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Resumo

A cornea é um tecido ocular fundamental para o sentido da visdo. Ela é responsavel
por dois terco da refragao da luz, fundamental para o processo visual, além de fornecer
protecao a danos mecanicos. Sendo transparente, avascular e inervado, a cornea consiste em
cinco camadas principais: epitélio, camada de Bowman, estroma, membrana de Descemet
e endotélio. Cada camada constitui um papel fundamental para a funcionalidade e
manutencao do tecido ocular, fornecendo propriedades ultraestruturais e biomecanicas
Unicas. A ceratopatia bolhosa (CB) é uma disfungdao endotelial que leva ao edema da
cérnea, perda da acuidade visual, bolhas epiteliais, dor intensa, entre outros sintomas. As
propriedades biofisicas da cornea sao passiveis de mudancas quanto as suas propriedades
biofisicas promovidas pela ceratopatia. Neste contexto, a técnica de Microscopia de Forca
Atomica (AFM) em ar foi utilizada para investigar a superficie epitelial anterior e endotelial
posterior, saudavel e com CB, utilizando uma ponta triangular de silicio com constante
de mola nominal de 0.4 N/m. Dados de rugosidade, calculados por ajuste polinomial
de terceira ordem, adesao e médulo de Young foram obtidos para servir de comparacao
e identificacao das altera¢oes morfologicas e biomecanicas possivelmente associadas a
patologia, como crateras na camada epitelial e exposi¢do de uma camada fibrética devido
a perda da parede celular endotelial. Tais resultados podem fornecer novos marcadores
das propriedades fisicas do tecido ocular na tentativa de entender a fisiologia da cérnea

quando portadora da patologia.

Palavras-chave: Coérnea, Ceratopatia Bolhosa, Forca Atdmica.



Abstract

The cornea is a fundamental ocular tissue for the sense of sight. It is responsible for
two thirds of the refraction of light, fundamental to the visual process, in addition
to providing protection from mechanical damage. Being transparent, avascular and
innervated, the cornea consists of five main layers: epithelium, Bowman’s layer, stroma,
Descemet’s membrane and endothelium. Each layer plays a key role in the functionality and
maintenance of ocular tissue, providing unique ultrastructural and biomechanical properties.
Bullous keratopathy (BK) is an endothelial dysfunction that leads to corneal edema, loss
of visual acuity, epithelial blisters, severe pain, among other symptoms. The biophysical
properties of the cornea are subject to changes in terms of their biophysical properties
promoted by keratopathy. In this context, the technique of Atomic Force Microscopy (AFM)
in air was used to investigate the anterior epithelial and posterior endothelial surface,
healthy and with BC, using a triangular silicon tip with a nominal spring constant of 0.4
N/m. Roughness data, calculated by third-order polynomial adjustment, adhesion, and
Young’s modulus were obtained to serve as a comparison and identification of morphological
and biomechanical changes possibly associated with the pathology, such as craters in
the epithelial layer and exposure of a fibrotic layer due to loss of endothelial cell wall.
Such results can provide new markers of the physical properties of the ocular tissue in an

attempt to understand the physiology of the cornea when it bears the pathology.

Keywords: Cornea, Bullous Keratopathy, Atomic Force.
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1 Introducao

Nao é de hoje que hé a necessidade e curiosidade de exploracao e compreensao da
natureza que nos cerca. O corpo humano mostra-se como um interessante tema de estudos
devido aos seus mais variados sistemas e funcionalidades, unindo os mais diversos tipos de
conhecimentos tais como biolégicos e fisicos. Nossos sentidos estao diretamente atrelados a
fendmenos fisicos. A visao é resultado de processos neurais fotoquimicos e de respostas
psicoldgicas (FEYNMAN; LEIGHTON; SANDS, 1965). O olho humano é o 6rgao sensério
possuindo estruturas complexas capazes de alta resolugao, extremamente sensiveis a luz,
detectando fotons individuais localizando cores, formas, movimentos e o espaco (OKUNO);
CALDAS; CHOW, 1986)(NEWMAN;, 2010), e ajusta o foco em objetos de até 10 cm em
olhos jovens. O globo ocular ¢ formado por trés camadas: a mais interna compdem a retina
e o nervo optico, logo em seguida tem a camada média que consiste na iris e a coroide. J&
a externa é consiste majoritariamente da esclera, parte branca dos olhos, cobrindo 85% do

globo ocular, mas com a porc¢ao frontal sendo um tecido transparente chamado de cérnea.

A cérnea é a janela do olho humano para o mundo exterior, sendo essencial para a
formacao de imagem Optica apresentando diversas caracteristicas especiais como formato
de projecao de ctupula em forma esférica no globo ocular, transparéncia do tecido, protegao
contra artificios maliciosos, incompressibilidade e comportamento elastico nao linear e
viscoeldstico além de ser um tecido avascular (LOMBARDO et al., 2012). Sendo a superficie
mais refrataria do globo ocular, com indice de refragao de 1.37 (FEYNMAN; LEIGHTON;
SANDS, 1965), a luz entra nos olhos pela cérnea e a imagem é formada na retina. A cornea
¢é dividida em varias camadas como uma cebola, considerando a transparéncia do tecido,
sendo cinco camadas principais (DELMONTE; KIM, 2011)(SRIDHAR, 2018): epitélio,
camada de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio. O bom comportamento
das camadas da cérnea geram a manutencao do tecido, por meio de suas caracteristicas
fisiol6gicas tais como estimulos mecanicos e elétricos, que podem desencadear respostas
celulares especificas na cérnea (ZHAO et al., 2012)(STRAEHLA et al., 2010). A tensoes
mecanicas provocadas na cornea sao relevantes, uma vez que como barreira protetora, a
mesma precisa resistir a deformagoes provocadas pelo ambiente externo (cogar o olho,
por exemplo). Estimulos elétricos sdo recorrentes na cérnea devido o transporte de fons
que geram fluxo de corrente e campos elétricos sendo responsaveis pela permeabilidade
seletiva entre as camadas da cérnea (ZHAO et al., 2012). Esses processos garantem a
renovagao da barreira protetora do epitélio e hidratagdo do estroma (quem mantém a

cornea transparente) através do processo de bombeamento e vazamento.

As microestruturas e biomecéanica das camadas da cérnea sao importantes para as

macrocaracteristicas do tecido. Com isso as patologias, como a Ceratopatia Bolhosa (CB)
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podem modificar tais estruturas e afetar a fisiologia da cérnea. A CB é, principalmente,
fruto da disfuncao endotelial ou de danos resultantes na cérnea como extracao da catarata
ou rejei¢ao do enxerto da cérnea (ZHAO et al., 2013). O estroma torna-se edematoso e
espesso, ocorrendo a percolagao de liquido em camadas mais externas gerando vesiculas
intraepiteliais e subepiteliais, ou simplesmente bolhas (LYDATAKI et al., 2004a). Sintomas
como baixa acuidade visual, dor intensa, inflamacao ocular, diminui¢ao da transparéncia do
tecido ocular e sensagao de corpo estranho, lacrimejamento também podem ser associados
a esta patologia (GONCALVES et al., 2008b). Al-Aqaba et al. afirmam que cerca de
60% dos casos de CB sao provenientes de tratamento médico, sendo as mais comuns: CB
Pseudofécica, CB Afécica e Distrofia de Fuchs (AL-AQABA et al., 2011). Samuel Chan e
cols. assentam que dos 224 casos de transplantes de cornea em Toronto, 15% sao devidos
a CB entre 2014 e 2016 (CHAN; YUCEL; GUPTA, 2018). Na Europa, o transplante de
cérnea chega a um nimero de 1,594 dos 12,913 casos de CB, um total de 12% (DUNKER
et al., 2021). Na Espanha, 20,5% dos 9.457 casos de ceratoplastia sdo decorrentes de CB
(SABATER-CRUZ et al., 2021). No Brasil, a CB é a primeira indicacdo de transplantes
entre pacientes de 71 e 80 anos, além de ser a principal indicagao para pacientes em
fila de espera para transplante de cérnea em Sergipe (SANTHIAGO et al., 2009). Sendo
de importante impacto social, uma melhor compreensao das mudancas provocadas pela
patologia podem levar ao desenvolvimento de instrumentos cirirgicos, medicamentos e

melhorias na cirurgia da cérnea.

Em meados do século XX, a criacgao do Microscépio de Varredura por Tunelamento
(STM - Scanning Tunneling Microscope) proporcionou diversas técnicas de microscopios
com principios fisicos que nao utilizam a luz para investigacao do mundo microscopico: os
Microscépios de Varredura por sonda (SPM - Scanning Probe Microscope). Dentre eles,
destaca-se a microscopia de forga atomica (AFM- Atomic Force Microscope) que compdem
de um cantiléver com superficie refletora, uma ponta, uma ceramica piezo elétrica para
movimentacao relativa entre sonda e amostra, um diodo de laser e um espelho fotodetector.
Usando principios de interagao entre atomos, a atracao e repulsao entre os atomos da sonda
e amostra, ao fazer aproximacao e retracao entre eles, deflexiona o cantiléver que reflete o
sinal do laser e entao medido pelo fotodetector para gerar mapas topograficos de qualquer
natureza (NEVES; VILELA; ANDRADE, 1998). Um dos avangos possibilitados pela
técnica AFM foi a avaliagdo de sistemas biologicos (MORRIS A. PATRICK GUNNING,
2009). Além de produzir imagens topograficas, o AFM também é capaz investigar as
propriedades mecanicas e outros atributos fundamentais para muitas amostras, tais como

aderéncia e elasticidade locais, interagoes de forcas magnéticas e eletrostaticas.

Devido ao tamanho de seus constituintes, como fibras de colageno e nano vilosidades
(RATES et al., 2022), a utilizacdo do AFM para o estudo do tecido ocular tem mostrado
resultados promissores (RATES et al., 2022) (LAST et al., 2010)(LYDATAKI et al.,

2004b). Fisicamente falando, a cérnea é um sistema bastante rico em principios mecénicos
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e elétricos. Tais principios parecem ditar o funcionamento do tecido ocular. Propriedades
ultraestruturais e fisicas podem ser exploradas e comparadas entre tecido saudavel e
patologico, colaborando com uma margem de referéncia para a comunidade cientifica. A
mudanca provocada pela CB pode alterar processos elétricos e mecanicos das camadas da
cornea, evidenciando os sintomas caracteristicos da patologia. Isto é possivel gracas ao
AFM que explora, com alta sensibilidade e resolucao, as propriedades fisicas de amostras
biolégicas. A andlise minuciosa destas propriedades sao o foco deste trabalho, mais
precisamente das camadas epitelial e endotelial. Tais dados fisicos coletados neste trabalho

podem ajudar na melhor elaboracao de tratamentos mais eficazes para a patologia CB.
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2 Revisao Bibliografica

Neste capitulo trataremos sobre conceitos importantes para compreensao das
funcionalidades da cornea com uma revisao da literatura no que se diz respeito as camadas
epitelial e endotelial, da patologia CB, assim como da AFM. Tais conceitos serdo de bom

uso para resultados aqui encontrados.

2.1 Anatomia e fisiologia da Cérnea

A cérnea é um tecido ocular avascular, transparente e caracteristico de um material
biolégico mole apresentando incompressibilidade, viscoelasticidade e comportamento nao
linear (LOMBARDO et al., 2012)(LYDATAKI et al., 2004a). Situando-se no segmento
anterior do olho, atua como uma interface entre o meio externo e o globo ocular sendo,
por sua vez, a porta de entrada para a visao. A cornea funciona como uma lente fixa
contribuindo fundamentalmente para a refragao intraocular (LYDATAKI et al., 2004a).0
tecido possui indice de refragdo de 1.37-1.38 (SRIDHAR, 2018) (HELENE; HELENE,
2011). Apesar de apresentar um valor de indicie de refragao diferente comparados com os

meios no qual a estd imersa (ar e humor aquoso).

Referente as dimensoes da cornea, possui uma forma horizontal oval com a superficie
anterior em formato eliptico. Possui didmetro médio de 9-11 mm verticalmente e 11-12 mm
horizontalmente (HELENE; HELENE, 2011) (SRIDHAR, 2018)(SNELL; LEMP, 2013).
Sendo convexa e asférica, possui curvatura anterior de 7.8 mm e posterior de 6.5 mm
apresentando um carater nao uniforme. Assim como o raio de curvatura, a espessura
também nao segue homogeneidade com valores diferentes da regiao central, 551-565 pm, e
na regiao periférica, 612-640 ym (FEIZI et al., 2014) (DELMONTE; KIM, 2011)(SNELL;
LEMP, 2013). Provavelmente, a alteracao na espessura do tecido em diferentes areas se
da pelo aumento da quantidade de colageno no estroma periférico. Devido ao coldgeno,
a rigidez da cornea parece ser particularmente importante na manutencao da curvatura
da cornea. Nao somente isso, mas também aparenta ser a principal resisténcia mecanica
contra tensoes de cisalhamento presentes (RATES et al., 2022), assim como pode indicar
uma grande densidade de ceratécitos! presentes no estroma. As diferencas presentes nas
dimensoes da cérnea, devido ao fato dela ndao ser uma lente esférica, faz com que a
focalizacao da luz ocorra de maneira que a superficie curvada “dobra” a luz que incide
em diferentes partes, recebendo-a em distintas partes do campo de visdo, produzindo
sua focaliza¢do na retina (OKUNO; CALDAS; CHOW, 1986)(FEYNMAN; LEIGHTON;

SANDS, 1965). Além disso, o ajuste do foco para objetos préximos e distantes ocorre pelo

L primeira linha de defesa contra danos celulares
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processo de acomodacao com a alteragao se formato do cristalino, outra caracteristica

estrutural optica que também participa da refracdo dos raios de luz, além da cérnea

(NEWMAN, 2010).

A cornea possui componentes celulares e acelulares. Em estudos presentes na
literatura utilizando-se da Microscopia de Varredura Eletronica, podemos citar a presenca
de trés tipos principais de células: epiteliais, ceratécitos e endoteliais (LYDATAKI et al.,
2004a). As células epiteliais sao originadas do ectoderma epidérmico. Ja os ceraticitos e
as células endoteliais sao da crista neural. Por sua vez, componentes acelulares incluem
colageno e glicosaminoglicanos. Histologicamente, a cérnea é dividida em diversas camadas
que variam para cada espécie. Em felinos e animais domésticos, a cérnea apresenta quatro
camadas: epitélio, estroma, membrana de Descement e endotélio (GOULD; MCLELLAN
et al., 2014)(GOZZO, 2009). Contudo, em humanos, aves e alguns mamiferos, a cérnea
apresenta uma camada, acelular, entre o epitélio e o estroma: membrana de Bowman
(MARTINS et al., 2017)(WILSON; HONG, 2000). A Figura 1 ilustra as camadas da cérnea

de um humano saudavel.

Figura 1 — Anatomia da Cérnea em suas diferentes camadas seguindo a ordem da mais
externa para mais interna: epitélio, camada de Bowman, estroma, membrana
de Descemet e endotélio.

Camada de
Bowman

:| Epitélio

Globo Ocular

Estroma

Membrana de
Descemel

Cérnea Endolélio

Fonte: Proprio Autor

Recentemente, Harminder Dua descobriu uma camada extra acelular presente
anteriormente a membrana de Descemet denominada de camada de Dua com 15 pum,
sendo alvo de intimeras pesquisas (DUA et al., 2023). A estrutura de cada uma dessas
camadas, membranas e componentes (celulares e acelulares) é vital para a manutencao

das propriedades biomecanicas do tecido e exercer suas fungoes fisiologicas.

Nas subsecgoes a seguir, sera posto de uma melhor forma as mais diversas camadas

da cérnea apresentando suas caracteristicas fisiologicas e histoldgicas tinicas para melhor
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compreensao do sistema aqui estudado.

2.1.1 Epitélio

O epitélio é a camada mais externa da cérnea, a primeira barreira contra o ambiente
externo. Embriologicamente, esta camada é formada através do ectoderma superficial,
entre a quinta/sexta semana de gestagao, comecando com apenas uma a duas camadas de
células inicialmente (MARTINS et al., 2017)(GOULD; MCLELLAN et al., 2014). Sendo
estratificado, escamoso e ndo queratinizado, possui caracteristica de uniformidade de limbo
a limbo (SRIDHAR, 2018)(DELMONTE; KIM, 2011)(MIESFELD; BROWN, 2019).

Consistindo em 50 um de espessura, equivalente a 10-12% da espessura da cérnea
(GOEDERT, 2019)(LEDUR, 2004), possui cerca de 5-6 camadas de trés células(SRIDHAR,
2018)(MIESFELD; BROWN, 2019)(EHLERS; HJORTDAL, 2005): planas superficiais,
alares ou caliciformes e basais como podemos observar na Figura 2. As interagoes
dessas células epiteliais sdo agudamente vultosas, uma vez que as fungoes inatas do
epitélio dependem dessa organizacao. As células superficiais sdo achatadas, com didmetro
de 40 — 60 pm e 2-6 um de espessura, compreendendo entre 2-3 camadas de células
poligonais planas (DELMONTE; KIM, 2011)(LEDUR, 2004)(EHLERS; HJIORTDAL,
2005). Uma caracteristica importante dessas células é sua relagdo em contato direto com as
mucinas transmembrana (MUCI, MUC16) presentes no filme lacrimal, estabelecendo uma
simbiose, armazenando granulos de glicogénio interagindo intimamente com glicocalices
nas projecoes semelhantes a nanovilosidades e nanocristas permitindo a propagacao
hidrofilica do filme lacrimal a cada piscar de palpebras (RATES et al., 2022)(GOEDERT,
2019)(FORRESTER et al., 2021)(EHLERS; HIORTDAL, 2005). Isso permite o epitélio
ser liso e claro o suficiente para uma boa refracao da luz incidente nos olhos, além de
fornecer nutricaio(EGHRARI; RIAZUDDIN; GOTTSCH, 2015). A seguir, as células alares
ou calciformes consistem em 2-3 camadas de células. Essas células sdo menos planas em
comparagao as superficiais, possuindo juncoes intercelulares laterais apertadas semelhantes
criando uma membrana semipermeavel impedindo que fluidos, toxinas e microorganismos
passem para camadas mais internas. (DELMONTE; KIM, 2011)(SRIDHAR, 2018). Por
fim, as células basais possuem um formato cuboide-colunar, medindo 20 pym de espessura
e 10 pm de didmetro (GOEDERT, 2019). Estas células sao extremamente importantes,
por serem particularmente ricas em tonofibrilas e filamentos de actina, além de serem as
unicas das trés células capazes de realizar mitose celular, sendo a sua diferenciagdo a fonte
das células alares e superficiais (DELMONTE; KIM, 2011). Com uma densidade celular
de 6000 células/mm?, as células basais repousam sobre uma lamina basal fina, na qual
possuem uma forte adesdo por hemidesmossomos que permite o ndo desprendimento do
epitélio as camadas internas (FORRESTER et al., 2021)(GOEDERT, 2019)(DELMONTE;

KIM, 2011). E de suma importancia tal fixacdo, pois anormalidades podem resultar em
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erosoes e defeitos epiteliais que nao cicatrizam, comprometendo a reestrutura da camada,
uma vez que a revilitacdo deixa a ligagao epitélio/membrana basal mais instavel e fraca
(DELMONTE; KIM, 2011).

Figura 2 — Representagao dos trés tipos de células epiteliais: planas poligonais (superficiais),
alares ou caliciformes e basais.
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Fonte: Proprio Autor

Os trés tipos de células (superficial, alares e basais) sao ligadas umas, as outras por
desmossomos, comunicando-se mediante jun¢oes comunicantes, permitindo seletivamente
a passagem de pequenas moléculas. Assim como qualquer outro tecido epitelial, o epitélio
corneano possui fungoes de “limpeza” renovando suas células por meio de células-tronco e
atividade mitotica das células basais, além de atuar como uma barreira contra o mundo
exterior (EHLERS; HJIORTDAL, 2005). Jungoes aderentes e apertadas, além de outras

moléculas, estabelecem a ligagao célula-célula criando uma barreira de protecao.

As células basais sao ligadas & membrana basal por hemidesmossomos. A membrana
basal é presente em diversos tecidos e 6rgaos sendo ela uma matriz extracelular altamente
especializada, fina e complexa, apresentando uma superficie bem porosa, como indica a
Figura 3. Essa matriz ajuda nao somente em separar o epitélio das camadas mais internas
anatomicamente, mas também auxilia na ancoragem de células adjacentes, no fornecimento
de andaimes durante o desenvolvimento embrionario, migracao, diferenciacao e manutencao
do fenétipo diferenciado de células endoteliais e epiteliais (WILSON; TORRICELLI,
MARINO, 2020)(TORRICELLI et al., 2013).

A matriz extracelular do epitélio é provavelmente diferente em composicao a outras

membranas basais de tecidos. Isso se deve as diversas mudancas que ocorrem durante o
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Figura 3 — Imagem por AFM. A topografia é composta por uma rede de fibras e poros.

Fonte: Layer-by-Layer Investigation of Ultrastructures and Biomechanics of Human Cornea
(RATES et al., 2022)

desenvolvimento da mesma (WILSON; TORRICELLI; MARINO, 2020)(KHALILGHARIBI;
MAO, 2021). Sao quatro unidades primérios da membrana basal: coldgeno, lamininas,
proteoglicanos de sulfato de heparano e nidogenos (WILSON; TORRICELLI; MARINO,
2020). O colageno possui importantes fungoes, tais como: coldgeno tipo VII que cuida da
ancoragem de fibrilas, colageno tipo XV e tipo XVIII que funcionam como moléculas ativas
na cicatrizacao de feridas corneanas e avascularidade da cérnea e colageno tipo XVII que
possui a funcionalidade de atuar como molécula de adesao presentes nos hemidesmossomos
(WILSON; TORRICELLI; MARINO, 2020). As lamininas sdo as glicoproteinas nao
coldgenas mais abundantes da membrana basal, sendo cadeias compostas das subunidades
a, 5 e~ que se agrupam ou em forma de cruz, ou em formato de Y, ou de bastonetes com um
brago longo e no maximo trés bragos curtos (KHALILGHARIBI; MAO, 2021). Laminias sao
importantes para o desenvolvimento da matriz extracelular, pois sdo o principal agente de
montagem e organizacao inicial da membrana, uma vez que a sua automontagem em formas
semelhantes a folhas nao precisam da contribuicao de outros constituintes da membrana
basal (WILSON; TORRICELLI; MARINO, 2020). Por fim, os nidogenos e proteoglicanos.
Este ultimo sendo o perlecan o mais abundante, sao componentes importantes para a
matriz extracelular, j4 o primeiro consiste em uma proteina complexa com multidominios
importantes para o metabolismo, proliferacdo e adesao de componentes da membrana

basal.

2.1.2 Endotélio

A camada endotelial é a mais interna da cornea. Composta de uma tinica camada de
células endoteliais, a mesma ¢é extremamente importante para manter a cornea transparente

e hidratada (PATEL; BOURNE, 2009a)(BOGERD et al., 2018). O endotélio origina-se de
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células mesenquimais derivadas da crista neural presentes na periferia presumivel da cornea
que migram e proliferam até formar a monocamada endotelial (JOYCE, 2012)(JOYCE,
2005). Estudos utilizando modelo animal mostram que as células endoteliais sdo em sua
maioria hexagonais formando um layout aleatério de células assimétricas com didmetro de
18 a 22 pm (ALBUQUERQUE; PIGATTO; FREITAS, 2015)(LYDATAKI et al., 2003a),
como mostra a Figura 4, e pleomérficas em minoria (ALBUQUERQUE; PIGATTO;
FREITAS, 2015)(JOYCE, 2005) formando uma monocamada nao homogénea (PATEL;
BOURNE, 2009b). Uma andlise utilizando a Microscopia Eletrénica de Transmissao mostra
que a proliferacao das células endoteliais acaba apds a formagao de contatos celulares
(JOYCE, 2012).

Figura 4 — Imagem da monocamada endotelial de galinhas por microscopia especular.

Fonte: Anélise do endotélio corneano em olhos de galinhas por microscopia especular de
contato.

A densidade de células endoteliais, ao nascer, tem um pico de 6.000 células/mm?
diminuindo gradualmente com a idade com redugao anual de 0.3-0.6% ao ano (BOGERD
et al., 2018)(JOYCE, 2012). Diferente da camada endotelial de outros tecidos, o endotélio
da cérnea nao possui capacidade de realizar mitose in vivo com uma taxa suficiente
para suprir a perda de outras células por apoptose (BOGERD et al., 2018)(JOYCE,
2012)(PATEL; BOURNE, 2009b)(MERGLER; PLEYER, 2007)(JOYCE, 2005). Existem
diversos mecanismos que impedem as células endoteliais de realizarem mitose. Uma delas
¢ a inibicao por contato que ocorre entre as células endoteliais que regula positivamente a
expressao p27kipl, um inibidor de quinase dependente de ciclina que impede a transicao
das fases de reproducao celular (BOGERD et al., 2018). Além disso, fatores de crescimento,
como os fatores d de fibroblastos acido e bésico (FGF), os semelhantes & insulina I e
IT, TBF-8 e TBF-52, fazem com que as células endoteliais sejam incapazes de realizar
espontaneamente a mitose celular (BOGERD et al., 2018)(JOYCE, 2012). Nao o bastante, a
exposicao cronica da cérnea a luz ultravioleta do sol resulta em actimulo das espécies reativas
de oxigénio que envelhece por estresse as células endoteliais (JOYCE, 2012)(BOGERD et
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al., 2018).

Figura 5 — Esquema representativa sobre a fisiologia do bombeamento ativo de Na® /K
da camada endotelial controlando a hidratacao da cérnea pelo humor aquoso

difusao passiva

Bombeamento ativo de Nat /K™

=

Fonte: Proprio Autor

Apesar de sofrer com a falta de reprodutividade das células, o endotélio possui a
habilidade de manter a monocamada devido a disseminagao e migracao das células vizinhas
para cobrir a area da ferida “esticando” as mesmas mudando sua forma hexagonal para
uma pleomérfica (JOYCE, 2012). Este fato mostra que as células endoteliais precisam
possuir médulo de elasticidade bom o suficiente para possuir a caracteristica de deformagao
alterando sua forma padrao. Fisiologicamente, a monocamada de células possui um papel
fundamental na desidratacao da cérnea. Para entendermos esse mecanismo, o esquema da
Figura 5 foi montado mostrando a hipétese de bombeamento e vazamento (BOGERD et
al., 2018)(JOYCE, 2012)(MERGLER; PLEYER, 2007). Primeiramente temos a camada
endotelial atras da cérnea concava em contato com o humor aquoso. Gracas a um cinturao
incompleto de jungoes estreitas entre as células endoteliais, a difusao passiva do humor
aquoso consegue “escapar” para o estroma fornecendo nutrientes (BOGERD et al., 2018).
Para manter esse controle, o endotélio possui um bombeamento ionico ativo na direcao
oposta a pressao intraocular do humor aquoso, mas ainda deixando vazar o suficiente para a
hidratagdo necessaria (MERGLER; PLEYER, 2007). Com isso, a monocamada endotelial,
portadora de bombas de Sédio (Na™) e potéssio (KT), possuem caracteristicas elétricas

importantes apresentando um processo que criam gradientes osméticos locais que puxam o
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fluido do humor aquoso de volta para a parte posterior do endotélio atingindo um equilibrio
necessario para a transparéncia da cérnea (BOGERD et al., 2018)(MERGLER; PLEYER,
2007). Tal processo foi evidenciado por Fischbarg como eletrosmose, caracterizando o
transporte fluidos por fons (MERGLER; PLEYER, 2007).

Para a cornea manter esse papel de bombeamento evidenciando a transparéncia do
tecido, precisa-se de uma densidade de células endoteliais acima de 400 — 500 células/mm?
(BOGERD et al., 2018). Caso a densidade fique abaixo deste nivel critico, comprometendo
assim o fornecimento das bombas ionicas, o tecido ocular fica edematico e ocorre diminuicao
da acuidade visual (PATEL; BOURNE, 20092a)(JOYCE, 2012). Patologias caracteristicas
de disfuncao endotelial, tal qual a CB, compromete a fun¢ao de barreira endotelial gerando

diversas complicagOes na cornea.

2.2 Ceratopatia Bolhosa

A CB é um disturbio progressivo que ocorre quando a densidade de células
endoteliais chega a um nivel critico <700 células/mm?, chegando a sintomas como dor,
lacrimejamento, edema corneano, perda da acuidade visual e sensacao de estranheza no
corpo (GONCALVES et al., 2008a)(LJUBIMOV et al., 1996a)(LIU et al., 2012a). No que
se diz respeito a sua etiopatogénese, existem fatores internos e externos. Os externos mais
comuns e reportados na literatura giram em torno de traumas cirirgicos apos tratamento
de catarata, glaucoma, fixagao escleral de lente intra-ocular (LIO), implantes de lentes
de camara anterior, dentre outros (GONCALVES et al., 2008a). A CB pode ocorrer em
torno de 1-2% dos pacientes que realizam a cirurgia de catarata, representando 2-4 milhdes
de pacientes no mundo (GONCALVES et al., 2008a). Internamente, o mais comum é a
disfuncao endotelial que ocorre em outras patologias, tais como a Distrofia de Fuchs e a
Diabetes Mellitus, acarretando CB (GONCALVES et al., 2008a).

Apesar de existir tratamentos para cuidar dos sintomas aqui apresentados utilizando-
se de anti-inflamatorios, corticoides, lubrificantes e lentes terapéuticas, os melhores
resultados acabam, por sua vez, sendo posteriormente intervencao cirurgia como a
ceratoplastia endotelial (GONCALVES et al., 2008a)(LIU et al., 2012a). Porém, ha
uma série de complicagoes que vao desde a rejeicao do transplante da ceratoplastia até
o0 acesso a cirurgia, podendo levar até mesmo dois anos ou mais (GONCALVES et al.,
2008a)(MORISHIGE; SONODA, 2013). Apesar do transplante de cérnea ser um dos
mais frequentes e bem-sucedidos, a falha do transplante de cornea leva a descompensacao

endotelial chegando a uma rejeicao imunologica, sendo a tunica saida o retransplante
(PRICE et al., 2021).

Em termos histolégicos a CB afeta: o epitélio, causando bolhas em sua superficie

(como mostra as setas pretas na Figura 6) e na regiao subepitelial, levando a exfoliacao
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da camada e desprendimento com a camada de Bowman (GLASGOW; GASYMOV;
CASEY, 2009a)(LJUBIMOV et al., 1996a); estroma, afetado pelo actiimulo de liquidos
devido aos seus proteoglicanos que absorvem o liquido oriundo do humor aquoso (DIAS
et al., 2015)(MORISHIGE; SONODA, 2013); Membrana de Descement, onde Yuen et
al. mostraram que 13 dos 22 casos de CB apresentaram uma quarta camada extra
caracteristica fibrética (YUEN et al., 2005); endotélio, apresentando perda da monocamada

endotelial aumentando a pressao intraocular e perda dos sitios i6nicos Na™ /K™ (LIU et
al., 2012a)(JEANG; MARGO; ESPANA, 2021)(GONCALVES et al., 2008a).

Figura 6 — Cérnea portadora de CB. Setas pretas indicam bolhas formadas na camada
epitelial.

Fonte:msdmanuals.com

Jean et al. relatam que a CB surge em resposta a lesoes que levam a cicatrizacao,
ou seja, fibrose, ocorrendo o aumento de expressoes de TGFBIP, tenascina-C, fibrilina e
fibronectina presentes em processos de fibrose (JEANG; MARGO; ESPANA, 2021). Sendo
assim, o estresse mecanico nos ceratécitos causado pelo actimulo de liquido no estroma
tenta aliviar a tensao, visando preservar o estroma, contraindo o colageno produzindo e
depositando tenascina, por exemplo (GONCALVES et al., 2008a).

Com isso fica bastante evidente que o problema causado pela patologia muda
ultraestruturalmente as diversas camadas da cornea. Camada extra fibrotica, exfoliacao
epitelial, perda da monocamada endotelial, edema corneano devido ao inchaco e espagamento
das fibras de coldgeno do estroma, dentre outros, mostram como ocorre uma grande
variedade de mudangas nas componentes que organizam o tecido ocular. Sendo assim, é de
grande interesse investigar tais mudancas com uma boa ferramente, tal qual a AFM, para

evidenciar ainda mais essas diferencas entre tecido saudavel e patoldgico.
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2.3 Microscopia de Forca Atomica

O uso de ferramentas, como os microscopios, revolucionaram nossa percepgao indo
além dos sentidos sensoriais explorando minuciosamente a natureza. O uso de microscopios
vem impactando o mundo académico, sendo a forca motriz para novos desenvolvimentos
cientificos (WILSON et al., 2002). Os mais comuns acabam sendo os microscopicos épticos
que logo atingiram seu limite fisico da difracdo, encontrando obstaculos de tamanho
comparaveis ao comprimento de onda da luz visivel (380 — 750 nm). Assim, efeitos de
difracdo e interferéncia tornam-se importantes e detalhes menores da estrutura da amostra
nao podem ser desvendados (BRAGA; RICCI, 2008). Surge assim a necessidade de técnicas

para superar tal limite encontrado.

Havia a ideia de usar sondas pequenas, de pontas afiadas, interagindo com a
superficie de amostras no contexto de estudar melhor uma fonte de radiacao eletromagnética
em aproximagao de determinada amostra (WILSON et al., 2002). Mesmo que o objetivo
inicial nao tenha sido um sucesso, a utilizacao de uma sonda em nanoescala atomicamente
estavel interagindo com a amostra, enquanto a interagdo ¢ medida e controlada, causando
deformagdes mecanicas semelhantes a molas pelas forgas atomicas, ganhou destaque pela
sua ampla aplicabilidade em diversas dreas (BRAGA; RICCI, 2008)(WILSON et al., 2002).

A cria¢do dos microscépios de varredura por sonda (SPM) emergiu nos anos 80,
evoluindo desde entdo. E bastante comum utilizar-se dessas ferramentas em pesquisas
no mundo (REIFENBERGER, 2016). Seus principios sdo verdadeiramente simples: uma
sonda de ponta afiada aproximando-se, cerca de 1 nanémetro, acima da amostra. Com isso,
ocorre interacao local ponta-amostra. Com a capacidade de controlar a distancia ponta-
amostra, pode-se obter localmente informagoes precisas, coletando sinais sensiveis que
ditam a separacao ponta-amostra, mapeando o amostra e criando até mesmo representagoes
tridimensionais(REIFENBERGER, 2016)(RUGAR; HANSMA, 1990). Esta possibilidade
de gerar imagens em niveis atomicos era obscura até meados dos anos 1981 — 1982
por G. Binnig e H. Rohrer através do Microscépio de Tunelamento por varredura
(STM) como resposta a um problema na tecnologia de semicondutores (WILSON et al.,
2002)(GIESSIBL, 2003). Este aparelho permitiu a investigacao de superficies, garantindo
o prémio nobel aos dois cientistas (GIESSIBL, 2003)(REIFENBERGER, 2016). O STM ¢
um instrumento hibrido de eletrénico-mecanico do que se diz respeito a separagao ponta-
amostra enquanto ocorre a interacao vista na forma de corrente de tunelamento de elétrons
ponta-amostra( WILSON et al., 2002). Efeito de tunelamento este que foi desenvolvido
devido as nogoes de mecanica quantica que estavam sendo difundidas na época. Para tal,
uma particula que, classicamente, antes era vista como impossivel superar barreiras de
potencial caso nao tenha energia cinética o suficiente, agora pode ter uma probabilidade

nao nula de passar para a regiao proibida ocorrendo o tunelamento (WILSON et al., 2002).

Devido a passagem de corrente, substratos condutores mostraram uma limitacao
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na aplicabilidade desta técnica. Entao, Bining et al., em 1986, observaram que sondas
podem demonstrar interagoes de van der Waals de longo alcance (WILSON et al., 2002).
Gragas as forgas onipresentes de superficie surge uma nova microscopia por sonda: A
AFM (AFM). Com tal ferramenta é possivel a andlise em nanoescala sem o envolvimento
de feixes de elétrons, trazendo a possibilidade de avaliar materiais isolantes (WILSON
et al., 2002)(BELLITTO, 2012a). As forgas de interagdo podem variar de 10 pN a 10
uN para separagoes pequenas. Gragas as forcas de longo alcance, a resolugao vertical
do AFM ¢ tipicamente menor que um nandémetro, enquanto a resolucao lateral depende
do raio da ponta e rugosidade da amostra, sendo, geralmente, maior que a do STM
(REIFENBERGER, 2016).

Normalmente, a operacao do AFM depende de uma ponta fixada em um cantiléver
que sofre pequenas deflexdes monitoradas. Os cantilevers possuem constantes de mola K,
(N/m) deflexionando-se ap6s certa distancia z da amostra devido as forgas de interacao
entre atomos ponta-amostra (LEKKA, 2017). Pequenas deflex6es seguem a lei de Hooke

prevendo uma forca restauradora Fg ascendente:

Fp =K,z (2.1)

Os principais componentes, Figura 7, do AFM consistem em praticamente: uma
sonda sensivel (cantiléver + ponta), scanner piezoelétrico, laser diodo, fotodetector e um
computador para o sistema de feedback que regula e armazena dados do sistema gerando
mapas topograficos e tridimensionais, além de extrair dados quantitativos da amostra em
questao. Em suma, o AFM opera com a sonda aproximando-se da superficie da amostra
até que ocorra interacao de dipolos elétricos induzidos, ou ja existentes. Com isso, forgas
elétricas atrativas ocorreram entre os atomos da ponta e amostra seguindo o padrao das
forgas de van der Waals. A atragdo possui um limite devido a alta aproximagao (contato)
da ponta com a amostra. Isso se deve ao principio de exclusao de Pauli que impede dois
elétrons de ocupar o mesmo estado quéntico ao mesmo tempo (KITTEL; MCEUEN, 2018).
Assim, para evitar a superposicao da nuvem de elétrons dos dtomos ponta-amostra, surge
uma forga repulsiva visando a separagao ponta-amostra. Logo, a sonda acompanha os
altos e baixos da topografia da amostra deflexionando-se devido as interacoes atrativas
e repulsivas valendo a equacao 2.1. Essas deformacgoes na sonda farao o laser diodo, que
incide na parte superior da sonda, alterar o angulo do laser refletido. Essas variacoes de
sinais sao captadas pelo fotodetector de 4 células independentes, gerando uma diferenca
de potencial, via efeito fotovoltaico. Por fim, o feedback alimentado pela variacao de sinal
mantém a altura ou forca constante da superficie. Com isso, assim que ocorre um aumento
de forca (ou altura), o controle de feedback faz com que o piezoelétrico afaste a sonda da
superficie. O mesmo vale para a diminuicao da forga registrada aproximando a sonda da

superficie. Esses dados do feedback sao enviados e processados por algum software gerando
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a mapas da amostra (BRAGA; RICCI, 2008)(BELLITTO, 2012a).

Figura 7 — Principais componentes do Microscépio de Forca Atomica.
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Gracas a sua habilidade de investigar estruturas bioldgicas em condigoes fisiologicas,
o AFM consegue ser aplicavel em diversos sistemas tais como células, virus, membrana
plasmatica e até mesmo DNA. Isso gracas a facilidade em preparacao de amostra
oferecida pelo equipamento, além de fornecer nao somente mapas topograficos mas também
propriedades viscoeldsticas, adesivas, rugosidade, magnéticas e elétricas devido ao regime
de forgas atuantes entre a ponta e amostra (LEKKA, 2017)(HERRMANN et al., 1997).
Pesquisadores comumente desenvolvem técnicas para solucionar problemas biologicos
utilizando-se da AFM devido a valorizacdo que sdo os dados obtidos por meio deste
instrumento. Mas para entender como os dados sao extraidos do regime de forcas atuantes

no sistema, é preciso analisar as forcas em nanoescala.

2.4 Forcas Nanométricas

Para entendermos de forma mais aprofundada o AFM, precisamos conhecer as
forcas que atuam quando dois corpos estdao a uma distancia extremamente pequena.
Sabemos que as informagdes necessarias para a formacao de uma imagem via AFM sao
devido ao “feeling” entre a sonda e a superficie da amostra. O experimento AFM depende
das forgas atuantes, regime atrativo e repulsivo, em diferentes modos de operagao, uma
vez que a natureza e magnitude dessas forcas dependem do quao proximo a sonda esta da

superficie da amostra.

Como o préprio nome sugere, o microscopio opta por estudar as interacoes entre
atomos da sonda com a superficie da amostra, gerando forcas de natureza de van der

Waals, elétrica, capilares, dentre outras.
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2.4.1 Forcas de van der Waals

Desde o inicio dos anos 1800, diversas pessoas voltaram a sua atenc¢ao para o
comportamento de fluidos (FRENCH, 2000). O nome forgas de van der Waals apareceu
pela primeira vez em 1873 em decorréncia direta da equacao de van der Waals para
gases proposta na termodinamica, introduzindo forcas de longo alcance como resultado
oriundo da interagao entre dipolos e quadripolar entre moléculas que compoem gases,
liquidos e sélidos. Sendo um dos tipos de for¢a que mantém a matéria unida, porém de
intensidade mais baixa, van der Waals apresentou correcoes em sua equagao para gases
perfeitos: reduc¢ao no volume para as moléculas ficarem apenas em um determinado volume
e aumenta a pressao no volume do gas (MARGENAU, 1939). Com as moléculas ocupando
um volume menor, a distancia entre elas ficam cada vez menores, surgindo forcas atrativas
tanto em fluidos quanto em soélidos. Com isso, a for¢ca de van der Waals implicita na
equagao do gas de van der Waals difere das forcas que mantém atomos na prépria molécula,
como as que mantém os atomos de hidrogénio e oxigénio para formar a molécula da agua.
As forcas de van der Waals sao responsaveis pela coesao de liquidos e sélidos, por exemplo
(MARGENAU, 1939).

A forga de van der Waals se resume a interagoes de Coulomb entre atomos que
possuem dipolos permanentes ou de atomos neutros carregados localmente devido as
flutuagoes quanticas (SEO; JHE, 2007). Sendo assim, temos que ter nogao de que a forga
de van der Waals é o aditivo de trés partes: forca Keesom Fk, a forca Debye Fp e a
forca London F, como mostra a equacao 2.2. com cada forga correspondendo a trés
origens distintas: dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e dipolo induzido-dipolo induzido,
respectivamente (REIFENBERGER, 2016).

Foaow = Fr + Fp + F}. (2.2)

As forcas de Keesom, ou efeito de orientacao, sao quando dois dipolos permanentes
interagem devido ao campo elétrico do dipolo. A orientagdo é importante para esse efeito,
uma vez que se os dipolos estao paralelos, a forca sera atrativa, mas se forem antiparalelos,
sera repulsiva. Sendo atrativa ou repulsiva, essa interacao perde efeito quando ocorre
aumento da temperatura, pois movimentos dos dipolos permanentes ficam desordenados
(REIFENBERGER, 2016)(MARGENAU, 1939). O potencial de interagao de Keesom pode
ser dado na forma de:

2,2
Uk(z) = —if = " 3(me) T 4;;;?)22 kazlw (2.3)
onde uf e u3 sdo os momentos de dipolo das moléculas ou dtomos, € é a constante de

permessibilidade elétrica do meio, Kp ¢é a constante de Boltzmann e T' é a temperatura.
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As forgas de Debye, ou efeito de inducao, ocorre quando um dipolo permanente
interage com uma molécula, ou atomo, apolar exibindo momentos de dipolo induzido.
Isso ocorre devido a polarizabilidade intrinseca das nuvens eletronicas que constituem
as ligagOes entre os atomos, respondendo ao campo eletromagnético aplicado. Assim,
um unico dipolo permanente com campo eletromagnético induz um momento dipolar na
nuvem eletronica de outro dtomo apolar (REIFENBERGER, 2016)(MARGENAU, 1939).

O potencial de interagao de Debye pode ser dado na forma de:

Ch ulagy + udag 1
U = —-——- =
p(z) 26 (4mepe)? 267

onde aqo e age sao as polarizabilidades eletronicas da molécula ou atomo.

(2.4)

Jé& as forcas de London, ou forgas de dispersao, constituem na maior contribuicao
para as forcas de van der Waals sendo até mesmo cem vezes maior que as forcas de
Keeson e Debye. London propos que as ligacoes interatomicas podem induzir momentos
de dipolo locais em ligacoes interatomicas préximas. Utilizando-se da fisica quantica,
London introduziu o conceito de que até mesmo no seu estado fundamental e no zero
absoluto, o elétron ainda produz um certo movimento que corresponde as flutuacoes da
nuvem eletronica. Esse movimento produz ondas eletromagnéticas da forma de fotons
virtuais induzindo momentos de dipolo na nuvem eletronica de atomos vizinhos. Sendo
assim, as interacoes de dipolo induzido com dipolo induzido produzem uma forca atrativa
aditiva para todas as ligacoes interatomicas em atomos e/ou moléculas. Essa, sim, é uma

contribuinte universal, ja que estd presente em todos os atomos e moléculas.

Cr 3 apap vy 1 (2.5)

25T 2(4mepe)? vy + 1 25

UL(Z) =

em que, hry e hry sdo os primeiros potenciais de ionizagdo das moléculas e h é a constante

de Planck. Sendo assim, o potencial da interacao de van der Waals é dado por,

3k’BT U% Ug 1 3 p201 hl/11/2 1
Upaw = B — —. 2.6
aw (4mege)? <3k‘BT + oo 3kgT + o2 28 2 (4dmepe)? vy + vy 26 (2:6)

Na equacao 2.6 temos as energias de Keeson e Debye que atua entre moléculas
e atomos polares. Essa energia é chamada de fator polar ou entrépica. Ja a energia de
London atua em todas as moléculas e 4tomos sendo o fator de dispersao (REIFENBERGER,
2016)(MARGENAU, 1939). E facil de perceber que o potencial da equacio 2.6 possui
dependencia 2. Isso é se de esperar, uma vez que o campo elétrico de um dipolo cai com
273, mas essas interacoes sao mais intimas, precisando com que os dtomos estejam ainda
mais perto acarretando dependéncia z~¢. Podemos abreviar a forma do potencial como

sendo,
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Cav
Upa = — ZGW, (2.7)

com Cyqiy = Cx+Cp+Cp, sendo constante, e z é a distancia entre os &tomos ou moléculas.
Diferentes formas para as constantes Cj, Cp e C podem ser encontradas na literatura.
Isso ocorre devido os pré-fatores considerados, determinando as restricoes impostas no

inicio de cada calculo, algo recorrente em varios textos para todas as trés contribuigoes
(REIFENBERGER, 2016).

Usando a defini¢gdo F' = —0y /0., a equacao 2.6 dara a forma da forga que atua
entre os atomos. Para o AFM, a geometria da ponta influéncia bastante na forma que a
forca de van der Waals ird ter. Para uma interacdo entre uma sonda aproximadamente
esférica e um substrato plano, Hamaker (REIFENBERGER, 2016) mostrou que a forca de

van der Waals ¢ dada por,

AR
622’

o termo Ag é conhecido como constante de Hamaker

Foaw = — (28>

O sinal negativo da equagao 2.8 nos diz que a interagao é atrativa. Vale frisar
novamente que a forma da forca de van der Waals depende criticamente da geometria
adotada no sistema sonda-amostra. Sendo assim existem varias aproximacoes adotadas
substituindo todos os pares de atomos por objetos geométricos bem definidos, além
de assumir a homogeneidade atomica, algo que ndo ocorre em superficies oxidadas ou
contaminadas. Com isso em mente, o resultado da equagao 2.8 torna-se suspeito em
pequenas separacoes de alguns angstroms. Fora isso, ainda existe a negligéncia do tempo
de propagacao do campo elétrico induzido por um dipolo flutuante, assim como ignora os
atomos vizinhos na interagao. Devido a essas diversas aproximacoes para uma abordagem
mais simples, podem deixar valores da constante de Hamaker com uma ampla variedade
de valores medidos (SEO; JHE, 2007).

2.4.2 Potencial de Lennard-Jones

Muitos outros potenciais foram propostos para entender a interagao entre atomos.

Logo apos a deducao de London sobre as forgas de dispersao entre atomos que decaem

6 v

com z~°, em 1925 foi proposta potenciais em pares na forma de r— — r~#. Atualmente, o
potencial, cujo tem a alcunha de potencial de Lennard-Jones, é um dos mais amplamente
utilizados e simples para modelar com certas precisoes as ligacoes fracas de van der Waals

(WANG et al., 2020)(ADAMS, 2001).

Como vimos anteriormente, existem interacoes atrativas entre dtomos com a
dependéncia na distancia de 2%, como mostra a equacao 2.6. Porém, a uma certa distancia,

as distribuigoes de carga se superpoem modificando a energia eletroestatica do sistema
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(KITTEL; MCEUEN, 2018). Com a superposigao da nuvem eletrénica dos dtomos, ocorre
o fendmeno chamado de principio de exclusao de Pauli: dois elétrons nao podem ocupar
o mesmo estado quéntico. Na literatura (WANG et al., 2020)(ADAMS, 2001)(KITTEL;
MCEUEN; 2018), a forma do potencial de Lennard-Jones pode ser expressa como:

SR EE]

com € sendo a profundidade do poco de potencial, onde as forgas atrativas e repulsivas
se equilibram, e ¢ é um parametro de escala de comprimento que determina a posicao
do minimo potencial. O segundo termo da diferenca expressa a forca atrativa devido aos
dipolos temporarios causados pelas flutuacoes da nuvem eletronica vista nas interagoes
de van der Waals. Ja o primeiro termo, é a parte repulsiva devido a sobreposicao das
nuvens de elétrons. Temos assim, um aumento da energia total do sistema configurando
no aumento da contribuicao repulsiva a curtas distancias.Usando a relagao forga como

derivada primeira do potencial, podemos chegar na forga entre dois atomos seguindo o

Fry = 24e KZS) - (i‘;)} , (2.10)

onde a forca de sinal positivo e negativo F' representa forcas repulsivas e atrativas,

potencial de Lennard-Jones:

respectivamente. A separacao de equilibrio entre dois atomos ocorre quando a forga
interatomica liquida é zero, ou seja, a forca atrativa é igual a forca repulsiva. Os parametros
do potencial de Lennard-Jones sao geralmente determinados a partir de dados da fase
gasosa, mas sao bem confiaveis para modelar o estado sélido dos gases nobres. Além de
ser usado para modelar sistemas covalentes e metalicos, porém muito menos precisos. Ou
seja, o potencial de Lennard-Jones pode fornecer uma compreensao qualitativa de todos os
tipos de ligagao se tratando em termos de equilibrio entre uma repulsao de curto alcance

uma atragao de longo alcance.

2.4.3 Forcas Elétricas

Forcas elétricas estao presentes nas ligagoes ionicas, sendo a principal influéncia
fisica das forgas interatomicas que atuam em uma medida realizada pelo AFM. Essa
interacao, diferente das demais aqui vistas, possui intensidade de longo alcance. Sendo

duas cargas pontuais, tal qual ¢ = ¢ = e, o potencial eletroestatico no vacuo é dado por,

62

U, = (2.11)

Aregz’
com €y sendo a permessiabilidade elétrica no vacuo e z a distancia entre os elétrons de

carga e. Sendo assim, a forca elétrica é dada pela equacao,
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2

ol (2.12)

Amegz?’

Podemos estudar a interacao eletroestatica em um sistema ponta-amostra sendo a
primeira uma esfera e a segunda, uma superficie plana. A forca eletroestatica é gerada
entre uma ponta carregada ou condutora e uma amostra possuindo diferenga de potencial

U. Para uma distdncia z menor que o raio R da ponta (SEO; JHE, 2007), temos,

meoU?R
Fs. = 000 (2.13)

e para o caso com z sendo maior que R (HAO; BARO; SAENZ, 1991), teremos,

2

Fre. = meqU? (2.14)

R

Outrora, podemos também nos utilizar da situagao em que a geometria da ponta
é um cone com extremidade esférica em uma amostra com superficie plana. Para tal,
imaginaremos a forca sendo calculada substituindo as superficies condutoras equipotenciais
por suas cargas imagem equivalentes. Para dngulos de abertura pequenos (6 < 7/9)
do cone, a ponta pode ser aproximada por uma linha carregada de densidade de carga

constante A dada por:

1 -1
\ = dregV lln (—l—cos@)] . (2.15)

1 —cosf

Isso resulta em uma forca dada pela equacao:

2

X, L

F, =
"7 dre, "4

(2.16)

em que L é o comprimento do cone, LKL r< R, V é o potencial as superficies condutoras

equipotenciais e D ¢é a distancia entre elas.

E importante lembrar que as equacdes 2.13, 2.14 e 2.16 néo consideram a influéncia
de cargas ou corpos carregados vizinhos. A atragdo eletroestatica de longo alcance costuma
ser mais forte em relacao as demais aqui estudadas. Para fins de comparacgao, pela equagao
2.13 em condigoes experimentais tipicas, com U ~ 1V, R ~ 100 nm e¢ z = 1 nm, a
forga eletrostética é de F,; ~ 3 nN (SEO; JHE, 2007). Nao satisfeitos com a comparagao,
faremos uma com a energia térmica kg1 em temperatura ambiente, sendo kg a constante
de Boltzman e T' a temperatura em escala absoluta. Em distancias atomicas de pelo menos
2 raios atdmicas, r = 2A e sendo a carga elétrica e = 1,6 - 107'%, a energia da interacio
eletroestatica é de aproximadamente 278 K gT'. Isso mostra que forcas de 3 nN possuem

uma energia de aproximadamente 300 KgT.
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2.4.4 Forcas Capilares

Forga Capilar, ou forca de menisco, foi estudado pela primeira vez em 1920 por
Fisher e Haines (BUTT; KAPPL, 2009). Forgas de capilaridade devem ser consideradas ao
estudarmos adesao entre particulas ou particulas e superficies. Um menisco liquido pode
ser formar por dois motivos. O primeiro é que duas superficies solidas forem liofilicas em
relagdo a um vapor presente entre o meio intermediario condensando o vapor para fase
liquida. O segundo motivo é a formacao de liquidos nao volateis quando existe uma fina
pelicula de liquido depositada na superficie, onde as superficies superpostas faz com que o

liquido seja retirado do filme fino para o menisco.

O estudo dessa forca é de suma importancia devido ao contato da ponta, que
possui um pequeno raio de curvatura, com a superficie da amostra podendo condensar
particulas de vapor de agua presentes na atmosfera. Sendo assim, a umidade relativa onde
o experimento é submetido é de extrema relevancia. O vapor de agua condensado gera
um anel liquido que atrai a ponta de AFM em direcdo a amostra. Vamos primeiramente
pensar no caso em que ocorre adesao de superficies sem a formagao de um anel liquido
(menisco). Uma abordagem é dada por Derjaguin- Muller-Toporov (DMT), baseada na
energia de superficie. Temos uma forga atrativa entre uma particula aderente lisa e uma

placa plana lisa de mesmo material em uma atmosfera seca,

FDMT = 47T’7R, (217)

onde funciona para particulas menores e duras no seco. Para particulas maiores e moles,

temos o método Johnson-Kendall-Roberts (JKR) com a equacao,

FJKR = 37T")/R, (218)

onde 7y é a energia de superficie e R é o raio da particula aderindo a um substrato plano.
Uma das grandes dificuldades nestes modelos presentes na literatura consiste em estimar
corretamente a energia de superficie. A energia é derivada de varias fontes diferentes e nem
sempre vao incorporar os verdadeiros mecanismos fundamentais de adesao que compoem
o sistema, pois a distancia entre as superficies e o contato nem sempre sao bem definidas
gracas a rugosidade particular de cada sistema e até mesmo deformacoes plasticas (BUTT;
KAPPL, 2009). Apesar dessa dificuldade, é seguro afirmar (RABINOVICH et al., 2002)
que boa parte da contribuicdo da energia de superficie é dada pela atragao de van der
Waals entre as moléculas do liquido e os atomos do sélido, aderindo a superficie fortemente,

dando abertura para o que chamamos de forcas de adesao.

Adicionando o vapor de dgua que sera condensado para a fase liquida, a energia da
superficie sera modificada por adsorcao. A forca capilar consiste em duas componentes
principais (RABINOVICH et al., 2002):
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Fo = Fp + Fs, (2.19)

onde Fp é oriunda do diferencial de pressao através do menisco, e Fg surge da tensao
superficial que atua ao longo do menisco. Usando coordenadas cartesianas, a equagao 2.19
pode ser expressa como (RABINOVICH et al., 2002):

Fo = ma? AP 4 2nypzsin(0y + a), (2.20)

em que 7y, € a tensao superficial do liquido, = é a distancia horizontal de intersecao entre
o menisco e a particula aderente, 6; é o angulo de contato do liquido da particula, « é o
angulo entre o eixo das ordenadas e o raio até a interse¢ao da particula com o menisco

liquido. Ap é o que chamamos de diferenca de pressao dada pela equacao de Laplace,

Ap =11 (1 - 1) , (2.21)

r oz
sendo r o raio do menisco formado.

2.45 Adesao

A adesao entre dois corpos é extremamente relevante para estudos via AFM
aplicado em sistemas biologicos. Em amostras macias, como moléculas de DNA, possuem
comportamento viscoelastico formando um comportamento nao linear. Isso acontece, pois
durante os experimentos de AFM ocorre um contato entre ponta e superficie da amostra
na qual chamamos de identacao. A equacao 2.1 funciona bem para amostras infinitamente
mais rigidas que a ponta apresentando comportamento linear. Porém, para amostras
biolégicas o comportamento segue uma proporcao dada por (COHEN; LIGHTBODY;
BRAY, 1997),

F o 6", (2.22)

com J sendo a identacdo e n o expoente associado a geometria do identador. Como a
identacao ocorre no quando a ponta entra em contato com a superficie da amostra, temos

simplesmente um problema de contato entre superficies.

O primeiro a abordar esse tipo de problema foi o Hertz (REIFENBERGER, 2016).
Essa teoria é razoavelmente aplicada quando forgas de van der Waals, forcas eletroestaticas
e quimicas sao despreziveis em comparacao a interagao repulsiva elastica. Sendo assim,
vem sendo aplicada somente em materiais elasticos, lineares, homogéneos, isotropicos e
sem apresentar forcas de superficie atrativas. Assim, a for¢a de atracao seguindo o medo

de Hertz é dada por,
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Flert= =, (2.23)
O raio de contato a’*"** e a identacdo 67¢"** sdo dados por,
R F 1/3
Hertz tip
= 2.24
¢ ( K ) ’ (2:24)
CLHertz
sHerts = — 2.25
o (2.25)

com Ry;, sendo o raio da ponta, F' sendo a forga aplicada no contato (carga normal), K é
uma constante que relaciona os modulos de Young da esfera e da superficie considerando

a razao de Poisson da esfera e da superficie.

Derjaguin, Muller e Toporov desenvolveram o método DMT para descrever o
contato de uma esfera elastica com adesao contra uma superficie plana rigida. Este modelo
visa ampliar o modelo hertziano, ao considerar a adesao e a esfera o substrato apds o
contato. Ou seja, considera a atracao entre ponta e superficie da amostra. A forga de

DMT M

adesiao FOMT o raio de contato a?M7 e a indentacio 6PM7T sdo dados em fungao da forga

aplicada seguindo as equagoes abaixo.

FgMt = 2w RyiyWss, (2.26)
1/3
oo (Bl =AY -
§PMT — i (2.28)
Rtip ’ .

sendo Wip3 o trabalho de adesao necessario para separar as duas superficies. Em muitas
circunstancias, Wio3 possui valores bem baixos, mas em experimentos realizados em AFM,

valores em escalas nanométricas possuem grande valor.

Em contraste dos modelos ja apresentados, Johnson, Kendall e Roberts apresentaram
um modelo (JKR) que prevé um comportamento histerético gragas ao estreitamento da
amostra. Sendo assim, o modelo abrange apenas forcas de atracao que ocorrem na area
de contato e nao forcas de longo alcance entre a esfera e a superficie da amostra. A forca

FJKE o raio de contato aP/KF §IKR

e a indentacao sao dados considerando a energia
total, que esta inclusa a energia elastica armazenada, energia mecanica transmitida pela

forca aplicada e energia superficial. Temos assim,

3
FIER — intiPWm, (2.29)

B o\ 1/3
ti
KR — (KP [\/FCZJdKR_i_ \/Fé]dKR_i_F} ) , (2.30)
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JKR2 4 FJKR JKR
e R 230
tip tip

Dentre todos os modelos, o JKR é o mais complexo de todos, pois nao considera a

conversagao do sistema e requer um conhecimento prévio do contato entre as superficies. O
método JKR é o melhor aproximado para determinar qualquer forca adesiva necesséaria para
descrever superficies altamente deformaveis, em comparacdo ao DMT (REIFENBERGER,
2016). Vale mencionar que nenhuma forga atrativa de longo alcance foi incluida no modelo
JKR. Quando ocorre o contato esfera-substrato, o raio de contato se forma e uma forga
adesiva surge a partir da interacao de curto alcance entre as particulas da ponta e o
substrato. A forca adesiva puxa a ponta em dire¢ao ao substrato e produz uma deformagcao
sem a necessidade inicial de uma forca aplicada. Mas ao aplicar essa forca, a deformacao e
raio de curvatura aumentam. Quando a forga aplicada retorna ao valor zero, devido a nao
conservacao, o comportamento do modelo JKR difere do inicial. O raio de contato diminui
durante a retirada da ponta até que o raio de contato critico seja alcangado quando a

ponta repentinamente se solta do substrato.

Sendo assim, a forga de adesao pode ser definida como a forca maxima necesséria
para romper o contato entre a ponta e o substrato durante a retracao da ponta. Conhecendo
os modelos de Hertz, DMT e JKR que consideram forcas atrativas de longo e/ou curto
alcance, podemos definir que as forcas de adesao sao um combinada das forcas de van der
Waals Fqw, forcas elétricas Fy;, forcas de capilaridade F,,, e forcas de ligagoes quimicas
Foui

Fad:deW+Fel+Fcap+Fqui- (232)

E importante ressaltar que as forcas quimicas podem contribuir abundantemente nas
forcas adesivas. Isso se deve as dopagens que podem ser realizadas em sondas funcionalizadas

criando um tipo de sistema receptor-ligante com o substrato.

2.4.6 Forcas de Dupla Camada

Forcas eletroestaticas de dupla camada em um eletrélito aquoso sao importantes na
fisica e biologia. A geracao de gradientes de cargas superficiais no eletrélito, chamado de
dupla camada elétrica (EDL), ocorrem quando superficies se aproximam o suficiente para
ocorrer sobreposicao das EDL das respectivas superficies. E interessante ver a importancia
das EDL na biologia, pois seu estudo leva a conclusoes em processos celulares, tais como
adesao celular, estabilidade da estrutura proteica, condensacao do DNA e interacoes
membrana-proteina, DNA-proteina e proteina-proteina (SOTRES; BARO, 2010)

O estudo das EDL pela AFM faz com que a area de interagao seja extremamente

reduzida, com isso pode-se verificar a densidade de cargas na superficie local na interacao
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ponta-amostra (RAITERI; CRATTAROLA; BUTT, 1996)(SOTRES; BARO, 2010). Em
um experimento de AFM, a abordagem mais comum é a solucao da equacao de Poisson-
Boltzmann para o potencial eletrostatico, uma equagao nao linear de segunda ordem.
Essa equacao nao pode ser resolvida analiticamente, mas com aproximagoes pode-se obter
uma expressao. Uma delas é a energia de interacdo EDL por unidade de area de dois

semi-espagos paralelos planos,

20103\, _ -
WEDL(T) = —€ A, (233)
€€0
sendo ¢ a constante dielétrica do meio, £ a permissibilidade do vacuo, o; e o9 sao densidade
de cargas superficiais, D é a separagao e Ap é o comprimento de decaimento de Debye

definido como:

1
ecokpT \?
Ap = [ EEokBL 9.34
) (Z) , (2.3)

com kgT' ¢é a energia térmica, ¢; e z; sdo os valores de concentragao e valéncia do i-ésimo,
tipo de ion presente na solucdo. A energia de interacao dada pela equagao 2.33 pode ser

relacionada por uma forga, usando a aproximacao de Derjaguin (SOTRES; BARO, 2010),

27TR1 R2

HORIESe

} W(r), (2.35)

em que Ry e Ry sd0 os raios de curvatura das respectivas superficies. Caso um dos raios

for muito maior que o outro, podemos aproximar ainda mais sobe o formato,

F(r) = 2rRW (r). (2.36)

Na maioria dos experimentos de AFM, a amostra é considerada plana e homogénea
quando comparada com a ponta (uma esfera de raio R;). Portanto, a forca EDL entre
uma ponta de AFM e uma superficie plana separada por uma distancia r com densidades
de carga superficial oy e oy, respectivamente, pode ser expressa como (SOTRES; BARO,
2010):

ArRyoo ), o
Frpr(r) = %e 3 (2.37)
0

2.5 Modos de Operacao do AFM

Pudemos contemplar varias forcas de diversas naturezas que atuam no experimento
do AFM. Por se tratar de forcas em regimes atrativos e repulsivos, o microscopio opera

em diversos modos de operagao/varredura. Os mais citados sao: modo contato, modo
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tapping e modo nao contato como mostra a figura 8. E interessante entender os modos
de operacao, pois os mesmo. além de gerarem imagens topograficas, podem investigar

informagoes fisicas da natureza das forgas ali atuantes.

O modo contato atua no regime repulsivo indicada pela regiao 1 na figura 8. Quando
a constante de mola for menor que a superficie, 0 mesmo ird se curvar para cima devido
as forcas repulsivas ali dominantes, variando o sinal do laser incidido no fotodetector sem
deformar a amostra. A imagem topografica é formada mantendo as forcas entre a sonda
e a amostra constantes, e, consequentemente, uma deflexdao constante. Para amostras
bioldgicas, o ideal é a utilizacado de cantilevers bem flexiveis (ALENCAR, 2007). Esse
modo possui a vantagem de operar de forma rapida, abrindo a possibilidade da anélise de

fricgdo, mas possui desvantagens podendo danificar amostras moles (BELLITTO, 2012b).

Modo tapping ou intermitente atua na regiao 2 da figura 8. Ele é semelhante ao
modo contato, porém o cantilever faz contato intermitente com a superficie da amostra
oscilando a uma frequéncia proxima de sua frequéncia de ressonancia enquanto é efetuado
a varredura (ALENCAR, 2007). Assim, ponta entra em contato levemente na superficie
da amostra. Uma das vantagens deste modo de operagao ¢ a redugdo drastica das forgas
laterais devido a fragdo pequena de tempo de contato, auxiliando a visualizacao de amostras
que nao aderem muito ao substrato. O atrito desprezivel deste modo de operacao acaba

sendo importante para materiais biologicos. ha dois tipos de mecanismo do modo tapping

(BELLITTO, 2012b):

o Imagem de Amplitude: faz com que o de feedback ajusta o piezo na dire¢do z para
que a amplitude da oscilagao do cantilever permaneca aproximadamente constante.
As tensoes necessarias para manter a amplitude constante podem ser compiladas em
uma imagem (sinal de erro), e esta imagem pode muitas vezes fornecer alto contraste

entre as caracteristicas da superficie.

o Imagem de fase: foca na diferenga de fase entre as oscilagoes acionadas do cantilever
e as oscilagoes medidas, que pode ser oriunda a diferentes propriedades do material.
Por exemplo, a quantidade relativa de atraso de fase entre o cantilever oscilando
livcemente e o sinal detectado pode fornecer informacoes qualitativas sobre as

diferengas na composicao quimica, adesao e propriedades de atrito.

Por fim, o modo nao contato que ocorre quando a ponta se aproxima da superficie
da a amostra, conforme a regiao 3 da figura 8 indica. Devido as forgas atrativas de van der
Waals, a ponta nao toca a superficie da a amostra oscilando com frequéncia v = w/(27).
Por conta das oscilagoes, o cantilever pode ser moldado como um oscilador harmonico
(CAPPELLA; DIETLER, 1999). Esse modo possui a vantagem nas forgas muito baixas

sofridas na amostra e um aumento de vida ttil de pontas. Mas possui desvantagens de
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Figura 8 — Modos de Operacao por AFM: modo contato, modo tapping e modo nao
contato. Todos eles operam em regimes de forcas atrativas e/ou repulsivas
seguindo sua natureza fisica e distancia entre ponta-amostra
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Fonte: Proprio Autor

possuir resolugoes geralmente baixas, apresentando camadas de contaminagao na superficie

da amostra prejudicando a oscilagao do cantilever.

Os diferentes modos de operacao abrem um leque de possibilidades de caracterizacao
de amostras. Dependendo do seu interesse, pode-se estudar amostras duras no modo contato,
materiais bioldgicos moles no modo tapping ou com certa adesao superficial fraca e estudo
de superficies macias no modo sem contato. Assim, fica claro que as curvas de forca obtidas
pelo AFM evidenciam propriedades fisicas da amostra devido a origem das forgas atuantes

em cada regime.

2.5.1 Espectroscopia de Forca

Analisar as propriedades da amostra por AFM, requer o modo de espectroscopia
de for¢a nas curvas de forga por deslocamento F'(z). Sendo assim, tais propriedades da
amostra sao derivadas das mudancas de deflexdo sentidas no cantilever. Em uma tinica
curva, figura 9, temos a interagdo da ponta com a superficie da amostra a cada ponto do
grafico. A curva de forga consiste em duas partes: aproximagao da ponta a superficie da
amostra (linha azul da figura 9) e a retragdo (linha vermelha tracejada). A forma da curva

de forca depende das propriedades fisicas e quimicas de duas superficies de interacao.

Conforme a ponta se aproxima da superficie da amostra, forcas van de Waals de

curto alcance atraem a ponta devido ao fato do gradiente da forca de atracdo ser maior
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que a constante da mola do cantilever(regiao 1 da regiao 9). O contato ocorre apés o jump
contact: salto para o contato (regiao 2). Apés o contato, ainda hd uma diminui¢ao da
distancia ponta-amostra sobrepondo as nuvens eletronicas das duas superficies, originando
uma repulsdo oriunda da mecénica quéntica (regiao 3). Apés atingir um méaximo de forca.
ocorre a retracao da curva de forca diminuindo a distancia e as forcas repulsivas. A ponta
nao se separa imediatamente da superficie da amostra no mesmo ponto em que comecou
a tocar, deflexionando a ponta (regiao 4). O nao desprendimento é causado por forgas
adesivas. Ap6s uma forca minima na curva de retracao. a forca eldstica do cantilever
excede o gradiente de forgas adesivas, separando a ponta da superficie da amostra (regiao
5). Por fim, a separacao resulta em flutuagoes (oscilagoes) do cantilever em torno do seu

ponto de equilibrio (regido 6).

Figura 9 — Esquema de uma tipica curva de for¢a por deflexdo/deslocamento, oriunda em
uma amostra macia.
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Fonte: Préprio Autor

A curva de forga representada na figura 9 é caracteristica de materiais viscoelasticos.
A aproximagao e retracao das curvas de forgas formam uma histerese entre elas. A histerese
no ciclo de aproximagao/retragao da curva de forga é gerada pelo trabalho realizado, dada
uma forga resultante entre a forga eldstica e viscosa (F,. = F,, + F),) atuante no cantilever,
perdido por um atrito interno do préprio material. O ajuste das Utilizando-se do modelo
de Hertz, o médulo elastico da amostra pode ser obtido ajustando as curvas de for¢ca em
dado intervalo de deflexdo. Usando o modelo de Hertz para um identador em formato de
cone (ponta AFM), a forga é dada por (ALENCAR, 2010),
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F(é):g £ tanfd?, (2.38)

Tl — 12

sendo F o médulo de Young, v é a razao de Poisson do material e 6 representa o angulo
de abertura da ponta conica e ¢ a identagao provocada pela sonda de AFM na superficie
da amostra. A forca na equagao 2.38 faz jus aos estudos de propriedades viscoelasticas da
amostra, uma vez que o contato da ponta provoca uma identacao na amostra deformando-a
levemente. E vale ressaltar que o médulo de Young possui papel fundamental para o estudo
das propriedades elasticas, uma vez que seu valor baixo significa mais facilidade em identar
(deformar) a amostra e seu alto valor oferece uma resisténcia a deformagao (FEYNMAN;
LEIGHTON; SANDS, 1965).

Forcgas de adesao sao obtidas durante a retragao do cantilever, principalmente na
regiao 4 para a regiao 5. O cantilever,” preso” a superficie da amostra, é solto apos a
deflexao negativa dele gerar uma forga eldstica o suficiente para superar o gradiente de
forcas adesivas atuantes no sistema. A forca adesiva maxima é denotada pelo F,;, na
figura 9. Assim como pode-se obter a adesividade pelo trabalho realizado pelas forgas
adesivas, utilizando-se da drea da curva de deflexdo/deslocamento em uma porgao negativa

de deflexdo.

Na abordagem de Oliver e Pharr (OLIVER; PHARR, 2004), a deformagao causada
na retragao da curva de forga retorna ao seu estado inicial apenas para a parte elastica da
amostra, enquanto a parte pldstica permanece inalterada. E interessante esta abordagem,
pois as identagoes feitas na superficie da amostra podem deformar plasticamente o material
devido as pressoes altas aplicadas na amostra. Visto isso, a abordagem considera apenas
o processo de carga de alivio forga sobre a superficie. Para este método, um parametro

importante consiste na dureza S da superficie dada por,

dF
S=—, 2.39
e (2.39)
onde a derivada dF'/dz é a derivada primeira da forga aplicada na superficie em relacao
a distancia. Tal propriedade pode ser analisada a cada ponto da superficie da amostra

gerando um mapa de dureza do material.

2.5.2 PeakForce Quantitative NanoMechanics

PeakForce Quantitative NanoMechanics (PFQNM) (KWASNIEWSKA et al., 2021)
¢ um modo de operacao relativamente novo que facilita a aquisicao de dados topograficos
da superficie e pardmetros mecanicos como adesao, dissipagao de energia e deformacao
com mesma resolugao espacial. O experimento PFQNM pode ser utilizado para testes de

nanoidentagoes. Funcionando em uma ampla variedade de sondas, ¢ possivel realizar uma
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correlagao dos parametros de altura do AFM com parametros nanomecanicos facilitando

as relagoes topograficas com propriedades fisicas.

Neste modo, as sondas oscilam a uma frequéncia (0.5 - 2 kHz) muito abaixo da
ressonancia do cantilever com picos de amplitudes, acarretando periodicidade no contato
com a amostra em um curto peridio de tempo e uma forca oscilatéria é exercida na
superficie da amostra (TRTIK; KAUFMANN; VOLZ, 2012). A cada “toque” da sonda
com superficie da amostra é coletada uma curva de forca vs distancia. A real novidade da
técnica consiste em controlar um “pico de forca” que é aplicada a cada ponto na superficie

da amostra, sendo mantida constante gragas ao sistema de feedback durante a varredura.

2.6 Dados Quantitativos a partir dos mapas topograficos.

E evidente que as caracteristicas topograficas de uma amostra diz muito sobre ela.
Na cornea estas propriedades sdo amplamente estudadas visando as diferengas de rugosidade
em cada camada do tecido ocular (JUMELLE et al., 2017). A maneira como estruturas das
camadas da cérnea estao distribuidas ao longo de suas respectivas superficies dizem muito
sobre elas. O epitélio precisa ser uniforme para manter suas fungoes nativas utilizando-se
das nanovilosidades (RATES et al., 2022)(LOMBARDO et al., 2006). Feixes de fibras de
colageno do estroma precisam ter certa organizacao para manter a cornea transparente,
caso contrario, o colageno contrai-se devido ao acimulo de liquido desorganizando as fibras.
O endotélio, por mais que possua células assimétricas hexagonais, podem ainda mais
mudar sua forma devido sua habilidade de pleomorfismo. Sendo ainda mais direto, cada
camada possui suas préprias componentes depositadas em suas superficies, e a rugosidade
de cada uma é bem caracteristica, o que pode até nos ajudar a identificar cada camada
corneana (LOMBARDO et al., 2006)(LOMBARDO et al., 2012). Fisicamente falando, a
rugosidade acaba tendo um papel importantissimo para a refracdo da luz que incide nos
olhos, uma vez que a rugosidade pode atuar no espalhamento da luz refletida na superficie

das camadas do tecido ocular, como mostra a figura abaixo (SILVA et al., 2016).

Sabemos que patologias, tal como a CB detalhada na secao 2.2, modifica bruscamente
e progressivamente a superficie das camadas da cérnea. Assim uma manifestagdo microscépica
nas estruturas internas da cornea podem levar a efeitos macroscopicos, como os sintomas.
Usando a definigdo de irregularidades na textura da superficie (CRUZ et al., 2016), fica claro
a necessidade de estudar mais a fundo a rugosidade das camadas corneanas. Vale mencionar
que as irregularidades da superficie de amostras podem estar associadas com diversos
fatores, tais como: contaminagcao, rugosidade topogréfica e rugosidade composicional (sendo

as duas ultimas randomicas ou periddicas).

Precisamos entender alguns conceitos basicos de superficies para entendermos a

rugosidade de cada superficie. Primeiro a superficie geométrica, que consiste na superficie
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Figura 10 — Raios incididos sdo refletidos devido as irregularidades na superficie do

material.
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Fonte: Propio Autor

ideal, onde nao existem irregularidades. Tal definicao serve de referéncia. A superficie real
é aquela que limita o corpo em relacao a sua superficie geométrica compondo picos e vales.
A superficie da figura 10 mostra um exemplo de superficie real. Ja a superficie efetiva é
aquela medida por alguma técnica aproximando-se da superficie real. Cada superficie aqui
definida possui um perfil: geométrico, real e efetivo. Perfil geométrico é a interseccao de
um plano perpendicular com a superficie geométrica. Ja o perfil real é a interseccao do
plano perpendicular com a superficie real. O perfil efeito é aquele que se obtém apds medir

o perfil real e consegue mostrar os devidos da superficie a partir de uma linha média.

A rugosidade é caracterizada por muito pardmetros, como: altura, espacamento
e hibridos (CRUZ et al., 2016). E mais comum usar pardmetros de altura para calcular
rugosidade indicando as diferencas de tamanho entre os picos e os vales presentes no
material. Quantificar a rugosidade das superficies, ha a rugosidade média e rugosidade

média quadratica nos parametros de altura.

A rugosidade média Ra pode ser definida como a média aritmética dos desvios
dos n valores absolutos de picos e vales do perfil efetivo, no comprimento medido. A
rugosidade média pode ser aproximada como uma soma dos valores das alturas Z, dividido

pelo niimero de alturas tomadas:

1 n
Ra=—> |z, (2.40)

n

=1
sendo n o nimero de pontos contidos no espaco selecionado para medir Ra e z; é a distancia
vertical maxima entre os pontos mais altos e mais baixos na imagem antes do ajuste do
plano. A figura 11 mostra como este parametro pode ser obtido através da linha central,
onde a area de cima da linha seja igual a area de baixo. Nao o bastante, a rugosidade

média pode ser entendida graficamente como a area abaixo do retdngulo pela equagcao:
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Figura 11 — Parametro Rugosidade Média Ra.
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1 /L
Ra = —/ |z(x)|dx, (2.41)
L Jo
sendo L a largura da area considerada.

Algumas consideragoes devem ser feitas sobre a rugosidade média. Ela é um valor
absoluto, sendo bem definido e facilmente medido. Mas podem ter uma desvantagem:
valores muito distantes da média podem ficar ocultos e com isso defeitos podem ficar
escondidos e nao considerados em alguma andalise. Sendo assim, superficies diferentes

podem conter o mesmo valor de rugosidade média, como mostra a figura 12.

Figura 12 — Diferentes irregularidades podem dar valores iguais de Rugosidade Média.
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Para tornar os dados mais precisos, a rugosidade média quadratica RM S representa
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o desvio padrao da distribui¢ao das alturas da superficie (SILVA et al., 2016). Este meio é

mais sensivel as variagoes das irregularidades em comparagao ao Ra.

Podemos definir matematicamente RM .S como sendo a equacao 2.42. Em seguida,
apresentaremos os materiais e métodos utilizados para a caracterizagao das propriedades

nomomecanicas e ultraestruturais das camadas epitelial e endotelial pelo uso da AFM.

RMS = ¢ i / " 2()de. (2.42)
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3 Materiais e Métodos

Neste trabalho foram analisadas duas camadas de cérneas humanas: epitélio anterior
e endotélio posterior. As préoximas secoes detalharao os grupos e aquisicdo das amostras,

preparacao e analise de suas propriedades fisicas.

3.1 Aquisicao das amostras

A pesquisa se concentrou nas alteragoes das propriedades biofisicas das camadas
epitelial e endotelial das cérneas humanas, consistindo nos seguintes grupos: grupo epitélio
CTRL (Epitélio Controle), grupo epitélio CB (Epitélio com Ceratopatia Bolhosa), grupo
endotélio CTRL (Endotélio Controle) e grupo endotélio CB (Endotélio com Ceratopatia
Bolhosa)

As amostras de cérneas, ver Figura 13, utilizadas nesta pesquisa foram obtidas
em parceria com o Banco de Olhos da Universidade Federal do Maranhao (HUUFMA,
Sao Luis, Maranhao, Brasil), com aprovagao pela Comissao de Etica em Pesquisa (CAAE
n° 16031219.0.0000.5086), e posteriormente preservadas em optisol. Ao todo foram seis

amostras de corneas humanas (n=6) para cada grupo analisado.

Figura 13 — Amostra de Coérnea adquiridas em parceria com o Bando de Olhos da
Universidade Federal do Maranhao - HUUFMA.

3.2 Preparacao das amostras

Primeiramente as cérneas foram preservadas cortadas em quadrantes usando uma
lamina de bisturi n® 15. Cada quadrante foi utilizado para analisar as camadas epitelial
e endotelial. Antes de ser analisado no AFM, o tecido foi devidamente fixado ao disco

magnético do equipamento com adesivo instantaneo a base de ciano acrilato.
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Para analise do epitélio, quadrantes da cornea foram deixadas voltadas para cima
acessando a parte anterior da camada. Para andalise do endotélio, quadrantes da cornea
foram deixadas voltadas para baixo acessando a parte posterior dessa camada. As amostras

foram feitas em ar apods os quadrantes de tecidos terem secados pelo ar ambiente.

3.3 Experimentos de Microscopia de Forca Atomica

3.3.1 Parametros de varredura

Discos magnéticos contendo quadrantes da cornea foram analisadas no microscopio
Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA), Figura 14, utilizando sondas de silicio de
raio nominal de 2 nm, com constante de mola nominal de 0.4 N/m; no entanto, a constante
de mola real foi calibrada usando o método de ruido térmico (BELIKOV et al., 2014). O
modo de varredura aplicado foi o Peak Force Tapping Quantitative Nanomechanics(QNM),
adquirindo mapas topograficos juntamente com mapas nanomecanicos da superficie da
amostra. Todos os dados foram obtidos em um ambiente de ar (42% de umidade e 23 °C),

com taxa de varredura de 0.5 Hz.

Figura 14 — Microscépio de Forga Atomica Multimode 8 - Bruker
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Com tamanho de varredura entre 10 um? a 2 um? e frequéncia de aquisicao de
curva de 1 kHz, foram realizadas andlises da membrana celular das camadas epitelial e
endotelial e notar as diferengas entre controle e patologia. Um total de seis corneas de
diferentes individuos foram analisados. Para comparagoes entre dados das propriedades

biofisicas entre cada grupo, foram utilizados mapas de tamanho de varredura de 5 x 5 um.
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Para geracao dos mapas e analise dos dados quantitativos de rugosidade e propriedades

nano mecanicas, foram utilizados os softwares Nanoscope Analyses 2.0 e Gwyddion 2.57.

3.3.2 Analises Ultraestruturais

Para os dados AFM, a andlise estatistica de rugosidade foi baseada na altura de
cada pixel da imagem, analisada a partir do mapa de altura. O parametro R, (rugosidade
média quadratica) foi empregado para o cdlculo da rugosidade nesta etapa. Para evitar
alteracoes nos valores reais, nenhum pré-tratamento da imagem foi realizado nos mapas

antes do calculo deste parametro. Conforme mencionado, o tamanho da varredura foi

1 N
R, = szg, (3.1)
=1

onde z é a altura de cada pixel e N é o niimero total de pixeis (no nosso caso, 65.536), com

padronizado.

tamanho de digitalizacao padronizado para 5 x 5 pm. Antes da analise da rugosidade,
os mapas foram pré-tratados com um ajuste polinomial de terceira ordem (GONG et al.,
2016), permitindo que diferengas de altura mais expressivas, especialmente promovidas pela
preparagao da amostra, fossem minimizadas, resultando em topografia com contribui¢oes
mais significativas de estruturas de membrana ou fibras de colageno dependendo da camada

analisada.

Para analisar os didmetros das estruturas encontradas na superficie epitelial e
nas fibras abaixo da membrana de Descemet fibréoticas encontradas, foram medidas
aproximadamente 150 (80) fibras de coldgeno (crateras) de cada camada usando o software
Nanoscope Analyses 2.0 com a ferramenta Section Analysis, distancia da largura a meia

altura de cada fibra.

3.3.3 Analises Nano mecanicas

Cada curva obtida durante as medigoes utilizando o AFM carrega muitas informagoes
de naturezas fisicas diferentes sobre a amostra que estd sendo analisada. A figura 9 mostra
um ciclo de aproximagao (linha azul) e retracao (linha tracejada vermelha) de uma sonda
AFM da superficie de uma amostra. Para cada informacao contida nas curvas de forcas, é
aplicado modelos matematicos, citados aqui no trabalho, para extrai-las. Dados de dureza
da membrana celular epitelial e endotelial foram calculados a partir da regiao de inclinacao

destacada em verde na figura 9.

Valores de declividade foram considerados na porcao de contato das curvas de

aproximacao, em intervalos de 30-70% dos valores de deflexdao da curva de forca apds o
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ponto de contato da ponta com a amostra. Para os dados de adesdao obtidos, foi utilizado

a equagao 2.29,

3
Fotht = §7TRtipW123a (3.2)

com valores de forgas maximas negativas, que representam a resisténcia do cantiléver de

retrair a partir da superficie a amostra, na curva de retragao.

Os dados de area e volume foram calculados a partir dos mapas topograficos de 5
pum? da membrana celular endotelial, utilizando o software Gwyddion 2.57, selecionando

dreas de 1 um? percorrendo todo o mapa topogréfico.

3.3.4 Analises Estatisticas

Usamos a distribuicao normal pelo tnico critério avaliado pela variancia one-way
(ANOVA) e pos-teste de Turkey, considerando, valores estatisticamente significativos
quando p < 0.05. As andlises estatisticas e graficos foram feitos pelo software ORIGIN.

Para todos os dados, o erro calculado foi o desvio padrao (média £ DP).

A seguir, serdo apresentados os resultados obtidos nessa pesquisa seguindo a

metodologia aqui exposta, assim como as discussoes sobre os mesmos.
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4 Resultados e Discussoes

Nas secoes anteriores discutiu-se a teoria, bem como a descri¢ao experimental com
aparatos estatisticos de rugosidade e propriedades nano mecéanicas para caracterizacdo das
camadas epitélio e endotelial de cérneas humanas, assim como as altera¢des provocadas
pela patologia CB. Utilizando-se da metologia aqui apresentada, nas proximas segoes sera
abordado os resultados obtidos explorando os parametros estruturais e nano mecanicos,

comparando esses resultados com aqueles obtidos em amostras com altera¢oes patologicas

4.1 Avaliacao Ultraestrutural do Endotélio

Gragas ao poder de resolucao do AFM, com sua resolucao vertical e horizontal
operando no ar, aproximadamente 0.1-0.5 nm e 1-5 nm, respectivamente, dependendo da
rigidez da amostra (AMORIM et al., 2022), observagoes podem ser feitas comparando a
membrana celular endotelial controle com as patoldgicas. Mapas topograficos bidimensionais

do endotélio investigados neste trabalho sao apresentados na Figura 15.

Figura 15 — Mapas topogréficos 5um?m da membrana celular endotelial controle (A) e
patolégica (C). Maiores detalhes podem ser visualizados no zoom de 1um?
(B-C) destacado nos mapas topograficos de cada grupo.
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A Figura 15A mostra a membrana celular de uma tnica célula endotelial saudavel.
Podemos observar a presenca de estruturas globulares (saliéncias) em sua superficie, algo

que foi reportado na literatura como sendo pequenas (300 — 500 nm), médias (500 — 800
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nm) e grandes (800 — 1500 nm)(ALBUQUERQUE; PIGATTO; FREITAS, 2015). A Figura
15B amplia as saliéncias destacadas na membrana celular da Figura 15A pelo quadrado
pontilhado branco, mostrando que as estruturas globulares sdo numerosas e uniformemente
distribuidas. Tais estruturas podem conter pocos e glicocalices, componentes importantes
para deixar o endotélio uniforme devido ao contato com o humor aquoso no endotélio
posterior influenciando beneficamente para a refracdo da luz na porgao posterior da cornea
(ALBUQUERQUE; PIGATTO; FREITAS, 2015)(LYDATAKI et al., 2003a). Todavia, a
patologia CB surge devido a danos no tecido ocular, provocando morte celular da camada
endotelial. Assim o niimero de células endoteliais decaem a uma taxa anormal. Com esta
causa, o efeito sdo espacos deixados pela apoptose celular fazendo com que as demais
células da camada tendem a migrar (esticar-se) para a regiao de vacancia, aumentando sua
area superficial, saindo da forma hexagonal assimétrica e adotando formas pleomorficas
para manter o endotélio funcional. Esta migracao, é possivelmente atribuida aos resultados
encontrados na Figura 15D que evidencia a membrana celular endotelial portadora de CB
com regides mais baixas indicando que o niimero de saliéncias nao permanece 0 mesmo,

ocasionando em mudancas na densidade superficial da membrana endotelial.

A Figura 16 mostra mapas topograficos 2D e 3D da regiao posterior de corneas

que apresentaram fibrose em alguns dos quadrantes separados para andlise.

Figura 16 — Mapas topogréaficos de 10um? bidimensionais (A) e tridimensionais (C)
mostram os feixes de coldgeno da matriz extracelular formada pelas lesoes. O
coldgeno pode ficar ainda mais evidente em varredoras de 5um? 2D (B) e 3D
(D). Estruturas globulares podem ser destacadas em grandes (setas azuis) e
pequenas (setas vermelhas)

D 203.3 nm
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A sonda do AFM localizou as fibras de colageno indicando a fibrose devido
a progressao da doenca e degeneragao da monocamada endotelial, apresentando algo
semelhante a uma matriz extracelular desorganizada diferenciando-se da membrana
de Descemet que apresenta um padrao mais compacto e poroso (MEDEIROS et al.,
2019)(OLIVEIRA; WILSON, 2020). E possivel observar as fibrilas de colidgeno que
apresentam um arranjo em feixes 16A. As fibrilas tém um didmetro médio de 62,69
+ 6,25 nm.Na Figura 16A é possivel olhar estruturas globulares pequenas e grandes,
setas vermelhas e azuis, respectivamente, na superficie dos mapas topograficos. Fibras
de coldgeno podem ser bem mais observadas ampliando os mapas, como indica a Figura
16B. O provavel é que esse processo seja regulado pelo fator de crescimento pro-fibrético
B (TGF-3) e pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (MEDEIROS et
al., 2019). que aumentam sua produgdo apds lesoes endotelial diferenciando componentes
celulares do estroma em fibras de colageno. Ljubimo et al. evidenciaram que cérneas
portadores de CB possuem depositos de fibrilares da glicoproteina de tenascina entre o
estroma posterior e a membrana de Descemet, corroborando com os dados topograficos
apresentados na Figura 16(LJUBIMOV et al., 1996b). Um esquema apresentado na Figura
17 pode auxiliar na visualizacdo do processo da formacao da camada de fibrose, onde
ocorre a diferenciagdo de fibroblastos, ceratocitos ativados, e fibrocitos derivados da medula

Ossea em miofibroblastos e fibrose na cornea posterior criando uma matriz extracelular

desorganizada(MEDEIROS et al., 2019)(OLIVEIRA; WILSON, 2020)(WILSON, 2019).

Figura 17 — Camada fibrética nas camadas mais internas da cornea. O tecido ocular
desenvolve fibrose em resposta a lesoes.

@ Estroma

Fonte: Proprio Autor
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4.2 Avaliacao das Propriedades Nano mecanicas do Endotélio.

Devido as mudancas ultraestruturais causadas pela CB, as diferentes camadas
da cérnea sofrem uma mudanca consideravel em suas propriedades fisicas. A camada
endotelial é composta de um tnico painel de células endoteliais que possuem distribuigoes
uniformes de saliéncias. A caracteristica da CB é a ocorréncia da disfuncao endotelial por
fatores externos e internos. Com a perda progressiva da monocamada endotelial, as células

mudam seu formato aumentando a sua rugosidade, como indica a Figura 18A.

Figura 18 — Dados quantitativos de rugosidade da superficie endotelial posterior.
Podemos comparar a rugosidade (A) entre controle, patolégico e camada
de fibrose deixada pelas lesdes na monocamada endotelial até deixarem
vazios preenchidos pela fibrose. Podemos verificar o avanco da mudanga da
topografia avaliando a rugosidade comparando os mapas topograficos controle
(B), patolégico (D) e fibras (D). O asterisco indica que os grupos possuem
diferencas significativas no teste ANOVA com Turkey para p< 0,05.
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Podemos acompanhar a degradacao da camada endotelial posterior com os dados
quantitativos de rugosidade relacionando com os dados qualitativos apresentados na se¢éo
4.1. Valores médios £ desvio padrdo (DP) de rugosidade foram obtidos através dos mapas
topograficos chegando a 10,99 4+ 2.2 nm para endotélio CTRL, 13,35 + 3,34 nm Para
endotélio CB e 24,91 + 5,99 nm para camada de fibrose. As vacancias causadas pela
doenca obriga, por natureza celular, as células endoteliais a taparem o vazio esticando-se

até preencherem a monocamada, uma vez que existe a dificuldade de mitose. Deixando
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suas formas hexagonais para uma pleomérfica, a rugosidade na superficie endotelial tende a
aumentar devido a esse prolongamento da membrana celular. Isso fica evidente comparando
o grupo controle com o patolégico em 18A. Nao o bastante, as lesdes causadas na cérnea
devido a CB, causam fibrose na porc¢ao anterior da cérnea. Essa fibrose existe pelas
vacancias locais no qual a monocamada endotelial ndo consegue preencher perfeitamente.
Pelo arranjo aleatério das fibras de colageno diferenciadas de componentes celulares do
estroma, a rugosidade tende a aumentar ainda mais que a monocamada endotelial com
vacancias em sua superficie doente sem a fibrose. Este resultado pode indicar um avanco

da doenga em corneas medidas que apresentaram tal caracteristica, como mostra o mapa.

Dados que podem corroborar com o aumento da rugosidade observadas no grupo
patolégico sao dos de volume (Fig 19A) e area (Fig 19B). Valores médios + DP para o
volume ¢ de 0,052 £ 0,004 um? para o grupo controle e 0,072 £ 0,010 um? para o grupo
patolégico. Para a 4rea, temos valores médios com desvios padroes de 0,927 4 0,040 pm?
0,978 £ 0,016 pum?. Podemos observar um aumento tanto do volume quanto da area devido
a CB. Para interpretarmos estes dados, precisamos estar cientes, novamente, da adaptagao
da monocamada endotelial referente a lesdes. A F-actina é dos principais componentes do
citoesqueleto celular desempenhando um papel importante na manutencao da estrutura
da célula. Sendo uma estrutura nao permanente, mas dinamica, a F-actina é composta
de monomeros de G-actina que sdo adicionados e perdidos para deixar o citoesqueleto da

célula em equilibrio e poder se adaptar as tensoes celulares (KIM et al., 1992).

Figura 19 — Dados quantitativos de volume (A) e area (B) da superficie endotelial. O
asterisco indica que os grupos possuem diferencas significativas no teste
ANOVA com Turkey para p< 0,05.
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Gragas a perda gradual da densidade de células endoteliais, o pleomorfismo e o
polimegetismo! acabam sendo fatores em comum de cérneas com envelhecimento, diabetes,

traumas cirurgicos, infecgoes e uso de lentes de contato (KIM et al., 1992)(BEATO et al.,

L variacdo maior do que o normal no tamanho das células endoteliais
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2021)(LAING et al., 1976). Com lesoes causadas na cornea pela CB, desencadeada por
doencas ou traumas, a F-actina desempenha um papel fundamental na cicatrizacao das
feridas. As fibras de F-actina se redistribuem pelo citoplasma saindo da borda das células
indo em direcao ao redor do nucleo das células endoteliais, fazendo-a perder seu formato.
As alteracoes podem sugerir um estresse no endotélio, enquanto o mesmo tenta manter sua
estrutura resistindo ao inchago celular com alteracdes minimas na F-actina. Essas mesmas
alteracoes morfoldgicas sao as responsaveis pelo aumento do volume e area na membrana
celular endotelial aqui evidenciados. Devido a redistribuicao da F-actina, a célula altera seu
formato aumentando o valor médio da area das células endoteliais e consequentemente seu
volume (RAO et al., 2000). Tais dados podem indicar um parametro de funcionalidade do
endotélio, uma vez que o aumento do volume e area estao correlacionados com a perda da
densidade de células endoteliais, gerando pleomorfismo e polimegetismo, onde ha conexao
com a diminui¢do da incidéncia de CB afdcica em olhos japoneses e indianos (MATSUDA;
YEE; EDELHAUSER, 1985)(RAO et al., 2000)

A degradagao da superficie endotelial posterior fica ainda mais evidente se voltarmos
nossa atengao para o Figura 20. Em 20A podemos ver uma certa uniformidade entre os picos
presentes no grafico gerado pela linha branca na Figura 20B. Este dado pode ser referente
a presenca dos canais ionicos e glicocalices presentes na superficie endotelial posterior
(PATEL; BOURNE, 2009b)(ALBUQUERQUE; PIGATTO; FREITAS, 2015)(LYDATAKI
et al., 2003a). Mas devido o avango da patologia, ao nivel celular, podemos ver a degradagao
dos picos de rugosidade ao olharmos para o grafico da Figura 20C gerado pela linha no
mapa da Figura 20D. Este fato associamos a instabilidade na relacdo endotélio com humor
aquoso, uma vez que ha perca de canais i0nicos e perda de bombas energéticas importantes

para manter o controle de hidratagdo da cérnea, além de mostrar a progressao da CB.

Mudangas topograficas podem gerar diferentes resisténcias apresentadas pelo tecido
ocular. Diferencas no modulo de elasticidade se da por causas multifatoriais que vao desde
a dificuldades na medi¢cao do moédulo de elasticidade de tecidos biolégicos moles, até a
citoarquitetura de cada grupo de células (THOMASY et al., 2014). Utilizando-se da AFM,
podemos comparar o médulo de Young entre os grupos controle, doente e fibrose, como

mostra a Figura 21.

Valores médios £ DP de moédulo de Young de cada grupo do grafico da Figura
21A foram obtidos: 20.03 4+ 11.80 MPa para endotélio CTRL, 28.37 4+ 35.86 MPa para
endotélio CB e 45.90 + 20.84 MPa para fibrose. Uma interpretagao do pleomorfismo pode
ser exibido pelo grafico presente na Figura 21A. O médulo de Young mostra o quanto
um corpo possui facilidade ou resisténcia em se deformar (FEYNMAN; LEIGHTON;
SANDS, 1965).As células endoteliais precisam possuir um baixo médulo de elasticidade,
pois 0o mesmo possui como definicdo o quanto um corpo deforma dada determinada
tensao (LEIGHTON; SANDS, 1965). Considerando localmente a deformacao causada pela
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Figura 20 — Gréficos de Rugosidade (A-C) comparando a superficie controle (B) e doente
(D) da superficie endotelial posterior. No gréfico controle, ha presenca de
uniformidade nos picos presentes mostrando boa distribuicdo das estruturas.
Mas no grafico patologico hé perda dessas informagoes mostrando a progressao
da doencga como disfuncao endotelial
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ponta do AFM, uma tensao, uma célula endotelial saudéavel precisa possui um modulo
de elasticidade tal qual que favoreca uma deformacao maior. Assim, antes de iniciar a
mudanca na forma hexagonal, as células endoteliais aparentam possuir menor moédulo
de Young. Com a presenca da patologia e lesoes causadas no tecido ocular, as células
deformam-se até atingirem seu objeto de tapar vazios na monocamada endotelial. Pelo
grafico presente na Figura 21A, o grupo patologico possui um modulo de elasticidade maior
em comparada com o grupo controle. Logo, pelo mesmo raciocinio, com o médulo maior
em relagdo ao controle, as células endoteliais ja pleomorficas apresentam uma resisténcia
maior para sofrerem ainda mais deformagoes. Isso pode exibir um certo limite para o
tanto que uma célula endotelial pode esticar para cobrir as vacancias deixadas pela CB.
Possuindo esse limite de deformacao, devido ao maior médulo de elasticidade, existem
vazios em que monocamada endotelial nao consegue cobrir entrando em acao a camada de
fibrose para cumprir com esse papel. As fibras de coldgeno da fibrose compoem uma matriz
extracelular com médulo de elasticidade maior, distanciando-se ainda mais do carater

saudavel da monocamada endotelial.

Como as interacoes entre ponta e amostra ocorrem em condi¢oes de umidade
minima, 42%, hd uma baixa influéncia das forgas do menisco nas forcas adesivas (BUTT;
CAPPELLA; KAPPL, 2005). Para materiais biolégicos realizados ao ar e em condigoes
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Figura 21 — Dados quantitativos do Médulo de Young da superficie endotelial posterior
(A). Podemos comparar os grupos controle (B), patologico (C) e fibrose
(D) evidenciando maiores resisténcias a deformagoes das células endoteliais
da cornea com o avanco da patologia. Todos os dados possuem diferencas
significativas no teste ANOVA com Turkey para p< 0,05
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de baixa umidade, a dissipacao de carga é ineficaz, corroborando a maior influéncia das
forgas eletrostaticas e de van der Waals. Com isso em mente, podemos nos ater ao detalhe
de que a monocamada endotelial é portadora de sitio de bombas i6nicas cruciais para a
deturgéncia da cérnea, hidratando-a e deixando estavel o tecido, equilibrando a difusao
passiva pelo processo de bombeamento e vazamento. Por ser de maior influéncia as forgas
eletroestaticas e van der Waals, o endotélio controle possui maiores valores de adesao em

comparag¢ao aos outros grupos como mostra a Figura 22A.

Nas forcas adesivas, para cada grupo, os valores médios + DP sao: 17.7 4+ 6.03
endotélio CTRL, 12.28 4+ 4.4 nN para endotélio CB e 4.82 + 1.94 nN para fibrose. As
células endoteliais possuem reticulagdo endoplasmatica lisa (THOMASY et al., 2014)
que armazena ions necessarios para ocorrer naturalmente o processo de hidratagao da
coérnea, elevando o valor nas forcas de adesao medidas pelo AFM. Devido a degradacao da
monocamada endotelial durante o avango da patologia, é lgica a perda do armazenamento
dos ions, ja que o endotélio é portador de bombas idnicas. Consequentemente a cornea
nao consegue mais controlar o processo de gradientes eletro osmoticos locais para puxar

o fluido do humor aquoso de volta para a parte posterior da cérnea, inchando a camada
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Figura 22 — Dados quantitativos das forcas de Adesao no endotélio. Podemos comparar
(A) os grupos controle, patologico e fibrose e observar a diminui¢ao das forcas
adesivas devido a falta de ions caracteristicos da monocamada endotelial,
principalmente na camada de fibrose (B). As forgas adesivas possuem diferengas
significativas no teste ANOVA com Turkey para p< 0,05.
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estroma, enrijecendo a cérnea devido ao edema e originando a perda da acuidade visual,
uma vez que a organizacao das fibrilas de coldgeno do estroma perderam sua organizacao
que permite a visao (DIAS et al., 2015). Resumindo, devido & CB ocorre a diminuicao das
forcas adesivas mostradas no grafico da Figura 22A no grupo patoldgico e principalmente
de fibrose, uma vez que ja ha a inexisténcia de membrana celular endotelial, mas de fibrose,
como indica o mapa com valores baixos de adesdao na Figura 22B. Outra relagdo que
podemos proceder é sobre as possiveis nanovilosidades argumentadas na Figura 20, pois
as mesmas possuem cadeias polissacaridicas de proteoglicanos que ficam escassas com a
degeneragao da camada endotelial diminuindo sua adesdao? (LYDATAKI et al., 2003Db).

4.3 Avaliacao Ultraestrutural do Epitélio.

O epitélio precisa ter uniformidade devido a sua grande influéncia na refragdo da

luz. Devido a sua relagao simbidtica com o filme lacrimal, obtendo nutrientes, a membrana

2 macromoléculas com alto teor negativo
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celular epitelial possui numerosas nanovilosidades e microplacas que secretam glicocalices

que aumentam a area superficial entrando em contato direto com expressoes de mucinas

(MUC4 e MUC16) (RATES et al., 2022)(GOEDERT, 2019).

Figura 23 — Mapas topograficos 5 um? da superficie epitelial controle bidimensional (A)
e tridimensional (B) em comparagao com patolégico bidimensional (C) e
tridimensional (D). Devido a instabilidade da camada epitelial, estruturas
semelhantes a crateras sao frequentemente observadas em varreduras de 1
pm? na superficie epitelial (E-F).
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Quadrantes da cornea foram utilizados para analise do epitélio anterior. Mapas
topograficos 2D e 3D controle podem ser visualizados na Figura 23A e 23B, respectivamente.
Podemos observar as vilosidades caracteristicas das células superficiais do epitélio. A
glicoproteina mucina é um importante agente inibidor a sua capacidade de formar géis
que bloqueiam o filme lacrimal, preenchendo irregularidades na superficie epitelial e
aumentando a adesao do filme lacrimal e, por tanto, deixando a superficie uniforme
(RATES et al., 2022)(GOEDERT, 2019).

As Figuras 23A e 23C mostram mapas topograficos controle e patoldgico, respectivamente,
de 5 pm? evidenciando os danos causados pela CB. Devido as bolhas no epitélio, ocorre
a perda das nanovilosidades e consequentemente perda da uniformidade da camada (ver

Figura 23C). Por efeito desta, a manutengao do menisco lacrimal para a saide do epitélio é
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comprometida. A perda das nanovilosidades leva ao comprometimento das glicoproteinas,
perdendo um fator fundamental de manutencgao e protecao para o ambiente externo das
terminagoes nervosas e camadas da coérnea como estroma e Bowman, causando dor e
deixando o ambiente propicio para infecgdes (UCHINO, 2018). Nao somente isso, como a
reten¢ao do filme lacrimal fica comprometido, o liquido presente é liberado mais facilmente

pelos olhos acarretando lacrimejamento excessivo, um dos sintomas da CB.

Crateras presentes em mapas topograficos (sets laranjas na Figura 23E ) podem
apresentar instabilidade e degeneracao na camada epitelial, pois Abrams et al. mostram as
mesmas estruturas relacionando-as com a estabilidade do fluido lacrimal, tendo didmetros
de 1,4-2,6 pum (ABRAMS et al., 2000). Neste estudo, obtivemos didmetros 1,63 + 0,24
pm das crateras presentes nos mapas topograficos, na faixa de comprimento reportado na

literatura.

4.4  Avaliacao das Propriedades Nano mecanicas do Epitélio.

A CB se caracteriza por ser uma patologia que atinge principalmente a camada
endotelial (GONCALVES et al., 2008a). Porém, ji sabemos que efeitos macroscopicos
sao vistos no epitélio devido as bolhas causadas pela doenca. Sendo assim, as alteragoes
biofisicas dessa camada é tao relevante quanto qualquer outra no estudo da CB. Através
dos mapas topograficos obtidos pelo AFM, pdde-se gerar graficos da rugosidade de cada

grupo com os dados quantitativos dos mesmos, como mostra a Figura 24A.

Figura 24 — Dados quantitativos de rugosidade da camada epitelial. Podemos comparar
a rugosidade (A) entre os dois grupos: controle e patolégico. O avanco da
patologia gera estruturas semelhantes a crateras (B) em mapas topograficos
de 5 um?, indicando a instabilidade do epitélio, como indica a seta branca.
Dados de rugosidade possuem diferencas significativas no teste ANOVA com
Turkey para p< 0,05.
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epitélio CB. A formacao de bolhas degenera a camada mais externa da cérnea prejudicando
principalmente as células superficiais. A diminuicdo nos valores de rugosidade mostra
que além de ocorrer a exfoliacdo da camada epitelial, também expdem cada vez mais as
outras células epiteliais abaixo formando na grande variacao de picos e vales (KULIKOV
et al., 2020). Podemos ver melhor essa degeneragao na Figura24B com as crateras indicada
pela seta branca. Como as células epiteliais superficiais nao conseguem realizar mitose,
restam as células basais assim o fazer para ocorrer a diferenciacdo e entao renovagao da
camada epitelial em resposta aos danos causados pela doenca. Porém, enquanto renova a
superficie epitelial, a mesma enfraquece a sua adesao com as camadas mais internas. A
formacao de bolhas pode estéa associado a falta de proteinas adesivas da matriz extracelular,
como fibronectina e laminina. Eagle e colaboradores sugerem que as bolhas causadas pela
CB sao devido a deformacao na membrana basal gracas a perda das ligagoes das células
epiteliais com a membrana basal, gerando rompimento dos filamentos e ancoragem levando
ao desprendimento do epitélio (TORRICELLI et al., 2013)(JR; LAIBSON; ARENTSEN,
1989). Além disso, ha também um aumento de concentragao da glicoproteina tenascina na
membrana basal do epitélio, levando a um agente antiadesivo corroborando ainda mais
com os casos de desprendimento do epitélio com as demais camadas(LJUBIMOV et al.,
1996b).

Tragando um gréafico da rugosidade da superficie epitelial controle e doente, conforme
mostrado na Figura 25, fica evidente que a exfoliagdo da camada epitelial provoca
degradagao das nanovilosidades. Na Figura 25A podemos ver distribui¢ao uniforme dos
picos associados a nanovilosidades, quando tragcamos uma linha horizontal no mapa
topografico da Figura 25B. No mais, a CB apresenta uma superficie do epitélio anormal
deixando violagoes nos glicocalices (LIU et al., 2012b) indicando perda das nanoprojegoes
como mostra o grafico de rugosidade quando tracamos uma linha horizontal no mapa

topografico do epitélio doente, como mostram as Figuras 25C e 25D respectivamente.

Com a perda de nanovilosidades, ocorre diminuicao da glicoproteina mucina por
expressoes oculares, tais como MUC4 e MUC16 (GLASGOW; GASYMOV; CASEY,
2009b). A glicoproteina mucina é um importante agente inibitério com a sua capacidade
na formagao de géis que barra o filme lacrimal preenchendo as irregularidades na superficie
epitelial aumentando a aderéncia entre o filme lacrimal e a por¢ao externa da membrana
celular. O filme lacrimal preenche as irregularidades em sua superficie, tornando-a lisa e
uniforme para uma boa refracao da luz (GOZZO, 2009). Com isso em mente, a CB impede
a formacao de géis necessarios para conter o filme lacrimal, deixando-o instavel e o epitélio
néo uniforme para refracio da luz contribuindo para a perda da acuidade visual. E definido
que o epitélio possui as caracteristicas de ser estratificado, escamoso e nao queratinizado.
Gracas a rugosidade, podemos ver como a parte estratificada escamosa do epitélio é afetada
expondo as células epiteliais sobrepostas mais internas. A nao queratinizacao do epitélio é

importante para a camada, por ser uma caracteristica de tecidos em contato com ambientes
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Figura 25 — Graficos de Rugosidade (A-C) comparando a superficie epitelial controle (B)
e doente (D). No grafico controle, ocorre uniformidade nos picos presentes
mostrando presenca de nanovilosidaddes, diferindo do patolégico
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umidos, tal qual é o contato com o filme lacrimal, além de ser um das razoes que protege

o tecido ao meio externo e a exposicao a fricgao fisica externa (ARGUESO et al., 2021).

O actmulo de fluidos no estroma devido a perda das células endoteliais afetam
diretamente o epitélio além da formagdo de bolhas. O epitélio possui a fung¢do, dentre
varias outras, de controlar o inchago do estroma (MA et al., 2018). A avaliagao do quao é
perceptivel esse controle do epitélio dado o sintoma de edema corneano da CB é através
do médulo de Young do epitélio. A Figura 26A mostra a comparagao entre os valores do
modulo de elasticidade entre os grupos controle e patologicos com valores médios e == DP
de 38,24 + 5,45 MPa e 121,18 + 6,24 MPa, respectivamente.

E evidente o aumento do médulo de elasticidade do grupo doente chegando perto
de um aumento de 3 vezes mais o valor do controle. Elsheikh e colaboradores discutiram a
influéncia do epitélio no estresse e pressao da cérnea e concluiram que a cornea com a sua
camada mais externa possui maior deformacao em comparacao com a cornea sem o epitélio,
dada uma mesma pressao (ELSHEIKH; ALHASSO; RAMA, 2008). Isso significa que dada
uma mesma tensao, cérneas com maiores deformagoes apresentam epitélio com médulo de
elasticidade mais baixos enquanto cérneas com moédulo maiores possuem valores maiores.
A cérnea controle possui menor tensao, pois o estroma é saudavel o suficiente para nao

deformar a cornea. No entanto, a tensao aumenta quando a CB causa edema corneano
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Figura 26 — Dados quantitativos do médulo de Young do epitélio. Podemos comparar (A)
controle e patologico observando o aumento do médulo de elasticidade. O
mapa do médulo de elasticidade da superficie do epitélio mostra visualmente
o aumento na resisténcia em resposta ao edema estromal. Dados possuem
diferengas significativas no teste ANOVA com Turkey para p< 0,05.
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por conta da perda de células endoteliais. Com o inchago na cérnea, o estresse aumenta
devido a tensao sentida pelo tecido deformando-a até chegar em um ponto caracteristico
de cornea espessa. Para impedir ainda mais a mudanga no formato da cornea, o epitélio
tenta controlar o inchaco do estroma aumentando seu médulo de Young, como podemos
constatar no mapa representativo da Figura 26B. O médulo de elasticidade possui a ideia
de resistir a deformagoes eldsticas provocadas em um corpo (MA et al., 2018). Logo, é
visivelmente justificivel o aumento dessa grandeza fisica de CB, uma vez que a prépria
cérnea tende a inibir ainda mais a perda de seu formato com o edema provocado. Além
disso, nanovilosidades podem atuar como amortecedores influenciando os valores do modulo

de Young, onde para o controle precisa ser menor para exercer tal funcao (?7?)

E fundamentalmente necessério que o epitélio cumpra com seu papel de barreira
protetora, uma vez que é a camada mais externa da cornea em contato com o meio externo.
E possivel avaliar esta caracteristica por meio das forcas adesivas obtidas pelos mapas de
AFM. Podemos observar na Figura 27 como as forcas adesivas se comportam na cérnea.
No grafico da Figura 27A, pode-se perceber claramente no aumento das forcas adesivas,
obtendo valores médios de cada grupo controle e patolégico de 2,84 + 0,63 nN e 7,82 +
2,02 nN, respectivamente. O epitélio da coérnea é compacto com condutancia ionica baixa
(EHLERS; HJORTDAL, 2005). Isso é importante, uma vez que isso garante a camada uma

nao interagao com agentes presentes no meio externo para nao ocorrer nenhuma infecgao
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ou outros problemas na cornea para o meio intracelular.

Figura 27 — Comparacao (A) entre as forcas adesivas entre o epitélio controle e patoldgico
observando o aumento no acimulo de cargas na superficie doente. A seta
branca na Figura (B) em mapas de adesdo patolégicos de 5 pum? indica
que feridas epiteliais apresentam uma concentragao de ions. Algo natural no
processo de cicatrizagdo do epitélio. Dados possuem diferengas significativas
no teste ANOVA com Turkey para p< 0,05.
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A cornea pode ser considera como um tecido presente entre duas camaras de fluidos,
filme lacrimal e humor aquoso, gerado um potencial transepitelial (EHLERS; HIORTDAL,
2005). Esse potencial faz com que ocorra transporte epitelial de sédio para dentro da
cornea e transporte de cloreto para fora. O sédio consegue entrar nas células superficiais
mediante canais idnicos na superficie celular sendo expulso para o interior do tecido pelas
enzimas Na® /K*-ATP. A resisténcia transepitelial é de cerca de 250.000 2/cm (ZHAO
et al., 2012) devido as juncoes estreitas entre as células superficiais, tornando o epitélio
resistente a estimulos elétricos quaisquer. Com isso em mente, e dada as circunstancias
em que o experimento foi feito tendo apenas a contribuicao das forgas de van der Waals e
eletroestaticas nas forcas adesivas, podemos entender o baixo valor de adesao apresentado
no grafico da Figura 27A. Com a CB, o transporte de fons no epitélio é conflitante. Em
condigoes normais, o potencial transepitelial ¢ mantido, os espacgos intercelulares sao
equipotenciais com o estroma, garantindo o transporte de ions do epitélio até o estroma.
Mas com a patologia tal qual a CB, pode ser viavel a diminuicao da resistividade elétrica
da camada promovendo ainda mais estimulos e interagoes elétricas entre os ions presentes

na cérnea e com agentes do meio externo perdendo sua fungao de protecao, ocasionando em
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possiveis infecgoes. Primeiro, podemos associar o aumento das forgas adesivas um actimulo
de Ca™-ATPase devido o processo natural de cicatrizagao do epitélio diferenciando as
células basais para a renovagao das células superficiais (HAO; BARO; SAENZ, 1991),
como mostra a seta branca na Figura 27B indicando maior valor de adesao na regiao
das crateras. Segundo, os pacientes que possuem a CB apresentando normalmente um
estado clinico de lacrimejo (ESPANA et al., 2003)(PRICOPIE et al., 2017). Isso pode
indicar ainda mais ions de cloreto saindo de dentro das células para jogando agua para
fora enquanto ions de s6dio também entram na cérnea com mais frequéncia, originando
assim nas lagrimas excessivas. Assim, podemos observar que a degeneracao do epitélio
afeta também os processos elétricos afetando as funcionalidades da camada na totalidade.
Tais resultados aqui apresentados exprimem as grandes alteragoes fisicas provocadas com
o avanco da patologia. Estas mudancas resultam em efeitos em nanoescala das camadas

da cornea gerando os sintomas macroscopicos caracteristicos da doenca.
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5 Conclusoes de Perspectivas

A fisica é a mais fundamental e abrangente das ciéncias. Estudar detalhadamente
seres vivos é equivalente a observar processos fisicos ali presentes. Sendo um campo tao
vasto, os sistemas biolégicos sao complexos demais para desvendar apenas com conceitos
da propria biologia, tal qual é o funcionamento da visao. A cérnea é um tecido ocular
extremamente importante, pois a mesma atua como lente para a luz que incide nos olhos,
focalizando-a na retina e gerando imagens. Investigar a cérnea com um posicionamento
fisico é convenientemente justificavel, uma vez que suas propriedades biofisicas sdo o que

faz o sentido da visdo ser possivel.

A camada epitelial e endotelial apresentam uniformidade em sua porgao anterior
e posterior, respectivamente. Individualmente, cada uma das duas camadas da cérnea
possuem propriedades fundamentais para o mecanismo da cornea. O endotélio precisa ser
deforméavel o suficiente para sua monocamada endotelial poder preencher lacunas deixadas
pela perda anual de células endoteliais, assim como sua atividade elétrica, devido seus
sitios de bombas ionicas de Nat e K*, que ajudam na hidrataciao da cérnea regulando a
pressao intraocular oriunda do humor aquoso. O epitélio ¢é estratificado, escamoso e nao
queratinizado. O mesmo apresenta mecanismos interessantes quanto a sua reavilitacao
diferenciando um de seus trés tipos de células, além de ser uma barreira de protecao da
cornea contra o ambiente externo. A CB é um distirbio endotelial envolvendo a perda da
densidade de células endoteliais. Com tal perda, a cérnea apresenta-se instavel a ponto
de nao realizar suas funcoes de forma completamente eficaz. Assim, podemos associar os

sintomas causados pela doenca com a alteracao das propriedades fisicas da cérnea.

A fisica é de grande importancia para tais questoes bioldgicas devido a sua vantagem
de oferecer técnicas experimentais. A AFM demonstra um potencial enorme no estudo de
sistemas biologicos. No presente estudo, pode-se comparar amostras de doadores saudaveis
com amostras de corneas doentes portadoras de CB, utilizando da técnica de AFM. A
grande vantagem da utilizacdo do AFM ¢é sua alta resolucao, facil preparacao das amostras,
acesso a mapas tridimensionais e obtencao de dados quantitativos das propriedades fisicas
da amostra. Sendo assim, foi possivel observar as mudancas da camada endotelial e epitelial

provocadas pela doenca no que se diz respeito a sua ultraestrura e biomecanica.

Através da analise ultraestrutural, foi possivel observar a degradacao das camadas
epitelial e endotelial portadoras de CB. A primeira apresentando crateras caracteristicas e
a segunda com perda de sua parede celular, apresentando espacamentos em sua membrana
celular no processo de esticamento das células endoteliais. Os dados de rugosidade

fortalecem as hipdteses de degradacao apresentando valores mais elevados para os grupos
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patolégicos em comparacao aos saudaveis. Fora as possibilidades das nanovilosidades da
porcao anterior do epitélio e posterior do endotélio terem suas vilosidades degeneradas
devido a degradacao destas mesmas camadas. Além disso, a analise estrutural mostrou
a existéncia de uma “camada extra” de fibras coldgeno entre o endotélio e Descemet,
devido a fibrose causada pelas lesoes endoteliais. Dados de volume e area foram dados
fisicos importantes para entendermos melhor o comportamento do citoesqueleto das células

endoteliais associado com as fibrilas da F-actina.

O moédulo de Young forneceu ideias interessantes sobre o comportamento da cérnea
quando ocorre o avanco da patologia. Conforme a doenca progride, a parede endotelial
encontra-se com vacéancias e o inchago da coérnea aumenta. Para controlar este problema,
o endotélio modifica suas células endoteliais deformando-as mudando sua forma hexagonal
assimétrica para uma forma pleomoérfica. Porém, uma célula endotelial nao consegue
se deformar continuamente, apresentando um limite de deformacao devido ao aumento
do médulo de Young. Ainda com vacancias para preencher, a membrana de Descemet
diferencia uma porgao de fibrose na tentativa de cobrir o que falta dos vazios deixados
pela doenca. Enquanto tudo isso, o epitélio deixa de ser nao queratinizado, enrijecendo-se,
possuindo moédulo de elasticidade maior para controlar o inchago do estroma evitando a

ainda mais a mudanca do formato da cérnea.

As forgas adesivas foram importantes no estudo da patologia. Devido a metodologia
do trabalho, podemos associar as for¢as adesivas apenas as parcelas de van der Waals e
eletroestaticas. No endotélio, a adesao comprova a perda de sitios iOnicos essenciais para a
regularizagao do tecido corneano, além das perdas de cadeias de proteoglicanos presentes
nas possiveis nanovilosidades na porcao posterior do endotélio. Para o epitélio anterior, a
adesao se mostrou fundamental para entender a maior permeabilidade do epitélio, perdendo
progressivamente sua funcao protetora, possivelmente diminuindo sua resistividade elétrica.
O actmulo dos fons Ca™-ATPase em feridas epiteliais, principalmente em crateras, para
auxiliar no processo de reabilitacao de esta camada, aumenta as forgas adesivas, indicando
a grande degradacao da camada epitelial, além de afetar o transporte de ions de cloreto e

de sdédio importantes para o processo fisico-quimico da camada.

Tais resultados aqui podem ser fundamentais para entender melhor a CB no que
se diz respeito as mudancas fisicas provocadas pela patologia. O estudo detalhado da
ultraestrutura e biomecanica aqui apresentado pode ajudar ou em novas interpretacoes,

ou até mesmo fortalecer dados ja presentes no ambito académico.
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