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“Quem pode, pois, calcular o trajecto de uma

molécula? Que dados temos para não acreditar

que a criação de mundos seja determinada pela

queda de grãos de areia? Quem conhece pois os

fluxos e refluxos do infinitamente grande e do

infinitamente pequeno, o ecoar das causas nos

preciṕıcios do ser e as avalanches da criação? .”

( Victor Hugo )
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RESUMO

Evidencias recentes demonstram que o estudo do comportamento mecânico celular é

crucial para a compreensão de vários processos fisiológicos como diferenciação, migração e

contração. Tanto as forças de tração celular quanto as propriedades mecânicas da matriz

extracelular (ECM) contribuem para a regulação biológica da célula, que foi previamente

compreendida com base em prinćıpios de bioqúımica. É evidente a importância das forças

mecânicas na sinalização celular em diferentes processos. Nosso trabalho tem por objetivo

principal o estudo das propriedades mecânicas da contração ćıclica, executada por células

card́ıacas isoladas, aderidas em superf́ıcie mimetizada (imita o tecido). Motivado pela

demanda de novos métodos de investigação dos cardiomiócitos in vitro. Onde a aborda-

gem se concentra no estudo das propriedades mecânicas. Analisamos e quantificamos o

sinal de resposta mecânico destas células quando aderidas, objetivando a caracterização

da resposta mecânica destas para o desenvolvimento de novas metodologias que visa o

uso destas células com modelos in vitro, avaliado posśıveis efeitos que se manifestam em

órgão com base em parâmetros mecânicos. Nesse trabalho utilizamos como amostras,

cardiomiócitos neonatais de ratos em estado basal e com est́ımulo qúımico usando iso-

proterenol. Para tanto, utilizamos a técnica experimental Microscopia de Força e Tração

(TFM) modificada para quantificar a contração no tempo, e métodos de análise e distri-

buição dos sinais, que possibilitam a caracterização do sinal mecânico de contração ćıclica

entre estado basal e estimulado com isoproterenol. Dentre os resultados relatados nesse

trabalho esta a caracterização das regiões atividade contráctil, caracterizada por se distri-

buirem de forma discreta ao longo da borda da célula, apresentando uma campo de tensão

multipolar com anisotropia. Além da sua distribuição e orientação sobre a área de adesão

celular. Outro resultado encontrando é a forma e as etapas do ciclo contráctil do sinal de

tensão e variação de tensão, mostrando sua semelhança com o modelo de oscilação de Van

Der Pol invertido. E por ultimo, relatamos as variação do acréscimo de frequência de bati-

mento card́ıaco celular em função da frequência basal, além disso, mostramos as condições

iv



de área de adesão celular e frequência basal para o máximo acréscimo de frequência das

células card́ıacas. Os resultados apresentados nessa Tese possui aplicações em pesquisa

básica e cĺınica.

Palavras-chave: Mecânica Celular, Microscopia de Força e Tração, Células Card́ıacas.
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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

vi



results presented in this Thesis have applications in basic and clinical research.

Keywords: Cell Mechanics, Force and Traction Microscopy, Cardiac Cells.
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7.29 Gráfico do valor de percentual de acréscimo de frequência P = fiso
fbas
− 1 em

função da frequência basal FN, nesse gráfico temos um ajuste gaussiano
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Caṕıtulo 1

Introdução

A geração de forças mecânicas são umas das habilidades mais impressionantes das

células vivas. Elas são geradas em escala molecular através de complexos protéicos [1].

Como exemplo, temos as protéınas motoras, presentes em células eucariontes.

Essas protéınas motoras converte a energia qúımica da adenosina trifosfato (ATP) em

energia mecânica, dentre as protéınas 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

dinéına que se movem ao longo de microtúbulos [3]. Basicamente, a célula possui estrutu-

ras que garantem propriedades mecânicas, onde o estudo dessas propriedades mecânicas

é conhecido por Mecânica Celular. [4].

Tabela 1.1: Tabela com as informações qúımicas da Adenosina trifosfato (ATP).

Fórmula Molecular C10H16N5O13P3

Massa Molar 507,11g/mol
Entalpia de Combustão 7kcal/mol

Figura 1.1: Estrutura molecular da Adenosina trifosfato. O ser humano consome uma quantidade de
ATP equivalente a sua massa corpórea em 24h, além disso, se o armazenamento de energia não fosse via
ATP, calor gerado pela combustão da glicose C6H12O6 iria destruir suas próprias células.
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1 Introdução

A F́ısica contribuiu significativamente para a compreensão dos processos associados

a Mecânica Celular nas ultimas décadas. Trabalhos recentes demostram a importância

das forças mecânicas em diferentes processos fisiológicos [5], entre eles: a diferenciação

[7], migração e contração [6]. As forças mecânicas são aplicadas durante o processo de

adesão 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 fisiológicos dentro da célula.

Mensurar forças celulares com precisão espacial e temporal são fundamentais para

compreender a influência gerada destas na sinalização celular [6, 7, 18]. Além de detectar

forças mecânicas através da mecanossensibilidade [12], células animais são capazes de

aplicar forças mecânicas em seu microambiente celular, como no exemplo da Figura 1.2.

Na Figura 1.2 temos uma contração mecânica gerada pelas protéınas actina e miosina

e mediadas pela protéına integrina que se fixa ao ECM. A montagem inicial de actina

e miosina pode ser reforçada (Figura 1.3), gerando uma fibra de tensão na qual produz

forcas de maior magnitude. Basicamente essa estrutura produz um sinal de resposta

mecânico ao substrato (ECM). A caracterização e interpretação desses sinais torna-se um

foco de pesquisa fundamental [9].

Integrina

ActinaMiosina
ECMCélula

Figura 1.2: Representação esquemática da formação de uma adesão focal imatura, onde temos a atuação
do motor celular de actina e miosina, Figura modificada de [14].

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

da USP LabM2 fez um questionamento sobre a possibilidade da caracterização desses

2



1 Introdução

ECMCélula
Fibra de Tensão

Adesão Focal
Figura 1.3: Representação esquemática da formação de uma adesão focal matura com a formação da
fibra de tensão [14].

sinais mecânicos para um determinado tipo de célula in vitro. Escolhemos em estudar

os cardiomiócitos, nossa motivação para o estudo desse tipo de células se baseiam na

demanda de novos métodos de investigação dos cardiomiócitos in vitro. Onde a abordagem

se concentra no estudo das propriedades mecânicas. A célula card́ıaca ou cardiomiócito

é um tipo de célula muscular responsável de pulsação do coração, o cardiomiócito é uma

das células mais estrutural e funcionalmente especializada nos mamı́feros [10].

Insuficiência card́ıaca, arritmias ou cardiopatias afetam milhões de pessoas no mundo

inteiro. Essas patologias estão associadas as propriedades contrateis ou condutoras dos

cardiomiócitos, sendo um foco de investigação fundamental [11]. Nesse aspecto, enge-

nharia de tecidos, testes e descoberta de drogas e desenvolvimento de novos diagnósticos,

dependem de modelos de miocárdio in vitro. Propomos o uso dos cardiomiócitos neona-

tais de ratos como modelo de miocárdio in vitro, concentrando a investigação no sinal de

resposta mecânica destas células que possuem uma pulsação card́ıaca espontânea quando

isolados. Para o uso dessa abordagem que possuem implicações teóricas e clinicas, é

necessário quantificar e caracterizar o sinal de resposta mecânico dessas células in vitro.

Dentre os procedimentos adotados para a medição de forças em escala celular. A

medição de forças na interface célula e matriz extracelular (ECM) [12] é o mais usado.

Isso permite a medição de forças com uma célula aderida a um substrato. O conjunto

de técnicas desenvolvidas a partir dessa abordagem se chama Microscopia de Força de

Tração (TFM). Nesse trabalho em particular, discutiremos a Microscopia de Força de
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1 Introdução

Tração em substratos elásticos que imitam as condições de tecido dos cardiomiócitos na

qual modificamos para altas velocidades de captura.

De forma resumida, o TFM baseia-se na dedução das forças aplicadas com base nos

movimentos observados. Esses movimentos podem apresentar diferentes relações f́ısicas,

dependendo do sistema observado, mas deduzir forças requer essencialmente acompanhar

algum tipo de dinâmica. Por exemplo, em uma mola elástica, a força uniaxial aplicada

sobre ela é igual F = - kx, F é a força elástica, x é a deformação e k a constante elástica,

para pequenos movimentos e conhecendo a constante elástica k é posśıvel determinar o

valor de F com base na deformação x.

No TFM é usado um material cuja relação deformação e força seja conhecida onde

a célula vai aderir, entretanto é necessário um material elástico que possa se desformar

quando aplicadas forças celulares ou trações celulares.

(a) (b)

Figura 1.4: Representação esquemática de duas configurações de TFM. (a) Célula aderida ao um filme
elástico com resposta não linear, (b) Configuração com filme elástico linear com marcadores fluorescentes.
Figura modificada de [15].

Nas primeiras tentativas de fazer TFM em cultura celular sobre substrato elástico (Fi-

gura 1.6), usaram filmes finos de silicone [5] e depois com filmes de poliacrilamida (PAA),

substância cuja rigidez (modulo de Young) pode ser controlada alterando a concentração

de bisacrilamida [13].

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

Atualmente é posśıvel incorporar marcadores fluorescentes aos substratos, nesse traba-
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1 Introdução

lho são usadas nanopart́ıculas (0,2µm) fluorescentes [15]. Registrado toda a movimentação

desses marcadores, temos um campo de deformação. Nesse ponto, o problema se resume

em constituir o campo de tração com base no campo de deformação.

Na Figura 1.6 temos uma configuração esquemática do TFM, a célula aderida está tra-

cionando o gel elástico de poliacrilamida, a movimentação é acompanhada pelas part́ıculas

fluorescentes. Através de múltiplas capturas de imagens, é reconstrúıdo a trajetória dessas

part́ıculas em um elástico linear devido as forças aplicadas pela célula no elástico linear.

O diferencial do TFM aplicado no LabM2 está na alta velocidade de captura, garantido

sinal com maior resolução espacial, necessário para o estudo de células com alta velocidade

de contração dinâmica como os cardiomiócitos.

z x
(a)

y x
(b)

Figura 1.6: Representação esquemática do TFM. (a) Visão no plano zx (b) Visão no plano yx [18].

Esse problema é resolvido utilizando a Teoria da Elasticidade Linear, no caso da célula

em um substrato elástico, o problema é necessariamente deduzir as trações tangencias

[16] sobre o substrato com base nas deformações provocadas. Para pequenas deformações

(x << 1) esse problema é resolvido no formalismo das funções de Green [17]. A vantagem

desse método e a implementação de algoritmos rápidos para a solução.

Esse método tem como solução, o campo de tração aplicado ao substrato, ele mostra a

distribuição das trações tangenciais aplicadas na superf́ıcie do substrato durante a adesão

celular. O método garantiu resultados importantes, um deles é que para a maioria dos

tipos de célula uma alta rigidez do substrato (módulo de Young) se correlaciona com

grandes forças de tração, não só para a estabilidade mecânica, mas para uma sinalização
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1 Introdução

celular, durante a disseminação e migração de células [18] ou para a diferenciação de

células tronco [19].

É evidente a importância do TFM em pesquisas sobre Mecânica Celular, nesse aspecto,

nosso trabalho faz uso dessa técnica para o estudo da dinâmica de contração desempe-

nhada por células card́ıacas isoladas.

No trabalho, desenvolvemos uma tipo de TFM com alta velocidade de captura junto

com análise de dados para elucidar as suas propriedades mecânicas de células in vitro, onde

o objeto de estudo são células card́ıacas isoladas, aderidas em uma superf́ıcie mimetizada

feita com filme de gel poliacrilamida e revestida com colágeno. Dessa forma, obtendo o

sinal de resposta mecânico dessas células.

Surgiram alguns questionamentos sobre as propriedades dos sinais mecânicos produ-

zidos pelas células card́ıacas. Inicialmente devemos entender que essas células possuem

restrições quando comparadas a situação em tecido, elas tem uma restrição dimensional

pois estão aderidas em uma superf́ıcie bidimensional e não tridimensional como no te-

cido, a outra restrição é dinâmica, o material é um filme de poliacrilamida que possui um

coeficiente de Poisson igual a 0,45, ou seja, a célula não consegui produzir deformações

elásticas no eixo z da mesma forma que nos eixos x e y.

Nosso questionamento se trata da aplicabilidade das propriedades mecânicas dessas

células, como um posśıvel modelo in vitro sobre essas condições experimentais. A repro-

dutividade da pulsação (forma do sinal de contração) in vitro, a estabilidade estat́ıstica

das amostras, onde parâmetro possui a mesma distribuição de probabilidade para varias

amostras, reprodução dos efeitos do órgão (coração) ou tecido em escala celular in vitro

e a modelagem dos sinais resposta são evidencias que corroboram para o uso de células

card́ıacas neonatais isoladas como modelo de miocárdio in vitro.

Dessa forma além de quantificar e caracterizar o sinal de resposta mecânico, bus-

camos investigar a aplicabilidade cĺınica dessas células, em nosso estudo utilizamos uma

substância teste chamada isoproterenol que é conhecida por aumentar a frequência card́ıaca,

para comparamos entre o sinal mecânico de um grupo de amostras no estado basal, com

um grupo de amostra com a aplicação do isoproterenol.

Esse texto está estruturado da seguinte forma: introdução, objetivos, fundamentação

teórica, resultado e discussões e resultados.

A fundamentação teórica, correspondentes aos caṕıtulos 3, 4, 5, 6. Mostra todo o
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desenvolvimento teórico e experimental utilizados para a obtenção dos resultados nesse

trabalho. O caṕıtulo 7 mostra todos os resultados obtidos e discussões a respeito destes.

E finalizando com o caṕıtulo 8 que trás as conclusões e posśıveis extensões e perspectivas

deste trabalho.

7



Caṕıtulo 2

Objetivos

O trabalho tem por objetivo principal o estudo das propriedades mecânicas da con-

tração ćıclica, executada por células card́ıacas isoladas, aderidas em superf́ıcie mimetizada

(imita o tecido). Quantificado e analisado o sinal de resposta mecânico destas células

quando aderidas, objetivando sua caracterização para o desenvolvimento de novas meto-

dologias que visa o uso destas células com modelos in vitro, avaliado posśıveis efeitos que

se manifestam em órgão com base em parâmetros mecânicos. Nesse trabalho utilizamos

como amostras, cardiomiócitos neonatais de rato em estado basal e com est́ımulo qúımico

usando isoproterenol.

Para tanto, utilizamos a técnica experimental Microscopia de Força e Tração (TFM)

para quantificar a contração no tempo, e métodos de análise de correlação, além de análise

da distribuição dos sinais, que possibilitam a caracterização do sinal mecânico de contração

ćıclica e diferenciação entre estado basal e estimulado com isoproterenol.

Microscopia de força e tração de cardiomiócitos neonatais: obter o sinal de

reposta mecânico produzido por cardiomiócitos neonatais de rato em estado basal e com

est́ımulo qúımico usando isoproterenol, aderidos em superf́ıcie mimetizada.

1) Mapea os valores de tensão gerados pelos cardiomiócitos ao substrato.

2) Quantificar os parâmetros referentes a contração ćıclica, como frequência e amplitude.

3) Quantificar os valores de área de adesão celular dos cardiomiócitos.

4) Analisar a direção das forças geradas pelos cardiomiócitos.

8



2 Objetivos

Estudo dos sinais contração ćıclica no tempo: analisar o sinal de contração no

tempo gerado pela microscopia de força e tração com alta frequência de imagens.

1) Obter o sinal de contração no tempo e da velocidade de contração no tempo.

2) Fazer análise por correlação do conjunto de sinais gerados pelas células.

3) Caracterizar o sinal de contração no tempo e da velocidade de contração no tempo.

4) Verificar modelos que possibilitam a modelagem desses sinais.

Estudo das distribuições dos parâmetros mecânicos: analisar como se distri-

buem os valores dos parâmetros mecânicos das amostras de cardiomiócitos.

1) Obter a distribuição de área de adesão, frequência e amplitude.

2) Verificar distribuições teóricas que se ajustam ao dados emṕıricos encontrados.

9



Caṕıtulo 3

Medição de Forças Geradas por Células

Células animais podem gerar e manter forças mecânicas em seu microambiente e são

capazes detectar e responder uma estimulação mecânica, essas funções fazem parte da sua

fisiologia [6]. Basicamente a célula possui complexos proteicos que funcionam como via

de sinalização mecanossenśıveis, resultando na resposta mecânica ao um est́ımulo com a

reorganização do citoesqueleto e geração de força. Porque apesar da estrutura dos animais

sejam determinadas pelo genoma, o processo de desenvolvimento em ńıvel celular, envolve

uma interação entre forças mecânicas, crescimento e mortalidade celular [14].

Fsubstrato

Fcélula

Molécula de
Adesão Celular

Limite do
Substrato

Figura 3.1: Esquema da aplicação de forças ao substrato pela célula, nesta configuração existe uma
restrição, sendo que a célula tem um contato bidimensional com o substrato. Figura modificada de [20].

A Mecanobiologia é uma disciplina dedicada ao estudo das forças mecânicas geradas

por células animais e os seu efeitos na sua fisiologia. Dispõem para o estudo em Me-

canobiologia, o uso de ferramentas experimentais que visam mensurar forças mecânicas

aplicadas por uma célula in vitro.

Na Figura 3.2, temos as seguintes ferramentas experimentais em mecanobiologia: a
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3 Medição de Forças Geradas por Células

varredura da matriz de pilares, que consiste em micropilares de PDMS (Dimetil polissilo-

xano), dos quais se deformam elasticamente devido a tração da célula, a microscopia de

força de tração TFM que mapeia o deslocamento de part́ıculas incorporadas em um subs-

trato elástico, as pinças magnéticas que usam part́ıculas ferromagnéticas que se difunde

no citoesqueleto celular e as armadilhas ópticas que consiste na captura e aplicação de

forças em part́ıculas incorporadas ao citoesqueleto utilizando um feixe laser.

Matriz de Pilares
F=k*d
Resolução (deslocamento do pilar): <1nm
Tamanho do pilar: >100 nm
Máxima força: >50nN

Armadilha Óptica
F=k*d
Resolução: <1pN
Máxima força: ~100 pN

Microscopia de Força e Tração
F por análise de elementos finitos
Resolução:1–3 μm
Máxima força: indeterminada

Pinças Magnéticas
F=μ(∇B)
Resolução (deslocamento): 3–5 nm
Máxima força: ~1 nN Fmagnética

Solenoide

Amplificador

Iluminação

Câmera

Laser

Condensador

Objetiva

Espelho
dicróico

F=0
F

F

Figura 3.2: Ferramentas experimentais em mecanobiologia: A varredura da matriz de pilares pode ser
realizada em dimensões variadas, permitindo assim a determinação da rigidez do substrato e a resolução
da força; A microscopia de força de tração utiliza esferas fluorescentes incorporadas e análise de elementos
finitos para medir as deformações do substrato pela célula; As pinças magnéticas criam campos magnéticos
que fazem com que as esferas magnéticas apliquem forças a moléculas in vitro ou in vivo (por exemplo,
a integrinas com esferas revestidas com fibronectina); As armadilhas ópticas usam um feixe de laser
focalizado para fornecer forças laterais ou axiais nas esferas de diâmetro de micrômetro e, assim, aplicar
forças às moléculas; objetos dielétricos. Figura modificada de [14].

Em nosso trabalho, usamos a técnica microscopia de força e tração (TFM). Essa técnica

utiliza part́ıculas fluorescentes incorporadas em um substrato linearmente deformável,

em conjunto com análise de elementos finitos para medir as forças aplicadas pela célula
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3 Medição de Forças Geradas por Células

(Figura 3.2). Nesse aspecto, a região da célula onde as forças são mensuradas é na interface

célula matriz extracelular onde ocorre a adesão celular.

3.1 Adesão Celular

A adesão celular é uma ligação de células com outras células ou uma ligação de células

a uma matriz extracelular (ECM). Importante para a formação de tecidos e para o com-

portamento fisiológico [20].

Por exemplo, a maioria das células de mamı́feros entra em apoptose ou morte celular,

quando seus receptores de adesão (protéına transmembranar) não reconhecem os ligantes

e a rigidez do substrato [8]. Outro exemplo é que rigidez do substrato determina que tipo

de célula uma célula tronco irá se especializa.

Existem vários tipos de adesão celular, dentre eles: junção comunicante, junção aper-

tada, junção célula-célula e junção célula-matriz. Cada uma possui uma função especifica,

junções comunicantes são utilizadas para troca de pequenas moléculas para sinalização

celular, junções apertadas são usadas por células epiteliais para produzir barreiras a prova

de água e as junções célula-célula e junção célula-matriz são importantes para manter a

estrutura dos tecidos [21]. O Trabalho da ênfase a junção célula-matriz, pois se trata do

processo envolvido no objeto de estudo.

As adesões de célula com a matriz extracelular requer varias protéınas e moléculas

mediadoras entre elas: protéınas adaptadoras, moléculas de adesão celular e um conjunto

de filamentos do citoesqueleto que se liga ao ECM.

Na Figura 3.3, temos as etapas do processo de adesão celular de uma célula em um

substrato ŕıgido [14], inicialmente ocorre a formação de aglomerados de integrina, sendo

a protéına responsável pela ancoragem do citoesqueleto ao substrato (ECM), a integrina

se liga ao colágeno presente no substrato. A próxima etapa é a polimerização da actina,

protéına responsável pela contração celular, onde ocorre a montagem do motor de actina

e miosina. Com a conformação da célula na superf́ıcie, criam-se tensões na membrana e

estas tensões ativam a contração através dos sensores de rigidez. Isso provoca a ativação

do reforço da adesão com a formação das fibras de tensão.

As fibras de tensão se formam nas adesões forcais e nelas produzem o sinal de resposta

mecânico no substrato ŕıgido. Depois de aproximadamente 24h desde da formação inicial
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3 Medição de Forças Geradas por Células

a) Formação inicial de aglomerados b) Polimerização inicial da actina c) Contração

d) Força ativam fatores da montagem
da actina

e) Montagem da actina f) A tensão da membrana ativa a
contração

g) Sensor de rigidez h) Reforço da adesão i) Maturação da adesão

Adesão Focal

Fibra de Tensão

SFK
Talina

α β
Integrina

Miosina

Ativação
deFAK

FAK
Ativação de
Forminas
Ativação de
ARP2/3

RAC1
GTP

RAC1
GDP

FHOD1

ARP2/3

Actina
Ativação da Miosina

Exocitose

Tensão da membrana
Tensão da
membrana

Substrato RígidoSubstrato Rígido

Vinculina

Adesão
FormadaPaxilina

FHOD1

Actina

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

dos aglomerados de integrina até a maturação das adesões focais. No TFM, as forças

mesuradas originam justamente das adesões forcais com as fibras de tensão, da quais

compõem o citoesqueleto celular.

3.2 Citoesqueleto

O citoesquelo é o complexo de protéınas filamentosas que se extende por todo o volume

celular, sua função é crucial para a geração de força e para estruturação da célula [23, 24].

É responsável por diversos processos fisiológico, como migração, transporte de organelas
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3 Medição de Forças Geradas por Células

e divisão celular.

No citoesquelo encontramos três subunidade protéicas: filamentos intermediários, mi-

crotúbulos e filamentos de actina. Os filamentos intermediários são estruturas proteicas

constitúıdos por mais de 50 tipo de protéınas [22, 23], possuindo basicamente uma função

estrutural para a célula, sendo muito resistes quando comparados com as outras subuni-

dade do citoesqueleto, por ser estável e com função estrutural, os filamentos intermediários

não gastam energia.

Filamentos de Actina

Microtúbulos

Filamentos Intermediários

25 nm

25 nm

25 nm

Filamento de monômeros de tubulina, 25 nm de diâmetro

Desempenha um papel na estrutura celular, organização,
mitose e movimentação

Polímero de monômeros de actina, 7 nm de diâmetroPolímero de monômeros de actina, 7 nm de diâmetro

Proteína globular disposta em hélice
Componente contrátil principal das células musculares

Filamento citoesquelético, 8 - 12 nm de diâmetro

Proteína Estrutural em células eucarióticas

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

Os microtúbulos são formados por monômeros de tubulina, possuem um arranjo he-

licoidal com um diâmetro de aproximadamente 25nm [22, 24]. É a subunidade mais

dinâmica do citoesqueleto, polimerizando e despolimerizando para executar funções como

transporte intracelular e migração.

Já os filamentos de actina são responsáveis pela atividade contráctil da célula [22, 23,

24]. Quando a célula adere a um substrato, ela ativa os filamentos de actina que forma

as fibras de tensão para aplicar forças no substrato (ECM).
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3.3 Mecânica Celular dos Cardiomiócitos

Células animais produzem forças de tração para regular os processos fisiológicos [14].

Dentre eles temos a contração muscular, despenhada por células especializadas na geração

de força através das fibras de tensão.

As forças são transmitidas via ECM, onde a interação célula e ECM é mediada pelas

adesões focais [25]. Elas criam uma ponte estrutural entre o citoesqueleto celular e a

ECM, a protéına integrina é uma das mais relevantes nesse processo.

De forma simplificada, no processo de formação das fibras de tensão, vários filamentos

de actina e miosina se polimerizam em torno da adesão focal formando a fibra de tensão,

ela exerce a força mecânica sobre o ECM. Por conta disso, no TFM é necessário que a

superf́ıcie do substrato mimetize uma ECM através do uso de substâncias presentes na

ECM, em nossos experimentos utilizamos o colágeno.

Em células card́ıacas ou cardiomiócitos, o processo de formação das adesões focais

ocorre da mesma forma do que uma célula muscular, a tração mecânica é exercida por

uma estrutura chamada sarcômero [26]. O sarcômero consiste em um conjunto de fibras

de actina e miosina alinhadas, convertendo energia qúımica da adenosina trifosfato ATP

em energia mecânica, gerando um ciclo contrátil. Em cardiomiócitos neonatais o arranjo

das fibras de actina e miosina é desordenado [27]. Além disso, eles possuem contração

ćıclica e espontânea. Por conta disso, ele são modelos em potencial para replicar um

estado de contração in vitro.

A geração de força mecânica depende potencial de ação ao longo do sarcolema que

induz o influxo iônico de cálcio para a célula através de canais de ı́ons dependentes de vol-

tagem, desencadeando uma maior liberação de cálcio através do ret́ıculo sarcoplasmático

[22, 23, 24]. O cálcio liberado induz a função motora nos complexos de fibras de tensão

localizados em cada sarcômero, iniciando uma contração. O processo de contração ocorre

após a formação das adesões focais e consequentemente a formação das fibras de tensão.

Os cardiomiócitos neonatais na sua forma isolada são 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 existência de vários protocolos consolidados para o isolamento desse tipo de célula

[28], [29]. Quando isolados, os cardiomiócitos neonatais podem durar varias semanas em

cultura. Entretanto, com aproximadamente uma semana eles já apresentam sinais de
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maturação f́ısica e demostram contractibilidade ćıclica e espontânea. Apresentando essa

propriedade quando cultivada em ambiente que mimetiza a rigidez caracteŕıstica dessa

célula. Por exemplo, os filmes de gel de poliacrilamida utilizados nesse trabalho.

Esse tipo de células são adequadas em experimentos que necessitam de grandes inter-

valos de tempo, porque são mais resistentes a privação de oxigênio quando comparado

com cardiomiócitos já maduros, devido a sua maior capacidade glicoĺıtica [10]. Entre-

tanto, cardiomiócitos neonatais possuem uma desvantagem, a sua estrutura morfológica

em cultura é imatura, apesar de possuir contractibilidade, suas fibras de tensão estão su-

postamente desalinhadas o que torna a sua dinâmica complexa. Além disso, essas células

não possuem o túbulo T (túbulo transversal).

Devido a essas propriedades apresentadas pelos cardiomiócitos neonatais, eles se tor-

nam um modelo de teste bastante versátil, com potencial de modelagem da suas proprie-

dades mecânicas in vitro. Por esse motivo, utilizamos esse tipo de célula com modelo in

vitro para o estudo das suas propriedades mecânica e teste com fármaco.

O tipo de cardiomiócitos neonatais utilizados em especifico no trabalho, são derivados

de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar. São extráıdos do coração de recém-

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

16



3 Medição de Forças Geradas por Células

10µm

Figura 3.5: Microscopia de cardiomiócitos neonatais. Indicados pelas setas, temos a microscopia de
contraste de fase de três cardiomiócitos neonatais de ratos.
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Caṕıtulo 4

Prinćıpios da Teoria da Elasticidade aplicados em

Mecânica Celular

Para a reconstrução das trações aplicadas em substrato elástico com base nas de-

formações observadas, é necessário ter o conhecimento dos prinćıpios da Teoria da Elas-

ticidade, especificamente nesse trabalho, a Teoria da Elasticidade Linear. Em resumo, a

Teoria da Elasticidade Linear estuda o comportamento das deformações e tensões de um

corpo quando sujeito a forças externas, considerando-o elástico [30].

Tensão σ é uma grandeza f́ısica que significa força por unidade de área
(
N
m2

)
aplicada a

um ponto material da superf́ıcie de um corpo, ela é escrita na unidade pascal Pa. A tensão

é utilizada para descrever como as forças externas aplicas a um corpo são distribúıdas.

Outra quantidade importante na Teoria da Elasticidade é a deformação ε, ela é a mudança

nas dimensões do corpo devido a forças externas aplicadas [30].

Um corpo elástico retorna as suas dimensões de forma reverśıvel, cessando as forças

externas aplicadas, entretanto as deformações provocadas devem ser pequenas em com-

paração as dimensões do corpo. Para um material ser linearmente elástico, são conside-

radas duas hipóteses básicas sobre o material. A primeira hipótese é que a quantidade

de matéria no corpo se distribui continuamente e que suas partes são unidas, desconside-

rando rachaduras ou falhas. A segunda hipótese é que o corpo é homogêneo e isotrópico,

homogêneo significa que qualquer parte do corpo possui todas as propriedades f́ısicas do

todo e isotrópico significa que as propriedades elásticas são iguais em todas as direções.

Um conceito essencial nesse estudo são as relações constitutivas. As relações consti-

tutivas são expressões que mostram a dependência entre as tensões e deformações, por

exemplo, a Lei de Hooke para o caso unidimensional: εx = σx
E

, onde εx é a deformação,
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4 Prinćıpios da Teoria da Elasticidade aplicados em Mecânica Celular

σx a tensão e E o módulo de Young. A importância da Lei de Hooke é a possibilidade

de calcular a tensão, conhecendo a deformação do material. Com isso é posśıvel em al-

gumas situações determinar as tensões ou parte delas, apenas observando as deformações

produzidas em um corpo.

4.1 Teoria da Elasticidade Linear

A Lei de Hooke εx = σx
E

estabelece uma relação linear entre tensão e a deformação.

Isso para o caso unidimensional, quando estudamos um material homogêneo e isotrópico

em três dimensões, devemos considerar as deformações provocadas nos três eixos (xyz).

A deformação em cada um dos eixos é: εx = ∆x
x

, εy = ∆y
y

e εz = ∆z
z

. Para materiais em

fase elástica linear, as relações de Poisson são:

−εx
εz

= −εy
εz

= ν, (4.1)

onde ν é o coeficiente de Poisson do material, com base nessa relação, podemos construir

a seguinte tabela com as informações de deformação e tensão em cada um dos eixos [31].

Tabela 4.1: Tabela contendo as relações entre tensão e deformação nos três eixos.

Tensão
Deformação

εx εy εz

σx
σx
E

−ν σx
E
−ν σx

E

σy −ν σy
E

σy
E

−ν σy
E

σz −ν σz
E
−ν σz

E
σx
E

Podemos calcular a deformação resultante em cada um dos eixos usando o prinćıpio

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

εx =
σx
E
− ν

E
(σy + σz) (4.2)

εy =
σy
E
− ν

E
(σx + σz) (4.3)
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4 Prinćıpios da Teoria da Elasticidade aplicados em Mecânica Celular

Figura 4.1: Conjunto de tensões aplicadas em um elemento de volume elástico.

εz =
σz
E
− ν

E
(σx + σy). (4.4)

Essas são as deformações normais conhecidas como εxx, εyy e εzz, além delas, existem

as deformações por cisalhamento [31], conhecidas por:

εxy =
σxy
E

2(1+ν)

, εxz =
σxz
E

2(1+ν)

, εyz =
σyz
E

2(1+ν)

, (4.5)

onde εxy, εxz e εyz são as deformações por cisalhamento, σxy, σxz e σyz são as tensões por

cisalhamento. Os termos (εxx, εyy, εzz, εxy, εxz, εyz) definem o estado de deformação, com

ele é posśıvel definir o estado de tensão, conhecido como a Lei de Hooke Generalizada.

εxx

εyy

εzz

εxy

εxz

εyz


=

1

E



1 −ν −ν 0 0 0

−ν 1 −ν 0 0 0

−ν −ν 1 0 0 0

0 0 0 2(1 + ν) 0 0

0 0 0 0 2(1 + ν) 0

0 0 0 0 0 2(1 + ν)





σxx

σyy

σzz

σxy

σxz

σyz


. (4.6)

No caso espećıfico do TFM, as tensões são aplicadas em uma superf́ıcie elástica sendo

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

O campo de tração é definido pela força local aplicada por unidade de área. Se uma

superf́ıcie elástica é tracionada por uma célula aderente, a deformação aplicada pela célula

aderente determina o campo de tração na superf́ıcie. Nesse sentido é interessante que a

superf́ıcie tenha propriedades e condições previśıveis com algum modelo teórico conhecido.

Se a superf́ıcie de gel for aproximada para um solido elástico semi-infinito, utilizamos a

teoria da elasticidade linear para calcular o campo de deformação com base no campo de

tração, onde o campo de deformação é definido pela deformação local do gel.

O TFM é uma técnica que possibilita mensurar força de tração em um substrato

elástico, na Figura 4.8 temos a representação esquemática do TFM. A amostra é uma

célula biológica viva, ela está aderida ao substrato elástico, nele encontra-se marcadores

fluorescentes incorporados. As forças exercidas pela célula deformam o substrato e movi-

menta os marcadores, com um microscópio é observado o campo de deformação com base

no movimento dos marcadores.

z x
(a)

y x
(b)

Figura 4.2: Representação esquemática da configuração do TFM em um substrato elástico com marca-
dores fluorescentes. (a) Visão no plano zx (b) Visão no plano yx.

Para mensurar forças de tração com base na deformação de um substrato elástico é

necessário aplicar a teoria da elasticidade continua [17], inicialmente para definir o tensor

de deformação, usamos o gradiente de deformação D, escrito da seguinte forma:
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D =


∂x′

∂x
∂x′

∂y
∂x′

∂z

∂y′

∂x
∂y′

∂y
∂y′

∂z

∂z′

∂x
∂z′

∂y
∂z′

∂z

 . (4.7)

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 será chamando de vetor

de deslocamento, rescrevendo o nosso gradiente de deformação D, o resultado será:

D = 1 + (∇⊗ u)T . (4.8)

Nessa forma, temos o gradiente de deformação D escrito em termos do operador nabla

∇ e do produto diádico ⊗, (∇ ⊗ u)T é a matriz transposta de (∇ ⊗ u). A partir das

imagens de TFM, são obtidos os campos espaciais D e u, usados para as medidas de

deslocamentos e ângulos durante a deformação. Agora vamos reescrever D utilizando o

tensor de Green-Lagrange [15]:

E =
1

2
(DT ·D− 1). (4.9)

O tensor de Green-Lagrange E em termos do operador nabla ∇ é do produto diádico

⊗, fazendo a substituição de D pela expressão (4.9), temos a seguinte expressão

E =
1

2

(
(∇⊗ u) + (∇⊗ u)T + (∇⊗ u)(∇⊗ u)T

)
. (4.10)

O termo (∇⊗u)(∇⊗u)T é a contribuição não linear do tensor E [31], para pequenas

tensões, o tensor E tornar-se no tensor de deformação linear, escrito da seguinte forma:

ε =
1

2

(
(∇⊗ u) + (∇⊗ u)T

)
, (4.11)
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4 Prinćıpios da Teoria da Elasticidade aplicados em Mecânica Celular

Figura 4.3: Conjunto de tensões aplicadas em uma superf́ıcie elástica.

onde as componentes do tensor ε são εij = 1
2

(
∂ui
∂xj

+
∂uj
∂xi

)
.

Para manter a linearidade, as deformações devem ser pequenas ε << 1, além disso, o

material do substrato deve ser isotrópico. Com isso as relações constitutivas do material

serão lineares [17].

No TFM, o substrato é uma superf́ıcie, assim a tensão σ sobre superf́ıcies internas em

função da deformação ε pode ser escrita nessa forma [15]

σij =
E

1 + ν

(
εij +

ν

1− 2ν
δij(εii + εjj + εkk)

)
, (4.12)

onde δij é um delta de Kronecker, E é o módulo de Young e ν é o raio de Poisson, eles

dependem do tipo de material do substrato isotrópico. Podemos calcular as forças internas

no substrato usando ∇σ = f .

Nesse sentido as forças internas no substrato elástico podem ser calculadas utilizando

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

E

2 (1 + ν)
∆u +

E

2 (1 + ν) (1− 2ν)
∇ (∇ · u) = f (4.13)

Células aderidas no substrato aplicam forças apenas na superf́ıcie z = 0 (ver Figura

4.3). Com isso as forças internas são ∇σ = 0 para z < 0 (dentro do substrato). Na

superf́ıcie z = 0, as forças aplicadas pela célula são tangencias (plano xy) equilibradas

23
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pelas trações tangencias do substrato, as forças verticais (plano zx) são despreźıveis [17]

para z = 0. Dessa forma podemos considerar o substrato infinitamente estendido no

plano xy e (−∞ < z ≤ 0). Satisfazendo essas condições, podemos utilizar o formalismo

das funções de Green G(x,x′) [33] para calcular as trações exercidas no substrato t(x′),

utilizando a seguinte integral de convolução

u(x) =

∫
G(x,x′)t(x′)dx′. (4.14)

Considerando que a força aplicada no substrato como uma força pontual, o substrato

elástico no TFM sobre as condições previamente descritas se comporta com um semi-

espaço elástico isotrópico. Uma solução conhecida para esse tipo de problema é a solução

de Boussinesq [32, 33]. Cuja solução está na forma da seguinte função de Green:

G(x) =
(1 + ν)

πEr3

 (1− ν) + νx2 νxy

νxy (1− ν) + νy2

 , (4.15)

onde r =
√
x2 + y2.

Nas experiencias de TFM com células, usamos uma espessura t́ıpica do substrato em

torno de 50 µm, entretanto por simplicidade [15] podemos desprezar as tensões verticais,

mantendo a condição de contorno para −∞ < z ≤ 0. Uma das formas para obter o tensor

de tração t(x′) na superf́ıcie de um material elástico isotrópico semi-infinito é resolvendo

a integral de convolução (4.14).

4.3 Fourier Transform Traction Cytometry FTTC

A função de Green é uma matriz 3×3 que descreve os deslocamentos do material

em três dimensões. No TFM é muito mais simples tratar com deformações em duas di-

mensões. Para tornar a função de Green aplicável apenas em duas dimensões, é necessário

o material elástico ser incompreenśıvel, ou seja, o raio de Poisson deve ser ν ≈ 0, 5 [15].

Nos experimentos de TFM, são utilizados filmes de poliacrilamida PAA (ν ≈ 0, 45).

Umas das formas de resolver a integral de convolução (4.14) é trabalhando no espaço
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4 Prinćıpios da Teoria da Elasticidade aplicados em Mecânica Celular

de Fourier [17], método conhecido por Fourier Transform Traction Cytometry FTTC [15].

O nosso objetivo é encontra as funções de Green para todos os pontos definidos em uma

superf́ıcie elástica de estudo. Por exemplo se essa superf́ıcie possuem um tamanho 4×4,

as funções de Green será uma matriz 4×4 da seguinte forma:

G =


G11(r1 − r

′
1) G12(r1 − r

′
1) G11(r1 − r

′
2) G12(r1 − r

′
2)

G21(r1 − r
′
1) G22(r1 − r

′
1) G21(r1 − r

′
2) G22(r1 − r

′
2)

G11(r2 − r
′
1) G12(r2 − r

′
1) G11(r2 − r

′
2) G12(r2 − r

′
2)

G21(r2 − r
′
1) G22(r2 − r

′
1) G21(r2 − r

′
2) G22(r2 − r

′
2)

 . (4.16)

Cada elemento da matriz pode ser escrito como uma função de Green da solução de

Boussinesq no espaço real:

G(r) =
(1 + ν)

πEr3

 (1− ν) + νx2 νxy

νxy (1− ν) + νy2

 , (4.17)

onde r =
√
x2 + y2.

Encontrando a função de Green para um elástico isotrópico semi-infinito, aplicamos a

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

teorema da convolução.

Definição 4.3.1 (Teorema da Convolução) Sendo f(x) e g(x) duas funções convolúıdas

no domı́nio do espaço, a transformada de Fourier da convolução é igual ao produto das

funções no domı́nio de Fourier:

(f ∗ g)(x) = h(x) =

∫ ∞
−∞

f(u) · g(x− u), (4.18)

a transformada de Fourier F da convolução (f ∗ g)(x) será

F{f ∗ g} = F{f} · F{g}, (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 espaço de Fourier é que as convoluções de funções se trans-

formam no produto das transformadas de Fourier de cada função [19]. Assim podemos

reescrever a integral (4.14) da seguinte forma:

t̃(κ) = G̃(κ)−1ũ(κ), (4.20)

onde t̃(κ), G̃(κ) e ũ(κ) são as transformadas de fourier do campo de tração, da função de

Green e do campo de deformação respectivamente, a função de Green em duas dimensões

no espaço de Fourier é:

G̃(κ) =
(1 + ν)

πEκ3

 (1− ν) + νκ2
x νκxκy

νκxκy (1− ν) + νκ2
y

 . (4.21)

Assim é posśıvel fazer a reconstrução do tensor tração t(x) voltando ao espaço real.

t(r′) = F−1
(
F{G(r− r′)}−1F{u(r)}

)
, (4.22)

onde F−1 é a transformada inversa de fourier o e t(r′) é o valor de tração para um único

ponto na superf́ıcie elástica.

A técnica FTTC garante um rápido 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 tensão σ são obtidos dividindo

o valor de tração t(r′) pela área unitária, por exemplo, a área unitária utilizada nesse

trabalho é de 14,08 µm2.

No Laboratório de Micro Reologia da USP, desenvolvemos uma versão do método

FTTC que calcula os valores de tensão ao longo do tempo σ(t) para intervalos de tempo

menores que 10 ms. Justamente para avaliar a atividade contráctil de cardiomiócitos

individuais in vitro.
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Caṕıtulo 5

Microscopia de Força e Tração TFM

A técnica experimental utilizada nesse trabalho é a Microscopia de Força de Tração

(TFM) mostrada na Figura 5.1, para obter o campo de tensão das células. Primeiro forma

obtidas 2900 imagens, correspondente a 20 segundos (velocidade da câmera é 145 fps) de

filmagem da célula aderida ao um substrato de poliacrilamida (PAA).

A rigidez da poliacrilamida deve ser controla a partir da proporção entre os monômeros

de acrilamida e bisacrilamida. Isso é necessário para mimetizar as condições de tecido onde

a célula integra. Cada tipo de célula requer uma rigidez espećıfica, para células card́ıacas

usamos a seguinte rigidez: E = 9.6 kPa. A célula se fixa através dos receptores de

integrina ao colágeno, que funciona como ECM. O colágeno que por sua vez está fixo ao

substrato de PAA.

O substrato de poliacrilamida está marcado com part́ıculas fluorescentes com 0.2 µm

de diâmetro. E registrado a fluorescência emitida pelas part́ıculas em movimento devido

a interação das células com o substrato.

O método computacional utilizado para reconstruir o campo de tração com base nas

imagens é o Fourier Transform Traction Cytometry (FTTC), finalizando com o processa-

mento numérico do campo de tração.

Para realizar o experimento, inicialmente é preparado um substrato elástico com po-

liacrilamida. A poliacrilamida é um gel cuja rigidez pode ser controlada a partir da

proporção entre monômeros de acrilamida e o crosslinker na solução a polimerizar.

Após ativar quimicamente a placa de Petri com fundo de vidro onde o gel será formado,

um volume determinado de solução a polimerizar é depositado sobre ele. Em seguida, uma

lamı́nula é colocada em cima para dar forma ao gel por capilaridade, depois de 20 minutos,

o gel estará polimerizado, bastando retirar a lamı́nula usada para dar forma.
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5 Microscopia de Força e Tração TFM

z x
13 μm50 μmSubstrato Flexível 

Nano esferafluorescenteReceptorde integrinaColagéno
Célula

(a)

z x
13 μm50 μmSubstrato Flexível 

Nano esferafluorescenteColagéno
Célula

(b)

y x
(c)

Figura 5.1: Experimento de TFM. (a) Primeiro as células são depositadas no substrato marcado com
nano part́ıculas fluorescentes. (b) Depois da adesão, a tensão produzida pelas células movimentam as nano
part́ıculas, resultando em um campo de deslocamento (c) Vista no plano xy do campo de deslocamento.

A próxima etapa é ativar a superf́ıcie com o crosslinker Sulfo-SANPAH. Assim, é

posśıvel marcar o gel com as part́ıculas fluorescentes e também depositar a matriz extra-

celular desejada, no caso, colágeno. 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 cardiomiócito neonatal. Em seguida obtêm imagens de fluorescência, primeiro com as

células no substrato, depois aplica a substância tripsina para retirar as células observadas

e em seguida, tire-se imagens sem as células no substrato (substrato não deformado).

A montagem do experimento de TFM foi desenvolvida no Laboratório de Micro Re-

ologia LabM2. As células de análise são mantidas em ambiente controlado feito por um

invólucro de acŕılico anexo ao microscópio (Figura 5.3), sua função é recriar adequada-

mente as condições de uma incubadora: 5% de CO2 e temperatura de 37oC.
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5 Microscopia de Força e Tração TFM

with agitation. Rinse activated coverslips with ddH2O several times, arrange
them on a coverslip rack, and dry in the desiccator. Activated coverslips can
be stored in vacuum desiccator for at least 2 weeks. Note that only the top surface
of each coverslip is activated and is able to bind PAAG covalently. Make
sure that you keep track of the top surface.

7. Preparemicroscope slideswith ahydrophobic surface:Use cleanKimWipe tissue to
coat one microscope slide for each 22!40 mm activated coverslip with Rain-X
(ITW Global Brands). Allow the slides to dry for 5–10 min, remove excess of
Rain-X with a KimWipe tissue, wash extensively with deionized water, and then
rinse several timeswithethanol.Makesure to removeall debris fromthe slides, since

Table 20.1 Composition of Acrylamide/Bisacrylamide Stock and Working
Solutions Required for Preparation of Polyacrylamide Traction Force
Microscopy (TFM) Substrates of Stiffness 2.3–55 kPa

Polyacrylamide gel stiffness (G)

2.3 kPa 4.1 kPa 8.6 kPa 16.3 kPa 30 kPa 55 kPa

Stock solution (can be stored up to a year at +4 "C)

40% Acrylamide
(mL)

3.75 2.34 2.34 3.00 3.00 2.25

2% Bisacrylamide
(mL)

0.75 0.94 1.88 0.75 1.40 2.25

dH2O (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 (mL) 125 200 200 250 250 333

Red fluorescent
beads (mL)

7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5

Far-red fluorescent
beads (mL)

7.5 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5

10% Ammonium
persulfate (mL)

2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

TEMED (mL) 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75

ddH2O (mL) 357 282 282 232 232 163

Use indicated 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,N0,N0-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:

G ¼ E

2ð1 + sÞ
where s is Poisson’s ratio.
Data in this table were obtained from Yeung et al. (2005) and confirmed by Aratyn-Schaus et al. (2010).

37920.1 Materials

Figura 5.2: Concentração de acrilamida e bisacrinamida e soluções de trabalho utilizadas para a pre-
paração dos substratos de poliacrilamida com rigidez controlada utilizados no TFM [34].
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5 Microscopia de Força e Tração TFM

A estrutura de acŕılico é conectada (por um tubo flex́ıvel e resistente ao calor) ao

aquecedor de ar controlado por um microcontrolador. O microcontrolador (Figura 5.3)

monitora a temperatura interna da caixa de acŕılico mantendo o sistema estável nas

proximidades de (36 ± 1)oC. Próximo à objetiva (dentro do invólucro de acŕılico), um

segundo sistema de incubação (Warner Instrument Corporation, TC-324B) mantém as

células aquecidas a (37± 0.1)oC, em uma atmosfera de 5% de CO2.

7

1

2

3

4

5

6

Figura 5.3: Montagem experimental do TFM modificado para alta velocidade de captura desenvolvido
pelo LabM2. 1) incubador de acrilico, 2) microscópio (Leica DMI 4000B), 3) base motorizada para o
controle dos eixos x e y, 4) câmera (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 microscópio como se estivessem na incuba-

dora, permitindo experimentos com longos peŕıodos e a utilização da mesma amostra para

diversas aquisições de imagens. A câmera utilizada para o TFM é a Andor Neo sCMOS.

Esta câmera é de alta velocidade podendo chegar a 1000 fps.
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5 Microscopia de Força e Tração TFM

8
9

10

Figura 5.4: Montagem experimental do TFM modificado para alta velocidade de captura desenvolvido
pelo LabM2. 8) humidificador, 9) controle externo da velocidade de captura da câmera, 10) aquecedor.
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5 Microscopia de Força e Tração TFM

Figura 5.5: Imagens de células card́ıacas com a sua área de adesão delimitada para o calculo das tensões
usando o FFTC, no software do TFM, delimitamos a área que corresponde a área da célula na imagem
do substrato elástico com as part́ıculas fluorescentes.
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5 Microscopia de Força e Tração TFM

Dessa forma, obtemos os valores de tensão para cada célula em função da posição e

do tempo, entretanto é necessário fazer o processamento e analise desses resultados.
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Caṕıtulo 6

Métodos Numéricos para Análise de Dados

Nesse caṕıtulo mostramos os métodos numéricos utilizados para o análise dos dados

provenientes do software do TFM. Utilizamos como hipótese que o sinal de tensão ao

longo do tempo teria uma caracteŕıstica oscilatória, onde os métodos apresentados são

adequados para sinais periódicos.

6.1 Mapeamento Bidimensional do Dados

As imagens obtidas no TFM consistem em matrizes i×j onde cada elemento da ma-

triz corresponde a um pixel da imagem. Um número de imagens com o mesmo tamanho

são obtidas de forma sequencial ao longo do tempo, registrado o movimento das nano-

part́ıculas fluorescentes anexas ao substrato elástico. Pelo fato das part́ıculas estarem fixas

ao substrato, este movimento corresponde a própria deformação do substrato, provocado

por uma célula, por exemplo.

Conhecendo a rigidez do substrato elástico, além dos valores de deformação e tempo

é posśıvel estimar os valores de tensão 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 tensão tangencial σx,σy por elemento (pixel), como mostrado na Figura 6.1.

A forma geral do resultado é uma matriz multidimensional de ı́ndices i, j, l, σx e

σy, onde i e j correspondem a posição do pixel na imagem, l é o ı́ndice da imagem na

sequência temporal 1, 2, . . . n e σx e σy são as componentes da tensão tangencial como

mostrado na Figura 6.1. Note que o tempo t em que cada imagem foi fotografada é

dado por t(l) = 1
f

onde f é a frequência de amostragem (no caso 145 fps), n é o número
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(a) (b) (c)

Figura 6.1: Esquema da análise de imagens de TFM, as Figuras (a), (b) e (c) correspondem a três
imagens sequenciais da mesma célula com suas respectivas matrizes onde cada elemento possui os valores
de tensão tangencial (σx,σy) aplicadas ao substrato elástico.

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

colocado apenas a resultante tangencial da tensão aplicada ao substrato flex́ıvel, ou seja:

σi,j(l) =
√
σi,j(l)2

x + σi,j(l)2
y. No exemplo Eq.(6.1) abaixo, cada elemento da matriz é

atribúıdo a um valor de tensão σi,j(l)
σ1,1(l) σ1,2(l) σ1,3(l)

σ2,1(l) σ2,2(l) σ2,3(l)

σ3,1(l) σ3,2(l) σ3,3(l)

 . (6.1)

Cada elemento (i,j) da Matriz Eq.(6.1) possui uma variável σi,j(l), que significa a

tensão tangencial resultante ao longo de l = 1, 2, . . . n para o elemento (i,j). Uma forma

simplificada de analisamos essas variáveis é o obtendo o valor médio 1
n

∑n
l=1 σi,j(l) de cada
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elemento da matriz. Utilizando a Eq.(6.1), o resultado é a Matriz Eq.(6.2)


1
n

∑n
l=1 σ1,1(l) 1

n

∑n
l=1 σ1,2(l) 1

n

∑n
l=1 σ1,3(l)

1
n

∑n
l=1 σ2,1(l) 1

n

∑n
l=1 σ2,2(l) 1

n

∑n
l=1 σ2,3(l)

1
n

∑n
l=1 σ3,1(l) 1

n

∑n
l=1 σ3,2(l) 1

n

∑n
l=1 σ3,3(l)

 . (6.2)

onde estão localizados os valores médios das variáveis σi,j(l). Esta medida tem o signifi-

cado da tensão 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 região aleatória de

6 imagens consecutiva da Tabela 6.1 e aplicar o método.

Tabela 6.1: Tabela contendo valores para as variáveis σi,j(l) do exemplo (6.1) e l = 1, 2, . . . 6.

Variável
l

l = 1 l = 2 l = 3 l = 4 l = 5 l = 6

σ0,0(l) 0 0 0 0 0 0
σ0,1(l) 1 2 0 1 0 2
σ0,2(l) 2 4 1 4 2 0
σ1,0(l) 0 6 4 2 4 2
σ1,1(l) 6 4 6 4 2 2
σ1,2(l) 6 0 6 6 6 6
σ2,0(l) 8 4 8 4 8 4
σ2,1(l) 8 6 8 6 8 6
σ2,2(l) 10 6 10 4 12 6

Com os valores médios de cada variável da Tabela 6.1 é gerado o mapa de cores da

Figura 6.2 abaixo, os valores dos eixos vertical i e horizontal j indicam a variável σi,j,

o valor dentro do quadrado correspondente o valor médio dessa variável, dependendo do

valor médio é atribúıdo uma cor do gradiente de cores. Os mapas de cores serão utilizados

para representar uma matrizes com grande número de elementos.

A próxima análise consiste em avaliar o grau de correlação entre os diferentes sinais

de tensão produzidos pela célula. Para quantificar é utilizado uma matriz de correlação

dos sinais de tensão σi,j(l) associados a cada elemento (i,j) das imagens de TFM.

A matriz de correlação é uma matriz bidimensional composta pelos coeficientes de

correlação das diversas variáveis entre si. A utilidade desta na visualização esta na ob-

servação de prováveis correlações entre duas ou mais variáveis. Basicamente, o coeficiente

de correlação ρ entre duas variáveis indica o comportamento linear entre elas, ou seja, caso
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0 1 2

0

1

2

0 1 2

3 4 5

6 7 8

0

2

4

6

8

Figura 6.2: Mapa de cores obtido com os valores da Tabela 6.1, os valores dos eixos vertical i e horizontal
j indicam a variável σi,j , o valor dentro do quadrado correspondente a certa variável é o seu valor médio
1
6

∑6
l=1 σi,j(l), associado a uma cor da barra de cores.

uma variável aumenta com o aumento da outra, temos uma correlação positiva (ρ > 0),

se uma variável diminui com o aumento da outra, temos uma correlação negativa (ρ < 0).

O coeficiente de correlação usando para calcular a correlação entre as variáveis foi o coe-

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

ρ
(
σ, σ

′
)

=

∑n
l=1(σl − σ̄)(σ

′

l − σ̄
′
)√∑n

l=1(σl − σ̄)2
√∑n

l=1(σ
′
l − σ̄

′)2
, σ̄ =

1

n

n∑
l=1

σl, σ̄
′
=

1

n

n∑
l=1

σ
′

l . (6.3)

Para exemplificar, será usada uma matriz de correlação com valores mostrados na

Tabela 6.2. Esses valores correspondem aos coeficientes de correlação entre duas variáveis

(exemplo: ρ(σ2,2(l), σ1,1(l)) = 0.4).

Note que apenas os elementos abaixo da diagonal estão preenchidos. Isso porque na

Tabela 6.2, o grupo de variáveis nas colunas é o mesmo grupo de variáveis nas linhas,

tornando os elementos de acima da diagonal idênticos aos elementos abaixo da diagonal

(exemplo: ρ(σ1,1(l), σ2,2(l)) = ρ(σ2,2(l), σ1,1(l))).

O próximo passo é contabilizar para cada variável da Matriz 6.1, um valor que indique

o quão esta correlacionada com ao resto do grupo de variáveis. Para isso podemos contar

o número de vezes em que a correlação dessa satisfaz um limiar. Nesse exemplo usamos

como limiar ρ ≥ 0.5. Portanto, esse valor significa o número de variáveis σi,j(l) onde a

correlação é ρ ≥ 0.5. Entretanto, deve ser desconsiderado dessa análise a correlação de

uma determinada variável com ela mesma, porque não acrescenta informação á medida

visto que essa correlação é sempre igual a 1. Por exemplo, usando os dados da Tabela

6.2, o elemento σ1,1 tem nota 4.
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Tabela 6.2: Matriz de correlação, matriz composta pelos coeficientes de correlação de um grupo de
variáveis σ. Arbitrariamente, foi estimado apenas os elementos abaixo da diagonal (σi,j onde i = j), não
contabilizando correlações repetidas, por exemplo ρ(σ1,1(l), σ2,2(l)) = ρ(σ2,2(l), σ1,1(l)).

Variável
Variável

σ1,1(l) σ1,2(l) σ1,3(l) σ2,1(l) σ2,2(l) σ2,3(l) σ3,1(l) σ3,2(l) σ3,3(l)

σ1,1(l) 1.0
σ1,2(l) 0.6 1.0
σ1,3(l) 0.5 0.7 1.0
σ2,1(l) 0.3 0.1 0.8 1.0
σ2,2(l) 0.4 0.3 0.9 0.5 1.0
σ2,3(l) 0.1 0.6 0.7 0.9 0.8 1.0
σ3,1(l) 0.9 0.1 0.5 0.6 0.5 0.3 1.0
σ3,2(l) 0.2 0.9 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 1.0
σ3,3(l) 1.0 0.2 0.2 0.4 0.5 0.7 0.1 0.8 1.0

Chamando essa nota de C e dividindo por 10−2N , ondeN é o número total de variáveis.

Quantifica-se a porcentagem Cρ = C
10−2N

das variáveis onde determinada variável possui

correlação ρ que satisfaz o limiar. Aplicando esse método para o exemplo da Matriz (6.2)

os valores de cada elemento são:


4

9·10−2 = 44% 4
9·10−2 = 44% 7

9·10−2 = 78%

5
9·10−2 = 56% 5

9·10−2 = 56% 5
9·10−2 = 56%

4
9·10−2 = 44% 3

9·10−2 = 33% 4
9·10−2 = 44%

 = (6.4)


44% 44% 78%

56% 56% 56%

44% 33% 44%

 . (6.5)

O elementos (i,j) da Matriz (6.5) são os valores Cρ das variáveis σi,j(l) da Tabela

6.2. Por exemplo, o elemento (1,1) é igual a 44%, isso significa que a variável σ1,1(l) da

Tabela 6.2 tem correlação ρ ≥ 0.5 com 44% do grupo de variáveis analisadas. Avaliando

estatisticamente a formação de agregados (grupos de elementos) com diferentes faixas

de correlação, podemos implementar o mapas de cores da Figura 6.2 para simplificar a

visualização dos agregados.

As células card́ıacas neonatais podem se contrair de forma espontânea e periódica,
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a tensão tangencial resultante σi,j(l) =
√
σi,j(l)2

x + σi,j(l)2
y no substrato varia de forma

periódica ao longo do tempo. Além disso nos diferente pontos da célula a frequência de

contração é a mesma. Portanto, um outro tipo de análise realizada em conjunto com o

método citado é o uso de transformadas integrais para avaliar o sinal de tensão tangencial

resultante. Chamamos esse sinal de contração celular σ(l).

6.2 Métodos de Análise de Sinais

6.2.1 Transformada de Fourier

A Transformada de Fourier (FT) é uma ferramenta amplamente utilizada para analise

de dados (funções matemáticas, medidas experimentais e etc), de forma simplificada, a

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

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

de Fourier é definida como a distribuição complexa X(ω) tal que:

x(t) =
1

2π

∫ ∞
−∞

X(ω)eiωtdω. (6.6)

Inicialmente é necessário definir os tipos de sinais que podem se aplicar a Transformada

de Fourier. Os sinais devem corresponder hipoteticamente, à medição de uma grandeza

f́ısica num sistema fisicamente realizável.

Portanto é posśıvel fazer uma considerável simplificação, todos os sinais irão satisfazer

as condições de convergência da Transformada de Fourier (condições de Dirichilet). Sinais

f́ısicos necessariamente atendem a tais condições, sendo que sinais que não o fazem não

podem ser empiricamente produzidos.

Definição 6.2.2 (Condições de Dirichilet) Um sinal x(t) ∈ D é definido como uma

distribuição que satisfaz às condições de Dirichilet:

1.
∫
T
|x(t)|dt <∞ ∀T ;

2. x(t) possui um número finito de mı́nimos e máximos em todo intervalo T ;

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

De acordo com esta definição, os sinais podem ser, por exemplo, descont́ınuos, o que se

aproxima do comportamento de muitos sinais f́ısicos. Esta é uma das razões para definir

sinais no conjunto das distribuições, e não no conjunto das funções continuas.

Para compreender o significado da distribuição complexa X(ω), ela será decomposta

em sua representação polar, na forma:

X(ω) = ρ(ω)eiθ(ω). (6.7)

Substituindo na integral em (6.6):

x(t) =
1

2π

∫ ∞
−∞

ρ(ω)eiθ(ω)eiωtdω (6.8)

=
1

2π

∫ ∞
−∞

ρ(ω)ei(ωt+θ(ω))dω. (6.9)

Um das propriedades da distribuição X(ω) na forma (6.7), é que ρ(ω) deve ser uma

distribuição real par, enquanto θ(ω) deve ser uma distribuição real ı́mpar. Essas condições

garantem que x(t) seja uma distribuição real. Então:

x(t) =
1

2π

∫ 0

−∞
ρ(ω)ei(ωt+θ(ω))dω +

1

2π

∫ ∞
0

ρ(ω)ei(ωt+θ(ω))dω (6.10)

=
1

2π

∫ ∞
0

ρ(ω)
(
ei(ωt+θ(ω)) + e−i(ωt+θ(ω))

)
dω. (6.11)

Usando a fórmula de Euler, é posśıvel mostrar que:

cos(ωt+ θ) =
1

2

(
ei(ωt+θ) + e−i(ωt+θ)

)
. (6.12)

Substitúıdo esta relação em (6.11), leva a:

x(t) =
1

π

∫ ∞
0

ρ(ω) cos(ωt+ θ(ω))dω. (6.13)

Da relação (6.13), as funções ρ(ω) e θ(ω) podem ser interpretadas da seguinte maneira.

A distribuição ρ(ω) traz a informação sobre quais cossenoides existem no sinal x(t), e quais

as suas amplitudes. A distribuição θ(ω) informa qual é o defasamento entre as diversas

cossenoides do sinal x(t). Geralmente X(ω) é chamando de espectro de frequência, devido
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a sua conotação de informar as frequências de um determinado sinal x(t). Porém, para

analise de sinais emṕıricos, é necessário obter uma aproximação da Transformada de

Fourier através de calculo numérico. O calculo pode ser realizado considerando o sinal

x(t) constitúıdo por valores discretos e igualmente espaçados no tempo, esta operação

denomina-se Transformada Discreta de Fourier (DFT).

Definição 6.2.3 (Transformada Discreta de Fourier) Sendo x(t) um sinal constitúıdo

por valores discretos e igualmente espaçados no tempo, sua Transformada Discreta de

Fourier é definida como a distribuição complexa X(ω) tal que:

X(ω) =
1

N

N−1∑
t=0

x(t)e−iω
2πt
N . (6.14)

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

método só pode ser aplicado para conjunto de dados com numero de potência de 2.
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Figura 6.3: Mais exemplos de sinais log-periódicos f(t) = cos(ω ln(tc − t)) mostrados para t =
1, 2, 3 . . . 216 com tc = 216 + 1 e ω = 30 (a), ω = 20 (b), ω = 10 (c), juntamente com os seus espec-
tros de potência 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)

é uma técnica de análise espectral, desenvolvida por Lomb (1976) [35] e modificado por

Scargle (1982) [35]. Diferente do espectro da Transformada Rápida de Fourier (FFT), o

periodograma de Lomb-Scargle pode ser aplicado a series temporais não espacializadas
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no tempo, sendo também uma técnica de analise por mı́nimos quadrados.

Ele fornece uma boa aproximação para o espectro obtido com ajuste por mı́nimos

quadrados aos dados e traçando a redução na soma dos reśıduos contra a frequência.

Este método de mı́nimos quadrados ou espectro, proporciona a melhor medida prove-

nientes das diferentes frequências para a variância global de dados e pode ser considerada

como a extensão natural de métodos de Fourier para dados não-uniformes.

Definição 6.2.4 (Periodograma de Lomb-Scargle) Para uma serie temporal X(tn),

onde n = 1, 2, . . . , N , o periodograma de Lomb-Scargle Px(ωi), considerando Xz(tn) =

X(tn)−µ
σ

=
X(tn)− 1

N

∑N
n=1X(tn)

1
N−1

∑N
n=1(X(tn)− 1

N

∑N
n=1X(tn))

é

Px(ωi) =
1

2


[∑N

n=1 Xz(tn) cos(ωi(tn − ε))
]2

∑N
n=1 cos2(ωi(tn − ε))

+

[∑N
n=1 Xz(tn) sin(ωi(tn − ε))

]2

∑N
n=1 sin2(ωi(tn − ε))

(6.15)

sendo ωi = 2πfi e fi > 0, i = 1, 2, . . . , N . Onde o valor de ε (dependente de ωi) é definido

como:

tan(2ωiε) =

∑N
n=1 sin(2ωitn)∑N
n=1 cos(2ωitn)

. (6.16)

Segundo Scargle [35], a estimativa espectral Px(ω) = 1
N

∣∣∣∑N
n=1 Xne

−iωn
∣∣∣2 obtida a

partir do periodograma modificado (6.15) possúı a mesma distribuição exponencial tanto

para dados igualmente espaçados quanto para dados não espaçados. O valor de ε na

equação (6.15) torna o periodograma invariante sobre um deslocamento constante nos

tempos amostrados, isso equivale ao ajuste mı́nimos quadrados de uma função de senos e

cossenos da forma h(t) = sin(ωt) + cos(ωt) [35], a minimização resulta segundo [35], em∑N
n=1 cos(ωi(tn − ε)) sin(ωi(tn − ε)) = 0, isso equivale a equação (6.16).

O periodograma de Lomb-Scargle não só avalia a ordem dos dados de entrada, mas os

instantes de tempo em que foram coletados, fazendo correções estat́ısticas justamente para

analise de series temporais não especializada no tempo. Decompondo dados numéricos

em somas de seno e cosseno.
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Figura 6.4: Exemplos de sinais log-periódicos f(t) = cos(ω ln(tc − t)) mostrados para t = 1, 2, 3 . . . 216,
fazendo a substituição τ ≡ ln(tc − t), com tc = 216 + 1 e ω = 30 (a), ω = 20 (b), ω = 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 domı́nio da frequência de um sinal, obtido com a transformada de

Fourier FT mostra a informação do sinal completo. Entretanto, haveria a dificuldade de

analisar o sinal em determinados intervalos de tempo ∆t, isso poderia ser contornado com

a aplicação de varias FT nos diferentes intervalos de tempo utilizando o periodograma de
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Lomb-Scargle (PLS) por exemplo, porem é necessário o ajuste desse intervalo para cada

tipo de sinal, o que não é prático em algumas situações. Nesse aspecto, a transformada

de Wavelet WT pode contornar esse problema, desde que satisfaça algumas condições.

Nesse tipo de transformada, o sinal não é analisado no domı́nio das frequências, mas no

domı́nio das escalas.

Para que uma determinada função ψ(t) seja considerada uma wavelet, ela deve satis-

fazer duas caracteŕısticas:

Definição 6.2.5 (Condições para wavelet) Um sinal ψ(t) é definido como uma wa-

velet que satisfaz às condições:

1. A área total sob a curva da função é 0, ou seja
∫∞
−∞ ψ(t)dt = 0;

2. A energia da função é finita, ou seja
∫∞
−∞ |ψ(t)|2dt < L L ∈ N.

As funções ψ(t) pertencem ao conjunto das funções quadrado integráveis. Essas

condições diferencia a wavelet da analise de Fourier, devido ao fato que a analise de

Fourier utiliza funções seno e cosseno que são periódicas e infinitas. Dessa a forma a

transformação de wavelet é caracterizada como um operador local no domı́nio do tempo.

Definição 6.2.6 (Transformada de Wavelet cont́ınua) Sendo x(t) um sinal cons-

titúıdo por valores discretos e igualmente espaçados no tempo, sua Transformada Discreta

de Fourier é definida como a distribuição complexa X(ω) tal que:

W (a, b) =

∫ ∞
−∞

f(t)
1√
|a|
ψ∗
(
t− b
a

)
dt. (6.17)

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

formações da variação em certas bandas de frequências ou detectar estruturas locais pre-

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

W (a, b) =

∫ ∞
−∞

f(t)
1√
|a|
ψ∗
(
t− b
a

)
dt (6.18)

onde ψ∗(t) é o conjugado da função wavelet ψ(t) escolhida, a e b são valores de escala.

Basicamente a transformada de wavelet decompõem um sinal em varias funções wavelet

ψ(t) ao longo de t, para cada t haverá os valores a e b, no qual a mudança de escala
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Figura 6.5: Wavelet Molet.

ψ
(
t−b
a

)
que melhor se correlaciona com o sinal em t. Como a função wavelet ψ(t) já é

definida, a transformada de wavelet analisa o sinal no domı́nio das escalas (a, b), gerando

um escalograma.

Diferente da transformada de Fourier que decompõem o sinal em termos de cossenoides

e senoides, analisando o sinal no domı́nio da frequência, gerando um espectro. Além disso,

com a transformada de Fourier é posśıvel analisar a variação de frequência ao longo do

tempo, fixando um de intervalo ∆t (janela), vendo a frequência em cada janela. Entretanto

a transformada de wavelet também fornece a frequência ao longo do tempo conhecendo

ψ
(
t−b
a

)
. A vantagem da transformada de wavelet é que não é necessário fixar uma janela

∆t para determinar a frequência do sinal ao longo do tempo. Dentre as funções de wavelet

dispońıveis, utilizamos a função a Molet: ψ(l) =
(
e−il − 1√

e

)− 1
2
l2

[19], para analisar os

sinais de tensão.
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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 frequência com o tempo. Notamos que a transformada de wavelet mostra
as mudanças de frequência no sinal ao longo do tempo, enquanto o periodograma de lomb mostra as os
valores frequência do sinal.
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Caṕıtulo 7

Resultados e Discussões

Nesse trabalho, mensuramos alguns parâmetros mecânicos de células card́ıacas neona-

tais, aderidas em um substrato elástico bidimensional, utilizando dados coletados de ex-

perimentos de TFM, caracterizando o sinal de tensão mecânica 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 Laboratório

de Micro Reologia LabM2 da USP. Os resultados desse trabalho foram obtidos após o pro-

cessamento das imagens de TFM, onde extráımos as informações sobre o comportamento

mecânico de células card́ıacas neonatais.

7.1 Descrição das Amostras

As amostras consistem em um grupo de 50 cardiomiócitos neonatais de rato (ver 3.3),

coletadas no Instituto do Coração do Hospital das Cĺınicas INCOR. Após a extração,

as células foram cultivadas em uma superf́ıcie de poliacrilamida (PAA) recoberta com

colágeno e rigidez igual a 9.6 kPa. São obtidas as imagens de fluorescência do TFM

depois de 24h, com a maturação das adesões focais e mais 72 h em cultura para o inicio

da contração ćıclica das células.

As imagens de fluorescência do TFM da contração de células foram produzidas no

Laboratório de Micro Reologia LabM2 da USP. A câmera captura imagens a uma taxa de

145 imagens por segundo ou 145 fps. Inicialmente foram obtidas em torno de 2900 ima-

gens de cada cardiomiócito ou 20 s de contração, logo em seguida os cardiomiócitos foram

submetidos a uma concentração de 10 µM de isoproterenol, servido como um est́ımulo

qúımico, provocando um aumento da frequência de contração. Posteriormente foram no-
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Figura 7.1: Conjunto de imagens de microscopia de contraste de fase de alguns cardiomiócitos neonatais
do grupo de amostra, lembrando que a amostra possui 50 cardiomiócitos que foram utilizados para obter
os resultados descritos no caṕıtulo.

vamente obtidas 2900 imagens de cada cardiomiócito. A próxima etapa é a aplicação da

substância tripsina que remove as células do substrato para obter as imagens do subs-

trato sem quaisquer deformações, justamente para calcular as deformações provocadas

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

isoproterenol.

Finalizando a de captura das imagens de TFM dos cardiomiócitos neonatais, temos

a etapa de processamento das imagens para o cálculo das tensões aplicadas ao longo do

tempo, com auxilio de um software desenvolvido pelo LabM2, calculamos os valores de

tensão com base na deformações, verificadas com a movimentação da part́ıculas fluores-

centes durante a captura das imagens. No software delimitamos a área das células usando

uma imagem de contraste de fase, cada imagem é comparada com imagem após a remoção

das células, dessa forma é reconstrúıdo o sinal de tensão ao longo do tempo para cada

ponto (x,y) da célula. Com o término do processamento das imagens, temos uma matriz

σ(t, x, y) que corresponde o valor de tensão para cada instante de tempo t para cada

ponto (x,y) da célula. Na Figura 7.2 temos três sinais de contração celular, sobrepostos

no mesmo gráfico, que mostra a tensão σ em função do tempo t, cada sinal corresponde

a um ponto (x,y) diferente da célula.

Figura 7.2: Conjunto de sinais de tensão (em pascal Pa) produzido por uma cardiomiócito neonato
em três posições diferentes da célula, mostrado para t = 1

145 ,
2

145 . . .
1000
145 s, o sinal possui uma frequência

ω ≈ 2.3hz. O valor 1
145 corresponde ao intervalo entre duas imagens.

Portanto, as amostras são matrizes σ(t, x, y) com os valores de tração provenientes

aos 50 cardiomiócitos neonatais, onde cada cardiomiócito possui duas matrizes: σ(t, x, y),

correspondente ao valores de tração no estado basal da célula e σiso(t, x, y), correspondente
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ao valores de tração com a aplicação do isoproterenol na célula. Utilizando esse grupo de

dados realizamos algumas análises sobre a dinâmica de contração ćıclica dessas células.

7.2 Área de Adesão Celular

A área de adesão celular é a região onde a célula adere no substrato através de forças

de actina-miosina e mediadas por integrina, a integrina adere ao colágeno presente no

substrato elástico, mimetizando a rigidez do tecido, mas restringindo a célula em uma

superf́ıcie, o que é distinto em um tecido, onde a célula esta restrita a um volume.

Mensuramos a área de adesão celular fazendo o calculo do número de pixeis que a

célula aderida ocupa na imagem de constate de fase, sabendo o número de pixeis, fazemos

a conversão de pixel para µm2 (usamos o valor 0,22 µm2/pixel que é definido pela câmera

usada no experimento). Os valores de área obtidos diferem de célula para célula, portanto,

verificamos a distribuição de áreas para o grupo de cardiomiócitos.
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Figura 7.3: Densidade de probabilidade dos valores de área de adesão celular para o grupo de amostras
n = 50, temos seu ajuste normal, onde µ = 1862 µm2 e s = 670.12 µm2.

Na Figura 7.3 temos a densidade de probabilidade emṕırica das áreas de 50 células

(n = 50), para o ajuste da distribuição emṕırica de área, usamos uma distribuição normal

f(x) =
1

s
√

2π
e−

1
2(x−µs )

2

, (7.1)

onde x é a área, µ a média dos valores e s o desvio padrão dos valores de área.
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Figura 7.4: Probabilidade acumulada dos valores de área de adesão celular para o grupo de amostras
n = 50, além disso, temos seu respectivo ajuste normal.

Para visualizar o ajuste normal, geramos o gráfico de probabilidade acumulada das

distribuições. A Figura 7.4 mostra as probabilidades acumuladas tanto da distribuição

de áreas quanto da distribuição normal de ajuste. O ajuste mostra que a distribuição

que mais se adequa aos valores de área de adesão celular é a distribuição normal com

um valor médio de aproximadamente 1862µm2. Uma justificativa para que tenha essa

distribuição é a aleatoriedade com que os cardiomiócitos são aderidos ao substrato, além

disso a célula dispõe de certa quantidade de energia e volume para aderir mantendo

pequenas flutuações de área porém aleatórias e consequentemente se distribuindo como

uma distribuição normal.

7.3 Tensão Média

O mapa de tensão mostra um movimento oscilatório do valor de tensão ao longo do

tempo, para cada posição da área de adesão celular, por esse motivo utilizamos o valor

médio para representar a magnitude do valor de tensão por posição. Como exemplo,

temos a Figura 7.5 que mostra o mapeamento dos valores médios de tensão em função da

posição σ(x, y) de alguns cardiomiócitos.

Analisando os mapas de tensão média para o grupo de amostras com n = 50, verifica-

mos que os valores médios são maiores em determinadas regiões e que estas se distribuem

próximas as bordas das células.
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Figura 7.5: Gráficos do mapeamento da tensão media em função da posição, no gráfico temos como
exemplo 6 cardiomiócitos neonatais, onde o gradiente de cores indica a intensidade do valor de tensão
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 tensão média de cada intervalo de tempo, para observar uma posśıvel variação da

posição das regiões de alta tensão. O resultado foi uma permanecia dessas regiões entre

os intervalos de tempos.

Quanto aos valores de tensão, sua magnitude é acima dos 1000 Pa nas regiões de alta

tensão, esses valores decaem até 200 a 100 Pa no centro da célula. Nesse sentido, o mais

provável é que os valores de alta tensão são adesões focais desenvolvidas, enquanto os

valores de baixa tensão são adesões focais imaturas ou regiões não aderidas. As regiões

de alta tensão se distribuem de forma discreta, apresentando de 2 a 5 regiões próximas as

bordas de acordo com as amostras estudadas. A tensão varia de acordo com a posição.

Presumidamente, a célula executa a atividade contrátil de forma discreta e organizada

nas bordas, dependente da suas condições iniciais de adesão, visto que não houve alterações

significativas da distribuição das tensões na superf́ıcie de adesão.

7.4 Amplitude de Contração

Um dos parâmetros utilizados no estudo do sinal mecânico dos cardiomiócitos é a

amplitude de contração, ela representa a variação entre o maior σMax(t) e o menor σMim(t)

valor de tensão durante um ciclo de tempo t, ou seja:

A = σMax(t)− σMim(t), (7.2)

A amplitude mostra o quanto de força ou energia a célula esta gastando para manter

a contração durante o ciclo em espećıfico. Para o estudo dos cardiomiócitos utilizando a

amplitude, calculamos os seus valores para cada posição (x, y) da área de adesão celular e

mapeamos os seus valores. Como exemplo, temos a Figura 7.6 que mostra o mapeamento

dos valores de amplitude em função da posição A(x, y) de alguns cardiomiócitos.

Analisamos os mapas de amplitude para o grupo de amostras com n = 50, verificamos

que os valores de amplitude são maiores na regiões de adesão focal e que estas se distri-

buem próximas as bordas das células. As regiões de grande amplitude se distribuem de

forma discreta, apresentando de 2 a 5 regiões próximas as bordas de acordo com as amos-

tras estudadas. Esse resultado corrobora com o resultado anterior que a célula executa a

atividade contrátil de forma discreta e organizada nas bordas. Sendo que o resultado ante-
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Figura 7.6: Gráficos do mapeamento da amplitude de contração em função da posição, no gráfico temos
como exemplo 6 cardiomiócitos neonatais, onde o gradiente de cores indica a intensidade do valor da
amplitude de contração.
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rior é uma consequência deste resultado. Mostrando que mecanicamente, o cardiomiócito

possui uma atividade contrátil discreta em regiões ao longo da sua borda e que esse é

o padrão de adesão em superf́ıcies mimetizadas. Essas superf́ıcies elásticas, que apesar

de serem limitadas a v́ınculos mecânicos em duas dimensões, garante a permanência das

adesões focais e da atividade contrátil destas células, com a possibilidade de obter o sinal

de output mecânico de contração.

Em resumo, o resultado mostra onde a célula gasta energia para executar especifica-

mente a atividade de contração, esta por sua vez esta distribúıda em determinadas regiões,

geralmente ao longo da borda devido condições iniciais de adesão.

7.5 Distribuição das Amplitudes

A amplitude varia de acordo com a posição (x, y), indicando uma distribuição. Diante

dessa observação, uma das abordagens para o estudo das propriedades mecânicas dos

cardiomiócitos, é o estudo das distribuições de probabilidade das amplitudes de contração.

Nesse aspecto, obtivemos as distribuição de valores de amplitude das células enquanto

estavam aderidas ao substrato.
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Figura 7.7: Densidade de probabilidade dos valores de amplitude de contração para uma única célula
com amplitudes de até 500 Pa, onde temos um ajuste normal sobreposto com um ajuste log-normal.

Analisamos as distribuições de amplitude para o grupo de amostras com n = 50, cada

distribuição correspondente aos valores de amplitude de um único cardiomiócito. Essa

distribuição emṕırica foi comparada com distribuições teóricas conhecidas, dentre essas
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Figura 7.8: Densidade de probabilidade dos valores de amplitude de contração para uma única 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 distribuições emṕıricas das

amplitudes de duas células do grupo de amostras. Para o ajuste das distribuições, foi

utilizado a distribuição log-normal, sendo esta a que melhor se ajustou as amostras.

f(x;µ, s) =
1

xs
√

2π
exp

[
−(ln(x)− µ)2

2s2

]
(7.3)

Para visualizar o ajuste log-normal, geramos o gráfico de probabilidade acumulada

das distribuições. As Figuras 7.7 e 7.8, mostra as probabilidades acumuladas tanto da

distribuição das amplitudes quanto da distribuição log-normal de ajuste.

O ajuste mostra que a distribuição que mais se adequa aos valores de amplitude de

contração é a distribuição log-normal com um valor médio de aproximadamente 350 Pa.

Uma justificativa para que tenha essa distribuição é a aleatoriedade com que os uma

grande parte das amplitudes dos cardiomiócitos se distribuem, entretanto existe uma

pequena parte significativa que gera assimetria a direita, caracteŕıstica da distribuição

log-normal, além disso a célula dispõe de certa quantidade de energia e volume para

aderir, mantendo pequenas flutuações de área, porém aleatórias e consequentemente se

distribuindo como uma distribuição log-normal.

Eles indicam que existe variabilidade na distribuição das trações, entretanto são dis-

tribuições especificas. A maior parte dos valores de σ̄(x, 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 contração para uma única 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 contração para uma única célula
com amplitudes de até 900 Pa, onde temos um ajuste normal sobreposto com um ajuste log-normal.

Isso significa que durante a contração ćıclica das células, em boa parte da área de adesão

celular, as tensões aplicadas não são significativas enquanto em uma região especifica

ocorre tensão efetivas de resposta da célula a rigidez do substrato.
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7.6 Grau de Correlação

O grau de correlação como descrito no caṕıtulo 5, mostra o quanto um sinal de de-

terminada posição e semelhante com os demais, fazendo uma analogia com o numero de

ligações de determinado nó, onde o critério para a conectividade é o coeficiente de cor-

relação. No caso dos cardiomiócitos, as regiões de maior grau de correlação são as que

possuem maior atividade contrátil, não necessariamente as regiões que possuem maiores

valores de tensão. Entretanto, considerando o fato de que o sinal de contração é gerado

pelas regiões de adesão focal, a correlação nessas posições em especifico serão maiores.

Para quantificar o grau de correlação em cada ponto (x,y), vamos usar o coeficiente

de correlação Cρ(x, y) (ver caṕıtulo 5), onde o limiar de correlação agora é ρ ≥ 0.99.

Se Cρ(x, y) = 60%, significa por exemplo, que a contração nesse ponto esta fortemente

correlacionada com 60% da área total de adesão celular. Alem disso, foi utilizado um

critério para decidir quais posições (x,y) serão analisadas. Se o valor ser σ̄(x, y) ≥ 50 Pa,

o valor de Cρ(x, y) é contabilizado no mapa, se o valor for σ̄(x, y) < 50 Pa, Cρ(x, y) = 0. O

critério é usado para diferenciar a área de adesão celular com atividade contrátil e agilizar

o calculo numérico. Essa regra é utilizada poprque nem toda posição possui atividade

contrátil, e portanto, não possuindo quaisquer correlação com as outras regiões. Como

exemplo, temos a Figura 7.11 que mostra o mapeamento dos valores de correlação em

função da posição σ(x, y) de alguns cardiomiócitos.

Analisados os mapas de correlação para o grupo de amostras com n = 50, verificamos

que os seus valores são maiores na regiões de adesão focal e que estas se distribuem

próximas as bordas das células. As regiões de grande correlação também se distribuem

de forma discreta, apresentando de 2 a 5 regiões próximas as bordas de acordo com as

amostras estudadas.

O resultado mostra que as regiões com alta correlação coincide com as regiões de

maior atividade contrátil. Além disso, temos o fato de que todos os sinais mecânicos

produzidos pela célula possuem a mesma frequência, mas alterando a amplitude do sinal

com a posição, dessa maneira podemos presumir que a célula possui duas regiões distintas

do ponto de vista mecânico.
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Figura 7.11: Gráficos do mapeamento do grau de correlação em função da posição, no gráfico temos
como exemplo 6 cardiomiócitos neonatais, onde o gradiente de cores indica a intensidade do valor do
grau de correlação.
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A região primeira corresponde a sinais de baixa amplitude e consequentemente baixa

correlação, onde as tensões geradas são provenientes de adesões focais imaturas ou efeito

de amortecimento das regiões de alta amplitude. A segunda região é provavelmente onde

as fibras de tensão estão fixadas e consequentemente existe uma maior atividade contrátil

e maior correlação, visto que os sinais mecânicos dessa região também possuem a mesma

frequência.

Apesar de serem regiões de maior atividade contrátil, e significativamente importante

para a atividade mecânica da célula, elas possuem valores discretos, apresentando em

determinados pontos ao longo da borda e em menor quantidade quando comparado com

a região de baixa atividade contrátil. Essa caracteŕıstica foi observada em praticamente

todas as amostras usadas ao longo do trabalho.

Quanto a magnitude dos valores de correlação ρ ≥ 0.99, na maioria dos caso encon-

tramos baixas porcentagens de correlação algo em torno de 5% a 15%, em poucos caso

esses valores são maiores, como o exemplo da Figura 7.11 onde uma das células alcança

uma porcentagem de 50%.

Em resumo, o resultado mostra onde a célula gasta energia para executar especifi-

camente a atividade de contração, esta por sua vez esta distribúıda em determinadas

regiões de forma sincronizada com os demais sinais, geralmente ao longo da borda devido

condições iniciais de adesão. E que superf́ıcies mimetizadas produzidas com gel de poli-

acrilamida conseguem induzir mecanicamente cardiomiócitos neonatais a gerar um sinal

output mecânico de contração ćıclica de forma discreta e sincronizada nas adesões focais.

7.7 Orientação das Tensões

Além da magnitude das tensões aplicadas pelos cardiomiócitos é posśıvel determinar a

direção e o sentido destas em cada posição da área de adesão celular. A orientação do vetor

de tensão é calculado usando a seguinte expressão: tan(θ) = σy(t)

σx(t)
. Entretanto o valor de θ

pode variar no tempo pelo fato de tanto σy(t) quanto σx(t) serem dependentes do tempo.

Diante desta possibilidade, determinamos o campo vetorial das tensões aplicadas pelos

cardiomiócitos amostrados.

A Figura 7.13 mostra o campo vetorial durante o máximo valor de tensão de alguns

cardiomiócitos. Foi sobreposto curvas de ńıvel, correspondentes aos valores de correlação
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para verificar a relação entre as regiões de alta atividade contráctil e a orientação das prin-

cipais tensões (tensões de maior magnitude). A Figura 7.13 mostra a mudança do campo

vetorial em diferentes instantes tempo do ciclo de contração, comparando os diferentes

campos vetoriais.

Como resultado, os vetores de tensão se orientam para dentro do corpo da célula, onde

nas principais tensões surgem das regiões de maior atividade contráctil. Verificamos que

ao longo do ciclo de contração, os valores de θ têm pequenas flutuações (∆θ ≈ π
18

rad) nas

regiões de maior atividade contráctil ou adesões focais, mas esses os vetores de tensão não

mudavam de sentido durante todo o ciclo.

Nesse aspecto, as células possuem uma orientação definida. Além disso, observamos

que os vetores de tensão das adesões focais em grande parte, estão alinhas entre se.

Com base nesses resultados, temos a evidencia que após a maturação das adesões

durante o processo de adesão da célula ao substrato, os cardiomiócitos mantem uma

orientação definida das principais tensões (tensões da adesão focal) ao longo do ciclo

contráctil, alterando apenas o valor de magnitude das tensões σ(t) =
√
σx(t)2 + σy(t)2.

A Figura 7.13 mostra um desenho esquemático desta dinâmica durante o ciclo, em

cada posição no ciclo (A, B, C) temos uma configuração diferente dos campo de tensão,

entretanto a orientação das principais tensões não alterou de maneira significativa durante

o ciclo, as tensões de baixa magnitude possuem uma alternação da orientação expressiva

e até uma mudança no sentido.

Uma Justificativa para esse resultado é que nas adesões focais existe uma atividade

contráctil unidirecional promovida pela fibras de tensão, elas contraem para dentro da

área celular. Nas tensões de baixa magnitude temos a predominância de rúıdo o que

provoca uma mudança aleatória na sua orientação.

Os resultados apresentados até agora possuem como caracteŕıstica parâmetros mecânicos

dependente da posição (x,y). Quanto as orientações nas regiões de alta amplitude, evi-

denciamos um comportamento multipolar, caracterizando uma anisotropia do campo de

tensão dessas células.

62



7 Resultados e Discussões

2 4 6 8
Correlação (%)

5 10 15
Correlação (%)

2 4 6
Correlação (%)

2 4 6 8
Correlação (%)

10 20 30 40 50
Correlação (%)

1 2 3 4 5
Correlação (%)

10µm

10µm

10µm

10µm

10µm

10µm

Figura 7.12: Gráficos do campo de tensão sobreposto com as curvas de ńıvel de correlação, no
gráfico temos como exemplo 6 cardiomiócitos neonatais, onde o gradiente de cores das curvas indica a
intensidade do valor do grau de correlação.
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Figura 7.13: Gráficos do campo de tensão sobreposto com as curvas de ńıvel de correlação para varias
etapas do ciclo, no gráfico temos como exemplo um único cardiomiócito neonatal, onde o gradiente de
cores das curvas indica a intensidade do valor do grau de correlação.

64



7 Resultados e Discussões

42
44

46
480

5060
55 52

0

50

200

400

45 54

600

40

800

1000

35

Figura 7.14: Gráfico da tensão média em conjunto com as curvas de ńıvel de correlação, a tensão
média esta no eixo z do gráfico enquanto no plano xy temos a posição, este gráfico esta em conjunto com
as curvas de ńıvel de correlação e orientação das tensões aplicadas.
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7.8 Análise dos Sinais de Contração Ćıclica

Uma das abordagens utilizadas para o estudo da mecânica dos cardiomiócitos, foi a

análise dos sinais de resposta mecânica dos cardiomiócitos, quando estes estavam aderidos

em uma superf́ıcie mimetizada. Basicamente foi obtido o sinal de tensão em função do

tempo do grupo de amostras descrito anteriormente, usando a Microscopia de Força e

Tração TFM. O valor de tensão em função do tempo σ(t) é calculado da seguinte forma:

σ(t) = σx,y(t) =
√
σx(t)2 + σy(t)2, (7.4)

onde σx(t) e σy(t) são as componentes da tensão aplicadas no substrato, o sinal corres-

ponde a contração ćıclica da célula ao longo do tempo.

A Figura 7.15 mostra um desses sinais gerados, onde o valor de tensão σ(t) é depen-

dente do tempo t, destacamos a forma do ciclo ampliada nesta Figura.
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Figura 7.15: Gráfico do sinal de tensão ao longo do tempo de um cardiomiócito, mostrando a variação
da tensão em um intervalo de 5 segundo a frequência do sinal foi estimada em 1,03 hz. Destacamos uma
parte do sinal para mostrar a sua forma.

Inicialmente fizemos uma análise espectral do sinal de tensão dos cardiomiócitos em

estado basal e com est́ımulo qúımico, utilizando a transformada de wavelet em conjunto

com o periodograma de lomb. A transformada de wavelet é usada para detectar posśıveis

alterações no sinal ao longo do tempo, dessa forma podemos observar como o sinal de
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tensão se comporta ao longo do tempo, caso houve quaisquer alteração no sinal, seja ela

na forma, frequência ou amplitude do ciclo.

Os escalogramas de wavelet dos sinais de tensão (utilizando a função de molet), mos-

traram que não houve alterações na forma do ciclo, frequência efetiva e nem amplitude

de contração no cardiomiócitos do grupo de amostras como podemos observar em dois

exemplos das Figuras 7.16 e 7.17.

Por esse motivo se torna valido a aplicação do periodograma de lomb mesmo com

posśıveis flutuações no tempo de contração, sendo que a frequência e a forma do sinal

permanecem a mesmas.
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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 tensão (no centro) de um cardiomiócito no estado basal, sendo posśıvel
determinar a sua alternação na forma e frequência ao longo do tempo, no caso a frequência foi estimada
em 1,03 Hz.
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Figuras 7.16 e 7.17 mostram dois exemplos da analise de sinais de tensão, onde foi

obtido a transformada de wavelet em conjunto com o periodograma de lomb de dois

sinais de tensão com frequências distintas. O sinal da Figura 7.16 possui uma frequência

de 1,03 hz, o sinal da Figura 7.16 possui uma frequência de 2,48 hz, ambos verificados pelo

periodograma e pela transformada de wavelet sendo que neste caso é a frequência dividido

por 145, que corresponde ou fps (frames por segundo) da câmera durante o experimento.

Foram calculados todos os valores de frequência do grupo de amostras n = 50 no estado

basal e com est́ımulo, cujo resultado será 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 tensão (no centro) de um cardiomiócito no estado basal, sendo posśıvel
determinar a sua alternação na forma e frequência ao longo do tempo, no caso a frequência foi estimada
em 2,48Hz.
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O fato do sinal de tensão manter a sua forma, além de ter uma amplitude constante ao

longo do tempo é uma evidência importante para a validação de cardiomiócitos neonatais

isolados como posśıveis modelos in vitro do tecido ou órgão card́ıaco, visto que essas células

possuem um comportamento definido (possibilitando a caracterização) e uma amplitude

constate sendo que apesar de ter uma frequência caracteŕıstica, esta pode variar de acordo

com o est́ımulo.

Esse resultado mostra que a resposta mecânica dos cardiomiócitos ao microambiente

celular onde eles foram cultivados é bem definida, pois mantêm a sua forma de oscilação

ao longo do tempo. Esta forma de oscilação caracteriza a resposta mecânica dessas células

ao microambiente celular mimetizado.

Tendo em vista que o sinal mecânico possui uma estabilidade ao longo do tempo,

fizemos o estudo destes sinais quanto a tensão e a variação de tensão do grupo de amostra,

verificado para diferentes valores de frequência apresentados pelos cardiomiócitos. A

resolução 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 resolução 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 frequências diferentes. O valor de tensão em

função do tempo σ(t), além disso os sinais da Figura 7.18 são gerados pelas regiões de

maior atividade contrátil, notamos que com o aumento da frequência existe uma dimi-

nuição do tempo de relaxamento ∆σ(t) = 0 e que os sinais possuem um comportamento

oscilatório, entretanto essa oscilação não é harmônica. A forma do ciclo permanece a

mesma e todo o peŕıodo de contração.
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Figura 7.18: Conjunto de sinais de tensão σ(t) para diferentes frequências de células em estado basal,
estes sinais foram obtidos da regiões de alta atividade contrátil destas células. Do sinal de cima para o
sinal de baixo temos as respectivas frequências de contração: f1 = 1, 03 Hz, f2 = 1, 65 Hz, f3 = 2, 07 Hz
e f4 = 2, 48 Hz.
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Obtendo o sinal de tensão em função do tempo, foi calculado o sinal de velocidade

de contração dσ(t)
dt
≈ ∆σ(t)

∆t
em função do tempo. A Figura 7.19 mostra um conjunto de

velocidade de contração dos sinais correspondente a quatro células distintas do grupo de

amostra. O valor de velocidade de contração em função do tempo é usado o seguinte

calculo numérico:

dσ(t)

dt
≈ ∆σ(t)

∆t
=
σ(ti)− σ(ti−1)

ti − ti−1

, (7.5)

onde ∆t = ti − ti−1 = 7 ms é o tempo entre dois frames.

O sinal de velocidade de contração é bem definido para diferentes frequências de con-

tração das células, apresentando varias etapas no sinal (mudanças na velocidade), corres-

pondente a contração e relaxamento das células.
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Figura 7.19: Conjunto de sinais de variação de tensão ∆σ(t)
∆t para diferentes frequências de células em

estado basal, estes sinais foram obtidos da regiões de alta atividade contrátil destas células. Do sinal de
cima para o sinal de baixo temos as respectivas frequências de contração: f1 = 1, 03 Hz, f2 = 1, 65 Hz,
f3 = 2, 07 Hz e f4 = 2, 48 Hz.
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Se observamos detalhadamente o sinal de velocidade da contração, notamos que este

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

sinal começa em uma suposta região de relaxamento I onde ∆σ(t)
∆t

= 0, a região II ocorre

um aumento abrupto da velocidade, em III temos uma redução abrupta acompanhado da

região IV que corresponde a uma redução amortecida até 0. Em V temos novamente uma

redução abrupta acompanhado da região VI que corresponde a uma aumento abrupto,

por ultimo temos a região aumento amortecido VII, fechando o ciclo.
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Figura 7.20: Ampliação da forma do sinal de variação de tensão ∆σ(t)
∆t , neste gráfico podemos perceber

que a variação da tensão muda conforme a sua posição no ciclo, sendo positivo na contração e negativo no
relaxamento. Neste gráfico separamos em sete regiões (I, II, III, IV, V, VI), conforme a taxa de variação
de tensão, o sinal é de uma célula em estado basal com frequência de 1,03 Hz.

Dessa forma, as regiões caracterizam cada etapa do ciclo contráctil, onde a região I é

a zona de latência, as regiões II, III e IV caracterizam a contração e gasto de energia da

célula e as regiões V, VI e VII caracterizam o relaxamento e recuperação de energia da

célula e retorno para a zona de latência I.
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Figura 7.21: Ampliação da forma do sinal de variação de tensão ∆σ(t)
∆t , neste gráfico podemos perceber

que a variação da tensão muda conforme a sua posição no ciclo, sendo positivo na contração e negativo
no relaxamento. Neste gráfico as regiões III-IV e VI-VII possuem praticamente a mesma inclinação, o
sinal é de uma célula em estado basal com frequência de 2,48 Hz.

Agora, se observamos detalhadamente o sinal de velocidade da contração para altas

frequências, notamos algumas diferenças nas regiões, primeiro existe uma redução da

região de latência I, as regiões III e IV começam apresentar praticamente a mesma in-

clinação, isso ocorre também com as regiões VI e VII que também começam apresentar a

mesma inclinação.

Essas observações evidenciam que o sinal de tensão e o sinal de variação de tensão,

possuem uma mudança na forma de oscilar de acordo com a frequência de contração,

caracterizando o estado de contração. Para baixas frequências temos, uma oscilação

que tende para uma oscilação amortecida, enquanto para altas frequências temos, uma

oscilação tendendo para uma oscilação harmônica.
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Um estudo feito em paralelo com a análise de sinais de tensão em estado basal, foi

o estudo dos sinais de tensão com um est́ımulo qúımico. O est́ımulo é realizado com a

aplicação de uma substancia chamada isoproterenol

O isoproterenol é uma substância que aumenta a frequência card́ıaca, recomendado

para o tratamento de bradicardia (frequência card́ıaca baixa). Atuando nos receptores β1

e β2 da célula card́ıaca, a tabela 7.1 mostra as informações qúımicas do isoproterenol e a

Figura 7.22 mostra a sua estrutura molecular.

Tabela 7.1: Tabela com as informações qúımicas do Isoproterenol

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

Fórmula Molecular C11H17NO3

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

Figura 7.22: Estrutura molecular do Isoproterenol.

Em nossos experimentos de TFM, o isoproterenol foi utilizado em uma concentração

de 10 µM, dilúıdo no meio de cultura celular. Nesse trabalho constatamos o aumento

efetivo de frequência com aplicação do isoproterenol em ńıvel celular.

A Figura 7.23 mostra o que acontece com o sinal de tensão antes e após a aplicação

do isoproterenol, inicialmente percebemos um aumento da frequência de contração, o

sinal antes tinha uma frequência de 1,03 Hz e depois da aplicação do isoproterenol, a

frequência aumentou para 2,27 Hz. Entretanto esta variação depende de célula para

célula, especificamente da frequência basal (será explicado mais adiante), mas em todos

os casos houve um aumento da frequência de contração

Um outro aspecto relevante é que praticamente não houve uma variação percept́ıvel

da amplitude de contração. Sugerindo que a aplicação do isoproterenol não cause um

aumento da força celular, mas um aumento da potência celular, visto que um aumento

da frequência indica um maior gasto energético ao longo do tempo.
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Figura 7.23: Alteração da frequência do sinal de tensão com aplicação do isoproterenol, temos dois
sinais de tensão do mesmo cardiomiócito, o de cima esta em estado basal com frequência de fbas = 1, 03
Hz, enquanto o de baixo teve a sua frequência alterada para fiso = 2, 27 Hz com isoproterenol.

Na Figura 7.24 mostra o que acontece com o sinal de variação de tensão antes e após a

aplicação do isoproterenol, o sinal tinha uma frequência de 1,03 Hz e depois da aplicação

do isoproterenol, a frequência aumentou para 2,27 Hz. Quando comparamos a variação

do sinal com isoproterenol, notamos que as alterações no sinal são as mesmas entre sinais

com frequências diferentes em estado basal, visto que tanto o sinal de tensão quanto o

sinal de variação de tensão são os mesmos dos sinais de alta frequência encontrados nos

cardiomiócitos em estado basal.

Esse resultado traz uma informação importante sobre o funcionamento do cardi-

omiócito, sendo que para a concentração de isoproterenol de 10 µM os efeitos qúımicos

não provocam alterações na forma do sinal, isso significa que apesar dessa substancia

alterar a frequência de contração, esta não provoca a mudança da função contráctil.

Em resumo, não é posśıvel distiguir entre um sinal de um cardiomiócito 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 são semelhantes. Além disso,

a célula mantem a sua atividade contráctil caracterizada pelo sinal de tensão, mostrado

na Figura 7.18 e pelo sinal de variação de tensão, mostrado na Figura 7.19.
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Entretanto é posśıvel mensurar a variação de frequência com a aplicação do iso-

proterenol. Cada célula tem uma variação de frequência, escrita da seguinte forma:

∆f = fiso − fbas, onde fbas é a frequência basal e fiso é a frequência com aplicação

de isoproterenol.
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Figura 7.24: Alteração da frequência do sinal de variação tensão com aplicação do isoproterenol, temos
dois sinais de tensão do mesmo cardiomiócito, o de cima esta em estado basal com frequência de fbas =
1, 03Hz, enquanto o de baixo teve a sua frequência alterada para fiso = 2, 27Hz com isoproterenol.

A variação de frequência entre estado basal e isoproterenol não é constante, muda

de célula para célula. Frente a esse resultado, decidimos estudar tanto a distribuição de

frequências no estado basal quanto as correlações entre elas.

7.9 Frequência de Contração Basal e Estimulada

Em nossos resultados, verificamos que os cardiomiócitos possuem frequências de 1 Hz

até 3 Hz, essa variabilidade ocorre em grupos de células sobre as mesmas condições de

cultura, a única diferença são as suas condições iniciais de adesão ao substrato. Onde

apresentam áreas de adesão 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 distribuições de frequência basal e com isoproterenol do grupo de amos-

tras com n = 50 (basal) e n = 30 (isoproterenol). Essas distribuições foram comparada

com distribuições teóricas conhecidas, dentre essas fizemos o ajuste dos dados.

Na Figura 7.25, temos as distribuições emṕıricas de frequência de um grupo de amos-

tras em estado basal e de frequências de um grupo de amostras com isoproterenol. Para

o ajuste das distribuições, foi utilizado a distribuição normal que melhor se ajustou as

amostras. As duas distribuições de frequência foram sobrepostas onde o valor medio de

frequência basal é 2 Hz e o valor medio de frequência com isoproterenol é 2,8 Hz, além

disso, temos uma região de sobreposição das duas distribuições. Note que essa região

começa depois da frequência 2 Hz, indicando que para valores acima de 2 Hz, não teŕıamos

como diferenciar entre o estado basal e o estado estimulando com base na frequência, visto

que nessa região é preenchida por ambas as distribuições.
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Figura 7.25: Gráfico de densidade de probabilidade dos valores de frequência, as distribuições de
frequência basal FN e frequência estimulada FI foram colocados de forma sobreposta no mesmo gráfico,
para verificar as suas diferenças. Além disso, temos seus respectivos ajustes normais.

Para visualizar o ajuste normal, geramos o gráfico de probabilidade acumulada das

distribuições. A Figura 7.26, mostra as probabilidades acumuladas tanto da distribuição

das frequências quanto da distribuição normal de ajuste, os valores de frequência estimu-

ladas com isoproterenol estão acima dos 2 Hz, e que só a distribuição de frequência basal

apresenta valores de frequência abaixo de 2 Hz. Além disso, na medida que valores de

frequência aumentam, a distância entre as curvas diminui.
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Figura 7.26: Gráfico de densidade de probabilidade acumulada dos valores de frequência, as distribuições
de frequência basal FN e frequência estimulada FI foram colocados de forma sobreposta no mesmo gráfico,
para verificar as suas diferenças. Além disso, temos seus respectivos ajustes normais.

Os gráficos mostram que quando essas células contraem ciclicamente em microambi-

ente mimetizado sem quaisquer restrição de área de adesão, estas possuem uma distri-

buição de frequências normal ou Gaussiana. Isso também é valido para a distribuição de

frequências estimuladas com isoproterenol.

Uma justificativa para que tenha essa distribuição é a aleatoriedade com que os cardi-

omiócitos são aderidos ao substrato, mantendo pequenas flutuações aleatórias frequência

e consequentemente se distribuindo como uma distribuição normal.

Agora, vamos correlacionar os valores de frequência basal e frequência com isoprote-

renol com a área de adesão celular. Os dados utilizados para essa análise estão na Tabela

7.2, onde temos os valores de frequência basal e frequência com isoproterenol de vários

cardiomiócitos, com as suas respectivas áreas de adesão.
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Tabela 7.2: A tabela mostra um conjunto de parâmetros mecânicos de um grupo de 30 cardiomiócitos
neonatais do tipo WT, para cada amostra temos os seguintes parâmetros: frequência basal fbas, frequência
com isoproterenol fiso e área de adesão celular.

Amostra
Variável

fbas(Hz) fiso(Hz) Área(µM2)

1 1,66 2,90 901
2 1,45 2,69 1788
3 2,07 3,00 2041
4 1,65 2,80 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 2380
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 gráfico de frequência basal em função da área de adesão

celular. Como resultado imediato, notamos que esses valores não possuem quaisquer

correlação. Isso não significa que a frequência não dependa da área de adesão celular,

apenas que nesse tipo medida não foi encontrado uma tendência entre esses valores.

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

gráfico de frequência estimulada em função da área de adesão celular. Como resultado
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Figura 7.27: Gráfico com os valores de frequência basal FN em função da área de adesão celular A,
nesse gráfico temos um ajuste linear FR(A) = 0, 0003A+ 1, 328, onde R2 = 0, 15.

imediato, novamente que esses valores não possuem quaisquer correlação.
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Figura 7.28: Gráfico com os valores de frequência com isoproterenol FI em função da área de adesão
celular A, nesse gráfico temos um ajuste linear FI(A) = 0, 0002A+ 2, 389, onde R2 = 0, 14.

Esse resultado mostra que a frequência basal e frequência com isoproterenol não podem

ser correlacionados com a área da célula aderida a um substrato mimetizado. Entretanto,

apesar de desconhecemos as causas que modulam frequência basal, podemos verificar o

quanto esta frequência interfere em um est́ımulo, visto que a variação de frequência não

é constante para uma mesma dosagem de isoproterenol.

O fato da variação de frequência não ser constante para uma mesma dosagem de

isoproterenol nos leva a fazer uma análise da relação entre a frequência basal e o acréscimo

de frequência com a aplicação de isoproterenol, esse acréscimo percentual pode ser escrito
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da seguinte forma:

P =
∆f

fbas
=
fiso − fbas

fbas
=
fiso
fbas
− 1 (7.6)

P =
fiso
fbas
− 1 (7.7)

onde P é o percentual de acréscimo, fbas é a frequência basal e fiso é a frequência com

aplicação de isoproterenol.

A Figura 7.29 mostra os valores de percentual de acréscimo P = fiso
fbas
−1 em função dos

valores de frequência basal fbas. Para gerar o gráfico utilizamos uma amostragem igual a

n = 30, que corresponde ao número de cardiomiócitos do grupo de amostras que foram

posśıveis obter os valores de frequência basal e frequência com isoproterenol.
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Figura 7.29: Gráfico do valor de percentual de acréscimo de frequência P = fiso
fbas
− 1 em função da

frequência basal FN, nesse gráfico temos um ajuste gaussiano P (FN) = 1, 2e( 0,8−FN
1,1 ), onde R2 = 0, 8.

O resultado mostra que percentual de acréscimo decai com o aumento da frequência

basal, na Figura 7.29 utilizamos uma função gaussiana para o ajuste dos dados, apresen-

tando o menor erro dentre os tipos de ajustes conhecidos, isso não significa que o valor de

P se comporta como uma função gaussiana, mas que para a quantidade de dados amos-

trados, esta função é a que melhor se ajusta aos dados. O fato importante desse resultado

é o decaimento de P em função da frequência basal.

Na Figura 7.30 temos um mapeamento dos valores de P em função da frequência basal

e da área de adesão, as regiões com os maiores valores de P são aquelas onde a frequência

basal e baixa o que corrobora com os resultado anterior.

A evidência do decaimento de P em função da frequência basal, mostra por premissa,
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que o cardiomiócito possui uma frequência limite superior. O isoproterenol atua nos

receptores β1 e β2 da célula card́ıaca, alterando a frequência card́ıaca. A existência de

uma frequência limite superior é um indicativo que nessas condições, a célula estaria acima

da sua capacidade contráctil, e que esta por sua vez possui um mecanismo que module a

frequência para valores regulares de frequência durante o est́ımulo qúımico.

Por esse motivo o acréscimo de frequência é variável para uma mesma dosagem de iso-

proterenol, provavelmente existem outros parâmetros envolvidos, um deles é a frequência

basal da célula, mostrado nesse trabalho como um resultado do uso das propriedades

mecânicas para elucida fenômenos fisiológicos da célula card́ıaca.
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Figura 7.30: Gráfico do mapeamento do percentual de acréscimo de frequência P em função da
frequência basal e da área de adesão celular, nesse gráfico podemos identificar uma região de máximo
estimo, o valor de P é maior.
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7.10 Modelo de Oscilador para a Contração Ćıclica

Com a geração dos gráficos de tensão e o de variação de tensão, tentamos elucida

o comportamento dinâmico do cardiomiócito, associando este a um modelo de oscilador

conhecido.

Os cardiomiócitos estudados apresentam uma curva caracteŕıstica de velocidade, ela

não tem a forma da curva de velocidade do movimento harmônico (altas frequências),

entretanto, estas curvas se assemelham com a curva de velocidade de uma oscilação não-

linear, especificamente o oscilador de Van Der Pol

d2σ(t)

dt2
− µ

(
1− σ2(t)

) dσ(t)

dt
+ σ(t) = 0, (7.8)

Apesar do oscilador de Van Der Pol não ter uma solução anaĺıtica, este pode ser

solucionado numericamente, a Figura 7.31 mostra a solução numérica do oscilador.
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Figura 7.31: Gráfico da solução do oscilador de Van Der Pol para µ = 3, no gráfico temos a solução

σ(t) (curva em preto) e a sua derivada dσ(t)
dt (curva em vermelho).

Entretanto, observando os gráficos da Figuras 7.18 e 7.19, notamos que o sinal de

tensão e variação de tensão comparado com a solução do modelo esta invertido. Na

Figura 7.32, geramos as soluções do oscilador de Van Der Pol invertidas no tempo fazendo

a seguinte transformação t = tf − t onde tf é o ultimo instante de tempo. Com isso, as

soluções das Figura 7.32 ficam invertidas.

Cada uma das soluções da Figura 7.32 apresentam um valor de µ. Do sinal de cima

para o sinal de baixo temos os respectivos valores de µ: µ1 = 1, µ2 = 2, µ3 = 3 e µ4 = 4.

Uma propriedade do oscilador de Van der Pol é que quando o valor de µ aumenta, a

frequência de oscilação diminui, como é mostrado na Figura 7.33.

Se a dinâmica contráctil do cardiomiócito 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 soluções σ(t) do oscilador de Van Der Pol inverso para diferentes valores de

µ, no gráfico temos a solução σ(t) (curva em preto) e a sua derivada dσ(t)
dt (curva em vermelho), do sinal

de cima para o sinal de baixo temos os respectivos valores de µ: µ1 = 1, µ2 = 2, µ3 = 3 e µ4 = 4.

podemos gerar o retrato de fase do sinal de tensão e verificar o que acontece quando a

frequência da célula aumenta.

Nessa próxima análise, usamos os dados de contração e velocidade para gerar os retra-

tos de fase emṕıricos da contração ćıclica. Comparando a duas situações distintas, quando

eles estavam no estado basal e quando eles foram submetidos ao isoproterenol.
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Figura 7.33: Evolução do ciclo limite no plano de fase do oscilador inverso de Van Der Pol em função de
µ. O ciclo limite começa como um ćırculo e, com variação de µ, fica cada vez mais ńıtido. Um exemplo
de um oscilador de relaxamento.

O retrato de fase representa as curvas das soluções de um sistema dinâmico no plano

(y, dy
dx

), este plano é chamado de espaço de fase. A geometria e trajetória das curvas revela

informações sobre a existência de atratores, repulsores e ciclos limites.

Utilizamos os valores de contração σ(t) e velocidade de contração ∆σ(t)
∆t

para gerar os

retratos de fase da dinâmica contráctil das células. Comparamos os retratos de fase com

o aumento da frequência entre células em estado basal e para um aumento de frequência

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 tensão com frequência de 1,03 Hz, enquanto da direita, temos o

retrato de um sinal de tensão com frequência 2,48 Hz. Os retratos de fase gerados formam

curvas fechadas, essas trajetórias caracterizam o ciclo limite, que aparece em ambos os
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Figura 7.34: Retrato de fase emṕırico de dos sinais de tensão de frequências basais diferentes, no retrato
de fase da esquerda temos um sinal com frequência de 1.03 Hz, ajustamos uma solução do oscilador de
Van Der Pol inverso (curva cinza) com µ = 1, 5, o retrato de fase da direita temos um sinal com frequência
de 2,48 Hz, ajustamos uma solução do oscilador de Van Der Pol inverso (curva cinza) com µ = 0, 5.

gráficos da Figura 7.34.

Ajustamos essas trajetórias as curvas das soluções de Van Der Pol, no retrato de fase

a esquerda, utilizamos uma solução com µ = 1, 5 e no retrato de fase a direita, utilizamos

uma solução com µ = 0, 5. Isso esta de acordo com o previsto pelo modelo de Van Der

Pol, sendo que pelo fato do gráfico da esquerda possuir uma frequência menor do que o

gráfico da direita, o seu valor de µ deve ser maior do o gráfico da direita.

Observando as Figuras 7.35, temos dois retratos de fase, o da esquerda é o retrato

de fase de um sinal de tensão com frequência de 1,03 Hz, enquanto da direita, temos o

retrato do mesmo sinal de tensão estimulado com isoproterenol, com uma frequência 2,27

Hz. Os retratos de fase gerados formam curvas fechadas, essas trajetórias caracterizam o

ciclo limite, que aparece em ambos os gráficos da Figura 7.35.
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Figura 7.35: Retrato de fase emṕırico do mesmo sinal de tensão com frequência basal e frequência com
isoproterenol, no retrato de fase da esquerda temos o sinal com frequência basal de 1.03 Hz, ajustamos
uma solução do oscilador de Van Der Pol inverso (curva cinza) com µ = 1, 5, o retrato de fase da direita
temos o mesmo sinal com aplicação de isoproterenol, onde a frequência é 2,27 Hz, ajustamos uma solução
do oscilador de Van Der Pol inverso (curva cinza) com µ = 0, 5.

O resultado mostra que o sinal de tensão se comportou como um oscilador não-linear,

especificamente o oscilador de Van Der Pol invertido nos dois casos, tanto entre frequências

no estado basal quanto pelo comparativo entre frequência basal e frequência com isopro-

terenol. Onde a análise do retrato de fase nos mostra uma evidência desse fato.

O fato do cardiomiócito se comportar mecanicamente como um oscilador de Van Der

Pol é importante, porque mostra que uma célula card́ıaca aderida em um microambiente

mimetizado, restrito a uma superf́ıcie bidimensional exerce funções mecânicas semelhan-

tes ao órgão 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-

cilação relativamente constante ao passo que o peŕıodo de oscilação pode facilmente ser

alterado. Isso tem relação com o comportamento do coração, sendo que para manter um
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fluxo sangúıneo regular é necessário ter uma amplitude de oscilação mecânica constante,

entretanto a frequência de batimento card́ıaco deve ser facilmente alterado dependendo a

situação. Agora o fato do cardiomiócito se comportar especificamente como um oscilador

de Van Der Pol invertido esta relacionado com o fato da célula ter uma contração abrupta

seguida de um relaxamento amortecido que muitas vezes ocorre em várias etapas.
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Caṕıtulo 8

Conclusões

Ao longo desse trabalho, estudamos as propriedades mecânicas da contração ćıclica,

executada por células card́ıacas isoladas, aderidas em superf́ıcie mimetizada. Estuda-

mos de forma bidimensional, através dos mapas de tensão, mapas amplitude, mapas de

correlação e orientação das tensões aplicadas ao substrato. Estudamos de forma unidi-

mensional, através do sinal de tensão ao longo do tempo.

Inicialmente, relatamos que a área de adesão celular se distribui de forma aleatória,

especificamente uma distribuição normal, concluindo que os cardiomiócitos quando ade-

ridos possuem flutuações de área de adesão condicionadas a uma distribuição normal.

Através da análise bidimensional das trações celulares aplicadas ao substrato, conclúımos

que as tensões de maior magnitude são discretas e aplicadas próximo as bordas das células.

Onde, em uma grande parte da área de adesão celular, as tensões aplicadas não são signi-

ficativas, enquanto em uma região especifica ocorre tensões efetivas de maior magnitude,

promovida pelas fibras de tensão, evidenciando uma atividade contráctil discreta ao longo

da área de adesão.

O resultado encontrado com os mapas de amplitude de contração, corrobora com

o resultado anterior, mostrando que essas regiões possuem altas amplitudes e conse-

quentemente, um maior gasto energético. Além disso, temos os mapas de correlação,

que indicam que as regiões de maior atividade contráctil possuem alta correlação. Mos-

trando que superf́ıcies mimetizadas com gel de poliacrilamida conseguem induzir meca-

nicamente cardiomiócitos neonatais, a gerar um sinal de output mecânico de contração

ćıclica. Apresentando um comportamento multipolar de zonas de atividade contráctil sem

restrições geométricas subcelulares, mas com restrição dimensional (adesão bidimensional)

e dinâmica (coeficiente de Poisson próximo de 0,5).
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Um dado interessante obtido sobre os valores de amplitude, é que as células card́ıacas

estudadas possuem uma distribuição log-normal quanto as valores de amplitude dis-

tribúıdos pela área de adesão celular.

Quanto aos mapas de orientação, conclúımos que os cardiomiócitos possuem uma ani-

sotropia quanto a orientação das tensões, sendo direcionadas para o centro da célula,

promovida pelos seus multipolos de atividade contráctil. Entretanto o número de polos é

variado devido as condições iniciais de adesão do cardiomiócito, não havendo a possibili-

dade de modulação da quantidade de polos (regiões de maior atividade contráctil).

O estudo do sinal de contração gerado pelas trações aplicadas ao substrato, nos mostra

a caracteŕıstica oscilatória dessas células. Conclúımos que a resposta mecânica dos cardi-

omiócitos ao microambiente celular é bem definida, pois mantem a sua forma de oscilação

ao longo do tempo. Esta forma de oscilação caracteriza a resposta mecânica dessas células

ao microambiente celular mimetizado. Apresentando várias etapas durante a contração e

relaxamento e com etapas transitórias entre esse dois estados, essas etapas se alteram com

a frequência basal. Mostrando com alta resolução tanto no sinal de tensão σ(t) quanto

no sinal de variação de tensão dσ(t)
dt

(ou velocidade de contração), através do método

de microscopia de força e tração TFM com alta velocidade de captura, desenvolvido no

Laboratório de Micro Reologia LabM2 da USP.

Relatamos que a aplicação de isoproterenol em cardiomiócitos neonatais, promove um

aumento da frequência de contração em escala celular. Entretanto o estimulo qúımico não

aumenta nem a tensão e nem a amplitude de contração, apenas aumenta a frequência e

consequentemente promove um aumento da potência energética da célula card́ıaca. Sobre

a variação de frequência devido ao isoproterenol, conclúımos que a variação percentual de

frequência depende da frequência basal da célula card́ıaca. Onde a variação percentual

decai com o aumento da frequência basal, evidenciando um limite superior de frequência,

onde a célula estaria acima da sua capacidade contráctil, e que esta por sua vez possui

um mecanismo que modula a frequência para valores regulares.

Uma extensão da análise da variação de frequência com isoproterenol, foi investigar o

mapeamento da variação percentual em função da frequência basal e da área de adesão

celular. Conclúımos que o mapeamento evidencia uma região de máximo est́ımulo, onde

a variação percentual de frequência será maior. O máximo est́ımulo está em uma região

de frequências basais entre 1,0 Hz a 1,5 Hz e áreas de adesão entre 1500 µm2 a 2000 µm2,
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nela a variação de até 150% na frequência da célula.

Quanto a um tipo de modelo oscilatório que se aproxima dos dados reais de con-

tração obtidos nessa Tese, conclúımos que cardiomiócitos neonatais isolados aderidos em

substratos elásticos mimetizado (rigidez 9,6 kPa), comportam-se in vitro como um os-

cilador de Van Der Pol invertido onde a frequência do estado contração-relaxamento

(desconsiderando o tempo entre o inicio da contração e fim do relaxamento), pode ser

modelado com o ajuste do parâmetro amortecimento µ da equação de Van Der Pol

d2σ(t)
dt2
− µ (1− σ2(t)) dσ(t)

dt
+ σ(t) = 0.

Essa é uma informação importante, visto que a pulsação do coração também segue o

modelo oscilatório de Van Der Pol a diferença esta na inversão do sinal. Onde em ambos os

casos a amplitude de oscilação é constante enquanto a frequência de oscilação e facilmente

alterada. A inversão do sinal no caso dos cardiomiócitos se deve a um estado de contração

(etapa de contração do sinal de tensão) mais abrupto e um estado de relaxamento (etapa

de relaxamento de tensão) mais amortecido.

As propriedades mecânicas das amostras demostraram ser bastante robustas e bem

definidas, o que corrobora para a sua aplicabilidade como modelo de miocárdio in vitro.

Entre posśıveis extensões deste trabalho, destacamos:

1) Estudo das propriedades mecânicas com restrição geométrica utilizando micro padrões

na superf́ıcie mimetizada (Micropatterns).

2) Aplicações de est́ımulos elétricos em cardiomiócitos isolados em conjunto com o TFM.

3) Estudo da variação do sinal mecânico caracteŕıstico dos cardiomiócitos devido a

aplicação de fármacos.

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

estudos das propriedades mecânicas de células card́ıacas.
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[20] SHILTS, Kent; NAUMANN, Christoph A. Tunable cell-surface mimetics as engine-

ered cell substrates. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes,

v. 1860, n. 10, p. 2076-2093, 2018.

94



8 Conclusões

[21] SHILTS, Kent; NAUMANN, Christoph A. Tunable cell-surface mimetics as engine-

ered cell substrates. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes,

v. 1860, n. 10, p. 2076-2093, 2018.

[22] MOFRAD, Mohammad RK. Rheology of the cytoskeleton. Annual Review of

Fluid Mechanics, v. 41, p. 433-453, 2009.

[23] DOLAN, Eimear B.; VERBRUGGEN, Stefaan W.; ROLFE, Rebecca A. Techniques

for studying mechanobiology. In: Mechanobiology in Health and Disease. Aca-

demic Press, 2018. p. 1-53.

[24] BRUCE, A. et al. Fundamentos da biologia celular: uma introdução à biologia
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[52] BOLLOBÁS, Béla; RIORDAN, Oliver M. Mathematical results on scale-free ran-

dom graphs. Handbook of graphs and networks: from the genome to the

internet, p. 1-34, 2003.

97



8 Conclusões

[53] NEWMAN, Mark EJ; STROGATZ, Steven H.; WATTS, Duncan J. Random graphs

with arbitrary degree distributions and their applications. Physical review E, v.

64, n. 2, p. 026118, 2001.

[54] KHALFA, Nadia et al. Heart rate regulation processed through wavelet analysis

and change detection: some case studies. Acta biotheoretica, v. 60, n. 1-2, p.

109-129, 2012.

[55] SEVERS, Nicholas J. The cardiac muscle cell. Bioessays, v. 22, n. 2, p. 188-199,

2000.

[56] RAJASINGH, Sheeja et al. Manipulation-free cultures of human iPSC-derived car-

diomyocytes offer a novel screening method for cardiotoxicity. Acta Pharmacolo-

gica Sinica, v. 39, n. 10, p. 1590, 2018.

[57] COHEN, Ohad; SAFRAN, Samuel A. Theory of frequency response of mechanically

driven cardiomyocytes. Scientific reports, v. 8, n. 1, p. 2237, 2018.

[58] NITSAN, Ido et al. Mechanical communication in cardiac cell synchronized beating.

Nature Physics, v. 12, n. 5, p. 472, 2016.

[59] ENGLER, Adam J. et al. Embryonic cardiomyocytes beat best on a matrix with

heart-like elasticity: scar-like rigidity inhibits beating. Journal of cell science, v.

121, n. 22, p. 3794-3802, 2008.

[60] ATTUEL, Guillaume et al. Multifractal desynchronization of the cardiac excita-

ble cell network during atrial fibrillation. I. Multifractal analysis of clinical data.

Frontiers in physiology, v. 8, p. 1139, 2018.

[61] ATTUEL, Guillaume et al. Multifractal desynchronization of the cardiac excitable

cell network during atrial fibrillation. II. Modeling. Frontiers in physiology, v.

10, p. 480, 2019.

[62] MAKUCH, Robert W.; FREEMAN JR, Daniel H.; JOHNSON, Mary F. Justifi-

cation for the lognormal distribution as a model for blood pressure. Journal of

chronic diseases, v. 32, n. 3, p. 245-250, 1979.

98



8 Conclusões

[63] TAO, Zhong; TAGARE, Hemant D.; BEATY, James D. Evaluation of four proba-

bility distribution models for speckle in clinical cardiac ultrasound images. IEEE

transactions on medical imaging, v. 25, n. 11, p. 1483-1491, 2006.

[64] COHEN, Ohad; SAFRAN, Samuel A. Theory of frequency response of mechanically

driven cardiomyocytes. Scientific reports, v. 8, n. 1, p. 2237, 2018.
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