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RESUMO

Microrganismos com propriedades de magnetosensibilidade, tal como as bactérias
magnetotaticas, sdo estudados desde a década de 1970. Durante estas pesquisas, foram
identificados procariotos multicelulares com a referida propriedade. Neste trabalho, o
procarioto multicelular magnetotatico 'CandidatusMagnetoglobus multicellularis’ (Ca. M.
multicellularis) foi estudado com o objetivo de identificar a influéncia do comprimento de onda
da luz e da fisiologia do microrganismo no mecanismo de magnetossensibilidade, em especial
no que diz respeito ao mecanismo de pares radicais — RPM, utilizando a técnica da “Volta em
U”. Foram realizados trés experimentos ao longo de aproximadamente um ano (10/2017 a
10/2018). Verificou-se que, no primeiro experimento, o comprimento de onda da luz modificou
o resultado para a velocidade média e o tempo da volta em U dos organismos, neste ultimo,
porém, o campo magnético radiofrequéncia ndo demostrou influéncia nos resultados. Para 0s
dois seguintes experimentos realizados, a media de tamanhos dos organismos coletados
aumentou significativamente e esse fator influenciou diretamente nos resultados obtidos,
reduzindo ou eliminando as diferencas. O aumento de tamanho pode estar relacionado com o
processo de divisdao do microrganismo e, ao que parece, este processo afeta as propriedades
magnetossensiveis do Ca. M. multicellularis. J& o aumento da velocidade com o aumento da
intensidade do campo magnético aplicado (de 0,2mT para 2,0mT) se manteve em todos 0s
experimentos, 0 que traz a tona outras questdes relevantes sobre o Ca. M. multicellularis.

Palavras-chave: Candidatus Magnetoglobus multicellularis. Magnetotaxia. Bactéria

magnetotatica. Fotocinesia.



ABSTRACT

Microorganisms with magnetosensitivite properties, such as magnetotactic bacteria,
have been studied since the 1970’s. During these research, multicellular prokaryotes were
identified with that property. In this work, the multicellular magnetotactic prokaryote
“CandidatusMagnetoglobus multicellularis” (Ca. M. multicellularis) was studied in order to
identify the influence of the light wavelength and the physiology of microorganism on its
magnetosensitvity, especially with regard to the radical pair mechanism — RPM, using the “U-
turn” technique. Three experiments were carried out over approximately one year (10/2017 to
10/2018). It was found that, in the first experiment, the light wavelength modified the result for
the average speed and U-turn time of the microorganisms, even though, in the latter parameter,
the magnet field at radiofrequency does not show influence on results. However, for the
following two experiments, the average size of the collected microorganisms increased
significantly, and this factor directly influenced the results obtained, reducing, or eliminating
the differences. The increase of size may be related to the process of division of the
microorganism and, apparently, this process affects the magnetosensitive properties of Ca. M.
multicellularis. The increase in speed with the increase in the intensity of the applied field (from
0.2mT to 2.0mT) was maintained in all experiments, which brings up others relevant issues

about the Ca. M. multicellularis.

Keywords: CandidatusMagnetoglobus multicellularis. Magnetotaxis. Magnetotactic bacteria.
Photokinesis.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

As proximas péginas tratam de uma propriedade descoberta em uma das formas de vida
terrestre mais primitiva: a interacdo de procariontes com o campo geomagnético. Neste
trabalho, o foco sera na “magnetorrecep¢do” do procarionte multicelular Candidatus

Magnetoglobus multicellularis.

Em mais detalhes, as primeiras suspeitas de interagdo de seres vivos com 0 campo
magnético aconteceram nos trabalhos de Salvatore Bellini em 1963 (que sO veio a ser
amplamente conhecido em 2009) e Richard Blakemore em 1975 [1], [2]. O primeiro percebeu
que um tipo ndo definido de bactéria sempre se concentrava em um lado da amostra (numa
direcdo geografica preferencial), lado este que coincidia com o norte geomagnético, sugerindo
qgue haveria um compasso biomagnético no interior desses micro-organismos. Blakemore
também trabalhou com bactérias, quando observou por acaso um fenémeno similar ao descrito

por Bellini, dando o nome de magnetotaxia (magnetotaxipsa essa propriedade.

Estudar o comportamento, composicao, anatomia, fisiologia, entre outros fatores dessas
espeécies, é de utilidade e importancia imensuravel. Além de ajudar na compreensdo sobre a
interacdo de seres vivos com o campo magnético da Terra (ou de outras fontes), podem servir
como bioindicadores para estudos de ecossistemas diferenciados, arqueologia, inclusive em

buscas por vestigios de vida em outros planetas[3].

1.1 BACTERIA MAGNETOTATICA

Em termos taxonémicos, Bacteria € um dominio de organismos procariontes, isto &,
células que carecem de membranas envolvendo nucleo e outras organelas, com dimensdes de
alguns micrémetros (~0,2 a 30 um). Estdo entre as primeiras formas de vida da Terra e sdo
encontradas nos mais diversos ambientes e ecossistemas, ainda que indspitos a muitas outras

formas de vida.

Esses micro-organismos podem se apresentar em formatos especificos como: cocos
(aproximadamente esférica), bacilo (bastonete), vibrido (forma de virgula), espirilo (espiral) e
espiroqueta (forma acentuada de espiral). Em sua estrutura, possuem: nucledide com RNA,

ribossomos, citoplasma, membrana plasmatica. Todas contam com uma parede celular que é



praticamente composta por peptideoglicans Geralmente as células procaridticas ndo possuem
organelas internas envoltas por membrana. As bactérias também podem conter flagelos para
realizar sua propulsdo. Esses flagelos podem ser peritriquios (quando distribuidos ao longo da
capsula celular) ou polares (em uma ou ambas as extremidades da célula). Os flagelos polares
podem ainda ser classificados como monotriquios ou lofotriquios, no caso de um flagelo ou um
tufo de flagelos em um polo da célula, respectivamente; ou anfitriquios, quando ha flagelos em
ambos os polos da célula. Em 1884, o médico dinamarqués Hans Christian Joachin Gram (1853-
1938) desenvolveu um método de coloracdo das bactérias que resultou em uma nova forma de
classificacdo: a coloracdo de Gram, na qual as bactérias podem ser classificadas em Gram-
positivas e Gram-negativas. A principal diferenca entre as duas esta na parede celular: no caso
da Gram-positiva, é constituida por muitas camadas de peptideoglicanos, formando uma
estrutura rigida e espessa; enquanto nas Gram-negativas ha somente uma fina camada de
peptideoglicano, mas ainda conta com uma membrana externa formada por lipopolissacarideos,
lipoproteinas e fosfolipideos. Entre as Gram-positivas e Gram-negativas, a parede celular desta

ultima esta mais suscetivel ao rompimento mecanico [4].

As bactérias podem receber classificagdes quanto a diversas propriedades: fonte de
energia, metabolismo, tipo de membrana etc.; no caso deste trabalho, a classificagcdo que mais
interessa € quanto a taxia. Esse Ultimo aspecto diz respeito ao estimulo que orienta 0 movimento
das bactérias, entre eles ha quimiotaxia (quando é orientada pela concentracdo de alguma
substancia presente no ambiente), a fototaxia (estimulo proveniente da luz) e a mecanotaxia
(movimento orientado pelos gradientes de rigidez do fluido, tensdes de cisalnamento etc.). Nas
bactérias magnetotaticas, 0 movimento é orientado sob a influéncia do campo magnético
terrestre gragas a cristais de magnetita (FesO4) ou greigita (FesSs) no interior da célula, que
funcionam como verdadeiras bussolas. Entre os tipos mais estudados e citados de bactérias
desta classificacdo estdo as Magnetospirillum magnetotacticunf5], Magnetospirillum

gryphiswaldensgg], Magnetococcus marinyg], dentre outras.

Como o campo geomagnético tem inclinacdo em relacdo a superficie (possui
componente vertical), acredita-se que as bactérias magnetotaticas utilizam essa informagéo para
o seu deslocamento vertical; somando-se a influéncia do gradiente de oxigénio, comum em
ambientes aquaticos, tendem a nadar no sentido para baixo, demonstrando uma quimiotaxia (ou
aerotaxia, neste caso em particular)[8]. A magnetoaerotaxia € o uso da magnetotaxia associada
a aerotaxia, células magnetotacticas utilizam estes mecanismos combinados para nadar ao

longo da coluna d’agua (ambientes aquéticos estratificados), de locais com alta concentracgéo
2



de oxigénio para ambientes microaerobicos ou anaerobicos. Assim, é possivel que
microrganismos magnetotaticos nadem nos sentidos paralelo e anti-paralelo ao campo
magnético (além de outros movimentos), inclusive que permaneca em repouso, Vvisto que ha
uma interagdo com o gradiente de oxigénio (O2) existente no meio e que isso pode determinar

o provéavel local de acomodacéo [9].

A inclinacdo do campo magnético terrestre em relacdo a superficie é de extrema
importancia para as bactérias magnetotaticas. Sabe-se que quanto mais préximo aos polos
magnéticos a inclinagdo do campo magnético tende a fazer 90° com relacdo a superficie
horizontal. Foi observado que, das bactérias que se deslocam em um sentido preferencial das
linhas de campo, as encontradas no hemisfério norte (acima do equador geomagnético) tendem
a se deslocar em sentido oposto as encontradas no hemisfério sul (abaixo do equador
geomagnético). Por essa propriedade, as primeiras foram classificadas como north-seelkng, e
as ultimas southseekng. A magnetoaerotaxia faz com que a busca pela localizagdo mais ideal
para a sobrevivéncia das bactérias magnetotacticas seja feita por movimento em uma dimenséo,

e ndo em trés dimensdes [10].

1.2 O MAGNETOSSOMO

A presenca de magnetita no interior dessas bactérias foi uma das suspeitas iniciais,
confirmada no trabalho de Blakemore e Frankel de 1979 [5]. Neste trabalho, culturas de
bactérias foram desenvolvidas em ambientes com diversas concentracdes diferentes de ferro
(altas e baixas), resultando em micro-organismos magnéticos e ndo-magnéticos,
respectivamente. A analise desses dados, juntamente com microscopias e outros estudos, como
a espectroscopia Mossbauer — onde foi comparado o grafico de uma magnetita com a de uma
célula preparada - e a microscopia eletrénica de transmissao, que ajudou a visualizar o tamanho
e formato dessas organelas intracelulares, levou a concluséo que as particulas responsaveis pela
interacdo das bactérias com o campo magnético séo monodominios magnéticos (singledomair)
de magnetita (FesOa4), sendo que o cristal é tdo pequeno que os momentos de dipolos magnéticos

atdmicos estéo alinhados no mesmo sentido e dire¢do em todo o corpo do cristal [11], [12].

Os magnetossomos sdo organelas intracelulares compostas por cristais de magnetita
(FesO4) ou greigita (FesSs) contidas em vesiculas de membrana fosfolipidica. Essas

nanoparticulas geralmente tém uma morfologia cuboctaedra, com cerca de 42 nm cada. Estéo



dispostas em cadeia, formando uma linha praticamente reta dentro do micro-organismo e estdo
fixadas dentro da célula pelo citoesqueleto. Cada célula de bactéria magnetotatica pode conter
uma ou varias cadeias de magnetossomo, em geral dispostas de forma paralela ao eixo maior
do microrganismo [13]. Esta organela intracelular é a responsavel pelo dipolo magnético das
bactérias magnetotaticas e a forma pela qual esta disposta e fixada fisiologicamente no
organismo faz com que elas se alinhem numa diregdo predominante em relacdo ao campo

magnético externo.

1.3 CANDIDATUS MAGNETOGLOBUS MULTICELLULARIS

Em estudos de biomagnetismo, foi identificado um tipo especial de procarionte que é
pluricelular, se diferenciando do comum desta categoria. Esse novo microrganismo,
inicialmente denominado como agregado multicelular magnetotatico (Magnetotatic
Multicellular Aggregates — MMA) [14], foi coletado nas lagoas Rodrigo de Freitas e de
Araruama, esta Ultima sendo um ambiente hiper-salino (~55%o) na Regido dos Lagos do Rio de
Janeiro. Em outros trabalhos, esses seres também receberam denominag¢fes como procarioto
magnetotactico multicelular (Multicellular Magnetotatic Prokariote - MMP) e procarioto

multicelular de vérias células (Many-celled Magnetotatic Prokariote) [15].

CandidatusMagnetoglobus Multicelularis - Ca. M. multicellularis (Figura 1) € um
procarioto magnetotactico multicelular coletado na lagoa de Araruama, Rio de Janeiro. Possuli
formato aproximadamente esférico, composto por um ndmero aproximado de 10 a 40 células
Gram-negativas [16]. Seu raio varia em torno de 1 a 5 um. O magnetossomo presente nesses
organismos é composto geralmente por sulfeto de ferro — greigita (FesS4), com cada célula
contendo, em geral, de 1 a 3 cadeias de magnetossomos [17]. Seu movimento - tal como
previsto em organismos magnetotaticos - é direcionado pelo campo magnético externo, sendo
no sentido das linhas de campo para as encontradas no hemisfério Norte (North-seekery e o
contrério para as coletadas no hemisfério Sul (Southseekerk E sabido que sua velocidade de
translagcéo em determinado ambiente pode ser afetada pelo comprimento de onda da iluminagéo

predominante [18].



Figura 1: Micrografia Eletrdnica de Varredura de uma
CandidatusMagnetoglobus multicelullaris. Escala da
barra 2 um. Fonte: Keim et al (2012).

O livro editado por Dirk Schiller em 2006, denominado de “Magnetoreception and
Magnetosomes in Bacteligl9], apresenta um capitulo escrito por Keim et al., que faz uma
extensa revisdo dos conhecimentos acumulados acerca dos MMPs até aquela época. Em um
breve resumo deste capitulo, os paragrafos seguintes discorrem sobre as principais

caracteristicas destes organismos.

Os MMPs ja foram coletados em diversos locais do mundo, e todos compartilham
algumas similaridades: possuem tamanho variando entre 3 a 12 um de diametro [15], [20]; sdo
compostos por células procaridticas, aparentemente dispostas com uma simetria helicoidal, de
forma que todas as células fazem fronteira simultaneamente com o ambiente externo e interno
do organismo; apresentam glicocalix; contam com muitos flagelos na parte exposta ao meio
externo; células isoladas (separadas do organismo) ndo apresentam mobilidade [17]; e os

organismos provavelmente tém um ciclo de vida Unico [20].

Estudo de filogenia dos MMPs coletados na costa da Nova Inglaterra (EUA) mostrou
que o sequenciamento do gene 16S rDNA destes microrganismos esta relacionado com o grupo
de bactérias redutoras de sulfato da classe das Deltaproteobacteria [21].

A ocorréncia de MMPs geralmente acontece em ambientes anaerdbicos, salobro a
hipersalino, ricos em sulfeto, na coluna d’agua em lagoas estratificadas, ou na camada de
sedimentos em ambientes aquaticos ndo estratificados. Os MMPs, enquanto procariontes
produtores de greigita, sdo achados na zona anaerobia, logo abaixo da zona de transi¢éo Oxico-
anoxica. Devido a limitada regido onde sdo encontrados, acredita-se que os MMPs, se
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locomovem de acordo com o gradiente de substancias especificas presentes no meio, no caso
destes organismos, em vez de concentracdo de oxigénio, a quimiotaxia estaria relacionada

concentracdo de ferro ou enxofre [22].

As células procaridticas no MMP estdo dispostas em um arranjo aproximadamente
helicoidal, de forma que o organismo apresenta uma geometria esférica. A estrutura do
organismo é tal que cada célula faz fronteira com o meio externo e com o compartimento interno
do organismo. Devido a esta disposicdo, as células assumem um formato piramidal, com sua
base voltada para 0 meio externo, e 0 apice para 0 compartimento interno. Este compartimento,
por sua vez, contém pequenas vesiculas de membranas e filamentos ligando os &pices de cada
piramide (célula) e pode ser responsavel pela comunicagdo entre as células para difusdo de
moléculas soluveis. A base da piramide € levemente arredondada e, por ser a parte em contato

com ambiente externo a célula, é por onde ela absorve os nutrientes [14], [17].

O envelope celular contém a dupla membrana caracteristica das células Gram-negativas,
em alguns casos contendo uma fina camada de peptidoglicano no espaco periplasmatico [15],
[17]. A superficie de cada membrana é diferente nas diversas partes da célula, devido a
polarizacdo e especializacdo de cada uma dessas regides, sendo que as membranas de contato
com as outras células sdo fortemente acopladas [17]. A base da piramide celular apresenta uma
superficie com muitos flagelos de aproximadamente 15,9 nm de diametro e 0,9 a 3,8 um de
comprimento, e uma capsula compostas por fibras radiais, provavelmente compostas por

polissacarideos [17], [23].

O namero total de magnetossomos de sulfeto de ferro (greigita) nos MMPs varia de 300
a aproximadamente 1000 [14], [24], sendo que cada célula pode conter de 2 a 65 (média de 31)
desses cristais, 0s quais possuem dimensdes que podem variar de 30 a 120 nm [15]. Os
magnetossomos estdo organizados em grupos planares dentro do citoplasma, préximo as
fronteiras do organismo, paralelos a superficie externa [17], [25]. Considerando a disposicédo
em simetria esférica, cada placa de magnetossomo estd a uma distancia maxima da placa da
célula adjacente [23]. Cristais no magnetossomo de MMP geralmente sdo compostos por
sulfetos de ferro, mas raramente é encontrada também a magnetita, que podem ocorrer de forma
exclusiva ou combinada com cristais de greigita. Esses cristais possuem formato irregular na
maioria das vezes, entretanto alguns podem apresentar formato aproximadamente cuboidal, de

paralelepipedo [26], [27], barril ou projétil [28].



Além do usual formato esférico, os MMPs podem apresentar geometria eliptica ou em
formato de oito [15], [25], e essas outras apresentacdes estdo relacionadas ao ciclo de vida do
organismo. Neste ciclo, 0o MMP ¢ esférico na maior parte do tempo, porém, ao se reproduzir,
passa por alguns estagios: primeiro aumenta de tamanho, duplicando o volume, mantendo o
formato esférico e o nimero de células; na proxima fase, cada célula se divide ao meio
simultaneamente, assim duplicando o nimero de células no organismo, sem modificar o arranjo
e mudanca significativa no tamanho do organismo; ap6s 0 MMP comeca a assumir um formato
eliptico, depois em formato de oito, quando comeca a acontecer a tor¢ao entre as duas metades;
por fim, divide-se em duas partes equivalentes, recomegando o ciclo de vida. Este ciclo pode
ser representado matematicamente pela parametrizacao de curvas da familia Oval de Cassini.
A expressao utilizada para isto é:

i O ol OEE  ® (1)
onde r e d sdo as coordenadas polares usuais (raio e angulo), e a e b sdo os parametros
associados ao formato e o tamanho da curva, respectivamente. O formato do organismo € obtido
a partir da superficie formada pela revolucao da curva. Quando a = 0, b = 0, e a curva assume
um formato circular e b = r. Ao variar o pardmetro a de 0 a 1.2, a curva vai perdendo seu
formato de circunferéncia e ficando cada vez mais eliptica até a = 0,9999, e ao alcancar a >

1, ocorre a separacdo em duas curvas, finalizando o ciclo do MMP.

Analisando a mobilidade dos MMPs quando submetidos a um campo magnético
homogéneo, foram realizadas as seguintes observacdes para quatro tipos de movimentos[29]:

1 movimento livre: em linha reta ou trajetdria helicoidal (com o eixo de simetria paralelo
ao campo magnético) com velocidades em torno de 90 um/s;
rotacdo: em torno do proprio eixo, sempre no sentido da trajetdria helicoidal;
ping-pong ou movimento de escape: deslocamento para tras, no sentido contrario ao
previsto (considerando a polaridade do organismo), alcancando algumas dezenas de
micrometros, seguido de um deslocamento para frente;

1 caminhada: acontece quando o MMP esta na interface entre a agua e o ar, situacdo na
qual ele se desloca de forma livre, numa trajetoria complexa, contudo mantendo o

sentido de rotacdo.



1.3.1 Configuracdo Magnética do Ca. M. multicellularis

Em Acosta-Avalos et al.[30] ha uma detalhada investigacdo sobre a optimizacao
energética da distribuicdo de momentos magnéticos no Ca. M. multicellularis, com objetivo de
chegar a mais provavel configuragéo dos dipolos no organismo. O modelo se baseia na proposta
de que o Ca. M. multicellularis tem um arranjo helicoidal (em espiral), conforme o descrito por
Keim et al.[29]. Dessa forma, os célculos fundamentaram-se na equacao paramétrica da hélice
em coordenadas cartesianas para trés dimensdes (X, y, z). Entdo leva-se em consideragéo que
esta hélice se arranja num formato de esfera, com raio R e nimero de voltas L (loops). Logo a

equacao da hélice fica:

)
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Os vetores magnéticos associados aos magnetossomos estdo dispostos de forma
tangencial a superficie da esfera, vide a posicdo das cadeias proximas a superficie da célula.
Devido ao volume dos magnetossomos comparado ao da célula, 0s momentos magnéticos ndo
pareados podem ser considerados como um ponto de dipolo. Cada momento possui uma
inclinacdo relativa a curva da hélice, quando o angulo dessa inclinacao é 0° significa que ele é
tangente a curva. Neste trabalho, é considerado que todos os vetores de momento magnético do

Ca. M. multicellularis possuem a mesma inclina¢do e a mesma magnitude.

Para o célculo da energia magnética E da distribui¢do na presenca de um campo externo

Bext, € considerada a seguinte equacao:



onde ujj é a interacdo energética dos momentos magnéticos mi e m;. Escrevendo uij com a
expressao:

6 tamal it oi 1 1 i 4)

em que rij = rj-ri € a posicao relativa entre os dois vetores mje mj, myj e my; Sa0 vetores unitarios
(mi = momi), assim como rij de rij, € Ho € a permeabilidade magnética no vacuo. A partir desta
expressdo, é possivel concluir que o valor de ui; depende fortemente da orientacdo relativa entre

0S momentos magnéticos interagentes.
Ha outros parametros importantes definidos no estudo:

1. O vetor tangente a hélice t, onormal nj (¢ i 9 9 e o binormal tangente tyi (<«

<« = ). O vetor tangente € calculado pela definicdo do célculo diferencial:

0 —— ()

2. O vetor momento magnético ndo estad exatamente alinhado com a tangente da curva,
possuindo um angulo de inclinagdo U relativo a tangente da hélice. Dessa forma, o
momento magnético em funcdo do angulo de inclinacdo em cada célula pode ser escrito

como:

o1 OELT TR (6)

Neste contexto, assumindo que todos 0s momentos magnéticos possuem a mesma
inclinacdo com a curva da hélice, foram calculados das vérias situacfes energéticas para o
organismo variando o angulo alfa, e obtendo valores de maximo e minimo de energias, que

superam a energia térmica ambiente «T (4 x 10°21)).



O modelo mostrou que a configuragdo magnética de minima energia € aquela cujos
momentos magnéticos estéo alinhados com os meridianos do Ca. M. multicellularis, ou seja,

dispostos em uma inclinacéo perpendicular as curvas do espiral.

14 O USO DAS VOLTAS EM U (U-TURN) NO ESTUDO DO Ca. M.

multicellularis

Procedimentos diversos - como medidas do angulo de deslocamento em relacdo ao
campo magnético, estimativas por micrografias eletronicas, volta em U, dentre outros [31]-[33]
- j& foram realizados para se chegar ao valor do momento magnético de um microrganismo
magnetotatico. A volta em U (ou U-turn), por sua vez, trata da trajetéria executada pelo
microrganismo em uma situacdo na qual o sentido do campo magnético externo € invertido,
fazendo com que ele execute uma curva que mudara em 180° o sentido de sua trajetéria (formato
da letra “U”; Figura 2).

Para utilizar a voltaem U em proveito dos calculos de momento magnético das bactérias
magnetotaticas, foi apresentado o modelo de Bean [33], [34], que mostra como 0 obter 0
momento de um microrganismo a partir do tempo da volta em U ou do didmetro da curva
executava por ele. Um dos fundamentos que baseia esse modelo € a estimativa de valor médio
da velocidade de migracdo (6wd) de um organismo magnetotatico na direcdo do campo

magnético homogéneo:

Gt o é Br— (7)

onde dé o angulo de desvio em relacdo ao campo externo e Vo € a velocidade do microrganismo.

O termo &0 ¢ b-ealculado da seguinte forma assumindo a estatistica de Boltzmann:

a0 ) (8)
SF aoa
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que se trata da funcdo de Langevin para sistemas paramagnéticos, onde m é o momento
magnético, Bo € 0 campo magnético externo, k é a constante de Boltzmann e T a temperatura

absoluta.

Para o calculo do tempo da volta em U, parte-se do principio de que a soma dos torques
atuantes sobre o organismo é nula, ou seja, o torque devido ao campo magnético externo é igual
ao torque da resisténcia devido a viscosidade do meio. Para um organismo esferico, isto é

transcrito em termos matematicos como:

> 2
(@}

N ©)

sendo R é o raio do organismo, e i o coeficiente de viscosidade do meio. Desenvolvendo e

integrando os termos tem-se:

A0 =
me " Cogl
40 s P4
WY [ QF (11)
O Qo Hifd aibEfo Hifd
Y (12)
o ... .. .0
— aAdWeE adWe 13
y £ £ (13)

onde”™Y yn &Y jao .

Se 0i é muito pequeno, tal que 0 WEjcx [ jg; esead | [7Y tomando o valor
esperado como o proprio angulo 0; da funcdo de Langevin (1.4.2), podemos concluir que
[x ¢J'Yad 7T .Assim:
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LY 7 (14)

Entdo o tempo 1 de reversao (volta em U) e 0 didmetro da volta L, pode ser calculado

pelas expressoes:

gn & 5 écd 0 (15)
46 Y

W iYA— Y YU -
v ao ao (16)

c:
c-
O\
£~

onde t (s) ¢ o tempo para completar a inversao do sentido da trajetoria. No caso deste trabalho,
n € o coeficiente de viscosidade da agua (s 107 Pa.s), R esta em um, mem unidades de
10 Am2, T em Kelvins (K), v em pm/s, que é a velocidade de deslocamento dos

microrganismos antes da inversao do campo. O campo magnético Bo € dado em mT (militesla).
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Figura 2: Amostra de um gréafico obtido com a execugdo de uma volta
em U por um CandidatusMagnetoglobus multicelullaris submetido a
uma inversdo de campo magnético.

O procedimento da volta em U ja foi utilizado para outros estudos, como a investigacao

dos efeitos do comprimento de onda da luz incidente sobre o tempo da volta [18] e, no caso do
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calculo do momento, para o controle do movimento (através de sistema de manipulacdo
magnética) de microrganismos magnetotaticos em circuito fechado [35], em estudos de

biomineralizacdo de ferro por bactérias magnetotacticas [36].

1.5 EFEITOS DE LUZ EM Ca. M. multicellularis EO MECANISMO DE
PARES RADICAIS

A interferéncia da luz em seres vivos que interagem de alguma forma com o campo
magnético ja foi estudada em diversos aspectos. Trabalhos foram realizados em espécies como
passaros [37], bactérias magnetotaticas [9], em MMPs - especialmente 0 Ca. M. multicellularis,
foco desse trabalho - dentre outros. Em termos de bactérias magnetotaticas, Frankel [9] notou
a fototaxia em Magnetococcus marinugpa MC-1 para iluminacdo de comprimento de onda
curto (A <500 nm), mas ndo para a luz vermelha. Observou-se também que a breve exposicédo
(menos de 2s) a iluminacdo ultravioleta (365 nm) de alta intensidade faz com que a direcédo de
nado dos MMPs seja invertida [38].

Tratando-se especificamente do Ca. M. multicellularis, a influéncia da luz no
movimento desses microrganismos foi investigada nos trés trabalhos [18], [39], [40],
produzindo resultados que deixam claro a fotocinesia, ou seja, a relacdo da iluminacéo
(comprimento de onda e intensidade da luz) com a velocidade dos microrganismos. A
dependéncia com a luz também foi associada com a magnetossensibilidade, demonstrando uma
complexidade maior que a esperada neste processo. No primeiro trabalho [18], resultados
obtidos mostram um aumento na velocidade média dos Ca M. multicellularis para a luz
vermelha (628 nm) e uma reducdo para a cor verde (517 nm), esta Gltima também reduziu o
tempo da volta em U, associado ao momento magnético do organismo (Tabela 1 eTABELA 2).
Neste caso, a intensidade da luz nas cores azul, verde, amarela e vermelha foi, respectivamente,
0,8; 0,46; 0,05 e 0,16 Wm™, e a intensidade do campo de 0,14mT.
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Tabela 1: Resultados obtidos para a média de velocidades dos Ca. M.
multicellularis submetidos aos comprimentos de onda indicados na
primeira coluna e a um campo de 0,14mT. Fonte: ref [18].

Luz N  Velocidade (um/s)  Erro (um/s)
Azul (469 nm) 88 89,1 2,3
Verde (517 nm) 82 67,8 1,8
Amarelo (596 nm) 101 93,1 1,8
Vermelho (628 nm) 96 119,6 2,2

Tabela 2: Resultados obtidos para a média dos tempos de execuc¢do
da voltaem U dos Ca. M. multicellularis submetidos a iluminagéo nos
comprimentos de onda indicados na primeira coluna e a um campo de
0,14 mT. Fonte: ref [18].

Luz N Voltaem U (s) Erro (s)
Azul (469 nm) 18 0,98 0,05
Verde (517 nm) 18 0,87 0,03
Amarelo (596 nm) 17 1,09 0,06
Vermelho (628 nm) 12 1,09 0,10

Em 2015, continuando os estudos no tema, Azevedo e Acosta-Avalos [39] fizeram
experimentos com 0s mesmos comprimentos de onda indicados anteriormente, porém variando
a intensidade do campo magnético e da poténcia da luz. Para campos magnéticos de intensidade
proxima ao geomagnético (0,23 Oe ou = 0,023mT) o experimento ndo mostrou diferengas
significativas para as médias de velocidades sob a iluminacdo das diversas luzes aplicadas.
Entretanto, para campos de intensidade maior que 0,4 Oe, essas diferencas se evidenciaram,
mostrando similaridade com o estudo anterior, apesar de algumas outras varia¢des para valores
de campo mais intensos (poténcia da luz 153 pW). Diante desses resultados, foi possivel
concluir que a fotocinesia guarda dependéncia com o campo magnético. Em relacdo ao
experimento variando o campo e a irradidncia da luz, a velocidade média dos organismos
mostrou dependéncia dos dois fatores, mantendo a tendéncia de diminuicdo para a o

comprimento de onda relacionado a luz verde.

Em um terceiro estudo [40], foi introduzido a aplicacdo do campo magnético oscilante,
em radiofrequéncia — RF, na frequéncia Zeeman, com o objetivo de investigar a influéncia de
moléculas com mecanismo de pares radicais (radical pair mechanism RPM) na resposta de
Ca. M. multicellularis para a luz e para intensidade do campo magnético. A primeira analise foi
para a comparacdo entre a luz vermelha e a do microscopio (controle), onde ficou evidente o

efeito do campo RF reduzindo a media de velocidade dos Ca M. multicellularis para a luz
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vermelha, colocando num patamar estatisticamente similar ao do microscéopio (Tabela 3). Apds
foi realizada a comparagao entre as luzes azul, verde e vermelha, conforme a Tabela 4. Adiante,
fez-se a analise anterior para duas intensidades de campo diferentes, 0,16 e 2,66 mT, com suas
respectivas radiofrequéncias 4,4 e 74,5 MHz, com resultados demonstrados na Tabela 5. Além
disso, também foi analisado a orientacdo dos Ca. M. multicellularis em relacdo ao campo
magnético aplicado nas diversas condicOes indicadas, o parametro utilizado para essa analise
foi o cosseno do angulo entre a velocidade e o campo magnético. Esses experimentos foram
realizados a uma poténcia de luz de 110 pW. Os resultados demostraram que, sob a iluminacéo
verde e vermelha, a fotocinesia € afetada por campo RF, mas ndo a luz azul, sugerindo o

envolvimento de molécula com RPM para além do criptocromo.

Tabela 3: Resultados para a comparagdo entre Ca. M. multicellularis iluminados
com luz vermelha e a luz do microscépio, com a adi¢éo da RF. Fonte: ref [40].

Luz N  Velocidade (um/s) Erro (um/s)
B=0,4mT; RF=115 MHz
Microscopio 35 87,6% 2,8
Microscopio+RF 38 111,45 3,8
Vermelho (628 nm) 41 114,5° 3,5
Vermelho+RF 31 80,72 45

Tabela 4: Resultados para a comparacdo entre Ca. M. multicellularis iluminados
com as luzes azul (controle), verde e vermelha, com a adi¢do da radiofrequéncia.
Fonte: ref [40].

Luz N  Velocidade (um/s) Erro (um/s)

B=0,4mT; RF=11,5MHz

Azul (469 nm) 48 90,62 2,6
Azul+RF 41 89,92 1,7
Verde (517 nm) 49 75,9° 1,4
Verde+RF 54 83,72 2,1
Vermelho (628 nm) 54 97,4¢ 1,8
Vermelho+RF 42 83,62 1,6
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Tabela 5: Comparacdo entre velocidade média dos Ca M. multicellularis
submetidos as condicOes de iluminacdo azul, verde, vermelho, e adicdo de RF para
campos de 0,16 e 2,66 mT. Fonte: ref [40].

Luz N  Velocidade (nm/s) Erro (nm/s)

Bo=0.16 mT; RF = 4,4 MHz

Azul (469 nm) 32 84,8 4,20
Azul+RF 40 94,6 3,20
Verde (517 nm) 43 96,8 2,70
Verde+RF 39 78,4 2,70
Vermelho (628 nm) 51 110,4 2,50
Vermelho+RF 43 94,0 3,10
Bo=2,66 mT; RF =74.5 MHz

Azul (469 nm) 46 113,0 4,2
Azul+RF 48 112,6 2,6
Verde (517 nm) 43 95,2 2,3
Verde+RF 41 1245 2,8
Vermelho (628 nm) 37 1139 3,2
Vermelho+RF 43 108,3 2,3

A principal linha de investigacdo para a quimica envolvida no processo de percepgdo
do campo magnético correlacionado a iluminacéo é o Mecanismo de Pares Radicais ou RPM
(doinglés, Radical Pairs Mechanis)nlsto pode ocorrer quando a incidéncia de um foton excita
um par de moléculas, transferindo um elétron de uma espécie A para outra B, criando pares de
radicais transitorios (vida curta) simultaneamente, de forma que o spin de dois elétrons, um de
cada radical, estdo correlacionados. Na formacéo desses pares, os elétrons estdo em moléculas
gue possuem um elétron livre, ndo pareado, que, em relagdo a um elétron na mesma condicéo
em outra molécula, pode estar em dois estados de spin: 1 ou | (up ou down). O par de spins
eletronicos pode estar antiparalelo (1, estado singleto) ou paralelo (11, estado tripleto). Como
0 spin de cada elétron tem um momento magnético associado, a reacao quimica relacionada a
cada estado de spins (singleto ou tripleto) — neste caso, os estagios de decaimento ou retorno
para o estado menos energetico - pode ser influenciada pelos campos magnéticos interno e
externo [37]. Tudo isso implica que a forma com que uma espécie de ser vivo percebe o0 campo
magnético pode mudar de acordo com o comprimento de onda da radiagdo que predomina no

ambiente, caso esta espécie possua as moléculas que formas os pares radicais.

Os efeitos do campo magnético na formacéo dos pares radicais (estado tripleto) podem

ser cancelados se sobre as moléculas atuar um campo magnético oscilante na frequéncia
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Zeeman e ortogonal ao campo magnético externo, constituindo um método para verificar se 0
RPM esté envolvido no processo de magnetorrecepcao [40]. Para definir a frequéncia do campo
magnético oscilante, utiliza-se da seguinte equacédo[41]:

0 CcHcDOd Y 6 17)

Onde Bo € 0 campo magnético aplicado ao sistema.

1.6 OBJETIVOS

O objetivo desta dissertagdo é estudar o efeito da luz monocromatica no tempo da volta
em U e no célculo do momento magnético do procarionte Candicatus Magnetoglobus
multicellularis (Ca. M. multicellularis), a influéncia do tamanho do organismo nestes aspectos,

e investigar se um campo magnético oscilando na frequéncia de Zeeman interfere nesses
parametros.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA

21 COLETAE MANUTENCAO DO Ca. M. multicellularis

As amostras de Ca. M. multicellularis foram coletadas na Lagoa de Araruama (22°50°S;
42°13°0), Regido dos Lagos do Estado do Rio de Janeiro e conservadas em aquarios proximas
a janela do laboratorio, onde ficavam expostas a luz solar durante o dia. Esse material ficava

intocavel por um ou dois dias para a promocao do assentamento dos sedimentos (Figura 3).

Figura 3: Armazenamento e conservacdo dos microrganismos magnetotaticos. Os
sedimentos da Lagoa de Araruama sdo depositados nos aquarios a direita da foto.

2.2 ISOLAMENTO

Ap0s estar pronta para estudo, uma quantidade pequena (em torno de 100 ml) do

material (sedimento + liquido) é coletado do aquario com uma pipeta e realocada em um
concentrador de vidro (Figura 4). Um ima que fica préximo a uma das pontas do concentrador

produz o campo magnético necessario para que 0s micro-organismos nadem até a ponta do
concentrador e, ap6s 3 a 4 minutos, disponiveis para serem coletados através de uma pipeta

menor, com bico fino o suficiente para sugar o material proveniente da ponta do concentrador
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(Figura 5). Com a pipeta menor, coleta-se uma pequena quantidade de fluido que é
imediatamente depositada na lamina preparada do microscopio.

Figura 4. Concentrador de vidro e ima.

Figura 5: Coleta do liquido através do bico do concentrador.

2.3  MICROSCOPIO OTICO INVERTIDO E O SISTEMA DE
OBSERVACAO

O equipamento utilizado para observacdo é o microscopio invertido Nikon Eclipse
TS100F (modelo trinocular), que conta com uma lampada de halogénio (6v-30W). A camera
acoplada ao microscopio é a Lumenera Infinity 1 (Figura 6). Além da lampada padrdo do
microscopio, foram utilizadas lampadas monocromaticas de LED, da marca Xelux, modelo
PAR20, para iluminacéo com as cores azul (469 nm), verde (517 nm) e vermelho (628 nm). As
imagens captadas séo reproduzidas no software Infinity Capture, e gravadas na resolugéo

600x800 pixels, com uma taxa de 82 frames por segundo.
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Figura 6: Microscopio dptico utilizado como sistema de observagéo.

A lamina do microscépio, por sua vez, fica acoplada a um par de bobinas (Figura 7),
que produz um campo magnético controlavel (homogéneo na regido da amostra) através de
uma fonte de tensdo regulavel da marca “SME Instrumentos” (Figura 8), em um circuito que
pode ter o sentido da corrente trocado por um inversor integrado a sua estrutura. A intensidade
e sentido do campo gerado por essa bobina é medida por um magnetémetro digital (GlobalMag
Model TLMP-HALL 050). Também é acoplado a regido da amostra no microscépio uma
bobina quadrada para a geracao da radiofrequéncia (uma antena de radio AM adaptada), que é
superposta em torno do par de bobinas, em orientacao perpendicular a estas, com a possibilidade
de ajuste de frequéncia por um gerador de fungdes da marca Agilent, modelo “33250A” (

Figura 9).

A gota de amostra depositada na lamina do microscopio é filmada e gravada quando
exposta a um campo magnético que seria invertido depois de algum tempo (2 a 4 segundos).
Esta inversdo faz com que os Ca. M. multicellularis saiam da borda da gota nadando no novo

sentido (mesma dire¢do) do campo magnético. Apds um tempo (aproximadamente 0,5s), 0
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campo é invertido novamente para o sentido original. Assim, os microrganismos de Ca. M.
multicellularis, ao se reorientarem devido a inversao de polaridade do campo, realizam a volta

em U.

| - et ittt
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Figura 9: Gerador de fungdes para o campo magnético oscilante.
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24 LUZ MONOCROMATICA DO MICROSCOPIO

Varias gotas da amostra de Ca. M. multicellularis s&o visualizadas sob a iluminagao
monocromatica nas cores azul, verde e vermelho, com comprimentos de onda iguais a 469, 517
e 628 nm, respectivamente; e a luz do microscépio (controle), que é a lampada de halogénio
supracitada, e que para efeitos de medida da intensidade (poténcia), foi considerado o pico no

comprimento de onda 469 nm (luz azul).

Para aplicacdo da luz monocromatica o microscopio foi adaptado da seguinte forma:
retirando-se a lampada original e posicionando em seu lugar uma lampada de LED
monocromatica, nos comprimentos de onda supracitados. O posicionamento ocorre de tal forma
que a luz da lampada monocromatica é convergida para a regiao da amostra, tal como a original

do microscopio.

Objetivando o minimo de influéncias externas ao aparato experimental, as janelas da
sala onde funciona o microscopio tiveram suas persianas fechadas, assim como as luzes da sala
foram desligadas. Tudo foi feito para que somente a iluminacdo de interesse do método

chegasse na amostra.

25 GRAVACAO DOS VIDEOS COM LUZ MONOCROMATICA

As filmagens foram realizadas com a amostra submetida a uma iluminagdo com
poténcia em torno 121uW, medida com um potenciémetro digital (Newport Optical Power

Meter Model 1916-C), calibrado para cada comprimento de onda.

Assim, para cada tipo de iluminacdo foram realizadas filmagens nas seguintes

circunstancias:

' Campo 2 Gauss: sem radiofrequéncia e com radiofrequéncia ajustada em 5.6
MHz (frequéncia de Zeeman);

9 Campo 20 Gauss: sem radiofrequéncia e com radiofrequéncia ajustada em 56
MHz.
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Importante destacar que, a cada série de medidas, também foi feito no microscépio a
filmagem da escala com a lente de aumento utilizada, que foi a de 20x. Esse procedimento é
realizado com a finalidade de possibilitar a converséo dos dados de pixels para um. Assim, uma
lamina de microscopio com uma barra de 1 mm dividido em 100 partes iguais foi filmada no
microscopio, e no software ImageJé medido a quantidade de pixels entre duas marcagdes

consecutivas, obtendo dessa forma o fator de conversao pixels para micrometros.

2.6 ANALISE DASVOLTASEM U

A forma escolhida para se chegar ao calculo do momento magnético dos micro-
organismos foi 0 método das voltas em U. Para isso, os Ca. M. multicellularis séo filmados no
microscopio sob o seguinte procedimento: ativa-se o campo magnético do par de bobinas
(homogéneo) para que 0s microrganismos se concentrem na extremidade da gota (foco da
filmagem), apds um tempo inverte-se 0 campo, quando 0s organismos se reorientam e comegam
a nadar no sentido da a outra extremidade, algum tempo depois ocorre uma segunda inverséo
do campo, neste caso para que o organismos realizam a volta em U (segunda reorientacdo) e
retornem para a extremidade inicial. Os videos gravados foram reproduzidos no software
ImageJ onde tragou-se 0s pontos da trajetoria daqueles Ca. M. multicellularis que conseguiam
concluir a volta dentro dos limites da resolucdo (Figura 2). Para definir onde comeca e onde
termina a volta em U, é construido o grafico da derivada temporal do deslocamento do corpo
no eixo X (horizontal), ou seja, a velocidade do microrganismo em relacdo ao eixo X. Neste
ultimo gréfico, é escolhido manualmente o ponto do gréafico onde a velocidade comeca a
decrescer “continuamente” (segunda inversdao do campo magnético), depois o ponto onde se
“estabiliza” no sentido contrario, ou seja, no semieixo negativo do grafico (Figura 10). A
diferenca entre as coordenadas de tempo marcadas (abscissa do grafico de velocidade) da o

tempo de execucdo da volta em U pelo microrganismo.

O tempo necessario para a conclusdo da volta em U por cada Ca. M. multicellularis é
dividido pelo cubo do raio do respectivo organismo. O raio também é obtido através de
marcacgdo de pontos no video, neste caso das extremidades do Ca. M. multicellularis: quatro
pontos, dois para medir o didmetro no eixo horizontal, dois para o eixo vertical, a média das
duas medidas foi considerada como o didametro aproximado do individuo. Dessa forma, os
pardmetros coletados no experimento (tempo e raio) sdo isolados no lado esquerdo da equagéo

(10), pois estes sdo 0s parametros experimentais, ficando a equagdo com o seguinte aspecto:
23



ao
2 Un s s
Y ao [y

(18)

Entdo o momento magnético e estimado a partir do cruzamento de valores obtidos dos
dois lados da equacdo: valores experimentais vs. tabela de resultados do lado direito da equacgéo
(18) para valores de mvariando de 0,01 a 250 10™° A.mz2.
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Figura 10: Gréfico da velocidade de um organismo sujeito a inversdo do campo magnético (~0.2 mT). Os pontos
escolhidos estdo indicados pelas setas.

Além do tempo da volta em U, foi calculado também a velocidade de deslocamento dos
Ca. M. multicellularis, usando o método da melhor reta para os deslocamentos horizontal e
vertical em fungéo do tempo (entenda-se aqui que a composi¢do dos deslocamentos horizontal
e vertical se trata do eixo da trajetdria helicoidal executada pelo microrganismo). A velocidade
é calculada somente para o trecho de volta, a partir do ponto do tempo em que se estabiliza para

o retorno do Ca. M. multicellularis.
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Tabela 6: Data e horario de realizacdo dos experimentos. H1V: horario do primeiro
video; HUV: horério do dltimo video.

Experimento Luz Dia H1V HUV
Verde (517 nm) 25/10/2017 17:23 19:14

| Azul (469 nm) 25/10/2017 20:21 23:03
Vermelho (628 nm) 24/01/2018 20:53 23:07

Controle 25/01/2018 18:42 20:57

Vermelho (628 nm) 25/07/2018 20:02 22:51

1 Verde (517 nm) 29/08/2018 17:36 19:24
Azul (469 nm) 29/08/2018 20:35 22:08

Azul (49 nm) 11/10/2018 19:40 23:57

i Vermelho (628 nm) 12/10/2018 9:56 12:46
Verde (517 nm) 12/10/2018 14:08 16:06

2.7 ANALISE DOS DADOS

Os célculos indicados na secdo anterior, para obtencdo do tempo da volta em U, da
velocidade dos Ca M. multicellularis, assim como do raio e do momento de cada
microrganismo (t/R?), foram realizadas através do software Matlab MathWorks 2018A,
também uma parte dos dados foram obtidos através do Origin 6.0, para efeitos de dupla

checagem.

Outro dado calculado é a energia cinética de cada organismo. Neste caso, parte-se da
equacao de energia cinética, considerando que a massa do Ca. M. multicellularis € igual a sua
densidade (considerou-se a densidade da agua: 1 kg/m?3) multiplicada pelo volume da esfera,

conforme demonstrado a seguir:

o 2au (19)
C
. T
I M =AY (20)

onde v, m J ¢ e R sdo, respectivamente, a velocidade, a massa, a densidade e o raio do Ca. M.

multicellularis,

Substituindo-se a expressdo de mna primeira equacgéo, chega-se a equacao (21), que foi

utilizada para calcular a energia cinética de cada microrganismo.
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N

Ca (21)

Considerando que a energia cinética dos individuos tem que se contrapor a energia da
agitacdo térmica, que desorienta 0 movimento, este valor foi dividido por 8 Tenergia térmica),

assim chegando a um parametro adimensional que é, finalmente, o valor utilizado na analise.

Ja a analise estatistica foi realizada pelo software Instat usando o teste de ANOVA (p

< 0,05), considerando que os dados estao distribuidos de forma gaussiana.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 VELOCIDADE NOS TRES COMPRIMENTOS DE ONDA COM
ANALISE ESTATISTICA
3.1.1 Experimento |

No primeiro experimento (Tabela 7), para o campo fraco (0,2mT), foi observado que
para as iluminacGes azul e vermelho houve um aumento significativo de velocidade em relacéo
ao controle, ja para o verde, ndo houve diferenca substancial com o controle. Ao se aplicar a
radiofrequéncia, verifica-se mudanca significativa para todos os comprimentos de onda, exceto
0 azul, onde houve uma redugdo muito pequena da velocidade, considerada irrelevante
estatisticamente. Percebe-se, neste caso, que a radiofrequéncia agiu de forma a reduzir as
diferencas entre as iluminacgdes, apesar dos valores para 0 verde terem ultrapassado a média,

entretanto saiu do mais devagar para 0 mais rapido.

Ja para o campo forte (2,0mT), observa-se uma tendéncia diferente: antes da aplicacéo,
a média das velocidades dos Ca. M. multicellularis submetidos a iluminacdo verde foi a Unica
que se destacou, apresentando valor significativamente superior. Ap6s a aplicacdo da
radiofrequéncia, ndo houve efeitos significativos para a iluminacdo verde, entretanto houve

aumento para o azul, vermelho, e reducdo para o controle.

Tabela 7: Valores para velocidade média translacional de retorno dos Ca. M. multicellularis no 1°
experimento para trés comprimentos de onda e o controle (luz do microscépio). Campos de 0,2mT e 2,0mT.
Letras mailsculas usadas para comparacao entre os resultados sem aplicagdo da radiofrequéncia (RF), letras
mindsculas para comparagdo entre os resultados com RF. (S) e (NS) indicam, respectivamente, se houve,
ou ndo, variacdo estatisticamente significativa entre as velocidades sem e com aplicacdo do RF.

Luz Velocidade Desvio Padréo Velocidade Desvio Padréo
média (um/s) (nm/s) média (um/s) (nm/s)
Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6MHz
Controle 41 47,37 11,8 40 68,72(S) 14,4
Azul (469 nm) 46 73,58 23,3 40 69,52 (NS) 16,8
Verde (517 nm) 41 52,1~ 19,0 46 82,4°(S) 17,8
Vermelho (628 nm) 45 64,68 15,1 42 73,9%°(S) 13,2
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz
Controle 40 80,34 21,0 40 69,3%(S) 19,6
Azul (469 nm) 41 80,24 33,1 42 113°(S) 27,6
Verde (517 nm) 40 101,88 24,1 40 97,2°(NS) 27,2
Vermelho (628 nm) 40 86,54 14,5 40 99,1¢(S) 19,4
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3.1.2 Experimento 11

Para o experimento Il, os resultados da tabela 8 mostram que, no campo magnético

menos intenso (0,2mT), com exce¢do da luz verde, ndo ha diferencas significativas da

velocidade média na comparacao entre medidas com e sem aplicacéo da radiofrequéncia. Entre

as cores, os resultados tém diferencas significativas, sendo mais rapido para o azul, em seguida

verde, e mais devagar para o vermelho. Com excec¢éo do azul e verde, essa tendéncia se manteve

apos a aplicagdo da radiofrequéncia.

No campo magnético de 2,0mT, houve diferenca significativa com relacdo a aplicacéo

da radiofrequéncia. As velocidades nas diferentes cores mantiveram a tendéncia do campo

fraco, dessa vez também ndo havendo diferenca significativa entre as cores vermelho e verde

com auséncia de radiofrequéncia.

Tabela 8: Valores para velocidade média translacional de retorno dos Ca. M. multicellularis no 2°
experimento para trés comprimentos de onda. Campos de 0,2mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas para
comparacao entre os resultados sem aplicagdo da radiofrequéncia (RF), letras minusculas para comparacéo
entre os resultados com RF. (S) e (NS) indicam, respectivamente, se houve, ou ndo, variagao

estatisticamente significativa entre as velocidades sem e com aplica¢éo do RF.

Luz V’el-ocidade Desvio Padréo V’el-ocidade F?;g\r/é%
média (um/s) (pm/s) média (um/s) (umis)

Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6 MHz

Azul (469 nm) 40 99,3~ 17,7 40  101,22(NS) 17,9

Verde (517 nm) 41 88,48 15,5 40 95,62(S) 13,0

Vermelho (628 nm) 40 72,5¢ 17,9 41 79° (NS) 20,8

Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469 nm) 39 125,47 19,4 41 143,72(S) 17,4

Verde (517 nm) 40 114,98 14,2 40 140,62(S) 12,7

Vermelho (628 nm) 41 106,78 23,0 46 118,5°(S) 30,2

3.1.3 Experimento 1

No experimento Ill, os Ca. M. multicellularis apresentaram velocidade superior ao

esperado, de forma que impossibilitou a realizacdo da volta em U dentro dos limites do video

para o campo de 0,2mT, com resolugdo de 640x480 pixels. Entdo ajustou-se o campo para
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0,3mT, e a resolucdo para 800x600, considerando-se também a alteracdo do valor da
radiofrequéncia aplicada para 8,4 MHz, e a taxa de frames por segundo em 54,2 fps.

No campo magnético de intensidade 0,2mT, ndo houve diferenca estatistica entre as
cores na auséncia de radiofrequéncia em comparagdo com a presenca. Entretanto, observa-se a
tendéncia geral de aumento da velocidade para a aplicacdo da radiofrequéncia. No campo de
2,0mT, os Ca. M. multicellularis submetidos ao comprimento de onda vermelho se destacam
como o mais rapido. Apos a aplicacdo da radiofrequéncia, a iluminacéo azul € a Gnica que tende

a reduzir significativamente o valor da velocidade.

Tabela 9: Valores para velocidade média translacional de retorno dos Ca. M. multicellularis no 3°
experimento para trés comprimentos de onda. Campos de 0,3mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas para
comparacao entre os resultados sem aplicacdo da radiofrequéncia magnética (RF), letras mindsculas para
comparacao entre os resultados com RF. (S) e (NS) indicam, respectivamente, se houve, ou ndo, varia¢do
estatisticamente significativa entre as velocidades sem e com aplica¢do do RF.

Luz Velocidade Desvio Padréo Velocidade Desvio Padréo
média (um/s) (nm/s) média (um/s) (pm/s)

Bo=0,3 mT Bo=0,3 mT; RF = 8,4 MHz

Azul (469 nm) 41 109,57 24,6 40  114,5°(NS) 25,2

Verde (517 nm) 41 99,67 20,8 41 105,12 (NS) 27,4

Vermelho (628 nm) 40 103,84 20,4 42 102,1°(NS) 16,4

Bo=2,0 mT Bo=2,0 mT; RF = 56,0 MHz

Azul (469 nm) 43 138,24 20,0 42 116,3%(S) 17,7

Verde (517 nm) 41 128,5 21,7 41 111,32(S) 16,4

Vermelho (628 nm) 41 152,48 21,9 40 150,2°(NS) 17,0

3.2 ENERGIA CINETICA NOS TRES COMPRIMENTOS DE ONDA
COM ANALISE ESTATISTICA
3.2.1 Experimento |

A comparacdo dos valores relativos de energia cinética (Tabela 10) demonstra certa
similaridade com os de velocidade, porém reduziu a diferenca entre os Ca. M. multicellularis
submetidos as luzes controle, verde e vermelha (estatisticamente igual ao verde desta vez),

havendo maior destaque para o grupo da luz azul. Quando da aplicacdo da radiofrequéncia, a
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energia cinética referente a luz azul se iguala as outras, a excecao do verde, que se destaca como

maior.

No campo de maior intensidade (2,0mT), entre 0s organismos submetidos aos diversos
comprimentos de onda, os do verde e o0 azul se destacaram por terem valores de energia cinética
significativamente maiores que o vermelho e o controle. Ao se aplicar a radiofrequéncia,
também os sob a luz vermelha elevaram sua energia cinética significativamente. O controle

permanece estatisticamente distante das outras luzes, com ou sem radiofrequéncia.

Tabela 10: Resultados da média de energia cinética no 1° experimento nos trés comprimentos de onda e o
controle (luz do microscopio). Campos de 0,2mT e 2,0mT. Letras maitsculas usadas para comparagéo entre
os resultados sem aplicacdo da radiofrequéncia magnética (RF), letras minusculas para comparagao entre
os resultados com RF. (S) e (NS) indicam, respectivamente, se houve, ou ndo, variacdo estatisticamente
significativa nos valores apds a aplicacdo do RF.

Luz N CiEZfii?/?cT Desvio Padrdo N Ciizfiig'/iT Desvio Padréo
Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6 MHz
Controle 41 0,033 0,017 40 0,0662(S) 0,038
Azul (469 nm) 41 0,0608¢ 0,035 40 0,0662 (NS) 0,041
Verde (517 nm) 37 0,0361¢ 0,025 46 0,115°(S) 0,060
Vermelho (628 nm) 45 0,050¢ 0,026 42 0,072%(S) 0,029
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz
Controle 40 0,0884 0,050 40 0,070%(NS) 0,044
Azul (469 nm) 35 0,119 0,082 42 0,191°(S) 0,110
Verde (517 nm) 40 0,2068 0,115 40 0,195 (NS) 0,100
Vermelho (628 nm) 37 0,0984 0,036 40 0,140¢°(S) 0,078

3.2.2 Experimento Il

Os valores de energia cinética no segundo experimento, conforme a tabela 11, mostram
que, sob a luz azul, os organismos tiveram maior velocidade, seguindo da luz verde, por tltimo
a luz vermelha. Ao campo magnético “forte” (2,0mT), a tendéncia se mantém igual. O resultado
ndo evidencia diferencas significativas para aplicacdo da radiofrequéncia na ocasido do campo
magnético “fraco” (0,2mT). Entretanto, na ocasido do campo forte, houve diferenca para o azul

e 0 verde, aumentando significativamente os valores nos dois casos.
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Tabela 11: Resultados da média de energia cinética no 2° experimento nos trés comprimentos de onda.
Campos de 0,2mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas para comparagdo entre os resultados sem aplicagao
da radiofrequéncia magnética (RF), letras minUsculas para comparagdo entre os resultados com RF. (S) e
(NS) indicam, respectivamente, se houve, ou ndo, variagéo estatisticamente significativa nos valores ap6s
a aplicacéo da RF.

N Ciizfig'/iT Desvio Padrdo N Ciigfig'/iT Desvio Padréo

Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6 MHz

Azul (469 nm) 40 0,209 0,101 40 0,208 (NS) 0,118
Verde (517 nm) 41 0,1844 0,111 40 0,2242(NS) 0,101
Vermelho (628 nm) 40 0,1028 0,061 41 0,139°(NS) 0,101
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469 nm) 39 0,3314 0,190 41 0,5202(S) 0,271
Verde (517 nm) 40 0,3058 0,131 40 0,4472(S) 0,156
Vermelho (628 nm) 41 0,2458 0,134 46 0,292°(NS) 0,204

3.2.3 Experimento 1

No terceiro experimento (Tabela 12), os valores de energia cinética foram elevados,
sendo 0s menores para a cor verde, depois vermelho, finalmente azul, independente da
aplicacdo da radiofrequéncia ou ndo. J& no campo magnético mais intenso, a energia cinética

do vermelho mostrou-se relevantemente superior.

Tabela 12: Resultados da média de energia cinética no 3° experimento nos trés comprimentos de onda.
Campos de 0,3mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas para comparagao entre os resultados sem aplicagdo
da radiofrequéncia magnética (RF), letras minQsculas para comparacdo entre os resultados com RF. (S) e
(NS) indicam, respectivamente, se houve, ou ndo, variagdo estatisticamente significativa nos valores apos
a aplicacdo da RF.

Luz N Ciigfig/i,r Desvio Padrdo N Ciizfig/i,r Desvio Padréo
Bo=0,3mT Bo=0,3mT; RF = 8,4AMHz

Azul (469 nm) 41 0,4904 0,263 40  0,474*(NS) 0,337
Verde (517 nm) 41 0,3018 0,240 41 0,329°(NS) 0,228
Vermelho (628 nm) 40 0,36278 0,238 42 0,372 (NS) 0,183
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469 nm) 43 0,476A 0,228 42 0,464% (NS) 0,220
Verde (517 nm) 41 0,444 0,199 41 0,353%(S) 0,148
Vermelho (628 nm) 41 0,898° 0,412 40 0,667¢ (S) 0,246
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33 TEMPO DA VOLTAEM UE MOMENTO MAGNETICO
3.3.1 Experimento I

Verifica-se através da tabela 13 que, em comparacdo ao controle, o tempo da Volta em
U para este primeiro experimento aumentou significativamente para todas as luzes, a excecdo
do vermelho, que manteve um patamar estatisticamente igual. Para os valores obtidos de
momento magnéticos (Tabela 14), a partir do tempo da volta em U e raio do Ca M.
multicellularis, verifica-se a eliminagédo da diferenca estatistica que havia entre a luz vermelha
e as luzes verde e azul, havendo destaque para o controle desta vez. Ap6s a aplicacdo da
radiofrequéncia, o tempo da volta em U dos organismos iluminados pela luz azul se destaca
maior que os outros, sendo o Unico estatisticamente diferente. Analisando 0 momento para este
quesito, se nota 0 mesmo destaque para a luz azul, dessa vez sendo 0 menor momento magnético

entre as médias.

Em relagcdo ao campo magnético mais intenso (2,0mT), ndo foram detectadas diferencas
significativas entre as médias de tempo da volta em U e momento magnético obtidas,

independentemente da aplicacdo da radiofrequéncia.

Tabela 13: Valores da média de tempos da volta em “U” 1° experimento nos trés comprimentos de onda e
o controle (luz do microscopio). Campos magnéticos de 0,2mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas para
comparacao entre os resultados sem aplicacdo da radiofrequéncia magnética (RF), letras minGsculas para
comparacdo entre os resultados com RF. Ao campo de 2,0mT ndo foram observadas varia¢do
estatisticamente significativa entre os valores antes e apés a aplicacdo da RF. Ao campo magnético de
2,0mT, ndo foram observadas diferencas significativas nas comparac@es entre os tipos de iluminagdo ou
para presenca da RF.

Luz N Tempo (s) Deswo(SF)’adréo N Tempo (s) Deswo(;adréo
Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6 MHz
Controle 40 0,327A 0,106 40 0,3728 0,139
Azul (469 nm) 46 0,5758 0,229 40 0,632b 0,396
Verde (517 nm) 41 0,5178 0,226 46 0,4692 0,198
Vermelho (628 nm) 42 0,402¢ 0,140 42 0,3802 0,157
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz
Controle 40 0,135 0,063 40 0,128 0,053
Azul (469 nm) 41 0,137 0,059 42 0,128 0,039
Verde (517 nm) 40 0,139 0,045 40 0,148 0,059
Vermelho (628 nm) 40 0,110 0,036 40 0,125 0,034

32



Tabela 14: Resultados da média de momentos magnéticos do 1° experimento nos trés comprimentos de
onda e o controle (luz do microscopio). Campos magnéticos de 0,2mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas
para comparacéo entre os resultados sem aplicagdo da radiofrequéncia magnética (RF), letras mintsculas
para comparacdo entre os resultados com RF. (S) e (NS) indicam, respectivamente, se houve, ou néo,
variacao estatisticamente significativa nos valores ap0s a aplicacdo da RF. Ao campo de 2,0mT, nao foram
observadas diferencas significativas nas comparagdes entre os tipos de iluminagdo ou para presencga da RF.

Luz N I\I\/I/I omgn_to Desvio Padréo Momgqto Desvio Padréo
agnético 15 2 N Magnético 15 2
(1015 A m?) (107" Am?) (1015 A m?) (107 Am?)
Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6 MHz
Controle 40 54,64 28,2 40 45,22 (NS) 25,4
Azul (469 nm) 46 28,08 15,7 40 28,1°(NS) 14,2
Verde (517 nm) 41 36,78 19,9 46 44,32 (NS) 22,7
Vermelho (628 nm) 42 34,78 13,1 42 45,73(S) 23,3
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz
Controle 40 27,8 15,6 40 31,6 17,8
Azul (469 nm) 41 36,8 24,1 42 29,4 13,7
Verde (517 nm) 40 37,8 20,1 40 35,7 12,6
Vermelho (628 nm) 40 32,5 15,3 40 29,9 12,3

3.3.2 Experimento 11

Desta vez, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos valores
do tempo da Volta em U (Tabela 15), tampouco do momento magnético (Tabela 16) para 0s
Ca. M. multicellularis submetidos a diferentes comprimentos de onda, tampouco para a

aplicacdo da radiofrequéncia.

Tabela 15: Valores da média de tempos da volta em “U” 2° experimento nos trés comprimentos de onda.
Campos de 0,2mT e 2,0mT. Nas quatro situagdes, ndo foram observadas diferencas significativas nas
comparac@es entre o0s tipos de iluminacdo ou para presenca da RF.

Desvio Padrao Desvio Padréao

Luz N Tempo (s) (s) N Tempo (s) )
Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6MHz

Azul (469 nm) 40 0,365 0,091 40 0,353 0,136
Verde (517 nm) 41 0,350 0,119 40 0,357 0,097
Vermelho (628 nm) 40 0,351 0,111 41 0,368 0,137
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469 nm) 39 0,111 0,032 41 0,107 0,026
Verde (517 nm) 40 0,111 0,028 40 0,105 0,027
Vermelho (628 nm) 41 0,104 0,025 46 0,105 0,037

33



Tabela 16: Valores da média de momentos magnéticos 2° experimento nos trés comprimentos de onda.
Campos de 0,2mT e 2,0mT. Nas quatro situacdes, ndo foram observadas diferencas significativas nas
comparacGes entre o0s tipos de iluminacdo ou para presenga da RF.

Luz Momento . ~ Momento . x
I Desvio Padréo i Desvio Padréo
N Magnético (1015 Am?) N Magnético (1015 Am?)
(10715 A.m?) ' (10715 A.m?) '

Bo=0,2mT Bo=0,2mT; RF = 5,6 MHz

Azul (469nm) 40 67,5 28,7 40 67,8 33,7

Verde (517nm) 41 77,8 40,9 40 79,5 30,9

Vermelho (628nm) 40 64,2 32,8 41 74,1 43,6

Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469nm) 39 52,6 31,5 41 65,3 34,9

Verde (517nm) 40 57,9 24,2 40 61,1 23,8

Vermelho (628nm) 41 56,9 26,7 46 55,3 33,2

3.3.3 Experimento 1

As tabelas Tabela 17 e Tabela 18 mostram que, ao campo magnético de 0,3mT, ndo temos
diferencas significativas para o tempo da volta em U, independentemente da presenca de
radiofrequéncia. Houve diferenca estatisticamente significativa nos valores de momentos
magnéticos para os Ca. M. multicellularis submetidos a iluminacéo azul, em comparagdo com
avermelha e verde (que permaneceram similares). Essa diferenca foi eliminada apds a aplicacéo
da radiofrequéncia. Para o campo de 2,0mT, somente a luz verde com radiofrequéncia mostra
diferenga em comparagdo a vermelha, mas néo para a azul. Ao analisar os valores de momento
magnético sob este campo, se observa um destaque para o caso da luz vermelha, que é eliminado

apos a inclusdo da radiofrequéncia.

34



Tabela 17: Valores da média de tempos da volta em “U” no 3° experimento nos trés comprimentos de onda.
Campos de 0,3mT e 2,0mT. Letras maiUsculas usadas para comparagdo entre os resultados sem aplicagao
da radiofrequéncia magnética (RF), letras minGsculas para comparacao entre os resultados com RF. Ao
campo magnético de 0,2mT, ndo houve diferencas estatisticamente significativas dos valores na
comparacdo entre os tipos de iluminacdo ou para presenca da RF, em 2,0mT diferencas somente para
iluminacdo com a presenca de RF.

Luz N Tempo (s) Deswo(SF)’adrao N Tempo (s) Deswo(SF)’adrao
Bo=0,3mT Bo=0,3mT; RF = 8,4MHz

Azul (469 nm) 41 0,432 0,179 40 0,447 0,154
Verde (517 nm) 41 0,448 0,173 41 0,437 0,194
Vermelho (628 nm) 40 0,523 0,201 42 0,491 0,191
Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469 nm) 43 0,1564 0,059 42 0,172% 0,057
Verde (517 nm) 41 0,1644 0,067 41 0,148 0,040
Vermelho (628 nm) 41 0,173 0,065 40 0,196% 0,056

Tabela 18: Valores da média de momentos magnéticos no 3° experimento nos trés comprimentos de onda.
Campos de 0,3mT e 2,0mT. Letras mailsculas usadas para comparagao entre os resultados sem aplicagdo
da radiofrequéncia magnética (RF), letras minGsculas para comparagdo entre os resultados com RF. (S) e
(NS) indicam, respectivamente, se houve, ou ndo, variacdo estatisticamente significativa nos valores ap6s
a aplicacdo da RF.

Luz Momento . ~ Momento . ~
o Desvio Padréo i, Desvio Padréo
N Magnetico (10°15 Am?) N Magnetico (1015 Am?)
(10715 A.m?) ' (10715 A.m?) '

Bo=0,3mT Bo=0,3mT; RF = 8,4MHz

Azul (469nm) 41 83,04 44,3 40 68,92 38,4

Verde (517nm) 41 58,88 41,1 41 61,72 36,3

Vermelho (628nm) 40 55,58 35,8 42 67,52 37,6

Bo=2,0mT Bo=2,0mT; RF = 56,0MHz

Azul (469nm) 43 46,94 24,9 42 57,82 (NS) 30,1

Verde (517nm) 41 51,54 32,5 41 53,8% (NS) 23,8

Vermelho (628nm) 41 68,78 38,1 40 42,2°(S) 19,8

35



CAPITULO 4: DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 VELOCIDADE E ENERGIA CINETICA

A diferenca nas velocidades dos Ca. M. multicellularis sob iluminacdo de comprimentos
de onda diversos ja foram estudadas em outros trabalhos [18], [39], [40]. No experimento I, em
relacgdo ao campo magnético de intensidade 0,2mT, a velocidade dos microrganismos
submetidos a iluminacdo azul se destacou, mostrando-se superior em modulo ao vermelho e
verde, sendo este Ultimo o mais devagar. Apés a aplicacdo da radiofrequéncia, essa sequéncia
se inverteu, tornando-se crescente do azul para o verde. Esses resultados concordam em parte
com trabalhos anteriores, em particular, a constatacdo da ndo alteracdo da velocidade
translacional sob a luz azul quando da aplicacdo da radiofrequéncia, e da média de velocidade
dos Ca. M. multicellularis sob a luz monocromatica verde (517nm) ser menor que no vermelho
e azul, elevando-se com a presenga do campo magnético oscilante na frequéncia de ressonancia
Zeeman. J& a energia cinética, que leva em consideracdo a dimensao dos individuos (raio, R),
mostrou uma atenuacao nas diferencas, mantendo as células sob iluminacdo azul em valores
superiores. Ao campo magnético de 2,0mT, seria esperado poucas diferencas entre as
velocidades, conforme resultados anteriores [40], porém vemos que houve significativas

alteracBes na velocidade media de Ca. M. multicellularis nas circunstancias estabelecidas.

Os experimentos posteriores (11 e I11) mostram uma tendéncia de reducéo nas diferencas
entre as médias de velocidade, aumento ou manutencdo dos valores (comparagdo estatistica)
apos a aplicacdo da radiofrequéncia, e tendéncia de que Ca M. multicellularis sob a luz
vermelha significativamente mais devagar que sob a luz azul. Esta Ultima constatacdo é a mais
divergente dos resultados anteriores, entretanto no trabalho de Acosta-Avalos de 2015 [39], €
evidenciado que a média de velocidade dos microrganismos é uma fungéo complexa do campo
magnético e da irradiancia de luz. A exemplo disso, percebe-se que os valores no campo

magnético 2mT ndo seguem a tendéncia do campo magnético mais fraco.

O valor da poténcia de luz utilizada neste trabalho (~125uW), assim com as intensidades
de campo magnético (0,2 e 2,0mT) sdo levemente diferentes dos utilizados nos trabalhos
anteriores citados, e ha de se levar em consideracéo que os organismos foram coletados em seu
ambiente natural, o que pode significar alteragdes na estrutura e fisiologia do Ca M.
multicellularis, conforme mudancgas no ecossistema provocadas pelo tempo, estagdes do ano,

periodo de chuvas etc., 0 que limita nossa capacidade de comparagdo com outros resultados.
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J& foi observado que a velocidade do Ca. M. multicellularis é uma fungdo complexa da
intensidade do campo magnético e da irradiancia da luz [39]. No presente estudo, as velocidades
no geral foram maiores para 0 campo magnético mais intenso (2,0mT). Almeita et al. [42]
estudaram o movimento do Ca. M. multicellularis para campos magneticos com intensidades
de 0,39mT e 2,0mT, e analisaram as trajetérias como hélices cilindricas, observando que a
velocidade axial aumenta significativamente quando o campo magnético aumenta (de 87um/s
para 110um/s). De Melo e Acosta-Avalos [40] também analisaram 0 movimento do Ca. M.
multicellularis e mediram a velocidade média de deslocamento para dois campos magnéticos
diferentes (0,16mT e 2,66mT), também constando que a velocidade aumenta quando o campo
magnético aumenta: aproximadamente de 94pum/s para 110um/s. Nos nossos trés experimentos,
foi observado o mesmo fenémeno: velocidade aumentando de aproximadamente 69um/s para
82um/s no experimento | (campos magnéticos 0,2mT e 2,0mT), de aproximadamente 90um/s
para 110pum/s no experimento Il (campos magnéticos conforme experimento 1), e de
aproximadamente 104um/s para 133um/s no experimento Il (campos magnéticos de 0,3mT e
2,0mT). Este aumento de velocidade nédo é esperado para organismos magnetotaticos em geral,
pois a magnetotaxia somente deveria mudar a orientacdo de nado relativa ao campo magnético,

e ndo a velocidade.

Ao se calcular a energia cinética, leva-se em conta o valor do raio do microrganismo,
elevado a terceira poténcia, o que torna a analise mais completa, inclusive porque o tamanho
do Ca. M. multicellularis tem relacéo direta de proporcionalidade com o valor do momento
magnético, afetando a magnetossensibilidade. Pela diferenca que temos de tamanhos entre o
primeiro e o ultimo experimentos, é interessante considerar esta interpretacdo. Inclusive,
através do grafico abaixo (Figura 11), é notadvel o aumento da velocidade em concordancia

direta com o raio dos microrganismos.

Ainda ndo ha na literatura informacgdes sobre estudos nesse sentido com dados de
energia cinética, entdo é dificil estipular o que era esperado para os valores do quociente
“energia cinética/energia térmica”. E possivel perceber que o movimento de translacio na
direcdo do campo magnético, em relacdo ao valor de energia térmica, teve uma relacdo minima
de 3,3% (experimento I, controle, sem RF) e maxima de 89,8% (experimento |11, controle, com
RF).
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Figura 11: Gréfico da correlacdo entre velocidade e raio nos 3 experimentos, com o0 campo
externo de 0,3mT, para os de indice 3, e 0,2 mT para o restante.

4.2 TEMPO DA VOLTA EM U E MOMENTO MAGNETICO

Os tempos de volta em U obtidos no primeiro experimento ndo seguem o padrdo dos
resultados obtidos no trabalho de Azevedo et al. [18]. Além dos valores terem sido reduzidos a
aproximadamente metade na média, os tempos para execu¢do da volta em U sdo crescentes da
luz vermelha, seguida da luz verde, para a azul (no caso daquele trabalho, o tempo crescia do
verde para o vermelho). Ap6s a ativagdo da radiofrequéncia, os valores ndo mudam
significativamente. Fica claro a influéncia do comprimento de onda na percep¢do do campo

magnético somente para as luzes verde e vermelha.

Entretanto, nos experimentos seguintes, assim como ao se aumentar a intensidade do
campo magnético para 2,0mT, praticamente ndo se observam diferengas significativas na média
dos tempos de execugdo da volta em U. Assim, ndo foi constatada repeticdo do ocorrido no

primeiro experimento.

Em relacdo ao trabalho de Azevedo et al. [18], ha de se considerar que, também neste

caso, além da origem dos Ca. M. multicellularis ser de ambiente “ndo controlado” (que pode
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alterar aspectos do organismo), os procedimentos experimentais divergem quanto aos valores
de intensidade de campo magnético e poténcia da luz incidente, além do método utilizado para

o célculo do tempo da volta em U naquele trabalho também ser diferente.

Quando se analisa 0 momento magnético, extrai-se a hipotese de que a diminuigdo das
diferencas entre os valores pode ser efeito do aumento do raio dos organismos, parametro que,
a principio, ndo estaria sofrendo influéncia dos fatores experimentais (intensidade de campo
magnético e iluminagdo). E possivel verificar que os valores dos momentos magnéticos
cresceram do primeiro para o Ultimo experimento, 0 que pode estar relacionado ao aumento nas
dimensdes do Ca. M. multicellularis (que contribuem com a terceira poténcia para o valor de
m, conforme equacdo (18)), assim como a diminui¢cdo do tempo da volta em U, que poderia
alcancar os limites de precisdo para a técnica utilizada nas analises e da taxa de reproducéo (fps)

dos videos.

Em seu ciclo de vida, ha a fase em que o0 organismo aumenta de tamanho mantendo o
numero de células constante, até 0 momento em que dobra de tamanho (mantendo a = 0, na
equacdo (1)). Suspeita-se que esse fato possa afetar algumas propriedades do organismo,
especialmente a fase da divisdo celular, em que ha uma distribuicdo de magnetossomos e
flagelos entre as células divididas [29], o que pode interferir no momento magnético total, visto

que este depende da configuracdo magnética de disposicdo dos dipolos [30].

Sabendo-se que o organismo dobra de volume no inicio da sua reproducao, a razao entre
0s raios de organismo prestes a se reproduzir (se dividir) e outro organismo recém-formado, é

igual a:

(22)

onde R é o raio do Ca. M. multicellularis prestes a se reproduzir (dobro do volume) e r o raio
do Ca. M. multicellularis jovem. Dividindo-se a média dos raios dos microrganismos do ultimo
experimento com os do primeiro, os valores resultantes s&o muito proximos de V¢ (Tabela 19),
fato que induz a ideia de que os Ca. M. multicellularis poderiam realmente estar em momentos

diferentes do seu ciclo de vida.
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Tabela 19: Média dos raios dos Ca. M.
multicellularis em cada experimento, ao
final, a razdo entre as medidas I11/1 e 11/1.

Experimento Média dos Raios (um)

| 2,99
1 3,40
11 3,86

/1 1,29
11 1,14

E possivel também que a contribuicio devida ao aumento de tamanho esteja
influenciando outros fatores além do tempo da volta, considerando o estagio particular do ciclo
de vida do Ca. M. multicellularis. Na figura 12, temos um exemplo do aumento do momento
magnético conforme crescimento do raio dos microrganismos.
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Figura 12: Grafico da correlacdo entre o Raio e Momento Magnético para os trés
experimentos ao campo de 0,2mT (experimento 111 a 0,3mT).

O campo magnético em radiofrequéncia, que aplicado com a intencdo de anular
possiveis efeitos de pares radicais, mostrou significativa interferéncia nas velocidades

calculadas, em especial do primeiro experimento. J& para o tempo da volta em U, ndo mostrou
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influéncia e essa tendéncia se manteve nos trés experimentos. Entdo a suspeita de um
fotorreceptor baseado em mecanismo de Pares Radicais atuante na magnetossensibilidade do
Ca. M. multicellularis foi descartada por essa técnica. Analisando os valores de momentos

magnéticos dos organismos, também se chega a mesma conclusao.

Na literatura ha relatos de que aumento da magnetossensibilidade de moscas Drosophila
melanogastepara comprimentos de onda menores que 420nm, a um campo magnético de 5G
[43]. Naguele caso, a magnetossensibilidade foi atribuida a presenca da proteina fotorreceptora
criptocromo (Cry). No presente trabalho, ndo foi utilizada luz monocromética com
comprimento de onda menor que 469nm e, para a luz do microscopio (lampada de halogénio),
gue, em seu espectro total, contém comprimentos de onda de valor menor que 420nm (ainda
gue em relativamente baixa intensidade), quando comparados com a situacdo da luz
monocromatica (azul, verde e vermelho), foi observada significativa reducdo na média dos
valores de tempos da volta em U (Tabela 13) e aumento nos valores de momentos magnéticos
(Tabela 14), concordando parcialmente com o resultado do trabalho com as D. melanogaster
Em futuros experimentos, € importante o uso de fontes de luz monocromaética com comprimento
de onda menor que 420nm para avaliar a participagdo de criptocromos na
magnetossensibilidade de Ca M. multicellularis.

Por fim, percebeu-se uma diminuicdo dos valores de momento magnético dos Ca. M.
multicellularis do campo magnético fraco (0,2 e 0,3mT) para 0 campo magnético forte (2,0
mT). Essa diminuicdo ndo é necessariamente real, pois ndo é esperado que 0 momento
magnético do Ca. M. multicellularis mude em funcdo do campo magnético aplicado. O
momento magnético foi calculado usando a técnica da volta em U, e este modelo matematico
em que esta baseada assume que somente dois torques estdo agindo durante a volta: o torque
magnético e o torque hidrodindmico (Equacdo 9). Porém, a curva da volta em U mostra
ondulacbes de tal forma que ndo pode ser explicada suficientemente pelos dois torques
mencionados (vide Figura 2). Pichel et al. [44] estudaram as voltas em U do espirilo
magnetotatico Magnetospirillum gryphiswaldense observaram que para modelar as
ondulacbes na cruva da volta em U é necessario somar um torque sinusoidal causado pelo
movimento flagelar, de tal forma que: (Torque Magnético) + (Torque Hidrodindmico) +
(Torque Flagelar) = 0. No mesmo sentido, Zhu et al. [45], estudando o movimento da bactéria
Magnetospirillum magneticuncepa AMB-1, observaram que a proteina Amb0994 esta
relacionada, de alguma forma, com a transmissdo da informacao para os flagelos do angulo

entre a cadeia de magnetossomos e 0 campo magnético, definindo o que eles chamam de
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“deteccdo do angulo” ou angle sensingAssim, Zhu et al. [45] observaram que para campos
magnéticos baixos (<3mT) o torque flagelar tem uma contribuicdo importante, e para campos
magnéticos altos (>3mT), somente o torque magnético € importante. Todas estas observagdes
podem explicar por que o0 momento magnético do Ca. M. multicellularis aparentemente
aumenta de 0,2mT para 2,0mT: a nossa interpretacdo do tempo da volta em U para campos
magnéticos baixos (0,2mT) deveria incluir a influéncia do movimento flagelar, de tal forma a
corrigir as variacdes observadas nos nossos experimentos. Contudo, o Ca. M. multicellularis é
um microrganismo com muitos flagelos curtos distribuidos ao redor do seu corpo. Isto dificulta
a modelagem do movimento, pois a influéncia dos flagelos nédo é simples de modelar neste caso.
Para entender melhor este fendmeno observado, uma perspectiva futura de pesquisa € a
modelagem numérica das voltas em U, incluindo o movimento dos flagelos do Ca M.
multicellularis, para calcular o tempo da volta U para varios campos magnéticos e assim

entender melhor a contribui¢cdo do movimento flagelar na volta em U.
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CAPITULO 5: CONSIDERACOES FINAIS

A analise dos experimentos da presente dissertacdo conseguiu mostrar a influéncia da
iluminacdo e da intensidade do campo magnético no movimento e na percep¢do do campo
magnético pelos Ca. M. multicellularis. Entretanto, isto ficou mais evidente no primeiro
experimento, nos seguintes 0s organismos estavam maiores e isto provavelmente modificou 0s

resultados.

Os resultados mostraram dois fendmenos interessantes: 0 aumento da velocidade e a
diminuicdo do momento magnético do Ca. M. multicellularis com o aumento do campo
magnético. Isto significa que ainda existem caracteristicas ndo compreendidas sobre interacao
do campo magnético com 0s microrganismos magnetotaticos. Nossos modelos para a volta em
U tém de ser revisados de tal forma que incluam o efeito do movimento flagelar, e uma melhor
analise de como uma distribuicdo de momentos magnéticos interage com um campo magnético
externo deve permitir entender melhor porque a velocidade aumenta com a intensidade do
campo magnético. Estudos tedricos futuros devem melhorar nossa compreensdo sobre estes

fendmenos.

Em particular, o primeiro experimento foi realizado em duas fases: luzes azul e verde
em outubro de 2017; vermelha e controle em janeiro de 2018. Isto aconteceu devido a
problemas técnicos. Contudo, este fato ndo compromete a discussao e conclus6es finais sobre

as informacdes extraidas dos dados experimentais.

O ciclo de vida dos Ca. M. multicellularis ja é bem conhecido e foi devidamente descrito
neste trabalho (1.3), porém os fatores que interferem ou determinam as fases deste ciclo ainda
ndo estdo resolvidos na literatura. Entre as possiveis causas do aumento nas dimensdes dos
organismos no decorrer de varios experimentos, podemos supor as fases diferentes do ciclo de
vida ou, além disso, organismos geneticamente diferentes. A hip6tese de os organismos
estarem em momentos diferentes do ciclo de vida, e que esta seja a causa da diferenca de
tamanhos, induz a conclusdo de que o fator externo que estaria estimulando essa etapa do
desenvolvimento do Ca. M. multicellularis (reproducéo) foi comum a todos 0s microrganismos.
Estacdes do ano, periodo de chuvas, dia, local e horario da coleta representam situacdes que
poderiam estar relacionadas a este estimulo. Destaque-se que os experimentos foram realizados
durante o periodo do final da tarde/inicio da noite, o que poderia significar alguma sincronia

com a hora do dia para iniciar o processo de divisdo. Em trabalho publicado em 2013 por Abreu
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et al.[46], verificou-se que, durante a noite, 0 nimero de microrganismos coletados em processo
de divisdo era maior, sugerindo que o ciclo de vida multicelular poderia estar sob controle do
ritmo circadiano. Essas questdes podem fundamentar pesquisas futuras e produzir novas

informacbes sobre Ca. M. multicellularis e outros microrganismos com propriedades
semelhantes.
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