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RESUMO

Santos JA. Avaliagdo das propriedades fenotipicas de células cardiacas cultivadas em

micropadrdes [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

Dentre os diversos problemas considerados quando estudamos as propriedades reologicas de
células vivas, podemos citar a caracterizagdo mecanica ¢ a resposta das células cardiacas, em
especial, os cardiomiocitos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas humanas
(hiPSC-CMs), tema com forte apelo cientifico e poucos trabalhos encontrados na literatura. E
conhecido que a regulacdo ativa das forcas celulares durante a adesdo, desempenha um papel
importante na determinagdo do tamanho, forma e estrutura interna das células. Para isso, foi
criado um protocolo geral de aplicagdao, onde foram realizadas medidas de for¢a de tracao
através de técnicas reologicas como a Microscopia de Forga de Tragao (TFM) e a aplicagao de
estimulacdo elétrica (EE) para sincronizar a contracdo dos hiPSC-CMs aderidos sobre os
micropadrdes (MPs), que consiste em um método de producdo de padrdes microscopicos para
o confinamento de células, com o objetivo de entender os mecanismos funcionais nos quais as
células comportam-se e respondem ao microambiente que a circunda. Para tanto, utilizamos
substratos de poliacrilamida para produzir micropadrdes de Geltrex (GTX) e Laminina
(LAM), incorporados através de um molde de Polidimetilsiloxano (PDMS) para caracterizar o
efeito desses estimulos aplicados nos hiPSC-CMs com o objetivo de avaliar a mecanica do
fenodtipo celular, através da determinagdo das propriedades de forgca de tragdo, poder de
contragdo e morfologia dessas células. Neste estudo, foram estudadas um total de 72 células
divididas em 8 grupos a seguir: (1) células cultivadas em MPs utilizando a matriz de LAM;
(2) cultivadas em MPs utilizando GTX; (3) cultivadas em LAM sem MPs; (4) cultivadas em
GTX sem MPs. Adicionalmente, foi utilizado o estimulador elétrico em cada grupo,
perfazendo ao final, um total de 8 grupos estudados. O uso dos MPs ocasionou um aumento
no grau de alinhamento dos hiPSC-CMs e apos aplicar os estimulos elétricos a tragdo

quadratica média dos hiPSC-CMs diminuiu em 87 % das células analisadas.

Palavras-chave: Cardiomiocitos. Célula-tronco pluripotente induzida. Reologia.

Microtecnologia. Fendtipo. Microscopia de forca de tragao.



ABSTRACT

Santos JA. Evaluation of the phenotypic properties of cardiac cells cultured in micropatterns

[thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo™; 2023.

Among the various problems considered when studying the rheological properties of living
cells, we can mention the mechanical characterization and response of cardiac cells, in
particular, cardiomyocytes derived from human induced pluripotent stem cells (hiPSC-CMs),
a topic with strong scientific appeal and few papers found in the literature. It is known that the
active regulation of cellular forces during adhesion plays an important role in determining the
size, shape, and internal structure of cells. To this end, a general application protocol was
created, where tensile force measurements were performed using rheological techniques such
as Traction Force Microscopy (TFM) and the application of electrical stimulation (EE) to
synchronize the contraction of the adhered hiPSC-CMs on micropatterns (MPs), which
consists of a method of producing microscopic patterns for the confinement of cells, to
understand the functional mechanisms in which the cell behaves and responds to the
surrounding microenvironment. To this end, we used polyacrylamide substrates where Geltrex
(GTX) and Laminin (LAM) micropatterns were produced and incorporated through a
Polydimethylsiloxane (PDMS) mold to characterize the effect of these stimuli applied to
hiPSC-CMs to evaluate the mechanics of the cell phenotype by determining the tensile
strength properties, contraction power and morphology of these cells. In this study, a total of
72 cells divided into 8 groups were studied as follows: (1) cells cultured in MPs using LAM
matrix; (2) cultured in MPs using GTX; (3) cultured in LAM without MPs; (4) cultured in
GTX without MPs. In addition, the electrical stimulator was used in each group, making a
total of 8 groups studied. The use of MPs caused an increase in the degree of alignment of
hiPSC-CMs and after applying the electrical stimuli the mean quadratic traction of
hiPSC-CMs decreased in 87 % of the analyzed cells.

Keywords: Cardiomyocytes. Induced pluripotent stem cell. Rheology. Microtechnology.

Phenotype. Traction force microscopy.
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1. INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

O fendtipo celular estad intimamente relacionado com as propriedades mecanicas e
morfologicas, bem como os aspectos fisiolégicos e bioquimicos da célula, sendo objeto de
grande interesse cientifico. A mecanica do fenotipo celular, mais especificamente as
propriedades de viscosidade relativas a deformagdo, ou seja, elasticidade e contragdo,
incluindo a intera¢do da célula com o ambiente extracelular, podem ser estudadas através de
técnicas microrreologicas e de microengenharia.

Técnicas de microengenharia fornecem ferramentas para modificar as propriedades
quimicas de substratos de cultura de células, podendo ser utilizadas para restringir a
localizagdo e a forma das regides de substrato, os chamados micropadroes (MPs -
micropatterning) (1-3). O recente progresso nas técnicas de micropadrdes permitiu o controle
da maioria dos parametros cruciais do microambiente celular. Os micropadroes podem
fornecer um microambiente moldavel, tridimensional e dindmico em escala micrométrica para
células individuais ou para estruturas multicelulares. A utilizagdo dessa técnica cria um
ambiente mais proximo as condi¢des bioldgicas, sendo uma ferramenta de estudo rapida e
mais exata para a compreensao dos mecanismos bioldgicos, agdo de drogas e pesquisa de
reacdes bioquimicas (4-6). Esta abordagem provou ser fundamental na demonstragdo da
importancia da geometria, da forma celular, e do citoesqueleto na distribui¢do de forcas e
mecanotransducao (7,8).

Células do musculo cardiaco, ou cardiomidcitos, constituem a estrutura fundamental e
unidade funcional do coracdo, sendo a caracterizagdo de suas propriedades fenotipicas de
fundamental importancia, uma vez que as doengas cardiovasculares sdo as principais causas
de mortes a nivel mundial. Uma caracteristica interessante ¢ o fato de cardiomidcito
contrair-se, mesmo em meio de cultura, de forma similar ao que ocorre no coragao. Diversos
trabalhos foram desenvolvidos na intencao de medir propriedades mecanicas dessas células,
como as forgas de contragdo, a frequéncia e a duragdo do periodo de contracao (9,10).

Cardiomio6citos sdo as células responsaveis pela forga contratil do musculo cardiaco e a
maioria dos distirbios cardiacos deve-se a sua reducdo de atividade. Atualmente, as
estratégias terapéuticas sdo paliativas e tém sucesso limitado em melhorar a morbidade e
reduzir a mortalidade (11). Na tultima década, a geragdo de modelos de doengas cardiacas

baseados em células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSC-CMs) obtidas de células


https://sciwheel.com/work/citation?ids=7878196,4681591,14243165&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2124205,7878353,4076760&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7878103,1360614&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1524705,2817952&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6561984&pre=&suf=&sa=0

somaticas, tornou-se de uso comum, proporcionando novas oportunidades para superar a falta
de modelos cardiacos apropriados. Por essas razdes, a criagdo de novos modelos de estudo ¢é
uma tarefa de suma importancia, pois permitirdo um melhor entendimento do surgimento,
progressdo e mecanismos moleculares de diversas doencas, abrindo caminho para novas
abordagens terapéuticas (12—14).

Assim como as propriedades intrinsecas dos cardiomidcitos, as propriedades do
microambiente desse tipo celular sdo cruciais para a regulacdo de suas fungdes; além de
apresentarem um papel fundamental na configuracdo da organizagdo intracelular, também
atuam na expressdo génica e na diferenciacdo celular. Composto pela matriz extracelular
(MEC) e as células vizinhas, este microambiente impde condi¢des especificas que influenciam
sua estrutura, atividade mecanica, ¢ a fungdo celular. Sua composi¢cdo bioquimica e rigidez
determinam os fatores envolvidos nos mecanismos de adesdo e afetam as vias de sinalizagao
intracelulares, bem como a montagem e a dindmica das redes do citoesqueleto (2,3,15). No
entanto, estas propriedades importantes do microambiente celular sdo anuladas em condi¢des
classicas de cultura de células. Em uma placa de Petri, as células encontram um substrato de
adesdao homogéneo, plano, rigido e tem poucas semelhangas com o microambiente in situ,
mesmo com todas essas limitacdes, tais condi¢des tém sido utilizadas para estimular o
crescimento celular e manter as células vivas fora de seu tecido de origem (15).

A comunicacdo célula-célula ¢ essencial para o crescimento, desenvolvimento e
funcdo, e ¢ geralmente atribuida a uma origem quimica ou elétrica. No entanto, as células
podem exercer forcas e responder a elasticidade do ambiente e as deformagdes mecanicas
criadas pelas células vizinhas. Todavia, ainda ndo esta claro até que ponto essa capacidade de
mecanossensibilizacdo facilita a comunicagdo intercelular (16—18). Estudos nessa linha
envolvem estimulos externos controlados que se dividlem em dois grupos: elétricos e
mecanicos. A estimulagdo elétrica em cardiomidcitos pode ser utilizada para direcionar o
crescimento celular e promover o alinhamento ao longo da dire¢do do campo elétrico aplicado
(19,20). Os parametros da estimulagdo do campo elétrico aplicado, por exemplo, duracao,
frequéncia e amplitude, sdo cruciais na modulagdo da fungdo contratil dos hiPSC-CMs.
Alguns estudos demonstraram que apds receberem um estimulo elétrico, os hiPSC-CMs
apresentaram uma melhora na organizagdo intracelular, na tensdo intra e extracelular e no
comprimento dos microfilamentos. Semelhante aos efeitos da estimulacdo elétrica, a
estimulagdo mecanica também resulta na diferenciacao do desenvolvimento de caracteristicas

dos cardiomiocitos, incluindo organizagdo de sarcomeros, formagdo de jungdes célula-célula
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(jungdes aderentes, juncdes comunicantes e desmossomos), bem como a producao de forca
aumentada e potenciais de agdo (21,22).

Existem varias questdes em aberto que podem ser consideradas, quando se trata de
estudar as propriedades microrreoldgicas de células vivas, no nosso caso especifico,
hiPSC-CMs. Uma dessas questdes que iremos elucidar nesse projeto, ¢ a caracterizagao
mecanica ¢ a resposta dessas células, a um estimulo externo, tema com forte apelo cientifico e
poucos trabalhos encontrados na literatura. Nossa hipdtese principal ¢ que os métodos de MPs
devem aumentar a sensibilidade, melhorar o nivel de automacdo dos experimentos,
controlando melhor os pontos de adesdo focal dos hiPSC-CMs padronizando a sua forma.
Também acreditamos que a metodologia dos MPs ird facilitar o amadurecimento dos

hiPSC-CMs e a andlise dos resultados de TFM ap0os a integragao dos estimulos elétricos.

1.1 Micropadrao (Micropatterning)

As técnicas de microengenharia fornecem ferramentas para modificar as propriedades
quimicas de substratos de cultura de células em escalas subcelulares. Eles podem ser usados
para restringir a localizagdo e a forma das regides do substrato, nas quais as células podem se
fixar, os chamados micropadrdes (MPs). O progresso recente nas técnicas de
micropadroniza¢do permitiu o controle da maioria dos pardmetros cruciais do microambiente
celular. MPs podem fornecer um microambiente em escala micrométrica, tridimensional e
dindmico para células individuais ou para estruturas multicelulares. Embora
artificial, substratos micropadronizados permitem a reconstitui¢ao de condig¢des fisioldgicas in
situ para cultura de células in vitro controladas e t€ém sido usados para estudar processos
morfogenéticos celulares fundamentais, tais como, proliferagdo e diferencia¢do, migracao
estrutura do citoesqueleto, dentre outros (3,4,15,23-25).

Ao manipular formas de MPs, as células mostraram que adaptam-se com precisdo a
arquitetura do seu citoesqueleto a geometria de seu microambiente. A remodelacdo das redes
de actina e microtibulos participam da adaptacdo de toda a polaridade celular em relagdo as
restri¢des externas (6,26,27). Técnicas de micropadronizacao foram desenvolvidas ha mais de
50 anos, porém sO popularizaram-se nas Ultimas décadas, com a tecnologia de impressao por
microcontato que consiste na utilizacdo de um carimbo de Polidimetilsiloxano (PDMS), com

uma microgeometria de interesse, para imprimir proteinas de matriz extracelular em um
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substrato flexivel (Fig. 1) (15,28-31). Existem diversos tipos de matrizes que podem ser
aplicadas para a confeccdo dos MPs como a fibronectina, coldgeno, matrigel, laminina,
geltrex, entre outros. No presente estudo, foram utilizadas as matrizes de laminina (LAM) que
¢ uma glicoproteina de membrana basal e tem como fung¢do regular a adesdo, a migragdo, o
crescimento e a diferenciacdo celular, pois interage com receptores de integrinas, ¢ a de
geltrex (GTX) que ¢ uma matrix extraida a partir de tumor de murinos
Engelbreth-Holm-Swarm, composta por laminina, colageno IV, entactina, proteoglicanas,

favorecendo a adesdo e o crescimento celular.
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Figura 1: Esquema da técnica de MPs em gel de poliacrilamida. A matriz de proteina é depositada no
molde de PDMS. Em seguida, remove-se o excesso de matriz e elas sdo impressas na laminula. Apos
a impressdo, a matriz ¢ transferida para a superficie de gel de poliacrilamida preparada na placa de
fundo de vidro silanizada com microesferas fluorescentes incorporadas. Quando o gel de
poliacrilamida estiver polimerizado, a laminula é removida com cuidado e o MP est4 pronto para o
cultivo celular. Figura adaptada de Ribeiro et al., 2015. (a) Imagens de microscopia de campo claro do
molde de PDMS com as geometrias retangular, (b) Imagem fluorescente do MP impresso no gel de
poliacrilamida com a matriz. Scale bar 100 pum.

1.2 Cardiomiocitos hiPSC

As células-tronco pluripotentes induzidas humanas (hiPSCs) sdo células reprogramadas que

apresentam caracteristicas semelhantes as células-tronco embrionarias, como a capacidade de
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autorrenovacdo e diferenciagdo em varios tipos de células, incluindo cardiomidcitos. As
hiPSCs foram descritas por Takahashi e Yamanaka em 2007 onde, demonstraram a
possibilidade de reprogramar células somaticas adultas (fibroblastos humanos) para uma
condi¢do pluripotente através da superexpressdo de quatro fatores de transcricdo - OCT3/4,
SOX2, KLF4 e ¢c-MYC (32,33). Os fatores de pluripoténcia suprimem gradualmente a
expressao de genes que estdo associados a fungdo das células somaticas, diminuindo a
diferenciagdo e ativando a expressao de fatores de pluripoténcia de células-tronco endogenas.
Dentro de semanas, a expressdo do gene alterado reprograma as células somaticas para
adquirir caracteristicas morfologicas, moleculares e funcionais semelhantes as células-tronco

embrionarias (Fig. 2)(34).

Neuronio

. Dt\
Fibroblastos
1 L CHIR99021

e de pele Cardiomiocito 1wp2
. f Células IWP4
hiPSC-CMs || | <& % @@ wr

J L adultas . LR ((lk@‘
9 | .'f saudéveis ' \ I (Q;\'ul{é'(t&\é':k'(( i ggg;

® \h/ i &

o (| OCT4 hiPSC Activin A
| DKK1
luricell | S0X2 .
plurice A KLF4 Hepatocito VEGF
(Myc)

Figura 2: Esquema da técnica de desenvolvimento dos hiPSC-CMs. Imagem adaptada de Murata et
al.,2010.

1.3 Citoesqueleto

O citoesqueleto desempenha trés fungdes importantes: organizar espacialmente o contetido da
célula, conecta a célula fisicamente e bioquimicamente ao ambiente externo, e gerar forcas
coordenadas que permitem que a célula mova-se e modifique sua forma (35). Para atingir
essas fungdes, o citoesqueleto integra a atividade de uma infinidade de proteinas e organelas
citoplasmaticas, regulando a forma da célula e influenciando a migragao, fungao celular e
homeostase. Os receptores de integrina transmembrana fornecem uma ligagdo mecanica direta
entre a matriz extracelular (ECM) e o citoesqueleto, através da qual forcas fisicas externas
podem influenciar os processos intracelulares, esses sinais mecanicos provocam uma série de

respostas biologicas que vao desde a atividade do canal i6nico até a morte celular programada
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e, por sua vez, esses processos biolodgicos podem alimentar as informagdes de volta para o
espaco extracelular por meio da mesma via mecanica (36,37).

Os hiPSC-CMs, apresentam um desenvolvimento imaturo quando comparado com
cardiomidcitos adultos (CMs) e morfologicamente, os hiPSC-CMs sao semelhantes a
cardiomidcitos embrionarios. Quando comparamos o amadurecimento, sua morfologia
transita de uma forma circular para um forma mais retangular, o sarcomero ¢ as bandas Z
aumentam em comprimento, tornando-se alinhado ao longo do eixo celular, mesmo
apresentando uma morfologia mais alongada, apés um longo tempo em cultura, sua
expressdo génica, proteica e o fenotipo permanecem imaturos. (38—41) Os hiPSC-CMs
tendem a ser pequenos, mononucleados e arredondados, com sarcOmeros mais curtos e
desorganizados, o reticulo sarcoplasmatico estda em desenvolvimento, o tubulo transverso
ausente e dependentes dos canais do tipo L para o aumento de cdlcio (Fig. 3a,b). Os CMs sdo
alongados e multinucleados, possuem sarcomeros organizados, reticulo sarcoplasmatico e
tubulos transversos desenvolvidos e seus discos intercalados, jungdes mecanicas e elétricas
amadurecidas. O transiente de calcio modula tanto a frequéncia quanto a forga contratil e o
tempo de contracdo dos CMs, o aumento acentuado e uniforme da concentragdo intracelular

de célcio em CMs ¢ importante para a contragdo sincronizada (39,42—45) (Fig. 3c,d)
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Figura 3: Esquema da morfologia da sinalizacdo de célcio em cardiomiocitos adultos (CM)
comparados a hiPSC-CMs. Adaptado dos artigos Robertson ef al., 2013 e Li et al., 2013.
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1.4 Microrreologia

Microrreologia ¢ o estudo das propriedades mecanicas em uma escala microscopica, que pode
ser realizado utilizando dois tipos de técnicas, ativas e passivas, ou técnicas de aplicacdo de
forca e sensiveis a forgas (9). Na microrreologia ativa, ¢ aplicada uma distensdo, ou pressao,
externa no objeto de estudo, ¢ medida a deformacdo resultante no objeto. Podem-se citar:
pincas Opticas, pingas magnéticas e Citometria Optica de Torgdo Magnética (Optical
Magnetic Twisting Cytometry - OMTC) (10,46). Na microrreologia passiva usa-se
movimentos espontaneos do objeto em estudo, seja ele termicamente dirigido ou internamente
ativado, para avaliar as deformagdes do meio (Fig. 4). Pode-se citar: difusdao de
microparticulas, técnicas sensiveis a forgas como Microscopia de For¢a Atdmica (Atomic
Force Microscopy - AFM), Microscopia de Forca de Tracdo (7raction Force Microscopy -
TFM), dentre outras (9,47).
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Figura 4. Esquema de técnicas de Microrreologia adaptado de Marita L. Rodriguez, Patrick J.
McGarry, Nathan J. Sniadecki 2013.
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1.4.1 Microscopia de Forc¢a de Tragao (TFM)

A interacdo e comunicacdo das células umas com as outras ¢ através de forcas de tracao,
conhecida como mecanotransdu¢do, e ¢ fundamental para que a célula sobreviva e consiga
realizar suas fungdes corretamente. Pelas forcas de tracdo, as células sdo capazes de sentir as
propriedades mecanicas do seu microambiente, como por exemplo, células vizinhas e
substrato, e ajustar suas adesdes focais, morfologia, motilidade, forcas contriteis dentre

diversas outras func¢des de acordo com o meio na qual se encontra (48).

Para realizar medidas de TFM, sdao necessarias duas imagens de fluorescéncia: uma do
substrato com a célula exercendo for¢a e outra de referéncia, sem a célula com o "gel nao
tensionado" (Fig. 5). Tratamentos com tripsina-EDTA podem ser utilizados para desprender
as c¢lulas antes da obtencdo da imagem de referéncia (sem forcas de tensdo). A comparagao
das fotos das microesferas antes e depois do tratamento de tripsina-EDTA permite a obtencao

do campo de deslocamentos no substrato (47,49,50).
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Figura 5: Esquema representativo do experimento de TFM adaptado de Sufié-Auiion, A., Jorge-Pefias,
A., Aguilar-Cuenca, R. et al., 2017.

A aplicagdo da estimulagdo elétrica (EE) em hiPSC-CMs, tem sido amplamente
utilizada para favorecer a diferenciagdo e maturacao dessas células. A maioria dos estudos
aplicam a EE como uma forma de intervengdo, durante alguns dia, tanto no processo inicial de
diferenciagdo quanto na fase de maturagdo celular. No presente estudo, aplicamos a EE como
uma forma de modular e sincronizar a contragdo celular, visto que os hiPSC-CMs nao
contraem-se com a mesma magnitude do que os CMs, aplicamos um pulso elétrico com o

intuito de padronizar o ritmo de contracao celular.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi avaliar as propriedades mecanicas de cardiomidcitos
hiPSC, cultivados em micropadrdes, em comparagdo com os métodos classicos utilizados
atualmente em nosso laboratorio, criando assim um protocolo de analise, que podera ser

amplamente utilizado pelos grupos de pesquisa associados a esse projeto.

2.1 Objetivos Especificos

Para isso, pretendemos atingir os seguintes objetivos especificos:

1. Desenvolver um protocolo experimental para confeccio dos micropadrdes para

diversos tipos celulares, em especial os cardiomiocitos hiPSC;

2. Avaliar o comportamento dos cardiomiocitos cultivados no molde de micropadrdes em
matrizes de Laminina e Geltrex, e verificar padrdo de adesdo, morfologia celular e

alinhamento das fibras;

3. Avaliar as forcas contrateis, amplitude e frequéncia dos cardiomidcitos por

Microscopia de Forca de Tragao;

4. Avaliar a forga de tracao das células cardiacas apos a estimulagdo elétrica.
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi dividido em duas fases (Fig. 6):

e Fase 1 — Desenvolvimento e aplicacdo dos MPs: foram realizados diversos testes
para definir qual a melhor geometria, concentracao e temperatura das matrizes de
GTX e LAM sobre o molde de PDMS;

e Fase 2 — Avaliar a reologia dos hiPSC-CMs: foram realizados testes de TFM, EE e

fluorescéncia para avaliar a for¢a de contragdo, amplitude e morfologia das células.
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Figura 6: Delineamento das estratégias experimentais para criacdo de um protocolo de producao dos
MPs e aplicagdo de métodos reologicos para quantificar a forca de contragdo, amplitude e avaliar o
alinhamento das fibras dos hiPSC-CMs.

3.1 Micropadroes (Micropatterning)

Todos os processos de elaboragdo e confeccdo dos MPs foram desenvolvidos no Laboratorio
de Microrreologia e Fisiologia Molecular (LabM?). Os desenhos do molde foram elaborados
em AutoCAD® (Fig. 7a) seguindo os pardmetros descritos por Ribeiro et al., 2015 (31) com

uma érea de 1,5 cm x 1,5 cm por molde, 2000 um? com proporgdes de 7:1, espagados a 100
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um de distancia contendo matrizes de caracteristicas retangulares, para avaliar a conformagao
estrutural, a distribui¢ao e o alinhamento das fibras contrateis dos cardiomidcitos (Fig. 7b-d).
Para confeccao dos moldes foi utilizada a técnica de litografia suave, ou do inglés soft
lithography (25), em um polimero de PDMS que ¢ um biomaterial, biocompativel, inerte
quimicamente, transparente, flexivel e de baixo custo, a litografia foi realizada pelo aluno Juan
Enrique Rivero Cervantes no mestrado no LabM?.

Apos a confecgdo do molde de PDMS, que foi realizado em formato circular, com
diametro de 5 cm e diversas geometrias, os moldes foram recortados, selecionando os
formatos retangulares para serem adaptados em um suporte, semelhante a um carimbo
(Fig. 7e), desenvolvido no AutoCad® e impresso na impressora 3DPrinter da Vinci 1.0 Pro,
para ser utilizado de forma individualizada, podendo variar a drea de contato de 1,5 cm para

menos (Fig. 71).

Figura 7: Molde confeccionado em superficie de PDMS. (a) Desenhos dos diferentes padrdes
realizados no AutoCAD® (b) molde inicial, (¢) moldes individualizados (d) imagens de microscopia de
campo claro (ampliacdo de 10x) do molde de PDMS com as geometrias do micropadrdo retangular
7:1. A érea total ¢ de 2000 pm? para cada padrio e o espacamento entre um padrdo e outro ¢ de 100
um. (e) carimbos de apoio dos moldes desenvolvidos no software AutoCad®, impressos em uma
impressora 3D e (f) molde de PDMS acoplado no carimbo.
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3.2 Preparo do Gel de Poliacrilamida e das matrizes no carimbo de PDMS

Foi criado um protocolo especifico para o preparo dos MPs, a partir de algumas adaptagdes
realizadas no protocolo padrdo de preparo do gel de poliacrilamida estabelecido no LabM?,
Foram realizados 15 experimentos independentes, onde foram definidos como critérios de
inclusdo: hiPSC-CMs aderidos nos MPs, hiPSC-CMs contraindo durante o experimento de
TFM, e hiPSC-CMs aderidos no gel em regides sem aglomeracdo. Foram excluidos
experimentos onde ndo foram realizados a EE, hiPSC-CMs ndo aderidos no gel, MPs que nao
mantiveram sua integridade durante o experimento e MPs de formatos diferentes. Com os
critérios de inclusdo e exclusdo definidos, foram validados 8 experimentos independentes,
com um Npgrar= 36 hiPSC-CMs e em cada grupo obtivemos um Nggppicara=9 , onde foram

divididas em 4 grupos:

LM - hiPSC-CMs aderidos no MP com a matriz LAM;
GM - hiPSC-CMs aderidos no MP com a matriz GTX;
L — hiPSC-CMs aderidos ao gel de poliacrilamida com a matriz LAM e sem MP;
G — hiPSC-CMs aderidos ao gel de poliacrilamida com a matriz GTX e sem MP.

Para o tratamento da placa de Petri de 35 mm com fundo de vidro, foram depositados
60 pL de Silano (Sigma-Aldrich), na parte de vidro, por 6 min e em seguida, as placas foram
lavadas de 3 a 4 vezes com agua milli-Q para remocao dos residuos de Silano. Foi preparada
uma solugdo de 0,5 % de Glutaraldeido (Sigma-Aldrich) em Phosphate buffered saline (PBS,
Sigma-Aldrich) e foi adicionado 200 uLL em cada placa por 30 min; em seguida foram lavadas
de 3 a 4 vezes com agua destilada para remover os residuos da solu¢do. Apds a lavagem, as
placas ficaram secando por aproximadamente 40 min.

Para o preparo do gel de poliacrilamida com rigidez de 9,6 kPa (51,52), seguindo os
parametros ja estabelecido no LabM? referente a rigidez apropriada para o cultivo de
cardiomiocitos, em um microtubo de 2 mL adicionamos os seguintes reagentes: 600 ul de
agua deionizada, 188 pl de acrilamida 40 % (BIO-RAD), 59 ul de bisacrilamida 2 %
(BIO-RAD) e 20 pl de beads verdes (Life Technologies™). Para finalizar o preparo do gel,
foram acrescentados 2 agentes catalisadores: 100 pL de uma solugdo de 1 % de Persulfato de
Amonia  (APS, Sigma-Aldrich) em  agua  deionizada e 1 uL  de
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED, B/O-RAD).
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Para realizar o preparo das matrizes, iniciamos com a higienizacdo dos moldes de
PDMS, que foram colocados em um becker com 25 mL de Extran 5% por 30 min., apés esse
periodo, foi retirado o Extran e adicionado 25 mL agua deionizada 3 vezes e por fim foi
adicionado 25 mL alcool etilico 70% e mantido sob acdo de luz ultravioleta (UV) por 30 min.
Apds a higienizagdo dos moldes, foram preparadas as matrizes de LAM e GTX em 2
microtubos de 2 mL distintos (devidamente identificados), no primeiro foram pipetados:
50 uL LAM (ThermoFisher), 390 uL de PBS e 30 uL de beads blue (Life Technologies™), e
no segundo, foram pipetados 25 pL GTX (ThermoFisher), 415 pL de PBS e 30 puL de beads
blue, totalizando 0,5 mL de cada solu¢do. Apds o preparo das solugdes, cada um dos moldes
foram colocados em uma placa de petri devidamente identificadas, revestidas com papel
aluminio, e sobre cada um dos moldes de PDMS foram adicionads 500 uL LAM e 500 pL
GTX respectivamente, até que cobrisse toda a superficie da geometria retangular e
permaneceram por 60 min. O excesso de LAM e GTX foi retirado cuidadosamente do molde
com o auxilio de uma pipeta automatica. Em seguida, a regido do molde com a matriz foi
lavada com PBS e secada com um jato continuo e suave de géas Nitrogénio (N,). Depois de
seco, foi colocado uma laminula redonda de vidro de 9 mm dentro de uma placa de petri
estéril, para carimbar o molde de PDMS, devidamente acoplado no suporte, exercendo uma
pressdo constante, com a finalidade de imprimir os MPs na laminula deixando a face onde foi
impresso o padrao de LAM e GTX para cima. Foi adicionado 4,2 puL de gel no centro das
placas de Petri de 35 mm e a laminula foi colocada invertida com a face de LAM ou GTX
direcionada para o gel de poliacrilamida. A placa foi colocada no suporte adaptado na
centrifuga Hettich Universal 320R, onde foi centrifugada com uma rotagdo de 78 G por 20
min a 10 °C e por mais 20 min a 20 °C para finalizar o processo de polimerizag¢ao do gel. Apds
a centrifugacdo as placas foram retiradas da centrifuga e levadas para o fluxo laminar e em
cada placa foi adicionado 1 mL de dgua Milli-Q para ajudar a desprender a laminula do gel.
Analisamos se o padrdo foi impresso corretamente observando as beads no microscopio
invertido de fluorescéncia com o Filtro A4 - ex. 340-380 nm - em. 450-490 nm, e
prosseguimos para a ativacao do gel e o plaqueamento das células (Fig. 8).

Para o grupo controle, sem o MPs, foi realizado o mesmo protocolo de preparo do gel
e as matrizes foram adicionadas apos a ativagdo do gel, em todas as placas foram pipetados
5 pL do crosslinker Sulfo-SANPHA (ThermoFisher) em 5 mL de PBS, e mantidos sob luz
UV por 20 min, em seguida foram lavados com PBS e as placas foram mantidas na
incubadora por 60 min. Apds a incubagdo das matrizes, as placas foram retiradas da

incubadora, lavadas 2 vezes com PBS para o plaqueamento dos hiPSC-CMs (Fig. 8).
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Figura 8: Esquema do preparo do MPs. Apos o preparo, as matrizes de LAM e GTX foram pipetadas
nos moldes de PDMS e permaneceram por 60 min, em seguida os moldes foram lavados 2 vezes com
PBS e secados com N,. Apds a secagem, os moldes foram carimbados nas laminulas de vidro e
transferidos para o gel de poliacrilamida, que foi preparado e adicionado na placa de petri com fundo
de vidro e as laminulas carimbadas com LAM e GTX foram invertida e colocadas em cima do gel de
camada unica. As placas foram centrifugadas por 20 min a temperatura de 10 °C com uma rotacao de
78 G por 20 min e por mais 20 min a temperatura de 20 °C. Apds a centrifugacdo, as placas foram
levadas para o fluxo laminar, as laminulas foram retiradas e o gel foi lavado 2 vezes com PBS e em
seguida foi realizada a ativagao do gel com Sulfo-SANPHA por 20 min na luz UV. Apos a ativacdo, as
placas foram lavadas por 2 vezes com PBS e levadas para a incubadora por 60 min.

3.3 Obtencao e manutencio dos cardiomidcitos hiPSC-CM

Os hiPSC-CMs e os meios de cultura, foram fornecidos pela empresa PluriCell Biotech
através de uma parceria com o LabM? para identificar as propriedades mecénicas das células
cardiacas. Os processos de extragdo, purificacdo e diferenciagdo dos hiPSC-CMs, foram
realizados na empresa PluriCell e recebemos as células diferenciadas e prontas para o
plaqueamento seguindo o protocolo descrito por Cruvinel ef al., 2020 (53). O preparo e a
manutencdo dos hiPSC-CMs em cultura, foram realizados de acordo com o guia

disponibilizado pela PluriCell, o qual ¢ resumido a seguir:


https://sciwheel.com/work/citation?ids=14395030&pre=&suf=&sa=0
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Os hiPSC-CMs foram coletados no laboratorio da Pluricell, nos dias em que cada
experimentos foram realizados, em um tubo falcon de 15 mL contendo aproximadamente
1 x 10° células em suspensdo com 2 mL de meio de plaqueamento e transportado em uma
caixa térmica. Além das células, foram coletados também 15 mL de Meio de Plaqueamento
Suplementado (PMS - Meio RPMI com L-Glutamina + 1X de B27 sem Insulina + Ri) e
90 mL de Meio de Manutencdo Suplementado (MMS - Meio RPMI com L-Glutamina +
500 pg/mL de Albumina + 213 pg/mL Acido Ascérbico), para manutengdo dos hiPSC-CMs
durante todo o cultivo. Em seguida, foi realizado o plaqueamento de aproximadamente
83 x 10* de hiPSC-CMs por placa para analises de TFM e aproximadamente 25 x 10*células
por placa para o experimento de fluorescéncia. As placas foram mantidas na incubadora de
cultura celular a 37 °C, 5 % CO, com 2 mL de meio PMS por 24 horas. Apds 24 horas do
plaqueamento, foi realizada a troca do meio PMS para o MMS onde foi retirado
completamento o PMS e acrescentado 2 mL. de MMS e assim foi sucessivamente, realizando a
troca do MMS a cada 24 h até o dia das andlises. Apés 3 dias do plaqueamento, os

hiPSC-CMs estao pulsando e devidamente aderidos para iniciar os experimentos (Fig. 9).
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Figura 9: Esquema do plaqueamento e manutencdo dos hiPSC-CMs e das técnicas experimentais
utilizadas.
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3.4 Fluorescéncia para analise morfologica e quantificacio do grau de alinhamento das

fibras

Foi realizada a analise morfologica dos hiPSC-CMs cultivados com e sem MPs, a fim de
observar os pontos de adesdo focal, analisar o grau de alinhamento das fibras e avaliar se os
dados obtidos correspondem com os resultados da andlise de forca de tracdo. Para realizar a
quantificagdo do grau de alinhamento das células utilizamos as imagens no formato .Tiff,
obtidas em microscopio invertido de fluorescéncia com objetiva de 40x, em tons de cinza, €
analisamos no Matlab® utilizando um algoritmo desenvolvido pelo Dr. Marcel Philippi Dorta
durante seu mestrado e doutorado no LabM?, a fim de compreender as alteragdes estruturais
dos hiPSC-CMs (54). Foram realizados 3 testes para caracterizar as melhores concentracdes
dos reagentes para fixacdo e marcagdo das células. Apos a padroniza¢do e adequagdo do
protocolo, foram realizados 3 experimentos independentes validados, com um Npora =40 de
imagens obtidas, sendo que para cada grupo foram obtidos um Nggpy jcara=10.

Para a andlise do grau de alinhamento e fluorescéncia dos hiPSC-CMs, foram
utilizadas as mesmas concentra¢des das matrizes de LAM e GTX, apos o preparo dos MPs, o
molde foi carimbado diretamente na placa de petri com fundo de vidro. As placas foram
mantidas em luz UV por 30 min e em seguida os hiPSC-CMs foram plaqueados. Nos grupos
sem o MPs, foi realizado um coach com as matrizes LAM e GTX para a adesdo dos
hiPSC-CMs nas placas. Apods serem cultivados por 3 dias, os hiPSC-CMs foram fixados e
marcados para analise do citoesqueleto seguindo o protocolo abaixo:

Os hiPSC-CMs foram plaqueados em placas de petri de 35 mm com fundo de vidro,
lavadas 2 vezes com PBS ¢ fixadas com 3,7 % de Metanol em PBS durante 15 min em
temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas novamente com PBS e permeabilizadas
com Triton 1 % (Sigma-Aldrich) por 15 min e lavadas com PBS antes de receber a marcacao
com a solucdo estoque de Phalloidin (Life Technologies™), que consiste na dilui¢do da
solu¢do de Phalloidin em 1,5 mL de Metanol, diluindo 5 pL da solugdo estoque em 200 pL de
PBS e adicionar 1 % de albumina de soro bovino (BSA - Thermo Fisher) para reduzir a
marcacao inespecifica. Apds o preparo da solucdo de marcacgdo, adicionar 200 pL. em cada
placa e incubar por 60 min. Seguinte a incubagdo, lavar as placas e observar as marcagdes no
microscopio. Apds 24 horas, foi realizada a marcagdo do nucleo dos hiPSC-CMs com o
reagente SlowFade Diamond Antifade Mountant with DAPI® (Life Technologies™), foi

adicionado 50 pL em cada placa e apds 15 min foram realizadas as capturas das imagens


https://sciwheel.com/work/citation?ids=7878370&pre=&suf=&sa=0
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fluorescentes em microscopio invertido utilizando os Filtro A4 - ex. 340-380 nm - em.

450-490 nm e Filtro L5 - ex. 460-500 nm - em. 512-560 nm.

3.5 Microscopia de Forc¢a de Tracao (TFM)

Para quantificar as forcas contrateis dos hiPSC-CMs cultivados nos MPs, foi utilizada
a técnica conhecida como Microscopia de For¢a de Tragdo (TFM) (55),(47). Nessa técnica, as
células sao aderidas em um substrato flexivel que possui marcadores fluorescentes, no caso,
microesferas de poliestireno de 0,2 um de didmetro, embutidos préoximos a superficie do
substrato. Os deslocamentos causados pelas células no substrato sdo visualizados através dos
deslocamentos das microesferas e, através de ferramentas computacionais como o Matlab®, é
possivel quantificar as tensdes mecanicas da célula no substrato. Foi realizado a aquisi¢ao de
2500 imagens, que formam um video de 17 seg., para analise de forca de tracao e amplitude
dos hiPSC-CMs, Para a analise dos dados do TFM, utilizamos um algoritmo desenvolvido em

parceria com a Harvard School of Public Health (Fig. 10).

As analises de TFM foram realizadas apods 3 dias do plaqueamento dos hiPSC-CMs.
Inicialmente, foi realizada a aquisicdo da imagem dos hiPSC-CMs em campo claro, seguida
da marcagdo da posicdo dos hiPSC-CMs na placa para garantir a posicdo correta e
reprodutibilidade dos dados, para realizar a marcagdo das posi¢des dos hiPSC-CMs e salvar as
imagens, utilizamos o software Micromanager. Apds a marcacao, foi realizada a captura de
2500 imagens de fluorescéncia das beads fluorescentes incorporadas no gel de poliacrilamida
com o Filtro L5 - ex. 460-500 nm - em. 512-560 nm. e seguimos para o protocolo de

aplicagdo da EE.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=1266460&pre=&suf=&sa=0
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Figura 10: Microscopio de TFM. Aparato experimental de TFM que foi utilizado para avaliar as
tensOes aplicadas por hiPSC-CMs cultivados sobre um substrato flexivel. O TFM consiste de um
microscopio Leica DMI4000 com incubadora associada, o que permite a reproduzir as condigdes
essenciais para manuten¢do das células (ambiente com 5 % de CO, e temperatura de 37° C).

3.6 Estimulos Elétricos

Para estimular eletricamente os hiPSC-CMs, foi utilizado um estimulador elétrico que foi
desenvolvido durante este projeto no LabM? no qual teve todo o sistema aprimorado desde o
primeiro protdtipo apresentado. Toda a parte eletronica, arcabougo em impressdo 3D e
codigos com pardmetros que foram desenvolvidos no proprio LabM?, o que nos permitiu ter
total autonomia com os parametros e os designs necessarios para o andamento do projeto
conforme exemplificado na Figura 11, o aparelho de estimulagdo elétrica e suas conexdes com

o microcontrolador e a ponte H exemplificada por um esquema.



22

(c)

BOTOES DE AJUSTE

“| DISPLAY

‘ MICROCONTROLADOR
ATMEL

Sinal
— (digital)
. | PONTEH |/
Potenciometro
0-12V —

2C

Figura 11: Estimulador elétrico desenvolvido no LabM?, que foi utilizado para avaliar as tensdes
aplicadas por cardiomiécitos cultivados sobre um substrato flexivel. (a) Estimulador elétrico, (b) suas
conexdes com os componentes eletronicos e (¢) esquema simplificado da comunicagdo do sistema do
estimulador elétrico.

O estimulador produz um campo elétrico uniforme entre duas placas de aco cirurgico e
se acopla na placa de fundo de vidro com um suporte que foi projetado em impressora 3D
(Fig. 12). O codigo foi utilizado inicialmente para testar diferentes frequéncias de pulsacao,
tamanhos ¢ amplitudes de pulsos de estimulagdo (num intervalo de 5 V até 12 V). Apds os
testes iniciais, foram definidos os seguintes parametros de estimulacdo: pw de 5 ms (largura
do pulso), delay de 700 ms, ciclos de 20 pulsos com rest de 3 s (tempo de descanso) e

voltagem de 12 V.

Figura 12: Estimulador elétrico acoplado no microscopio do TFM Leica DMI4000, com incubadora
associada, o que permite a reproduzir as condi¢des essenciais para manutengdo das células (ambiente
com 5 % de CO, e temperatura de 37° C). Em destaque, o suporte de duas placas de aco cirtirgico,
montado em impressora 3D, acoplado no microscépio TFM.
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Foi realizado o experimento de TFM, mapeando os cardiomidcitos e realizando a
captura das imagens, em seguida foi aplicado o estimulo por 10 min. e realizada novamente a
captura das 2500 imagens no campo de fluorescéncia, apos a aplicagdo do estimulo para
avaliar a influéncia da estimulag@o na for¢a de tracdo dos hiPSC-CMs (Fig. 13). Apds a EE,
os hiPSC-CMs foram retirados do substrato com 2 mL de solucdo de tripsina - EDTA 10x
(0,5 % tripsina ¢ 0,2 % EDTA, Sigma-Aldrich) para uma nova captura de imagem de
fluorescéncia das microesferas, agora com o “gel ndo tensionado”. Apds a aquisicao das

imagens, os dados foram coletados e transferidos para o Matlab® onde realizamos o todo o

processamento.
A
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1* Medida 24 Medida
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Figura 13: Esquema simplificado da captura das medidas de TFM e EE no tempo.

3.7 Analise estatistica

Foi realizado o teste fest -¢ (paramétrico) e o Mann-Whitney (ndo-paramétrico) para avaliar se
havia diferenga dos valores médios obtidos em grupos comparados pareados, sendo
considerado valores médios diferentes aqueles cuja a comparacao resulta em p < 0,05
(a0 <0,05). Foi realizado o test -t € 0 Mann-Whitney para 2 amostras para o comparativo antes
e apos EE, ANOVA para a comparagdo entre grupos comparando o uso de micropadrdo e a
EE. Os resultados com o intervalo de confianca menor que 5 % serdo considerados
estatisticamente significativos. Variaveis de estudo: for¢a de tragdo, poder de contracao,

amplitude de contracdo, alinhamento das fibras e comportamento do citoesqueleto.



24

4. RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Confeccio e impressao dos micropadroes

Os MPs foram confeccionados em PDMS e apresentaram uma boa durabilidade, facil
manuseio, reutilizacdo e esterilizacdo, sendo eficaz para a impressdo dos moldes em gel de
poliacrilamida. As matrizes utilizadas para a impressao dos moldes foram GTX e LAM. As
geometrias utilizadas foram: a retangular de propor¢dao 7:1 (indicada para cultivar os
hiPSC-CMs), triangular, quadrada e pista. A impressao das geometrias triangular e quadrada
ndo foram eficazes com isso foram excluidas do presente estudo, em comparacdo com a
impressao dos formatos retangulares (Fig. 14 a,b) e pista que apresentaram uma excelente
delimitagdo do padrao (Fig. 14c) e foi determinado o uso da geometria retangular, visto que
foi a mais eficaz para o crescimento dos hiPSC-CMs de forma individualizada. Apesar de nao
ser utilizado nesse estudo, o padrao em formato de pista mostrou-se eficaz no crescimento de

células musculares despertando interesse para utilizagdo em projetos futuros.

As matrizes testadas foram LAM, GTX e vitronectina, as mesmas foram avaliadas em
diferentes volumes e temperaturas. A matriz LAM e GTX apresentaram o melhor padrao
impresso, a vitronectina nao apresentou os resultados esperados na impressao dos MPs e foi
excluida como matriz de comparagdo. Os volumes testados foram 5 uL, 25 pL, 50 pL para

LAM e GTX e foi definida como melhor volume para LAM em 50 pL e para GTX 25 pL.

As matrizes foram testadas em temperaturas a 37 °C e a 20 °C, e durante os testes foi
observado que o GTX, por ser uma matriz que “gelifica” em temperaturas mais altas, ndo
mostrou-se eficiente na temperatura de 37 °C quando comparado com a LAM. Quando as
matrizes LAM e GTX foram testadas a 18 °C, em um ambiente com temperatura controlada,
bancada gelada com o auxilio de “gelo térmico”, ambas apresentaram-se eficazes nessa

temperatura para a confec¢ao dos MPs .
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Figura 14: MPs no gel de poliacrilamida, (a) molde impresso no gel de poliacrilamida com a matriz
LAM; (b) molde impresso no gel de poliacrilamida com a matriz GTX; (¢) molde impresso no gel de
poliacrilamida com o formato de pista. Scale bar 100 um.

Para a adesdo dos hiPSC-CMs no gel, foi utilizado o protocolo padrio do LabM? sem
a ativacao do gel com o Sulfo-SANPHA, visto que a matriz ja estava incorporada no gel e nao
teria a necessidade inicial de ativagdo, mas os hiPSC-CMs nao sobreviveram para a realizagao
dos experimentos. Com isso, foram realizados testes incluindo o NHS, que ¢ um crosslink que
facilita a adesdo da matriz no gel, mas esse protocolo também ndo favoreceu a adesdo das
células. Foi realizado entdo apenas a esterilizagdo do gel com UV, mas também nao foi eficaz
para a adesdo dos hiPSC-CMs, entdo foi realizado o teste com Sulfo-SANPHA e UV por 20

min e esse protocolo foi definido como padrao para adesdo das células.

Para o preparo do gel, foram testados o protocolo padrdo para uma camada mas a
dispersdo das beads fluorescentes no gel dificultou a anélise de TFM, visto que o ideal sdo as
beads estarem na mesma camada para capturar as imagens antes € apos 0 experimento, com
isso foi realizados teste de centrifugacdo para adequar a dispersdo das beads no gel.
Inicialmente, o gel foi centrifugado por 20 min a temperatura de 20 °C, porém o gel
polimerizou rapido e ressecou, na segunda tentativa o gel foi centrifugado por 20 min a
temperatura de 10 °C mas nesses parametros o gel nao polimerizou adequadamente, entao foi
realizado um terceiro teste onde a primeira centrifugacdo foi por 20 min a temperatura de
10 °C em seguida foi alterada a temperatura para 20 °C por mais 20 min e a polimerizagado e

impressao do MP apresentaram o melhor resultado.
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4.2 Adesao e manutenc¢ao dos hiPSC-CMs

Os hiPSC-CMs chegaram no LabM? em suspensdo, com o meio de plaqueamento em
temperatura controlada e com a quantidade aproximada de 800 mil a 1 milhdo de células para
cada experimento independente. Para cada experimento foram utilizadas 12 placas, separadas
em 3 placas para cada grupo e mantidas na incubadora por 2 dias até o inicio dos
experimentos. Foram realizados um total de 15 experimentos sendo, que 3 experimentos
foram para calibrar a concentracdo das matrizes LAM e GTX, 3 experimentos foram para
calibrar as melhores concentracdes e condigdes para cultivo dos hiPSC-CMs no gel de
poliacrilamida e 2 experimentos foram excluidos devido a auséncia de hiPSC-CMs

contraindo.

Foram testadas diferentes concentracdes de plaqueamento dos hiPSC-CMs,
inicialmente foram plaqueadas 1,2 x 10°, mas para o grupo sem micropadrdo apresentou
overconfluéncia para analise dos dados de TFM, com isso foi reduzido para 5 x 10* ¢ para o
grupo com micropadrdo foi uma quantidade insuficiente para fazer a aquisi¢ao de pelo menos
5 células por placa, com isso foi realizado um 1ltimo teste e ficou estabelecido que 83 x 10*
células por placa ¢ quantidade satisfatéria para ambos os grupos. Os hiPSC-CMs
apresentaram boa adesao quando cultivados no MPs, porém eles ndo atingiram o formato total

dos MPs devido ao pouco tempo que permaneceram em cultura (Fig.15).

Figura 15: (a) imagem campo claro hiPSC-CMs sem MPs, (b) imagem campo claro hiPSC-CMs
aderido no MPs, (c¢) imagem fluorescente dos MPs. Imagem adquirida no microscopio Leica objetiva
20x. Scale bar 100 pm.
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4.3 Analise morfoldgica e quantificacio do alinhamento das fibras

As andlises de morfologia foram realizadas através da marcagdo do citoesqueleto e do nucleo
dos hiPSC-CMs com Phalloidin e Dapi respectivamente. Foi observado a adesdo dos
hiPSC-CMs no MPs tanto para a matriz LAM quanto para GTX, quando cultivados nos MPs
os hiPSC-CMs demonstraram maior compactacdo e alongamento das fibras (Fig. 16a,c)

quando comparadas com os grupos que ndo foram cultivados com os MsP (Fig. 16b,d).

Figura 16: Imagens fluorescentes dos hiPSC-CMs, (a) hiPSC-CMs cultivados com LAM em MPs, (b)
hiPSC-CMs cultivados em LAM sem MPs, (c) hiPSC-CMs cultivados com GTX em MPs, (d)
hiPSC-CMs cultivados com GTX sem MPs. Imagens adquiridas em microscopio Leica, objetiva 40x
com 0leo de imersdo. Scale bar 20 pm.

Foi realizada a quantificagdo do grau de alinhamento das fibras através do algoritmo
desenvolvido no LabM?, onde foram analisados n=10 hiPSC-CMs por grupo totalizando um
n=40. As imagens foram adquiridas em microscépio invertido de fluorescéncia, com objetiva
de 40x com 6leo de imersao, e salvas em formato .TIFF que apresenta uma melhor qualidade
para o processamento no Matlab®. Durante a inclusdo das imagens no algoritmo, foram
testados alguns pardmetros para realgar o contraste, melhorar a nitidez da imagem e definir
qual o melhor tamanho de box counting (quantidade necessaria de caixas para recobrir o

objeto estudado) e o melhor limiar para reducdo do ruido (método de Otsu).



29

Foram testados 4 tamanhos de box counting: 8, 16, 32 e 64 ¢ o que melhor demarcou
os hiPSC-CMs foi o box counting de 16, e para a redugdo do limiar de ruido (lim) foram
testados os parametros: 0,3; 0,7; 0,9; 1,3; 1,7; 1,9 e o que apresentou melhor reducao de ruido

e qualidade de imagem para andlise foi o lim 0,7.

Foi realizado o teste ANOVA com pareamento Fisher, onde os grupos cultivados com
MPs apresentaram menor grau de alinhamento quando comparado com os que foram
cultivados sem MPs, p < 0,05, ou seja, nos hiPSC-CMs cultivados em MPs as fibras estdo
mais alinhadas e compactadas do que os cultivados sem MPs, mesmo em pouco tempo em
cultura foi observado a tendéncia de crescimento longitudinal demarcando a regido do MPs

(Fig.17).
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Figura 17: Grafico do grau de alinhamento das fibras (pardmetros: box counting 16 e lim 0,7). Grupos
L e G, sdo estatisticamente diferentes dos grupos LM e GM. Ou seja, os MPs aumentaram o grau de
alinhamento (p < 0,05).
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4.4 Analise TFM e EE

As andlises de TFM e EE foram realizadas apds 3 dias do plaqueamento dos hiPSC-CMs.
Com o deslocamento das microesferas fluorescentes gerado pelos hiPSC-CMs, foi calculada a
forca de tracdo exercida por cada hiPSC-CMs antes e apds o EE, e os hiPSC-CMs foram

divididos em 8 grupos:

LM — hiPSC-CMs aderidos no MPs com a matriz LAM;

LME — hiPSC-CMs aderidos no MPs com a matriz LAM ¢ EE;

GM - hiPSC-CMs aderidos no MPs com a matriz GTX;

GME - hiPSC-CMs aderidos no MPs com a matriz GTX e EE;

L — hiPSC-CMs aderidos ao gel de poliacrilamida com a matriz LAM e sem MPs;
LE — hiPSC-CMs aderidos ao gel de poliacrilamida com a matriz LAM, sem MPs e
EE;

G — hiPSC-CMs aderidos ao gel de poliacrilamida com a matriz GTX e sem MPs;
GE — hiPSC-CMs aderidos ao gel de poliacrilamida com a matriz GTX, sem MPs e
EE.

Para cada grupo, foram processados 9 imagens de hiPSC-CMs antes e apos a
estimulacdo elétrica totalizando 72 células analisadas. Durante o processamento, foi
observado que algumas amostras apresentaram outliers ¢ a fim de reduzir os vieses, foi
realizada a normalizacdo dos dados aplicando o menor valor de tracdo como imagem de
referéncia. Com isso, obtivemos um total de 144 analises antes e apos a normalizagdo dos
dados pela area de cada célula. Esses outliers podem ocorrer devido a um prestress que
ocorrido com os hiPSC-CMs durante a aquisi¢do das imagens, e também devido a um
aumento do estresse celular durante a aquisicdo das imagens quando comparado com o gel
nao tensionado pode apresentar maior intensidade na hora de avaliar a forca de tracdo
camuflando os valores reais de tragdo. Os dados brutos e os dados normalizados, tanto pela
area dos hiPSC-CMs quanto pelo valor de minimo como referéncia, foram analisados e serdo

descritos a seguir:
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Ao avaliar os dados ndo normalizados, prestress, imagens com a imagem de tripsina
de referéncia, foi observado que os hiPSC-CMs aderidos no substrato, produziram uma tragao
mecanica que deslocaram as microesferas, resultando em uma alteragdo de suas posicoes
iniciais. Nas figuras 18 e 19, foi observado que o mapa de tracdo de cada grupo comportou-se
de maneira diferenciada, quando os hiPSC-CMs sdo cultivados ou ndo com MPs, também
apresentaram padrdes de forgas diferentes ap6s a EE. Os hiPSC-CMs cultivados com LM e L
apresentaram maior forca de tragdo quando comparados com os cultivados com GM e G
(Fig.18). Os dados demonstraram que utilizar os MPs influencia na forca de contragdo dos
hiPSC-CMs e que apo6s a aplicagio da EE, todos os grupos apresentaram uma menor

flutuacdo da amplitude de contragdo mantendo um sincronismo com o pulso aplicado.

Foi realizado teste ANOVA com pareamento de Fisher com p<0.05 e a=95%, nos
dados sem normalizagdo e observamos que todos os grupos apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando comparados uns com os outros, mas quando
comparados com seus respectivos grupos, antes ¢ apos a EE, somente o LM apresentou
diferenga estatistica evidenciando que o LME tem uma tragdo quadratica média superior ao

LM (Fig.19).
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Figura 18: Mapa de tragdo comparativo entre grupos e graficos da forca de tragdo quadratica média
dos hiPSC-CMs no tempo para avaliar o efeito do MPs. Imagem do campo de tragdo dos hiPSC-CMs
em estado contraido; (LM) hiPSC-CMs cultivados em MPs de LAM comparado com (L) hiPSC-CMs
cultivados sem MPs, (LME) hiPSC-CMs cultivados em MPs ap6s a EE comparado com (LE)
hiPSC-CMs cultivados sem MPs apos a EE, (GM) hiPSC-CMs cultivados em MPs de GTX
comparado com (G) hiPSC-CMs cultivados sem MPs, (GME) hiPSC-CMs cultivados em MPs de
GTX apds a EE comparado com (GE) hiPSC-CMs cultivados sem MPs apos a EE. Imagens obtidas do
microscopio Leica DMI4000.
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Figura 19: Mapa de tragdo comparativo intragrupos e graficos da forga de tragdo quadratica média dos
hiPSC-CMs no tempo para avaliar o efeito do EE. Imagem do campo de tragdo dos hiPSC-CMs em
estado contraido; (LM) hiPSC-CMs cultivados em MPs de LAM, (LME) hiPSC-CMs cultivados em
MPs apés a EE, (GM) hiPSC-CMs cultivados em MPs de GTX, (GME) hiPSC-CMs cultivados em
MPs de GTX ap6s a EE, (L) hiPSC-CMs cultivados sem MPs, (LE) hiPSC-CMs cultivados sem MPs
apos a EE, (G) hiPSC-CMs cultivados sem MPs e (GE) hiPSC-CMs cultivados sem MPs ap6s a EE.
Imagens obtidas do microscopio Leica DMI4000.
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Para a andlise dos dados normalizados pela 4rea, com a imagem de tripsina de
referéncia, foram realizadas testes estatisticos de Mann-Whitney (ndo paramétrico) para
avaliar trés efeitos decorrentes dos dados obtidos: primeiro foi avaliado o efeito do tipo de
Matriz utilizada, comparando os hiPSC-CMs cultivados com LAM, com os hiPSC-CMs
cultivados com GTX, com e sem MPs, e antes e apds o EE, e a comparagado entre os LE x GE
mostrou-se significantemente estatistico com p < 0,05 onde GE apresenta uma forga
quadratica média superior do que o LE, os demais grupos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativa. Para a avaliacdo do efeito dos MPs, foram comparados os
hiPSC-CMs cultivados com GTX com e sem MPs e antes e apos o EE e com os hiPSC-CMs
cultivados com LAM foram realizadas as mesmas comparagdes € observou-se que, OS
hiPSC-CMs cultivados com GTX, sem MPs e com EE, foram estatisticamente significativos
onde GE apresentou uma for¢a quadratica média superior ao GME e os demais grupos nao
apresentaram diferengas estatisticamente relevantes. Ao avaliar o efeito do EE, foi realizada a
comparagdo intragrupos onde o mesmo grupo ¢ comparado antes e apos o EE e observamos
que o GE apresentou uma for¢a quadratica média superior ao G e os demais grupos nao
apresentaram resultados estatisticamente significativos (Fig. 20). Dados exemplificados na
tabela 1.

Foi aplicado o teste ANOVA com comparacio de Fisher para verificar o agrupamento
das amostras e avaliar quais foram estatisticamente significantes, os grupos se dividiram em:
3 grupos onde LM ¢ diferente estatisticamente de L, LE, GM, LME, que nao apresentaram

relevancia estatistica e G, GME, GE sao estatisticamente significantes.
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Constrained FTTC: Tractions
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Figura 20: Mapa de tracdo presstresed. Graficos boxplot da média das forcas de tracdo dos
hiPSC-CMs para avaliar o efeito da MATRIZ (LAM e GTX), do EE e dos MPs. Imagem do campo de
tracdo dos hiPSC-CMs em estado contraido; (LM) hiPSC-CMs cultivados em MPs de LAM, (LME)
hiPSC-CMs cultivados em MPs apos a EE, (GM) hiPSC-CMs cultivados em MPs de GTX, (GME)
hiPSC-CMs cultivados em MPs de GTX apds a EE, (L) hiPSC-CMs cultivados sem MPs, (LE)
hiPSC-CMs cultivados sem MPs apo6s a EE, (G) hiPSC-CMs cultivados sem MPs e (GE) hiPSC-CMs
cultivados sem micropadrdo apos a EE. Imagem obtida do microscdpio Leica DMI4000.
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Para a analise dos dados normalizados pela area e pelo menor valor de tragdao usado
como referéncia, também foram aplicados testes estatisticos de Mann-Whitney para avaliar
trés efeitos decorrentes dos dados obtidos: primeiro foi avaliado o efeito do tipo de Matriz
utilizada e observamos que a comparacdo entre os LE x GE mostrou-se significantemente
estatistico com p < 0,05 onde GE apresenta uma for¢a quadratica média superior do que o LE,
os demais grupos nao apresentaram diferengas estatisticamente significativa. Para a avaliagdo
do efeito dos MPs observamos que, os hiPSC-CMs cultivados com GTX, sem MPs e com EE,
nenhum dos grupos apresentaram diferencas estatisticamente relevantes. Ao avaliar o efeito
do EE observamos novamente que nenhum dos grupos apresentaram resultados
estatisticamente significativos (Fig. 21) Dados exemplificados na tabela 1.

Foi aplicado o teste ANOVA com comparagdo de Fisher para verificar o agrupamento
das amostras e avaliar quais foram estatisticamente significantes, os grupos se dividiram em:
3 grupos onde L ¢ diferente estatisticamente de LM, LE que ndo apresentaram relevancia

estatistica e G, GM, GME, LME, GE sao estatisticamente significantes.
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Figura 21: Mapa de tracdo normalizado pelo valor minimo como referéncia. Graficos boxplot da
média das forcas de tracdo dos hiPSC-CMs para avaliar o efeito da MATRIZ (LAM e GTX), do EE e
dos MPs. Imagem do campo de tragdo dos hiPSC-CMs em estado contraido; (LM) hiPSC-CMs
cultivados em MPs de LAM, (LME) hiPSC-CMs cultivados em MPs apos a EE, (GM) hiPSC-CMs
cultivados em MPs de GTX, (GME) hiPSC-CMs cultivados em MPs de GTX apds a EE, (L)
hiPSC-CMs cultivados sem MP, (LE) hiPSC-CMs cultivados sem MPs apos a EE, (G) hiPSC-CMs
cultivados sem MPs e (GE) hiPSC-CMs cultivados sem MPs apos a EE. Imagem obtida do
microscopio Leica DMI14000.
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Tabela 1: Representativo estatistico dos grupos de acordo com a média da tracdo quadratica
normalizada pela area e pelo valor de tracdo minima como referéncia versus média

normalizada pela area.

Imagem referéncia tripsina Imagem referéncia tragdo
minima
LM = GM LM = GM
ML > G L = G
MATRIZ LME = GME LME = GME
(*) LE > GE LE < (*) GE
LM = L LM = L
GM = G GM = G
M LME = LE LME = LE
GME = GE GME < (*) GE
LM = LME LM = LME
EE GM = GME GM = GME
L = LE L = LE
G = GE G < (*) GE

(*) estatisticamente significativo p < 0,05

Ap6s a normalizagdo dos dados, foi calculado o valor do delta quadrético que avalia a
diferenga da tragdo antes e apos a aplicagdo do EE em cada célula analisada. Foi observado
uma reducdo da for¢a de tracdo quadratica média de aproximadamente 87 % em todos os

grupos com e sem MPs e alguns outliers evidenciando esta diminui¢ao (Fig. 22).
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5 DISCUSSAO

Esse projeto iniciou-se com o intuito de avaliar a relagdo entre o alinhamento das forcas de
tracdo com a morfologia de cardiomidcitos cultivados em MPs para minimizar os vieses
morfolégicos pois, quando os cardiomidcitos sdo cultivados livremente apresentam formas e
tamanhos diferentes. A partir de uma parceria com a empresa Pluricell, que forneceram os

hiPSC-CMs ja diferenciados e prontos para o cultivo (53).

Os hiPSC-CMs apresentam imaturidade morfoldgica, fisioldgica e bioquimica, além
de exibirem formatos irregulares e desalinhados em cultura (38,39,45), com isso avaliar sua
organizagdo estrutural é de suma importancia para acompanhar sinais de maturagdo que
possam ocorrer apds a aplicacdo de algumas técnicas como o prolongamento do tempo de
cultivo, alteragdes bioquimicas, rigidez do substrato, estimulagdo biofisica, entre outras, que
foram desenvolvidas a fim de melhorar o metabolismo energético deixando-o mais ativo a fim

de obter hiPSC-CMs com perfil eletrofisiologico mais robusto (43,44,56).

A escolha da matriz também ¢ fundamental para o desenvolvimento dos hiPSC-CMs
em MPs, visto que, selecionamos e comparamos dois tipos distintos de matrizes para avaliar
se a interacdo do substrato LAM e suas ligacdes de integrinas com a membrana celular seriam
suficientes para o desenvolvimento dos hiPSC-CMs ou uma matriz GTX que, além das
ligacdes de integrinas, tem mais componentes que integram a matriz extracelular se mostraria
mais eficaz na adesdo e até promover a maturacdo dos hiPSC-CMs como descrito por

Feaster et al., 2015 (26,57).

O uso da técnica de MPs, mostrou-se eficaz para o cultivo individual dos hiPSC-CMs
e sua aplicagdo, tanto em hiPSC-CMs quanto em outros tipos celulares, tem se mostrado
promissora para estudos mecanicos, bioquimicos, biofisicos e farmacoldgicos em células
saudaveis ou doentes (26,27,31,58). Em contrapartida, os hiPSC-CMs possuem um
citoesqueleto relativamente imaturo e desalinhado o que faz com que eles contraiam-se em
diversas dire¢des (27,38,40), e isso pode ter sido um dos fatores nos quais os mapas de forca

de tracdo no tempo avaliado, ndo apresentaram um padrao de contracdo linear.

O tempo de manutengdo dos hiPSC-CMs foi o tempo minimo recomendado na
literatura (27), pois devido alguns fatores intrinsecos, os hiPSC-CMs entravam em apoptose
com mais de 5-6 dias em cultura, com isso o melhor periodo de andlise foi determinado entre

o 3-4 dias apds o plaqueamento. Conforme descrito por Ribeiro ef al. 2015 e Wheelwright et


https://sciwheel.com/work/citation?ids=14395030&pre=&suf=&sa=0
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al. 2018, seria interessante manter os hiPSC-CMs por mais tempo em cultura para avaliar a
influéncia dos MPs no processo de amadurecimento das células e organizagdo dos pontos de

adesdo focal.

A costrugcdo do estimulador elétrico proporcionou a padronizagdo e a definicdo dos
parametros para a aplicag¢@o tanto da sincronizacdo da contragdo celular, aplicada no presente
estudo, quanto na exposicao prolongada que podera ser aplicada futuramente, em diferentes
fases do desenvolvimento celular, intervalos de tempos e ajustes. Como o objetivo inicial do
presente estudo era avaliar o sincronismo através da EE, o tempo de estimulo foi menor do
que os descritos na literatura que avaliam a EE a longo prazo, iniciando a aplicagdo desde o
processo de diferenciagdo, at¢ o0 momento de maturagado inicial visto que os hiPSC-CMs nao
amadurecem completamente mesmo apds permanecerem por longos periodos em cultura

(43,45,59,60).

Durante o tempo de aquisicdo das imagens a EE mostrou-se eficaz em manter a
contracdo dos hiPSC-CMs por mais tempo durante a andlise, diminuindo a for¢a de tracdo
quadratica média. O GTX mostrou-se estatisticamente mais eficaz do que a LAM, visto que
os hiPSC-CMs tem uma afinidade de crescimento maior quando cultivado em GTX e a
impressao do GTX no gel de poliacrilamida ficou melhor definido do que a impressao com
LAM conforme descrito por Atmanli et al., 2014. Observamos uma menor flutuagdo na tracao
quadratica média quando os hiPSC-CMs foram estimulados eletricamente, visto que o padrao
aparenta mais uma contragdo superficial do que uma contracao completa quando observamos

o mapa de tragdo em funcao do tempo.

Apos as andlises de todos os dados dos grupos normalizados pela area, podemos
presumir que os resultados dos grupos com EE foram os que apresentaram maior relevancia
estatistica. Os dados demonstraram que utilizar o MPs influencia na forca de contracdo dos
hiPSC-CMs e que apos a aplicagdo da EE, todos os grupos apresentaram uma menor
flutuagdo da amplitude de contragdo. Isso ocorre devido a diminui¢do da tragdo quadratica
média que apos a aplicacdo da EE os hiPSC-CMs apresenta uma distribui¢cdo mais alinhada

das fibras.

Observamos algumas tendéncias quando os hiPSC-CMs sdo cultivados em MPs, em
relacdo ao alongamento das fibras durante o desenvolvimento das células, mas sera necessario
um nuamero amostral maior do que os analisados e maior tempo de cultivo celular para inferir

se os dados irdo confirmar essas tendéncias.


https://sciwheel.com/work/citation?ids=15001000,7390545,7454287,1045201&pre=&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0,0
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O aprimoramento da técnica de impressdo do MPs no gel de poliacrilamida foi um
processo que demandou um longo tempo de aprendizado até o refinamento da técnica, visto
que foram alterados alguns parametros para adequar a realidade e as condigdes do macro e

microambiente celular conquistando a reprodutibilidade dos resultados.

Os avancos alcangados com o uso dos MPs na técnica de TFM, serdo valiosos para a
literatura pois uma das dificuldades encontrada na hora de normalizacdo dos dados e na
caracterizagdo das propriedades mecanicas das células esta relacionado com o fato de que as
células apresentam formas e tamanhos diferentes, € com o uso dos micropadrdes conseguimos

controlar a maioria dos pardmetros do microambiente celular.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi gerado um protocolo final reprodutivel e otimizado da técnica de
impressao dos MPs, adequado para aplicagdo nao somente nos hiPSC-CMs utilizados neste
estudo, mas também para outras linhagens celulares, como, por exemplo, células musculares
(mioblastos). Observamos que o uso da técnica de MPs para cultivo dos hiPSC-CMs, mesmo
por um curto periodo de tempo (aproximadamente 3 dias), favoreceu o alinhamento das
fibras, deixando o citoesqueleto dos hiPSC-CMs mais organizado quando comparado com
aquelas nao cultivadas nos MPs. A matriz GTX propiciou, ainda, aos hiPSC-CMs, uma
afinidade de adesdo superior quando comparada aquela induzida pela LAM, demonstrando
que o uso da GTX tende a favorecer a maturagdo das células. Também verificamos que a
utilizacdo do estimulador elétrico durante a tomada de dados, nas experiéncias de TFM,

resultou em uma tendéncia geral de minimizar flutuagdes na contragdo celular.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Aplicar essa metodologia para outros tipos de células musculares, utilizando outras
geometrias e variando a matriz utilizada;

2. Avaliar o perfil metabolico e o grau de alinhamento e correlacionar com as alteragdes
mecanicas;

3. Fazer testes quantitativos para avaliar a adesdo focal das células cardiacas;

4. Realizar testes com estimulagdo elétrica com tempos variados.
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//* CHyGen - Cell Hypertrophic Generator *
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/! X

// sk sk skosk skosk skok sk

// DEFINICOES

// sk sk sk sk koo skok sk

// Defini¢des gerais

#define T MAX 24.0 //Tempo de precondicionamento méaximo (h)
#define T MIN 1.0 //Tempo de precondicionamento minimo (h)
#define R MAX 19.9 //Metade do tempo de descanso maximo (s)

#define R MIN 0.5 //Tempo de descanso minimo (s)
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#define W_MAX 10.0 //Metade da largura maxima do pulso de excitagdo (ms)
#define W_MIN 0.5 //Largura minima do pulso de excitagdo (ms)

#define D MAX 20.0 //Delay méaximo entre dois pulsos consecutivos (s)
#define D MIN 0.1 //Delay minimo entre dois pulsos consecutivos (s)

#define N MAX 10.0 /Numero maximo de pulsos

#define N MIN 1.0 //Numero minimo de pulsos

#define BOTAO 1.0 //Ligar BOTAO no pino digital -> 1 <-

#define LED 2.0 //Ligar LED no pino digital -> 2 <-

#define BUZZER 3.0 //Ligar BUZZER no pino digital -> 3 <- (precisa ser pwm)

#define POTENCIOM A0 //Ligar POTENCIOMETRO no pino analégico A0 (Arduino
Uno)

#define SPLASH_TIME 3000.0 /Tempo de permanéncia da tela de inicializagao

#define IN1 12 //Direcaol de rotacdo do Motor-A

#define IN2 13 //Dire¢ao2 de rotacao do Motor-A

#define BASE TEMPO 100.0 /Base de tempo geral em mili-segundos (ms)

#define FATOR REST 2.0 //Fator de correcdo do tempo de descango

#define FATOR PULSE 2.5 //Fator de corre¢dao do tempo dos pulsos

#define FATOR DELAY 1000.0 //Fator de correcao do tempo de delay entre pulsos

/! X

//***********

// BIBLIOTECAS

//***********

#include <Wire.h>

#include <LiquidCrystal [2C.h>

#include <DirectlO.h>

LiquidCrystal 12C led(0x27, 2, 1, 0,4, 5, 6, 7, 3, POSITIVE);

// X

//************************

// DECLARACOES DE VARIAVEIS

//************************

int botao; // Determina o nivel hierarquico do menu de opg¢des dado pela
pressionamento do botao

int splash; // Splash Screen (1=mostra tela, 0=ndo mostra tela)

int opcao; // Determina quais sdo as opgdes do menu selecionado (1,2,3,4,5, de acordo

com a lista abaixo)

float overall time; // (1) Tempo total do processo de precondicionamento celular
float rest_time; // (2) Tempo de descanso das células

float pulse_width; //(3) Largura do pulso de excitagao

float pulse delay; // (4) Intervalo de tempo entre dois pulsos consecutivos (periodo)
int pulse_number; // (5) Numero de pulsos durante a excitagdo

int potenciometro; // Leitura temporaria do potenciometro

int estimulacao; // Estado da estimulacao elétrica: 1=ON e 0=OFF



int pulsing;  // Pulso da estimulagdo elétrica: I=ON e 0=OFF
float contl,cont2; // Contadores gerais 1
float cont3,cont4; // Contadores gerais 2

// X
//Splach Screen
void SHOW_SPLACH() {

led.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lCd.print("****************");
lcd.setCursor(0,1);
led.print("CellHypertrophic");
lcd.setCursor(3,2);
led.print("Generator");
lcd.setCursor(0,3);
lCd.print("****************");
splash=0;
delay(SPLASH_TIME);
led.clear();

/1 X

// Mostra o menu principal

void SHOW_MENUO() {
lcd.home();
lcd.setCursor(1,0);
lcd.print("Overall/Resting");
lcd.setCursor(1,1);
led.print("PW/Delay  ");
lcd.setCursor(1,2);
led.print("# Pulses ");
lcd.setCursor(1,3);
if (estimulacao == 0) led.print("Run ");
if (estimulacao == 1) lcd.print("Stop ");

b

/1 X

// Aplica trem de pulsos
void PULSES(int a, int b, int ¢) {
for (inti=1;1<=a;i++) {

// PW
J/A—
/| +
1+
[femme| + |-

hl-
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/== X (# Pulses)

digitalWrite(BUZZER,255);
digitalWrite(LED,255);
digitalWrite(IN1,HIGH);
digitalWrite(IN2,LOW);
delay(b/2.0);
digitalWrite(IN1,LOW);
digitalWrite(IN2,HIGH);
delay(b/2.0);
digitalWrite(IN1,LOW);
digitalWrite(IN2,LOW);
digitalWrite(BUZZER,0);
digitalWrite(LED,0);
delay(c);

/!

// okskkok

// SETUP

// okskkook

void setup()

{

//Declaracdes PADRAO

botao = 0;

splash = 1;

estimulacao = 0;

overall time=24;// HORAS

rest time =3.5;// SEGUNDOS

pulse width =1.0; // MILI-SEGUNDOS
pulse delay =0.1; // SEGUNDOS
pulse_number= 5;

pulsing = 1;

contl ;
cont2
cont3
cont4

5

5

coo9

9

pinMode(BOTAO,INPUT PULLUP);
pinMode(BUZZER,OUTPUT);
pinMode(LED,OUTPUT);
pinMode(IN1,0UTPUT);
pinMode(IN2,0UTPUT);



Serial.begin(9600);
lcd.begin(16,4);

}

// X

// skokskosk

// LOOP

// skokskosk

void loop()
{

//Splach Screen
if (splash == 1) SHOW_SPLACH();

//Menu PRINCIPAL
if (botao == 0) {

SHOW_MENUO();
potenciometro=analogRead(POTENCIOM);

if (potenciometro >= 0 && potenciometro < 256) {
led.setCursor(0,1);
led.print(" ");
led.setCursor(0,2);
led.print(" ");
led.setCursor(0,3);
led.print(" ");
led.setCursor(0,0);
led.print(">");
opcao=1; //tempo total e de descanso
}
if (potenciometro >= 256 && potenciometro < 512) {
lcd.setCursor(0,0);
led.print(" ");
lcd.setCursor(0,2);
led.print(" ");
lcd.setCursor(0,3);
led.print(" ");
lcd.setCursor(0,1);
led.print(">");
opcao=2; //largura e periodo dos pulsos
b
if (potenciometro >= 512 && potenciometro < 768) {
led.setCursor(0,0);
led.print(" ");
led.setCursor(0,1);
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led.print(" ");
led.setCursor(0,3);
led.print(" ");
led.setCursor(0,2);
led.print(">");
opcao=3; //nimero de pulsos
}
if (potenciometro >= 768 && potenciometro < 1024) {
lcd.setCursor(0,0);
led.print(" ");
led.setCursor(0,1);
led.print(" ");
led.setCursor(0,2);
led.print(" ");
led.setCursor(0,3);
led.print(">");
opcao=4; //run...

}

//Menu SECUNDARIO: "Overall/Resting"
if (opcao == 1 && botao !=0) {

lcd.setCursor(0,0);

led.print("Overall (h) ");

led.setCursor(0,1);

led.print("Rest  (s) ");

if (botao ==1) {
potenciometro=analogRead(POTENCIOM);
overall time=map(potenciometro,0,1023,T MAX, T MIN);
led.setCursor(12,0);
led.print(" ");
lcd.setCursor(12,0);
led.print(overall time);
lcd.setCursor(13,1);
led.print("?");

}

if (botao == 2) {
potenciometro=analogRead(POTENCIOM);
rest_time=0.5*map(potenciometro,0,1023,R_ MAX,R MIN);
lcd.setCursor(12,1);
led.print(rest_time);
lcd.setCursor(13,0);
led.print("?");

}

led.setCursor(0,2);

led.print(" Press bottom");

led.setCursor(1,3);

led.print("to CHANGE/EXIT");



//Menu SECUNDARIO: "PW/Delay"
if (opcao == 2 && botao !=0) {

led.setCursor(0,0);

led.print("PW  (ms)");

led.setCursor(0,1);

led.print("Delay (s)");

if (botao ==1) {
potenciometro=analogRead(POTENCIOM);
pulse width =0.5*map(potenciometro,0,1023,W_MAX,W_MIN);
lcd.setCursor(12,0);
lcd.print(pulse_width);
lcd.setCursor(13,1);
led.print("?");

}

if (botao == 2) {
potenciometro=analogRead(POTENCIOM);
pulse delay =0.05*map(potenciometro,0,1023,D MAX,D MIN);
lcd.setCursor(12,1);
led.print(pulse_delay);
led.setCursor(13,0);
led.print("?");

}

led.setCursor(2,2);

lcd.print("Press bottom");

led.setCursor(1,3);

led.print("to CHANGE/EXIT");

}

//Menu SECUNDARIO: "# Pulses"
if (opcao == 3 && botao !=0) {
led.setCursor(0,0);
lcd.print("Number of pulses");
led.setCursor(0,1);
led.print("(integer) ");
if (botao ==1) {
potenciometro=analogRead(POTENCIOM);
pulse number =map(potenciometro,0,1023,N MAX,N MIN);
lcd.setCursor(11,1);
led.print(" ");
led.setCursor(11,1);
led.print(pulse_number);

)

if (botao == 2) botao = 0;
lcd.setCursor(2,2);
led.print("Press bottom");
lcd.setCursor(4,3);

led.print("to EXIT");
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//Menu SECUNDARIO: "Run" e "Stop"
if (opcao == 4 && botao !=0) {
botao  =0;
estimulacao=estimulacao+1;
SHOW_MENUO0();
if (estimulacao > 1) {

contl = 0;
cont2 = 0;
cont3 = 0;
cont4 = 0;
estimulacao = 0;
pulsing = 1;

overall time= 24;
rest time =3.5;
pulse_width =1.0;
pulse delay =0.1;
pulse_number= 5;
b
}

//Detecta botdo pressionado e alterna entre 0 e 1
if (digitalRead(BOTAO) == LOW) {
botao=botao+1;
led.clear();
if (botao > 2) botao=0;
}

//CICLO DE ESTIMULACAO ELETRICA
if (estimulacao == 1) {

//Estimativas de tempos tradudizadas na base de tempo de 100ms (ntimero de ciclos de
100ms)

cont2=((3.6E7)*overall_time)/(pulse number*(pulse_width+(1000*pulse delay)+(1000*rest
_time/FATOR REST))); /mumero total de repeti¢des (lembrar que a base de tempo ¢ 0.1s!!)

cont4=(1000*rest_time/FATOR REST)/BASE TEMPO; //nimero total de ciclos de
descancgo na base de tempo geral

//Inicia aplicando o trem de pulsos e depois espera tempo de descango
if (pulsing == 1)

PULSES(pulse number,FATOR PULSE*pulse width, FATOR DELAY *pulse_delay);
pulsing=0;

//Aguarda um certo nimero de ciclos de 100ms referentes ao tempo de descango
cont3=cont3+1;
if (cont3 >= (cont4)) {
cont3 =0;
pulsing=1;
}



64

//Aguarda um certo nimero de ciclos de 100ms referentes ao tempo total do tratamento de

eletro-choque
contl=contl+1;
if (contl >= (cont2)) {

contl  =0;

cont2  =0;
cont3  =0;
cont4  =0;
estimulacao=0;
pulsing =1;

H

H
delay(BASE_TEMPO);
//FINAL do coédigo!!

/*Serial.print("contl :");
Serial.print(contl);
Serial.print("\n");
Serial.print("cont2 :");
Serial.print(cont2);
Serial.print("\n");
Serial.print("cont3 :");
Serial.print(cont3);
Serial.print("\n");
Serial.print("cont4 :");
Serial.print(cont4);
Serial.print("\n");
Serial.print("estimul : ");
Serial.print(estimulacao);
Serial.print("\n");
Serial.print("pulsing : ");
Serial.print(pulsing);
Serial.print("\n");
Serial.print("\n");

Serial.print("overall : ");
Serial.print(overall_time);
Serial.print("\n");
Serial.print("rest :");
Serial.print(rest_time);
Serial.print("\n");
Serial.print("PW: ");
Serial.print(pulse width);
Serial.print("\n");
Serial.print("delay :");
Serial.print(pulse_delay);
Serial.print("\n");
Serial.print("# pulses: ");



Serial.print(pulse_number);
Serial.print("\n");
Serial.print("estimulo: ");
Serial.print(estimulacao);
Serial.print("\n");
Serial.print("\n");

/*Serial.print("botao : ");
Serial.print(botao);
Serial.print("\n");
Serial.print("opcao: ");
Serial.print(opcao);
Serial.print("\n");
Serial.print("\n");*/
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