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INTRODUCAO

0 estudo das propriedades mecanicas e ultraestruturais das células
é de extrema importancia para entender sua organizacdo e suas
funcoes. Observar padrées mecanicos em células saudaveis e
alteracdes desses padroes em células acometidas por doencas, nos
oferece um marcador mecéanico para deteccao e compreensao de
tais doencas. O presente trabalho tem justamente este objetivo:
estudar a mecéanica dos leucdcitos e encontrar um marcador
mecanico para leucemias utilizando a Microscopia de Forca
Atémica (AFM).

A leucemia mieloide afeta os mieolocitos, que sdao os precursores
de alguns tipos de leucdcitos. Os leucocitos (ou gldbulos brancos
do sangue) desempenham um papel fundamental no sistema
imunoldgico, ou seja, protecdo do organismo contra doencas,
inflamacdo dos tecidos, cicatrizacdo de feridas e outros processos
fisiologicos e patologicos. Observar as propriedades mecanicas dos
leucdcitos é crucial para o entendimento do seu papel enquanto
célula sanguinea e imunoldgica, como, por exemplo, a sua
deformacao durante a liberacao da medula 6ssea, seu movimento e
deformacdo nos vasos sanguineos, diapedese!, deformacdo e
adesdo durante a fagocitose, entre outras atividades leucocitarias
que estao intimamente ligadas as suas caracteristicas mecanicas
(Schmid-Schonbein et al. 1981). Os leucdcitos abrangem cinco tipos
de células que diferem consideravelmente entre si. Os que
apresentam granulos sdao chamados de granulécitos e abrangem os
neutroéfilos, basofilos e eosinofilos (Fig. 1). Leucdcitos sem granulos
sdo chamados mononucleares ou agranulécitos e incluem linfocitos
e monocitos. Assim, podemos distinguir entre essas células de
acordo com sua forma ou tamanho, a presenca de granulos no
citoplasma e o nimero de lobos no nlcleo. Os lobos sao a parte
mais substancial do nlcleo e filamentos finos os conectam uns aos
outros. (Hoggatt and Pelus 2013).

A leucemia é um tipo de cancer que afeta a producdo das células
sanguineas resultando na proliferacdo de células anormais. As
leucemias podem ser crénicas e agudas.

Neste trabalho, analisamos leucemias agudas do tipo mieloblastica
(LMA), que afetam a linhagem mieldide e resultam no aumento de
mieloblastos anomalos, 0 que causa a ruptura da hematopoese
normal e subsequente faléncia da medula oOssea. A Leucemia
Mielomonocitica Aguda (LMMA) e a Leucemia Promielocitica Aguda
(LPA) sao dois subtipos da LMA.

Para células vivas, a técnica de obtencao de dados e imagens deve
ser a menos invasiva possivel. A Microscopia Otica parece ser a
mais adequada. No entanto, a maioria das células sao
transparentes e sdo da ordem de micrémetros e até nanémetros.

Essas caracteristicas se pdem como uma limitacdo, pois o limite de
difracdo € aproximadamente 0.2 pym e células transparentes nao
apresentam contraste, exceto quando sao tingidas artificialmente,
0 que pode causar alteracdo na estrutura da célula (Chicea et al.
2010).
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Figura 1. Esquema ilustrativo resumido da diferenciacdo hematopoiética.

A Microscopia de Forca Atdmica é uma técnica assertiva para
obtencao de dados e imagens de sistemas bioldgicos, pois consegue
fazer medidas em escala molecular e ndo depende da luz visivel,
mas sim das interacdes atomicas entre a amostra e a ponta da
sonda. Muitas propriedades do material podem ser determinadas
com técnicas de AFM, incluindo atrito, adesdo, deformacéo,
elasticidade, dissipagdo, forcas magnéticas, viscoelasticidade,
potencial de superficie, entre outras. Sabe-se que qualquer
alteracao na funcao celular induzida por um estado de doenca
pode modificar propriedades biomecanicas das células (Rebélo et
al. 2014), por exemplo, doencas como artrite, asma, malaria e
anemia falciforme, que sao caracterizadas pelo enrijecimento
celular, acarretando na dificuldade de tais células individualmente
de transporem, por exemplo, vasos capilares, que possuem
didmetros micrométricos, enquanto que células tumorigénicas sao
caracterizadas pela reducao de seu médulo de Young (dependendo
do substrato sobre o qual se encontram) e também reducéo de seu
modulo viscoso, possibilitando, dependendo da agressividade do
cancer, a propagacao das células carcinogénicas, divisdo celular e
metastase celular (Rebelo et al. 2014).

A técnica de AFM também ja foi utilizada para caracterizacao de
alguns processos celulares, tais como crescimento celular,
exocitose e endocitose (You et al. 2000). Por isso, a Microscopia de
Forca Atomica se torna a ferramenta ideal para estudar a
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complexidade fisica dos sistemas bioldgicos. Ela € uma técnica de
microscopia de alta resolucdo, chegando a escala atémica em
amostras duras e a escala molecular em amostras macias, como € o
caso de células e tecidos (Chang et al. 2012).

Neste trabalho, foi feito o estudo da adesao, da ultraestrutura, da
deformacao e da dissipacao de leucocitos saudaveis e blastos de
origem leucémica através dos dados obtidos pelo microscopio de
forca atomica.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se células do sangue de doadores saudaveis e de pacientes
com LMA. As amostras de LMA foram obtidas através de parceria
com o Centro de Hemoterapia e Hematologia do Estado do
Maranhao - HEMOMAR e com o Laboratorio Cedro. Esfregacos de
sangue periférico foram feitos com o auxilio de capilares com
heparina sobre laminas circulares de 13 mm de didmetro,
compativeis com o porta-amostras do AFM. Todas as amostras
foram mantidas sob refrigeracdo entre a coleta e os esfregacos.
Apos a realizacdo dos esfregacos, as medidas foram realizadas no
menor tempo possivel. As medidas foram realizadas de acordo com
o esquema mostrado na Fig. 2.

Esfregago em

laminas de 13 mm Ponta (QNM)

Amostra

Figura 2. Sequéncia de medidas dos leucdcitos para este trabalho. Esfregaco seguido de
caracterizacdo no AFM pelo modo Quantitative Nanomechanics e posterior analise dos
resultados.

As amostras foram analisadas em um Microscopio de Forca
Atémica, modelo MultiMode 8 da Bruker, no modo Peak Force
Quantitative Nanomechanics, com resolucao de 512 samples/line e
Scan Rate de 0.501 Hz. A sonda utilizada foi de modelo Scanasyst-
Air (Bruker), feita de Nitreto de Silicio e com constante de mola
medida experimentalmente pelo método de ruido térmico de valor
de 0,4929 N/m.

Para o calculo da adesividade das amostras, é observado que,
durante a retracao do cantilever, este sofre uma deflexao negativa
até que sua forca total supere as forcas de adesdo, perdendo o
contato com a superficie da amostra. O ponto em que a forca de
adesao entre a ponta e a superficie da amostra atinge o seu valor
maximo € aquele que corresponde ao ponto de minimo de
deflexdo. Esse processo se repete sobre toda a superficie da
amostra gerando um mapa de forcas adesivas.

Usando essas caracteristicas gerais, a adesividade das amostras a
que foram analisadas neste projeto pode ser deduzida
qualitativamente de duas diferentes formas: i) a forca maxima de
adesao entre a ponta e a amostra e ii) calculando o trabalho
realizado pelas forcas adesivas. O trabalho é obtido através do
calculo da area da curva de deflexao/deslocamento em sua porcao
negativa de deflexdo (porcao que corresponde as forcas adesivas -
Fig.3).

Nos mapas de adesao obtidos, os contrastes sdao compostos
utilizando a forca maxima de adesao entre a ponta e a superficie
da amostra.

Os valores de adesao foram calculados usando a deflexao negativa
das curvas de forca que representam um ciclo de aproximacao e
retracdo do cantilever em relacéo a superficie da amostra. Durante
a retracao, o cantilever sofre uma deflexdo negativa até que sua
forca de saida, entre a ponta e a superficie da amostra, exceda as
forcas de adesao, perdendo contato com a amostra. O ponto no

SILVA ET AL. - ENCONTRO ANUAL DA BIOFISICA (2019): 87-90

qual a forca de adesdo entre a sonda e a amostra é maxima
corresponde ao ponto minimo de deflexao.
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Figura 3: Figura esquematica de uma tipica curva de deflexdo/deslocamento adquirida
em uma amostra macia, exibindo uma histerese entre as curvas de aproximacédo e
retracdo, além de uma regido de adesividade. O ajuste destas curvas em um dado
intervalo de deflexéo (d1, d2), com modelo de Hertz, proporciona um valor estimado
do médulo elastico da amostra. A partir da histerese, pode-se empregar modelos
matematicos especificos para determinar a viscosidade aparente de amostras macias,
como uma célula.

Nos dados de AFM, quando a andlise de rugosidade é aplicada a
uma imagem, os valores estatisticos sdo calculados de acordo com
as alturas de cada pixel na imagem. Ha dois valores que sao
levados em consideragdo: R, e &,.

R_ € o valor de rugosidade média da superficie. A rugosidade média
€ apenas o perfil médio absoluto, ndo fazendo distincdo entre picos
e vales. A expressao utilizada para o calculo dos valores de R, é:

1 v
Rn = EZZJ:
j=1

R, € o valor da raiz quadrada média da rugosidade e é uma funcao
que leva em consideracdo o quadrado das medidas. O R, € mais
sensivel a picos e vales do que a rugosidade média, proporcional ao
quadrado da altura tomado em seu calculo, de acordo com a
equacao abaixo:

= |
Rq N

Em cada célula investigada neste estudo, foi realizada uma imagem
com dimensao lateral de 7 micrometros. Sobre esta area foram
calculados os valores de B, e R,.

Em cada tipo de amostra: grupo controle, LMA, LMMA e LPA, foram
analisadas 5 células e, para cada célula, foram feitas varreduras de
30, 15, 5 e 2 micrometros de dimensao lateral, para preservar a
resolucao e acessar a ultraestrutura as membranas das mesmas.
Para as analises dos dados de topografia, rugosidade, adesdo e
propriedades mecanicas em geral, utilizaram-se os softwares
NanoScope Analysis e Gwyddion. Os resultados sao apresentados a
seguir.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos através de AFM mostram, a primeira vista, a
diferenciacao topografica das células, sendo possivel diferenciar a
estrutura do nlcleo, quantidade de granulos e tamanho.
Comparando as células saudaveis com as células leucémicas,
observa-se que as células mieloblasticas apresentam menor escala
de altura, como pode-se notar nas imagens apresentadas na Fig 5.
Nas imagens AFM, os blastos apresentaram também uma textura
muito distinta das células de doadores saudaveis, com maior
nimero de orificios na superficie. Tal caracteristica deve-se a
grande liberacdo de contelGdo citoplasmatico a que os leucdcitos
lancam mao para a execucdao de suas funcoes no sistema
imunoldgico, como liberacao de histamina em processos alérgicos e
inflamatorios, por exemplo. Os leucocitos granuldcitos, como é o
caso do eosindfilo, visualizado na Fig 5, contém enzimas que
danificam ou digerem patégenos e liberam mediadores
inflamatorios na corrente sanguinea.

As imagens de adesao (Fig. 4 a e b) mostram uma grande diferenca
de escala entre as células saudaveis (cuja escala indica uma
variacao de 567,1 mV) e os blastos (cuja escala indica uma
variacdo de 1014,5 mV). Pode-se observar que a diferenca na
adesao sobre a célula leucémica é muito maior que no eosinofilo
saudavel. No entanto, para os dois casos, a adesao nao se limita a
superficie da célula. Ha, na regido circunvizinha as células, areas
de adesao acentuada.

3289 my 265 my

—
Figura 4. Imagem de adesao comparando (a) eosindfilo sadio e (b) célula LMA. Escala de
adesao mostra diferenca marcante entre células sadias e de portadores de leucemias.

Adbesion = oum

Por muito tempo, a ideia de que a perda de adesdo leva a
metastase do cancer tem sido considerada um paradigma. Esse
resultado corrobora com a recente mudanca desse paradigma
(Gruszka et al. 2019). Como pode-se observar na Fig. 6, as células
leucémicas possuem uma adesdo consideravelmente mais alta do
que as células sadias. Varios fatores causam o aumento da adesao
de células leucémicas em comparacdo aos leucdcitos saudaveis.
Essa crescente adesdao tem grandes consequéncias para o
tratamento da leucemia, como evitar a apoptose das células
doentes, resisténcia ao sistema imunoldgico e a quimioterapia, o
que consequentemente causa a continua proliferacdo dos blastos
(Becker 2012). As propriedades de adesao e mecanobiologia das
células leucémicas estdo relacionadas ao seu microambiente.

A rugosidade da superficie esta relacionada com o funcionamento
da célula e ha uma diminuicdo na rugosidade da membrana,
anteriormente ja observada, em células de amostras patologicas
(Yeow, Tabor, and Garnier 2017). Os dados aqui apresentados
corroboram com tais estudos. Pelo diagrama apresentado na Fig. 7,
é possivel observar que a rugosidade das células leucémicas esta
bem abaixo da rugosidade dos leucdcitos saudaveis.
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Figura 5. Imagem topografica de diferentes tipos de leucdcitos saudaveis e dos blastos
leucémicos. (a) eosindfilo, (b) basofilo (c) linfocito (d) neutréfilo bastao, (e) neutrofilo
segmentado, (f) LMMA (g) LMA (h) LPA
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Figura 6. Diagramas de caixa comparando os valores de adesao entre os leucdcitos
saudaveis e os portadores de leucemia. Dentro de cada caixa, temos o 2° e o 3° quartil,
na qual a linha horizontal e o simbolo representam, respectivamente, a mediana e a
média. Os fios de bigodes (ou whiskers), que ¢ a linha vertical com duas linhas horizontais
indicando os limites inferior e superior, mostram o intervalo entre 10% e 90% dos valores
das amostras.
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Figura 7. Diagrama de caixa mostrando a diferenca entre os valores de rugosidade dos
leucdcitos saudaveis e as células leucémicas.

E perceptivel também a distribuicio dos valores de rugosidade dos
leucocitos, ou seja, ha flutuagcdao em tais valores, haja vista que
cada tipo de leucocito apresenta granulacdo especifica, como
observado na Fig. 8 para um basofilo. E possivel notar que os
leucdcitos apresentam maior rugosidade, em parte devido a sua
granulacdo, e em parte devido a estrutura afetada nas células
cancerosas.

1223 nm

122.3 nm

-164.7 nm

Height 4000 nm

65.0 om

-125.6 nm

-50.5 nm

Height 1.0 um

Height 1300 nm

Figura 8. Imagem topografica de um basofilo, evidenciando os granulos na membrana (a)
varredura de 5 wm (b) granulo Gnico, numa varredura de 2 um e c) varredura de 664.1
nm.

CONCLUSOES

0 entendimento da biomecanica das células blasticas de LMA,
utilizando AFM, pode trazer novas informacdes quanto ao
mecanismo de adesao, rugosidade e interacdes celulares mecanicas
que favorecem o desenvolvimento da LMA, ou mesmo o desfecho
clinico dessa neoplasia. Observa-se que as células leucémicas
apresentam alta adesividade em comparacéo aos leucdcitos sadios.
Os dados obtidos sugerem futuras investigacoes sobre métodos de
diminuir a adesdao dessas células e, consequentemente, a
metastase e resisténcia ao tratamento. Foi possivel notar também
a diferenca na rugosidade das células estudadas. Como apontado
pela literatura, a rugosidade das células neoplasicas mostrou-se
muito menor do que a rugosidade dos leucdcitos saudaveis.
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Finalmente, os resultados aqui apresentados podem lancar luz a
novos meios de abordagem no tratamento da leucemia mieloide
aguda.
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