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“Quem pode, pois, calcular o trajecto de uma
molécula? Que dados temos para nao acreditar
que a criag¢ao de mundos seja determinada pela
queda de graos de areia? Quem conhece pois os
fluxos e refluros do infinitamente grande e do
infinitamente pequeno, o ecoar das causas nos

precipicios do ser e as avalanches da criacao?.”

( Victor Hugo )
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RESUMO

Evidencias recentes demonstram que o estudo do comportamento mecanico celular é
crucial para a compreensao de varios processos fisiologicos como diferenciacao, migracao e
contracao. Tanto as forcas de tracao celular quanto as propriedades mecanicas da matriz
extracelular (ECM) contribuem para a regulacao biolégica da célula, que foi previamente
compreendida com base em principios de bioquimica. E evidente a importancia das forcas
mecanicas na sinalizacao celular em diferentes processos. Nosso trabalho tem por objetivo
principal o estudo das propriedades mecanicas da contracao ciclica, executada por células
cardiacas isoladas, aderidas em superficie mimetizada (imita o tecido). Motivado pela
demanda de novos métodos de investigacao dos cardiomidcitos in vitro. Onde a aborda-
gem se concentra no estudo das propriedades mecanicas. Analisamos e quantificamos o
sinal de resposta mecanico destas células quando aderidas, objetivando a caracterizacao
da resposta mecanica destas para o desenvolvimento de novas metodologias que visa o
uso destas células com modelos in vitro, avaliado possiveis efeitos que se manifestam em
orgao com base em parametros mecanicos. Nesse trabalho utilizamos como amostras,
cardiomiécitos neonatais de ratos em estado basal e com estimulo quimico usando iso-
proterenol. Para tanto, utilizamos a técnica experimental Microscopia de Forca e Tracao
(TFM) modificada para quantificar a contragao no tempo, e métodos de anélise e distri-
buicao dos sinais, que possibilitam a caracterizacao do sinal mecanico de contracao ciclica
entre estado basal e estimulado com isoproterenol. Dentre os resultados relatados nesse
trabalho esta a caracterizacao das regioes atividade contréctil, caracterizada por se distri-
buirem de forma discreta ao longo da borda da célula, apresentando uma campo de tensao
multipolar com anisotropia. Além da sua distribuigao e orientacao sobre a area de adesao
celular. Outro resultado encontrando é a forma e as etapas do ciclo contractil do sinal de
tensao e variacao de tensao, mostrando sua semelhanca com o modelo de oscilagao de Van
Der Pol invertido. E por ultimo, relatamos as variacao do acréscimo de frequéncia de bati-

mento cardiaco celular em funcao da frequéncia basal, além disso, mostramos as condigoes
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de area de adesao celular e frequéncia basal para o maximo acréscimo de frequéncia das
células cardiacas. Os resultados apresentados nessa Tese possui aplicagoes em pesquisa

béasica e clinica.

Palavras-chave: Mecanica Celular, Microscopia de Forca e Tracao, Células Cardiacas.



ABSTRACT

Recent evidence demonstrates that the study of cellular mechanical behavior is crucial
for understanding various physiological processes such as differentiation, migration and
contraction. Both the cellular tensile forces and the extracellular matrix (ECM) mecha-
nical properties contribute to the biological regulation of the cell, which was previously
understood based on the principles of biochemistry. The importance of mechanical forces
in cellular signaling in different processes is evident. Our work has as main objective
the study of the mechanical properties of cyclic contraction, performed by isolated car-
diac cells, adhered to a mimic surface (mimics the tissue). Motivated by the demand
for new methods of investigation of cardiomyocytes in vitro. Where the approach focu-
ses on the study of mechanical properties. We analyzed and quantified the mechanical
response signal of these cells when adhered, aiming to characterize the mechanical res-
ponse of these cells to the development of new methodologies aimed at the use of these
cells with in vitro models, evaluating possible effects that manifest on organ based on
mechanical parameters. In this work we used as samples, neonatal rats cardiomyocytes
in basal state and with chemical stimulation using isoproterenol. For this, we used the
modified Force and Traction Microscopy (TFM) technique to quantify the contraction in
time, and signal analysis and distribution methods, which allow the characterization of
the mechanical signal of cyclic contraction between isoproterenol-stimulated basal state.
Among the results reported in this work is the characterization of the contractile activity
regions, characterized by their discrete distribution along the cell edge, presenting a mul-
tipolar stress field with anisotropy. In addition to its distribution and guidance on the
area of adhesion. Another finding finding is the shape and steps of the contractile cycle
of the voltage signal and voltage variation, showing their similarity to the inverted Van
Der Pol oscillation model. Finally, we report the variation of the increase in the cellular
heartbeat frequency as a function of the basal rate. In addition, we show the conditions

of cell adhesion area and basal rate for the maximum increase in heart cell frequency. The
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results presented in this Thesis have applications in basic and clinical research.

Keywords: Cell Mechanics, Force and Traction Microscopy, Cardiac Cells.

vil



Sumario

1 Introducao 1
2 Objetivos 8
3 Medicao de Forcas Geradas por Células 10
3.1 Adesao Celular . . . . . . . . . .. .. 12
3.2 Citoesqueleto . . . . . . .. 13
3.3 Mecanica Celular dos Cardiomiécitos . . . . . . . . . ... ... .. .... 15

4 Principios da Teoria da Elasticidade aplicados em

Mecanica Celular 18
4.1 Teoria da Elasticidade Linear . . . . . . . .. . .. .. ... ... ..... 19
4.2 FElasticidade em Materiais Continuos . . . . . . . . .. .. ... ... ... 21
4.3 Fourier Transform Traction Cytometry FTTC . . . . ... ... ... ... 24

5 Microscopia de Forca e Tracao TFM 27
6 Métodos Numéricos para Analise de Dados 34
6.1 Mapeamento Bidimensional do Dados . . . . . . . . ... ... ... .... 34
6.2 Métodos de Andlise de Sinais . . . . . . . . ... 39
6.2.1 Transformada de Fourier . . . . . . . . ... ... ... .. ... 39

6.2.2 Periodograma de Lomb-Scargle . . . . . ... ... ... .. .... 42

6.2.3 Transformada de Wavelet . . . . . .. ... ... ... ... ... . 44

7 Resultados e Discussoes 48
7.1 Descrigao das Amostras . . . . . . . ... 48
7.2 Area de Adesdo Celular . . . . . . . . ... 51

viil



7.3 Tensao Média . . . . . . . . . 52

7.4 Amplitude de Contracao . . . . . . . . . . ... 54
7.5 Distribuicao das Amplitudes . . . . . . . ..o 56
7.6 Graude Correlacao . . . . . . . . . . . . .. 59
7.7 Orientacao das Tensoes . . . . . . . . . . . . . ... 61
7.8 Andlise dos Sinais de Contragao Ciclica . . . . . . . ... . ... ... ... 66
7.9 Frequéncia de Contracao Basal e Estimulada . . . . . . ... ... ... .. 7
7.10 Modelo de Oscilador para a Contragao Ciclica . . . . . . .. .. ... ... 84
8 Conclusoes 90
Referéncias Bibliograficas 93

1X



Lista de Figuras

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4.1
4.2
4.3

5.1

0.2

2.3

5.4

2.5

6.1

Estrutura molecular da Adenosina trifosfato. . . . . . .. ... ... .. .. 1
Representacao esquematica da formacao de uma adesao focal imatura. . . . 2
Representacao esquemaética da formacao de uma adesao focal matura. . . . 3
Representagao esquematica de duas configuracoes de TFM. . . . . . . . .. 4
Estrutura molecular da Poliacrilamida. . . . . . . . ... ... ... .... 4
Representacao esquematica do TFM. . . . . . . ... ... .. ... .... 5
Esquema da aplicacao de forgas ao substrato pela célula. . . . . . . . . .. 10
Ferramentas experimentais em mecanobiologia. . . . . . . . . . . .. .. .. 11

Etapas do processo de adesao celular de uma célula em um substrato rigido 13

Subunidades do citoesqueleto celular. . . . . . ... ... 14
Microscopia de cardiomidcitos neonatais. . . . . . . .. .. ... L. 17
Conjunto de tensoes aplicadas em um elemento de volume elastico. . . . . 20
TFM em um substrato eldstico com marcadores fluorescentes. . . . . . . . 21
Conjunto de tensoes aplicadas em uma superficie elastica. . . . . . . . . .. 23
Esquema experimental do TFM . . . . . . ... .. ... ... ... .... 28
Concentracao de acrilamida e bisacrinamida . . . . . . . . ... .. .. .. 29

Montagem experimental do TFM modificado para alta velocidade de cap-
tura desenvolvido pelo LabM? (Parte 1). . . . .. .. .. ... ... .... 30
Montagem experimental do TFM modificado para alta velocidade de cap-
tura desenvolvido pelo LabM? (Parte 2). . . . . .. .. ... .. .. .... 31
Imagens de células cardiacas e do substrato elastico com a particulas fluo-

TeSCeNteS. . . . . 32

Esquema da andlise de imagens de TFM. . . . . . .. ... ... ... ... 35



6.2
6.3
6.4
6.5
6.6

7.1

7.2

7.3
74
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10
7.11
7.12
7.13

7.14

7.15

7.16

7.17

7.18

7.19

Mapa de cores obtido com os valores da Tabela 6.1. . . . . . . .. ... ..
Transformada de Fourier. . . . . . . . . . ... ... ... ... ...
Periodograma de Lomb-Scargle. . . . . . . . ... ... ... .. ... ..
Wavelet Molet. . . . . . . . ...

Transformada de Wavelet e o Periodograma de Lomb aplicados para um

Conjunto de imagens de microscopia de contraste de fase de alguns cardi-
omiécitos neonatais do grupo de amostra. . . . . . . ...
Conjunto de sinais de tensdo (em pascal Pa) produzido por uma cardi-
omidcito neonato. . . ... Lo Lo Lo
Densidade de probabilidade dos valores de area de adesao celular. . . . . .
Probabilidade acumulada dos valores de area de adesao celular. . . . . . .
Graficos do mapeamento da tensao media em funcao da posicao. . . . . . .
Graficos do mapeamento da amplitude de contracao em funcao da posi¢ao.
Densidade de probabilidade dos valores de amplitude de contracao.
Densidade de probabilidade dos valores de amplitude de contracao.
Probabilidade acumulada dos valores de amplitude de contragao. . . . . . .
Probabilidade acumulada dos valores de amplitude de contragao. . . . . . .

Graficos do mapeamento do grau de correlagao em fungao da posicao. . . .

Graficos do campo de tensao sobreposto com as curvas de nivel de correlacao.

Graficos do campo de tensao sobreposto com as curvas de nivel de cor-
relacao para varias etapas do ciclo. . . . . . . .. .. oL
Grafico da tensao média em conjunto com as curvas de nivel de correlagao.
Grafico do sinal de tensao ao longo do tempo de um cardiomidcito.
Transformada de Wavelet e Periodograma de Lomb aplicados em conjunto
em um sinal de tensao baixa frequéncia. . . . . . ... ... ... L.
Transformada de Wavelet e Periodograma de Lomb aplicados em conjunto
em um sinal de tensao tensao alta frequéncia. . . . . . ... .. ... ...
Conjunto de sinais de tensao o(t) para diferentes frequéncias de células em

estado basal. . . . . ..

Ao(t)
At

Conjunto de sinais de variacao de tensao para diferentes frequéncias

de células em estado basal. . . . . . . ...

X1

37

44

47

49

20
51
52
23
25
o6
57
o8
58
60
63

64

65

66

67

68

70



7.20

7.21

7.22

7.23

7.24

7.25

7.26

7.27

7.28

7.29

7.30

7.31
7.32

7.33

7.34

7.35

Ampliacao da forma do sinal de variacao de tensao Ag—f) de baixa frequéncia.

Ao(t)
At

Ampliacao da forma do sinal de variagao de tensao
Estrutura molecular do Isoproterenol. . . . . . . . . . .. ... ... ....
Alteracao da frequéncia do sinal de tensao com aplicagao do isoproterenol .
Alteracao da frequéncia do sinal de variacao tensao com aplicacao do iso-
proterenol . . . . . . ..
Gréfico de densidade de probabilidade dos valores de frequéncia. . . . . . .
Graéfico de probabilidade acumulada dos valores de frequéncia. . . . . . . .
Grafico com os valores de frequéncia basal em funcao da area de adesao
celular. . . . . . L
Grafico com os valores de frequéncia com isoproterenol em funcao da area
de adesao celular. . . . . . . ...
Grafico do valor de percentual de acréscimo de frequéncia P = % —1lem

as

funcao da frequéncia basal FN, nesse grafico temos um ajuste gaussiano
FN

P(FN)=1,2("77) onde R =0,8. . . . .. ... ... ... ...
Grafico do mapeamento do percentual de acréscimo de frequéncia P em
funcao da frequéncia basal e da area de adesao celular. . . . . . . ... ..
Gréfico da solugao do oscilador de Van Der Pol para p=3. . . . .. .. ..
Conjunto de solugoes o(t) do oscilador de Van Der Pol inverso para dife-
rentes valores de f. . . . . ... L
Evolugao do ciclo limite no plano de fase do oscilador inverso de Van Der
Polem funcaode p. . . . . . . . ..o

Retrato de fase empirico de dos sinais de tensao de frequéncias basais dife-

Retrato de fase empirico do mesmo sinal de tensao com frequéncia basal e

frequéncia com isoproterenol. . . . . . . .. . ...

x1i

de alta frequéncia.

73

74

75

76

77

78

79

81

81

82

83
84

85

86



Lista de Tabelas

1.1

4.1

6.1
6.2

7.1
7.2

Tabela com as informages quimicas da Adenosina trifosfato (ATP). . . . .
Tabela contendo as relagoes entre tensao e deformacao nos trés eixos.

Tabela contendo valores para as variaveis o; ;({). . . . . .. ... ... ...

Matriz de correlagao. . . . . . . . ..

Tabela com as informacgoes quimicas do Isoproterenol . . . . . . . .. . ..

Conjunto de parametros mecanicos de um grupo cardiomiécitos neonatais .

xiii

19

36
38

75
80



Lista de Abreviaturas

1. ATP: Adenosina Trifosfato

2. ECM: Matriz Extracelular

3. TFM: Microscopia de Forca e Tracao
4. PAA: Poliacrilamida

5. PDMS: Polidimetilsiloxano

Xiv



Capitulo 1

Introducao

A geracao de forcas mecanicas sao umas das habilidades mais impressionantes das
células vivas. Elas sao geradas em escala molecular através de complexos protéicos [1].
Como exemplo, temos as proteinas motoras, presentes em células eucariontes.

Essas proteinas motoras converte a energia quimica da adenosina trifosfato (ATP) em
energia mecanica, dentre as proteinas motoras conhecidas, temos os motores de miosina
que se movem ao longo de um filamento de actina [2] e também os motores de cinesina e
dineina que se movem ao longo de microtibulos [3]. Basicamente, a célula possui estrutu-
ras que garantem propriedades mecanicas, onde o estudo dessas propriedades mecanicas

¢ conhecido por Mecanica Celular. [4].

Tabela 1.1: Tabela com as informagoes quimicas da Adenosina trifosfato (ATP).

Férmula Molecular CioH16N5013P5
Massa Molar 507,11g/mol
Entalpia de Combustao Tkcal /mol

NH,
N AN
i 0 ¢ N
HO—P—0—P—0—P—0 _
| | N N
OH OH OH

OH OH

Figura 1.1: Estrutura molecular da Adenosina trifosfato. O ser humano consome uma quantidade de
ATP equivalente a sua massa corpérea em 24h, além disso, se o armazenamento de energia nao fosse via
ATP, calor gerado pela combustao da glicose CgH120¢ iria destruir suas préprias células.



1 Introdugao

A Fisica contribuiu significativamente para a compreensao dos processos associados
a Mecanica Celular nas ultimas décadas. Trabalhos recentes demostram a importancia
das forcas mecéanicas em diferentes processos fisioldgicos [5], entre eles: a diferenciagao
[7], migragao e contragao [6]. As forgas mecanicas sao aplicadas durante o processo de
adesao celular [8], que consiste em acionamento e acoplamento do citoesqueleto celular a
uma matriz extracelular (ECM) in vivo ou ao um substrato mimetizado (imita o ECM)
in vitro, modulando processos fisioldgicos dentro da célula.

Mensurar forcas celulares com precisao espacial e temporal sao fundamentais para
compreender a influéncia gerada destas na sinalizacao celular [6, 7, 18]. Além de detectar
forgas mecanicas através da mecanossensibilidade [12], células animais sdo capazes de
aplicar forgas mecanicas em seu microambiente celular, como no exemplo da Figura 1.2.

Na Figura 1.2 temos uma contragao mecanica gerada pelas proteinas actina e miosina
e mediadas pela proteina integrina que se fixa ao ECM. A montagem inicial de actina
e miosina pode ser reforcada (Figura 1.3), gerando uma fibra de tensdo na qual produz
forcas de maior magnitude. Basicamente essa estrutura produz um sinal de resposta
mecanico ao substrato (ECM). A caracterizacao e interpretagao desses sinais torna-se um

foco de pesquisa fundamental [9].

Miosina /

Integrina

Figura 1.2: Representagao esquematica da formagao de uma adesao focal imatura, onde temos a atuagao
do motor celular de actina e miosina, Figura modificada de [14].

Nessa linha de estudo, o nosso grupo do pesquisa do Laboratério de Micro Reologia

da USP LabM? fez um questionamento sobre a possibilidade da caracterizacao desses



1 Introdugao

Fibra de Tensao

Y5

_ Célula

ECM

Adesao Focal

Figura 1.3: Representacao esquematica da formacao de uma adesao focal matura com a formagao da
fibra de tensao [14].

sinais mecanicos para um determinado tipo de célula in vitro. Escolhemos em estudar
os cardiomiécitos, nossa motivacao para o estudo desse tipo de células se baseiam na
demanda de novos métodos de investigacao dos cardiomidcitos in vitro. Onde a abordagem
se concentra no estudo das propriedades mecanicas. A célula cardiaca ou cardiomiécito
é um tipo de célula muscular responsavel de pulsacao do coracao, o cardiomiécito é uma
das células mais estrutural e funcionalmente especializada nos mamiferos [10].
Insuficiéncia cardiaca, arritmias ou cardiopatias afetam milhoes de pessoas no mundo
inteiro. Essas patologias estao associadas as propriedades contrateis ou condutoras dos
cardiomiécitos, sendo um foco de investigagdo fundamental [11]. Nesse aspecto, enge-
nharia de tecidos, testes e descoberta de drogas e desenvolvimento de novos diagnésticos,
dependem de modelos de miocardio in vitro. Propomos o uso dos cardiomiécitos neona-
tais de ratos como modelo de miocéardio in vitro, concentrando a investigagao no sinal de
resposta mecanica destas células que possuem uma pulsacao cardiaca espontanea quando
isolados. Para o uso dessa abordagem que possuem implicagoes tedricas e clinicas, é
necessario quantificar e caracterizar o sinal de resposta mecanico dessas células in vitro.
Dentre os procedimentos adotados para a medicao de forcas em escala celular. A
medicao de forcas na interface célula e matriz extracelular (ECM) [12] é o mais usado.
Isso permite a medicao de forgas com uma célula aderida a um substrato. O conjunto
de técnicas desenvolvidas a partir dessa abordagem se chama Microscopia de Forca de

Tragdo (TFM). Nesse trabalho em particular, discutiremos a Microscopia de Forca de



1 Introdugao

Tracao em substratos eldsticos que imitam as condigoes de tecido dos cardiomiécitos na
qual modificamos para altas velocidades de captura.

De forma resumida, o TFM baseia-se na deducao das forcas aplicadas com base nos
movimentos observados. Esses movimentos podem apresentar diferentes relagoes fisicas,
dependendo do sistema observado, mas deduzir forcas requer essencialmente acompanhar
algum tipo de dinamica. Por exemplo, em uma mola elastica, a forca uniaxial aplicada
sobre ela ¢ igual F = - kx, F ¢é a forca elastica, x é a deformagao e k a constante elastica,
para pequenos movimentos e conhecendo a constante elastica k é possivel determinar o
valor de F com base na deformacao x.

No TFM ¢ usado um material cuja relacao deformagao e forca seja conhecida onde
a célula vai aderir, entretanto é necessario um material elastico que possa se desformar

quando aplicadas forgas celulares ou tracoes celulares.

—>
e . 00 —0°
b o> o © e ) e
(a) (b)

Figura 1.4: Representagio esquemdtica de duas configuragoes de TFM. (a) Célula aderida ao um filme
eldstico com resposta nao linear, (b) Configuragao com filme eldstico linear com marcadores fluorescentes.
Figura modificada de [15].

Nas primeiras tentativas de fazer TFM em cultura celular sobre substrato elastico (Fi-
gura 1.6), usaram filmes finos de silicone [5] e depois com filmes de poliacrilamida (PAA),
substancia cuja rigidez (modulo de Young) pode ser controlada alterando a concentragao

de bisacrilamida [13].

~-or—to—}-
1
NH- .

Figura 1.5: Estrutura molecular da Poliacrilamida, material que se comporta com um elastico linear
cuja rigidez pode ser controlada.

Atualmente é possivel incorporar marcadores fluorescentes aos substratos, nesse traba-

4



1 Introdugao

lho sao usadas nanoparticulas (0,2um) fluorescentes [15]. Registrado toda a movimentagao
desses marcadores, temos um campo de deformagao. Nesse ponto, o problema se resume
em constituir o campo de tracao com base no campo de deformacao.

Na Figura 1.6 temos uma configuracao esquematica do TFM, a célula aderida esta tra-
cionando o gel eldstico de poliacrilamida, a movimentagao é acompanhada pelas particulas
fluorescentes. Através de miltiplas capturas de imagens, é reconstruido a trajetoria dessas
particulas em um elédstico linear devido as forcas aplicadas pela célula no elastico linear.
O diferencial do TFM aplicado no LabM? est4 na alta velocidade de captura, garantido
sinal com maior resolugao espacial, necessario para o estudo de células com alta velocidade

de contragao dinamica como os cardiomiocitos.

Figura 1.6: Representacdo esquemética do TFM. (a) Visao no plano zx (b) Visao no plano yx [18].

Esse problema é resolvido utilizando a Teoria da Elasticidade Linear, no caso da célula
em um substrato elastico, o problema é necessariamente deduzir as tragoes tangencias
[16] sobre o substrato com base nas deformagoes provocadas. Para pequenas deformagoes
(x << 1) esse problema é resolvido no formalismo das fungdes de Green [17]. A vantagem
desse método e a implementagao de algoritmos réapidos para a solucao.

Esse método tem como solugao, o campo de tragao aplicado ao substrato, ele mostra a
distribuicao das tracoes tangenciais aplicadas na superficie do substrato durante a adesao
celular. O método garantiu resultados importantes, um deles é que para a maioria dos
tipos de célula uma alta rigidez do substrato (médulo de Young) se correlaciona com

grandes forcas de tragao, nao s6 para a estabilidade mecanica, mas para uma sinalizagao
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celular, durante a disseminacdo e migracao de células [18] ou para a diferenciacao de
células tronco [19].

E evidente a importancia do TFM em pesquisas sobre Mecanica Celular, nesse aspecto,
nosso trabalho faz uso dessa técnica para o estudo da dinamica de contragao desempe-
nhada por células cardiacas isoladas.

No trabalho, desenvolvemos uma tipo de TFM com alta velocidade de captura junto
com analise de dados para elucidar as suas propriedades mecanicas de células in vitro, onde
o objeto de estudo sao células cardiacas isoladas, aderidas em uma superficie mimetizada
feita com filme de gel poliacrilamida e revestida com coldgeno. Dessa forma, obtendo o
sinal de resposta mecanico dessas células.

Surgiram alguns questionamentos sobre as propriedades dos sinais mecanicos produ-
zidos pelas células cardiacas. Inicialmente devemos entender que essas células possuem
restricoes quando comparadas a situagao em tecido, elas tem uma restricao dimensional
pois estao aderidas em uma superficie bidimensional e nao tridimensional como no te-
cido, a outra restricao é dinamica, o material é um filme de poliacrilamida que possui um
coeficiente de Poisson igual a 0,45, ou seja, a célula nao consegui produzir deformacoes
elasticas no eixo z da mesma forma que nos eixos x e y.

Nosso questionamento se trata da aplicabilidade das propriedades mecanicas dessas
células, como um possivel modelo in vitro sobre essas condigdes experimentais. A repro-
dutividade da pulsagao (forma do sinal de contracdo) in vitro, a estabilidade estatistica
das amostras, onde parametro possui a mesma distribuicao de probabilidade para varias
amostras, reprodugao dos efeitos do 6rgao (coragao) ou tecido em escala celular in vitro
e a modelagem dos sinais resposta sao evidencias que corroboram para o uso de células
cardiacas neonatais isoladas como modelo de miocardio in vitro.

Dessa forma além de quantificar e caracterizar o sinal de resposta mecanico, bus-
camos investigar a aplicabilidade clinica dessas células, em nosso estudo utilizamos uma
substancia teste chamada isoproterenol que é conhecida por aumentar a frequéncia cardiaca,
para comparamos entre o sinal mecanico de um grupo de amostras no estado basal, com
um grupo de amostra com a aplicacao do isoproterenol.

Esse texto estd estruturado da seguinte forma: introducao, objetivos, fundamentagao
tedrica, resultado e discussoes e resultados.

A fundamentacao tedrica, correspondentes aos capitulos 3, 4, 5, 6. Mostra todo o
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desenvolvimento tedrico e experimental utilizados para a obtencao dos resultados nesse
trabalho. O capitulo 7 mostra todos os resultados obtidos e discussoes a respeito destes.
E finalizando com o capitulo 8 que tras as conclusoes e possiveis extensoes e perspectivas

deste trabalho.



Capitulo 2

Objetivos

O trabalho tem por objetivo principal o estudo das propriedades mecanicas da con-
tragao ciclica, executada por células cardiacas isoladas, aderidas em superficie mimetizada
(imita o tecido). Quantificado e analisado o sinal de resposta mecanico destas células
quando aderidas, objetivando sua caracterizagao para o desenvolvimento de novas meto-
dologias que visa o uso destas células com modelos in vitro, avaliado possiveis efeitos que
se manifestam em 6rgao com base em parametros mecanicos. Nesse trabalho utilizamos
como amostras, cardiomiocitos neonatais de rato em estado basal e com estimulo quimico
usando isoproterenol.

Para tanto, utilizamos a técnica experimental Microscopia de Forga e Tracao (TFM)
para quantificar a contracao no tempo, e métodos de analise de correlacao, além de analise
da distribuicao dos sinais, que possibilitam a caracterizagao do sinal mecanico de contracao

ciclica e diferenciacao entre estado basal e estimulado com isoproterenol.

Microscopia de forca e tragao de cardiomiocitos neonatais: obter o sinal de

reposta mecanico produzido por cardiomidcitos neonatais de rato em estado basal e com

estimulo quimico usando isoproterenol, aderidos em superficie mimetizada.

1) Mapea os valores de tensao gerados pelos cardiomidcitos ao substrato.
2) Quantificar os parametros referentes a contragao ciclica, como frequéncia e amplitude.
3) Quantificar os valores de drea de adesao celular dos cardiomidcitos.

4) Analisar a direcao das forcas geradas pelos cardiomidcitos.
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Estudo dos sinais contracgao ciclica no tempo: analisar o sinal de contracao no

tempo gerado pela microscopia de forga e tragao com alta frequéncia de imagens.

1) Obter o sinal de contragao no tempo e da velocidade de contragdo no tempo.
2) Fazer andlise por correlagao do conjunto de sinais gerados pelas células.
3) Caracterizar o sinal de contragao no tempo e da velocidade de contragdo no tempo.

4) Verificar modelos que possibilitam a modelagem desses sinais.

Estudo das distribuicoes dos parametros mecanicos: analisar como se distri-

buem os valores dos parametros mecanicos das amostras de cardiomiocitos.

1) Obter a distribuicao de area de adesao, frequéncia e amplitude.

2) Verificar distribuigoes tedricas que se ajustam ao dados empiricos encontrados.



Capitulo 3

Medicao de Forcas (Geradas por Células

Células animais podem gerar e manter forcas mecanicas em seu microambiente e sao
capazes detectar e responder uma estimulacao mecanica, essas fungoes fazem parte da sua
fisiologia [6]. Basicamente a célula possui complexos proteicos que funcionam como via
de sinalizacao mecanossensiveis, resultando na resposta mecanica ao um estimulo com a
reorganizacao do citoesqueleto e geracao de forca. Porque apesar da estrutura dos animais
sejam determinadas pelo genoma, o processo de desenvolvimento em nivel celular, envolve

uma interacao entre forgas mecanicas, crescimento e mortalidade celular [14].

Molécula de
Adesdo Celular

Limite do
Substrato

i —

F

substrato

Figura 3.1: Esquema da aplicacdo de forgas ao substrato pela célula, nesta configuragao existe uma
restri¢do, sendo que a célula tem um contato bidimensional com o substrato. Figura modificada de [20].

A Mecanobiologia é uma disciplina dedicada ao estudo das forgas mecéanicas geradas
por células animais e os seu efeitos na sua fisiologia. Dispoem para o estudo em Me-
canobiologia, o uso de ferramentas experimentais que visam mensurar forcas mecanicas
aplicadas por uma célula in vitro.

Na Figura 3.2, temos as seguintes ferramentas experimentais em mecanobiologia: a

10
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varredura da matriz de pilares, que consiste em micropilares de PDMS (Dimetil polissilo-
xano), dos quais se deformam elasticamente devido a tracao da célula, a microscopia de
forca de tracao TFM que mapeia o deslocamento de particulas incorporadas em um subs-
trato eldstico, as pingas magnéticas que usam particulas ferromagnéticas que se difunde
no citoesqueleto celular e as armadilhas 6pticas que consiste na captura e aplicagao de

forcas em particulas incorporadas ao citoesqueleto utilizando um feixe laser.

Matriz de Pilares Armadilha Optica

F=ktd F=ktd Tluminacao
Resolugao (deslocamento do pilar): <1nm Resolucao: <1pN

Tamanho do pilar: >100 nm Maéxima for¢a: ~100 pN

Maxima forga: >50nN

Condensador

Microscopia de Forga e Tragao
F por analise de elementos finitos

— @ 4
Resolugao: 1-3 pm

Méxima forca: indeterminada Objetiva

e & e ? ? v

ool NN RPN [
¢

Pincas Magnéticas e Camera

F=u(VB) S

Resolugao (deslocamento): 3-5 nm S

Maxima for¢a: ~1 nN F e /D‘ Solenoide
B tica /

z‘!’

Figura 3.2: Ferramentas experimentais em mecanobiologia: A varredura da matriz de pilares pode ser
realizada em dimensoes variadas, permitindo assim a determinagao da rigidez do substrato e a resolugao
da forca; A microscopia de forca de tragao utiliza esferas fluorescentes incorporadas e analise de elementos
finitos para medir as deformagoes do substrato pela célula; As pingas magnéticas criam campos magnéticos
que fazem com que as esferas magnéticas apliquem forgas a moléculas in vitro ou in vivo (por exemplo,
a integrinas com esferas revestidas com fibronectina); As armadilhas épticas usam um feixe de laser
focalizado para fornecer forcas laterais ou axiais nas esferas de didmetro de micréometro e, assim, aplicar
forcas as moléculas; objetos dielétricos. Figura modificada de [14].

Em nosso trabalho, usamos a técnica microscopia de forca e tragao (TFM). Essa técnica
utiliza particulas fluorescentes incorporadas em um substrato linearmente deformavel,

em conjunto com andlise de elementos finitos para medir as forcas aplicadas pela célula

11
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(Figura 3.2). Nesse aspecto, a regiao da célula onde as for¢as sao mensuradas é na interface

célula matriz extracelular onde ocorre a adesao celular.

3.1 Adesao Celular

A adesao celular é uma ligacao de células com outras células ou uma ligacao de células
a uma matriz extracelular (ECM). Importante para a formagao de tecidos e para o com-
portamento fisiol6gico [20].

Por exemplo, a maioria das células de mamiferos entra em apoptose ou morte celular,
quando seus receptores de adesao (proteina transmembranar) nao reconhecem os ligantes
e a rigidez do substrato [8]. Outro exemplo é que rigidez do substrato determina que tipo
de célula uma célula tronco ira se especializa.

Existem varios tipos de adesao celular, dentre eles: jun¢ao comunicante, jungao aper-
tada, juncao célula-célula e juncao célula-matriz. Cada uma possui uma funcgao especifica,
jungoes comunicantes sao utilizadas para troca de pequenas moléculas para sinalizacao
celular, juncoes apertadas sao usadas por células epiteliais para produzir barreiras a prova
de agua e as jungoes célula-célula e jungao célula-matriz sao importantes para manter a
estrutura dos tecidos [21]. O Trabalho da énfase a jungao célula-matriz, pois se trata do
processo envolvido no objeto de estudo.

As adesoes de célula com a matriz extracelular requer varias proteinas e moléculas
mediadoras entre elas: proteinas adaptadoras, moléculas de adesao celular e um conjunto
de filamentos do citoesqueleto que se liga ao ECM.

Na Figura 3.3, temos as etapas do processo de adesao celular de uma célula em um
substrato rigido [14], inicialmente ocorre a formagao de aglomerados de integrina, sendo
a proteina responsavel pela ancoragem do citoesqueleto ao substrato (ECM), a integrina
se liga ao coldgeno presente no substrato. A proxima etapa é a polimerizacao da actina,
proteina responsavel pela contragao celular, onde ocorre a montagem do motor de actina
e miosina. Com a conformacao da célula na superficie, criam-se tensoes na membrana e
estas tensoes ativam a contracao através dos sensores de rigidez. Isso provoca a ativacao
do refor¢o da adesao com a formagao das fibras de tensao.

As fibras de tensao se formam nas adesoes forcais e nelas produzem o sinal de resposta

mecanico no substrato rigido. Depois de aproximadamente 24h desde da formacao inicial

12
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a) Formagdo inicial de aglomerados b) Polimerizagio inicial da actina ¢) Contragao

d) Forca ativam fatores da montagem  e) Montagem da actina f) A tensdo da membrana ativa a
da actina contragao

Tensio da:
membranai
1

Figura 3.3: Etapas do processo de adesao celular de uma célula em um substrato rigido. Figura
modificada de [14].

dos aglomerados de integrina até a maturacao das adesoes focais. No TFM, as forgas
mesuradas originam justamente das adesoes forcais com as fibras de tensao, da quais

compoem o citoesqueleto celular.

3.2 Citoesqueleto

O citoesquelo é o complexo de proteinas filamentosas que se extende por todo o volume
celular, sua fungao é crucial para a geragao de forca e para estruturagao da célula [23, 24].

E responsavel por diversos processos fisioldgico, como migracao, transporte de organelas

13
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e divisao celular.

No citoesquelo encontramos trés subunidade protéicas: filamentos intermediarios, mi-
crotibulos e filamentos de actina. Os filamentos intermedidrios sao estruturas proteicas
constituidos por mais de 50 tipo de proteinas [22, 23], possuindo basicamente uma fungao
estrutural para a célula, sendo muito resistes quando comparados com as outras subuni-
dade do citoesqueleto, por ser estavel e com funcao estrutural, os filamentos intermediarios

nao gastam energia.

Filamentos de Actina

S~ = - w » Polimero de mondmeros de actina, 7 nm de didmetro
¢ Proteina globular disposta em hélice

o Componente contratil principal das células musculares

25 nm

Microtubulos

¢ Filamento de mondémeros de tubulina, 25 nm de didmetro

¢ Desempenha um papel na estrutura celular, organizacao,
mitose e movimentagao

Filamentos Intermedidrios

¢ Filamento citoesquelético, 8 - 12 nm de didmetro

e Proteina Estrutural em células eucariéticas

I

25 nm

Figura 3.4: Subunidades do citoesqueleto celular, filamentos de actina, microtubulos, e filamentos
intermediarios

Os microtibulos sao formados por monomeros de tubulina, possuem um arranjo he-
licoidal com um didmetro de aproximadamente 25nm [22, 24]. E a subunidade mais
dinamica do citoesqueleto, polimerizando e despolimerizando para executar funcées como
transporte intracelular e migracao.

Ja os filamentos de actina sao responsaveis pela atividade contractil da célula [22, 23,
24]. Quando a célula adere a um substrato, ela ativa os filamentos de actina que forma

as fibras de tens@o para aplicar forgas no substrato (ECM).
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3.3 Mecanica Celular dos Cardiomidcitos

Células animais produzem forgas de tracao para regular os processos fisiolégicos [14].
Dentre eles temos a contracao muscular, despenhada por células especializadas na geracao
de forca através das fibras de tensao.

As forcas sao transmitidas via ECM, onde a interacao célula e ECM é mediada pelas
adesoes focais [25]. Elas criam uma ponte estrutural entre o citoesqueleto celular e a
ECM, a proteina integrina é uma das mais relevantes nesse processo.

De forma simplificada, no processo de formacao das fibras de tensao, varios filamentos
de actina e miosina se polimerizam em torno da adesao focal formando a fibra de tensao,
ela exerce a forca mecanica sobre o ECM. Por conta disso, no TFM ¢é necessério que a
superficie do substrato mimetize uma ECM através do uso de substancias presentes na
ECM, em nossos experimentos utilizamos o colageno.

Em células cardiacas ou cardiomiocitos, o processo de formacao das adesoes focais
ocorre da mesma forma do que uma célula muscular, a tracao mecanica é exercida por
uma estrutura chamada sarcomero [26]. O sarcomero consiste em um conjunto de fibras
de actina e miosina alinhadas, convertendo energia quimica da adenosina trifosfato ATP
em energia mecanica, gerando um ciclo contratil. Em cardiomiécitos neonatais o arranjo
das fibras de actina e miosina é desordenado [27]. Além disso, eles possuem contragao
ciclica e espontanea. Por conta disso, ele sao modelos em potencial para replicar um
estado de contracao in vitro.

A geracao de forca mecanica depende potencial de agao ao longo do sarcolema que
induz o influxo ionico de célcio para a célula através de canais de ions dependentes de vol-
tagem, desencadeando uma maior liberagao de célcio através do reticulo sarcoplasmatico
[22, 23, 24]. O célcio liberado induz a fungao motora nos complexos de fibras de tensao
localizados em cada sarcomero, iniciando uma contracao. O processo de contracao ocorre
apos a formagao das adesoes focais e consequentemente a formacao das fibras de tensao.

Os cardiomiécitos neonatais na sua forma isolada sao amplamente utilizados em es-
tudos de fisiologia ou engenharia dos tecidos. Geralmente, proveniente de animais como
camundongos ou ratos, devido a sua relativa robustez em cultura e custo [10]. Além
da existéncia de varios protocolos consolidados para o isolamento desse tipo de célula
28], [29]. Quando isolados, os cardiomidcitos neonatais podem durar varias semanas em

cultura. Entretanto, com aproximadamente uma semana eles ja apresentam sinais de
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maturacao fisica e demostram contractibilidade ciclica e espontanea. Apresentando essa
propriedade quando cultivada em ambiente que mimetiza a rigidez caracteristica dessa
célula. Por exemplo, os filmes de gel de poliacrilamida utilizados nesse trabalho.

Esse tipo de células sao adequadas em experimentos que necessitam de grandes inter-
valos de tempo, porque sao mais resistentes a privacao de oxigénio quando comparado
com cardiomiécitos ja maduros, devido a sua maior capacidade glicolitica [10]. Entre-
tanto, cardiomidcitos neonatais possuem uma desvantagem, a sua estrutura morfolégica
em cultura é imatura, apesar de possuir contractibilidade, suas fibras de tensao estao su-
postamente desalinhadas o que torna a sua dinamica complexa. Além disso, essas células
nao possuem o tubulo T (tibulo transversal).

Devido a essas propriedades apresentadas pelos cardiomiocitos neonatais, eles se tor-
nam um modelo de teste bastante versatil, com potencial de modelagem da suas proprie-
dades mecanicas in vitro. Por esse motivo, utilizamos esse tipo de célula com modelo in
vitro para o estudo das suas propriedades mecanica e teste com farmaco.

O tipo de cardiomidcitos neonatais utilizados em especifico no trabalho, sao derivados
de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar. Sao extraidos do coracao de recém-

nascidos apds 1 dia de vida, utilizado o método pre-plating [28].
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10pm

Figura 3.5: Microscopia de cardiomidcitos neonatais. Indicados pelas setas, temos a microscopia de
contraste de fase de trés cardiomiocitos neonatais de ratos.
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Capitulo 4

Principios da Teoria da Elasticidade aplicados em

Mecanica Celular

Para a reconstrucao das tracoes aplicadas em substrato elastico com base nas de-
formagoes observadas, é necessario ter o conhecimento dos principios da Teoria da Elas-
ticidade, especificamente nesse trabalho, a Teoria da Elasticidade Linear. Em resumo, a
Teoria da Elasticidade Linear estuda o comportamento das deformacoes e tensoes de um
corpo quando sujeito a forgas externas, considerando-o eldstico [30].

Tensao ¢ é uma grandeza fisica que significa forca por unidade de area (%) aplicada a
um ponto material da superficie de um corpo, ela é escrita na unidade pascal Pa. A tensao
¢ utilizada para descrever como as forgas externas aplicas a um corpo sao distribuidas.
Outra quantidade importante na Teoria da Elasticidade é a deformacao ¢, ela é a mudanca
nas dimensdes do corpo devido a forgas externas aplicadas [30].

Um corpo elastico retorna as suas dimensoes de forma reversivel, cessando as forcas
externas aplicadas, entretanto as deformacoes provocadas devem ser pequenas em com-
paracao as dimensoes do corpo. Para um material ser linearmente elastico, sao conside-
radas duas hipoteses basicas sobre o material. A primeira hipdtese é que a quantidade
de matéria no corpo se distribui continuamente e que suas partes sao unidas, desconside-
rando rachaduras ou falhas. A segunda hipdtese é que o corpo é homogéneo e isotrépico,
homogéneo significa que qualquer parte do corpo possui todas as propriedades fisicas do
todo e isotrépico significa que as propriedades elasticas sao iguais em todas as diregoes.

Um conceito essencial nesse estudo sao as relagdes constitutivas. As relagoes consti-

tutivas sao expressoes que mostram a dependéncia entre as tensoes e deformagoes, por

Ox

exemplo, a Lei de Hooke para o caso unidimensional: ¢, = %, onde ¢, ¢ a deformagao,
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0, a tensao e £ o médulo de Young. A importancia da Lei de Hooke é a possibilidade
de calcular a tensao, conhecendo a deformacao do material. Com isso é possivel em al-
gumas situacoes determinar as tensoes ou parte delas, apenas observando as deformagoes

produzidas em um corpo.

4.1 Teoria da Elasticidade Linear

A Lei de Hooke ¢, = % estabelece uma relagao linear entre tensao e a deformagao.
Isso para o caso unidimensional, quando estudamos um material homogéneo e isotrépico

em trés dimensoes, devemos considerar as deformagoes provocadas nos trés eixos (zyz).

A deformacao em cada um dos eixos é: €, = %, €y = % ee, = %. Para materiais em
fase elastica linear, as relagoes de Poisson sao:
€x €

onde v é o coeficiente de Poisson do material, com base nessa relagao, podemos construir

a seguinte tabela com as informagoes de deformagao e tensao em cada um dos eixos [31].

Tabela 4.1: Tabela contendo as relagoes entre tensao e deformagao nos trés eixos.

. Deformagao
Tensao
€x €y €
o z vE vE
oy oy _ 0
Ty VE E VE

Podemos calcular a deformacao resultante em cada um dos eixos usando o principio

da sobreposicao dos efeitos [30], somando os termos das colunas Tabela 4.1 temos:

€r = % - %(Jy +o0,) (4.2)
o, VU
€y = Ey - E(JJ; +0.) (4.3)
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Figura 4.1: Conjunto de tensoes aplicadas em um elemento de volume elastico.

€, = (03 + 0y). (4.4)

|3
| <

Essas sao as deformacoes normais conhecidas como €,,, €,y € €., além delas, existem

as deformagoes por cisalhamento [31], conhecidas por:

Oz Oz Oyz
€y = Ey y€rz = T €y = g ) (45)
2(1+v) 2(1+v) 2(1+7v)

onde €y, €. € €, sao as deformacoes por cisalhamento, 04, 04, € 0y, 530 as tensoes por
cisalhamento. Os termos (€,, €yy, €22, €xy, €22, €y-) definem o estado de deformacao, com

ele é possivel definir o estado de tensao, conhecido como a Lei de Hooke Generalizada.

€ra 1 —v —v 0 0 0 Oz
Eyy v 1 —v 0 0 0 Oyy
€2z 1| —-v —v 1 0 0 0 (o
€ay El o 0o 0 2104v) 0 0 Oy
[ 0O 0 O 0 2(1+v) 0 Ous
€y 00 0 0 0 2(1+v) | Tyz

No caso especifico do TFM, as tensoes sao aplicadas em uma superficie eldstica sendo

uma simplificacao da Lei de Hooke Generalizada [31].
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4.2 Elasticidade em Materiais Continuos

O campo de tragao é definido pela forca local aplicada por unidade de area. Se uma
superficie eldstica é tracionada por uma célula aderente, a deformagao aplicada pela célula
aderente determina o campo de tragao na superficie. Nesse sentido é interessante que a
superficie tenha propriedades e condicoes previsiveis com algum modelo teérico conhecido.
Se a superficie de gel for aproximada para um solido elastico semi-infinito, utilizamos a
teoria da elasticidade linear para calcular o campo de deformacao com base no campo de
tragao, onde o campo de deformacao é definido pela deformacao local do gel.

O TFM ¢é uma técnica que possibilita mensurar for¢a de tracao em um substrato
elastico, na Figura 4.8 temos a representacao esquematica do TFM. A amostra é uma
célula bioldgica viva, ela estda aderida ao substrato elastico, nele encontra-se marcadores
fluorescentes incorporados. As forgas exercidas pela célula deformam o substrato e movi-
menta os marcadores, com um microscopio € observado o campo de deformacao com base

no movimento dos marcadores.

Figura 4.2: Representacao esquemadtica da configuracao do TFM em um substrato eldstico com marca-
dores fluorescentes. (a) Visdo no plano zz (b) Visdo no plano yz.

Para mensurar forgas de tracao com base na deformacao de um substrato eldstico é
necessario aplicar a teoria da elasticidade continua [17], inicialmente para definir o tensor

de deformacao, usamos o gradiente de deformacao D, escrito da seguinte forma:
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o' oa' 0o
ox oy 0z

| o o

D 5 o B . (4.7)
0z 92 97
oz oy 0z

O significado de D é de um jacobiano da coordenada, por exemplo, ele transforma x
para o estado deslocado x’. Agora vamos atribuir u = x’ — x, ele serd chamando de vetor

de deslocamento, rescrevendo o nosso gradiente de deformacao D, o resultado sera:

D=1+ (Veu). (4.8)

Nessa forma, temos o gradiente de deformacao D escrito em termos do operador nabla
V e do produto diddico ®, (V ® u)? é a matriz transposta de (V ® u). A partir das
imagens de TFM, sao obtidos os campos espaciais D e u, usados para as medidas de
deslocamentos e angulos durante a deformacao. Agora vamos reescrever D utilizando o

tensor de Green-Lagrange [15]:

E:%@fn—u. (4.9)

O tensor de Green-Lagrange E em termos do operador nabla V é do produto diddico

®, fazendo a substituigdo de D pela expressao (4.9), temos a seguinte expressao

E =

DO | —

(Veou) +(Veouw' +(Veou)(Veu)'). (4.10)

O termo (V®u)(V ®@u)? ¢ a contribui¢iao nao linear do tensor E [31], para pequenas

tensoes, o tensor E tornar-se no tensor de deformagao linear, escrito da seguinte forma:

(Veou) +(Veu)'), (4.11)

1
€= —
2

22



4 Principios da Teoria da Elasticidade aplicados em Mecanica Celular
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Figura 4.3: Conjunto de tensoes aplicadas em uma superficie elastica.

50 e — 1 (0w 4 Ouy
onde as componentes do tensor € sao €;; = 3 < T + 5 )
Para manter a linearidade, as deformagoes devem ser pequenas € << 1, além disso, o
material do substrato deve ser isotrépico. Com isso as relagoes constitutivas do material
serdo lineares [17].

No TFM, o substrato é uma superficie, assim a tensao o sobre superficies internas em

funcao da deformagao € pode ser escrita nessa forma [15]

E

Ty

v
(Eij T 19, 2V5ij(€ii +é€+ Ekk)) ) (4.12)
onde 9;; ¢ um delta de Kronecker, £ ¢ o médulo de Young e v é o raio de Poisson, eles
dependem do tipo de material do substrato isotrépico. Podemos calcular as forcas internas
no substrato usando Vo = f.
Nesse sentido as forcas internas no substrato elastico podem ser calculadas utilizando

uma equagao diferencial parcial chamada de equagao de Lamé [17].

E E
a2 i o)

V(V-u)=f (4.13)

Células aderidas no substrato aplicam forgas apenas na superficie z = 0 (ver Figura
4.3). Com isso as forgas internas sao Vo = 0 para z < 0 (dentro do substrato). Na

superficie z = 0, as forgas aplicadas pela célula sdo tangencias (plano zy) equilibradas
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pelas tragoes tangencias do substrato, as forgas verticais (plano zx) sao despreziveis [17]
para z = 0. Dessa forma podemos considerar o substrato infinitamente estendido no
plano zy e (—oo < z < 0). Satisfazendo essas condigoes, podemos utilizar o formalismo
das fungbes de Green G(x,x’) [33] para calcular as tragoes exercidas no substrato t(x’),

utilizando a seguinte integral de convolugao

u(x) = /G(x, x)t(x")dx’. (4.14)

Considerando que a forca aplicada no substrato como uma forga pontual, o substrato
elastico no TFM sobre as condigoes previamente descritas se comporta com um semi-
espaco elastico isotropico. Uma solucao conhecida para esse tipo de problema é a solucao

de Boussinesq [32, 33]. Cuja solucao estd na forma da seguinte fun¢ao de Green:

(1+v) (1—v)+ va? vy

G(x) = :
mEr? vy (1—v)+ vy?

(4.15)

onde r = \/Wy2 )

Nas experiencias de TFM com células, usamos uma espessura tipica do substrato em
torno de 50 pum, entretanto por simplicidade [15] podemos desprezar as tensoes verticais,
mantendo a condi¢ao de contorno para —oo < z < 0. Uma das formas para obter o tensor
de tragao t(x’) na superficie de um material eldstico isotrépico semi-infinito é resolvendo

a integral de convolucao (4.14).

4.3 Fourier Transform Traction Cytometry FTTC

A funcao de Green é uma matriz 3x3 que descreve os deslocamentos do material
em trés dimensoes. No TFM ¢é muito mais simples tratar com deformacoes em duas di-
mensoes. Para tornar a funcao de Green aplicavel apenas em duas dimensoes, é necessario
o material eldstico ser incompreensivel, ou seja, o raio de Poisson deve ser v =~ 0,5 [15].
Nos experimentos de TFM, sao utilizados filmes de poliacrilamida PAA (v &~ 0,45).

Umas das formas de resolver a integral de convolugao (4.14) é trabalhando no espago
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de Fourier [17], método conhecido por Fourier Transform Traction Cytometry FTTC [15].
O nosso objetivo é encontra as fungoes de Green para todos os pontos definidos em uma
superficie elastica de estudo. Por exemplo se essa superficie possuem um tamanho 4x4,

as fungoes de Green serd uma matriz 4x4 da seguinte forma:

Gll(T1 — 7”,1) G12(T1 — Tll) GH(Tl — 7"/2) Glg(’f’l — T'/Q)

G _ G21<T1 — 7’:1) GQQ(Tl — 7":1) Ggl(rl — 7‘:2) GQQ(Tl — 7”:2) (416)
GH(TQ —7"1) Glg(Tg —’f‘l) GH(T‘Q —T2) Glg(TQ —7“2)
Ggl (7"2 — 7’/1) GQQ(?”Q — 7“/1) Ggl (7“2 — 7”2) GQQ(T’Q — 7“/2)

Cada elemento da matriz pode ser escrito como uma funcao de Green da solucao de

Boussinesq no espaco real:

(1+v) [ 1—-v)+va? vy

TErs vay (1-v)+ vy? ’

G(r) =

(4.17)

onde r = /22 + 12
Encontrando a funcao de Green para um elastico isotropico semi-infinito, aplicamos a

transformada de fourier na integral de convolugao (4.14), dessa forma podemos aplicar o

teorema da convolugao.

Defini¢ao 4.3.1 (Teorema da Convolugao) Sendo f(z) e g(x) duas fungoes convoluidas
no dominio do espaco, a transformada de Fourier da convolugao € igual ao produto das

funcoes no dominio de Fourier:

(7« 9)@)=hie) = [ (@) gt~ ), (1.18)

a transformada de Fourier F da convolugao (f * g)(x) serd
F{f* g9} = F{f}- Flg}, (4.19)
onde F{f} - F{g} significa produto de ponto a ponto das respectivas transformadas de
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Fourier.

A vantagem de trabalhar no espaco de Fourier é que as convolugoes de fungoes se trans-
formam no produto das transformadas de Fourier de cada funcao [19]. Assim podemos

reescrever a integral (4.14) da seguinte forma:

t(k) = G(r)ta(k), (4.20)

onde t(x), G(k) e @(k) siio as transformadas de fourier do campo de tracio, da funcio de
Green e do campo de deformacao respectivamente, a funcao de Green em duas dimensoes

no espaco de Fourier é:

- (1+v) [ A=v)+vk: VEgky

G(k) =

(4.21)
TER? VKghy (1 -v)+ vk

Assim é possivel fazer a reconstru¢ao do tensor tragao t(x) voltando ao espago real.

t(r') = F ! (f{G(r — r’)}_l}"{u(r)}) , (4.22)

onde F~! ¢ a transformada inversa de fourier o e t(r’) é o valor de tragao para um tnico
ponto na superficie elastica.

A técnica FTTC garante um rapido processamento computacional utilizando apenas
o campo de deslocamento do substrato, sendo uma técnica amplamente utilizada para
o processamento de imagens de TFM [17], os valores de tensao o sao obtidos dividindo
o valor de tragdo t(r') pela drea unitdria, por exemplo, a drea unitaria utilizada nesse
trabalho ¢ de 14,08 um?.

No Laboratério de Micro Reologia da USP, desenvolvemos uma versao do método
FTTC que calcula os valores de tensao ao longo do tempo o(t) para intervalos de tempo
menores que 10 ms. Justamente para avaliar a atividade contractil de cardiomidcitos

individuais in vitro.
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Capitulo 5

Microscopia de Forca e Tracao TFM

A técnica experimental utilizada nesse trabalho é a Microscopia de Forca de Tracao
(TFM) mostrada na Figura 5.1, para obter o campo de tensao das células. Primeiro forma
obtidas 2900 imagens, correspondente a 20 segundos (velocidade da camera é 145 fps) de
filmagem da célula aderida ao um substrato de poliacrilamida (PAA).

A rigidez da poliacrilamida deve ser controla a partir da proporc¢ao entre os monomeros
de acrilamida e bisacrilamida. Isso é necessario para mimetizar as condicoes de tecido onde
a célula integra. Cada tipo de célula requer uma rigidez especifica, para células cardiacas
usamos a seguinte rigidez: F = 9.6 kPa. A célula se fixa através dos receptores de
integrina ao colageno, que funciona como ECM. O colageno que por sua vez estd fixo ao
substrato de PAA.

O substrato de poliacrilamida estd marcado com particulas fluorescentes com 0.2 pym
de diametro. E registrado a fluorescéncia emitida pelas particulas em movimento devido
a interacao das células com o substrato.

O método computacional utilizado para reconstruir o campo de tracao com base nas
imagens é o Fourier Transform Traction Cytometry (FTTC), finalizando com o processa-
mento numérico do campo de tracao.

Para realizar o experimento, inicialmente é preparado um substrato elastico com po-
liacrilamida. A poliacrilamida é um gel cuja rigidez pode ser controlada a partir da
proporc¢ao entre monomeros de acrilamida e o crosslinker na solugao a polimerizar.

Apos ativar quimicamente a placa de Petri com fundo de vidro onde o gel sera formado,
um volume determinado de solugao a polimerizar ¢ depositado sobre ele. Em seguida, uma
laminula é colocada em cima para dar forma ao gel por capilaridade, depois de 20 minutos,

o gel estard polimerizado, bastando retirar a laminula usada para dar forma.
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Figura 5.1: Experimento de TFM. (a) Primeiro as células sdo depositadas no substrato marcado com
nano particulas fluorescentes. (b) Depois da adesao, a tensao produzida pelas células movimentam as nano
particulas, resultando em um campo de deslocamento (c¢) Vista no plano zy do campo de deslocamento.

A préxima etapa é ativar a superficie com o crosslinker Sulfo-SANPAH. Assim, é
possivel marcar o gel com as particulas fluorescentes e também depositar a matriz extra-
celular desejada, no caso, colageno. Feito esse preparo, depositam as células de estudo
e espera-se em torno de 72 h para o inicio do experimento. O tipo de célula utilizada é
o cardiomiocito neonatal. Em seguida obtém imagens de fluorescéncia, primeiro com as
células no substrato, depois aplica a substancia tripsina para retirar as células observadas
e em seguida, tire-se imagens sem as células no substrato (substrato nao deformado).

A montagem do experimento de TFM foi desenvolvida no Laboratério de Micro Re-
ologia LabM?. As células de analise sdo mantidas em ambiente controlado feito por um
invélucro de acrilico anexo ao microscépio (Figura 5.3), sua fungao é recriar adequada-

mente as condigoes de uma incubadora: 5% de CO, e temperatura de 37°C.
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Polyacrylamide gel stiffness (G)

zskPa| ¢1kPa| 8.6 kPa |1&3kPa |30kPa |55kPa
Stock solution (can be stored up to a year at +4 °C)
40% Acrylamide 3.75 2.34 2.34 3.00 3.00 2.25
(mL)
2% Bisacrylamide 0.75 0.94 1.88 0.75 1.40 2.25
(mL)
dH>O (mL) 0.5 1.72 0.78 1.25 0.60 0.50
Total volume (mL) 5 5 5 5 5 5
Working solution (use immediately)
Stock solution (uL) 125 200 200 250 250 333
Red fluorescent 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
beads (uL)
Far-red fluorescent 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5
beads (uL)
10% Ammonium 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
persulfate (ul)
TEMED (uL) 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
daH,0 (mL) 357 282 282 232 232 163

Use indlicated volumes of stock solution (upper half of table) to make the working solution (lower half of
table) for preparing TFM substrates of the desired stiffness. Note that working solutions should be
used immediately after adding ammonium persulfate and N,N,N’,N’'-tetramethylethylenediamine
(TEMED) as these chemicals induce rapid polymerization of acrylamide. In contrast, after preparation,
the stock solutions can be kept for at least a year as long as maintained at +4 °C.

Note that shear modulus (G) is shown in the table as a measure of gel stiffness. The conversion between
the shear modulus (G) and Young’s modulus (E) is given by the following formula:

E

=3y

Figura 5.2: Concentragao de acrilamida e bisacrinamida e solugbes de trabalho utilizadas para a pre-
paragdo dos substratos de poliacrilamida com rigidez controlada utilizados no TFM [34].
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A estrutura de acrilico é conectada (por um tubo flexivel e resistente ao calor) ao
aquecedor de ar controlado por um microcontrolador. O microcontrolador (Figura 5.3)
monitora a temperatura interna da caixa de acrilico mantendo o sistema estavel nas
proximidades de (36 £+ 1)°C. Préximo a objetiva (dentro do invélucro de acrilico), um
segundo sistema de incubagao (Warner Instrument Corporation, TC-324B) mantém as

células aquecidas a (37 £ 0.1)°C, em uma atmosfera de 5% de COs.

h

Figura 5.3: Montagem experimental do TFM modificado para alta velocidade de captura desenvolvido
pelo LabM?. 1) incubador de acrilico, 2) microscépio (Leica DMI 4000B), 3) base motorizada para o
controle dos eixos x e y, 4) cAmera (Andro Neo sCMOS) utilizada no TFM, 5) moto de ajuste do eixo z,
6) controlador dos eixos x e y, 7) controlador do eixo z.

Desta forma, as amostras podem ficar no microscoépio como se estivessem na incuba-
dora, permitindo experimentos com longos periodos e a utilizacao da mesma amostra para
diversas aquisi¢oes de imagens. A camera utilizada para o TFM é a Andor Neo sCMOS.

Esta camera é de alta velocidade podendo chegar a 1000 fps.
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Figura 5.4: Montagem experimental do TFM modificado para alta velocidade de captura desenvolvido
pelo LabM?2. 8) humidificador, 9) controle externo da velocidade de captura da camera, 10) aquecedor.
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Figura 5.5: Imagens de células cardiacas com a sua area de adesao delimitada para o calculo das tensoes
usando o FFTC, no software do TFM, delimitamos a area que corresponde a area da célula na imagem
do substrato eldstico com as particulas fluorescentes.
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Dessa forma, obtemos os valores de tensao para cada célula em funcao da posicao e

do tempo, entretanto é necessario fazer o processamento e analise desses resultados.
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Capitulo 6

Métodos Numéricos para Analise de Dados

Nesse capitulo mostramos os métodos numéricos utilizados para o andlise dos dados
provenientes do software do TFM. Utilizamos como hipdétese que o sinal de tensao ao
longo do tempo teria uma caracteristica oscilatoria, onde os métodos apresentados sao

adequados para sinais periodicos.

6.1 Mapeamento Bidimensional do Dados

As imagens obtidas no TFM consistem em matrizes ¢xj onde cada elemento da ma-
triz corresponde a um pixel da imagem. Um nimero de imagens com o mesmo tamanho
sao obtidas de forma sequencial ao longo do tempo, registrado o movimento das nano-
particulas fluorescentes anexas ao substrato eldstico. Pelo fato das particulas estarem fixas
ao substrato, este movimento corresponde a prépria deformagao do substrato, provocado
por uma célula, por exemplo.

Conhecendo a rigidez do substrato elastico, além dos valores de deformagao e tempo
¢ possivel estimar os valores de tensao por pixel aplicados sobre o substrato ao longo do
tempo, usando o método numérico Fourier Transform Traction Cytometry (FTTC).

O resultado desse método é um conjunto de n matrizes, cada matriz mostra as com-
ponentes de tensao tangencial o,,0, por elemento (pixel), como mostrado na Figura 6.1.

A forma geral do resultado é uma matriz multidimensional de indices i, j, [, 0, e
oy, onde i e j correspondem a posicao do pixel na imagem, [ é o indice da imagem na
sequencia temporal 1,2,...n e 0, e 0, sao as componentes da tensao tangencial como
mostrado na Figura 6.1. Note que o tempo ¢t em que cada imagem foi fotografada é

dado por t(1) = % onde f é a frequéncia de amostragem (no caso 145 fps), n é o nimero
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Figura 6.1: Esquema da andlise de imagens de TFM, as Figuras (a), (b) e (c) correspondem a trés
imagens sequenciais da mesma célula com suas respectivas matrizes onde cada elemento possui os valores
de tensao tangencial (0,,0,) aplicadas ao substrato eldstico.

de imagens. O campo de tensao pode ser simplificado para uma matriz tridimensional

colocado apenas a resultante tangencial da tensao aplicada ao substrato flexivel, ou seja:

oii(l) = \/ai,j(l):% +0i4(1)2. No exemplo Eq.(6.1) abaixo, cada elemento da matriz ¢

atribuido a um valor de tensao o; ;({)

0'171(l) 0'172(l) 0'173(l)
0271(l) 02,2(l) 02,3(l) . (6-1)
o3,.1(1) o32(1) o33(1)

Cada elemento (7,5) da Matriz Eq.(6.1) possui uma varidvel o;;(l), que significa a
tensao tangencial resultante ao longo de [ = 1,2,...n para o elemento (7,j). Uma forma

simplificada de analisamos essas variaveis ¢ o obtendo o valor médio = >~ | 0; ;(1) de cada
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elemento da matriz. Utilizando a Eq.(6.1), o resultado é a Matriz Eq.(6.2)

Ly onall) Ly o1a(l) Ly ous(l)
Ly o2a(l) Ly o2a(1) LS oas(l) |- (6.2)
> osa(l) =Y o32(l) =Y oss(l)

onde estao localizados os valores médios das variaveis o; ;({). Esta medida tem o signifi-
cado da tensao média por elemento ao longo de todas as n imagens. Entretanto, pelo fato
da quantidade de pixeis ser grande, utilizamos mapas de cores para representar a magni-
tude do valor médio. Para exemplificar, vamos usar os valores de uma regiao aleatéria de

6 imagens consecutiva da Tabela 6.1 e aplicar o método.

Tabela 6.1: Tabela contendo valores para as varidveis o; ;(I) do exemplo (6.1) e I =1,2,...6.

l

Varidvel

o~
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o~
|
[\
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I
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o~
I
W
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I
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I
D
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YOO OO =N O
00 00 OO OO~ OO
= O = O RN~ O
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O OO O N O
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)
—
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(]

Com os valores médios de cada variavel da Tabela 6.1 é gerado o mapa de cores da
Figura 6.2 abaixo, os valores dos eixos vertical ¢ e horizontal j indicam a variavel o; ;,
o valor dentro do quadrado correspondente o valor médio dessa variavel, dependendo do
valor médio é atribuido uma cor do gradiente de cores. Os mapas de cores serao utilizados
para representar uma matrizes com grande nimero de elementos.

A préxima andlise consiste em avaliar o grau de correlacao entre os diferentes sinais
de tensao produzidos pela célula. Para quantificar é utilizado uma matriz de correlacao
dos sinais de tensao o; ;(1) associados a cada elemento (7,j) das imagens de TFM.

A matriz de correlagdo é uma matriz bidimensional composta pelos coeficientes de
correlagao das diversas varidveis entre si. A utilidade desta na visualizagdo esta na ob-
servacao de provaveis correlagoes entre duas ou mais variaveis. Basicamente, o coeficiente

de correlacao p entre duas variaveis indica o comportamento linear entre elas, ou seja, caso
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Figura 6.2: Mapa de cores obtido com os valores da Tabela 6.1, os valores dos eixos vertical ¢ e horizontal
J indicam a varidvel o; j, o valor dentro do quadrado correspondente a certa varidvel é o seu valor médio

1 6 .
5 2i—1 7i,5(1), associado a uma cor da barra de cores.

uma varidavel aumenta com o aumento da outra, temos uma correla¢ao positiva (p > 0),
se uma variavel diminui com o aumento da outra, temos uma correlagao negativa (p < 0).
O coeficiente de correlacao usando para calcular a correlacao entre as variaveis foi o coe-

ficiente de Pearson, ele varia de —1 a +1, expresso por:

' >0 —0) (0, =) 1 R

p(O',U): = — — O':—ZO'Z, a:—Zal. (6.3)

\/Zl=1(01 - ‘7>2\/Zl=1(01 —0')? "3 =

Para exemplificar, serda usada uma matriz de correlacao com valores mostrados na
Tabela 6.2. Esses valores correspondem aos coeficientes de correlacao entre duas variaveis
(exemplo: p(o22(1),011(1)) = 0.4).

Note que apenas os elementos abaixo da diagonal estao preenchidos. Isso porque na
Tabela 6.2, o grupo de varidveis nas colunas é o mesmo grupo de varidveis nas linhas,
tornando os elementos de acima da diagonal idénticos aos elementos abaixo da diagonal
(exemplo: p(o11(1), 022(1)) = p(o22(1),011(1))).

O préximo passo ¢ contabilizar para cada variavel da Matriz 6.1, um valor que indique
0 quao esta correlacionada com ao resto do grupo de variaveis. Para isso podemos contar
o nimero de vezes em que a correlacao dessa satisfaz um limiar. Nesse exemplo usamos
como limiar p > 0.5. Portanto, esse valor significa o nimero de variaveis o; j(I) onde a
correlagao é p > 0.5. Entretanto, deve ser desconsiderado dessa analise a correlagao de
uma determinada varidvel com ela mesma, porque nao acrescenta informacao & medida
visto que essa correlagao é sempre igual a 1. Por exemplo, usando os dados da Tabela

6.2, o elemento oy ; tem nota 4.
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Tabela 6.2: Matriz de correlacao, matriz composta pelos coeficientes de correlacao de um grupo de
varidveis . Arbitrariamente, foi estimado apenas os elementos abaixo da diagonal (o; ; onde ¢ = j), néo
contabilizando correlactes repetidas, por exemplo p(o1,1(1), 02.2(1)) = p(o2,2(1),01,1(1)).

0.2 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 1.0
1.0 0.2 0.2 0.4 0.5 0.7 0.1 0.8 1.0

Varidavel Varidvel
0'171(l) 0'172(l) 0'173(l) O'QJ(Z) 0'272(l) O'ng(l) 0'371(l) 0'372(l) 0'373(l)
o11(0) 1.0
0'172(0 0.6 1.0
o13(1) 0.5 0.7 1.0
o2.1(1) 0.3 0.1 0.8 1.0
o22(1) 0.4 0.3 0.9 0.5 1.0
o23(1) 0.1 0.6 0.7 0.9 0.8 1.0
o3.1(1) 0.9 0.1 0.5 0.6 0.5 0.3 1.0
(1)
()

Chamando essa nota de C' e dividindo por 102N, onde N é o ntimero total de varidveis.

< ~ das variaveis onde determinada varidvel possui

Quantifica-se a porcentagem C, = e

correlagao p que satisfaz o limiar. Aplicando esse método para o exemplo da Matriz (6.2)

os valores de cada elemento sao:

gz =M% g =M% g = T8%
oo = 06%  gom =56% g =56% | = (6.4)

s = 44% 510 = 33% s = 44%

44% 44% 78%
56% 56% 56% | - (6.5)
44% 33% 44%

O elementos (7,j) da Matriz (6.5) sao os valores C, das variaveis o; ;(I) da Tabela
6.2. Por exemplo, o elemento (1,1) ¢ igual a 44%, isso significa que a varidvel oy (/) da
Tabela 6.2 tem correlagdo p > 0.5 com 44% do grupo de variaveis analisadas. Avaliando
estatisticamente a formacao de agregados (grupos de elementos) com diferentes faixas
de correlagao, podemos implementar o mapas de cores da Figura 6.2 para simplificar a
visualizacao dos agregados.

As células cardiacas neonatais podem se contrair de forma espontanea e periddica,
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a tensdo tangencial resultante o; ;(1) = \/Ui,j(l):% + 0i(1)2 no substrato varia de forma
periddica ao longo do tempo. Além disso nos diferente pontos da célula a frequéncia de
contragao é a mesma. Portanto, um outro tipo de andlise realizada em conjunto com o
método citado é o uso de transformadas integrais para avaliar o sinal de tensao tangencial

resultante. Chamamos esse sinal de contragao celular o(l).

6.2 Meétodos de Analise de Sinais

6.2.1 Transformada de Fourier

A Transformada de Fourier (FT) é uma ferramenta amplamente utilizada para analise
de dados (fungoes matematicas, medidas experimentais e etc), de forma simplificada, a

FT decompdem um sinal x(t) em termos elementares de seno e cosseno.

Definicao 6.2.1 (Transformada de Fourier) Sendo x(t) um sinal, sua Transformada

de Fourier € definida como a distribuicdo compleza X (w) tal que:

x(t) = % /00 X (w)e™tdw. (6.6)

Inicialmente é necessario definir os tipos de sinais que podem se aplicar a Transformada
de Fourier. Os sinais devem corresponder hipoteticamente, a medi¢cao de uma grandeza
fisica num sistema fisicamente realizavel.

Portanto ¢é possivel fazer uma consideravel simplificacao, todos os sinais irao satisfazer
as condigoes de convergeéncia da Transformada de Fourier (condigoes de Dirichilet). Sinais
fisicos necessariamente atendem a tais condicoes, sendo que sinais que nao o fazem nao

podem ser empiricamente produzidos.

Definig¢ao 6.2.2 (Condigées de Dirichilet) Um sinal x(t) € D € definido como uma

distribuicao que satisfaz as condicoes de Dirichilet:

1. [y le(t)|dt <oco VT;
2. x(t) possui um numero finito de minimos e mdximos em todo intervalo T';

3. x(t) possui um numero finito de descontinuidades em todo intervalo T,

39



6 Métodos Numéricos para Andlise de Dados

sendo T um intervalo finito de R.

De acordo com esta defini¢ao, os sinais podem ser, por exemplo, descontinuos, o que se
aproxima do comportamento de muitos sinais fisicos. Esta é uma das razoes para definir
sinais no conjunto das distribuigoes, e nao no conjunto das fungoes continuas.

Para compreender o significado da distribuicao complexa X (w), ela serd decomposta

em sua representacao polar, na forma:

Substituindo na integral em (6.6):

1 > . )
x(t) = %/ p(w)e?@ et dy (6.8)
1 [~ .
o0 ) p(w)e @@ gy, (6.9)

Um das propriedades da distribuigdo X (w) na forma (6.7), é que p(w) deve ser uma
distribuigao real par, enquanto 6(w) deve ser uma distribuigao real impar. Essas condigoes

garantem que z(t) seja uma distribuigao real. Entao:

1 /0 . 1 [ .
:E(t) — % /OO p(w>€z(wt+6(w))dw + %/0 p(w)ez(wt—&-H(w))dw (610)
1 o0 ) .
_ % p(w) (ez(wt—i-@(w)) + e—z(wt—i—@(w))) dew. (611)
0

Usando a féormula de Euler, é possivel mostrar que:

cos(wt + ) = (ei(“t”) + i) (6.12)

N | —

Substituido esta rela¢do em (6.11), leva a:

x(t) = — /000 p(w) cos(wt + O(w))dw. (6.13)

Da relagao (6.13), as fungoes p(w) e #(w) podem ser interpretadas da seguinte maneira.
A distribuigao p(w) traz a informagao sobre quais cossenoides existem no sinal z(t), e quais
as suas amplitudes. A distribuigdo #(w) informa qual é o defasamento entre as diversas

cossenoides do sinal z(t). Geralmente X (w) é chamando de espectro de frequéncia, devido
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a sua conotagao de informar as frequéncias de um determinado sinal z(t). Porém, para
analise de sinais empiricos, é necessdrio obter uma aproximacao da Transformada de
Fourier através de calculo numérico. O calculo pode ser realizado considerando o sinal
x(t) constituido por valores discretos e igualmente espagados no tempo, esta operagao

denomina-se Transformada Discreta de Fourier (DFT).

Definicao 6.2.3 (Transformada Discreta de Fourier) Sendo x(t) um sinal constituido
por wvalores discretos e igualmente espacados no tempo, sua Transformada Discreta de

Fourier € definida como a distribuicao complexa X (w) tal que:

X(w) = ¥ z(t)e N, (6.14)

Além disso, é possivel otimizar o calculo da DFT, com a chamada FFT, porém, este

método s6 pode ser aplicado para conjunto de dados com numero de poténcia de 2.
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Figura 6.3: Mais exemplos de sinais log-periédicos f(t) = cos(wln(t. — t)) mostrados para t =
1,2,3...2% com t, = 216 + 1 e w = 30 (a), w = 20 (b), w = 10 (c¢), juntamente com os seus espec-
tros de poténcia S(f) correspondente (d, e, f).

6.2.2 Periodograma de Lomb-Scargle

O periodograma de Lomb-Scargle (PLS) ou Lomb-Scargle Fourier Transform (LSFT)
¢ uma técnica de anélise espectral, desenvolvida por Lomb (1976) [35] e modificado por
Scargle (1982) [35]. Diferente do espectro da Transformada Répida de Fourier (FFT), o

periodograma de Lomb-Scargle pode ser aplicado a series temporais nao espacializadas
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no tempo, sendo também uma técnica de analise por minimos quadrados.
Ele fornece uma boa aproximagao para o espectro obtido com ajuste por minimos
quadrados aos dados e tragcando a reducao na soma dos residuos contra a frequéncia.
Este método de minimos quadrados ou espectro, proporciona a melhor medida prove-
nientes das diferentes frequéncias para a variancia global de dados e pode ser considerada

como a extensao natural de métodos de Fourier para dados nao-uniformes.

Defini¢ao 6.2.4 (Periodograma de Lomb-Scargle) Para uma serie temporal X (t,,),

onde n = 1,2,...,N, o periodograma de Lomb-Scargle P.(w;), considerando X,(t,) =

X(tn)—p _ X (tn) =3 Son—y X(tn) ¢
U 1 T (X ()= S0y X ()

2

Py(w;) = 1 [Zivzl X.(tn) cos(w;(t, — s))}2 . [Zfﬂ X (ty) sin(w;(t, — €))

2 Sy cos?(wi(tn — <)) > sin® (wi(tn — <))

(6.15)

sendo w; =2mf; e fi >0,i=1,2,...,N. Onde o valor de £ (dependente de w;) é definido

como:
N .
2wty
tan(2w;e) = 27;1 sin(2witn) (6.16)
> ey cos(2wity,)
2
Segundo Scargle [35], a estimativa espectral P,(w) = + Zgil Xpe ™" obtida a

partir do periodograma modificado (6.15) possui a mesma distribuigdo exponencial tanto
para dados igualmente espacados quanto para dados nao espacados. O valor de € na
equacao (6.15) torna o periodograma invariante sobre um deslocamento constante nos
tempos amostrados, isso equivale ao ajuste minimos quadrados de uma funcao de senos e
cossenos da forma h(t) = sin(wt) 4 cos(wt) [35], a minimizagao resulta segundo [35], em
SN cos(wi(tn — €)) sin(w;(t, — €)) = 0, isso equivale a equacio (6.16).

O periodograma de Lomb-Scargle nao sé avalia a ordem dos dados de entrada, mas os
instantes de tempo em que foram coletados, fazendo correcoes estatisticas justamente para
analise de series temporais nao especializada no tempo. Decompondo dados numéricos

em somas de seno e cosseno.
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Figura 6.4: Exemplos de sinais log-periédicos f(t) = cos(wIn(t, —t)) mostrados para t = 1,2,3...216,

fazendo a substitui¢do 7 = In(t. — t), com t, = 2% +1 e w =30 (a), w = 20 (b), w = 10 (c), juntamente
com os seus periodogramas de Lomb-Scargle P(f) correspondente (d, e, f). Fonte: elaborado pelo autor.

6.2.3 Transformada de Wavelet

O espectro no dominio da frequéncia de um sinal, obtido com a transformada de
Fourier F'T mostra a informacao do sinal completo. Entretanto, haveria a dificuldade de
analisar o sinal em determinados intervalos de tempo At, isso poderia ser contornado com

a aplicacao de varias F'T nos diferentes intervalos de tempo utilizando o periodograma de
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Lomb-Scargle (PLS) por exemplo, porem é necessario o ajuste desse intervalo para cada
tipo de sinal, o que nao é pratico em algumas situagoes. Nesse aspecto, a transformada
de Wavelet WT pode contornar esse problema, desde que satisfaca algumas condigoes.
Nesse tipo de transformada, o sinal nao é analisado no dominio das frequéncias, mas no
dominio das escalas.

Para que uma determinada funcao 1 (t) seja considerada uma wavelet, ela deve satis-

fazer duas caracteristicas:

Definicao 6.2.5 (Condigoes para wavelet) Um sinal (t) € definido como uma wa-

velet que satisfaz as condicoes:
1. A drea total sob a curva da funcao € 0, ou seja ffom@/)(t)dt =0y
2. A energia da fungao € finita, ou seja [*_|¢(t)]Pdt < L L eN.

As fungoes 1(t) pertencem ao conjunto das fungoes quadrado integréveis. Essas
condicoes diferencia a wavelet da analise de Fourier, devido ao fato que a analise de
Fourier utiliza fungoes seno e cosseno que sao peridédicas e infinitas. Dessa a forma a

transformacao de wavelet é caracterizada como um operador local no dominio do tempo.

Defini¢ao 6.2.6 (Transformada de Wavelet continua) Sendo xz(t) um sinal cons-
tituido por valores discretos e igualmente espacados no tempo, sua Transformada Discreta

de Fourier € definida como a distribuicao complexa X (w) tal que:

W(a,b) = /_Z f(®) \/%w* <t ; b) dt. (6.17)

A transformada de wavelet é uma ferramenta amplamente utilizada para obter in-

formagoes da variagao em certas bandas de frequéncias ou detectar estruturas locais pre-

sentes em dados [35], a transformada continua de wavelet W (a, b) de um sinal f(t)

W(a,b) = /_Z £(#) Jl\ﬂw* (t — b) dt (6.18)

onde 1*(t) é o conjugado da fungao wavelet () escolhida, a e b sdo valores de escala.
Basicamente a transformada de wavelet decompoem um sinal em varias funcoes wavelet

Y(t) ao longo de t, para cada t haverd os valores a e b, no qual a mudanca de escala
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Morlet Wavelet

Figura 6.5: Wavelet Molet.

(0 (%) que melhor se correlaciona com o sinal em ¢t. Como a fungao wavelet ¥ (t) ja é
definida, a transformada de wavelet analisa o sinal no dominio das escalas (a, b), gerando
um escalograma.

Diferente da transformada de Fourier que decompoem o sinal em termos de cossenoides
e senoides, analisando o sinal no dominio da frequéncia, gerando um espectro. Além disso,
com a transformada de Fourier é possivel analisar a variagao de frequéncia ao longo do
tempo, fixando um de intervalo At (janela), vendo a frequéncia em cada janela. Entretanto
a transformada de wavelet também fornece a frequéncia ao longo do tempo conhecendo
(0 (%) A vantagem da transformada de wavelet é que nao é necessario fixar uma janela
At para determinar a frequéncia do sinal ao longo do tempo. Dentre as funcoes de wavelet

_ 152

disponiveis, utilizamos a fun¢ao a Molet: (1) = <e‘” — \/LE) ’ [19], para analisar os

sinais de tensao.
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Figura 6.6: Transformada de Wavelet (em cima) e o Periodograma de Lomb (em baixo) aplicados
para um sinal que muda a frequéncia com o tempo. Notamos que a transformada de wavelet mostra
as mudancas de frequéncia no sinal ao longo do tempo, enquanto o periodograma de lomb mostra as os
valores frequéncia do sinal.
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Capitulo 7

Resultados e Discussoes

Nesse trabalho, mensuramos alguns parametros mecanicos de células cardiacas neona-
tais, aderidas em um substrato elastico bidimensional, utilizando dados coletados de ex-
perimentos de TFM, caracterizando o sinal de tensao mecanica proveniente dessas células.

Devemos enfatizar que para o desenvolvimento desse trabalho, houve o processamento
das imagens de TFM, previamente coletadas pela equipe de pesquisadores do Laboratorio
de Micro Reologia LabM? da USP. Os resultados desse trabalho foram obtidos apés o pro-
cessamento das imagens de TFM, onde extraimos as informacgoes sobre o comportamento

mecanico de células cardiacas neonatais.

7.1 Descricao das Amostras

As amostras consistem em um grupo de 50 cardiomidcitos neonatais de rato (ver 3.3),
coletadas no Instituto do Coracao do Hospital das Clinicas INCOR. Apés a extracao,
as células foram cultivadas em uma superficie de poliacrilamida (PAA) recoberta com
coldgeno e rigidez igual a 9.6 kPa. Sao obtidas as imagens de fluorescéncia do TFM
depois de 24h, com a maturacao das adesoes focais e mais 72 h em cultura para o inicio
da contracao ciclica das células.

As imagens de fluorescéncia do TFM da contracao de células foram produzidas no
Laboratério de Micro Reologia LabM? da USP. A camera captura imagens a uma taxa de
145 imagens por segundo ou 145 fps. Inicialmente foram obtidas em torno de 2900 ima-
gens de cada cardiomiocito ou 20 s de contragao, logo em seguida os cardiomiocitos foram
submetidos a uma concentracao de 10 uM de isoproterenol, servido como um estimulo

quimico, provocando um aumento da frequéncia de contracao. Posteriormente foram no-
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Figura 7.1: Conjunto de imagens de microscopia de contraste de fase de alguns cardiomidcitos neonatais
do grupo de amostra, lembrando que a amostra possui 50 cardiomidcitos que foram utilizados para obter
os resultados descritos no capitulo.

vamente obtidas 2900 imagens de cada cardiomidcito. A proxima etapa é a aplicacao da
substancia tripsina que remove as células do substrato para obter as imagens do subs-
trato sem quaisquer deformacoes, justamente para calcular as deformagoes provocadas

pelos cardiomiécitos ao longo do tempo. Ao final do experimento temos dois grupos de
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cardiomiécitos neonatais, os que estavam no estado basal e que foram submetidos ao
isoproterenol.

Finalizando a de captura das imagens de TFM dos cardiomidécitos neonatais, temos
a etapa de processamento das imagens para o calculo das tensoes aplicadas ao longo do
tempo, com auxilio de um software desenvolvido pelo LabM?, calculamos os valores de
tensao com base na deformacoes, verificadas com a movimentagao da particulas fluores-
centes durante a captura das imagens. No software delimitamos a area das células usando
uma imagem de contraste de fase, cada imagem é comparada com imagem apds a remogao
das células, dessa forma é reconstruido o sinal de tensao ao longo do tempo para cada
ponto (z,y) da célula. Com o término do processamento das imagens, temos uma matriz
o(t,z,y) que corresponde o valor de tensao para cada instante de tempo ¢ para cada
ponto (z,y) da célula. Na Figura 7.2 temos trés sinais de contragao celular, sobrepostos
no mesmo grafico, que mostra a tensao ¢ em funcao do tempo ¢, cada sinal corresponde

a um ponto (z,y) diferente da célula.

1,500
1,000
S

500

00 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7

t

Figura 7.2: Conjunto de sinais de tens@o (em pascal Pa) produzido por uma cardiomiécito neonato
em trés posigoes diferentes da célula, mostrado para t = 2 1000

1 . . Al e
A . 50 145 -+ 145 51 O sinal possui uma frequéncia
w ~ 2.3hz. O valor {3z corresponde ao intervalo entre duas imagens.

Portanto, as amostras s@o matrizes o(t,z,y) com os valores de tracao provenientes
aos 50 cardiomidcitos neonatais, onde cada cardiomidcito possui duas matrizes: o(t, z,y),

correspondente ao valores de tragao no estado basal da célula e 0;4,(t, z, y), correspondente
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ao valores de tracao com a aplicacao do isoproterenol na célula. Utilizando esse grupo de

dados realizamos algumas anélises sobre a dinamica de contracao ciclica dessas células.

7.2 Area de Adesao Celular

A area de adesao celular é a regiao onde a célula adere no substrato através de forcas
de actina-miosina e mediadas por integrina, a integrina adere ao coldgeno presente no
substrato elastico, mimetizando a rigidez do tecido, mas restringindo a célula em uma
superficie, o que ¢é distinto em um tecido, onde a célula esta restrita a um volume.

Mensuramos a area de adesao celular fazendo o calculo do nimero de pixeis que a
célula aderida ocupa na imagem de constate de fase, sabendo o nimero de pixeis, fazemos
a conversao de pixel para yum? (usamos o valor 0,22 um?/pixel que ¢ definido pela camera,
usada no experimento). Os valores de drea obtidos diferem de célula para célula, portanto,

verificamos a distribuicao de areas para o grupo de cardiomiécitos.

T T T T T T

Area de Adesdo | |
7 Normal

./ ,
L/ .

M ~—

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Area de Adesdo (uM?)

Densidade de Probabilidade
w

Figura 7.3: Densidade de probabilidade dos valores de area de adesao celular para o grupo de amostras
n = 50, temos seu ajuste normal, onde p = 1862 pm? e s = 670.12 pym?.

Na Figura 7.3 temos a densidade de probabilidade empirica das areas de 50 células

(n = 50), para o ajuste da distribuigao empirica de drea, usamos uma distribui¢ao normal

1 C1(z—p)2
f<x>—smez<s>, (7.1)

onde z ¢ a area, 1 a média dos valores e s o desvio padrao dos valores de area.
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Figura 7.4: Probabilidade acumulada dos valores de area de adesao celular para o grupo de amostras
n = 50, além disso, temos seu respectivo ajuste normal.

Para visualizar o ajuste normal, geramos o grafico de probabilidade acumulada das
distribuigdes. A Figura 7.4 mostra as probabilidades acumuladas tanto da distribuicao
de areas quanto da distribuicao normal de ajuste. O ajuste mostra que a distribuigao
que mais se adequa aos valores de area de adesao celular é a distribuicao normal com
um valor médio de aproximadamente 1862um?. Uma justificativa para que tenha essa
distribuicao ¢ a aleatoriedade com que os cardiomiécitos sao aderidos ao substrato, além
disso a célula dispoe de certa quantidade de energia e volume para aderir mantendo
pequenas flutuacoes de drea porém aleatdrias e consequentemente se distribuindo como

uma distribuigao normal.

7.3 Tensao Média

O mapa de tensao mostra um movimento oscilatério do valor de tensao ao longo do
tempo, para cada posicao da area de adesao celular, por esse motivo utilizamos o valor
médio para representar a magnitude do valor de tensao por posicao. Como exemplo,
temos a Figura 7.5 que mostra o mapeamento dos valores médios de tensao em funcao da
posi¢ao o(z,y) de alguns cardiomidcitos.

Analisando os mapas de tensao média para o grupo de amostras com n = 50, verifica-
mos que os valores médios sao maiores em determinadas regioes e que estas se distribuem

proximas as bordas das células.
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Figura 7.5: Graficos do mapeamento da tensao media em fungao da posicao, no grafico temos como
exemplo 6 cardiomidcitos neonatais, onde o gradiente de cores indica a intensidade do valor de tensao
media.
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Para cada célula, separamos o sinal de 20 s em quatro sinais de 5 s e geramos o mapa
de tensao média de cada intervalo de tempo, para observar uma possivel variacao da
posicao das regioes de alta tensao. O resultado foi uma permanecia dessas regides entre
os intervalos de tempos.

Quanto aos valores de tensao, sua magnitude é acima dos 1000 Pa nas regioes de alta
tensao, esses valores decaem até 200 a 100 Pa no centro da célula. Nesse sentido, o mais
provavel é que os valores de alta tensao sao adesoes focais desenvolvidas, enquanto os
valores de baixa tensao sao adesoes focais imaturas ou regioes nao aderidas. As regioes
de alta tensao se distribuem de forma discreta, apresentando de 2 a 5 regioes proximas as
bordas de acordo com as amostras estudadas. A tensao varia de acordo com a posicao.

Presumidamente, a célula executa a atividade contratil de forma discreta e organizada
nas bordas, dependente da suas condicoes iniciais de adesao, visto que nao houve alteragoes

significativas da distribuicao das tensoes na superficie de adesao.

7.4 Amplitude de Contragao

Um dos parametros utilizados no estudo do sinal mecanico dos cardiomidcitos é a
amplitude de contracao, ela representa a varia¢ao entre o maior o4, (t) € 0 menor oz, (t)

valor de tensao durante um ciclo de tempo t, ou seja:
A= UMax(t) - UMim(t)y (72)

A amplitude mostra o quanto de forca ou energia a célula esta gastando para manter
a contracao durante o ciclo em especifico. Para o estudo dos cardiomiocitos utilizando a
amplitude, calculamos os seus valores para cada posigao (z,y) da drea de adesdo celular e
mapeamos os seus valores. Como exemplo, temos a Figura 7.6 que mostra o mapeamento
dos valores de amplitude em fungao da posigao A(x,y) de alguns cardiomidcitos.

Analisamos os mapas de amplitude para o grupo de amostras com n = 50, verificamos
que os valores de amplitude sao maiores na regioes de adesao focal e que estas se distri-
buem proximas as bordas das células. As regioes de grande amplitude se distribuem de
forma discreta, apresentando de 2 a 5 regioes préximas as bordas de acordo com as amos-
tras estudadas. Esse resultado corrobora com o resultado anterior que a célula executa a

atividade contratil de forma discreta e organizada nas bordas. Sendo que o resultado ante-
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Figura 7.6: Graficos do mapeamento da amplitude de contragao em funcao da posicao, no grafico temos
como exemplo 6 cardiomidcitos neonatais, onde o gradiente de cores indica a intensidade do valor da
amplitude de contracao.
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rior é uma consequéencia deste resultado. Mostrando que mecanicamente, o cardiomiécito
possui uma atividade contratil discreta em regioes ao longo da sua borda e que esse é
o padrao de adesao em superficies mimetizadas. Essas superficies elasticas, que apesar
de serem limitadas a vinculos mecanicos em duas dimensoes, garante a permanéncia das
adesoes focais e da atividade contratil destas células, com a possibilidade de obter o sinal
de output mecanico de contragao.

Em resumo, o resultado mostra onde a célula gasta energia para executar especifica-
mente a atividade de contracao, esta por sua vez esta distribuida em determinadas regioes,

geralmente ao longo da borda devido condigoes iniciais de adesao.

7.5 Distribuicao das Amplitudes

A amplitude varia de acordo com a posi¢ao (x,y), indicando uma distribui¢ao. Diante
dessa observacao, uma das abordagens para o estudo das propriedades mecanicas dos
cardiomiécitos, é o estudo das distribuigoes de probabilidade das amplitudes de contracao.
Nesse aspecto, obtivemos as distribuicao de valores de amplitude das células enquanto

estavam aderidas ao substrato.

I —— Amplitude | |
Lognormal
Normal

3-/\ ]

Densidade de Probabilidade

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Amplitude (Pa)

Figura 7.7: Densidade de probabilidade dos valores de amplitude de contragao para uma tunica célula
com amplitudes de até 500 Pa, onde temos um ajuste normal sobreposto com um ajuste log-normal.

Analisamos as distribui¢oes de amplitude para o grupo de amostras com n = 50, cada
distribuicao correspondente aos valores de amplitude de um unico cardiomiocito. Essa

distribuicao empirica foi comparada com distribuicoes tedricas conhecidas, dentre essas
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Figura 7.8: Densidade de probabilidade dos valores de amplitude de contragao para uma tunica célula
com amplitudes de até 900 Pa, onde temos um ajuste normal sobreposto com um ajuste log-normal.

fizemos o ajuste dos dados. Nas Figuras 7.7 e 7.8, temos a distribui¢oes empiricas das
amplitudes de duas células do grupo de amostras. Para o ajuste das distribuicoes, foi
utilizado a distribui¢ao log-normal, sendo esta a que melhor se ajustou as amostras.
1 In(z) — p)?

exp | - @) = 1) (73)

sV 2T 252

fa;p,s) =

Para visualizar o ajuste log-normal, geramos o grafico de probabilidade acumulada
das distribuigoes. As Figuras 7.7 e 7.8, mostra as probabilidades acumuladas tanto da
distribuicao das amplitudes quanto da distribuicao log-normal de ajuste.

O ajuste mostra que a distribuicao que mais se adequa aos valores de amplitude de
contracao ¢ a distribuicao log-normal com um valor médio de aproximadamente 350 Pa.
Uma justificativa para que tenha essa distribuicao é a aleatoriedade com que os uma
grande parte das amplitudes dos cardiomidcitos se distribuem, entretanto existe uma
pequena parte significativa que gera assimetria a direita, caracteristica da distribuigao
log-normal, além disso a célula dispoe de certa quantidade de energia e volume para
aderir, mantendo pequenas flutuacoes de area, porém aleatérias e consequentemente se
distribuindo como uma distribuicao log-normal.

Eles indicam que existe variabilidade na distribuigao das tragoes, entretanto sao dis-
tribuigdes especificas. A maior parte dos valores de 6 (z,y) calculados encontra-se abaixo

dos 400 Pa, enquanto uma pequena parte correspondem aos valores acima dos 1000 Pa.
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Figura 7.9: Probabilidade acumulada dos valores de amplitude de contracao para uma unica célula com
amplitudes de até 500 Pa, onde temos um ajuste normal sobreposto com um ajuste log-normal.
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Figura 7.10: Probabilidade acumulada dos valores de amplitude de contracao para uma tnica célula
com amplitudes de até 900 Pa, onde temos um ajuste normal sobreposto com um ajuste log-normal.

Isso significa que durante a contracao ciclica das células, em boa parte da area de adesao

celular, as tensoes aplicadas nao sao significativas enquanto em uma regiao especifica

ocorre tensao efetivas de resposta da célula a rigidez do substrato.
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7.6 Grau de Correlacao

O grau de correlagao como descrito no capitulo 5, mostra o quanto um sinal de de-
terminada posi¢ao e semelhante com os demais, fazendo uma analogia com o numero de
ligacoes de determinado né, onde o critério para a conectividade é o coeficiente de cor-
relacao. No caso dos cardiomiécitos, as regioes de maior grau de correlacao sao as que
possuem maior atividade contratil, nao necessariamente as regioes que possuem maiores
valores de tensao. Entretanto, considerando o fato de que o sinal de contracao é gerado
pelas regides de adesao focal, a correlagao nessas posi¢oes em especifico serao maiores.

Para quantificar o grau de correlacgdo em cada ponto (z,y), vamos usar o coeficiente
de correlacao C,(x,y) (ver capitulo 5), onde o limiar de correlacdo agora é p > 0.99.
Se C,(x,y) = 60%, significa por exemplo, que a contragdo nesse ponto esta fortemente
correlacionada com 60% da &rea total de adesao celular. Alem disso, foi utilizado um
critério para decidir quais posigdes (x,y) serao analisadas. Se o valor ser ¢(z,y) > 50 Pa,
o valor de C,(z, y) é contabilizado no mapa, se o valor for o(x,y) < 50 Pa, C)(z,y) =0. O
critério é usado para diferenciar a area de adesao celular com atividade contratil e agilizar
o calculo numérico. Essa regra é utilizada poprque nem toda posicao possui atividade
contratil, e portanto, nao possuindo quaisquer correlacao com as outras regices. Como
exemplo, temos a Figura 7.11 que mostra o mapeamento dos valores de correlagao em
fungao da posicao o(z,y) de alguns cardiomidcitos.

Analisados os mapas de correlagao para o grupo de amostras com n = 50, verificamos
que os seus valores sao maiores na regioes de adesao focal e que estas se distribuem
proximas as bordas das células. As regioes de grande correlacao também se distribuem
de forma discreta, apresentando de 2 a 5 regides proximas as bordas de acordo com as
amostras estudadas.

O resultado mostra que as regides com alta correlacao coincide com as regioes de
maior atividade contratil. Além disso, temos o fato de que todos os sinais mecanicos
produzidos pela célula possuem a mesma frequéncia, mas alterando a amplitude do sinal
com a posicao, dessa maneira podemos presumir que a célula possui duas regioes distintas

do ponto de vista mecanico.
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Figura 7.11: Graficos do mapeamento do grau de correlacao em fungao da posicao, no grafico temos
como exemplo 6 cardiomidcitos neonatais, onde o gradiente de cores indica a intensidade do valor do

grau de correlagao.
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A regiao primeira corresponde a sinais de baixa amplitude e consequentemente baixa
correlagao, onde as tensoes geradas sao provenientes de adesoes focais imaturas ou efeito
de amortecimento das regides de alta amplitude. A segunda regiao é provavelmente onde
as fibras de tensao estao fixadas e consequentemente existe uma maior atividade contratil
e maior correlagao, visto que os sinais mecanicos dessa regiao também possuem a mesma
frequéncia.

Apesar de serem regioes de maior atividade contratil, e significativamente importante
para a atividade mecanica da célula, elas possuem valores discretos, apresentando em
determinados pontos ao longo da borda e em menor quantidade quando comparado com
a regiao de baixa atividade contratil. Essa caracteristica foi observada em praticamente
todas as amostras usadas ao longo do trabalho.

Quanto a magnitude dos valores de correlacao p > 0.99, na maioria dos caso encon-
tramos baixas porcentagens de correlacao algo em torno de 5% a 15%, em poucos caso
esses valores sao maiores, como o exemplo da Figura 7.11 onde uma das células alcanca
uma porcentagem de 50%.

Em resumo, o resultado mostra onde a célula gasta energia para executar especifi-
camente a atividade de contragao, esta por sua vez esta distribuida em determinadas
regioes de forma sincronizada com os demais sinais, geralmente ao longo da borda devido
condigoes iniciais de adesao. E que superficies mimetizadas produzidas com gel de poli-
acrilamida conseguem induzir mecanicamente cardiomiécitos neonatais a gerar um sinal

output mecanico de contracao ciclica de forma discreta e sincronizada nas adesoes focais.

7.7 Orientacao das Tensoes

Além da magnitude das tensoes aplicadas pelos cardiomidcitos é possivel determinar a
direcao e o sentido destas em cada posicao da area de adesao celular. A orientacao do vetor

de tensao ¢é calculado usando a seguinte expressao: tan(f) = ()

= - Entretanto o valor de 0

pode variar no tempo pelo fato de tanto o,(t) quanto o,(t) serem dependentes do tempo.
Diante desta possibilidade, determinamos o campo vetorial das tensoes aplicadas pelos
cardiomiécitos amostrados.

A Figura 7.13 mostra o campo vetorial durante o maximo valor de tensao de alguns

cardiomiécitos. Foi sobreposto curvas de nivel, correspondentes aos valores de correlagao
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para verificar a relagao entre as regioes de alta atividade contractil e a orientacao das prin-
cipais tensoes (tensoes de maior magnitude). A Figura 7.13 mostra a mudanga do campo
vetorial em diferentes instantes tempo do ciclo de contracao, comparando os diferentes
campos vetoriais.

Como resultado, os vetores de tensao se orientam para dentro do corpo da célula, onde
nas principais tensoes surgem das regioes de maior atividade contractil. Verificamos que
ao longo do ciclo de contragao, os valores de 6 tém pequenas flutuacoes (A ~ {grad) nas
regioes de maior atividade contréactil ou adesoes focais, mas esses os vetores de tensao nao
mudavam de sentido durante todo o ciclo.

Nesse aspecto, as células possuem uma orientacao definida. Além disso, observamos
que os vetores de tensao das adesoes focais em grande parte, estao alinhas entre se.

Com base nesses resultados, temos a evidencia que apdés a maturacao das adesoes
durante o processo de adesao da célula ao substrato, os cardiomidcitos mantem uma

orientagao definida das principais tensoes (tensoes da adesao focal) ao longo do ciclo

contractil, alterando apenas o valor de magnitude das tensdes o(t) = /0, (t)? + o, (t)%.

A Figura 7.13 mostra um desenho esquematico desta dinamica durante o ciclo, em
cada posigao no ciclo (A, B, C) temos uma configuracao diferente dos campo de tensao,
entretanto a orientacao das principais tensoes nao alterou de maneira significativa durante
o ciclo, as tensoes de baixa magnitude possuem uma alternacao da orientacao expressiva
e até uma mudanca no sentido.

Uma Justificativa para esse resultado é que nas adesoes focais existe uma atividade
contractil unidirecional promovida pela fibras de tensao, elas contraem para dentro da
area celular. Nas tensoes de baixa magnitude temos a predominancia de ruido o que
provoca uma mudanca aleatéria na sua orientacao.

Os resultados apresentados até agora possuem como caracteristica parametros mecanicos
dependente da posi¢ao (z,y). Quanto as orientagoes nas regides de alta amplitude, evi-
denciamos um comportamento multipolar, caracterizando uma anisotropia do campo de

tensao dessas células.
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Figura 7.12: Graficos do campo de tensao sobreposto com as curvas de nivel de correlagao, no
grafico temos como exemplo 6 cardiomidcitos neonatais, onde o gradiente de cores das curvas indica a
intensidade do valor do grau de correlagao.
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Figura 7.13: Graficos do campo de tensao sobreposto com as curvas de nivel de correlacao para varias
etapas do ciclo, no grafico temos como exemplo um tunico cardiomidcito neonatal, onde o gradiente de
cores das curvas indica a intensidade do valor do grau de correlacao.
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Figura 7.14: Gréfico da tensao média em conjunto com as curvas de nivel de correlacao, a tensao
média esta no eixo z do gréafico enquanto no plano xy temos a posicao, este grafico esta em conjunto com
as curvas de nivel de correlacao e orientagao das tensoes aplicadas.
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7.8 Analise dos Sinais de Contracao Ciclica

Uma das abordagens utilizadas para o estudo da mecanica dos cardiomiocitos, foi a
analise dos sinais de resposta mecanica dos cardiomiocitos, quando estes estavam aderidos
em uma superficie mimetizada. Basicamente foi obtido o sinal de tensao em funcao do
tempo do grupo de amostras descrito anteriormente, usando a Microscopia de Forga e

Tracao TFM. O valor de tensdo em funcao do tempo o(t) é calculado da seguinte forma:

0(t) = 0y (1) = £ 0u(1)2 + 0, (1)2 (7.4)

onde 0,(t) e 0,(t) sdo as componentes da tensao aplicadas no substrato, o sinal corres-
ponde a contracao ciclica da célula ao longo do tempo.
A Figura 7.15 mostra um desses sinais gerados, onde o valor de tensao o(t) é depen-

dente do tempo t, destacamos a forma do ciclo ampliada nesta Figura.
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Figura 7.15: Grafico do sinal de tensao ao longo do tempo de um cardiomiécito, mostrando a variagao

da tensdo em um intervalo de 5 segundo a frequéncia do sinal foi estimada em 1,03 hz. Destacamos uma
parte do sinal para mostrar a sua forma.

Inicialmente fizemos uma anélise espectral do sinal de tensao dos cardiomiécitos em
estado basal e com estimulo quimico, utilizando a transformada de wavelet em conjunto
com o periodograma de lomb. A transformada de wavelet é usada para detectar possiveis

alteracoes no sinal ao longo do tempo, dessa forma podemos observar como o sinal de
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tensao se comporta ao longo do tempo, caso houve quaisquer alteracao no sinal, seja ela
na forma, frequéncia ou amplitude do ciclo.

Os escalogramas de wavelet dos sinais de tensao (utilizando a fun¢ao de molet), mos-
traram que nao houve alteracoes na forma do ciclo, frequéncia efetiva e nem amplitude
de contragao no cardiomiocitos do grupo de amostras como podemos observar em dois
exemplos das Figuras 7.16 e 7.17.

Por esse motivo se torna valido a aplicacao do periodograma de lomb mesmo com
possiveis flutuacoes no tempo de contragao, sendo que a frequéncia e a forma do sinal

permanecem a iesmas.
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Figura 7.16: Transformada de Wavelet (em cima) e Periodograma de Lomb (em baixo) aplicados
em conjunto em um sinal de tensdo (no centro) de um cardiomidcito no estado basal, sendo possivel

determinar a sua alternacao na forma e frequéncia ao longo do tempo, no caso a frequéncia foi estimada
em 1,03 Hz.
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Figuras 7.16 e 7.17 mostram dois exemplos da analise de sinais de tensao, onde foi
obtido a transformada de wavelet em conjunto com o periodograma de lomb de dois
sinais de tensao com frequéncias distintas. O sinal da Figura 7.16 possui uma frequéncia
de 1,03 hz, o sinal da Figura 7.16 possui uma frequéncia de 2,48 hz, ambos verificados pelo
periodograma e pela transformada de wavelet sendo que neste caso ¢é a frequéncia dividido
por 145, que corresponde ou fps (frames por segundo) da camera durante o experimento.
Foram calculados todos os valores de frequéncia do grupo de amostras n = 50 no estado

basal e com estimulo, cujo resultado sera explanado posteriormente.
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Figura 7.17: Transformada de Wavelet (em cima) e Periodograma de Lomb (em baixo) aplicados
em conjunto em um sinal de tensdo (no centro) de um cardiomidcito no estado basal, sendo possivel
determinar a sua alternacao na forma e frequéncia ao longo do tempo, no caso a frequéncia foi estimada

em 2,48Hz.
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O fato do sinal de tensao manter a sua forma, além de ter uma amplitude constante ao
longo do tempo é uma evidéncia importante para a validagao de cardiomiocitos neonatais
isolados como possiveis modelos in vitro do tecido ou 6rgao cardiaco, visto que essas células
possuem um comportamento definido (possibilitando a caracterizagdo) e uma amplitude
constate sendo que apesar de ter uma frequéncia caracteristica, esta pode variar de acordo
com o estimulo.

Esse resultado mostra que a resposta mecanica dos cardiomiocitos ao microambiente
celular onde eles foram cultivados é bem definida, pois mantém a sua forma de oscilacao
ao longo do tempo. Esta forma de oscilacao caracteriza a resposta mecanica dessas células
ao microambiente celular mimetizado.

Tendo em vista que o sinal mecanico possui uma estabilidade ao longo do tempo,
fizemos o estudo destes sinais quanto a tensao e a variagao de tensao do grupo de amostra,
verificado para diferentes valores de frequéncia apresentados pelos cardiomiécitos. A
resolucao do sinal é de 145 imagens por segundo ou 145 fps, isso significa que o tempo
entre um frame a outro é de aproximadamente 7 ms, essa alta resolucao é importante
para estudamos a forma do sinal.

A Figura 7.18 mostra um conjunto de sinais correspondente a quatro células distintas
do grupo de amostra, os sinais possuem frequéncias diferentes. O valor de tensao em
fungao do tempo o(t), além disso os sinais da Figura 7.18 sao gerados pelas regides de
maior atividade contratil, notamos que com o aumento da frequéncia existe uma dimi-
nuigao do tempo de relaxamento Ac(t) = 0 e que os sinais possuem um comportamento
oscilatério, entretanto essa oscilacao nao é harmonica. A forma do ciclo permanece a

mesma e todo o periodo de contracao.
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Figura 7.18: Conjunto de sinais de tensdo o(t) para diferentes frequéncias de células em estado basal,
estes sinais foram obtidos da regioes de alta atividade contratil destas células. Do sinal de cima para o
sinal de baixo temos as respectivas frequéncias de contragao: f; = 1,03 Hz, fo = 1,65 Hz, f3 = 2,07 Hz
€ f4 = 2, 48 Hz.

70



7 Resultados e Discussoes

Obtendo o sinal de tensao em funcao do tempo, foi calculado o sinal de velocidade

Ao (t)
At

do(t)
dt

~
~

de contracao em funcao do tempo. A Figura 7.19 mostra um conjunto de
velocidade de contragao dos sinais correspondente a quatro células distintas do grupo de
amostra. O valor de velocidade de contracao em fun¢ao do tempo é usado o seguinte

calculo numérico:

do(t) Ao(t) o(t;)—o(tii1)
a At ti—tig (7.5)

onde At =t; —t;_1 = 7 ms é o tempo entre dois frames.
O sinal de velocidade de contragao é bem definido para diferentes frequéncias de con-
tragao das células, apresentando varias etapas no sinal (mudangas na velocidade), corres-

pondente a contracao e relaxamento das células.
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Figura 7.19: Conjunto de sinais de variacao de tensao Aggf) para diferentes frequéncias de células em

estado basal, estes sinais foram obtidos da regides de alta atividade contratil destas células. Do sinal de
cima para o sinal de baixo temos as respectivas frequéncias de contragao: f; = 1,03 Hz, fo = 1,65 Hz,
f3=2,07 Hz e fy = 2,48 Hz.

72



7 Resultados e Discussoes

Se observamos detalhadamente o sinal de velocidade da contracao, notamos que este

e composto por regioes (I, II, III, IV, V, VI e VII) que formam ciclo de velocidade. O

Ao (t)
At

sinal comeca em uma suposta regiao de relaxamento I onde = 0, a regiao II ocorre
um aumento abrupto da velocidade, em III temos uma reducao abrupta acompanhado da
regiao IV que corresponde a uma reducao amortecida até 0. Em V temos novamente uma
reducao abrupta acompanhado da regiao VI que corresponde a uma aumento abrupto,

por ultimo temos a regiao aumento amortecido VII, fechando o ciclo.
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3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2
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Figura 7.20: Ampliagao da forma do sinal de variagao de tensao Aggt), neste gréfico podemos perceber
que a variagao da tensao muda conforme a sua posi¢ao no ciclo, sendo positivo na contragao e negativo no
relaxamento. Neste grafico separamos em sete regioes (I, IT, III, IV, V, VI), conforme a taxa de variagao
de tensao, o sinal é de uma célula em estado basal com frequéncia de 1,03 Hz.

Dessa forma, as regioes caracterizam cada etapa do ciclo contractil, onde a regiao I é
a zona de laténcia, as regioes II, III e IV caracterizam a contracao e gasto de energia da
célula e as regioes V, VI e VII caracterizam o relaxamento e recuperacao de energia da

célula e retorno para a zona de laténcia I.
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Figura 7.21: Ampliagdo da forma do sinal de variagao de tensao Agit), neste grafico podemos perceber

que a variagao da tensao muda conforme a sua posi¢ao no ciclo, sendo positivo na contragao e negativo
no relaxamento. Neste grafico as regides III-IV e VI-VII possuem praticamente a mesma inclinacdo, o
sinal é de uma célula em estado basal com frequéncia de 2,48 Hz.

Agora, se observamos detalhadamente o sinal de velocidade da contracao para altas
frequéncias, notamos algumas diferencas nas regioes, primeiro existe uma reducao da
regiao de laténcia I, as regioes III e IV comecam apresentar praticamente a mesma in-
clinagao, isso ocorre também com as regioes VI e VII que também comecam apresentar a
mesma inclinacao.

Essas observacoes evidenciam que o sinal de tensao e o sinal de variacao de tensao,
possuem uma mudanca na forma de oscilar de acordo com a frequéncia de contracgao,
caracterizando o estado de contracao. Para baixas frequéncias temos, uma oscilagao
que tende para uma oscilacao amortecida, enquanto para altas frequéncias temos, uma

oscilagao tendendo para uma oscilacao harmonica.
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Um estudo feito em paralelo com a analise de sinais de tensao em estado basal, foi
o estudo dos sinais de tensao com um estimulo quimico. O estimulo é realizado com a
aplicagao de uma substancia chamada isoproterenol

O isoproterenol é uma substancia que aumenta a frequéncia cardiaca, recomendado
para o tratamento de bradicardia (frequéncia cardiaca baixa). Atuando nos receptores 51
e #2 da célula cardiaca, a tabela 7.1 mostra as informacoes quimicas do isoproterenol e a

Figura 7.22 mostra a sua estrutura molecular.

Tabela 7.1: Tabela com as informagoes quimicas do Isoproterenol

Nome IUPAC (RS)-4-[1-hydroxy-2-(isopropylamino)ethyl]benzene-1,2-diol

Férmula Molecular C11H17NO3
Massa Molar 211,258g/mol
Meia-Vida 2 min

OH

HO Y
HO

Figura 7.22: Estrutura molecular do Isoproterenol.

ZT

Em nossos experimentos de TFM, o isoproterenol foi utilizado em uma concentragao
de 10 pM, diluido no meio de cultura celular. Nesse trabalho constatamos o aumento
efetivo de frequéncia com aplicacao do isoproterenol em nivel celular.

A Figura 7.23 mostra o que acontece com o sinal de tensao antes e apds a aplicacao
do isoproterenol, inicialmente percebemos um aumento da frequéncia de contracao, o
sinal antes tinha uma frequéncia de 1,03 Hz e depois da aplicacao do isoproterenol, a
frequéncia aumentou para 2,27 Hz. Entretanto esta variacao depende de célula para
célula, especificamente da frequéncia basal (serd explicado mais adiante), mas em todos
os casos houve um aumento da frequéncia de contracao

Um outro aspecto relevante é que praticamente nao houve uma variacao perceptivel
da amplitude de contracao. Sugerindo que a aplicagao do isoproterenol nao cause um
aumento da forca celular, mas um aumento da poténcia celular, visto que um aumento

da frequéncia indica um maior gasto energético ao longo do tempo.
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Figura 7.23: Alteragao da frequéncia do sinal de tensao com aplicagdo do isoproterenol, temos dois
sinais de tensao do mesmo cardiomiécito, o de cima esta em estado basal com frequéncia de fpqs = 1,03
Hz, enquanto o de baixo teve a sua frequéncia alterada para f;s, = 2,27 Hz com isoproterenol.

Na Figura 7.24 mostra o que acontece com o sinal de variacao de tensao antes e apds a
aplicacao do isoproterenol, o sinal tinha uma frequéncia de 1,03 Hz e depois da aplicagao
do isoproterenol, a frequéncia aumentou para 2,27 Hz. Quando comparamos a variacao
do sinal com isoproterenol, notamos que as alteragoes no sinal sao as mesmas entre sinais
com frequéncias diferentes em estado basal, visto que tanto o sinal de tensao quanto o
sinal de variacao de tensao sao os mesmos dos sinais de alta frequéncia encontrados nos
cardiomiécitos em estado basal.

Esse resultado traz uma informagao importante sobre o funcionamento do cardi-
omiocito, sendo que para a concentracao de isoproterenol de 10 uM os efeitos quimicos
nao provocam alteracoes na forma do sinal, isso significa que apesar dessa substancia
alterar a frequéncia de contragao, esta nao provoca a mudanca da funcao contractil.

Em resumo, nao é possivel distiguir entre um sinal de um cardiomiocito em estado
basal e outro estimulado com isoproterenol, por exemplo, tanto o sinal com isoproterenol
da Figura 7.23 quanto o sinal em estado basal da Figura 7.18 sao semelhantes. Além disso,
a célula mantem a sua atividade contractil caracterizada pelo sinal de tensao, mostrado

na Figura 7.18 e pelo sinal de variacao de tensao, mostrado na Figura 7.19.
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Entretanto é possivel mensurar a variacao de frequéncia com a aplicacao do iso-
proterenol. Cada célula tem uma variacao de frequéncia, escrita da seguinte forma:
Af = fiso — fras, Onde fpqs € a frequéncia basal e fi,, € a frequéncia com aplicacao

de isoproterenol.
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Figura 7.24: Alteragao da frequéncia do sinal de variagao tensdo com aplicacdo do isoproterenol, temos
dois sinais de tensao do mesmo cardiomiécito, o de cima esta em estado basal com frequéncia de fy,s =
1,03Hz, enquanto o de baixo teve a sua frequéncia alterada para f;s, = 2,27Hz com isoproterenol.

A variagao de frequéncia entre estado basal e isoproterenol nao é constante, muda
de célula para célula. Frente a esse resultado, decidimos estudar tanto a distribuicao de

frequéncias no estado basal quanto as correlagoes entre elas.

7.9 Frequéncia de Contracao Basal e Estimulada

Em nossos resultados, verificamos que os cardiomidcitos possuem frequéncias de 1 Hz
até 3 Hz, essa variabilidade ocorre em grupos de células sobre as mesmas condigoes de
cultura, a tunica diferenca sao as suas condigoes iniciais de adesao ao substrato. Onde
apresentam areas de adesao diferentes, isso motivou a estudar essa variabilidade tanto
com as células em estado basal quanto com células com isoproterenol, das quais forma

discutidas anteriormente.
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Analisamos as distribuicoes de frequéncia basal e com isoproterenol do grupo de amos-
tras com n = 50 (basal) e n = 30 (isoproterenol). Essas distribui¢oes foram comparada
com distribuicoes tedricas conhecidas, dentre essas fizemos o ajuste dos dados.

Na Figura 7.25, temos as distribui¢oes empiricas de frequéncia de um grupo de amos-
tras em estado basal e de frequéncias de um grupo de amostras com isoproterenol. Para
o ajuste das distribuicoes, foi utilizado a distribuicao normal que melhor se ajustou as
amostras. As duas distribuigoes de frequéncia foram sobrepostas onde o valor medio de
frequéncia basal é 2 Hz e o valor medio de frequéncia com isoproterenol é 2,8 Hz, além
disso, temos uma regiao de sobreposicao das duas distribuigoes. Note que essa regiao
comeca depois da frequéncia 2 Hz, indicando que para valores acima de 2 Hz, nao teriamos
como diferenciar entre o estado basal e o estado estimulando com base na frequéncia, visto

que nessa regiao ¢ preenchida por ambas as distribuigoes.
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Figura 7.25: Grafico de densidade de probabilidade dos valores de frequéncia, as distribuicoes de
frequéncia basal FN e frequéncia estimulada FI foram colocados de forma sobreposta no mesmo gréfico,
para verificar as suas diferencas. Além disso, temos seus respectivos ajustes normais.

Para visualizar o ajuste normal, geramos o grafico de probabilidade acumulada das
distribuigdes. A Figura 7.26, mostra as probabilidades acumuladas tanto da distribuicao
das frequéncias quanto da distribuicao normal de ajuste, os valores de frequéncia estimu-
ladas com isoproterenol estao acima dos 2 Hz, e que s6 a distribuicao de frequéncia basal
apresenta valores de frequéncia abaixo de 2 Hz. Além disso, na medida que valores de

frequéncia aumentam, a distancia entre as curvas diminui.
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Figura 7.26: Grafico de densidade de probabilidade acumulada dos valores de frequéncia, as distribuigoes
de frequéncia basal FN e frequéncia estimulada FI foram colocados de forma sobreposta no mesmo gréfico,
para verificar as suas diferencas. Além disso, temos seus respectivos ajustes normais.

Os graficos mostram que quando essas células contraem ciclicamente em microambi-
ente mimetizado sem quaisquer restricao de area de adesao, estas possuem uma distri-
buigao de frequéncias normal ou Gaussiana. Isso também ¢é valido para a distribuicao de
frequéncias estimuladas com isoproterenol.

Uma justificativa para que tenha essa distribuicao ¢ a aleatoriedade com que os cardi-
omidécitos sao aderidos ao substrato, mantendo pequenas flutuacoes aleatorias frequéncia
e consequentemente se distribuindo como uma distribui¢ao normal.

Agora, vamos correlacionar os valores de frequéncia basal e frequéncia com isoprote-
renol com a area de adesao celular. Os dados utilizados para essa analise estao na Tabela
7.2, onde temos os valores de frequéncia basal e frequéncia com isoproterenol de varios

cardiomidcitos, com as suas respectivas areas de adesao.
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Tabela 7.2: A tabela mostra um conjunto de pardmetros mecanicos de um grupo de 30 cardiomiécitos
neonatais do tipo WT, para cada amostra temos os seguintes parametros: frequéncia basal f,s, frequéncia
com isoproterenol f;s, e area de adesao celular.

Variavel

Amost .
s fras(Hz)  fiso(Hz)  Area(uM?)

1 1,66 2,90 901
2 1,45 2,69 1788
3 2,07 3,00 2041
4 1,65 2,30 2914
5 1,35 2,28 3055
6 1,45 2,31 1999
7 1,45 2,32 1800
8 2,90 3,70 2041
9 2,90 3,60 2330
10 1,65 3,20 1024
11 1,45 2,70 1999
12 2,07 2,69 1422
13 1,65 3,31 2773
14 2,27 2,69 2604
15 2,90 3,53 2464
16 1,03 2,27 1534
17 2,48 2,58 3013
18 1,65 2,90 1210
19 1,45 3,10 901
20 1,86 3,00 1098
21 1,24 2,24 802
22 2,25 2,69 3000
23 1,45 2,90 1802
24 1,45 2,69 1281
25 1,24 2,69 1239
26 2,07 2,48 1000
27 2,07 2,50 1000
28 2,69 2,90 2083
29 2,9 3,2 2083
30 1,24 2,9 1714

A Figura 7.27 mostra um gréafico de frequéncia basal em funcao da area de adesdo
celular. Como resultado imediato, notamos que esses valores nao possuem quaisquer
correlagao. Isso nao significa que a frequéncia nao dependa da area de adesao celular,
apenas que nesse tipo medida nao foi encontrado uma tendéncia entre esses valores.

Na Figura 7.28 repetimos o mesmo procedimento da Figura 7.27, mas agora temos um

grafico de frequéncia estimulada em funcao da area de adesao celular. Como resultado
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Figura 7.27: Gréfico com os valores de frequéncia basal FN em funcao da drea de adesdo celular A,
nesse grafico temos um ajuste linear FR(A) = 0,0003A + 1,328, onde R? = 0, 15.

imediato, novamente que esses valores nao possuem quaisquer correlagao.

4.5 o |
e Flvs. A

4L Ajuste Linear| |

3.5 ‘. |
= .

3 [ : * L] . . * . L] Bl

2.5 . ‘ ¢ -

° ! L Lt ! L !
1000 1500 2000 2500 3000 3500

Figura 7.28: Gréfico com os valores de frequéncia com isoproterenol FI em funcao da area de adesao
celular A, nesse grafico temos um ajuste linear FI1(A) = 0,0002A4 + 2, 389, onde R? = 0, 14.

Esse resultado mostra que a frequéncia basal e frequéncia com isoproterenol nao podem
ser correlacionados com a area da célula aderida a um substrato mimetizado. Entretanto,
apesar de desconhecemos as causas que modulam frequéncia basal, podemos verificar o
quanto esta frequéncia interfere em um estimulo, visto que a variacao de frequéncia nao
é constante para uma mesma dosagem de isoproterenol.

O fato da variacao de frequéncia nao ser constante para uma mesma dosagem de
isoproterenol nos leva a fazer uma analise da relagao entre a frequéncia basal e o acréscimo

de frequeéncia com a aplicacao de isoproterenol, esse acréscimo percentual pode ser escrito
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da seguinte forma:

o Af o fiso - fbas fiso

F= fbas B fbas B fbas - (76)
_ fiso o
P=3 1 (7.7)

onde P é o percentual de acréscimo, fy,s é a frequéncia basal e f;,, é a frequéncia com

aplicacao de isoproterenol.
fbas

valores de frequéncia basal fy,s. Para gerar o grafico utilizamos uma amostragem igual a

A Figura 7.29 mostra os valores de percentual de acréscimo P = —1 em fungao dos

n = 30, que corresponde ao numero de cardiomiécitos do grupo de amostras que foram

possiveis obter os valores de frequéncia basal e frequéncia com isoproterenol.

1.4 T 1

[ [
~ e Puvs. f

1.2 . RS Ajuste Gaussiano .
* T — — Pred Bnds (Ajuste Gaussiano)

08 — — — — hd

0.4+

0.2

Figura 7.29: Gréfico do valor de percentual de acréscimo de frequéncia P = }{b—” — 1 em funcao da

frequéncia basal FN, nesse grafico temos um ajuste gaussiano P(FN) =1, 2e(0’81_11FN), onde R? =0, 8.

O resultado mostra que percentual de acréscimo decai com o aumento da frequéncia
basal, na Figura 7.29 utilizamos uma fun¢ao gaussiana para o ajuste dos dados, apresen-
tando o menor erro dentre os tipos de ajustes conhecidos, isso nao significa que o valor de
P se comporta como uma funcao gaussiana, mas que para a quantidade de dados amos-
trados, esta funcao é a que melhor se ajusta aos dados. O fato importante desse resultado
é o decaimento de P em funcao da frequéncia basal.

Na Figura 7.30 temos um mapeamento dos valores de P em funcao da frequéncia basal
e da area de adesao, as regides com os maiores valores de P sao aquelas onde a frequéncia
basal e baixa o que corrobora com os resultado anterior.

A evidéncia do decaimento de P em funcao da frequéncia basal, mostra por premissa,
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que o cardiomiécito possui uma frequéncia limite superior. O isoproterenol atua nos
receptores 1 e 52 da célula cardiaca, alterando a frequéncia cardiaca. A existéncia de
uma frequéncia limite superior é um indicativo que nessas condicoes, a célula estaria acima
da sua capacidade contréctil, e que esta por sua vez possui um mecanismo que module a
frequéncia para valores regulares de frequéncia durante o estimulo quimico.

Por esse motivo o acréscimo de frequéncia é variavel para uma mesma dosagem de iso-
proterenol, provavelmente existem outros parametros envolvidos, um deles é a frequéncia
basal da célula, mostrado nesse trabalho como um resultado do uso das propriedades

mecanicas para elucida fenomenos fisiologicos da célula cardiaca.
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Figura 7.30: Grafico do mapeamento do percentual de acréscimo de frequéncia P em funcao da
frequéncia basal e da area de adesao celular, nesse grafico podemos identificar uma regiao de maximo
estimo, o valor de P é maior.
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7.10 Modelo de Oscilador para a Contracao Ciclica

Com a geragao dos graficos de tensao e o de variagao de tensao, tentamos elucida
o comportamento dinamico do cardiomiocito, associando este a um modelo de oscilador
conhecido.

Os cardiomiécitos estudados apresentam uma curva caracteristica de velocidade, ela
nao tem a forma da curva de velocidade do movimento harménico (altas frequéncias),
entretanto, estas curvas se assemelham com a curva de velocidade de uma oscilagao nao-
linear, especificamente o oscilador de Van Der Pol

d*o(t)
dt?

do(t)
dt

—pn(1=0*@) +o(t) =0, (7.8)

Apesar do oscilador de Van Der Pol nao ter uma solucao analitica, este pode ser

solucionado numericamente, a Figura 7.31 mostra a solu¢ao numérica do oscilador.

0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0
Tempo (s)

Figura 7.31: Grafico da solucao do oscilador de Van Der Pol para pu = 3, no grafico temos a solugao
do(t)
dt

o(t) (curva em preto) e a sua derivada (curva em vermelho).

Entretanto, observando os graficos da Figuras 7.18 e 7.19, notamos que o sinal de
tensao e variagao de tensao comparado com a solucao do modelo esta invertido. Na
Figura 7.32, geramos as solugoes do oscilador de Van Der Pol invertidas no tempo fazendo
a seguinte transformacao ¢ = t; — t onde t; é o ultimo instante de tempo. Com isso, as
solucoes das Figura 7.32 ficam invertidas.

Cada uma das solugoes da Figura 7.32 apresentam um valor de p. Do sinal de cima
para o sinal de baixo temos os respectivos valores de p: pu1 =1, o =2, us =3 e py = 4.
Uma propriedade do oscilador de Van der Pol é que quando o valor de y aumenta, a
frequéncia de oscilagao diminui, como é mostrado na Figura 7.33.

Se a dinamica contractil do cardiomiécito for descrita como um oscilador de Van Der

Pol, mesmo que invertido, essa propriedade estaria presente. Para verificar esse fato
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Figura 7.32: Conjunto de solugdes o(t) do oscilador de Van Der Pol inverso para diferentes valores de

i, no gréafico temos a solugdo o(t) (curva em preto) e a sua derivada dfi(tt) (curva em vermelho), do sinal

de cima para o sinal de baixo temos os respectivos valores de p: 1 =1, o =2, ug =3 e pg = 4.

podemos gerar o retrato de fase do sinal de tensao e verificar o que acontece quando a
frequéncia da célula aumenta.

Nessa proxima analise, usamos os dados de contracao e velocidade para gerar os retra-
tos de fase empiricos da contracao ciclica. Comparando a duas situagoes distintas, quando

eles estavam no estado basal e quando eles foram submetidos ao isoproterenol.
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Figura 7.33: Evolugao do ciclo limite no plano de fase do oscilador inverso de Van Der Pol em funcao de
w. O ciclo limite comeca como um circulo e, com variacao de p, fica cada vez mais nitido. Um exemplo
de um oscilador de relaxamento.

O retrato de fase representa as curvas das solugoes de um sistema dinamico no plano
(Y, %), este plano é chamado de espago de fase. A geometria e trajetoria das curvas revela

informagoes sobre a existéncia de atratores, repulsores e ciclos limites.

Ao (t)
At

Utilizamos os valores de contragao o(t) e velocidade de contragao para gerar os
retratos de fase da dinamica contractil das células. Comparamos os retratos de fase com
o aumento da frequéncia entre células em estado basal e para um aumento de frequéncia
com isoproterenol, o resultado é demostrado nas Figuras 7.34 e 7.35.

Observando as Figuras 7.34, temos dois retratos de fase, o da esquerda é o retrato
de fase de um sinal de tensao com frequéncia de 1,03 Hz, enquanto da direita, temos o

retrato de um sinal de tensao com frequéncia 2,48 Hz. Os retratos de fase gerados formam

curvas fechadas, essas trajetérias caracterizam o ciclo limite, que aparece em ambos o0s
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Figura 7.34: Retrato de fase empirico de dos sinais de tensao de frequéncias basais diferentes, no retrato
de fase da esquerda temos um sinal com frequéncia de 1.03 Hz, ajustamos uma solucao do oscilador de
Van Der Pol inverso (curva cinza) com p = 1,5, o retrato de fase da direita temos um sinal com frequéncia
de 2,48 Hz, ajustamos uma solugdo do oscilador de Van Der Pol inverso (curva cinza) com u = 0, 5.

graficos da Figura 7.34.

Ajustamos essas trajetorias as curvas das solugoes de Van Der Pol, no retrato de fase
a esquerda, utilizamos uma solugao com g = 1,5 e no retrato de fase a direita, utilizamos
uma solugao com g = 0,5. Isso esta de acordo com o previsto pelo modelo de Van Der
Pol, sendo que pelo fato do grafico da esquerda possuir uma frequéncia menor do que o
grafico da direita, o seu valor de 1 deve ser maior do o grafico da direita.

Observando as Figuras 7.35, temos dois retratos de fase, o da esquerda é o retrato
de fase de um sinal de tensao com frequéncia de 1,03 Hz, enquanto da direita, temos o
retrato do mesmo sinal de tensao estimulado com isoproterenol, com uma frequéncia 2,27
Hz. Os retratos de fase gerados formam curvas fechadas, essas trajetorias caracterizam o

ciclo limite, que aparece em ambos os graficos da Figura 7.35.
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Figura 7.35: Retrato de fase empirico do mesmo sinal de tensao com frequéncia basal e frequéncia com
isoproterenol, no retrato de fase da esquerda temos o sinal com frequéncia basal de 1.03 Hz, ajustamos
uma solugao do oscilador de Van Der Pol inverso (curva cinza) com g = 1,5, o retrato de fase da direita
temos o mesmo sinal com aplicagao de isoproterenol, onde a frequéncia é 2,27 Hz, ajustamos uma solucao
do oscilador de Van Der Pol inverso (curva cinza) com p = 0, 5.

O resultado mostra que o sinal de tensao se comportou como um oscilador nao-linear,
especificamente o oscilador de Van Der Pol invertido nos dois casos, tanto entre frequéncias
no estado basal quanto pelo comparativo entre frequéncia basal e frequéncia com isopro-
terenol. Onde a analise do retrato de fase nos mostra uma evidéncia desse fato.

O fato do cardiomiécito se comportar mecanicamente como um oscilador de Van Der
Pol é importante, porque mostra que uma célula cardiaca aderida em um microambiente
mimetizado, restrito a uma superficie bidimensional exerce fungoes mecanicas semelhan-
tes ao érgao de origem. Isso porque o oscilador de Van Der Pol é do tipo oscilador de
relaxamento, isso significa que esse tipo de oscilador vai manter uma amplitude de os-
cilacao relativamente constante ao passo que o periodo de oscilacao pode facilmente ser

alterado. Isso tem relagao com o comportamento do coragao, sendo que para manter um
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fluxo sanguineo regular é necessario ter uma amplitude de oscilacao mecanica constante,
entretanto a frequéncia de batimento cardiaco deve ser facilmente alterado dependendo a
situacao. Agora o fato do cardiomidcito se comportar especificamente como um oscilador
de Van Der Pol invertido esta relacionado com o fato da célula ter uma contracao abrupta

seguida de um relaxamento amortecido que muitas vezes ocorre em varias etapas.

89



Capitulo 8

Conclusoes

Ao longo desse trabalho, estudamos as propriedades mecanicas da contragao ciclica,
executada por células cardiacas isoladas, aderidas em superficie mimetizada. Estuda-
mos de forma bidimensional, através dos mapas de tensao, mapas amplitude, mapas de
correlagao e orientacao das tensoes aplicadas ao substrato. Estudamos de forma unidi-
mensional, através do sinal de tensao ao longo do tempo.

Inicialmente, relatamos que a area de adesao celular se distribui de forma aleatoéria,
especificamente uma distribuicao normal, concluindo que os cardiomidcitos quando ade-
ridos possuem flutuagoes de drea de adesao condicionadas a uma distribuicao normal.
Através da analise bidimensional das tragoes celulares aplicadas ao substrato, concluimos
que as tensoes de maior magnitude sao discretas e aplicadas préximo as bordas das células.
Onde, em uma grande parte da area de adesao celular, as tensoes aplicadas nao sao signi-
ficativas, enquanto em uma regiao especifica ocorre tensoes efetivas de maior magnitude,
promovida pelas fibras de tensao, evidenciando uma atividade contractil discreta ao longo
da area de adesao.

O resultado encontrado com os mapas de amplitude de contragao, corrobora com
o resultado anterior, mostrando que essas regioes possuem altas amplitudes e conse-
quentemente, um maior gasto energético. Além disso, temos os mapas de correlagao,
que indicam que as regioes de maior atividade contractil possuem alta correlacao. Mos-
trando que superficies mimetizadas com gel de poliacrilamida conseguem induzir meca-
nicamente cardiomiécitos neonatais, a gerar um sinal de output mecanico de contracao
ciclica. Apresentando um comportamento multipolar de zonas de atividade contractil sem
restrigbes geométricas subcelulares, mas com restrigao dimensional (adesao bidimensional)

e dinamica (coeficiente de Poisson préximo de 0,5).
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Um dado interessante obtido sobre os valores de amplitude, é que as células cardiacas
estudadas possuem uma distribuicao log-normal quanto as valores de amplitude dis-
tribuidos pela area de adesao celular.

Quanto aos mapas de orientacao, concluimos que os cardiomidcitos possuem uma ani-
sotropia quanto a orientacao das tensoes, sendo direcionadas para o centro da célula,
promovida pelos seus multipolos de atividade contractil. Entretanto o niimero de polos é
variado devido as condicoes iniciais de adesao do cardiomiécito, nao havendo a possibili-
dade de modulagao da quantidade de polos (regides de maior atividade contractil).

O estudo do sinal de contragao gerado pelas tragoes aplicadas ao substrato, nos mostra
a caracteristica oscilatéria dessas células. Concluimos que a resposta mecanica dos cardi-
omidcitos ao microambiente celular é bem definida, pois mantem a sua forma de oscilagao
ao longo do tempo. Esta forma de oscilacao caracteriza a resposta mecanica dessas células
ao microambiente celular mimetizado. Apresentando varias etapas durante a contracao e
relaxamento e com etapas transitorias entre esse dois estados, essas etapas se alteram com
a frequéncia basal. Mostrando com alta resolu¢do tanto no sinal de tensdo o(t) quanto
no sinal de variagao de tensao d‘;—(p (ou velocidade de contracao), através do método
de microscopia de forca e tragao TFM com alta velocidade de captura, desenvolvido no
Laboratério de Micro Reologia LabM? da USP.

Relatamos que a aplicagao de isoproterenol em cardiomiocitos neonatais, promove um
aumento da frequéncia de contracao em escala celular. Entretanto o estimulo quimico nao
aumenta nem a tensao e nem a amplitude de contragao, apenas aumenta a frequéncia e
consequentemente promove um aumento da poténcia energética da célula cardiaca. Sobre
a variacao de frequéncia devido ao isoproterenol, concluimos que a variacao percentual de
frequéncia depende da frequéncia basal da célula cardiaca. Onde a variagao percentual
decai com o aumento da frequéncia basal, evidenciando um limite superior de frequéncia,
onde a célula estaria acima da sua capacidade contractil, e que esta por sua vez possui
um mecanismo que modula a frequéncia para valores regulares.

Uma extensao da analise da variacao de frequéncia com isoproterenol, foi investigar o
mapeamento da variacao percentual em funcao da frequéncia basal e da area de adesao
celular. Concluimos que o mapeamento evidencia uma regiao de maximo estimulo, onde
a variagao percentual de frequéncia serd maior. O maximo estimulo estd em uma regiao

de frequéncias basais entre 1,0 Hz a 1,5 Hz e dreas de adesao entre 1500 ym? a 2000 pum?,
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nela a variacao de até 150% na frequéncia da célula.

Quanto a um tipo de modelo oscilatério que se aproxima dos dados reais de con-
tracao obtidos nessa Tese, concluimos que cardiomiécitos neonatais isolados aderidos em
substratos elasticos mimetizado (rigidez 9,6 kPa), comportam-se in vitro como um os-
cilador de Van Der Pol invertido onde a frequéncia do estado contracao-relaxamento
(desconsiderando o tempo entre o inicio da contragdo e fim do relaxamento), pode ser
modelado com o ajuste do parametro amortecimento p da equacao de Van Der Pol

20’ g
T — (1= 0(t) G2 + o (1) = 0.

Essa é uma informacgao importante, visto que a pulsacao do coragao também segue o
modelo oscilatério de Van Der Pol a diferenca esta na inversao do sinal. Onde em ambos os
casos a amplitude de oscilagao é constante enquanto a frequéncia de oscilagao e facilmente
alterada. A inversao do sinal no caso dos cardiomiocitos se deve a um estado de contracao
(etapa de contragao do sinal de tensao) mais abrupto e um estado de relaxamento (etapa
de relaxamento de tensdo) mais amortecido.

As propriedades mecanicas das amostras demostraram ser bastante robustas e bem
definidas, o que corrobora para a sua aplicabilidade como modelo de miocardio in vitro.

Entre possiveis extensoes deste trabalho, destacamos:

1) Estudo das propriedades mecanicas com restri¢ao geométrica utilizando micro padroes

na superficie mimetizada (Micropatterns).
2) Aplicagoes de estimulos elétricos em cardiomidcitos isolados em conjunto com o TFM.

3) Estudo da variacdo do sinal mecanico caracteristico dos cardiomiécitos devido a

aplicacao de farmacos.

Esperamos sinceramente que esta tese possa ajudar a todos aqueles interessados nos

estudos das propriedades mecanicas de células cardiacas.
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