estes

termos atuam apenas entre moléculas polares e sdo chamados de contribui¢do polar. O terceiro

termo ¢ chamado de contribui¢do de dispersdo, atuando entre todas as moléculas.

Forca de Capilaridade

A forga de capilaridade atua durante a varredura da amostra, no momento em que, em
uma determinada altura a sonda entra em contato com a superficie e acontece um processo
chamado de atrag@o capilar, ou seja, a sonda é rapidamente puxada para dentro da camada de
umidade superficial que existe sobre a amostra, a medida que a distancia entre os atomos diminui.
Essa camada existe mesmo em condi¢des ambientes, e vai depender da umidade relativa do ar.
Pode conter contaminantes do proprio ar, vestigios que ficaram durante a preparagao da amostra,
entre outras coisas.

Esta interacdo atrativa depende da umidade relativa e da hidrofilicidade da ponta e da
amostra, sendo esse efeito notdvel durante o processo de retragao da ponta, no qual a atragao de
capilaridade agarra a sonda na superficie da amostral®. Durante a varredura em ar essa forga de
capilaridade, devido a diferenca de pressdo entre o liquido ¢ a for¢a de vapor circundante "7,
forma uma espécie de menisco’ que interage entre a sonda e a amostra (Figura 2.11). Varreduras

feitas em meio liquido cancelam a formac¢do de meniscos, pelo fato de que a amostra esta em

um vacuo regido pelo liquido.

Forcas de Adesao

As forgas de adesao em medidas de AFM sdo de extrema importancia, visto que se rela-
cionam com a mecanica de contato. Quando a ponta da superficie da amostra sofre a retracao,
a ponta permanece em contato com a superficie até que a forga exercida pelo cantiléver supere

a interacio adesiva ponta-amostra ],

"Menisco é a curvatura apresentada na parte superior de um liquido, em resposta a interacio estabelecida com
0 amostra.
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Figura 2.11: Representacdo da interacdo da for¢a menisco a medida que acontece a interagdo sonda-amostra.

50“da

menisco —,

Superficie da
amostra

Fonte: Proprio autor.

Pela lei de Hooke temos o principio de operagdo de um cantiléver (Equagao 2.1). Fa-
zendo uma comparagdo rapida, a lei de Hooke ¢ aplicada de forma satisfatoria para amostras que
apresentam superficie mais rigida, e portanto sem tantas sinuosidades. Por outro lado, amostras
de natureza viscoelasticas possuem varidveis a mais, sendo o caso da grande maioria das amos-
tras biologicas. Sendo assim, a lei de Hooke ndo tangencia totalmente seu comportamento, ja
que a forma com que esse tipo de material se deforma ¢ inico, e durante um ciclo de indentacdes

pode variar. Relaciona-se, para esse caso, a seguinte equacio '*:

F o 6, 2.14)

sendo F' igual a forca externa, 6 a deformagdo do sistema e n um expoente que estd ligado a
geometria do indentador. A constante de proporcionalidade ¢ importante para descrever, além de
fatores geométricos, as propriedades elasticas do material. Teoricamente, tem-se o que chamou-
se de stress de contato mecanico entre duas superficies.

Na literatura, o pioneiro pesquisador que buscou elucidar esse problema fora Heinrich
Hertz!™. Ele estudou e posteriormente criou uma relagio matematica que determinava a tensio
entre duas pegas em contato, ou seja, ao pressionar uma superficie plana e uma esfera. Como
resultado, a pressdo entre duas superficies curvas deve ser infinita, o que causara o escoamento

imediato de ambas as superficies. No entanto, uma pequena area de contato ¢ criada através
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da deformagio elastica dos corpos, limitando assim as tensdes consideravelmente ! de acordo

PR\
= <7> , (2.15)

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

com a Equagdo 2.15:

e da superficie (F;, E-), considerando a razdo de Poisson da esfera e da superficie (v1, 1»),

respectivamente. O pardmetro K ¢ descrito por (Equacdo 2.16):

4(1—v? 1—1v2
K:§< E11+ EZQ). (2.16)

O modelo hertziano ¢ copiosamente usado em andlises de for¢a de AFM, visto que atrela-
se ao estudo das propriedades mecanicas de superficies mais viscoeldsticas. De maneira rica,
essa teoria € propensa a descrever contatos macroscopico suaves, cuja aplicagdo se da em materi-
ais elasticos, lineares, homogéneos, isotropicos e que ndo possuam forgas de superficie atrativas
(adesdo). A teoria de Hertz também presume que o raio de contato ¢ muito menor que o raio da
esfera, de modo que a esfera pode ser aproximada como um paraboloide!™®.

Mais tarde, com os ensaios de Hertz, outros pesquisadores da época, tal como Johnson,
Kendall e Roberts, propuseram expandir em 1971 esses estudos por meio de uma nova teoria
denominada de modelo de contato Johnson-Kendall-Roberts (JKR) "), que explicava a adesdo
entre dois corpos, mas, dessa vez, eldsticos. O modelo JKR considera experimentos cujas areas

de contato sdo maiores do que as previstas pela teoria de Hertz. A Equacdo 2.17 descreve o raio

de contato entre uma esfera e uma superficie, considerando a a¢do da forga de adesdo entre elas:

1
3

o= (E(P +39R + 1/6ymRP + (3wR)2),> 2.17)

K

onde € o trabalho das for¢as de adesdo, que sera realizado para separar completamente o inden-
tador da superficie. Essa teoria inclui a tensao de tragdo na area de contato, com carga normal
minima e com uma area de contato diferente de zero. Essa carga minima pode ser chamada de

forca de pull-off ou forca de adesdo, dada por (Equacao 2.18):

FURR —ng. (2.18)

Novamente, baseando-se na teoria de contato de Hertz, surgiu o modelo proposto de
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adesdo proposto por Derjaguin, Muller ¢ Toporov, conhecido como DMT V. A teoria DMT
considera a contribui¢do das forcas adesivas no contato entre corpos elésticos. Para este modelo,
considera-se que o perfil de contato permanece o mesmo considerado no modelo hertziano, mas
considera-se uma carga total maior devido a for¢a de adesdao. Esse fato equivale a interagdes
atrativas que atuam em todas separagdes entre a esfera e a superficie. Para este modelo, o raio

de contato a ¢ dado por (Equagdo 2.19):

SIS

a= %(P +21yR) | . (2.19)

Agora, a for¢a de adesao ¢ descrita por (Equagao 2.20):

FOMT) — _or~R. (2.20)

a

De forma mais geral, as forcas de adesdo F,; podem ser descritas como o somatdrio
de forgas eletrostaticas F;, de van der Waals F, 41, de capilaridade F,,, e de forcas devido a

ligagdes quimicas qu»mm]. A equagdo abaixo ilustra essa combinagdo: 2.21:
Fad:Fel+deW+Fcap+Fquim~ (221)

2.2.4 Reologia

A compreensao biofisica da estrutura basica de diversas amostras, tem se apresentado ao
longo do tempo como um desafio aos pesquisadores, visto que a partir do momento em que se
compreende a estrutura basica desse material bioldgico, pode-se entender suas peculiaridades,
e assim, levar a uma mudanga da visdo labirintica a qual fazia referéncia a biologia celular e
molecular.

De acordo com a Reologia®, materiais sofrem deformagdes a medida que forgas diferen-
tes vao sendo aplicadas. Por exemplo, uma for¢a de natureza compressiva, compacta, de tragao,
tende a alonga-lo, ou de cisalhamento, torce o material. O que acontece com o material fisica-
mente apods a influéncia de uma dessas determinadas for¢as ¢ que ou ele retorna a sua forma

original, ou se deforma %8,

(81]

Esses dois regimes estdo ligados as propriedades de cada amostra ', sendo assim, as que

ndo sofrem alteragdes sdo conhecidas como eldsticas, e as que sofrem algum tipo de mudancga

8Ciéncia que estuda a deformagio e o fluxo de matéria, tendo em vista as propriedades mecanicas de materiais.
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estrutural sdo conhecidas como parcialmente ou totalmente pldsticas. Existe ainda mais uma
variavel, que atinge grande maioria das amostras, que sdo que sofrem a chamada deformagado
plastica. Nesse caso, a medida que uma forga inicialmente pequena € aplicada sobre o material
ele tende a permanecer da mesma forma, mas ao elevar efetivamente essa forga, pode haver uma
contribui¢do para uma deformagdo, que aumenta de forma proporcional a forca em questao.

A Microscopia de Forca Atdmica € usada com frequéncia em estudos reoldgicos de mate-
riais predominantemente elasticos '*'). Ha dois casos: no mais simples, a deflexdo de cantiléver
descrevera a superficie da amostra de maneira simples e qualitativa. Para um material rigido,
essencialmente indeformavel, a deflexao do cantiléver sera equivalente ao deslocamento para
baixo da ceramica piezoelétrica, enquanto que, para materiais mais macios, a deflexdo execu-
tada pelo cantiléver ¢ menor, ja que o trabalho realizado pela sonda no processo de indentar e
recuar ¢ proporcional a essa deflexao.

Sucessivas indentagdes podem resultar em deformagdes plasticas da superficie se o stress
(pressao) aplicado for além do considerado ponto de maxima carga do material. No entanto, o

modelo de Oliver e Pharr'®?

considera que durante o processo de retracdo da sonda apenas a
parte elastica da deformacao retorna ao seu estado inicial, enquanto a parte plastica permanece
inalterada. Portanto, de maneira distinta ao modelo de Hertz, esta abordagem considera apenas
o processo de alivio da carga de forca sobre a superficie.

Como ja comentado anteriormente, um pardmetro definido nesta abordagem ¢ a rigidez
da superficie S cujo valor ¢ dado por (Equacao 2.22):
dF

§=—r (2.22)

onde (fl—f ¢ a derivada da forca aplicada a superficie em relagdo a distancia percorrida pela sonda
h durante a retragdo e aproximagdo da sonda. De posse do valor de S para varios pontos da
superficie da amostra. Interagdes sonda-superficie assumindo interacdes elasticas ideais sao

frequentemente usadas para determinar o modulo de Young do material.

Moddulo de Young

O moddulo de Young ¢ uma constante numérica, nomeada pelo médico inglés do século

XVIII Thomas Young, que descreve a resisténcia de um objeto em ser deformado elasticamente

[83,84]

enquanto uma forga externa ¢é aplicada a ele . O moédulo de Young representa o fator de

proporcionalidade na lei de Hooke , que relaciona o estresse e a tensdo. No entanto, a lei de
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Hooke s6 ¢ valida sob a hipdtese de uma resposta clastica e linear.

O calculo do modulo de Young de um material deriva da relagdo dos dados uma curva de
distancia de forga obtida na amostra mole, que serd subtraida de outra que foi registrada em um
substrato rigido. Dessa forma, a resultante dessas curvas recebe o nome de curva de indentagao
[19.:80.841 " que transcreve a forca necesséria para empurrar a ponta até uma certa profundidade
na amostra, e € isso que entende-se por coeficiente de proporcionalidade, que ¢ o mddulo de
Young. Quanto mais alto o mdédulo, mais estresse ¢ necessario para criar a mesma quantidade
de deformacgdo. A forma desta curva depende do formato da ponta do AFM (geometria), e, ¢
claro, das propriedades elasticas da amostra. Por exemplo, um corpo rigido idealizado possuiria
um modulo de Young infinito.

Para se obter o valor numérico do modulo de Young usa-se duas fung¢des, o modelo de
Hertz "), que exemplifica a deformagio elastica de duas esferas, ¢ o modelo feito por Sned-

don [

, que considerava diferentes geometrias contra uma amostra plana. Sendo assim, ele se
interliga ao quao rigida uma amostra ¢, através de variacdes dos modelos ja mencionados.
A equagdo que determina a forg¢a /' requerida para indentar a ponta a uma dada profun-

didade (§) para geometria conica é

E'6%, (2.23)

¢ para paraboloidal é

F(6) = @E’d”, (2.24)

em que « € o angulo de abertura da ponta e R seu raio de curvatura. £’ corresponde ao modulo
de Young reduzido que esté relacionado ao modulo de Young da amostra F por:
I 1- 2

— = 2.25
=== (2.25)

se for possivel supor que o valor numérico de £ da amostra ¢ muito menor que o & da ponta do
AFM B%871 Modelos alternativos, como o modelo JKR que considera forgas adesivas ou, ainda,
o modelo de Tatara ¥ também sdo usados, este segundo simula o caso de uma amostra esférica
comprimida que se encontra entre duas placas paralelas.

O coeficiente v na equagdo € o que se entende por razao de Poisson, e mede a razao entre

a deformacao transversal ¢ a deformacgao axial em um material elastico submetido a um estresse



35

uniaxial® %/,

O efeito de Poisson ¢, basicamente, a reacdo de um material ao expandir ou encolher em
uma dire¢io perpendicular a diregdo de uma forca aplicada *”). A razdo de Poisson ¢ encontrada
em expressoes que envolvem a lei de Hooke.

Materiais convencionais tém coeficiente de Poisson positivo, pois contraem-se transver-
salmente quando esticados longitudinalmente e se expandem transversalmente quando compri-
midos longitudinalmente °”. O valor dessa propriedade material, que pode ser medida por méto-
dos estaticos ou dindmicos, varia dentro de um intervalo estreito. Aqueles materiais que possuem
coeficiente de Poisson negativo (casos especiais), expandem-se transversalmente quando traci-
onados ¢ sdo denominados auxéticos, também conhecidos como antiborrachas, pois resistem a

forcas de cisalhamento, no entanto, tendem a se modificar volumetricamente ",

2.3 Uma visao geral sobre AFM em particulas virais

As primeiras imagens de virus foram obtidas apos a invenc¢do do microscopio eletronico
em 1931 pelos engenheiros Ernst Ruska e Max Knoll. Em 1935, o bioquimico e virologista
Wendell Meredith Stanley examinou o virus do mosaico do tabaco e descobriu que o mesmo
era constituido principalmente por proteinas [, As primeiras imagens de difracdo de raios-X
do virus cristalizado foram obtidas por Bernal e Fankuchen em 1941. ! Com base nos seus
quadros, Rosalind Franklin descobriu a estrutura completa do virus em 1955 ). No mesmo ano,
Heinz Fraenkel-Conrat e Robley Williams demonstraram que o RNA do virus do mosaico do
tabaco e o seu revestimento de proteina purificada (capsideo) podiam montar-se por si s6 para
formar virus funcionais, sugerindo que este mecanismo simples foi, provavelmente, o meio pelo
qual os virus foram replicados dentro das células hospedeiras 7).

A técnica de AFM pode ser usada como uma ferramenta importante quanto a analises de
estruturas virais (Fig.2.12) ™). Em particular, suas caracteristicas mecénicas, como rigidez das
particulas, o modulo de Young do revestimento do material do capsideo (como medida de sua
rigidez intrinseca), além de possuir a grande vantagem de acompanhar as mudancas estruturais
nas particulas virais em tempo real (com as limitagdes temporais impostas pelo tempo necessario
para adquirir cada varredura de imagem).

As propriedades quimicas e mecéanicas que estdo presentes nos capsideos sdo cuidado-

Tensao de tragdo ou compressao em uma direcio e nenhum estresse nas outras diregdes.
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Figura 2.12: Mapas de virus obtidos por AFM. (a) virus do mosaico bromo (BMV); (b) Virus do mosaico do tabaco
(TMV); (c) Bacteridfagos; (d) Virus Tipula iridescente; (e) Virus da leucemia murina Moloney; (f) Virus vaccinia;
(g) Bacteriofago; (h) Mimivirus.

Fonte: Reproduzido de Kuznetsov, Y. G., & McPherson, A. (2011). (931

samente ajustadas para atender a restri¢cdes virais, tal como ao tempo de liberacdo do material

24 Egse

genético, ja que se feito de forma prematura, ele perderd sua capacidade infecciosa
fato ressalta a importancia em conhecer as propriedades desse universo tdo Unico, ajudando a
elucidar a via infecciosa viral, facilitando o uso de virus em nanotecnologias, além de contribuir
com desenvolvimento de terapias e vacinas eficientes.

Além disso, um prestigiado método também ¢ muito usado para realizag@o de estudos a
cerca da mecanica do virus, que envolve a indentagao de virions e/ou de seus capsideos através
de sucessivos ciclos de indentacdes, que vao “apertando” pontos pré-definidos da superficie da
particula viral, dessa forma em algum ponto pode ocorrer uma espécie de falha da casca viral,
a qual sofre uma perturbagdo do sistema com a ponta do AFM, e assim obtém-se valores de

4931 resisténcia a tragdo ou resisténcia a fadiga mecanica.

ruptura

A Figura 2.13 ilustra perfeitamente o que fora anteriormente relatado. Em (a) a superfi-
cie viral de HSV-1 esta como prevista na literatura, com 60nm de didmetro, sem nenhum dano
em sua superficie. Em (b) o cendrio se torna diferente, visto que apds um ciclo de indentagdes
sob a casca do capsideo do virus um buraco se formou, devido a interacdo sofrida pela sonda de

AFM na amostra. Outros aspecto importante que Roos e seus colaboradores puderam fornecer

estd presente na Figura 2.13C, a qual o grafico de altura (nm) em relagdo a distancia lateral (nm)
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Figura 2.13: Imagens de AFM de um capsideo viral antes e depois da nanoindentacdo. A) e B) Imagens de to-
pografia tridimensionais de uma particula HSV-1 antes (A) e ap6s (B) a indentacdo, respectivamente. C) O perfil
de altura, obtido ao longo das setas brancas em A ¢ B. D) ¢ E) A numeragdo dos capsdmeros antes ¢ depois da
indentagdo mostrando a remogdo de capsdmeros centrais (indicados em vermelho).
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Fonte: Reproduzido de W. Roos (2010). [19,42]

em questdo demonstra o perfil antes e apds a indentacdo. As imagens (d) e (e) se correlacionam
entre si pelo fato de que representam em verde os capsomeros virais antes do processo de inden-
tagcdo e depois desse processo (numeros em vermelho), configurando uma deformacdo desses

capsomeros centrais.






39

3. Materiais e Métodos

Aqui nos concentramos nas propriedades nanomecanicas do Zika virus, principalmente
com base em dados obtidos pela manipulagdo mecanica de particulas virais unicas isoladas, tal
como cada procedimento usado para aquisicdo dos resultados, onde cada procedimento sera
explicado. Este ¢ um estudo de natureza experimental de cooperacdo multidisciplinar entre
o Departamento de Fisica do Maranhdao (DEFIS-UFMA), Laboratdrio de Nanorradiofarmacia
da Universidade Estadual da Zona Oeste do Rio de Janeiro, Instituto de Engenharia Nuclear e

Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.1 [Inativacio do virus Zika

O protocolo de inativacao usado para a amostra de Zika virus (Brazilian isolate, ZIKVBR)
foi feita seguindo a mesma metodologia adotada por Moser °!. O virus foi cultivado em células
Vero E6 (ATCC, C1008), e titulado em células Vero (ATCC, CCL81)

A inativacdo do virus se deu por aquecimento, a uma temperatura de 56°C durante 60
minutos. Sob tais condi¢des o Zika virus ndo ¢ mais capaz de infectar seres humanos, ja que seu

processo replicativo cessa totalmente.

3.2 Medidas de Microscopia de Forca Atomica em ZIKV

Analise e Instrumentaciio das particulas virais de ZIKV

A principal ferramenta usada neste estudo fora o microscopio de forca atomica (AFM)
e a base experimental dessas medidas se deu através de amostras preparadas previamente com
10 pL de solug@o do meio de cultura com suspensdes de particulas virais foram depositados
em laminas apropriadas para AFM (13mm de didmetro), as quais ja tinham sob sua superficie

laminulas de vidro ou mica, tratadas com poli-l-lisina 1% (Sigma, St. Louis, MO, EUA), a fim
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de garantir a adsor¢do das particulas virais, pois em mica recém-clivada ou laminulas de vidro
a ligacdo ndo acontece, e pelo fendmeno da interagdo entre particulas virais de carga negativa e
entre polimeros de carga positiva presentes na poli-l-lisina melhora a fixagdo das particulas ao
substrato utilizado ndo alterando a morfologia do virus.

As laminas foram analisadas em Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA) usando
sondas com constante de mola nominal de 0,06 N/m e de raio igual a 2nm no modo Peak Force
Quantitative Nanomechanics (QNM).

A andlise estrutural foi realizada em ar (temperatura de 23°C e 44% de umidade) com
resolucao dos mapas 256 pixeis e frequéncia de varredura de 0,5 Hz. Os parametros estruturais
das particulas virais foram calculados usando o software Gwyddion 2.57, aplicando a detec¢ao
de grios de contorno as imagens topograficas (drea de varredura de 2;um?). A partir dessas

regides, foram calculadas informacdes estatisticas sobre a altura e o didametro de 107 particulas.

3.2.1 Medidas de AFM em Liquido

O Microscopio de Forca Atomica ¢ uma técnica que possui um diferencial fértil se tra-
tando do campo de pesquisa em virologia, e, apesar de ser um campo de estudo recente e muito
amplo, algumas estruturas observadas nos virus através dessa ferramenta podem ser mais apro-
fundadas. Uma vez que a morfologia microscopica dos virus varia consideravelmente devido as
suas distintas constitui¢des, o diferencial dessa ferramenta esta pautado no fato de que o AFM
consegue operar com uma célula liquida, a qual mimetiza, por exemplo, um ambiente familiar
aos virus, e assim permite realizar testes nanomecanicos, com nanoindentag¢des afim de adentrar
de forma sagaz o interior de um virion, e, por sua vez ajudar na descri¢do de modelos estruturais,
entendendo a verdadeira morfologia dos virus.

Neste capitulo discutiremos a montagem de uma célula liquida, entendendo a dindmica

que o cantilever executa neste modo de operagao até chegar a fase de aquisicdo das imagens.

Analise de Medidas em Liquido

Medidas em liquido possuem uma maior resolucao de imagem, ja que evitam a formacao

de forgas de adesdo e capilaridade causadas pela camada de umidade que se instaura em medidas
[97] - . :

em ar - . Portanto, ao contrdrio de imagens em ar, onde as forcas capilares desempenham um

papel central na interagao ponta-superficie, em imagens liquidas, as interagdes eletrostaticas sao

as mais relevantes.
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Figura 3.1: Esquema da interface do AFM em medidas em liquido.
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Fonte: Adaptado de Hoogenboom, B. W (98]

Para que a natureza intrinseca dos virus sejam analisadas, suas manifestagdes sdo obtidas
de forma mais detalhada da resposta do cantilever a viscosidade do meio que o circunda (Fig.
3.1). A ilustracdo parametriza os principais componentes presentes em uma medida em liquido,
a qual possui o mesmo aparato experimental de medidas em ar, possuindo entdo um mecanismo
construido em: escdner piezoelétrico, laser de diodo, fotodetector e sonda.

O movimento do cantilever ¢ impulsionado por uma forca oscilatoria, visto que uma
vez que o cantilever estd em contato com a superficie, a deflexdo segue o movimento do piezo.
Portanto, o cantilever vibra sobre a amostra com uma determinada frequéncia e amplitude de
oscilacdo, que pode ser entendida como um oscilador harménico for¢ado com amortecimento
1 pois, indica que mover o cantiléver do ar para um fluido mais denso tera um efeito imediato

na sua frequéncia de ressonancia. Da equagao:

F(t) = Fycos(wt) (3.1)

Segue que:

mZ + kz + Fycos(wt) (3.2)

Aqui, z pode ser entendido como o movimento vertical do cantilever, m ¢ a sua massa. E
trivial que a equagdo (3.1) descreve a resposta mecanica do cantilever como descrito na equagao

a viscosidade do meio circundante, onde Fj ¢ a amplitude da forga oscilatoria em um tempo ().
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A frequéncia de ressonancia ¢ reduzida porque 0 mesmo precisa mover uma massa extra

(190154 que a viscosidade do liquido é muito superior a viscosidade do proprio ar, o que afeta

sua resposta como percebido matematicamente.

_ %o 3.3
Y 0 (3.3)

Wy :wowll—%@ (34

Em adicdo, wy descreve a frequéncia de ressonéncia livre (vacuo), w, ¢ a frequéncia de
ressonancia do cantilever no liquido. @ é o fator de qualidade, + é o coeficiente de amorteci-

mento.

Deteccdo de imagens em Liquidos

Figura 3.2: Principais componentes para aquisi¢do de medidas em liquido. Em (A) tip-holder de acrilico especifico
para este tipo de medida, o qual possui uma concavidade que encaixa-se o o-ring (B), que é uma espécie de borracha
de vedag@o. Em (C) observa-se uma caixa de pontas utilizadas para medidas em liquido. As seringas sdo divididas
em duas, a de injecdo do liquido e a que retira o liquido e atuam como o meio pelo qual o liquido sera colocado
dentro do o-ring, por sua vez o fluido usado é o Phosphate-bufferid saline PBS (G), que estara preenchendo um
dos beckers representados por (E). Por fim, para manipulagdo da célula liquida temos as pingas proprias para
experimentos em AFM (F).

(&M ontas proprias para [
edidas em liquido.|

Seringa
2: reftirar
liquido

Fonte: Autoria propria.

A figura 3.2 exemplifica todos os componentes usados para as analises em meio liquido.
A diferenca desse modo se encontra na sonda (cantiléver + ponta), e na peca do tip-holder, o

qual agora, possui uma uma configuracao diferente. Como exemplificado em (A), na figura
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3.2, para esse tipo de medida, um tip-holder transparente de acrilico ¢ utilizado, a fim de que a
transparéncia crie uma interface bem definida para que o laser ndo espalhe e dificulte a aquisicao
dos dados. Nesse tip-holder, ou também chamado de “célula liquidaexiste uma concavidade
a qual se encaixa uma espécie de borracha, chamada de o-ring (B-3.2), que veda e ndo deixa
o liquido escapar desse pequeno orificio para o tubo piezoelétrico. As pontas (C-3.2) usadas
também se diferem das usadas em ar, ja que possuem caracteristicas proprias para medidas em
meio liquido.

Nesse modo de varredura, a célula liquida é preenchida atraves das seringas (D-3.2) que
sdo conectadas a célula e aos beckers (E-3.2), os quais se dividem em um cheio da solucao
usada, no caso, das analises de ZIKV fora a solucdo tampao Phosphate-bufferid saline (PBS),
que se assemelha ao fluido corporal (F-3.2). E importante salientar que o O-ring, estabelece
uma redoma para que o PBS ndo vaze, além de criar uma uma forca liquida de atragao exercida
sobre as moléculas do liquido a fim de estabelecer maior firmeza durante a varredura, formando

1 [96]

uma espécie de concavidade, chamada menisco , que nasce da tensdo superficial sobre o

liquido (Fig.3.3).

Figura 3.3: Composi¢do de uma célula liquida para medidas de AFM apds a manipulacdo dos materias (A), com:
tip-holder de acrilico, o-ring ¢ sonda. Em (B) um zoom da regido, depois que ja houve estabelecimento da ligagéo
das seringas para a entrada do liquido, tendo em vista que a concavidade presente no tip-holder ja possui o liquido,
a forca de menisco pode ser facilmente percebida a medida que ao virar a célula liquida todo o fluido permanece
isolado no compartimento caracteristico vedado pelo o-ring.

Fonte: Autoria propria.

I'Curva que se forma na superficie de um liquido, causada pela tensdo superficial. Pode ser concavo ou convexo,
dependendo do liquido e da superficie sobre a qual se formara.
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A forga de menisco obedece a equagao:

Frenisco = —mb?Ap + 2mbA~ycos(av — ) (3.5

Neste caso, na forga resultante de menisco, temos que Ap diferenca de pressao entre a
parte interna e externa do menisco, A~ significa tensao supertficial do liquido, & o meio-angulo

de abertura da sonda conica, b o raio formado pelo menisco e  prioriza-se pelo angulo de contato.

Ensaios de Nanoindentacao

Para a andlise de indentacdo, as medidas foram feitas no Modo de Rampa (QNM). Em
contraste com outros virus as particulas de ZIKV possuem uma limitagdo muito especifica em

1 Combinando o tamanho

suas medidas, que se refere ao tamanho de sua particula viral
reduzido a uma varredura mais controlada, o modo rampa de operacao surge como sinénimo de
vantagem, pois permite a investigacao de possiveis danos causados na superficie do virus, tal
como sua reorganizac¢ao estrutural a medida que sucessivos ciclos de indentagao sao feitos.

Experimentos de indentagdo de particulas virais foram realizados em nove particulas
virais diferentes, e cada uma passou por 30 a 70 ciclos de indentagdo. Os mapas de adesdo
foram analisados em seis particulas virais. Para a andlise da indentagdo, as medidas foram feitas
no Modo de Rampa QNM em fluido seguindo o mesmo procedimento utilizado por Cardoso-
Lima et al'"!l. Aplicamos um ponto de ajuste de for¢a de 6 nN ¢ uma velocidade de ponta de
100 nm/s. Os dados do AFM foram analisados e os mapas foram obtidos usando o software
Mountains SPIP8 e Nanoscope Analysis.

As curvas de for¢a foram obtidas no centro superior de nove virion analisado com um
setpoint de forca de até 6 nN e velocidade de ponta de 100 nm/s. Esse modo de varredura possui
varias vantagens, porque os pardmetros dependentes da for¢a podem ser medidos com precisdo
com a forga aplicada sendo controlada durante todo o experimento, permitindo a aquisi¢ao de
curvas de forga individuais sobre as particulas virais posteriormente tratadas ¢ analisadas com
o software NanoScope Analysis 2.0. Os mapas foram gerados com o auxilio do software Moun-
tains SPIPS® (Digital Surf), de acordo com os modelos apresentados no capitulo anterior.

No proximo capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos a partir dessa metodologia

descrita e as discussoes acerca desses resultados.
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4. Resultados e Discussoes

Neste capitulo, apresentam-se os resultados obtidos para os parametros fisicos analisa-

dos.

4.1 Caracterizacao das particulas virais de ZIKV

Os primeiros resultados vém dos mapas topograficos (Figura 4.1), onde é possivel obser-
var os detalhes da superficie mais externa do virus, evidenciando sua camada superficial mais
alta, que, por sua vez possui uma estrutura geral que se assemelha a flavivirus anteriormente
reportados na literatura ['%%,

Na Figura 4.1A, determina-se uma area de varredura maior, que exemplifica a densidade
de particulas na amostra estudada. A partir de uma populagao com cerca de 57 particulas virais,
medimos que cada uma possui um tamanho de aproximadamente 54,53 nm com um desvio pa-
drao (SD) de 6,9 nm. Para o mapa da Figura 4.1B, observamos de perto uma unica particula viral,
e seus respectivos detalhes de arranjo proteico em sua superficie. Percebe-se que a particula ndo
possui estruturas sobressalentes, € sua membrana comporta-se, geralmente, como plana e lisa,
possuindo apenas algumas pequenas regioes irregulares, cuja organizacao proteica se forma em
uma conformag¢do muito bem ajustada. Essa caracteristica ¢ esperada para o ZIKV, como ja
afirmado por Hasan et al. ) para flavivirus em geral.

Também ¢ possivel notar na Figura 4.1C a representagdo de uma secdo transversal dessa
unica particula viral, a qual evidencia-se caracteristicas importantes, como altura e seu perfil
quando adsorvidas em um substrato de vidro, enfatizando as unidades de proteina na superficie
com medidas de didmetro compativeis com a proteina E, responsavel pela liga¢do as células-

231 O mapa no detalhe mostra a direcio em que a

alvo durante o processo de fusdo celular
se¢do transversal foi medida, sendo sua altura igual a 10,8 nm.

A Figura 4.2 mostra uma analise de como assume-se a forma da particula viral adsorvida
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Figura 4.1: Mapa topografico de AFM revelando a estrutura viral e o formato da particula de ZIKV: em A) observa-
se a imagem topografica ampliada de inimeras particulas virais dispersas no substrato, com didmetro variando entre
50-60 nm. B) Zoom da superficie de uma tnica particula viral mostrando os detalhes da estrutura do virus. A linha
tracejada azul indica a regido onde a se¢do transversal mostrada em C foi tirada. C) Corte transversal de uma
particula de ZIKV adsorvida em um substrato de vidro.
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em um substrato de vidro. De acordo com dados ja previstos na literatura, a particula viral de
ZIKV conta com trés estruturas que se arranjam entre si formando um emaranhado de proteinas e
material genético. Por esse prisma, ¢ relatado que o ZIKV possui uma estrutura externa proteica
denominada de Envelope, que ¢ formado pela glicoproteina E empacotada. Em seguida observa-
se uma espécie de Membrana, formada pela proteina M, e o RNA encerrado em um capsideo
formado por um conjunto icosaédrico de proteinas do tipo C. »*3!. As Figuras 4.2A ¢ 4.2B
representam, respectivamente mapas topograficos que evidenciam as formas assumidas por duas
particulas virais, quando j4 adsorvida em um substrato de vidro. Além disso, a imagem 4.2C
junto com a figura inserida 4.2D, trazem resultados do Modulo de Young, mostrando o arranjo da
estrutura interna do virus, que mecanicamente tendem a ser mais rigidos, € por sua vez sugere que
O ZIKYV ¢, de fato, um virus icosaédrico, ¢ dependendo da rotagdo da deposi¢ao das particulas,
podemos observar diferentes orientacdes de face relacionadas a ele .

Espera-se que o envelope do ZIKV seja mais macio e complacente porque € a por¢ao
dos flavivirus que sofre reorganizagdo estrutural durante o processo de maturagdo "', Além

disso, a proteina E estd intrinsecamente relaciona ao processo que acontece durante a ligagao
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das proteinas mais externas do virus aos receptores da superficie celular durante o processo de
infeccdo celular, onde acontece uma modulacdo da expressdo genética da célula hospedeira a

favor do virus. O processo de fusdo resulta em uma conversdo quantitativa de uma proteina E

homodimérica metaestavel em uma forma trimérica B>,

Figura 4.2: Em A) temos o mapa de altura para duas particulas virais de de ZIKV. Observando a imagem em B)
temos as mesmas particulas com contraste de escala de altura diferente, evidenciando, dessa maneira, o arranjo
do tipo icosaédrico, a qual o virus faz parte, demonstrando todo seu padrdo de adsor¢do. Em C) um resultado
promissor ¢ encontrado, visto que observa-se o0 Mddulo de Young, o qual exibe informagdes de elasticidade do
virus, e possivelmente sua disposi¢do de genoma D) Representagdo pictografica da montagem interna do ZIkviH,
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O Moddulo de Young (YM) ¢ uma constante de proporcionalidade da relacdao tensao-
deformacao do material, e seus mapas fornecem informagdes sobre a natureza elastica do ma-
terial. Diferentes materiais possuem diferentes contrastes no mapa. Materiais mais rigidos pos-
suem maiores valores de YM, e materiais mais macios possuem menores valores de Mddulo de
Young %1, No mapa da Figura 4.2C, ¢ possivel observar os diferentes contrastes na particula
viral, que mostra a composi¢ao de materiais diferentes. Além disso, podemos afirmar que a es-
trutura interna ¢ mais rigida a partir dos contrastes azul e branco, que na escala s@o as cores para
maiores valores de YM em kPa. Em contrapartida, temos um contraste verde-amarelo para as
estruturas externas, representando os valores mais baixos do Moédulo de Young, definindo uma
estrutura mais suave para a estrutura externa.

Por outro lado, . Posteriormente apresentam a proteina M exibidas na membrana do
virus, sendo a tltima fase de prote¢do do genoma viral, apés a maturagio '°*'7,

Para os flavivirus, portanto, o capsideo deve demonstrar maior resisténcia do que as
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outras estruturas da particula viral. Isso ¢ o que o mapa do modulo de Young confirma na Figura
4.2C. Depois de passar por um stress continuo (curvas de forga de 256x256), a camada externa
desse virus em particular entrou em colapso, subjacente a configuracao interna da particula de
ZIKV.

Os resultados a seguir sdo mapas de adesao, os quais revelam mais informagdes sobre
o arranjo de proteinas na superficie do virus resultantes da intera¢do entre sonda-amostra. Nas
Figuras 4.3A e 4.3B, temos mapas topograficos mais uma vez evidenciando a caracteristica
enrugada do arranjo proteico na superficie do virus ).

A proteina do envelope E € a principal responsavel por esse agrupamento viral, o que €, de
certa forma, tendencioso, pois as cargas apresentadas nesta proteina tendem a formar estruturas

(2491 " atuando como uma espécie de “escudo”contra a chegada de

do de geometria triangular
anticorpos, neutralizando seu foco 1***34. Esse mecanismo de defesa pode ser entendido pelo
fato de que o processo antecessor a ligagdo com a célula hospedeira o virus precisa primeiro
acessar 0 maquinario necessario para ativar seu mecanismo de replicagdao, nesse meio tempo
qualquer perturbacdo de temperatura, ou de fluidos corporais pode acabar danificando ou até
mesmo matando esse virion, por isso, sua estrutura de maneira muito auto-suficiente se ordena
dessa forma !!-1%4],

Nas Figuras 4.3C e 4.3D, temos seus respectivos mapas de adesao mostrando contrastes
distintos na superficie, onde podemos observar a fusdo de proteinas virais que, apos o0 processo
de maturacdo, agrupam-se e reorganizam-se esquematicamente, formando estruturas triangula-
res na superficie do virus (Figura 4.3E ¢ 4.3F). Diferencas nos contrastes dos mapas de adesao
podem estar relacionadas a distribui¢do de carga superficial ', Para o ZIKV, essas diferen-
tes distribui¢des podem ter dois fatores possiveis: (i) devido a alteragdes nas proteinas durante
o processo de inativagdo, (ii) podem estar relacionadas a conformagdes de proteinas, ou seja,
conformacdes monoméricas ou diméricas %1%,

As alteragdes conformacionais podem ser um efeito de diferentes agentes fisico-quimicos,
semelhantes aos sinais recebidos quando o virus penetra na célula hospedeira, que posterior-
mente enfraquece e, eventualmente, rompe ainda mais o virion afim de entregar o genoma a
magquinaria celular °"''%. Por exemplo, quando o poliovirus' se liga a um receptor na superfi-

cie celular (in vivo), ele tem a mesma resposta da exposi¢do ao calor moderado (in vitro), que

¢ 0 mecanismo viral responsavel pela desmontagem, mesmo possuindo uma alta infectividade,

'Virus responsavel por transmitir a poliomielite.
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Figura 4.3: A) e B) caracterizam mapas topograficos de AFM revelando a ultraestrutura viral e a forma das particu-
las do ZIKV; C) e D) seus respectivos mapas de adesdo. E) Mapa de adesdo aproximado, mostrando a correlago
entre a estrutura triangular observada e o modelo baseado nos resultados de crio-EM em F) (21 As setas azuis nos
mapas C) ¢ D) indicam as saliéncias tipicas da particula madura de ZIKV. A seta verde (D) aponta para a confor-
magdo triangular das estruturas da proteina E bem ajustadas[3 1
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cuja capacidade de se alojar e multiplicar no hospedeiro é de 100% !''%1,

4.1.1 Experimentos de Nanoindentacao

As medig¢des de indentacdo foram realizadas usando a ponta AFM como um indentador
para testar a resisténcia da particula viral ao estresse mecanico. Os resultados presentes na
Figura 4.4 relatam que as particulas de ZIKV sdo mais resistentes ao estresse mecanico quando
comparadas a outros virus de RNA, por exemplo, o SARS-CoV-2 ", Na Figura 4.4A, as
curvas de indentagdo representam o comportamento das particulas virais apds ciclos de carga
aplicados continuamente em comparagdo com a curva de forga de referéncia realizada em um
substrato de vidro (ndo indentavel) (linha pontilhada preta).

Foram realizados varios ciclos de indentacao, e ap6s cada ciclo constata-se que existe um
aumento na separacao entre as curvas, a partir do qual € possivel inferir a indentacdo da sonda
na particula viral. H4 um degrau (circulo amarelo) na curva referente ao 12° ciclo, com valores

1 [25.41

de forga de cerca de até 1,5 nN, relacionados a ruptura de uma camada estrutura 1. Eventos

de ruptura acontecem com forgas de carregamento maiores em relagio ao SARS-CoV-2 01,
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Figura 4.4: Curvas de indentagdo de particulas virais de Zika. (A) curva de referéncia obtida durante os ciclos de
aproximacdo e retra¢do, demonstrando que a medida que os ciclos aumentam, a curva também tende a se alongar.
(B) Grafico da Forga x Separagéo efetuada por um tinico estimulo (ciclo) mostra que o trago azul representa a curva
de aproximagao, enquanto o vermelho indica a curva de retragdo. As faixas amarela, verde e azul estdo relacionadas
aos trés tipos diferentes de materiais da particula viral. As setas azuis em detalhe da rampa de contato na curva de
aproximacdo destacam o plato de ruptura. (C) A imagem na inser¢o representa a regido rompida da estrutura da
membrana do virus, onde o circulo azul sugere um buraco formado pelas proteinas da camada externa. (D) e (E),
relacionados a quebra da casca viral, representada pela faixa amarela. (F) Os eventos de fethering sio observados
na curva de retragdo (vermelho), o que coincide com o fato de que o ZIKV possui sua camada mais externa apenas
de proteinas 21
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Isso possivelmente esta relacionado intrinsecamente a estrutura do capsideo do ZIKYV,
que atua como uma espécie de redoma sob o material genético, necessitando de inimeras in-
dentagdes sucessivas para que essa camada de proteina essencial chegue a se romper. Em con-
trapartida, virus que possuem uma camada lipidica, tal como o SARS-CoV-2, possuem uma
menor resisténcia aos estresse mecanico causado experimentalmente ['°!. Esse fato configura
um cenario interessante, visto que na Figura 4.4B, € possivel observar pela curva de aproxima-
¢ao (azul) que a forga de disparo para escanear o ZIKV pode chegar a 6 nN, e a casca aguenta
quase 3 nN antes da quebra (seta azul). No entanto, apesar de apresentar maior resisténcia a

forcas aplicadas, testes de fadiga no topo da particula demonstraram que a indentagdo continua
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crescendo a medida que o nimero de ciclos aumenta, indicando uma deformagao plastica. As
varreduras ap0s os testes de fadiga mostram deformacgdes na superficie viral, confirmando que
o ZIKV nao possui a capacidades regenerativas (Figura 4.4C), pelo menos durante o periodo do
experimento.

Outro resultado importante obtido durante os testes de fadiga se baseia no fato que, além
dos platos de forga (primeiro em 1,5 nN e segundo em 2,8 nN) mostrados nas Figuras 4.4D
e 4.4E, relacionados a quebra do capsideo, existem dois eventos de mudanca na inclinacio das
curvas de forca, os quais indicam uma mudanca na rigidez do material. Isso significa que fo-
ram medidos trés tipos diferentes de materiais na particula de ZIKV. A espessura das camadas
rompidas ¢ de 5,02 e 10,71 nm para os platds de forca mostrados nas Figuras 4.4D e 4.4E. Na
Figura 4.4B, a se¢do azul compreende 5% a 25% da curva de aproximagdo e tem um moddulo de
Young medido de cerca de 234 kPa. A secdo verde, no meio, refere-se a 25% a 45% da curva e
tem um YM medido de 534 kPa. Para a se¢do amarela, representando 65% a 85% da curva, o
YM medido foi de 894 kPa. A curva foi linearizada pelo modelo DMT [''?],

Este resultado esta intimamente relacionado com o mapa do Modulo de Young na Fi-
gura 4.4C, onde as estruturas internas se mostram mais rigidas do que as estruturas externas.
Juntamente com os eventos de ruptura, € seguro dizer que neste experimento foram provadas
trés diferentes estruturas de composic¢ao da particula de ZIKV, com informag¢des nanomecani-
cas sobre cada uma delas. Na Figura 4.4F, temos eventos de fethering na curva de retracdo
(vermelho) que sugere-se a observagao neste virus, precisamente porque sua estrutura externa ¢
inteiramente formada de proteinas. Quando a ponta inicia seu processo de retragdo da superfi-
cie da amostra, algumas porgoes de proteinas se fixam na sonda, e eventos semelhantes a dentes
podem ser observados na curva de retracdo, que representa as forcas de tracao entre o que esta
preso a sonda e o que permanece na amostra >4,

Estudos de nanoindentacdo com o objetivo de obter informagdes mecanicas de amostras
possuem ampla aplicacdo na area de virologia fisica. Esse tipo de informacao pode levar a uma
melhor compreensdo das conexdes fisico-quimicas e biologicas entre os diferentes estagios do
ciclo de vida de um virus """ Além disso, informag@es sobre estabilidade térmica e quimica

[92,111]

podem ser acessadas por meio de rigidez mecanica . Esse resultado demonstra que a in-

vestigagdo de interagdes de proteinas e diferentes simetrias virais (no caso do virus ZIKV, uma

simetria icosaédrica) pode apresentar uma gama complexa de vias comportamentais, levando a

[92,116]

uma variedade de aplicagdes nano-bio-orientadas . Proteinas estruturais também podem
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ser alvo de agentes antivirais porque, na maioria dos casos, sdo singulares ao patdgeno e, em

geral, ndo possuem semelhangas com outro alvo humano !,
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5. Conclusoes e Perspectivas

Neste estudo, usamos o AFM para avaliar a ultraestrutura e as propriedades nanomecani-
cas das particulas virais de ZIKV, medindo a resisténcia da membrana das particulas virais. Os
resultados aqui apresentados agregam novos dados na caracterizacao das propriedades fisicas e
estruturais do ZIKV e dos modelos de reforco apresentados na literatura. Os mapas topogréaficos
de alta resolugdo revelaram as estruturas da superficie do capsideo da particula viral e sua distri-
bui¢do, com os eventos de ruptura. Neste experimento, trés diferentes estruturas de composicao
da particula de ZIKV foram mostradas. O que se percebe genuinamente ¢ que de acordo com o
que foi demonstrado através dos ciclos de indentagdo entre a ponta e a amostra, a lenta perturba-
¢do da indentagdo fornecia informacgdes sobre as camadas que compdem a estrutura viral, sendo
possivel até mesmo a aquisicdo da medida de espessura dessas camadas, concordando com o que
jé se sabe na literatura. Outro resultado relevante fora analisado quanto ao tamanho estimado do
virus, sendo tao pequeno (~ 50nm), sua infec¢do celular realmente acontece muito rapidamente,
o que pudemos relacionar as propriedades de agrupamento em formas icosaédricas e triangula-
res, que permitem que seja 0 mesmo se torne mais resistente durante o processo de infeccao, ja
que possui essa camada mais externa proteica atua como um escudo contra anticorpos. A mem-
brana proteica que protege o ZIKV ¢ moldada de acordo com os estimulos, o que configura um
cenario promissor quanto ao sequenciamento de uma vacina, pois ao enfraquecer a estrutura do
ZIKV, ndo apresentou-se um comportamento auto-regenerativo em um curto periodo de tempo
(~ 1 minuto), como ja visto na literatura para outros tipos de virus. As varia¢des na rigidez do
modulo de elasticidade devem-se ao tamanho do capsideo viral - quanto menor, mais rigido - €
a sua espessura externa, que novamente depende de como ¢é constituido o arranjo proteico. O
moddulo de Young forneceu uma comparacdo muito detalhada, pois ¢ um elemento intrinseco
do material, que, como observamos, pode ser diferente dependendo de como a proteina “E’’se
remodela, o que constituiu uma analise desafiadora, pois ndo ¢ uma mudanca entre as interagdes

intra-capsideo, onde ha uma mudanga das forgas de ligacao, por exemplo, de Van der Waals, o
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que basicamente explica o aumento da rigidez do capsideo durante diferentes indentagdes. De
forma geral, este ensaio pode ser expandido para outros tipos de virus, mesmo que sejam de
certa forma neglicenciados, como o ZIKYV, tais como outros arbovirus causadores da Dengue, e

Chikungunya, e o virus do HIV ainda nao analisados sob a perspectiva abordada nesta pesquisa.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus (arbovirus) from Flavivirus.
In 2015, Brazil and other Latin American countries experienced an outbreak of
ZIKV infections associated with severe neurological disorders such as Guillain-
Barre syndrome (GBS), encephalopathy, and encephalitis. Here, a complete
mechanical and structural analysis of the ZIKV has been performed using Atomic
Force Microscopy (AFM). AFM analysis corroborated the virus mean size (~50
nm) and icosahedral geometry and revealed high mechanical resistance of both:
the viral surface particle (~ 200kPa) and its internal content (~ 800kPa). The
analysis demonstrated the detailed organization of the nucleocapsid structure
(like RNA strips). An interesting finding was the discovery that ZIKV has no
surface self-assembling property. These results can contribute to the
development of future treatment candidates and circumscribe the magnitude of

viral transmission.

Keywords: ZIKV; Physical Virology; Ultrastructure; AFM; Arbovirus.



INTRODUCTION

The Zika virus (ZIKV) is a member of the Flaviviridae family of the Flavivirus
genus, which groups more than 70 viruses, whose structural arrangement is similar
to the dengue, yellow fever, and chikungunya viruses'-3. It was first isolated in 1947
in the Zica forest in Uganda. However, just in 2007, after an outbreak in the South
Pacific islands, it was considered an emerging pathogen. Epidemics at the global
level and sporadic disease cases have been reported in more than 59 countries’,
with an increasing number of infected people. The main transmission route of this
virus occurs during the hematophagy process of the infected female Aedes aegypti
mosquito*. This fact demonstrates the great potential for dissemination and the
ability of the virus to propagate on a large scale. The virus replicates quickly when
in contact with the human body, spreading the viral load to the organs, muscles, and
brain®®. In contrast, despite the symptomatic similarities between Zika and Dengue
viruses, recent reports have suggested that ZIKV can sustain itself under adverse
conditions. The reported current transmission cases through sexual contact, blood

transfusion, and even transplants have been reported”.

ZIKV has a replication that involves the introduction of viral nucleic acids and
viral proteins inside the crude endoplasmic reticulum (ER), which are attached for
cell maturation and release® This feature assures the virus the ability to infection of
neurological cells (neurotropic Flavivirus). The zika disease has been associated
with microcephaly, in which, when infecting pregnant women, the viral load crosses
the placental barrier contaminating the baby®. Also, the Guillain-Barré syndrome has
been associated with zika in adults'®. Despite the wide morbidity, there are currently

no specific antiviral treatments or vaccines'!, making it difficult to control the



disease. To better understand the ZIKV, we have conducted a complete

nanomechanical and ultrastructure analysis using Atomic Force Microscopy.

METHODOLOGY
Virus culture and inactivation

Zika virus (Brazilian isolate, ZIKVBR)" was cultured in Vero E6 cells (ATCC,
C1008) and titrated in Vero cells (ATCC, CCL81) as described by Moser and

coworkers'?. The virus was inactivated by thermal treatment at 56 °C for 1 hour.
Atomic Force Microscopy (AFM)

AFM measurements were performed according to the methodology employed
by Cardoso-Lima et al."®, where 10 uL of solution with viral particle suspensions were
deposited on glass slides (13 mm diameter), previously treated with poly-L-lysine 1%
(Sigma, St. Louis, MO, USA). The slides were analyzed on Multimode 8 (Bruker,
Santa Barbara, CA, USA) and the probes used were SNL (Bruker) with 0.06 N/m
nominal spring constant in the peak force quantitative nanomechanics (QNM) mode.
The structural parameters of the viral particles were calculated using the Gwyddion
2.57 software, applying the boundary grain detection to the topographic images (2
um? scan area). From these regions, statistical information on the height and
diameter of 107 particles was calculated. Viral particle indentation experiments were
performed on nine different viral particles, and each one has undergone 30 to 70

indentation cycles. Adhesion maps were analyzed on six viral particles.

For the indentation analysis, the measurements were done on the QNM Ramp

Mode in fluid following the same procedure used by Cardoso-Lima et al.’®. We



applied a force setpoint of ~6 nN and a tip velocity of 100 nm/s. AFM data were
analyzed, and the maps were obtained using Mountains SPIP8 and Nanoscope

Analysis software.

RESULTS AND DISCUSSION

The first results come from the topographic maps (Figure 1), where it is possible
to observe the details of the virus's outer surface. In Figure 1A, a larger scan area
exemplifies the density of particles in the sample studied. From a population of about
107 viral particles, we measured that each has a mean size of 54.53 nm with a

standard deviation (SD) of 6.9 nm.
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Fig. 1 — In A) we have the enlarged topographic image of countless viral particlesdispersed
in the substrate, with a diameter varying between 47-69 nm. B) Zoom of the surface of a single

viral particle showing the detailsof the virus structure. The blue dashed line indicates the region



where the cross-section shown in C was taken. C) Cross-section of an adsorbed ZIKV particle in

a glass substrate.

Although some reports have concluded that ZIKV has a size varying from 70-
100nm'#15, our data demonstrated that the real size of the virus is 50nm as
corroborated by Barreto-Vieira et al.'®, Sexton et al.”, and Cui et al.’®, information
must be updated. For the map in Figure 1B, we have a close-up look at the
arrangement details on the virus's surface. It is possible to observe small bumpy
regions and well-organized proteins. This characteristic is expected for ZIKV'®. In
Figure 1C, we have a cross-section of a single viral particle, evidencing its height
and profile. The diameter of the viral particle (width to half-height) is 65.4 nm and the

height measured was 10.8 nm.

The results in Figures 2 (A and B) show the shape of the virus adsorbed on
a glass substrate. It is possible to observe a spherical shape, which is very
common for the virus?. In Figure 2B, it is possible to observe icosahedral faces,

as followed by Zandi et al.?".

85.7 nm
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Fig. 2 — A) Heightmap of two ZIKV particles; B) The same particles with a different height scale
contrast, evidencing the icosahedral type of the adsorption pattern. C) Young Modulus map
showing internal structure arrangement. D) Pictographic representation of the internal assembly of

the ZIKVZ2,

The Young Modulus (YM) map displayed in Figure 2C demonstrated that
after being stressed multiple times (256x256 force curves), the outer layer of the
virus collapsed, underlying the internal content of the ZIKV particle. It is also
possible to observe the different contrasts in the viral particle, which shows the
composition of different materials. In addition, we can state that the nucleocapsid
is stiffer than the surface structure. This may be explained by the fact that capsid
is reported to be one of the few viral proteins that have been shown to leave the
replication compartments and enter the cell nucleus during infection?3, so it should

demonstrate greater endurance than the other structures of the viral particle.

The adhesion analysis maps revealed more information about the protein
arrangement on the virus surface. Figures 3A and 3B show topographic maps
evidencing the 'bumpy' characteristic of the protein arrangement on the virus
surface’®. The envelope protein E is responsible for this viral grouping, tending to
form triangular structures, which act as a "shield" against antibodies 2*. In Figures
3C and 3D, distinct contrasts on the surface demonstrate the fusion of viral proteins
that, after the maturation process, are grouped and organized in triangular
structures on the virus's surface (Figures 3E and 3F). Differences in the adhesion
maps contrasts may be related to surface charge distribution'3. For the ZIKV, these
distributions could have two possible factors: (i) due to changes in the proteins
during the inactivation process, (ii) they can be related to protein conformations, i.e.,

monomeric or dimeric conformations25-27,



(.

Fig. 3 — A) and B) Topographic maps of AFM revealing the viral ultrastructure and particle shape of
ZIKV; C) and D) their respective adhesion maps. E) Close-up adhesion map, showing the correlation
between the triangular-shaped structure observed and the model based on cryo-EM results in F)28.
The blue arrows on both C) and D) maps indicate the typical bumps of the mature ZIKV particle. The

green arrow (D) points to the triangular conformation of the closely fitted E protein structures.

Indentation measurements are demonstrated in Figure 4. It is possible to
observe that ZIKV particles are more resistant to mechanical stress when
compared to other viruses like SARS-CoV-2"3. In Figure 4A, the indentation
curves represent the behavior of the viral particles after continuously applied load
cycles compared to the reference force curve performed on a glass (non-
indentable) substrate (black dotted line). The step (yellow circle) on the curve is
related to the 12t cycle, with force values of about 1.5 nN, associated with the
rupture of a structural layer?®. In Figure 4B, it is possible to observe from the
approximation curve (blue) that the trigger force to scan the ZIKV can go up to 6

nN when a second plateau is observed at ~2.8nN. The blue section comprises



5% to 25% of the approach curve and has a measured Young Modulus of about
234 kPa. The green section, in the middle, refers to 25% to 45% of the curve and
has a measured YM of 534 kPa. For the yellow section, representing 65% to 85%
of the curve, the measured YM was 894 kPa. The curve was linearized by the

DMT model39.

Scans after the fatigue tests showed deformations on the viral surface,
confirming that the ZIKV does not have the self-assembly ability (Figure 4C). The
plateaus are isolated in Figures 4D-E. The thickness of the ruptured layers is
5.02, and 10.71 nm for the force plateaus shown in Figures 4D and 4E,
respectively. In Figure 4F, we have tethering events on the retraction curve (red)
that can be observed in this virus precisely because its outer structure is entirely
protein. When the tip is retracted, some portions of protein couple on the AFM
probe, and the teeth-like events on the retraction curve represent the pulling
forces between what is attached to the probe and what remains on the

sample3':32,

Finally, this result demonstrates that investigation of protein interactions
and different viral symmetries (in the case of ZIKV, an icosahedral symmetry)
can display a complex range of pathways for viral behavior, leading to a variety
of nano-bio-oriented applications3334. Structural proteins can also be targeted by
antiviral agents because, in most cases, they are singular to the pathogen and,

in general, have no similarities with another human target?°.
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Fig. 4 — Zika viral particle indentation curves. (A) reference curve obtained during the cycles of
approach and retraction, demonstrating that as the cycles increase, the curve also tends to
lengthen. (B) Graph of the Force vs. Separation effected by a single stimulus (cycle) shows that
the blue trace represents the approach curve, while the red indicates the retraction curve. The
yellow, green, and blue tracks relate to the viral particle's three different types of materials. The
blue arrows in detail of the contact ramp on the approach curve highlight the rupture plateau. (C)
The image in the inset represents the ruptured region of the structure of the virus membrane,
where the blue circle suggests a hole formed by the proteins of the outer layer. (D) and (E),
related to the shell breakage, represented by the yellow band. (F) Tethering events (blue arrows)
are observed in the retraction curve (red), matching that ZIKV has only its outermost layer of

protein.
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CONCLUSION

In this study, we used AFM to evaluate the ultrastructure and
nanomechanical properties of ZIKV viral particles. The high-resolution topographic
maps revealed a viral particle with a mean size of 54.53 £ 6.9 nm. Also, it
demonstrated that a force of 1.5 nN is necessary to disrupt a first layer and 2.8nN
for a second layer, corroborating the high mechanical resistance. Besides this, the
thickness of these layers was measured. The protein that protects the ZIKV is
molded according to the stimuli, which configures a promising scenario regarding
the sequencing of a vaccine since by weakening the structure of ZIKV, it does not
present a self-recovery in a short time experiment (~1 minute), as already seen in
the literature for other types of the virus. The adhesion maps revealed details of the
viral ultrastructure that were not seen in the height maps. Variations in elastic
modulus are due to the size of the viral capsid - the smaller, the harder - and its
external thickness, which again depends on how the protein arrangement is
constituted. Young's module provides a very detailed comparison as it is an intrinsic
element of the material, which, as we noted, can be different depending on how the
protein "E" remodels, which constituted a challenging analysis since there is a
change between intra-capsid interactions, where there is a change of binding forces,
for example, by Van der Waals, which explains the increase in capsid rigidity during

different indentations.
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