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Dedico à minha famı́lia, especialmente a minha
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Resumo

As propriedades mecânicas do coração têm sido estudadas extensivamente nos

últimos anos, tanto em nı́vel de órgão, tecido muscular, e recentemente em nı́vel celular.

As células cardı́acas, ou cardiomiócitos, são células do músculo cardı́aco, que é res-

ponsável pelo permanente fluxo sanguı́neo no corpo, compondo os átrios e ventrı́culos,

câmaras onde o sangue entra e é bombeado para o coração. A utilização de cardi-

omiócitos em experimentos cientı́ficos trouxe várias vantagens experimentais, assim

como, a possibilidade de se estudar células isoladas de diversas áreas do coração. No

presente trabalho foi desenvolvida uma metodologia de análise capaz de mensurar

parâmetros relacionados a dinâmica de forças de tração de cardiomiócitos isolados

durante os ciclos de contração, visando gerar um melhor entendimento na área de

regeneração cardı́aca. Para isso foram utilizadas duas linhagens de cardiomiócitos, WT,

que são de cardiomiócitos saudáveis, e KO-CRP3, que são de cardiomiócitos que apresen-

tam defeitos na arquitetura e funcionamento da musculatura cardı́aca. A metodologia

desenvolvida visa analisar parâmetros tais como, a frequência de pulsação dos cardi-

omiócitos, o alinhamento das forças de tração durante os ciclos de contração e a potência

realizada pelo cardiomiócito durante a contração e o relaxamento. Esses parâmetros

foram analisados em duas condições, com os cardiomiócitos em estados basais, e esti-

mulados por um fármaco, o isoproterenol. Dessa forma foi possı́vel analisar a resposta

mecânica dos cardiomiócitos ao fármaco utilizado, e a diferença do comportamento dos

parâmetros entre as linhagens de cardiomiócitos.

Palavras-chave: mecânica celular, microscopia de força de tração, microscopia de fluo-

rescência, cardiomiócito, dinâmica de forças, reologia.





Abstract

The mechanical properties of the heart have been studied studied extensively in recent

years, both at organ level, muscle tissue, and recently at the cellular level. Heart cells, or

cardiomyocytes, are cell of the heart muscle, which is responsible for the permanent blood

flow in the body, making up the atria and ventricles, chambers where blood enters and is

pumped into the heart. The use of cardiomyocytes in scientific experiments has brought

several experimental advantages, as well as the possibility of studying isolated cells from

different areas of the heart. In the present work an analysis methodology was developed

capable of measuring parameters related to the dynamics of traction forces os isolated

cardiomyocytes during the contraction cycles, aiming to generate a better understanding

in the area of cardiac regeneration. For this we used two cardiomyocytes line, WT, which

are from healthy cardiomyocytes, an KO-CRP3, which are from cardiomyocytes that have

malfunction in cardiac muscle architecture. The developed methodology aims to analyze

parameters such as the pulse rate of the cardiomyocytes, the alignment of the traction

forces during the contraction cycles and the power performed by the cardiomyocytes

during the contraction and relaxation. These parameters were analyzed under two

conditions, with cardiomyocytes at basal state, and stimulated by a drug, isoproterenol.

Thus it was possible to analyze the mechanical response of cardiomyocytes to the drug

used, and the difference in the behavior of teh parameters between the cardiomyocytes

line.

Keywords: cell mechanics, traction force microscopy, fluorescence microscopy, cardi-

omyocyte, force dynamics, rheology.
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4.9 Histograma dos ângulos entre as linhagens. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84

4.10 Mapa do vetor de forças de tração média e orientação de uma amostra de
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da linhagem WT. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

4.13 boxplot da potência de contração e relaxamento para cardiomiócitos da
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omiócito da linhagem KO-CRP3. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99

4.23 Mapa do vetor de forças de tração para pontos de curtose máxima e
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Capı́tulo 1

Introdução

Nesse capı́tulo, será apresentado o contexto cientı́fico atual em que os estudos em

células cardı́acas estão inseridos. Essa contextualização será feita dentro de uma pers-

pectiva multidisciplinar entre as áreas de Fı́sica e Biologia Celular, na qual se inclui o

presente trabalho. Discutir-se-á as bases conceituais dos objetos de estudos referentes

à pesquisa aqui realizada, desde os tipos de células que utilizaremos, suas principais

caracterı́sticas, as técnicas experimentais e teóricas desse campo de pesquisa e as questões

que ainda estão em aberto e que motivaram a pesquisa aqui desenvolvida. Por fim, serão

apresentados os objetivos do presente trabalho.

1.1 Contextualização e Justificativa

Doenças cardiovasculares, como o infarto do miocárdio, representam a maior causa

de morte no mundo, matando mais de 7 milhões de pessoas por ano, segundo dados da

Organização Mundial da Saúde (OMS) no ano de 2012 (Takahashi et al., 2013; Gaui et al.,

2014). Segundo dados do Ministério da Saúde, no Brasil, as doenças cardiovasculares

constituem a maior causa de óbito em todas as regiões do paı́s, atingindo a parcela de

29% do número total de mortes (Gaui et al., 2014).

O coração é um órgão composto por células eletricamente excitáveis que, durante

o tempo de vida do corpo humano, trabalha como uma bomba mecânica de sangue

(Zhang et al., 2008). A principal função do coração é bombear o sangue pelo corpo de

acordo com as necessidades fisiológicas de cada órgão (Madonna et al., 2014; Vikhorev e

Vikhoreva, 2018). Cardiomiopatias são doenças no músculo do coração que podem levar

à disfunções cardı́acas. Existem diversos tipos de cardiomiopatias, como: cardiomiopatia
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hipertrófica, miocardiopatia congestiva ou restritiva e arritmia cardı́aca (Vikhorev e

Vikhoreva, 2018). Em um trabalho recente, os pesquisadores Vikhorev e Vikhoreva publi-

caram um artigo de revisão, onde resumiram os principais dados sobre alterações nas

propriedades contráteis do músculo cardı́aco humano com a cardiomiopatia hipertrófica

e a miocardiopatia congestiva (Vikhorev e Vikhoreva, 2018).

A contração do coração depende da despolarização elétrica da membrana do cito-

plasma, no entanto, alguns estudos têm mostrado que perturbações mecânicas afetam

a eletrofisiologia cardı́aca (Pfeiffer et al., 2014; Vikhorev e Vikhoreva, 2018; Prinzen

e Peschar, 2002; Quinn et al., 2011). O processo que faz com que a ativação elétrica

nas fibras musculares desencadeie contrações mecânicas é chamado de acoplamento

excitação-contração (AEC) (Pfeiffer et al., 2014). Enquanto que, o processo no qual

alterações mecânicas influenciam a atividade elétrica cardı́aca é conhecido como resposta

mecanoelétrica (RME) (Pfeiffer et al., 2014). Esses fenômenos podem ocorrer tanto no

coração como um todo, quanto em nı́vel celular.

As células cardı́acas, ou cardiomiócitos, são responsáveis pelo permanente fluxo

sanguı́neo no corpo, compondo os átrios e ventrı́culos. Essas células estão interconec-

tadas no músculo cardı́aco, de forma que, quando uma delas é excitada, o potencial

de ação se propaga para todas as demais, passando de célula para célula, inclusive

por suas interconexões. Esse processo, conhecido como despolarização elétrica, leva à

contrações mecânicas das células, que podem afetar o comportamento eletrofisiológico

celular (Pfeiffer et al., 2014).

Os cardiomiócitos também possuem a capacidade de encurtarem ou alongarem suas

fibras, sendo bastante flexı́veis e fundamentais para o batimento cardı́aco, que ocorre

mesmo em meio de cultura. Os cardiomiócitos são estimulados eletricamente de forma

indireta pelas células de marcapasso. Esse estı́mulo é transmitido célula a célula permi-

tindo ao músculo cardı́aco se comportar como uma única unidade coordenada (Severs,

2000). Nesse caso, a comunicação entre os cardiomiócitos é complexa e estabelecida de

maneira mecânica, elétrica e quı́mica (Tirziu et al., 2010).

As propriedades mecânicas do coração têm sido estudadas extensivamente nos

últimos anos, tanto em nı́vel de órgão, tecido muscular, e recentemente em nı́vel celular

(Parikh et al., 1993). Inicialmente, os estudos voltados para o coração como um todo

tinham como área de interesse a intervenção farmacológica e cirúrgica. Com o conhe-
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cimento acumulado, foi possı́vel desenvolver técnicas para a preparação de músculos

cardı́acos, o que levou a manipulações experimentais mais diretas desse músculo (Louch

et al., 2011). No entanto, em análises eletrofisiológicas do músculo cardı́aco, verificou-se

que não se tinha um controle adequado do potencial de membrana em determinados

experimentos. Essa limitação possibilitou o desenvolvimento de técnicas para se isolar

cardiomiócitos individuais (Louch et al., 2011).

A utilização de cardiomiócitos em experimentos cientı́ficos trouxe várias vantagens,

como a possibilidade de se estudar células de diversas áreas do coração, tais como,

átrio, ventrı́culo esquerdo ou direito, até mesmo regiões do coração que sofreram infarto

(Louch et al., 2011). Outras vantagens estão relacionadas às técnicas experimentais de

imagens, pois, para várias dessas técnicas, as amostras, em geral, têm um limite de

espessura (Louch et al., 2011). É comum o uso de cardiomiócitos em estudos que visam

analisar propriedades dos canais de cálcio, mecânica celular, transfecção gênica, entre

outras (Louch et al., 2011). Dessa forma, vê-se que cardiomiócitos isolados podem ser

utilizados em uma gama de experimentos que possibilitam a visualização de estruturas

intra celulares que são importantes para o entendimento de propriedades mecânicas,

estruturais e fisiológicas dos cardiomiócitos (Louch et al., 2011).

Diversos estudos em nı́vel celular têm sido desenvolvidos nos últimos anos, a fim de

entender melhor os mecanismos fı́sicos e biológicos que regem o comportamento dos

cardiomiócitos. Um desses estudos, se propôs a investigar a diferença no potencial de

ação e na contração de cardiomiócitos com diferentes heterogeneidades (Khokhlova et al.,

2018). Basicamente, os pesquisadores investigaram a heterogeneidade eletromecânica de

cardiomiócitos de diferentes regiões da parede ventricular, sendo os modelos utilizados:

os cardiomiócitos das regiões ventriculares do subendocárdio (ENDO) e do subepicárdio

(EPI) (Khokhlova et al., 2018). Com essa pesquisa, Khokhlova et al., mostraram que a

heterogeneidade mecânica se relaciona diretamente com dinâmica do tempo de ativação

de cálcio e no perfil da contração dos cardiomiócitos, via um mecanismo de cooperação

chamado de resposta eletro-cálcio-mecânica (Khokhlova et al., 2018).

Células, no geral, estão constantemente submetidas à ação de forças, que podem ser

na forma de tensão de cisalhamento durante o fluxo sanguı́neo ou a respiração, assim

como, forças de tensão e compressão durante a contração muscular (Jansen et al., 2015).

Procurar entender como as células reagem a essas forças, ou a rigidez do meio no qual
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elas estão aderidas, pode contribuir para o avanço na área de engenharia de tecido, onde

se procura projetar biomateriais à base de células tronco, que podem ser utilizados para

substituir tecidos ou órgãos do corpo (Jansen et al., 2015).

Nessa linha, um grupo de pesquisadores, Boothe et al., investigaram o efeito que a

rigidez do substrato pode ter sobre as propriedades eletrofisiológicas de cardiomiócitos

(Boothe et al., 2016). Para isso, cardiomiócitos ventriculares de ratos neonatos foram

cultivados sobre a superfı́cie de géis de poliacrilamida, onde se variou o módulo elástico

do gel de 1 a 25 kPa e foi monitorado o potencial de ação e a corrente de cálcio nos cardi-

omiócitos, pela técnica de patch clamping (Boothe et al., 2016). Uma das conclusões que

os pesquisadores chegaram foi de que a rigidez do substrato afeta significativamente as

correntes de cálcio, o que pode levar a alterações no potencial de ação dos cardiomiócitos

(Boothe et al., 2016).

Trabalhos como esse, mostram a importância de se realizar estudos mecânicos a nı́vel

celular. Uma das caracterı́sticas essenciais desses estudos em células está relacionado a

mecanosensitividade e mecanotransdução celular. A mecanosensitividade é o processo

pelo qual a célula sente os sinais mecânicos provenientes do meio no qual ela está

inserida, enquanto que, a mecanotransdução é o processo de resposta celular aos sinais

mecânicos recebidos (Jansen et al., 2015; Trepat et al., 2008; Moeendarbary e Harris, 2014;

Zhu et al., 2000). Uma das formas das células interagirem com o meio extracelular é por

forças de tração realizadas através de adesões focais, conforme exemplificado na Fig. 1.1.
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Figura 1.1: Esquema sobre o processo de formação de adesões focais. As interações de baixa
afinidade entre a vinculina e a talina é o que inicia as adesões complexas. Quando a vinculina
fica ativada, a conformação das adesões muda e passa de uma baixa para uma alta afinidade
entre a vinculina e a talina, o que estabiliza uma conformação ativa com as integrinas gerando
as adesões focais (figura adaptada de (Humphries et al., 2007)).

O esquema mostra a interação entre as proteı́nas e os tipos de sinalização que formam

a base para que a adesão focal ocorra. As protusões se conectam com os elementos

da matriz extracelular, via moléculas de adesão, ativando os receptores da famı́lia das

integrinas que, por sua vez, ativam as quinases de adesão focal (Humphries et al.,

2007). As integrinas se acoplam às fibras de actina (F-actina) do esqueleto celular

(citoesqueleto) por proteı́nas adaptadoras que, em seguida, se agrupam para formar

pequenos complexos focais que se estabilizam e formam as adesões. São esses processos

que modulam diversas atividades celulares, como a migração celular e os processos de

remodelamento (Humphries et al., 2007).

A fim de se obter uma melhor compreensão das propriedades mecânicas e elétricas

dos cardiomiócitos Tian et al., acoplaram em um só equipamento um arranjo de microe-

letrodos com um microscópio de força atômica (AFM do inglês Atomic force microscopy)

(Tian et al., 2017). Com o AFM foi possı́vel mensurar a força dos cardiomiócitos através

do ajuste da ponta do microscópio com o ciclo de contração-relaxamento das células

(Tian et al., 2017) (maiores detalhes sobre o AFM, ver seção 1.3). Dessa forma, os pesqui-

sadores conseguiram criar uma ferramenta capaz de prover dados experimentais que

podem ajudar no melhor entendimento dos mecanismos eletromecânicos que regulam o
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funcionamento de cardiomiócitos (Tian et al., 2017).

Poder realizar medidas sobre o ciclo de contração e relaxamento dos cardiomiócitos é

fundamental para a análise de fenótipos de doenças, farmacologia de segurança cardı́aca

e medidas do funcionamento cardı́aco ao longo do tempo, com medidas tanto in-vitro

como in-vivo (Sala et al., 2018). Seria de fundamental importância que esse tipo de

medida pudesse ser realizada em condições clı́nicas e laboratórios de pesquisa, entre-

tanto, segundo Sala et al., a maioria desses estudos são realizados em laboratórios que

não são especialistas na área (Sala et al., 2018). Dessa forma, os autores propõem uma

metodologia versátil que pode ser aplicada à maioria das imagens de contração cardı́aca,

encontrada em laboratórios ou clı́nicas especializadas, chamado MUSCLEMOTION (Sala

et al., 2018).

O MUSCLEMOTION pode ser utilizado em sequência de imagens que podem ser

carregadas no programa de processamento de imagens, ImageJ (Sala et al., 2018). Essa

metodologia determina mudanças dinâmicas na intensidade dos pixels entre uma ima-

gem e outra de uma sequência. Com isso, é possı́vel obter medidas do movimento

relativo durante a contração e relaxamento do cardiomiócito (Sala et al., 2018). Dessa

forma, uma das conclusões dos autores foi a de que o MUSCLEMOTION pode ser utili-

zado como um método de análise da contração cardı́aca em diversas modalidades, para

uma rápida e confiável identificação de fenótipos de doenças, efeitos cardiotóxicos, entre

outros (maiores detalhes da metodologia desenvolvida pode ser visto aqui (Sala et al.,

2018)).

Atualmente, existem diversas técnicas experimentais capazes de extrair informações

referentes ao comportamento mecânico de células vivas, como a microscopia de força

de tração (TFM, do inglês Traction Force Microscopic) e a citometria óptica magnética de

rotação (OMTC, do inglês Optical Magnetic Twisting Cytometry), por exemplo. Ambas as

técnicas são relativamente novas, e a maioria das pesquisas cientı́ficas estão em um nı́vel

muito básico no que se refere a sua aplicação em cardiomiócitos (Style et al., 2014; Tang

et al., 2014; Mertz et al., 2012; Butler et al., 2002; Deng et al., 2004; Kollmannsberger e

Fabry, 2011).

Em um trabalho recente, Kijlstra et al., utilizaram a técnica de TFM para analisar a

cinética de contração e a geração de força de células tronco derivadas de cardiomiócitos

(Kijlstra et al., 2015). A capacidade de se realizar a diferenciação cardı́aca de células
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tronco pluripotentes veio com o avanço recente na área de Biologia Celular e, com

isso, possibilitou uma gama de estudos in-vitro de cardiomiócitos, gerando uma fonte

de células para o estudo da medicina cardiovascular regenerativa (Chong et al., 2014;

Zimmermann et al., 2006; Kijlstra et al., 2015). A análise da cinética de contração foi

baseada na quantificação de alterações morfológicas ao longo do tempo, na célula como

um todo. Já a geração de força dos cardiomiócitos foi quantificada pela deformação de

um substrato flexı́vel, onde as células ficavam aderidas pela técnica de TFM (maiores

detalhes sobre o TFM, ver a seção 2.1) (Kijlstra et al., 2015).

No presente trabalho desenvolveu-se uma metodologia de análise capaz de mensurar

novos parâmetros, a fim de agregar um melhor entendimento da dinâmica de forças de

células vivas. Para isso, utilizou-se dois tipos de cardiomiócitos, fornecidos pelo grupo

HC/FMUSP/InCor (Laboratório de Genética e Cardiologia Molecular). Esses mesmos

tipos de células são utilizadas pelo grupo do InCor como modelo animal, visando

aplicações para regeneração do coração, são eles: cardiomiócitos de rato neonato do

tipo selvagem (WT, do inglês Wild Type) e cardiomiócitos de rato neonato geneticamente

modificados pelo grupo de Genética do InCor (KO-CRP3).

A proteı́na muscular rica em cisteı́na, CRP3, é constituı́da de 194 aminoácidos e tem

se tornado um importante modelo experimental em cardiologia desde que demonstrou-

se que uma deficiência no CRP3 pode levar à hipertrofia do miocárdio, seguida de

uma cardiomiopatia dilatada (Buyandelger et al., 2011; Arber et al., 1994). A proteı́na

CRP pode ser encontrada em três tipo: CRP1, CRP2 e CRP3. Existem evidências que

sugerem que a proteı́na CRP3 regula a proliferação e diferenciação celular pelo controle

do processo de transcrição gênica (Campos et al., 2009; Dawid et al., 1998).

As proteı́nas CRPs aparentam ter funções similares em diferentes tipos de células.

CRP1 é expresso em diversos órgãos constituı́dos, em sua maioria, por células de músculo

liso. O CRP2 expressa-se exclusivamente em artérias e fibroblastos, enquanto que, o

CRP3 é expresso de forma predominante em órgãos compostos de músculo estriado

(Campos et al., 2009). Ratos com deficiência na expressão de CRP3 apresentam alterações

significativas nas F-actina que compõem o citoesqueleto celular, o que gera defeitos na

arquitetura e funcionamento da musculatura estriada e que pode levar ao desenvolvi-

mento de insuficiência cardı́aca (Buyandelger et al., 2011; Campos et al., 2009; Arber

et al., 1997).
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Dessa forma, a metodologia de análise desenvolvida foi aplicada nessas duas linha-

gens, WT e KO-CRP3. A primeira é considerada como uma amostra de célula saudável e

a segunda, como uma amostra de célula com mau funcionamento do citoesqueleto, pois,

a expressão do CRP3 foi bloqueada nessas amostras. A análise da dinâmica de forças

foi realizada pela técnica de TFM e a metodologia de análise foi toda desenvolvida em

ambiente MATLAB (maiores detalhes serão apresentados nos capı́tulos seguintes).

É indiscutı́vel o fato do coração ser um órgão de suma importância para o bom

funcionamento e saúde do corpo. O estudo in-vitro de seus componentes, especificamente

os cardiomiócitos, é fundamental para o entendimento de suas funções e comportamento.

Dessa maneira, acreditamos que o nosso trabalho pode formar uma base de conhecimento

sólida nesse tipo de estudo e que, futuramente, possa colaborar com possı́veis tentativas

para o desenvolvimento de tecnologias relacionadas à regeneração cardı́aca.

1.2 Estrutura intracelular

O comportamento mecânico das células depende da propriedade e do arranjo dos

elementos estruturais, que podem ser vistos como uma rede fibrosa, ou rede de fi-

lamentos, coletivamente conhecida como citoesqueleto (Boal, 2002). A maioria dos

filamentos estruturais na célula estão interligados para formar uma rede tridimensional,

onde filamentos individuais constituintes desta rede se distribuem na célula de forma

emaranhada, o que reflete, em parte, sua resistência ao ser flexionada (Boal, 2002). O

citoesqueleto, juntamente com a membrana celular, fornece uma integridade estrutu-

ral para manter o formato da célula, muitas vezes necessário para que estas possam

se comunicar entre si e realizar suas funções (Mofrad, 2009). Portanto, os filamentos

do citoesqueleto, juntamente com outras estruturas, contribuem para a resposta da

mecanotransdução, fenômeno este que envolve a sensibilidade da célula ao responder a

um estı́mulo mecânico (Ingber, 2006).

A rede fibrosa do citoesqueleto, além de desempenhar um importante papel nas

funções celulares, como migração, adesão e mecanotransdução, também é responsável

pela rigidez da mesma (Safran et al., 2005). Os principais componentes da rede do

citoesqueleto são os filamentos intermediários, os microtúbulos, as F-actina, e as ligações

cruzadas de proteı́nas. Estes filamentos de proteı́nas são responsáveis por manter as
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propriedades estruturais e a motilidade celular (Mofrad, 2009; Mandadapu et al., 2008).

Uma representação esquemática dos filamentos que compõe o citoesqueleto pode ser

visto na Fig. 1.2.

Figura 1.2: Principais componentes do citoesqueleto. Em A temos as F-actina, em B os
filamentos intermediários e em C os microtúbulos (Figura adaptada de (Mofrad, 2009)).

Os filamentos intermediários são ligeiramente mais largos que as F-actina e possuem

uma estrutura hierárquica mais complexa. Estes filamentos são compostos de diferentes

monômeros de proteı́nas entrelaçados como uma hélice (Boal, 2002). Os dı́meros se

arranjam por ligações não covalentes em uma rede alternada de tetrâmeros conectados

pelos seus pontos finais, formando assim, os protofilamentos, conforme Fig. 1.2. Estes,

por sua vez, formam feixes em estruturas do tipo corda, contendo em torno de oito

protofilamentos em formato quase cilı́ndrico com diâmetro de 10 nm, aproximadamente

(Mofrad, 2009; Boal, 2002). Os filamentos intermediários também contribuem para a

elasticidade da célula. Sua rede exibe uma elasticidade não-linear pronunciada, similar a

que é observada nas fibras de actina.

Os microtúbulos constituem outro importante componente do citoesqueleto e tem

sido verificado seu envolvimento em uma variedade de processos celulares, atuando

como um canal para condução dos motores celulares assim como, na organização da

divisão celular (Mofrad, 2009). Os microtúbulos são polı́meros ocos com diâmetro interno
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e externo de 14 e 25 nm, respectivamente, compostos de monômeros de tubulina-a e

b em um arranjo helicoidal, conforme Fig. 1.2 (Matsumoto e Nagayama, 2012). Muitas

pesquisas foram feitas sobre as propriedades dos microtúbulos dentre as quais podemos

destacar o modelo mecânico celular de Tensigrity, o qual se baseia na premissa de que

os microtúbulos realizam compressão que balanceia o estresse contráctil exercido pelas

F-actina dando estabilidade para a célula. Mais informações a respeito do modelo de

Tensegrity e das funções dos microtúbulos e das F-actina podem ser encontradas nas

referências (Ingber, 2003a,b, 1993; Chen e Ingber, 1999; Canadas et al., 2002).

As F-actina são polı́meros polares com uma torção helicoidal, com diâmetro de 7 a 9

nm, e dois pontos finais que são extremamente diferentes, chamados de barbed e pointed.

O ponto final barbed é o mais dinâmico e se alonga 10 vezes mais rápido que o final,

pointed (Blanchoin et al., 2014). A actina é vista como sendo o componente estrutural

primário das células, constituindo 10% de toda proteı́na da maioria das células (Mofrad,

2009). Sua alta concentração celular torna-a a proteı́na mais abundante da Terra (Pollard

e Cooper, 2009). As F-actina são essenciais para dar suporte mecânico interno para a

célula, fornecendo caminhos para a movimentação interna de materiais e dando força

para locomoção celular. A Fig. 1.3 mostra de forma esquemática os tipo de filamentos

que são polimerizados pelas F-actina e os diferentes tipos de redes que são formadas,

como: as organizações ramificadas e reticuladas, os feixes paralelos, e as estruturas

anti-paralelas contráteis.

As proteı́nas de ligações cruzadas ligam as F-actina umas às outras formando géis

elásticos ou conjuntos de estruturas tais como: fibras de estresse e filopódia (Kasza

et al., 2010). Seus filamentos são rı́gidos, tendo um comprimento de persistência na

ordem de aproximadamente 10 µm em solução aquosa, e um efetivo módulo de Young,

determinado pela sua rigidez de deflexão e raio (Mofrad, 2009).
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Figura 1.3: Representação esquemática da arquitetura da rede de actina na célula. Filopódio.
As regiões com zoom, em destaque mostram especificidades arquitetônicas de diferentes
regiões da célula, que são: (A) córtex celular; (B) exemplo de uma fibra contrátil, as fibras de
estresse; (C) Lamelipódio; (D) filopódio (Figura adaptada de (Blanchoin et al., 2014)).

O lamelopódio é composto pelas ramificações e redes de ligações transversais na

região frontal da célula e é o principal motor de movimentação celular (Fig. 1.3 C). Os

filopódios, feixes alinhados subjacentes, são estruturas semelhantes a dedos, localizados

na parte frontal das células e são importantes para a resposta direcional das mesmas

(Fig. 1.3 D). O córtex celular, que é uma fina camada de actina, reveste a membrana

plasmática pelos lados e pela parte de trás da célula, e é importante para a manutenção

da estrutura celular e para manutenção de sua forma (Fig. 1.3 A). O restante da célula

contém uma rede tridimensional de filamentos reticulados, intercaladas com feixes

contráteis, incluindo as fibras de estresse que ligam o citoesqueleto celular à matriz

extracelular, através dos locais de adesão focal (Fig. 1.3 B) (Blanchoin et al., 2014).

A contração na célula é produzida pela interação actina-miosina, que funciona como

um motor molecular. A miosina se acopla em mini-filamentos antissimétricos que, uma

vez incorporada dentro de uma rede de actina, provocam deslizamento dos filamentos

de actina, contração celular e tensão em sı́tios de adesão focal (Blanchoin et al., 2014).

A Fig. 1.4, mostra de forma esquemática, através de molas e amortecedores ativamente

interligados, os elementos mecânicos responsáveis por conduzir as alterações da forma e

da motilidade celular (Blanchoin et al., 2014).
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Elementos contráteis
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Estruturas rígidas

Figura 1.4: Representação esquemática do perfil mecânico da rede de actina. Os retângulos
vermelhos são os amortecedores que representam a rede de actina, enquanto que os cı́rculos
verdes representam molas ativas devido à atividade motora da miosina (Figura adaptada de
(Blanchoin et al., 2014)).

Para construir uma variedade de arquiteturas diferentes, as células utilizam uma

gama de proteı́nas que geram a rede de actina e controlam a resposta mecânica do

citoesqueleto. Por sua vez, sinais mecânicos controlam a atividade bioquı́mica das

F-actina e das proteı́nas que se ligam à actina. Devido à importância da actina e dos

demais filamentos que compõem o citoesqueleto celular, o conhecimento básico de sua

reologia é essencial para o entendimento de suas propriedades mecânicas. Portanto,

aprofundaremos o conceito de reologia e a aplicação de técnicas experimentais para o

estudo da mecânica do citoesqueleto, especificamente na técnica de microscopia de força

de tração.

1.3 Microrreologia celular

Em décadas recentes, diversos modelos de mecânica dos fluı́dos foram desenvolvidos

para o estudo de células vivas. Isso só foi possı́vel devido ao grande avanço na área

de Biologia Molecular (Kamm, 2002). O comportamento mecânico da fluidez celular

e seus efeitos biológicos são temas que englobam diversos campos de pesquisa, tais

como: Biofı́sica, Bioengenharia, Fisiologia, Fı́sica e Biologia (Kamm, 2002). O estudo

da deformação e fluidez da matéria faz parte de um campo de pesquisa chamado

reologia. Basicamente, a reologia é o estudo de como materiais complexos fluem e se
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deformam sob algum tipo de estresse (Barnes et al., 1989; Squires e Mason, 2010). As

propriedades reológicas de materiais complexos além de determinar seu comportamento

fluido, fornecem informações sobre seus componentes microestruturais (Squires e Mason,

2010).

Fluidos newtonianos simples têm como principal caracterı́stica a tensão ser propor-

cional à taxa de deformação, além de apresentarem uma viscosidade e elasticidade

desprezı́veis. Sólidos hookeanos simples não fluem e são caracterizados por um módulo

elástico. Tanto os fluidos newtonianos como os sólidos hookeanos apresentam limitações

que impossibilitam descrever diversos materiais considerados macios (soft), que são

tanto viscosos quanto elásticos sobre a escala de tempo em que são detectados (Breuer,

2005). Esses tipos de materiais são chamados de viscoelásticos e, têm sido estudados com

reômetros mecânicos, em várias geometrias de deformação, dependendo da extensão de

deformação e magnitude dos módulos a serem medidos (Breuer, 2005). No entanto, as

técnicas mecânicas reológicas convencionais nem sempre são adequadas para descrever

o comportamento da maioria desses tipos de materiais, pois é necessário um volume de

amostra na escala de mililitros, impedindo o estudo de muitas amostras biológicas, que

são difı́ceis de se obter em grandes quantidades (Breuer, 2005).

Devido a esse fato, diversas técnicas microrreológicas foram desenvolvidas principal-

mente para o estudo de células vivas. Com essas técnicas foi possı́vel superar algumas

limitações das técnicas de reologia tradicional, tais como a faixa de frequência e o módulo

que podem ser sondados, o tamanho da amostra, heterogeneidade, entre outros (Cicuta e

Donald, 2007). O termo micro se refere ao tamanho da sonda de tensão/deformação, que

fica tipicamente na escala dos mı́crons, além de indicar que as técnicas de microrreologia

podem ser realizadas em volumes muito pequenos, com amostras em microlitros. As

vantagens oferecidas por essas técnicas fizeram com que elas se popularizassem na

última década, e abriram novos campos de investigação (Cicuta e Donald, 2007).

Nesse contexto, determinar como um material responde a um estı́mulo mecânico, de-

pende de um grupo de caracterı́sticas chamadas de propriedades mecânicas do material

(Moeendarbary e Harris, 2014). São essas propriedades mecânicas que descrevem como

um material se deforma em resposta a um estresse aplicado, e como essa deformação evo-

lui ao longo do tempo (Moeendarbary e Harris, 2014). A razão entre tensão e deformação

relativa de um material é uma constante chamada de módulo de Young (geralmente se
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refere a elasticidade do material, em unidades de pascal) (Tipler e Mosca, 2000; Moe-

endarbary e Harris, 2014). A Fig. 1.5 mostra o valor do módulo de Young para alguns

materiais. Nela, podemos ver que a célula é extremamente mole, com um módulo de

Young de muitas ordens de grandeza menor do que a maioria dos materiais comuns.
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Figura 1.5: Módulo de Young de alguns materiais comuns. A célula apresenta um módulo
de Young muitas ordens de grandeza menor do que alguns materiais tı́picos, o que a torna
extremamente mole. A fibra de actina, isoladamente, tem uma alta rigidez e é a principal
proteı́na que constitui a célula, entretanto, quando colocada no formato de malha conectada
com outros componentes do citoesqueleto, forma uma estrutura com a rigidez de géis
moles. A imagem acima corresponde ao citoesqueleto de uma célula de fibroblastos NIH-3T3
(imagem adaptada de (Kollmannsberger e Fabry, 2011)).

O módulo de Young é uma propriedade fundamental de materiais sólidos e deter-

mina a capacidade que o material tem de sustentar sua forma quando submetido a um

estresse mecânico. No entanto, materiais elásticos, quando submetidos a um estresse

mecânico, são capazes de armazenar energia elástica (Kollmannsberger e Fabry, 2011;

Moeendarbary e Harris, 2014). A taxa de fluidez desses materiais, quando submetidos a

algum tipo de carga, é dada por sua viscosidade (geralmente com unidade de pascal por

segundo).

Quando se compara o comportamento de células vivas com o de materiais elásticos
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e viscosos submetidos a um estresse mecânico, verifica-se que as células apresentam

ambas as propriedades, elástica e viscosa, sendo então, consideradas como materiais

viscoelásticos (Kollmannsberger e Fabry, 2011; Moeendarbary e Harris, 2014). Devido à

baixı́ssima rigidez e pequeno tamanho da célula, as forças mecânicas e as deformações

são muito pequenas, na faixa de pico-Newtons e nanômetros, respectivamente (Koll-

mannsberger e Fabry, 2011). Quando materiais moles, a esse nı́vel, cerca de 103 Pa

(Fig. 1.5), são tensionados, suas microestruturas, tanto armazenam quanto dissipam a

energia de deformação de uma forma que pode depender da frequência, fazendo com

que, neste caso, a viscosidade e a elasticidade também dependam.

O grande interesse no entendimento das propriedades mecânicas das células levou

ao desenvolvimento de novas técnicas experimentais e teóricas para a medição e análise

dessas propriedades, tendo em vista que, alterações em tais propriedades celulares

acarretam modificações microestruturais que podem afetar o crescimento de tecido

(Heisenberg e Bellaı̈che, 2013; Shraiman, 2005), formação de tubos vasculares (Hannezo

et al., 2012; Lubarsky e Krasnow, 2003), migração celular (Alford et al., 2011; Gerthoffer,

2007), assim como levar a quadros patológicos (Katira et al., 2012; Coughlin et al., 2013).

Dentre as técnicas de microrreologia para análise da mecânica celular, destaca-se: o

método da pinça óptica (Buehler e Yung, 2009; Lim et al., 2006), microscopia de força

atômica (AFM) (Ludwig et al., 2008; Discher et al., 2005; Kamm, 2002; Moeendarbary

e Harris, 2014), citometria óptica de torção magnética (OMTC) (Coughlin et al., 2013;

Fabry et al., 2001; Kollmannsberger e Fabry, 2011; Mofrad, 2009), microscopia de força

de tração (TFM) (Butler et al., 2002; Ingber, 2003a; Gavara et al., 2008), entre outras. A

Fig. 1.6 ilustra esquematicamente algumas dessas técnicas.

A AFM é uma técnica de caracterização de superfı́cie de alta resolução e tem sido

amplamente utilizada para obtenção de imagens e caracterização mecânica de uma

variedade de amostras biológicas (Müller e Dufrene, 2010; Moeendarbary e Harris, 2014).

A técnica de AFM utiliza uma ponta conectada a um cantiléver que interage com a

amostra. Uma das formas mais utilizadas do AFM no estudo da mecânica celular é

para medidas da elasticidade e reologia celular (Moeendarbary e Harris, 2014). Para

obtenção da elasticidade celular, a ponta do cantiléver do AFM é pressionada contra a

célula enquanto que a força e a deformação gerada na célula é monitorada (Alcaraz et al.,

2003; Qiu et al., 2010; Moeendarbary e Harris, 2014).
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Figura 1.6: Representação esquemática de quatro técnicas de microrreologia. A Microscopia
de força atômica (AFM): um feixe laser é refletido na parte de trás do cantiléver e detectado
pelo fotodiodo. A interação entre a ponta e a amostra altera a flexão do cantiléver e, con-
sequentemente, o caminho de reflexão do feixe laser que é precisamente mensurado pelos
fotodiodos. A deflexão do cantiléver é convertida em força usando a constante da mola. B

Pinça óptica: Uma pequena partı́cula é presa de forma estável por um feixe laser altamente
focalizado. A posição da partı́cula pode ser controlada pelo movimento da armadilha óptica
e pequenas forças podem ser estimadas pela mudança na posição da partı́cula pelo centro
da armadilha óptica. C Citometria óptica de torção magnética (OMTC): microesferas ferro-
magnéticas aderidas ao citoesqueleto celular ficam sujeitas a um campo magnético externo
oscilatório. As microesferas se alinham ao campo magnético e rotacionam conforme o campo
oscila. Essa rotação gera um torque na célula que é monitorada ao longo do tempo. Dessa
forma é possı́vel obter o módulo viscoelástico da célula. D Microscopia de força de tração
(TFM): A célula é aderida a um gel flexı́vel de poliacrilamida, com módulo elástico conhecido,
onde beads fluorescentes são aderidos em sua superfı́cie. Para as células se aderem ao gel,
elas realizam forças que o deformam e deslocam beads fluorescentes. Pelo monitoramento do
deslocamento dos beads é possı́vel estimar a força de tração que as células fazem (imagem
adaptada de (Moeendarbary e Harris, 2014)).

Devido ao interesse crescente no estudo da mecânica celular, diversas técnicas ex-

perimentais que utilizam armadilhas ópticas foram desenvolvidas para manipulação

ou estiramento de partes da célula, sendo uma delas a pinça óptica (Moeendarbary e

Harris, 2014). Essa técnica parte do conceito de que quando a luz penetra um meio

com ı́ndice de refração diferente, ela muda seu caminho. A conservação do momento

significa que é criada uma força restauradora pela luz, passando através do material que

resiste a nı́veis mais altos de refração (Moeendarbary e Harris, 2014). Dessa forma, é

possı́vel capturar ou deformar uma pequena partı́cula ou uma célula opticamente e ser
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manipulada por uma fonte de luz colimada. Devido a alta sensitividade (resolução de

pico-Newton) e alta precisão espaço-temporal, essa técnica tem sido bem utilizada em

medidas sub-celulares. Algumas das pesquisas cientı́ficas envolvendo a técnica de pinça

óptica estão relacionadas a tensão de deformação da membrana extracelular de diversos

tipos de células (Hochmuth et al., 1996; Raucher e Sheetz, 1999; Moeendarbary e Harris,

2014).

Na técnica de OMTC, microesferas ferromagnéticas de 4.5 µm de diâmetro recober-

tas com um peptı́deo sintético, contendo uma sequência adesiva de três aminoácidos,

arginine-glycine-aspartic acid (RGD), são depositadas sobre as células e se aderem forte-

mente ao citoesqueleto por meio de receptores (integrinas) na sua superfı́cie (Fabry et al.,

2001; Moriya et al., 2008). A sequência RGD é comum a várias proteı́nas da matriz extra-

celular e é reconhecida pelas células por meio dos receptores. Estes, além de iniciarem

uma sinalização bioquı́mica, também apresentam uma ligação fı́sica ao citoesqueleto de

actina.

Inicialmente as microesferas são magnetizadas horizontalmente, para em seguida

serem realizadas as medidas, impondo um campo magnético vertical homogêneo, exter-

namente, que varia senoidalmente no tempo. A aplicação deste campo gera um torque

que causa a rotação das microesferas no sentido de se alinharem ao campo. Esta rotação

é impedida, contudo, pelas forças mecânicas que se desenvolvem dentro das células,

em resposta a rotação das esferas. O torque gerado nas microesferas, devido ao campo

magnético externo, desloca lateralmente as esferas durante a sua rotação em resposta

ao torque oscilatório. O movimento forçado das microesferas é modulado através das

propriedades elásticas e viscosas do esqueleto celular. Com isto é possı́vel medir o

módulo complexo de cisalhamento, como uma função da frequência devido ao campo

magnético oscilatório aplicado (Fabry et al., 2001; Moriya et al., 2008).

A técnica de OMTC pode ser utilizada para explorar as propriedades dinâmicas

do esqueleto celular ao longo de um amplo intervalo de frequência, de 0.1 a 1 kHz,

assim como, pode ser aplicada a uma grande variedade de células, incluindo células

do músculo liso, células endoteliais e epiteliais (Fabry et al., 2001; Kollmannsberger e

Fabry, 2011; Mofrad, 2009; Puig-de Morales et al., 2004). Essa é uma das técnicas que se

encontra acessı́vel em nosso laboratório (LabM2), e diversos alunos de pós graduação a

utilizam para investigação da mecânica celular, além de algumas dessas investigações já
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terem resultado em publicações (Dinardo et al., 2013, 2012).

Por fim, na técnica de TFM, basicamente as células realizam adesões focais em

substratos flexı́veis com microesferas fluorescentes aderidas próximas a superfı́cie do

substrato. Conforme as células se contraem, elas deformam o substrato e, com isso,

alteram a posição das microesferas fluorescentes. Uma vez que se conhece a rigidez do

substrato, é possı́vel obter a força de tração necessária para realizar uma determinada

deformação pelo deslocamento das microesferas fluorescentes (Kijlstra et al., 2015; Butler

et al., 2002).

O desenvolvimento destas técnicas experimentais levou à criação de uma vasta gama

de modelos matemáticos para descrever a microrreologia do citoesqueleto e sua mecânica

(Mofrad, 2009). Estas técnicas experimentais frequentemente induzem uma perturbação

mecânica na célula, impondo uma deformação ou aplicando uma força e observando a

resposta da célula. Isto deu origem a uma série de teorias para descrição da mecânica

de células vivas e modelagem do seu citoesqueleto, tais como: os modelos mecânicos

elásticos, viscoelásticos e porosos (Lim et al., 2006; Mofrad, 2009; Yamaoka et al., 2012;

Kasza et al., 2010; Kardas et al., 2013); modelos baseados na teoria de materiais vı́treos

moles (SGM do inglês soft glassy material) (Lim et al., 2006; Vaziri et al., 2007; Mandadapu

et al., 2008); modelo de Tensegriy, que parte da premissa da existência da pré-tensão

celular exercidas pelo citoesqueleto (Canadas et al., 2002; Ingber, 2003b, 1993); modelos

baseados na teoria de percolação na qual os filamentos que compõem o citoesqueleto

devem estar conectados de uma extremidade a outra da célula, para que esta possa

exercer suas funções mecânicas (Mofrad, 2009; Silveira et al., 2009).

Esses diversos modelos propiciaram um maior entendimento das propriedades

mecânicas das células. Com isso, percebeu-se a importância de se quantificar as forças

de tração exercidas pelas células. Isso porque, processos celulares importantes, como,

migração, contração e relaxamento, metástase, adesão celular, entre outros, são gerados

pelas forças de trações que as células exercem em um substrato (Tang et al., 2014; Style

et al., 2014). A técnica micorreológica utilizada em nosso trabalho para o estudo das

propriedades mecânicas dos cardiomiócitos foi o TFM, por ser a técnica disponı́vel em

nosso laboratório que mais se adequara às nossas necessidades. Logo, a técnica de TFM

será melhor descrita no próximo capı́tulo.



Capı́tulo 2

Técnicas experimentais

Nesse capı́tulo serão descritos os detalhes da metodologia empregada para a

realização do experimentos com os cardiomiócitos. A forma com que células vivas

interagem com o microambiente que as rodeia é através de forças de tração. Essa

interação celular, conhecida como mecanotransdução, é fundamental para que a célula

sobreviva e consiga realizar suas funções corretamente, pois, é pela mecanotransdução

que as células se comunicam umas com as outras e com seu microambiente (Tang et al.,

2014; Wang e Li, 2010). Pelas forças de tração, as células são capazes de sentir as proprie-

dades mecânicas do seu microambiente, como por exemplo, células vizinhas e substrato,

e ajustar suas adesões focais, morfologia, motilidade, dentre diversas outras funções de

acordo com o meio na qual se encontram (Butler et al., 2002; Wang e Li, 2010). Para que

fosse possı́vel obter dados relacionados à dinâmica de forças durante o ciclo de contração

dos cardiomiócitos, foi utilizada a técnica de TFM.

Dessa forma, conseguir caracterizar de maneira precisa o campo de forças de tração

exercido pela célula em um substrato, sob diversas condições fisiológicas, é fundamental

para o entendimento da mecanotransdução entre diversos tipos celulares e seu micro-

ambiente (Tang et al., 2014). A seguir, será descrito os detalhes de como são obtidas as

forças de tração exercidas pela célula com a técnica de TFM.

2.1 Microscopia de força de tração

Nessa técnica, as células aderem-se a um substrato flexı́vel com marcadores fluores-

centes, beads, que são identificados por um microscópio de fluorescência, onde é possı́vel

monitorar seus deslocamentos por softwares computacionais e, dessa forma, se obter
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o campo de tração gerado no substrato. Um dos trabalhos pioneiros na tentativa de

visualizar as forças de tração celular foi realizado em 1980 por Harris e colaboradores,

no qual os autores utilizaram uma camada fina de substrato de silicone polimérico e

observaram o enrugamento causado no substrato pela migração das células (Harris

et al., 1980). No entanto, foi a partir de 1995 que Dembo e Wang, assim como outros

pesquisadores, desenvolveram as técnicas de TFM e mostraram que o campo de forças

de tração exercida pela célula em sua vizinhança podia ser mapeado, desde que fosse

conhecido o campo de deslocamento em um substrato flexı́vel no qual as células estavam

aderidas (Dembo e Wang, 1999; Butler et al., 2002; Tang et al., 2014).

Para isso, era necessário, inicialmente, conhecer as propriedades elásticas do subs-

trato, como por exemplo, sua rigidez, e colocar um marcador nesse substrato para se

quantificar o deslocamento. Geralmente utiliza-se um substrato de gel de poliacrilamida,

desenvolvido por Pelham e Wang, cuja rigidez pode ser ajustada por meio da proporção

entre monômeros de acrilamida e o crosslinker bisacrilamida (Pelham Jr e Wang, 1998).

Para o caso de uma célula de músculo liso, o substrato pode ter rigidez de 5 kPa, en-

quanto que, para cardiomiócitos a rigidez fica em torno de 10 kPa (Yeung et al., 2005;

Engler et al., 2008). Para se quantificar o campo de deslocamento, utiliza-se microesferas

fluorescentes, na ordem de 0.2 µm de diâmetro, embutidas próximas à superfı́cie do

substrato de gel, que servem como marcadores da deformação sofrida no gel devido às

forças de tração exercidas pela célula. A Fig. 2.1 exemplifica como a célula interage com

o gel flexı́vel utilizado no TFM.

Para medir o campo de deslocamento são necessárias, no mı́nimo, duas imagens.

Uma delas é da célula aderida ao substrato, exercendo força de tração, e a outra é apenas

do substrato sem célula (imagem de referência). A primeira fornece a configuração da

deformação da superfı́cie do substrato. A segunda imagem mostra a configuração dos

marcadores fluorescentes sem deformação, com o substrato livre das forças de tração

(Tang et al., 2014). Para isso, é necessário remover as células por processo de tripsinização

(McNeil et al., 1984; Brown et al., 2007). A tripsina é uma enzima produzida no pâncreas,

capaz de quebrar ligações peptı́dicas das células com o substrato. Comparando a

diferença de posição das microesferas nas duas imagens, é possı́vel a obtenção do

campo de deslocamento dos beads fluorescentes no substrato.
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Figura 2.1: A: esquema da interação da célula com o substrato flexı́vel do TFM. A célula,
quando aderida ao substrato, realiza adesões focais que produzem as forças de tração que
deslocam os beads fluorescentes, alterando suas posições iniciais (imagem adaptada de
(Plotnikov et al., 2014)). B: Esquema da vista superior do campo de deslocamento dos
beads produzido pelas forças de tração exercidas pela célula.

Na técnica de TFM, o campo das forças de tração é definido como força por unidade

de área, Pa = N/m
2, gerada na superfı́cie do gel pela célula aderida (Butler et al.,

2002). Esse campo deforma o substrato e essa deformação é geralmente descrita por um

gradiente de deformação F, que nada mais é do que o Jacobiano da transformação de

coordenada, de um estado não deformado x, para um estado deformado x’ (Schwarz e

Soiné, 2015). O tensor F é descrito da seguinte forma:
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Chamando o vetor deslocamento de u = x’ � x, é possı́vel reescrever o tensor F da

seguinte forma:

F = 1 + (r⌦ u)T , (2.2)

sendo, 1 o tensor unidade, ⌦ o produto vetorial, r o operador nabla e (r⌦ u)T a matriz

transposta de (r⌦ u).

Os campos espaciais F e u são utilizados para se medir mudanças locais no deslo-

camento e na angulação durante a deformação (Schwarz e Soiné, 2015). No entanto,

esses campos devem ser obtidos pelas imagens de microscopia de fluorescência do TFM.

Para isso, pode-se utilizar o tensor de Green-Lagrange para se obter a deformação, E, da

seguinte forma:
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E =
1
2

⇣
F

T · F � 1

⌘
. (2.3)

O tensor E pode ser reescrito em termos do vetor deslocamento u, substituindo F

pela expressão da Eq. (2.2), da seguinte forma:

E =
1
2

h
(r⌦ u) + (r⌦ u)T + (r⌦ u)(r⌦ u)T

i
. (2.4)

Nessa expressão, o termo (r⌦ u)(r⌦ u)T é a contribuição não linear do tensor E

(Schwarz e Soiné, 2015). No entanto, para pequenas tensões, a contribuição não linear

pode ser desprezada e o tensor E se torna um tensor de deformação linear, que pode ser

escrito da seguinte forma:

e =
1
2

h
(r⌦ u) + (r⌦ u)T

i
, (2.5)

sendo, as componentes do tensor linear e:

eij =
1
2

 
∂ui

∂xj

+
∂uj

∂xi

!
. (2.6)

Para que essa relação linear seja válida, o substrato flexı́vel deve ser isotrópico e a

deformação na superfı́cie do gel deve ser ui < 1µm (Plotnikov et al., 2014). Dessa forma,

considerando o substrato flexı́vel como homogêneo, isotrópico e elástico, a tensão s

sobre a superfı́cie pode ser escrita em função da deformação linear, e, da seguinte forma

(Plotnikov et al., 2014):

sij =
E

1 + s


eij +

s

1 � 2s
dij(eii + ejj + ekk)

�
, (2.7)

sendo, dij a função delta de Kronecker, E o módulo de Young e s o raio de Poisson,

parâmetros esses que dependem do tipo de material de que é feito o substrato.

As células aderidas ao substrato aplicam forças de tração somente na superfı́cie, z = 0.

Com isso, as forças internas no substrato são desprezı́veis, restando apenas as forças

tangenciais aplicadas pela célula na superfı́cie (plano xy) (Plotnikov et al., 2014; Schwarz

e Soiné, 2015). As forças aplicadas pela célula são equilibradas pelas forças tangenciais

do substrato, pois as forças verticais (plano zx) são desprezı́veis para z = 0. Dessa forma,

é comum considerar o substrato com extensão infinita no plano xy e se estendendo de

z = 0 até z = �• (Plotnikov et al., 2014).
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Nos experimentos de TFM, o substrato de poliacrilamida utilizado tem espessura

tı́pica de 50 µm, entretanto, pode-se desprezar as tensões verticais e manter as condições

de contorno, descritas acima. Satisfazendo essas condições de contorno, é possı́vel

utilizar o formalismo da função de Green, G(x, x
0), para calcular as trações exercidas na

superfı́cie do substrato t(x0), pela seguinte integral de convolução:

u(x) =
Z

G(x, x
0)t(x0)dx

0. (2.8)

A função de Green na equação acima é uma matriz 3 ⇥ 3 que descreve os desloca-

mentos no material em três dimensões. Para que os deslocamentos possam ser tratados

apenas em duas dimensões, o raio de Poisson deve ser s ⇡ 0.5. No entanto, como descrito

acima, o substrato de poliacrilamida utilizado nos experimentos de TFM, possue um raio

de Poisson em torno de s ⇡ 0.45. Com isso, pode-se tratar os deslocamentos no substrato

do TFM apenas em duas dimensões (Schwarz e Soiné, 2015). A função de Green em duas

dimensões é escrita da seguinte forma (Landau e Lifshitz, 1986; Butler et al., 2002):

G(x) =
A

r3

0

@ (1 � s)r2 + sx
2

sxy

sxy (1 � s)r2 + sy
2

1

A , (2.9)

sendo, A = (1 + s)/pE e r =
p

x2 + y2.

Para que seja possı́vel obter as forças de tração a partir dos deslocamentos, preciso

inverter a integral de convolução da Eq. (2.8). Essa inversão pode ser resolvida com a

função de Green, tanto no espaço real, quanto no espaço de Fourier (Schwarz e Soiné,

2015). Dessas duas opções, a inversão no espaço de Fourier é muito mais simples e,

em termos computacionais, o processamento é muito mais rápido. Assim, a inversão

foi realizada no espaço de Fourier pela técnica de FTTC (do inglês Fourier Transform

Traction Cytometry) (Schwarz e Soiné, 2015; Butler et al., 2002). No espaço de Fourier,

as convoluções das funções se transformam no produto das transformadas de Fourier

de cada função. De forma que, a Eq. (2.8) pode ser reescrita no espaço de Fourier da

seguinte forma:

t̃(k) = G̃(k)�1
ũ(k), (2.10)

na qual, o til denota a transformada de Fourier, e a função de Green em duas dimensões

no espaço de Fourier fica da seguinte forma:
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G̃(k) =
A

k3

0

@ (1 � s)k2 + sk
2
x skxky

skxky (1 � s)k2 + sk
2
y

1

A . (2.11)

Atualmente, a técnica de FTTC é amplamente utilizada para reconstrução das forças

de tração, principalmente por ter um processamento computacional rápido e de precisar

apenas da informação referente ao campo de deslocamento dos beads fluorescentes

(Schwarz e Soiné, 2015). Por isso, essa foi a técnica por nós utilizada para obtenção das

forças de tração da célula no substrato. As imagens utilizadas para o processamento

do campo de deslocamento foram obtidas por um microscópio de fluorescência, e o

funcionamento básico desse tipo de microscopia será descrito a seguir.

2.2 Microscopia de fluorescência

As células são estruturas complexas, de difı́cil acesso para visualizar seus compo-

nentes estruturais e como eles funcionam. As técnicas e ferramentas à nossa disposição

hoje, nos ajudam a aprender mais sobre as células e a impulsionar o avanço na área

de biologia celular (Alberts et al., 2010). Uma das primeiras técnicas que possibilitou o

avanço no entendimento da organização estrutural celular foi o microscópio óptico. Uma

das grandes vantagens de se usar essa técnica é que a luz não causa danos significativos

à célula (Alberts et al., 2010).

O avanço na microscopia óptica ocorreu com o desenvolvimento de metodologias

capazes de marcar componentes especı́ficos das células e gerar imagens individuais

desses componentes. Essa identificação de componentes especı́ficos da célula ocorre por

meio de marcadores fluorescentes que se aderem por afinidade quı́mica aos componentes

que se deseja observar. O desenvolvimento dessa metodologia gerou a técnica de

microscopia de fluorescência (Alberts et al., 2010).

Esse tipo de microscópio, geralmente utiliza uma lâmpada de gás de alta pressão,

com potência de 100 W de mercúrio ou de 75 W de xénon. Sua principal diferença para

um microscópio óptico comum é que o feixe de luz proveniente da fonte passa por dois

conjuntos de filtros. O primeiro serve para deixar passar apenas o comprimento de

onda necessário para excitar o marcador fluorescente e, o segundo, para deixar passar

apenas o comprimento de onda emitido pelo marcador fluorescente (Alberts et al., 2010;
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Lichtman e Conchello, 2005). A Fig. 2.2 mostra o esquema básico de um microscópio de

fluorescência.

Lâmpada

Cubo de 
filtros

Amostra

Ocular

Feixe de luz

Filtro de calor

BA

Figura 2.2: Esquema do funcionamento de um microscópio de fluorescência. A: a fonte de
luz é uma lâmpada que emite em todo o espectro. A luz passa por um filtro de fluorescência
em formato de cubo que, inicialmente, seleciona o comprimento de onda que vai excitar o
marcador fluorescente na amostra (exemplificado pela luz verde). O marcador fluorescente
absorve e reemite em outro comprimento de onda (exemplificado pela luz vermelha) que
atinge a objetiva, e é enviado para os olhos ou para uma câmera. O cubo tem um espelho
dicroico e dois filtros de barreira. B: essa imagem exemplifica os detalhes do cubo de filtro. O
filtro de calor (1) bloqueia a passagem de infravermelho, enquanto que os filtros de barreira
(2 e 4) só permitem a passagem de um comprimento de onda especifico, que nesse exemplo é
o azul (2) e o verde (4). Já o espelho dicroico permite que a luz passe em uma determinada
faixa de comprimento de onda e seja refletida em outra. Nessa configuração, esse espelho
permite que passe apenas o comprimento de onda emitido pelo marcador fluorescente na
amostra, enquanto que, o comprimento de onda de excitação seja refletido e não chegue na
objetiva (imagem adaptada de (Lichtman e Conchello, 2005)).

A fluorescência é a emissão de luz que ocorre em uma escala de nanosegundos após a

absorção da luz que, em geral, é de um comprimento de onda menor. Isso ocorre, pois um

pouco de energia é perdida no processo e um feixe de luz com menor comprimento de

onda possui mais energia do que um feixe com maior comprimento de onda (Lichtman

e Conchello, 2005; Sanderson et al., 2014). A diferença entre o comprimento de onda de

excitação e o emitido é conhecido como deslocamento de Stokes. A capacidade de se

diferenciar os comprimentos de onda faz com que a microscopia de fluorescência seja

tão útil (Lichtman e Conchello, 2005; Alberts et al., 2010).

São os orbitais eletrônicos mais externos da molécula fluorescente que determinam,

tanto sua eficiência como marcador fluorescente, quanto os comprimentos de onda de

excitação e emissão (Lichtman e Conchello, 2005). Quando o marcador fluorescente,

fluoróforo, em seu estado de menor energia é excitado pelo feixe de luz, podem ocorrer
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alterações em seu estado eletrônico, vibracional e rotacional, fazendo com que ele vá

para um estado excitado. Para que o fluoróforo volte para seu estado basal, de menor

energia, um dos caminhos é a emissão de luz e o relaxamento vibracional (Lichtman e

Conchello, 2005).

Uma forma de se explicar como ocorre essa transição molecular de energia foi pro-

posta por Alexander Jablonski, em 1930, e é conhecido como diagrama de Jablonski

(Lichtman e Conchello, 2005; Sanderson et al., 2014). Esse diagrama é o mais usado como

ponto de partida para discussões sobre absorção e emissão de luz (maiores detalhes sobre

o diagrama de Jablonski podem ser visto em (Valeur e Berberan-Santos, 2012; Lakowicz,

1999; Turro, 1991)). A Fig. 2.3 representa o esquema básico do diagrama de Jablonski.

Espectro de absorção Espectro de emissão

Comprimento de onda (nm)

Absorção

Emissão

S0

S1

S2

A B

Baixa energia

Alta energia

S0

S1

S2

T0

T2

Es
ta

do
s 

ex
ci

ta
do

s

Estado fundamental

Nível eletrônico

Nível vibracional

Nível rotacional

Estados singleto Estados tripleto

Figura 2.3: Esquema do diagrama de Jablonski para emissão e absorção da luz. A:
representação dos estados de energia de uma molécula, conforme o diagrama de Jablonski.
B: exemplificação do espectro de emissão e absorção de energia de uma molécula. Os estados
de energia estão representados pelas linhas cinzas, onde o espaçamento entre as linhas repre-
senta a quantidade de energia necessária para ir de um estado a outro. Abaixo dos estados de
energia é exemplificado o espectro de absorção e emissão de um fluoróforo comum. As setas
verticais de absorção (seta para cima) e emissão (seta para baixo) estão dispostas nas linhas
cinzas horizontais que representam os estados de energia. A coloração das setas representa o
comprimento de onda dos fótons. (imagem adaptada de (Lichtman e Conchello, 2005)).

Os estados S são os singletos, com, S0 sendo o estado fundamental, que representa

o estado energético da molécula fluorescente que ainda não foi excitada pela luz. Os

estados S1 e S2 são os estados singletos excitados da molécula, onde, um elétron que

inicialmente estava em um estado de baixa energia, passa a ocupar um orbital de maior

energia. Já o estado T representa o estado tripleto (Lichtman e Conchello, 2005).

Nos estados singleto, o par de elétrons em um orbital, normalmente, estão com spins
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opostos, fazendo com que seu momento angular seja igual a zero. Já no estado tripleto,

pode ocorrer que em dois orbitais haja um par de elétrons não ligantes com spins parale-

los um ao outro. Átomos ou moléculas com tal configuração podem apresentar momento

angular paralelo, perpendicular ou antiparalelo à direção da componente magnética

da radiação eletromagnética. Essas três possibilidades de alinhamento correspondem a

três possibilidades de energia diferentes, daı́ o nome de tripleto (Lichtman e Conchello,

2005).

O microscópio de fluorescência foi utilizado em nossos experimentos para a aquisição

das imagens dos beads fluorescentes que estavam aderidos ao substrato. Com esse

microscópio foi possı́vel visualizar as células, em contraste de fase, para, em seguida,

obter as imagens de fluorescência dos beads. Dessa forma, foi possı́vel processar as

imagens necessárias para obter as forças de tração que o cardiomiócito realizava no

substrato flexı́vel. Na Fig. 2.4 é apresentado o microscópio de fluorescência utilizado nos

experimentos e algumas das imagens que podem ser visualizadas.

Parte do trabalho aqui desenvolvido está inserido nos propósitos de um projeto

Temático em parceria com o nosso grupo de pesquisa, aprovado pela FAPESP (processo

número: 2013/17368). Os cardiomiócitos utilizados nos experimentos foram fornecidos

pelo InCor, por meio de uma parceria formada com o nosso grupo. Na próxima seção,

apresentaremos como os experimentos foram organizados e seus detalhes de execução.
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B C

A

Figura 2.4: A: microscópio de fluorescência (Leica DMI 400B) utilizado nos experimentos.
Esse microscópio possui estágio motorizado para controle dos eixos x e y, assim como um
controlador para se movimentar no eixo z. Foi acoplado uma câmera (Andor Neo sCMOS)
para aquisição das imagens, um incubador de acrı́lico, para que fosse possı́vel manter
as células a uma temperatura de 37�C e com CO2. B: imagem em contraste de fase dos
cardiomiócitos. C: imagem em escala de cinza dos beads fluorescentes aderidos no substrato
dos cardiomiócitos.

2.3 Metodologia experimental

Conforme descrito anteriormente, para a realização dos experimentos foram utili-

zadas duas linhagens de cardiomiócitos: uma de rato neonato do tipo selvagem (WT),
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considerado como saudável e, outra de rato neonato geneticamente modificado pelo

grupo de genética do InCor (KO-CRP3). O nosso grupo de pesquisa possui um ambiente

no laboratório especialmente organizado para o cultivo de células. Assim, foi possı́vel

armazenar os cardiomiócitos em nitrogênio lı́quido até o momento da realização dos

experimentos.

Inicialmente descongelava-se os cardiomiócitos para que fossem mantidos em cultura

até que voltassem a pulsar e os experimentos pudessem ser realizados. O meio de cultura

utilizado foi o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), que precisa ser suplementado

com 1% de soro de cavalo (HRS), 5% de soro fetal de bezerro (NBCS) e 1% de bromodeo-

xiuridina (BrdU). Este último foi adicionado para aumentar a pureza dos cardiomiócitos,

pois o BrdU previne a proliferação de fibroblastos e outros compostos prejudiciais aos

cardiomiócitos. Esse meio de cultura é um suplemento rico em proteı́nas e estimula o

transporte de glicose, fosfato e aminoácidos, além de aumentar a permeabilidade das

membranas (Carvalho e Recco-pimentel, 2007).

A cultura de células, em geral, precisa ser realizada em condições de temperatura e

umidade adequadas, ou seja, as células devem ser mantidas em uma incubadora a 37�C

e a um volume controlado de 5% de CO2. A Fig. 2.5 mostra os equipamentos da sala de

cultura do LabM2 que foi utilizada durante o nosso trabalho.

incubadora de células

microscópio óptico

tanque de nitrogênio líquido utilizado 
para armazenar as células congeladas

centrífuga 
citológica

banho seco

fluxos laminares utilizados para a manipulação 
das culturas celulares

Figura 2.5: A figura mostra os principais equipamentos presentes na sala de cultura celular
do grupo de pesquisa do LabM2. Todas as manipulações com as células foram realizadas nos
fluxos laminares, à direita.

Após o cultivo dos cardiomiócitos, é preciso que eles sejam depositados em um

substrato, formado por um gel de poliacrilamida sobreposto a uma placa de Petri com
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fundo de vidro. Os detalhes do protocolo para preparo do gel de poliacrilamida podem

ser lidos no Apêndice (A). Após o preparo do gel e sua ativação para que as células

possam ser depositadas sobre ele, as células aderidas eram armazenadas na incubadora

por cerca de 48 horas antes da realização dos experimentos.

Cumprida essa etapa, a placa de Petri com os cardiomiócitos aderidos ao gel era

levada ao microscópio de fluorescência. Após identificar um cardiomiócito isolado, pelo

contraste de fase do microscópio, realizava-se uma filmagem da movimentação dos beads

fluorescentes sobre o qual o cardiomiócito estava depositado. O tempo de filmagem

foi de 20 segundos a uma taxa de aquisição de 145 fps (imagens por segundo). Esse

processo era realizado com, aproximadamente, dez cardiomiócitos isolados, para as duas

linhagens, WT e KO-CRP3.

Após essas primeiras medidas com os cardiomiócitos em seus estados basais, era

realizada uma nova série de aquisição com os cardiomiócitos estimulados pela ação

de um fármaco, o isoproterenol. Esse estimulante pode ser usado como tratamento de

arritmias e um de seus efeitos é o aumento da pressão arterial. O isoproterenol induz

um transtorno de ritmo cardı́aco (taquicardia) e uma hipertrofia dos cardiomiócitos,

agravando a morte celular e levando a problemas cardı́acos, se exposto por um tempo

prolongado (Zhuo et al., 2013; Zou et al., 1999).

Por fim, a ligação das células com o substrato era quebrada com a aplicação da tripsina

e os cardiomiócitos eram todos retirados do substrato. Em seguida, era adquirida uma

imagem dos beads referente à posição de cada cardiomiócito analisado, sem aplicação das

forças de tração. Essa imagem é utilizada como referência para se calcular o campo de

deslocamento dos beads fluorescentes durante a pulsação dos cardiomiócitos, conforme

descrito na seção (2.1).

Dessa forma, em cada rodada de experimento, obteve-se quatro grupos de análise: os

cardiomiócitos WT e KO-CRP3 em seus estados basais, e os mesmos estimulados pelo

isoproterenol, que foram chamados de WT-ISO e KO-CRP3-ISO. Durante os 20 segundos

de filmagem, a uma taxa de aquisição de 145 fps, foram obtidas 2.900 imagens da

movimentação dos beads durante o ciclo de contração dos cardiomiócitos. Cada imagem

obtida é interpretada como uma matriz i ⇥ j de tamanho 512 ⇥ 512 onde, cada elemento

da matriz corresponde a um pixel da imagem. Utilizando uma lente de aumento de 40⇥

no microscópio, a resolução espacial é de 0.16 µm por pixel. Como resultado, obtém-se



Seção 2.3. Metodologia experimental 51

um conjunto de n matrizes, cada uma com as componentes das forças de tração, Fx e Fy,

por elemento (pixel), conforme exemplificado na Fig. 2.6.

A B C

Figura 2.6: Esquema da representação das imagens obtidas pelo TFM na representação
matricial. As imagens A, B e C representam uma sequencia de três imagens da mesma célula
com suas respectivas matrizes de força de tração. As setas ilustram as forças de trações
tangenciais, Fx e Fy, aplicadas pela célula no substrato flexı́vel.

As forças de trações tangenciais de cada elemento da matriz formam um mapa de

tração para cada imagem adquirida. Com isso é possı́vel obter a força resultante, por

elemento de matriz. No geral, o que se obtém com esse mapa de tração é a chamada

força total, FT, que é a soma da força resultante de cada elemento da matriz (maiores

detalhes serão apresentados no capı́tulo seguinte). Assim, para cada imagem adquirida,

tem-se um valor de FT e, com isso é possı́vel ajustar um gráfico desse valor em função

do tempo de aquisição. A Fig. 2.7 ilustra uma imagem do cardiomiócito da linhagem

KO-CRP3 para ilustrar o mapa das forças de tração médias e o comportamento tı́pico da

FT.
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Figura 2.7: A: Tem-se o mapa da intensidade das forças de tração média onde, os valores de
intensidade aumentam do azul para o vermelho. B: Tem-se os vetores de força de tração média
que estavam atuando no cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 durante o ciclo de contração.
C: Representam o comportamento da FT durante o ciclo de contração do cardiomiócito
analisado.

O comportamento da FT na Fig. 2.7 (C) é oscilatório no tempo, aumentando durante a

contração do cardiomiócito e diminuindo durante o relaxamento. No entanto, analisando

apenas a FT, perde-se informações sobre a orientação do mapa de forças (Fig. 2.7 (B))

durante o ciclo de contração e em pontos mais especı́ficos, como, por exemplo, os de

máximo e mı́nimo da FT. Poder olhar com mais detalhes o mapa de forças de tração

e analisar o alinhamento e orientação dessas forças é um dos propósitos principais

desse trabalho. No capı́tulo seguinte será apresentada toda a metodologia desenvolvida

para se analisar com mais detalhes a dinâmica das forças de tração durante o ciclo de

contração dos cardiomiócitos e, em seguida, como os dados gerados podem fornecer um

melhor entendimento dessa dinâmica.

Para que fosse possı́vel uma boa análise dos resultados, foi preciso organizar o

protocolo experimental de forma a se obter um número suficiente de cardiomiócitos

processados para as comparações dos parâmetros entre as duas linhagens de células.



Seção 2.3. Metodologia experimental 53

Dessa forma, foram realizadas cinco rodadas de experimentos, onde em cada uma,

procurou-se processar em torno de dez cardiomiócitos isolados. Ao todo foi obtido um

conjunto de 31 cardiomiócitos da linhagem WT e 27 cardiomiócitos da linhagem KO-

CRP3. Essa quantidade de cardiomiócitos é a que foi possı́vel de se obter no estado basal e

estimulada com o isoproterenol em ambas as linhagens, ou seja de forma pareada. Dessa

forma foi possı́vel comparar a dinâmica de forças de tração do mesmo cardiomiócito no

estado basal e com isoproterenol.

Assim, foram desenvolvidas ferramentas computacionais capazes de interpretar esses

dados e gerar resultados referentes às propriedades mecânicas e estruturais das forças

de tração dos cardiomiócitos. Os dados obtidos foram processados em uma plataforma

de análise desenvolvida em ambiente MATLAB R2015a 64-bit em um computador (Ma-

cintosh) Intel Core i7 de 2.3 GHz com quatro núcleos e 4GB de RAM. A Fig. 2.8, a seguir,

apresenta o esquema geral da metodologia utilizada em cada rodada de experimento e

os principais parâmetros analisados. O próximo capı́tulo detalha o desenvolvimento das

ferramentas computacionais de análise dos dados e os principais resultados obtidos.

Grupos de cardiomiócitos analisados

WT KO-CPR3

TFM

Propriedades mecânicas:
Força de tração; potência de contração 
de potência de relaxamento;  análise de 

frequência de pulsação

Propriedades estruturais:
Grau de alinhamento das força de 

tração; orientação da força 
resultante

Análise dos parâmetros entre 
os grupos de cardiomiócitos

Identificação de flutuações das forças 
de tração:

identificar flutuações em torno da média 
na amplitude das forças de tração e no 
período de pulsação dos cardiomiócitos

WT– ISO KO-CPR3 – ISO 

Desenvolvimento das ferramentas de análise

Figura 2.8: Esquema da metodologia experimental. Na parte superior é apresentado os
grupos de cardiomiócitos analisados em cada rodada de experimentos. Logo abaixo é
apresentado a técnica experimental utilizada, o TFM. Por fim, é mostrado os principais
parâmetros analisados, que serão utilizados nas análises estatı́sticas e comparação entre os
grupos.
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2.4 Objetivos

O objetivo geral dessa pesquisa é desenvolver metodologias computacionais capazes

de obter novos parâmetros que possam colaborar para o melhor entendimento da

dinâmica de forças de cardiomiócitos durante o ciclo de contração. Mais especificamente,

pretende-se:

1. Obtenção do campo de forças de tração dos cardiomiócitos

Utilizar a técnica de TFM para obtenção das forças de tração de duas linhagens de

cardiomiócitos, WT e KO-CRP3, em estados basais e estimuladas por um fármaco,

o isoproterenol.

2. Desenvolvimento de metodologias de análise de propriedades mecânicas dos

cardiomiócitos

Desenvolver metodologias de análise computacional para obtenção de parâmetros

relacionados à dinâmica das forças de tração dos cardiomiócitos. Mais especifi-

camente, parâmetros relacionados a frequência de pulsação dos cardiomiócitos,

alinhamento das forças de tração durante os ciclos de contração e a potência reali-

zada pelo cardiomiócito durante a contração e o relaxamento.

3. Aplicação das ferramentas de análise nas amostras de cardiomiócitos

Aplicar as metodologias computacionais de análise desenvolvidas nos dados re-

ferentes às forças de tração, obtidas pela técnica de TFM, para as duas linhagens

de cardiomiócitos utilizadas. A partir das análises geradas, caracterizar o compor-

tamento mecânico tempo-dependente das células e como este se modifica sob a

influência do isoproterenol em ambas as linhagens.
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Desenvolvimento das ferramentas de análise

No capı́tulo anterior foi visto que a técnica de TFM é capaz de medir o campo de

força de tração exercida por uma célula sobre um substrato flexı́vel onde se encontra

aderida. A partir desse campo de tração, é possı́vel medir o momento contrátil lı́quido,

energia de tensão, força cumulativa máxima, entre outros. Nos experimentos utilizando

cardiomiócitos, os parâmetros que geralmente são calculados referem-se à frequência e

perı́odo de batimento e amplitude entre os pontos de força máxima e mı́nima (Jensen

et al., 2018). Mas, esses parâmetro não se mostraram suficientes para caracterizar a

dinâmica dos cardiomiócitos, dada a variabilidade biológica dessas células.

Devido a isso, desenvolvemos ferramentas computacionais de análise capazes de

identificar parâmetros relativos ao comportamento mecânico e estrutural de cardi-

omiócitos, a partir das matrizes de força de tração obtidas pelo TFM. O fluxograma

da Fig. 3.1 ilustra as etapas experimentais desenvolvidas até o desenvolvimento dessas

ferramentas.
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(1) Preparo do Gel:
Realização de todo o procedimento 
experimental para montagem do gel 

de poliacrilamida.

(2) Adesão dos cardiomiócitos:
Cultivo dos cardiomiócitos até o seu 
depósito sobre o gel para ocorrerem 

as adesões focais. Em seguida os 
cardiomiócitos são levados para a 

incubadora por 48 horas.

(3) Experimento do TFM:
Realização da aquisição das 

imagens dos beads fluorescentes 
pelo microscópio de fluorescência.

(4) Obtenção dos campos de força 
de tração:

Processamento das imagens 
adquiridas com o TFM para 

obtenção das matrizes de forças de 
tração nos eixos x e y.

(5) Desenvolvimento das 
ferramentas de análise

Figura 3.1: Fluxograma das etapas envolvidas para a realização do TFM até a obtenção dos
campos de força de tração. As ferramentas de análise aqui desenvolvidas encontram-se na
etapa 5.

Essa metodologia foi aplicada nas duas linhagens de cardiomiócitos, WT e KO-CRP3,

antes e depois da aplicação do isoproterenol. Nesse capı́tulo, apresentaremos a meto-

dologia de análise computacional desenvolvida, assim como os parâmetros mecânicos

e estruturais obtidos, e como eles se comportam entre as linhagens de cardiomiócitos

analisadas.

3.1 Forças de tração

Pela técnica de TFM, após a análise dos deslocamentos dos beads aderidos ao substrato

de gel, obtém-se duas matrizes, de dimensões 80⇥80, para cada imagem adquirida

durante a filmagem, referente a etapa 4 da Fig. 3.1. Essa etapa é realizada por um software

fechado obtido em colaboração com os desenvolvedores da técnica de TFM, onde, as

imagens dos beads são processadas para se obter as matrizes de forças de tração. Em uma

das matrizes, cada elemento representa um componente da força de tração no eixo x, Fx,

e na outra, cada componente da força de tração no eixo y, Fy. A primeira análise feita, a

partir dessas matrizes, foi calcular o módulo da força total por imagem (FT). Para isso,

calculou-se o módulo da resultante para cada elemento da matriz, da seguinte forma:

R(i, j) =
q

Fx(i, j)2 + Fy(i, j)2, (3.1)

cuja orientação é dada por:

qR(i, j) = arctan
✓

Fy(i, j)

Fx(i, j)

◆
. (3.2)
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Em seguida, calculou-se a FT em cada imagem, pela somatório das forças de tração

de cada elemento da matriz:

FT = Â
i,j

R(i, j). (3.3)

A FT ao longo do tempo de filmagem pode ser vista na Fig. 3.2. Os asteriscos destaca-

dos em vermelho representam os pontos de máximo e mı́nimo da FT.

0 5 10 15 20
Tempo (s)

1

1,5

2

F T (1
05  p

N
)

Figura 3.2: Comportamento da FT ao longo do tempo. Essa medida foi realizada em um
cardiomiócito da linhagem KO-CRP3, que representa o comportamento padrão para as
células analisadas. A FT apresenta um comportamento senoidal, com pontos de máximo e
mı́nimo de força bem definidos, indicados pelos asteriscos em vermelho.

A Fig. 3.2 ilustra o comportamento tı́pico da FT durante o ciclo de contração dos

cardiomiócitos analisados. A FT é o parâmetro de referência para as diversas outras

análises que podem ser desenvolvidas para se caracterizar a dinâmica de forças dos

cardiomiócitos, conforme será apresentado ao longo do capı́tulo.

A fim de refinar a análise das forças de tração, resolveu-se verificar o comportamento

do que foi chamado de força resultante FR. Esse parâmetro representa a força resultante

por imagem adquirida. Para isso, com as matrizes das forças Fx e Fy adquiridas durante

a filmagem, calculou-se a força resultante em x e y pela soma da força em cada elemento

da matriz, da seguinte forma:
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Força resultante em x:

FRx = Â
i,j

Fx(i, j), (3.4)

Força resultante em y:

FRy = Â
i,j

Fy(i, j), (3.5)

por fim, para a força resultante, temos:

FR =
q

F2
Rx

+ F2
Ry

(3.6)

O comportamento da FR ao longo do tempo, para uma célula de cardiomiócito da

linhagem KO-CRP3, pode ser visto na Fig. 3.3.
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Figura 3.3: Comportamento da FR ao longo do tempo. A FR apresenta um comportamento
diferente da FT e mostra que existe um desequilı́brio entre as componentes da forças durante
o ciclo de contração dos cardiomiócito.

Pelo gráfico da Fig. 3.3, pode-se perceber que a FR apresenta um comportamento

oscilatório ao longo do ciclo de contração. Isso significa que durante a pulsação dos

cardiomiócitos, estes realizam mais forças em uma região do gel do que outra. Esse

dado é relevante para a análise da dinâmica de forças dos cardiomiócitos possibilitando

verificar a orientação da FR, por:
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qFR = arctan
✓

FRy(i, j)

FRx(i, j)

◆
. (3.7)

Dessa forma, obteve-se grau de alinhamento das forças de tração, e da orientação

da FR, conforme será mostrado a seguir. Tanto essa metodologia quanto as demais que

serão apresentadas, utilizou-se uma célula de referência para demonstrar o método.

3.2 Quantificação de parâmetros estruturais de alinhamento das forças

de tração

A primeira análise estrutural realizada foi a medida do alinhamento das forças

de tração dos cardiomiócitos. Essa metodologia foi desenvolvida durante o projeto

de mestrado do presente autor deste trabalho, aprimorada durante o atual projeto de

doutorado e agora, adaptada para análise do alinhamento das forças de tração dos

cardiomiócitos ao longo do tempo. Os resultados do primeiro trabalho desenvolvido

com essa metodologia podem ser vistos no Anexo (B) (Dorta et al., 2018).

O primeiro passo da análise é ajustar um histograma de qR (Eq. 3.2) e identificar a

orientação preferencial da distribuição, P(q). Em seguida, centraliza-se essa orientação

preferencial em q = 0, e redistribui-se os ângulos em torno dessa orientação. Com isso,

para cada imagem, obtém-se um histograma de qR. Dessa forma é possı́vel estimar

como os ângulos estão distribuı́dos em torno da orientação preferencial, pelo cálculo

da Curtose da distribuição (Kemeny e Clyne, 2011; Yoshigi et al., 2003). A figura abaixo

ilustra como é realizado o deslocamento do ângulo preferencial no histograma de qR.

Dessa forma, calculou-se a Curtose da distribuição, Curtose [P(q)], tendo em vista

que esse é um parâmetro importante para se descrever a forma de uma distribuição

(Kemeny e Clyne, 2011; Yoshigi et al., 2003). Em suma, a Curtose fornece uma medida

da dispersão dos dados com relação ao pico da distribuição, P(q), e é dada por:

Curtose [P(q)] =
1
L2

h
Âi,j

�
qR � q̄

�4
i

(s2)2 , (3.8)

sendo, L o tamanho da matriz, q̄ a média da amostra e s o desvio padrão de qR.

Uma distribuição Normal, possui um valor de Curtose [P(q)] = 3. Para distribuições

dispersas, ou mais achatadas que a Normal, Curtose [P(q)] < 3, indicando uma maior
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Figura 3.4: A: Histograma de qR. B: Histograma de qR com a orientação preferencial centrada
em q = 0. O alinhamento das forças de tração foram obtidas pelo histograma da Fig. B.

dispersão dos dados com relação ao pico da distribuição. Para distribuições mais afu-

niladas em torno do pico, Curtose [P(q)] > 3, indicando uma maior concentração dos

dados em um ponto de máximo da distribuição.
Dessa forma, associou-se um valor de Curtose para cada imagem adquirida durante

a filmagem, onde, valores de Curtose maiores que 3 foram considerados como alto grau
de alinhamento, enquanto que valores menores que 3 foram consideradas como baixo
grau de alinhamento. Por fim, ajustou-se um gráfico da Curtose em função do tempo de
filmagem para verificar o comportamento do grau de alinhamento durante o ciclo de
contração do cardiomiócito, conforme Fig. 3.5.
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Figura 3.5: Nesse gráfico, mostra-se o comportamento da Curtose durante a pulsação do
cardiomiócito para uma amostra celular da linhagem KO-CRP3. Valores acima de 3 são
considerados como alto grau de alinhamento.

Análise semelhante foi realizada para a força resultante FR. Uma vez que, durante a
pulsação do cardiomiócito, existe uma força resultante diferente de zero, pode-se obter a
orientação dessa força, pela Eq. 3.7. Assim foi possı́vel obter a orientação da FR ao longo
da pulsação do cardiomiócito analisado. A Fig. 3.6 representa esse comportamento para
um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3. Na curva da Fig. 3.6, vê-se que a orientação da
FR apresenta um comportamento oscilatório ao longo do tempo.
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Figura 3.6: Nesse gráfico, mostra-se o comportamento da orientação da força resultante
durante o ciclo de contração para um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3.

Dessa forma é possı́vel gerar um histograma do ângulo da FR, mostrado na Fig. 3.6,
para verificar se durante o ciclo de contração a FR se desloca com uma orientação
preferencial. A Fig. 3.7 apresenta o histograma dos ângulos referentes a Fig. 3.6.
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Figura 3.7: Nesse gráfico, mostra-se o histograma dos ângulos da FR durante a pulsação do
cardiomiócito para uma amostra celular da linhagem KO-CRP3. Esse histograma apresenta
um pico próximo de �30� e outro próximo de �70�.
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Pelo histograma da Fig. 3.7 podemos verificar que existem dois picos de orientação

preferencial da FR que fica em torno de �30� e �70�. Dessa forma, podemos verificar

como esse parâmetro se comporta entre os cardiomiócitos das linhagens analisadas.

Diferente da análise da Curtose, aqui pretende-se verificar se existe algum tipo de

orientação preferencial da FR durante o ciclo de contração do cardiomiócito.

A fim de comparar o comportamento dos parâmetros de FT, FR, Curtose e qFR, ajustou-

se um gráfico desses parâmetros durante um pequeno intervalo de tempo (2,5 segundos),

conforme Fig. 3.8. Com esse gráfico é possı́vel perceber como tais parâmetros se com-

portam durante o ciclo de contração para um determinado cardiomiócito da linhagem

KO-CRP3, que foi utilizado como exemplo para demonstrar a metodologia. Pode-se

observar que os parâmetros de FT, FR se comportam de forma simétrica, enquanto que

a Curtose e o ângulo do FR tendem a diminuir, enquanto que os demais parâmetros

aumentam seu valor.
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Figura 3.8: Nesse gráfico, mostram-se os comportamentos da FT, FR, Curtose e qFR durante
o intervalo de tempo de 2,5 segundos. É possı́vel observar com maior detalhe como os
parâmetros se relacionam durante o ciclo de contração do cardiomiócito.
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3.3 Potência de contração

As forças de tração que os cardiomiócitos realizam no substrato durante o ciclo de

contração podem apresentar orientação radial, que está associada à trações de contração

e dilatação, assim como, à forças de tração com orientação circunferencial, que está

associada à trações que geram torque (Butler et al., 2002; Zielinski et al., 2013). Por

exemplo, uma força de tração positiva na direção do eixo y, Ty, aplicada em uma posição

da coordenada x positiva, contribui para um torque no sentido anti-horário, que é

proporcional à xTy (Butler et al., 2002; Zielinski et al., 2013).

Uma vez que o torque resultante exercido pela célula sobre o substrato seja zero,

fazendo uma integral sobre a área da célula, pode-se obter uma matriz do momento

contrátil, M, (Butler et al., 2002; Zielinski et al., 2013). Onde, cada componente é dada

por:

Mij =
1
2

Z
d

2
r
�
xiTj(r) + xjTi(r)

�
(3.9)

sendo, r a posição na superfı́cie do gel, x a distância do centro de massa da célula ao

ponto de aplicação de força na superfı́cie do gel e T à força de tração (Butler et al., 2002;

Zielinski et al., 2013).

A contribuição de todas as forças de tração para a contração e dilatação do substrato,

nas direções x e y, é dado pelo momento contrátil resultante (MR), que é uma forma de

obter-se uma grandeza relacionada à energia de contração ou relaxamento devido as

forças de tração. O MR é uma medida escalar da força de tração e é dado por:

MR = Mxx + Myy (3.10)

O comportamento do MR durante o ciclo de contração, para uma amostra de car-

diomiócito WT pode ser visto na Fig. 3.9. Os asteriscos em vermelho representam os

pontos de máximo e os azuis de mı́nimo do MR.
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Figura 3.9: Nesse gráfico, mostra-se o comportamento do MR durante o ciclo de contração
para uma amostra de cardiomiócito da linhagem WT. Os asteriscos em vermelho representam
os pontos de máximo e os azuis, os de mı́nimo do MR.

Dessa forma, foi possı́vel ajustar uma sigmoide para obtenção da curva de contração

e relaxamento do MR. Calculando a derivada em função do tempo das curvas de ajuste

da sigmoide do MR obteve-se a potência de contração e relaxamento. A Fig. 3.10 ilustra

as curvas de ajuste do MR e de sua derivada (potência), para um intervalo de tempo de

dois segundos.
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Figura 3.10: A: Comportamento do MR com ajuste da sigmoide. A curva em vermelho
representa o ajuste durante o relaxamento e a curva em verde, o ajuste durante a contração. B:
A figura apresenta as curvas de ajuste da derivada do MR. A curva em vermelho representa
a potência de relaxamento e a curva verde, a potência de contração.
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O ajuste da potência pela derivada do MR foi automatizado pelo nosso grupo de

pesquisa e aplicada em um trabalho, visando investigar a influência de duas metodolo-

gias de extração de cardiomiócitos de ratos neonatos em suas propriedades mecânicas

(Jensen et al., 2018)). A pesquisa foi realizada utilizando o TFM como metodologia

experimental e, entre outras análises, a potência de contração e relaxamento foi utilizada

para estudar as propriedades mecânicas dos cardiomiócitos em cada tipo de extração

(maiores detalhes sobre esse trabalho podem ser vistos em (Jensen et al., 2018)).

Basicamente o ajuste da curva, em termos do tempo, é feito pela função senoidal

Si(t), dada por:

Si(t) = Ai

1
1 + e�bi(t�ti)

+ Ci (3.11)

onde, Ai é a amplitude, Ci é a base, relacionado ao platô inferior da curva, t é o tempo, ti

é o intervalo de tempo onde ocorre a inflexão da curva e bi é o expoente da sigmoide,

que determina a velocidade da função. No ponto de inflexão da curva, t = ti, que é o

instante onde a primeira derivada fornece o ponto de potência máxima.

3.4 Análise de Fourier

A transformada de Fourier (TF) é uma ferramenta versátil e pode ser utilizada em

diversas áreas, como: Espectroscopia, ressonância magnética, processamento de sinais e

no contexto biológico,quando os dados são adquiridos no domı́nio do tempo (Donoho

et al., 2006; Katoh et al., 2002; Harris, 1978). Nesse contexto, a TF pode ser utilizada para

estimar alinhamento de fibras, forças de tração, matriz extracelular e para obtenção do

espectro de frequências de um determinado sinal (Kemeny e Clyne, 2011; Karlon et al.,

1999; Butler et al., 2002).

Para se identificar as frequências que compõem um sinal, composto por uma

distribuição discreta de dados com N pontos, a TF f (x) é calculada da seguinte forma:

F(w) =
N�1

Â
x=0

f (x)exp(�iwx), (3.12)

sendo x uma variável que depende da técnica experimental utilizada para obtenção dos

dados e w a frequência, que pode assumir os seguintes valores:
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w = 2p
k

N
, k = 0, 1, ..., N � 1 (3.13)

onde k é chamado de “ı́ndice de frequência”.

A TF foi utilizada em nosso trabalho para identificar o espectro de frequência rela-

cionado ao comportamento da FT ao longo do tempo. A Fig. 3.11 ilustra o espectro de

frequências obtido pela TF dos dados da FT da Fig. 3.2.
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Figura 3.11: A: Comportamento da FT obtido para uma amostra de cardiomiócito da linhagem
KO-CRP3. B: TF da FT mostrada em (A). Foi evidenciado no cı́rculo em vermelho o pico
máximo da distribuição da frequência, que fica em torno de 1.7 Hz.

A distribuição de frequências da Fig. 3.11 B ressalta, basicamente, dois picos distintos

de frequências da FT da Fig. 3.11 A, um dominante, evidenciado em vermelho, próximo

de 1.7 Hz, e outro, com amplitude menor, em torno de 3.2 Hz, além de um ruı́do

em outras frequências. Com esse gráfico é possı́vel fazer uma análise da frequência de

pulsação do cardiomiócito e verificar se existe um valor de frequência dominante durante

o ciclo de contração. Em seguida, esses dados foram ajustados em um histograma para

poder fazer uma comparação entre os pontos de frequências máximas das linhagens de

cardiomiócitos no estado basal e após a aplicação do isoproterenol, que será apresentado

na seção de Resultados (sec.4.1).

3.5 Análise das flutuações

Conforme mostrado até agora, percebe-se que diversos parâmetros podem ser obtidos
a partir do comportamento da FT durante o ciclo de contração, como, por exemplo:
alinhamento das forças, Curtose, Potência de contração e relaxamento, frequência entre
outros. Ao longo das análises, percebeu-se que o comportamento da FT, para alguns
cardiomiócitos, apresentavam irregularidades, conforme pode ser visto na Fig. 3.12.
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Durante os experimentos, alguns cardiomiócitos pararam de pulsar, ou então, pulsavam
de forma irregular, o que gerou alguns dos comportamentos apresentados abaixo. O
comportamento da FT para o cardiomiócito da Fig. 3.12.(A) é o esperado e considerado
como regular.
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Figura 3.12: A: Exemplo do comportamento da FT para uma amostra de cardiomiócito
da linhagem KO-CRP3. Esse comportamento foi considerado regular por não apresentar
grandes variações nos pontos de força máxima e mı́nima e nem no perı́odo de oscilação. B:
Exemplo do comportamento da FT obtido para uma amostra de cardiomiócito da linhagem
KO-CRP3. Pode-se ver que existe uma flutuação no perı́odo de pulsação. C: Exemplo do
comportamento da FT obtido para uma amostra de cardiomiócito da linhagem WT. Pode-se
verificar que existe uma flutuação na amplitude de oscilação e no perı́odo. D: Exemplo do
comportamento da FT em uma amostra da linhagem WT. Nesse tipo de comportamento
nota-se, novamente, uma flutuação na amplitude de oscilação e no perı́odo.

Nesse sentido, foi desenvolvida uma metodologia capaz de identificar algumas des-

sas flutuações. A metodologia desenvolvida para a identificação das flutuações tomou

por base o trabalho realizado por (Penttinen et al., 2015). Nesse trabalho, os autores anali-

saram a propagação de cálcio em cardiomiócitos de células pluripotentes e ajustaram um

gráfico do seu comportamento ao longo do tempo. Segundo os autores, a propagação de

cálcio de forma irregular pelos cardiomiócitos está associada a desordens e insuficiência

cardı́aca (Penttinen et al., 2015). Desse modo, os autores desenvolveram uma ferramenta

computacional, “AnomalyExplorer” que identifica o tipo de propagação de cálcio detec-

tado no cardiomiócito e o classifica segundo alguns critérios de anormalidade (Penttinen
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et al., 2015).

Com base nesse trabalho, foi possı́vel desenvolver critérios para que, dentro das

nossas análises, fosse identificado padrões de flutuação no comportamento da FT ao

longo do tempo. Com os critérios desenvolvidos, foi possı́vel identificar flutuações na

amplitude e no perı́odo de oscilação. Os detalhes de como foram identificadas essas

flutuações estão descritos a seguir.

3.5.1 Gráfico de boxplot

O gráfico de boxplot, ou diagrama de caixas, é representado por cinco valores princi-

pais: os limites inferior e superior, os quartis inferior e superior e a mediana (Kamps-

tra et al., 2008; Frigge et al., 1989). Esses valores sintetizam de forma simples toda

a distribuição dos dados, além de ser uma representação mais clara e direta para se

comparar a distribuição dos dados analisado dentro dos grupos de cardiomiócitos dos

experimentos. A Fig. 3.13 detalha os cinco valores principais que podem ser observados

no gráfico de boxplot. Para isso, utilizou-se como exemplo a metodologia desenvol-

vida para obtenção da flutuação do perı́odo de pulsação em torno da média, conforme

apresentado na Fig. 3.15.

Ao apresentar os dados em um gráfico de boxplot, estamos interessados em ver como

esses dados estão distribuı́dos. Analisando a Fig. 3.13 (A), a reta no centro da caixa indica

a mediana da distribuição. A caixa do boxplot representa 50% dos dados centrais da

distribuição, onde o quartil inferior representa 25% dos dados de menores valores, já o

quartil superior representa 75% dos dados de menores valores. As linhas fora da caixa,

que vão até o limite inferior e superior, representam as caudas da distribuição. Sendo a

amplitude da caixa dada por: Amp = (terceiro quartil)� (primeiro quartil). Os limites

inferior e superior são dados por:

Limite inferior = primeiro quartil � 1.5 ⇥ Amp, (3.14)

já o limite superior é dado por,

Limite superior = terceiro quartil + 1.5 ⇥ Amp. (3.15)

Para o cálculo dos quartis, inicialmente devemos organizar os dados em ordem

crescente. Assim, podemos calcular a mediana que é o valor que separa os dados em
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duas metades. O cálculo dos quartis é dado pela mediana dessas metades, onde, o quartil

inferior é a mediana dos dados da metade de baixo e o quartil superior é a mediana da

metade de cima. Dessa forma, pode-se verificar como o parâmetro analisado se comporta

entre os grupos de cardiomiócitos analisados, WT, WT-ISO, KO-CRP3 e KO-CRP3-ISO.
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Figura 3.13: Detalhamento dos cinco principais valores estatı́sticos no gráfico de boxplot. Foi
utilizado como exemplo a metodologia para obtenção da flutuação do perı́odo de pulsação
do cardiomiócito em torno da média, conforme mostrado na Fig. 3.15.

3.5.2 Flutuação na amplitude

Pela curva da FT obtida para cada cardiomiócito analisado foram identificados todos

os pontos de Fmax e Fmin da distribuição. A Amplitude da FT é dada pela diferença entre

os valores de Fmax e Fmin em sequência. Assim, realizado o cálculo de cada amplitude

durante o ciclo de contração do cardiomiócito, obteve-se a amplitude média. A flutuação

da amplitude foi calculada dividindo cada valor de amplitude pelo valor médio da

distribuição. A partir desses valores, foi gerado um gráfico de boxplot para representar

a distribuição das flutuações de cada cardiomiócito para linhagem WT e KO-CRP3

(maiores detalhes do gráfico de boxplot pode ser visto na sec. 3.5.1). O gráfico da Fig. 3.14

apresenta essa distribuição para cardiomiócitos da linhagem WT em estado basal.
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Figura 3.14: Distribuição da flutuação da amplitude normatizada em torno da média para
cardiomiócitos da linhagem WT no estado basal. Foram analisados 31 cardiomiócitos dessa
linhagem.

Analisando a Fig. 3.14 podemos verificar que para alguns cardiomiócitos a flutuação

em torno da média é pequena, o que nos diz que a amplitude da FT é regular durante o

ciclo de contração. No entanto, para alguns cardiomiócitos a flutuação é visivelmente

maior em torno da média, mostrando que a amplitude apresenta bastante oscilação

em torno da média. Assim, quanto maior o tamanho da caixa do boxplot, maior a sua

dispersão.

3.5.3 Flutuação do Perı́odo

A outra flutuação analisada foi a do perı́odo de pulsação. Esse perı́odo foi obtido

pelo tempo entre um ponto de Fmax e o seguinte do gráfico da FT. Com a identificação de

cada perı́odo de pulsação, obteve-se a flutuação do perı́odo da mesma forma que para a

flutuação da amplitude, como mostra o esquema da Fig. 3.15.
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Figura 3.15: Ilustração esquemática da obtenção do perı́odo de pulsação do cardiomiócito.
Após obtenção de cada perı́odo de oscilação, calcula-se o perı́odo médio e, dividindo cada
valor de perı́odo pela média, obtém-se a flutuação do perı́odo.

Assim, foi possı́vel obter a distribuição das flutuações do perı́odo dos cardiomiócitos

de cada linhagem analisado, conforme ilustrado na Fig. 3.16 para a linhagem WT no

estado basal.
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Figura 3.16: Distribuição da flutuação em torno da média do perı́odo de pulsação dos
cardiomiócitos da linhagem WT no estado basal.
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Pela Fig. 3.16 é possı́vel verificar que para a linhagem WT, no estado basal, alguns

cardiomiócitos apresentam uma flutuação no perı́odo bem regular em torno da média,

enquanto que para outros, a flutuação varia consideravelmente. O mesmo foi realizado

para o estado estimulado com isoproterenol, assim como, para a linhagem KO-CRP3.

A proposta dessa metodologia é poder avaliar a flutuação de dois parâmetros rele-

vantes do sinal da FT, que podem dificultar determinado tipo de análise. Pretende-se

mostrar que essa metodologia pode servir de critério de exclusão de um determinado

cardiomiócito dentro de um conjunto. O comportamento da flutuação da amplitude

e do perı́odo para as linhagens WT e KO-CRP3, no estado basal e estimulado com

isoproterenol, será melhor detalhado na seção de resultados.
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Capı́tulo 4

Resultados e discussão das ferramentas de análise

desenvolvidas

Nesse capı́tulo serão mostrados os resultados obtidos pelas ferramentas de análise

desenvolvidas no presente trabalho, nas amostras de cardiomiócitos das linhagens WT

e KO-CRP3 no estado basal e estimuladas com isoproterenol. Em seguida será feita a

discussão desses resultados e, por fim, as conclusões formuladas.

Inicialmente serão apresentados os resultados obtidos. Como dito anteriormente, foi

obtido um conjunto de 31 amostras de cardiomiócitos da linhagem WT, e 27 da linhagem

KO-CRP3, de forma pareada, no estado basal e com isoproterenol.

4.1 Resultados

4.1.1 Curtose

Para cada cardiomiócito analisado foi obtida a Curtose de cada imagem adquirida

ao longo da filmagem pela Eq.3.8. Com esses dados foi possı́vel gerar um gráfico da

Curtose ao longo do tempo (Fig. 3.5), assim como um histograma da Curtose para cada

cardiomiócito analisado, conforme exemplo da Fig. 4.1.
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Figura 4.1: A: Comportamento da Curtose durante o ciclo de contração para uma amostra
da linhagem KO-CRP3. A’: Histograma da Curtose referente ao mesmo cardiomiócito de (A),
onde, todos os pontos, incluindo o pico máximo da distribuição, apresentam um valor de
Curtose menor do que 3, indicando um baixo grau de alinhamento das forças de tração. B:
Comportamento da Curtose durante o ciclo de contração para uma amostra da linhagem WT.
B’: Histograma da Curtose referente ao mesmo cardiomiócito de (B), onde, a maioria dos
pontos, incluindo o pico máximo da distribuição, apresentam um valor de Curtose maior do
que 3, indicando um alto grau de alinhamento das forças de tração.

Serão apresentadas três abordagens diferentes que foram utilizados para analisar o

grau de alinhamento das forças de tração. Inicialmente, para cada histograma gerado foi

identificado a moda da distribuição que representa o valor de Curtose predominante

durante o ciclo de contração do cardiomiócito. Em seguida, foi gerado um histograma

do valor de Curtose da moda de cada cardiomiócito por linhagem, no estado basal e

após a aplicação do isoproterenol, conforme Fig. 4.2.

Os histogramas da Fig. 4.2 mostram uma certa semelhança entre as linhagens. No

entanto, pode-se perceber que para a linhagem WT, o isoproterenol fez com que mais

cardiomiócitos apresentassem um alto grau de alinhamento (Curtose > 3) com relação

ao estado basal. O mesmo não ocorre com a linhagem KO-CRP3. O isoproterenol,

para essa linhagem, diminuiu levemente o número de cardiomiócitos com alto grau de

alinhamento.
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Figura 4.2: O gráfico apresenta o histograma dos valores da Curtose da moda de cada
cardiomiócito analisado, organizado por linhagem, no estado basal e após a aplicação do
isoproterenol.

Pelos histogramas é possı́vel visualizar a distribuição dos valores de Curtose entre

as linhagens, no entanto, não é possı́vel saber como variou o valor de Curtose dos

cardiomiócitos do estado basal para com o isoproterenol. Como todas as análises são

pareadas, é possı́vel ajustar um gráfico da diferença da Curtose entre o estado basal e

com isoproterenol para cada cardiomiócito entre as linhagens, conforme Fig. 4.3.
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Figura 4.3: O gráfico apresenta a diferença dos valores da Curtose da moda entre o estado
basal e com isoproterenol de cada cardiomiócito analisado, organizado por linhagem. Valores
menores do que zero indicam que houve um aumento da Curtose com o isoproterenol. Valores
maiores do que zero indicam que houve uma diminuição da Curtose com o isoproterenol.

Pela Fig. 4.3 é possı́vel ter uma melhor percepção do efeito do isoproterenol na

Curtose da moda. A diferença dos valores de Curtose foi feita de forma pareada e

organizada em ordem crescente. Para a linhagem WT, aproximadamente 45 % dos

cardiomiócitos aumentaram o valor de Curtose da moda do estado basal para com o

isoproterenol, ou seja, a diferença da Curtose foi negativa. Já para a linhagem KO-CRP3,

aproximadamente 52 % dos cardiomiócitos aumentaram o valor da Curtose da moda.

Ainda é possı́vel perceber que para alguns cardiomiócitos, de ambas as linhagens, o

isoproterenol não teve efeito e a diferença ficou próxima de zero. Enquanto que para

outra parte, o isoproterenol diminuiu o valor da Curtose da moda, ou seja, a diferença

da Curtose foi positiva.

Para um melhor efeito de comparação, foi organizada uma tabela com a porcentagem

de cardiomiócitos de cada linhagem com valores de Curtose da moda acima de três,

alto grau de alinhamento, no estado basal e após a aplicação do isoproterenol, conforme

Tab. 4.1.

A porcentagem apresentada na Tab. 4.1 para a linhagem WT e KO-CRP3, se refere

a um total de 31 e 27 cardiomiócitos analisados, respectivamente. É possı́vel verificar
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Tabela 4.1 - Cardiomiócitos com alto grau de alinhamento, referente à moda da distribuição.

Linhagem Basal ISO
WT ⇠ 26% ⇠ 45%
KO-CRP3 ⇠ 37% ⇠ 33%

que para linhagem WT o isoproterenol aumentou em mais de 20% a quantidade de

cardiomiócitos com alto grau de alinhamento, no entanto, para a linhagem KO-CRP3

o mesmo não ocorre, visto que a porcentagem de cardiomiócitos com algo grau de

alinhamento reduziu em torno de 4% após a aplicação do isoproterenol.

As demais análises referem-se à Curtose dos pontos de máximo e mı́nimo da curva

da FT. A Fig. 4.4 ilustra a metodologia adotada para o cálculo dessas Curtoses. Após

identificado os pontos de máximo e mı́nimo da curva da FT ao longo do tempo, obteve-se

a Curtose de outros quatro pontos ao redor desses, de forma que para cada asterisco em

vermelho na Fig. 4.4 tenha-se cinco ponto de valores de Curtose. Dessa forma, para se

obter um valor de Curtose dos pontos de máximo, CurtoseMáx, e mı́nimo, CurtoseMin,

para cada cardiomiócito, foi calculado a média das Curtoses dos pontos de máximo ou

mı́nimo, conforme exemplificado na Fig. 4.4.
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Figura 4.4: O gráfico apresenta um esquema que exemplifica o cálculo realizado para
obtenção da Curtose dos pontos de máximo e mı́nimo da FT. Para cada ponto de máximo e
mı́nimo da FT têm-se cinco valores de Curtose. Assim, para cada cardiomiócito foi calculado
a CurtoseMáx, que é a média das Curtoses dos pontos de máximo, e a CurtoseMin, que é a
média das Curtoses dos pontos de mı́nimo.
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Com isso foi possı́vel gerar um histograma da Curtose dos pontos de máximo e

mı́nimo da FT para cada linhagem de cardiomiócito, no estado basal e com isoproterenol.

A Fig. 4.5, apresenta a histograma da Curtose dos pontos de máximo, CurtoseMáx.
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Figura 4.5: O gráfico apresenta o histograma dos valores de curtose máxima de cada
cardiomiócito analisado, organizado por linhagem, no estado basal e após a aplicação do
isoproterenol.

Da mesma forma que realizado para análise da Curtose da moda, foi ajustado um

gráfico da diferença da Curtose dos pontos de máximo entre o estado basal e com

isoproterenol, conforme Fig. 4.6.

Para a Curtose dos pontos de máximo, pela Fig. 4.6, a quantidade de cardiomiócitos

da linhagem WT que tiveram seu valor aumentado com o isoproterenol, foi de aproxi-

madamente 39%. Já para a linhagem KO-CRP3, esse valor foi de aproximadamente 37%.

Fazendo uma contagem do número de pontos maiores do que zero, para a linhagem

WT, percebe-se que é próximo a quantidade de valores menores do que zero, com oito

valores de Curtose bem próximas de zero, aproximadamente 26 % dos cardiomiócitos,

ou seja, que não foram afetadas pelo isoproterenol.

Para a linhagem KO-CRP3, 4 valores de Curtose dos pontos de máximo ficaram bem

próximos de zero, aproximadamente 15 % dos cardiomiócitos. A maioria, aproximada-

mente 48 %, apresentaram uma diferença maior do que zero, ou seja, o isoproterenol

diminuiu o valor da Curtose para a maioria dos cardiomiócitos dessa linhagem. Para uma
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Figura 4.6: O gráfico apresenta a diferença dos valores da Curtose dos pontos de máximo
entre o estado basal e com isoproterenol de cada cardiomiócito analisado, organizado por
linhagem. Valores menores do que zero indicam que houve um aumento da Curtose com o
isoproterenol. Valores maiores do que zero indicam que houve uma diminuição da Curtose
com o isoproterenol.

melhor comparação, foi organizada uma tabela com a porcentagem de cardiomiócitos de

cada linhagem com alto grau de alinhamento (Curtose > 3), no estado basal e após a

aplicação do isoproterenol, conforme Tab. 4.2.

Tabela 4.2 - Cardiomiócitos com alto grau de alinhamento, referente aos pontos de máximo da FT.

Linhagem Basal ISO
WT ⇠ 35% ⇠ 42%
KO-CRP3 ⇠ 33% ⇠ 30%

Analisando os dados da Tab. 4.2, novamente, percebe-se que o alto grau de alinha-

mento aumenta com o isoproterenol na linhagem WT, e diminui na linhagem KO-CRP3.

Quando se compara os valores da Tab. 4.2 com os da Tab. 4.1, vê-se que a porcentagem

de cardiomiócitos com alto grau de alinhamento no estado basal é maior nos pontos de

máximo na linhagem WT, enquanto que, para a linhagem KO-CRP3 é o contrário. Já

com isoproterenol, os valores são próximos, tanto nos pontos de máximo, quanto dos da

moda, em ambas as linhagens.

Por fim, o gráfico da Fig. 4.7 apresenta o histograma da Curtose dos pontos de mı́nimo



82 Capı́tulo 4. Resultados e discussão das ferramentas de análise desenvolvidas

da FT, CurtoseMin, que segue a mesmo cálculo para obtenção da CurtoseMáx.
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Figura 4.7: O gráfico apresenta o histograma dos valores de curtose mı́nima de cada car-
diomiócito analisado, organizado por linhagem, no estado basal e após a aplicação do
isoproterenol.

Assim como anteriormente, foi ajustado um gráfico da diferença da Curtose dos

pontos de mı́nimo entre o estado basal e com isoproterenol, de forma pareada e crescente,

para ambas as linhagens de cardiomiócitos, conforme Fig. 4.8.

Por esse gráfico, é possı́vel verificar que para a linhagem WT, alguns pontos estão bem

próximos de zero, ou seja, não apresentaram variação na Curtose dos pontos de mı́nimo.

No entanto, aproximadamente a mesma quantidade de cardiomiócitos aumentaram

(⇠ 39%) e diminuı́ram (⇠ 42%) seu valor de Curtose. Já para a linhagem KO-CRP3, mais

pontos ficaram próximos de zero do que a linhagem WT, no entanto, aproximadamente

48 % dos cardiomiócitos aumentaram o valor da Curtose com o isoproterenol, enquanto

que aproximadamente 26 % reduziram seu valor.
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Figura 4.8: O gráfico apresenta a diferença dos valores da Curtose dos pontos de mı́nimo
entre o estado basal e com isoproterenol de cada cardiomiócito analisado, organizado por
linhagem. Valores menores do que zero indicam que houve um aumento da Curtose com o
isoproterenol. Valores maiores do que zero indicam que houve uma diminuição da Curtose
com o isoproterenol.

Da mesma forma que anteriormente, foi organizada uma tabela com a porcentagem

de cardiomiócitos de cada linhagem com alto grau de alinhamento (Curtose > 3), no

estado basal e após a aplicação do isoproterenol, conforme Tab. 4.3.

Tabela 4.3 - Cardiomiócitos com alto grau de alinhamento, referente aos pontos de mı́nimo da FT.

Linhagem Basal ISO
WT ⇠ 39% ⇠ 45%
KO-CRP3 ⇠ 42% ⇠ 52%

Analisando os valores da Tab. 4.3, percebe-se que nos pontos de mı́nimo, ambas

as linhagens apresentam uma maior quantidade de cardiomiócitos com alto grau de

alinhamento, quando comparado com os pontos de máximo e da moda. Em ambas as

linhagens, o isoproterenol aumentou a porcentagem de cardiomiócitos com alto grau de

alinhamento.

Os resultados da Curtose para os pontos de máximo e mı́nimo da FT estão de acordo

com o que foi apresentado na Fig. 3.8, do Cap. 3. Nessa figura foi possı́vel verificar
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que, conforme a FT aumenta, a Curtose tende a subir, até pouco antes de atingir o ponto

máximo da FT, para em seguida, cair para um valor mı́nimo quando a FT é máxima.

4.1.2 Orientação das forças de tração

Com relação a orientação da FR, cabe ressaltar que para todos os cardiomiócitos

analisados a FR apresentou valores diferentes de zero. O que indica uma oscilação do

centro de massa durante a pulsação dos cardiomiócitos. Para a análise da orientação

da FR foi gerado um histograma dos ângulos (qFR) dessa força, para cada cardiomiócito

analisado. Após uma análise de correlação entre a distribuição dos ângulos no estado

basal e estimulados com o isoproterenol, verificou-se que para aproximadamente 84%

dos cardiomiócitos da linhagem WT as distribuições não apresentavam correlação. Já

para a linhagem KO-CRP3 o mesmo ocorreu para 89% dos cardiomiócitos analisados.

A Fig. 4.9 ilustra essa mudança na distribuição dos ângulos entre o estado basal e com

isoproterenol para duas amostras, uma da linhagem WT e outra da linhagem KO-CRP3.
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Figura 4.9: O gráfico apresenta o histograma dos ângulos da FR, no estado basal e após
aplicação do isoproterenol, nas linhagens de cardiomiócitos analisadas.

Analisando os gráficos da Fig. 4.9 pode-se verificar que o isoproterenol mudou a

orientação da FR. Dessa forma, a distribuição de forças no cardiomiócito pode mudar do

estado basal para o estimulado com isoproterenol. Esse efeito pode ser visto na Fig. 4.10,
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para o mesmo cardiomiócito da linhagem WT da Fig. 4.9.
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Figura 4.10: Em A temos o histograma da orientação das forças de tração de A’ no estado
basal. Em A’ temos os vetores de força de tração média que estavam atuando no cardiomiócito
da linhagem WT durante o ciclo de contração. Os cı́rculos evidenciados em vermelho indicam
as regiões da célula com maiores valores de forças de tração média. Em A” temos o mapa
de forças onde, os valores de força de tração média aumentam do azul para o vermelho. As
imagens B, B’ e B” são equivalentes às imagens mostradas em A, A’ e A”, respectivamente,
para o cardiomiócito estimulado com isoproterenol.

A Fig. 4.10 apresenta em A e B a distribuição dos ângulos da FR. Em A’ e B’ tem-se a

orientação das forças de tração, representadas por um mapa vetorial das forças de tração

médias onde, quanto maior o tamanho do vetor, maior é o valor da força naquele ponto.

Em A” e B” está sendo representado um mapa de cores da intensidade da tração média

para um cardiomiócito da linhagem WT no estado basal e estimulado com isoproterenol,

respectivamente.

Pode-se verificar que no estado basal haviam três regiões onde as forças de tração

médias eram maiores, conforme visto no mapa de forças em A’ e A”. No entanto em

B vê-se que a orientação muda com o isoproterenol. Diferente da configuração de A’,

em B’ têm-se duas regiões com maiores forças de tração médias. Um comportamento

semelhante ocorre para o cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 conforme a Fig. 4.9. A

configuração das forças no estado basal e com isoproterenol para essa linhagem, pode

ser vista na Fig. 4.11.
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Figura 4.11: Em A temos o histograma da orientação das forças de tração de A’ no estado
basal. Em A’ temos os vetores de força de tração média que estavam atuando no cardiomiócito
da linhagem KO-CRP3 durante o ciclo de contração. Os cı́rculos evidenciados em vermelho
indicam as regiões da célula com maiores valores de forças de tração média. Em A” temos o
mapa de forças onde, os valores de força de tração média aumentam do azul para o vermelho.
As imagens B, B’ e B” são equivalentes às imagens mostradas em A, A’ e A”, respectivamente,
para o cardiomiócito estimulado com isoproterenol.

Nos dois exemplos de cardiomiócitos mostrados acima, vê-se que o isoproterenol

afetou os polos de força da célula, mudando assim, a orientação das forças de tração

exercidas pelo cardiomiócito durante o ciclo de contração. Esse fenômeno ocorreu em

26 cardiomiócitos da linhagem WT, entre o estado basal e o estimulado com isoprote-

renol, dos 31 analisados, representando aproximadamente 84% dos casos. Já para a

linhagem KO-CRP3, essa alteração aconteceu em 24 dos 27 cardiomiócitos analisados,

representando aproximadamente 89% dos casos.

4.1.3 Potência de contração e relaxamento

A análise da potência de contração e relaxamento foi realizada conforme descrito na

sec.(3.3). A Fig. 3.10 (B) ilustra como foi obtida a potência de contração e relaxamento

dos cardiomiócitos. Por esse gráfico foi possı́vel extrair a mediana da curva referente

a potência de contração e da curva referente a potência de relaxamento de cada cardi-

omiócito. Com isso, foi possı́vel gerar um histograma desses valores para ambas as
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linhagens de cardiomiócitos analisados no estado basal e estimulado com isoproterenol.

Na Fig. 4.12 é mostrado o histograma da potência de contração e de relaxamento para

a linhagem WT no estado basal e estimulado com isoproterenol.
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Figura 4.12: Essa figura apresenta o histograma da potência de contração e de relaxamento
de cardiomiócitos da linhagem WT, no estado basal e estimulado com isoproterenol. Os
histogramas superior e inferior do lado esquerdo se referem à potência de contração no estada
basal e com isoproterenol, respectivamente. Os histogramas superior e inferior do lado direito
se referem à potência de relaxamento no estada basal e com isoproterenol, respectivamente.

Vê-se que, os valores da potência de contração e relaxamento no estado basal variam

próximo a zero até 1600 pJ/s, enquanto que com isoproterenol essa faixa vai de zero até

próximo de 1000 pJ/s. Como a distribuição dos valores de potência é assimétrica, foi

ajustado um gráfico de boxplot da potência de contração e relaxamento para a linhagem

WT, conforme a Fig. 4.13.
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Figura 4.13: Essa figura apresenta o boxplot da potência de contração e de relaxamento de
cardiomiócitos da linhagem WT, no estado basal e estimulado com isoproterenol.

Pela Fig. 4.13 é possı́vel verificar que, no geral, a potência de contração no estado

basal apresenta uma mediana menor do que com isoproterenol e um tamanho de caixa,

intervalo interquatil, maior. Já para a potência de relaxamento, o valor da mediana

também aumenta com o isoproterenol, mas o intervalo interquatil apresenta pouca

variação. Pelo tamanho da caixa do boxplot para cada estado, não é possı́vel dizer que

houve um aumento na potência de contração e relaxamento com o isoproterenol, por

mais que a mediana aumente.

Também foi gerado um histograma e um gráfico de boxplot para a linhagem KO-

CRP3. Os histogramas da potência de contração e relaxamento no estado basal e com

isoproterenol para essa linhagem, podem ser visto na Fig. 4.14.
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Figura 4.14: Essa figura apresenta o histograma da potência de contração e de relaxamento
de cardiomiócitos da linhagem KO-CRP3 no estado basal e estimulado com isoproterenol.
Os histogramas superior e inferior do lado esquerdo referem-se à potência de contração
no estado basal e com isoproterenol, respectivamente. Os histogramas superior e inferior
do lado direito se referem à potência de relaxamento no estado basal e com isoproterenol,
respectivamente.

Comparando os histogramas da Fig. 4.14, para a linhagem KO-CRP3, com os da

Fig. 4.12, da linhagem WT, vê-se que a potência de contração entre as linhagens é muito

semelhante no estado basal, e com distribuição entre valores praticamente iguais com

isoproterenol. Já a potência de relaxamento apresenta uma distribuição com valores mais

concentrados até próximo de 750 pJ/s na linhagem KO-CRP3 e variando até próximo de

1250 pJ/s para a linhagem WT, em ambos os estados.

Da mesma forma que para a linhagem WT, também foi ajustado um gráfico de boxplot

com os valores de potência de contração e relaxamento para a linhagem KO-CRP3 no

estado basal e com isoproterenol, conforme a Fig. 4.15.
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Figura 4.15: Essa figura apresenta o boxplot da potência de contração e de relaxamento de
cardiomiócitos da linhagem KO-CRP3 no estado basal e estimulado com isoproterenol.

Pela Fig. 4.15 pode-se verificar que, da mesma forma que para a linhagem WT, o

intervalo interquail entre as distribuições impossibilita afirmar que ocorre uma diferença

significativa da potência de contração e relaxamento do estado basal para com o iso-

proterenol. No entanto, podemos perceber que para a linhagem KO-CRP3, a mediana

da potência de contração diminui com o isoproterenol, o inverso do que acontece na

linhagem WT. Já a potência de relaxamento apresenta um leve aumento no valor da

mediana, semelhante ao que acontece com a linhagem WT.

Para uma melhor comparação entre os valores de potência entre as linhas, organizou-

se uma tabela com os valores da mediana da potência de contração e relaxamento entre

as linhagens e a dispersão em torno da mediana, dado pelo intervalo interquatil. Pela

Tab. 4.4 é possı́vel verificar que para a linhagem WT, tanto a mediana da potência de

contração quanto de relaxamento aumentaram quando estimuladas com isoproterenol.

Já para a linhagem KO-CRP3, a mediana da potência de contração diminui com o

isoproterenol e a de relaxamento aumentou. No entanto não é possı́vel afirmar que essa

diferença dos valores médios entre os estados é significativa devido ao valor do intervalo

interquartil ser alto.
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Tabela 4.4 - Mediana e intervalo interquartil da Potência de contração e relaxamento.

Potência de contração (pJ/s) Potência de relaxamento (pJ/s)
Linhagens Basal ISO Basal ISO
WT 427,8 ± 401,7 508,5 ±303,5 193,4 ± 290,4 309,3 ± 267,2
KO-CRP3 512,3 ± 462,4 393,2 ± 387,3 260,0 ± 266,2 303,2 ± 239,7

4.1.4 Transformada de Fourier das forças de tração

Prosseguindo as análises conforme mostrado na seção (3.4), será mostrado os re-

sultados obtidos para a transformada de Fourier (TF) da FT entre as linhagens de car-

diomiócitos. Após ser realizada a TF da FT para um determinado cardiomiócito foi

identificado o valor de frequência com máxima amplitude, conforme apresentado na

Fig. 3.11. Dessa forma foi possı́vel gerar um histograma dos valores de frequência

máxima para os cardiomiócitos da linhagem WT e KO-CRP3 no estado basal e estimula-

dos com isoproterenol, conforme Fig. 3.11.
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Figura 4.16: A figura apresenta o histograma da frequência máxima da FT entre as linhagens
WT e KO-CRP3 no estado basal e estimuladas com isoproterenol. Na parte superior têm-se
os histogramas das frequências para a linhagem WT no estado basal (esquerda) e estimulado
com isoproterenol (direita). Na parte inferior, têm-se os histogramas das frequências para a
linhagem KO-CRP3, no estado basal (esquerda) e estimulado com isoproterenol (direita).

Os dados mostram que a distribuição de frequências muda do estado basal para

com o isoproterenol, em ambas as linhagens. Para uma melhor comparação entre as
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linhagens, foi calculado a mediana e o intervalo interquaril da distribuição, no estado

basal e estimuladas com isoproterenol, conforme Tab. 4.5.

Tabela 4.5 - Mediana da distribuição da frequência máxima.

Linhagem Basal (Hz) ISO (Hz)
WT 1.55 ± 0.8 2.50 ± 1.4
KO-CRP3 1.65 ± 1.0 2.40 ± 1.7

A Tab. 4.5 mostra que a mediana frequência aumenta com isoproterenol, conforme o

esperado, em ambas as linhagens. No entanto, como o desvio é relativamente alto, não é

possı́vel afirmar que o isoproterenol aumenta significativamente a frequência de todos

os cardiomiócitos analisados.

Para complementar a análise da TF, foi gerado um gráfico da TF média para cada

linhagem. Para isso, obteve-se a TF de cada cardiomiócito, conforme apresentado na

sec. 3.4, e calculou-se a média da amplitude para cada valor de frequência obtida. Dessa

forma é possı́vel visualizar o comportamento médio da frequência de cada linhagem, no

estado basal e com isoproterenol, conforme Fig. 4.17.
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Figura 4.17: A figura apresenta a frequência média da FT para cada linhagem de cardiomiócito
no estado basal e estimulado com isoproterenol.

Pela Fig. 4.17 é possı́vel verificar que, para linhagem WT a frequência com maior

amplitude é maior e mais definida com o estı́mulo do isoproterenol. Esse estı́mulo
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diminuiu o ruı́do em torno do ponto de frequência máxima quando comparado com

o estado basal. Já para a linhagem KO-CRP3 o ruı́do da frequência aumenta com o

isoproterenol. A frequência com maior amplitude no estado basal continua alta com o

isoproterenol, além de surgir um novo pico de amplitude para uma frequência mais alta.

Assim, pode-se ver que o isoproterenol, em média, interfere na frequência de pulsação

dos cardiomiócitos de forma diferente entre as linhagens. Aumentado a frequência com

um menor ruı́do para a linhagem WT e aumentando amplitude de outros valores de

frequência para a linhagem KO-CRP3.

4.1.5 Flutuações da amplitude e do perı́odo

Por fim, serão apresentados os resultados obtidos com a análise da flutuação da

amplitude e do perı́odo do sinal da FT durante o ciclo de contração para os cardiomiócitos

analisados. Com relação à flutuação da amplitude a Fig. 4.18 apresenta o boxplot dessa

flutuação para a linhagem WT no estado basal e estimulada com isoproterenol.
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Figura 4.18: A: boxplot da flutuação da amplitude da FT de cada cardiomiócito da linhagem
WT no estado basal. A’: Nesse gráfico, cada ponto representa o tamanho da caixa do boxplot

da Fig.A, ou seja, quanto varia a flutuação da amplitude em torno da média. Nesses gráficos,
os cardiomiócitos foram organizados em ordem crescente do tamanho da caixa do boxplot.
B: boxplot da flutuação da amplitude da FT dos cardiomiócitos correspondentes da Fig.A,
estimulados com isoproterenol. B’: Extensão da flutuação da amplitude em torno da média
para os dados da Fig.B.

Na Fig. 4.18. A e B é apresentado a flutuação da amplitude de cada cardiomiócito
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por um gráfico de boxplot, onde, quanto maior o tamanho da caixa do boxplot maior

a flutuação da amplitude no cardiomiócito analisado. Em A’ e B’ tem-se o valor do

tamanho da caixa de cada boxplot, dado pela diferença entre o terceiro e o primeiro

quartil para a linhagem WT no estado basal e com isoproterenol, respectivamente. Pela

Fig. 4.18. A’ e B’ pode-se verificar que no geral, quando estimulados com isoproterenol,

a flutuação da amplitude dos cardiomiócitos da linhagem WT tende a diminuir.

O gráfico da Fig. 4.19 mostra o comportamento da flutuação da amplitude para a

linhagem KO-CRP3. Pode-se verificar que geralmente a flutuação da amplitude para essa

linhagem é similar entre o estado basal e com isoproterenol. Os valores da flutuação são

próximos da linhagem WT com isoproterenol, e diferente do que ocorre para a linhagem

WT, nessa linhagem, a flutuação da amplitude para alguns cardiomiócitos aumenta com

o isoproterenol.
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Figura 4.19: A: boxplot da flutuação da amplitude da FT de cada cardiomiócito da linhagem
KO-CRP3 no estado basal. A’: Extensão da flutuação da amplitude em torno da média para os
dados da Fig.A. Nesses gráficos, os cardiomiócitos foram organizados em ordem crescente do
tamanho da caixa do boxplot. B: boxplot da flutuação da amplitude da FT dos cardiomiócitos
correspondentes da Fig.A, estimulados com isoproterenol. B’: Extensão da flutuação da
amplitude em torno da média para os dados da Fig.B.

Comparando os gráficos da Fig. 4.18, da linhagem WT, e da Fig. 4.19, da linhagem

KO-CRP3, é possı́vel verificar que a linhagem WT apresenta uma flutuação da amplitude

maior no estado basal do que com isoproterenol, ou seja, o isoproterenol tende a diminuir

a flutuação da amplitude para essa linhagem. Já a linhagem KO-CRP3 apresenta um
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comportamento mais regular da flutuação no estado basal e, quando estimulado com

isoproterenol o comportamento é similar ao do WT no mesmo estado, porém, com mais

cardiomiócitos aumentando a flutuação da amplitude.

Com relação à flutuação do perı́odo da FT dos cardiomiócitos analisados, a Fig. 4.20

apresenta a distribuição dessa flutuação para a linhagem WT no estado basal e com

isoproterenol.
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Figura 4.20: A: boxplot da flutuação do perı́odo da FT de cada cardiomiócito da linhagem
WT no estado basal. A’: Extensão da flutuação da amplitude em torno da média para os
dados da Fig.A. Nesses gráficos, os cardiomiócitos foram organizados em ordem crescente
do tamanho da caixa do boxplot. B: boxplot da flutuação do perı́odo da FT dos cardiomiócitos
correspondentes da Fig.A, estimulados com isoproterenol. B’: Extensão da flutuação da
amplitude em torno da média para os dados da Fig.B.

O mesmo tipo de gráfico foi gerado para a linhagem KO-CRP3 no estado basal e com

isoproterenol, conforme Fig. 4.21.
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Figura 4.21: A: boxplot da flutuação do perı́odo da FT de cada cardiomiócito da linhagem
KO-CRP3 no estado basal. A’: Extensão da flutuação da amplitude em torno da média para
os dados da Fig.A. Nesses gráficos, os cardiomiócitos foram organizados em ordem crescente
do tamanho da caixa do boxplot. B: boxplot da flutuação do perı́odo da FT dos cardiomiócitos
correspondentes da Fig.A, estimulados com isoproterenol. B’: Extensão da flutuação da
amplitude em torno da média para os dados da Fig.B.

Analisando os gráficos da flutuação do perı́odo de ambas as linhagens, é possı́vel

verificar que essa flutuação é maior que a da amplitude e parece ser comum entre os

cardiomiócitos. Tanto no estado basal, quanto com isoproterenol, em ambas as linhagens

os cardiomiócitos apresentaram uma extensão na flutuação do perı́odo maior que da

flutuação da amplitude.

Comparando-se os pontos da Fig. 4.20. A’ e B’, vê-se que com o isoproterenol os

cardiomiócitos da linhagem WT apresentaram uma flutuação menor e mais regular

que no estado basal. No entanto, o mesmo não pode ser observado para a linhagem

KO-CRP3, pelos dados mostrados na Fig. 4.21. A’ e B’.
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4.2 Discussão

Esses resultados mostram que a ferramenta computacional de análise aqui desenvol-

vida pode ser aplicada para o estudo de células cardı́acas durante os ciclos de contração.

Com essa ferramenta foi possı́vel realizar uma análise mais refinada de determinados

parâmetros e verificar diferenças entre as linhagens, que seria difı́cil de se obter anali-

sando apenas o comportamento da FT. A metodologia desenvolvida para análise do

alinhamento das forças de tração, dado pela Curtose, mostrou diferença entre as linha-

gens em três abordagens diferentes; utilizando como referência a Curtose da moda, a

Curtose dos pontos de máximo da FT, assim como a Curtose dos pontos de mı́nimo da

FT.

O intuito de desenvolver essas três abordagens para se analisar o alinhamento das

forças de tração é refinar ao máximo a metodologia e poder realizar análises mais

completas. A CurtoseModa fornece o grau de alinhamento das forças de tração que o

cardiomiócito apresentou durante a maior parte do tempo de aquisição dos dados. Já

com os dados da Curtose dos pontos de máximo e mı́nimo da FT, é possı́vel verificar em

qual momento o cardiomiócito fica mais alinhado, se é durante a fase de contração ou de

relaxamento.

Para a linhagem WT, os resultados apresentaram uma quantidade maior de cardi-

omiócitos com alto grau de alinhamento quando estimulados com isoproterenol, com-

parado ao estado basal nas três abordagens de Curtose analisadas. Já para a linhagem

KO-CRP3 o mesmo só pode ser observado na Curtose dos pontos de mı́nimo. Para a

Curtose dos pontos de máximo e da moda, a quantidade de cardiomiócitos com alto grau

de alinhamento diminuiu do estado basal para aqueles estimulados com o isoproterenol,

como pode ser visto na Tab. 4.6 que reúne os dados apresentados nas tabelas (4.1), (4.2),

(4.3) e (4.4), para uma melhor comparação entre os parâmetros.

Tabela 4.6 - Comparação entre os dados de alinhamento e potência.

Linhagens
Parâmetros WT Basal WT ISO KO-CRP3 Basal KO-CRP3 ISO
CurtoseModa ⇠ 26% ⇠ 45% ⇠ 37% ⇠ 33%
CurtoseMáx ⇠ 35% ⇠ 42% ⇠ 33% ⇠ 30%
CurtoseMin ⇠ 39% ⇠ 45% ⇠ 42% ⇠ 53%
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Essa possı́vel diferença de alinhamento entre as linhagens pode estar relacionado com

a presença da proteı́na CRP3 na linhagem WT e a sua ausência na linhagem KO-CRP3.

Conforme descrito por alguns autores, a proteı́na CRP3 apresenta interação com as fibras

de actina do citoesqueleto dos cardiomiócitos (Buyandelger et al., 2011; Campos et al.,

2009). De uma forma geral, dependendo da situação ao qual a célula está submetida, ela

organiza o seu citoesqueleto para suportar uma determinada força. Para isso, a célula

utiliza a proteı́na CRP3 para fortalecer as conexões do citoesqueleto e prepará-lo para

suportar a nova demanda que será exigida da célula (Buyandelger et al., 2011; Campos

et al., 2009).

Dessa forma, uma das possibilidade é que, quando estimulados com o isoproterenol,

os cardiomiócitos da linhagem WT conseguem recrutar as proteı́nas CPR3 necessárias

para fortalecer as conexões do citoesqueleto, alinhando as forças de tração para suportar

o aumento da demanda energética durante o ciclo de contração. No entanto, os car-

diomiócitos da linhagem KO-CRP3 não conseguem realizar tal processo e quando são

estimulados com o isoproterenol não conseguem fortalecer as conexões do citoesqueleto

e desalinham as forças de tração, quando são mais exigidos durante a contração.

De certa forma, esses resultados podem colaborar no entendimento do alinhamento

das forças e a sua relação com a proteı́na CRP3 para ajudar a estruturar o citoesqueleto

de forma ordenada quando uma maior demanda energética é exigida dos cardiomiócitos.

Os dados apresentados sugerem que existe uma relação entre essas variáveis, mas é insu-

ficiente para descrever como isso ocorre. Seria necessário uma maior investigação para

se relacionar o alinhamento das forças de tração com o do citoesqueleto, principalmente

das fibras de actina, e como a proteı́na CPR3 pode afetar o fortalecimento das conexões

do citoesqueleto durante o ciclo de contração dos cardiomiócitos.

Ainda com relação ao alinhamento, na Fig. 3.8 apresentada no Cap.3 foi possı́vel

verificar a relação entre diversos parâmetros durante o ciclo de contração, para um

intervalo de tempo de 2,5 segundos. Na Fig. 4.22 foi ajustado apenas o comportamento

da FT e da Curtose, para uma análise mais objetiva entre esses parâmetros. Nesse gráfico

utilizou-se um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 como exemplo para realizar essa

comparação.
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Figura 4.22: Nesse gráfico, mostram-se os comportamentos da FT, e da Curtose durante o
intervalo de tempo de 2,5 segundos, para um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3.

Analisando a Fig. 4.22 é possı́vel verificar que a Curtose tende a diminuir nos pontos

de máximo da FT. Comparando a Curtose dos pontos de máximo e dos pontos de

mı́nimo da Tab. 4.6, pode-se ver que o percentual de cardiomiócitos com alto grau de

alinhamento entre as linhagens WT e KO-CRP3 é maior nos pontos de mı́nimo do que

nos pontos de máximo. No entanto, conforme a discussão anterior, como o cardiomiócito

tende a fortalecer as ligações do citoesqueleto quando precisa realizar mais força e

assim favorecer o alinhamento das forças de tração, o mais esperado seria de fato que o

alinhamento aumentasse nos pontos de máximo da FT.

Para uma melhor análise desse resultado, foi ajustada uma figura com o comporta-

mento da FT e da Curtose para um curto intervalo de tempo, mas suficiente para capturar

um ou mais ciclos de contração completos do cardiomiócito. Foi identificado o valor

de Curtose máxima e mı́nima e gerado duas figuras para cada ponto. Uma figura do

mapa de vetores com a orientação das forças de tração e outra, do mapa de cores da

intensidade das forças de tração. Para isso, utilizou-se como exemplo um cardiomiócito

da linhagem WT com formato mais arredondado e outro da linhagem KO-CRP3 com

formato mais esticado.

A Fig. 4.23 ilustra o comportamento apresentado para um cardiomiócito da linhagem

WT no estado basal. Analisando essa figura, pode-se perceber que também para esse
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cardiomiócito o alinhamento tende a diminuir enquanto a FT aumenta. Através do

comportamento dos vetores e da intensidade das força de tração, vê-se que existem

regiões em torno dos polos de maior força onde o alinhamento é maior. No entanto,

para esse cardiomiócito como um todo, as forças de tração apresentam um baixo grau de

alinhamento com valores de Curtose menores que 3.

WT - Basal
A A’

B

A’’

B’ B’’

Figura 4.23: Em A: Comportamento da FT durante um intervalo de tempo de 1,4 segundos
para um cardiomiócito da linhagem WT no estado Basal. A’: Vetores de força de tração que
estavam atuando no cardiomiócito no ponto de Curtose máxima (indicado em B ). A”: Mapa
de forças onde, os valores de força de tração aumentam do azul para o vermelho. B: Com-
portamento da Curtose para um intervalo de tempo de 1,4 segundos para um cardiomiócito
da linhagem WT no estado basal. Os cı́rculos destacados em vermelho indicam os pontos
de Curtose máxima e mı́nima. As figuras B’ e B” são equivalentes às mostradas em A’ e A”,
respectivamente, porém para o ponto de Curtose mı́nima.

A Fig. 4.24 a seguir representa o comportamento do mesmo cardiomiócito da Fig. 4.23,

porém estimulado com isoproterenol. É interessante notar que, este cardiomiócito,

quando estimulado com isoproterenol, muda o comportamento da Curtose com a FT.

Agora a Curtose tende a acompanhar a FT apresentando um valor maior nos pontos de

FT máximos.
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Figura 4.24: Em A: Comportamento da FT durante um intervalo de tempo de 1,4 segundos
para um cardiomiócito da linhagem WT estimulado com isoproterenol. A’: Vetores de força
de tração que estavam atuando no cardiomiócito no ponto de Curtose máxima (indicado
em B ). A”: Mapa de forças onde, os valores de força de tração aumentam do azul para o
vermelho. B: Comportamento da Curtose para um intervalo de tempo de 1,4 segundos para
um cardiomiócito da linhagem WT estimulado com isoproterenol. Os cı́rculos destacados
em vermelho indicam os pontos de Curtose máxima e mı́nima. As figuras B’ e B” são
equivalentes às mostradas em A’ e A”, respectivamente, porém para o ponto de Curtose
mı́nima.

Logo, não se pode afirmar que a Curtose sempre diminui nos pontos de força máxima.

Tanto no estado basal como com isoproterenol o cardiomiócito apresentado nas figuras

anteriores demonstra baixo grau de alinhamento, com valores de Curtose menores de

3. Analisando o formato do cardiomiócito, pode-se ver que ele é arredondado e que os

polos de força apresentam uma diferença maior do ponto de Curtose máxima para o de

Curtose mı́nima, quando estimulado com isoproterenol.

A Fig. 4.25 a seguir, segue o mesmo padrão das apresentadas anteriormente, porém

para um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 com um formato mais esticado. Dessa

forma, será possı́vel avaliar o comportamento da Curtose em dois cardiomiócitos de

formatos diferentes.
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Figura 4.25: Em A: Comportamento da FT durante um intervalo de tempo de 1,4 segundos
para um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 no estado basal. A’: Vetores de força de
tração que estavam atuando no cardiomiócito no ponto de Curtose máxima (indicado em
B ). A”: Mapa de forças onde, os valores de força de tração aumentam do azul para o
vermelho. B: Comportamento da Curtose para um intervalo de tempo de 1,4 segundos
para um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 no estado basal. Os cı́rculos destacados em
vermelho indicam os pontos de Curtose máxima e mı́nima. As figuras B’ e B” são equivalentes
às mostradas em A’ e A”, respectivamente, porém para o ponto de Curtose mı́nima.

Pela Fig. 4.25 pode-se verificar que, novamente, a Curtose tende a aumentar nos

pontos de FT máximos. Nesses pontos, o cardiomiócito apresentou alto grau de alinha-

mento, com valores de Curtose maiores de 3. Pode-se verificar que esse alinhamento é

maior nos polos de maior intensidade da força de tração. Além disso, esse cardiomiócito

apresentou valores de Curtose maiores do que o da linhagem WT, que apresentava um

formato mais arredondado.

A Fig. 4.26 a seguir mostra o comportamento do mesmo cardiomiócito da linhagem

KO-CRP3 estimulado com isoproterenol. Pode-se perceber que para esse cardiomiócito,

o isoproterenol afetou significativamente o comportamento da Curtose. Vê-se que a

Curtose tende a aumentar enquanto o cardiomiócito contrai e apresenta um valor mı́nimo

nos pontos de FT máximos.
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Figura 4.26: A: Comportamento da FT durante um intervalo de tempo de 1,4 segundos para
um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 estimulado com isoproterenol. A’: Vetores de força
de tração que estavam atuando no cardiomiócito no ponto de Curtose máxima (indicado
em B ). A”: Mapa de forças onde, os valores de força de tração aumentam do azul para
o vermelho. B: Comportamento da Curtose para um intervalo de tempo de 1,4 segundos
para um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 estimulado com isoproterenol. Os cı́rculos
destacados em vermelho indicam os pontos de Curtose máxima e mı́nima. As figuras B’ e B”

são equivalentes às mostradas em A’ e A”, respectivamente, porém para o ponto de Curtose
mı́nima.

Pode-se verificar que os polos da intensidade da força de tração são significativamente

diferentes nos pontos de Curtose mı́nima entre os estado basal e com isoproterenol.

Mesmo com essa mudança de comportamento o cardiomiócito apresentou um maior

grau de alinhamento nos polos de maior intensidade das forças de tração, com valores

de Curtose em torno de 3.

Com essas análises é possı́vel verificar que o alinhamento pode depender tanto da

mobilização de proteı́nas CRP3 para fortalecer as ligações do citoesqueleto e alinhar

as forças de tração, assim como do formato da célula. Este fato sugere uma possı́vel

correlação entre os aspectos morfológicos e mecânicos das células, provavelmente indu-

zida pela modulação da atividade desta proteı́na.

Em um trabalho recente, Alexandre J.S Ribeiro et. al. mostrou que o formato de

cardiomiócitos isolados influencia o alinhamento de miofibrilas, que são organelas

tubulares responsáveis pela contratilidade celular (Ribeiro et al., 2015). Nesse trabalho,
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um dos resultados obtidos pelos autores foi que, um cardiomiócito com formato mais

alongado tende a ter um maior alinhamento das miofibrilas do que um cardiomiócito

com formato mais arredondado (Ribeiro et al., 2015).

Por mais que neste trabalho não esteja analisando o alinhamento das miofibrilas e

sim das forças de tração, pode ser que exista uma relação semelhante entre o formato

do cardiomiócito e o alinhamento das forças de tração, visto que o mesmo ocorre para

os cardiomiócitos das figuras acima. Existem trabalhos em que o estudo da dinâmica é

realizado com células isoladas que se aderem em um gel com formato definido, conhecido

como micropatterned (Balaban et al., 2001; Kim et al., 2011; Ye et al., 2014). Essa técnica, se

acoplada com a técnica de TFM, pode auxiliar no melhor entendimento da relação entre

o alinhamento das forças de tração e o formato dos cardiomiócitos. Atualmente, o nosso

grupo de pesquisa está implementando essa técnica em nosso laboratório e espera-se

que futuramente possa se obter dados suficientes para realizar esse tipo de análise.

As análises referentes à frequência de pulsação dos cardiomiócitos, obtidas pela TF do

sinal da FT, mostraram que na média o isoproterenol aumentou a frequência em ambas

as linhagens. Analisando apenas esse parâmetro não é possı́vel identificar diferenças na

frequência de pulsação entre as linhagens. No entanto, com a curva da TF média da FT

de cada uma das linhagens, no estado basal e com isoproterenol, é possı́vel observar um

comportamento diferente entre as linhagens de cardiomiócitos.

Na linhagem WT, o isoproterenol além de aumentar a frequência, diminuiu o ruı́do ge-

rado pelas frequências com amplitudes mais baixas. Em alguns experimentos foi possı́vel

notar que, para um mesmo cardiomiócito, certa região pulsava com uma frequência

diferente de outra região. Isso pode ser um dos fatores que contribuem para que no

estado basal a faixa de frequência com alta amplitude seja maior. Outro fator possı́vel é

de que, nesse estado, os cardiomiócitos no geral não têm uma frequência de pulsação

bem definida. Já com o isoproterenol, a faixa de frequência com alta amplitude é menor,

o que pode ser um indı́cio de que a maioria dos cardiomiócitos passaram a pulsar com

uma frequência maior e mais definida.

Quando comparada com a linhagem WT, é possı́vel verificar que o isoproterenol

não teve o mesmo efeito na linhagem KO-CRP3. Para essa linhagem, o estı́mulo do

isoproterenol apenas ampliou a faixa de frequência com alta amplitude. O mesmo valor

de frequência predominante do estado basal continua com o isoproterenol, além de que,
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outras frequências de menor e maior valor aumentaram sua amplitude.

Esse comportamento da frequência de pulsação média das linhagens pode estar

influenciando na flutuação do perı́odo e da amplitude do sinal da FT analisadas. O

gráfico da Fig. 4.27 abaixo, ilustra a curva da frequência média da linhagem WT no

estado basal e com isoproterenol, agrupada com a extensão da flutuação do perı́odo e da

amplitude, para possibilitar uma análise mais clara desses parâmetros.
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Figura 4.27: A: Comportamento da frequência média da FT da linhagem WT no estado
basal. A’: Variação da flutuação do perı́odo em torno da média dos cardiomiócitos da
linhagem WT no estado basal. A”: Variação da flutuação da amplitude em torno da média
dos cardiomiócitos da linhagem WT no estado basal. B: Comportamento da frequência média
da FT da linhagem WT estimulado com o isoproterenol. B’: Variação da flutuação do perı́odo
em torno da média dos cardiomiócitos da linhagem WT estimulados com isoproterenol. B”

Variação da flutuação da amplitude em torno da média dos cardiomiócitos da linhagem WT
estimulados com isoproterenol.

Pela figura é possı́vel perceber que a presença de um pico de frequência melhor

definido bem como a diminuição da flutuação do perı́odo e da amplitude para a maioria

dos cardiomiócitos da linhagem WT, quando estimulados com o isoproterenol. Para essa

linhagem o isoproterenol agiu de forma mais significativa do que para a KO-CRP3, e a

variação da flutuação do perı́odo e da amplitude da curva da FT podem estar indicando

que os cardiomiócitos estão pulsando de forma mais regular e sincronizada quando

estimulados com isoproterenol. A Fig. 4.28 apresenta a curva da frequência média para a

linhagem KO-CRP3 no estado basal e com isoproterenol, agrupada com a extensão da

flutuação do perı́odo e da amplitude.
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Figura 4.28: A: Comportamento da frequência média da FT da linhagem KO-CRP3 no
estado basal. A’: Variação da flutuação do perı́odo em torno da média dos cardiomiócitos
da linhagem KO-CRP3 no estado basal. A”: Variação da flutuação da amplitude em torno
da média dos cardiomiócitos da linhagem KO-CRP3 no estado basal. B: Comportamento da
frequência média da FT da linhagem KO-CRP3 estimulado com o isoproterenol. B’: Variação
da flutuação do perı́odo em torno da média dos cardiomiócitos da linhagem KO-CRP3
estimulados com isoproterenol. B” Variação da flutuação da amplitude em torno da média
dos cardiomiócitos da linhagem KO-CRP3 estimulados com isoproterenol.

Analisando a Fig. 4.28, é possı́vel verificar que, diferente da linhagem WT, a flutuação

do perı́odo e da amplitude aumenta para a maioria dos cardiomiócitos da linhagem

KO-CRP3, quando estimulados com isoproterenol. Um dos fatores que pode estar

gerando essa maior flutuação dos parâmetros é o aumento do ruı́do no comportamento

da frequência média da linhagem que o isoproterenol ocasiona. O isoproterenol não

induz nessa linhagem o mesmo efeito na linhagem WT. Os cardiomiócitos da linhagem

KO-CRP3 não apresentam uma frequência bem definida, e com o isoproterenol essa

variação aumenta mais ainda, fazendo com que a flutuação do perı́odo e da amplitude

no sinal da FT seja maior.

Nota-se que o isoproterenol foi fundamental para verificar diferença entre as linha-

gens. No estado basal a maioria dos cardiomiócitos se comportam de formas semelhantes,

em ambas as linhagens. No entanto, quando estimuladas com o isoproterenol a res-

posta dos cardiomiócitos é diferente entre as linhagens, para a maioria dos parâmetros

analisados neste trabalho.

Por fim, a metodologia desenvolvida para análise da flutuação do perı́odo e da

amplitude no comportamento FT durante o ciclo de contração, de uma forma geral,

além de poder ser utilizada para comparação entre uma situação de controle (estado
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basal) e com algum estı́mulo ou variação, também pode ser utilizada como critério de

exclusão de células das análises. Por exemplo, quando um cardiomiócito apresentar

uma variação muito maior do que a média do conjunto analisado pode-se verificar com

mais atenção o comportamento da FT e caso seja necessário, excluı́-lo da análise . Para

exemplificar, a Fig. 4.29 mostra o comportamento da FT durante o ciclo de contração do

mesmo cardiomiócito, da linhagem WT no estado basal e estimulado com isoproterenol,

onde, no estado basal o tamanho da caixa é maior que com isoproterenol, indicando uma

maior flutuação na amplitude.
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Figura 4.29: O gráfico ilustra o comportamento da FT durante o ciclo de contração para
um cardiomiócito da linhagem WT no estado basal e com isoproterenol. No estado basal o
tamanho da caixa é significativamente maior que com isoproterenol. O gráfico da FT ao longo
do tempo mostra que essa variação na flutuação é visı́vel entre os estados.

A flutuação do perı́odo também pode ser um bom indicativo para observar com

mais cuidado uma determinada célula, antes de prosseguir com as análises, como pode

ser visto na Fig. 4.30. Nessa figura, apresenta-se o comportamento da FT ao longo do

tempo para uma amostra de cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 no estado basal e com

isoproterenol, onde a flutuação no perı́odo é significativamente maior no estado com

isoproterenol e isso pode ser verificado no comportamento da FT.
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Figura 4.30: O gráfico ilustra o comportamento da FT durante o ciclo de contração para
um cardiomiócito da linhagem KO-CRP3 no estado basal e com isoproterenol. Quando
estimulado com isoproterenol, o tamanho da caixa é significativamente maior que no estado
basal. O gráfico da FT ao longo do tempo mostra que essa variação na flutuação pode ser
verificada entre os estados.
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4.3 Conclusões

No decorrer desse estudo foi possı́vel desenvolver ferramentas computacionais capa-

zes de analisar parâmetros importantes para colaborar no entendimento da dinâmica de

forças de tração durante o ciclo de contração de cardiomiócitos, objetivo maior desse tra-

balho. Durante esse perı́odo de doutoramento, foi possı́vel adquirir experiência na área

experimental, com o aprendizado da técnica do TFM, bem como, no cultivo de células,

e na área teórica com o desenvolvimento do código computacional para processar os

dados obtidos pela técnica de TFM, bem como as análises realizadas sobre a dinâmica de

forças nas linhagens de cardiomiócitos.

Com os resultados apresentados, foi possı́vel atingir os objetivos propostos na pes-

quisa. Os experimentos de TFM foram realizados com sucesso e foi possı́vel obter uma

quantidade de amostras suficiente para as análises. A ferramenta computacional desen-

volvida mostrou-se eficaz em realizar as análises propostas, gerando diversos resultados

relacionados à dinâmica de força de tração dos cardiomiócitos. As análises nas linhagens

de cardiomiócitos utilizadas, e com o uso do isoproterenol, são inovadoras e é possı́vel

contribuir para um melhor entendimento acerca da dinâmica de forças de tração durante

o ciclo de contração dos cardiomiócitos.

Os resultados apresentados sugerem que o bloqueio da proteı́na CPR3 faz com

que os cardiomiócitos dessa linhagem não consigam responder da mesma forma que

cardiomiócitos normais, da linhagem WT, quando são mais exigidos energeticamente,

como foi observado com o uso do isoproterenol. São diversos os fatores que podem

estar relacionados a isso e, nesse trabalho, alguns parâmetros que são afetados por esse

comportamento puderam ser estudos e melhor compreendidos. As interpretações ainda

estão em aberto e é necessário um trabalho em parceria com os pesquisadores do Incor,

que colaboraram com o fornecimento dos cardiomiócitos, para contribuir na construção

de um modelo mais amplo que relaciona os parâmetros mecânicos com os biológicos,

além dos aspectos morfológicos referentes às estruturas internas dos cardiomiócitos.

A metodologia de análise aqui desenvolvida, pode ser facilmente utilizada em outros

contextos e novos trabalhos estão sendo planejados nesse sentido com outros tipos

celulares como, por exemplo, células de mioblastos C2C12. Outro exemplo, seria realizar

os experimentos em cardiomiócitos adultos e verificar se a linhagem KO-CRP3 é mais
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afetada pelo bloqueio da proteı́na CPR3, em relação à linhagem WT. Dessa forma,

as análises aqui desenvolvidas se mostram versáteis e de fácil aplicação em diversos

contextos de estudos em mecânica celular.

As medidas de TFM realizadas também foram diferenciadas, tendo em vista que

a realização de filmagens a uma alta taxa de aquisição do campo de forças de tração

dos cardiomiócitos, tendo em vista que geralmente o campo de força de tração é obtido

apenas por duas imagens, uma do substrato com as células aderidas, e uma apenas

do substrato, com os beads fluorescentes em sua posição inicial. Logo, diversos tipo de

análises diferentes das desenvolvidas aqui, poderão ser realizadas. Isso mostra que,

esse campo de pesquisa ainda está aberto e diversas contribuições cientı́ficas podem ser

realizadas.

Por fim, pretendemos facilitar o uso do código computacional desenvolvido,

deixando-o acessı́vel para diversos pesquisadores utilizá-lo. Atualmente, estamos reali-

zando pesquisas paralelas para complementar o estudo realizado e com isso, ter dados

relevantes para futuras publicações cientı́ficas.
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Karlon W. J., Hsu P.-P., Li S., Chien S., McCulloch A. D., Omens J. H., Measurement

of orientation and distribution of cellular alignment and cytoskeletal organization,

Annals of biomedical engineering, 1999, vol. 27, p. 712

Kasza K., Broedersz C., Koenderink G., Lin Y., Messner W., Millman E., Nakamura F.,

Stossel T., MacKintosh F., Weitz D., Actin filament length tunes elasticity of flexibly

cross-linked actin networks, Biophysical journal, 2010, vol. 99, p. 1091

Katira P., Zaman M. H., Bonnecaze R. T., How changes in cell mechanical properties

induce cancerous behavior, Physical review letters, 2012, vol. 108, p. 028103

Katoh K., Misawa K., Kuma K.-i., Miyata T., MAFFT: a novel method for rapid multiple

sequence alignment based on fast Fourier transform, Nucleic acids research, 2002,

vol. 30, p. 3059

Kemeny S. F., Clyne A. M., A simplified implementation of edge detection in MATLAB

is faster and more sensitive than fast fourier transform for actin fiber alignment

quantification, Microscopy and Microanalysis, 2011, vol. 17, p. 156

Khokhlova A., Balakina-Vikulova N., Katsnelson L., Iribe G., Solovyova O., Transmural

cellular heterogeneity in myocardial electromechanics, The Journal of Physiological

Sciences, 2018, vol. 68, p. 387

Kijlstra J. D., Hu D., Mittal N., Kausel E., van der Meer P., Garakani A., Domian I. J.,

Integrated analysis of contractile kinetics, force generation, and electrical activity in

single human stem cell-derived cardiomyocytes, Stem Cell Reports, 2015, vol. 5, p.

1226

Kim K., Taylor R., Sim J., Park S.-J., Norman J., Fajardo G., Bernstein D., Pruitt B.,

Calibrated micropost arrays for biomechanical characterisation of cardiomyocytes,

Micro & Nano Letters, 2011, vol. 6, p. 317

Kollmannsberger P., Fabry B., Linear and nonlinear rheology of living cells, Annual

review of materials research, 2011, vol. 41, p. 75

Lakowicz J. R., , 1999 in , Principles of fluorescence spectroscopy. Springer pp 367–394



Referências Bibliográficas 117
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Zielinski R., Mihai C., Kniss D., Ghadiali S. N., Finite element analysis of traction

force microscopy: influence of cell mechanics, adhesion, and morphology, Journal of

biomechanical engineering, 2013, vol. 135, p. 071009

Zimmermann W.-H., Melnychenko I., Wasmeier G., Didié M., Naito H., Nixdorff U.,
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Apêndice





Apêndice A

Protocolo da preparação do substrato de gel do

TFM

A preparação do gel do TFM envolve, basicamente, três etapas. O processo todo de

preparação é delicado e com vários detalhes, devido a isso, optou-se por descrever aqui

essas etapas.

A.1 Primeira etapa: Preparação da primeira camada do gel

Essa etapa, envolve, principalmente, a ativação quı́mica do pocinho, que é uma

placa com fundo de vidro de 35 mm, onde o gel será depositado. Inicialmente, se faz

o tratamento dos poços com silano e a solução de glutaraldeı́do, ambos tóxicos. Nesse

processo será gerado descarte de material tóxico, que poderá ser recolhido em um

recipiente vazio com tampa, para ser descartado apropriadamente. O tratamento segue

as seguintes etapas:

1. Pipetar ⇡ 60 µL de silano puro ou ⇡ 1000 µL de silano diluı́do diretamente sobre

as lamı́nulas dos pocinhos e aguardar, respectivamente, 6 ou 30 minutos.

2. Lavar os pocinhos 3 ou 4 vezes com água destilada para remover o silano.

3. Preparar uma solução de 0,5 % de glutaraldeı́do em PBS e depois adicionar 200 µL

dessa solução em cada pocinho e aguardar 30 minutos. A quantidade de solução

deve ser o suficiente para preencher completamente a lamı́nula de vidro no fundo

do pocinho.

4. Lavar os pocinhos 3 ou 4 vezes com água destilada para remover a solução.
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5. Deixar os pocinhos secarem por aproximadamente 40 minutos, ou mais, caso ainda

não esteja completamente seco.

Com a lamı́nula de vidro no fundo do pocinho quimicamente ativada para receber o

substrato, inicia-se o processo de preparo da primeira camada do gel com a rigidez de

9,6 kPa, que é mais adequada para adesão dos cardiomiócitos. Esse processo segue as

seguintes etapas:

1. Diluir 1,0 % de APS (Ammonium Persufate) em pó, em água deionizada. Exemplo:

200 µL de água deionizada em 2 mg de APS em pó.

2. Em um ependorf, adicionar 188 µL de acrilamida, 59 µL de bisacrilamida e 620 µL

de água deionizada.

3. Em seguida, adicionar no mesmo ependorf, 1,0 µL de TMED e 100 µL da solução

de APS já realizada. Essa solução serve para catalisar a reação de polimerização

entre a acrilamida e o bisacilamida do gel.

4. Com a solução no ependorf pronta, misturar bem no vortex e adicionar 3,2 µL da

solução em cada pocinho. Em seguida, cobrir o gel com lamı́nulas de vidro circular,

com 9 mm de diâmetro, e aguardar o fim do processo de polimerização (em torno

de 30 minutos). Nessa etapa, o gel deve ser recoberto pelas lamı́nulas antes de

polimerizar, ou seja, todo o processo deve ser realizado rapidamente. Por isso,

recomenda-se já deixar as lamı́nulas separadas para recobrir o gel antes.

5. Adicionar água deionizada até cobrir toda a superfı́cie da lamı́nula para que ela

seja retirada do gel. Use pinça ou espátula para descolar, delicadamente, cada

lamı́nula do gel.

6. Assim que as lamı́nulas forem retiradas, deve-se adicionar água deionizada ao

pocinho para não deixar o gel secar.

A.2 Segunda etapa: Preparação da segunda camada do gel

1. Nessa etapa, a diferença é que se reduz a quantidade de água deionizada para se

acrescentar o volume com a solução de beads fluorescentes (já preparada). Em geral,
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adiciona-se de 30 µL a 60 µL da solução de beads na solução. O volume de beads

adicionados, deve ser retirado do volume de água deionizada. Exemplo: Em um

eppendorf, adicionar 188 µL de acrilamida, 59 µL de bisacrilamida, 60 µL de beads

e 560 µL de água deionizada.

2. Em seguida, adicionar no mesmo eppendorf, 1,0 µL de TMED e 100 µL da solução

de APS já realizada.

3. Com a solução no eppendorf pronta, misturar bem no vortex e, adicionar 1,0 µL da

solução em cima da primeira camada de gel, já pronta no pocinho. Em seguida,

cobrir o gel com lamı́nulas de vidro circular, com 9 mm de diâmetro, e aguardar o

fim do processo de polimerização.

4. Adicionar água deionizada até cobrir toda a superfı́cie da lamı́nula para que ela

seja retirada do gel. Use pinça ou espátula para descolar, delicadamente, cada

lamı́nula do gel.

5. Assim que as lamı́nulas forem retiradas, deve-se adicionar água deionizada ao

pocinho para não deixar o gel secar.

6. Após o término dessa etapa, deve-se colocar os pocinhos preparados em uma placa

de Petri, fechá-la e recobri-la com papel alumı́nio.

7. Guardar na geladeira. Tempo de armazenamento na geladeira é em torno de 20

dias.

A.3 Terceira etapa: Ativação do gel para depósito dos cardiomiócitos

1. Fazer o preparo no fluxo laminar. Deixar o fluxo limpo, uma placa de Petri grande

e um tubo falcon de 15 m`.

2. Adicionar ao falcon, o volume de um eppendorf de sulfo-sanpah com 5 m` de PBS.

Fazer essa operação com pouca luz e rápido.

3. Retirar os pocinhos com o substrato de gel da geladeira e sugar toda a água.

4. Adicionar 300 µL da solução de slufo-sanpah sobre o gel.
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5. Deixar os pocinhos no fluxo laminar durante 20 minutos para serem esterilizados

por uma luz ultra-violeta.

6. Preparar a solução de colágeno bovino (comercial) em PBS utilizando uma

proporção de 40 µL/m`. Colocar 300 µL dessa solução em cada pocinho. Por

exemplo, vamos supor que pretende-se preparar uma solução para 6 pocinhos,

como em cada pocinho precisamos de 300 µL da solução, no total precisaremos

de 1800 µL que, para garantir, aproximamos para 2000 µL de solução. Como a

concentração deve ser de 40 µL de colágeno bovino em 1 m` de PBS, para um

volume total de 2000 µL de solução, a concentração deve ser de 80 µL de colágeno.

O colágeno bovino que foi utilizado é comercial e possui concentração de 5000

mg/m`. Como precisamos de uma concentração final de 80 µL, é necessário uti-

lizar 16 µL da solução de colágeno comercial. Por fim, sendo de 16 µL o volume

utilizado de colágeno, precisa-se de 1984 µL de PBS, para que no final tenha-se

uma solução de 2000 µL, necessária para os 6 pocinhos.

7. Após os 20 minutos, sugar toda a solução de sulfo-sanpah e lavar 3 vezes com PBS,

deixando o gel sempre coberto com um pouco de PBS.

8. Adicionar 300 µL da solução de colágeno em cima do gel de cada pocinho. Colocar

os pocinhos em uma placa de Petri grande e transferir para a incubadora, onde,

deverão permanecer por cerca de 1 hora e meia. Com esse processo feito, o gel

está apto para receber os cardiomiócitos. Esse preparo do gel com a solução de

colágeno faz com que, as células consigam aderir no gel e fazer adesões focais.



Apêndice B

Trabalho publicado sobre a metodologia de

alinhamento

A metodologia desenvolvida para o alinhamento das forças de tração, descritas

na seção 3.2, teve como base um trabalho desenvolvida pelo presente autor, para

quantificação do alinhamento de fibras de actina de imagens de microscopia confo-

cal de células vasculares de músculo liso. Esse trabalho iniciou-se durante a minha

pesquisa de mestrado. No entanto, a versão final dessa metodologia de análise foi

completamente refeita e finalizada durante o meu doutoramento. Por isso, achamos

interessante adicionar aqui o resultado desse trabalho, que pode ser visto abaixo.
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! Abstract
Vascular smooth muscle cells (VSMCs) are essential components that keep the tonus of
the arterial network, which is the channel used to conduct the blood from the heart to
the peripheral areas of the body. It is known that mechanical and architectural changes
in VSMCs may lead to functional modifications in the cardiovascular system; therefore,
the quantitative characterization of these changes can help to elucidate questions that
remain unclear in pathological situations, such as hypertension, vasospasm, vascular
hypertrophy, and atherosclerosis. In this work, we have developed a new framework of
image processing using the Sobel operator, associated with statistical analysis, to deter-
mine the degree of local alignment of actin filaments, which we found to be directly
related with the distensibility of the arterial wall. We have also compared these results
with the rigidity of the cytoskeleton of VSMCs. The results suggest that the alignment
degree increases from peripheral arteries, such as carotid and femoral, to central
arteries, as well coronary and thoracic aorta, which can indicate that the level of local
alignment of the actin fibers in VSMCs is related with the mechanical behavior of the
arterial wall. VC 2018 International Society for Advancement of Cytometry

! Key terms
F-actin; Kurtosis; arterial tonus; rheology; viscoelasticity

THE smooth muscle cells (SMCs) control the tonus of hollow organs of the mam-
malians body. Specifically, for vessels and arteries, the vascular SMCs (VSMCs) con-
tributes to the mechanical properties of the vascular system (1), which is critical for
their main functions, such as, contraction, blood pressure regulation, and blood flow
distribution (2). The VSMCs also present a singular plasticity, and can exhibit
phenotypic changes in response to environmental or physiological stimulus (3,4).
In applied research, it has been shown that the VSMC mechanical properties present
a significant intraindividual and interindividual variation (5,6), anomalous and
quake-like dynamics (7). These behaviors are mainly determined by the cytoskeleton,
mostly through actin filaments, which also defines the cell architecture (8–10).
Therefore, the only way to fully understand the relationship between the structure of
VSMCs and mechanical behavior of the arterial system goes through the characteri-
zation of the cytoskeleton (F-actin) organization (11). Thus, we have developed a set
of tools to analyze images of VSMCs to perform this characterization, associating the
results with the distensibility of the arterial wall and with the stiffness of the cyto-
skeleton of these cells.

Advanced fluorescence and optical methods associated with image processing
techniques have been used to analyze structural changes associated with the reorgani-
zation of the F-actin (12). In general, the raw digital images from biological samples
must be preprocessed to suppress imperfections, artifacts from the acquisition
process and undesired noise background, or to enhance some important features for
further processing (13). Following this step, depending on the scientific question, the
processing itself varies hugely, leading to the use of a significant amount of different
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analytical techniques, such as methods based on fast Fourier
transform (FFT) and the edge identification by Sobel opera-
tor. Specifically, these can be used as cell image processing
techniques to quantify the alignment of the intracellular fibers
(14–16). These two methods were compared in the work of
Kemeny and Clyne (17), in which they have shown that edge
detection methods, such the Sobel operator, are more sensitive
than FFTmethods.

In the works of Yoshigi et al. (14), image processing
algorithms were used to calculate the degree of cytoskeleton

fiber alignment of vascular endothelial cells, expressing the
results of variance and Kurtosis of F-actin distribution angle.
Based on this work, we have developed a novel VSMC image
analysis platform composed of specific functions, organized in

an algorithm that aims to quantify the degree of alignment
(DA) of F-actin in VSMC’s. Our image-processing platform
uses the Sobel operator to identify the borders of the F-actin
and calculate the angle per pixel. The alignment of F-actin in

several small regions of the image is estimated by determining
the Kurtosis of the angle distribution for each region (14,17).
To demonstrate the application possibilities of our method we
have calculated the DA of fibers of VSMCs, using images of

cells obtained from different porcine arterial beds (5). We
have hypothesized that the structural properties, such as the
alignment of the F-actin, can determine the organization of
the whole VSMC, and can also be related to the elastic

behavior of the arterial wall. Thus, based on this hypothesis,
we have compared our results with mechanical parameters of
these two arterial elements: the viscoelasticity of the cytoskele-
ton of VSMCs (5) and the pressure-strain elastic modulus

(EP), obtained from the literature (18,19). This is a parameter
that relates pressure and diameter changes during the systole
and diastole cycle (19). Through our analysis, we have shown
that, the parameters that characterize the F-actin organization

of VSMCs can be related to the mechanical behavior of the
arterial wall, but they did not show a good correspondence
with the stiffness of the cytoskeleton of these cells.

METHODOLOGICAL DEVELOPMENTS

Detailed descriptions of the cell culture and isolation are
reported elsewhere (5). Briefly, fragments of abdominal aorta,
femoral, renal, carotid, coronary, and thoracic aorta arteries
were collected from five pigs to isolate VSMCs using the pri-

mary explant technique. The cells were either fixed and incu-
bated with phalloidin conjugated with Alexa (1:400; Alexa
Fluor 488 Phalloidin; Invitrogen) or for 12 h with anti-
vinculin primary antibody (1:200; catalog no. V9131; Sigma-

Aldrich). In the latter case, followed by 2 h incubation with
anti-mouse secondary antibody (Alexa Fluor 555 goat anti-
mouse IgG, 1:500; Invitrogen). Confocal images were acquired
using a Zeiss laser-scanning confocal microscope LSM 510

META using the 20x objective lens (Plan-Apo/0.75 NA)
(5,20). The emission filter bandwidth is 505–550 nm with the
center at 518 nm. The procedure was approved according to
our local ethics committee (CAPpesq–Hospital das Cl"ınicas

da Faculdade de Medicina USP-0272/11).

Preprocessing and Analysis
The confocal system generates a LSM file format, which

is an extended multi page TIFF-format that can hold few stan-

dard TIFF data channels, usually one image per dye. Here, we

only need the channel tailored to visualize F-actin. Our analy-

sis platform was built in MatlabV
R

and was based on three

main steps: in the first, we preprocess uncompressed TIFF

(8 bits, 512 3 512 pixels) confocal images of vascular smooth

muscle cells (VSMCs) (14,17), then we apply an algorithm of

edge detection and calculate the DA using the methodology

that will be summarized here. For each arterial bed, we used a

set of six images.
During the preprocessing, the data of the F-actin labeled

fluorescence images were adjusted, improving the contrast of

the actin fibers: we used a generalization of the Otsu method

to eliminate the image background noise, which is widely

used for this purpose (17,21–25). That method establishes an

optimum threshold Lc, however, often, due the experimental

setup, the noise and the signal are too close and the thresh-

old Lc may not be the best choice. This is the case of our

images where the pure Otsu method generated a very high Lc
(Fig. 1B). Thus, to overcome this difficulty, but keeping a user

independent threshold selection, we applied a single correc-

tion factor for all images, Lcg5aLc, where here, a50:3; which

eliminates most of the noise, keeping the information from

the fibers (Fig. 1C).

Quantification of the DA
To quantify the DA, the Sobel operator was used,

adopting the methodological procedures described by

Yoshigui et al. (14). Given a gray scale image, this operator

calculates the brightness of each pixel Pi;j , where i and j

represent the coordinates of the pixel, of an image using the

following horizontal and vertical convolution matrixes:

Mh5

21 0 1

22 0 2

21 0 1

0

B

B

@

1

C

C

A

; (1)

Mv5

21 22 21

0 0 0

1 2 1

0

B

B

@

1

C

C

A

; (2)

where Mh and Mv represent, respectively, the magnitude of

the brightness gradient in horizontal and vertical directions.

The neighbors of each pixel were selected as a sample

matrix Si;j :

Si;j5

Pi21;j21 Pi21;j Pi21;j11

Pi;j21 Pi;j Pi;j11

Pi11;j21 Pi11;j Pi11;j11

0

B

B

@

1

C

C

A

: (3)

Thus, during image analysis, the horizontal Hhð Þ and

vertical Hvð Þ convolutions were calculated using the following

expressions:
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Hh i; jð Þ5
X

Mh % Si;j ; (4)

Hv i; jð Þ5
X

Mv % Si;j : (5)

The values of Hh i; jð Þ and Hv i; jð Þ represent the magnitude of
the brightness gradient along the horizontal and vertical direc-
tions, respectively. The angle (h) for each pixel was calculated
using the arctangent function:

h i; jð Þ5arctan
Hv

Hh

! "

: (6)

Subsequently, a color-coding scheme was used to facili-

tate the characterization of the fibers directions. To simplify

the interpretation, the orientation angles of the fibers have

been adjusted between –p/2 and p/2 rad (Fig. 1D). By calcu-

lating the angle per pixel, using Eq. (6), and building its histo-

gram, we could find the preferential angle. However, we note

that, although the fibers of the cell are aligned in clusterized

regions, those regions are not aligned to one another, tending

to the global alignment vanishes. Thus, we divided the whole

image in a set of 0 >n>N small regions with L3 L pixels,

Figure 1. Quantification of the degree of alignment of actin fibers of VSMCs using statistical analysis. We applied a generalization of the Otsu
method to improve the contrast of our fluorescence labeled images (A). In B, we have an image adjusted by an optimal threshold (Lc) deter-
mined by the Otsu’s traditional method, which applied a very high Lc. To overcome this problem, we applied the condition Lcg5aLc,
where a50:3 (C). D: Grayscale (or online color) coded image representing the angles per pixel of thoracic aorta divided in16 3 16 squared win-
dows. The grayscale version’s (color code) was implemented to differentiate the orientation angles for each pixel: for angles closer to p/2 rad,
the pixel fibers’ shades were white (blue) and for angles closer to 0 rad, pixel fibers’ shades were black (red). From F to G: Rotation of the prefer-
ential angle to zero in local regions numbered from 1 to 3. From F’ toG’: Histograms of the angles for each local region, after the rotation. H: His-
togram of the Kurtosis for all the local regions in the image presented in D. A dotted line for K5 3 indicates the region where the integral of the
Eq. (8) is applied, after a normalization, to evaluate the degree of alignment of the cells. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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calculated the angle probability distributions of all regions,
Pn(h), identifying the position of the peak of Pn(h), which
we assigned to be the preferential orientation of n. We choose
the size L of these regions, so it could capture the alignment
clusters. We rotated each subregion aiming that the preferen-
tial orientation becomes zero centered and the angles are
redistributed to be between –p/2 and p/2 rad (see Figs. 1E–
1G). Then we called DA the dispersion of the distribution
around zero by calculating the Kurtosis, K Pn hð Þ½ '; which is
known to be a good descriptor of the shape of the distribu-
tion, which is given by:

K Pn hð Þ½ '5
1

L2

P

i;j h i; jð Þ2#h
# $4

h i

r2ð Þ2
; (7)

where #h is the sample mean and r is the standard deviation
of h i; jð Þ. Normal distributions have values ofK Pn hð Þ½ '53,-
while peaked distributions have K Pn hð Þ½ ' > 3, as can be seen
in Figure 1E’, and are considered highly aligned subregions.
Distributions with K Pn hð Þ½ ' < 3 are flatter distributions with
high dispersion, as can be seen in Figure 1G’, and are consid-
ered regions with low DA. Thus, values of K between 3 and 1
characterize regions that are considered aligned. We obtained

the probability distribution of the Kurtosis P(K) for the N

subregions, by normalizing its histogram (Figure 1H) by the

total area, as
Ð1
0 P Kð ÞdK51 . Finally, we defined the DA as:

DA5

ð1

3

P Kð Þ dK : (8)

We applied this methodology for different values of L,

8 ( L ( 32 pixels, and they did not show significant variation,

thus, we adopted L 516 as the window size because the

average standard deviation of the DA was lower than the other

sizes (Fig. 2B). Furthermore, this size showed to be more

efficient to cover appropriately the images of the cells

(Fig. 2E). Larger windows will include too much background

(in Figs. 2C and 2D), while smaller windows will include only

few fibers.

RESULTS AND DISCUSSION

Figures 3A and 3B show two images of VSMCs obtained

from carotid and coronary arteries using fluorescence confocal

microscope. From these images, which are from the same ani-

mal, one can notice a shape difference, but standard methods

to measure the alignment are not able to detect differences.

Figure 2. Cell imaging processing A: Fluorescence microscopy image of two VSMCs obtained from a porcine thoracic aorta using the method-
ology described previously. Samples were stained with phalloidin. Different windows sizes (C: 64, D: 32, and E: 16) were used to divide VSMCs
images to calculate the degree of local alignment of the F-actin. Using six images, for each one of the six different arterial beds (femoral,
carotid, thoracic aorta, abdominal aorta, coronary, and renal artery) used in this work, the degree of local alignment was estimated, and we
decided to adopt L516, because the results obtained using this window size showed a smaller mean standard deviation of the values of DA
(B). As we can see from the picture, this window size is suitable for our purpose, because it covers almost the entire cell, reducing background
regions and covering a number of fibers enough to generate reliable results. Note that, the size of L has to change once the magnification used
to take the images changes. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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However, using our previously described method, we can
quantify the differences in the alignment of the internal fibers,
as we can see in the box plot of the DA for six different arterial
beds (Fig. 3C). It shows that peripheral vessels, such as carotid
and femoral arteries(18), displayed lower DA values (32.9%
and 48.7%, respectively) than the cells from central vessels, as
thoracic and coronary artery (69.1% and 72%, respectively).

We have shown that the DA VSMC changes obtained
from different regions of the arterial tree, increase from
peripheral to central arteries, which may indicate that the
structure of the VSMCs changes to be adapted to the arterial
function. With the same idea in mind, several authors studied
the mechanical properties of vessels (5,18–20,26,27), such as
Dinardo et al. (5), who showed that the VSMC rigidity, from
the same set of images used here, increases as their vessel of
origin moves away from the heart. These parameters were
evaluated using optical magnetic twisting cytometry (OMTC)
and our data of DA were plotted together for comparison. The
Figure 4 shows the Z-score, or rigidity, from the apparent stiff-
ness (G) versus the DA of the VSMCs. Here, the arterial beds
were distributed in the x-axis, from the peripheral to central
arteries. The rigidity shows a small fluctuation between the
arterial beds, without a clear trend, while the DA increases.
This difference can show that the rigidity of the cytoskeleton
may not be influenced by the local alignment of the F-actin.

However, we observed that, among anatomical and
structural parameters of vessels obtained from the literature
(5,18,19,28), such as media thickness, internal diameter, thick-
ness/internal diameter, percentage of collagen and percentage
of elastin, the arterial wall distensibility is the parameter that
best correlates with DA. The distensibility is the inverse of the
pressure-strain elastic modulus (EP), as described by Slørdahl

et al. (28). In this work, the authors evaluated the EP of cen-
tral arteries and show that the EP, from pig’s central arteries,
increase with the distance from the heart. From their results,
we calculated the distensibility as the inverse of EP for four
different arterial beds in the aorta (ascending aorta, descend-
ing aorta, abdominal aorta high, and abdominal aorta low)
and compared with our DA results, also from pigs (Fig. 3C),
as is shown in Figure 5.

Figure 3. DA for VSMCs collected from different porcine arterial beds. The arteries are organized in a sequence: from peripheral to central
arteries. Fluorescence confocal images of A: thoracic aorta VSMCs and B: femoral VSMCs stained with phalloidin. The images indicate
that the cells present different shape and alignment of the actin fibers. This difference may have influence on the mechanical behavior of
the cells and, as a consequence, it may be related to the mechanical behavior of the arterial wall. C: Box plot of the DA (%) for VSMCs
from each arterial bed, where the dots are outliers. This result indicates that peripheral arteries presented more aligned cells than the
central arteries, when we consider central arteries the ones that are closest to the heart and peripheral as the arteries near the extremities
of the animal body (head and members). [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Figure 4. Box plot (light gray) representing the Z-scores of the
variable G for each artery which indicates the VSMC rigidity
according to the position in the arterial tree. This box plot was
adapted from the original data obtained by Dinardo et al. (5).
Here, we just changed the sequence of the arterial beds. The box
plot of the DA (dark gray) is plotted with the Z-score for compari-
son. These graphs indicate that the alignment of the F-actin of
VSMCs can be related with the mechanical behavior of the arterial
wall, but it did not show a correlation with the rigidity of the
VSMC cytoskeleton.
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Similar studies also shows that the arterial wall distensi-
bility increases from peripheral to central arteries for dogs,
Peterson et al. (19), and sheep, Mangell et al. (18). Thus, all of
them agree that the three species follows the same tendency.
In Figure 6, we extrapolate our results of VSMCs DA from pig
(arterial beds: carotid, femoral, abdominal aorta and thoracic
aorta) to compare against the distensibility of the arterial wall
among different species, dog (19) and sheep (18). We can see
that, for all the three species the distensibility and DA
increases from peripheral to central arteries. Hence, from our
data, we found that cells in arterial beds with more capacity of
distension present more stress fibers aligned. We could, again,
extrapolate our findings considering that the blood flow shear
stress play an important role in arterial distensibility (29).
Thus, the cell stress fibers alignment may be a consequence of
the shear stress. If this is true, it can be used to couple
macroscopic mechanical parameters with the microscopic cell
structure.

Here, we have developed an innovative, user indepen-
dent, and automated methodology for image analysis, which
covers an important structural property of cells: the DA. We
hypothesized that this parameter can be defined by the orien-
tation of the actin fibers, which is a determinant element for
the elastic behavior of the cardiovascular system. We applied
our platform to perform a statistical analysis of images of
vascular smooth muscle cells obtained from several segments
collected from a porcine arterial tree. Our method showed to
be efficient for determining the DA of VSMCs, since it enabled
quantitative and fast analysis of the alignment of the fibers in
local regions of the cells.

The methodology applied here was different from
others, such as the one presented by Yoshigi et al. (14), and
of Kemeny et al. (17), once we are not determining the
preferential angle of the actin fibers, but the degree of local
alignment. While our method is focusing on the individual
cell properties, which may be directly related to the viscoelas-
ticity and phenotype cell adaptation, the method suggested
by Yoshigi et al. is focusing, for instance, on the collective
and preferential alignment of a confluent group of cells form-
ing a monolayer and under unidirectional mechanical stress.
Thus, it is not possible to identify if the cytoskeleton of a
given cell is more or less aligned than the cytoskeleton of
another cell.

Our method can be used to any type of fiber inside a cell,
as microtubules and intermediate filaments and can also be
applied to human VSMCs or other human cells. However, the
method needs to adopt a specific window size, which should
be tested before processing the data, since the relative size of
the cells varies from one experimental setup to another. The
size of the window cannot reach the size of the cell, as well as,
it cannot be too small. Thus, we found that the window size
should be between 1/10 and 1/40 of the total cell length, in
pixels. Another limitation was imposed by the image acquisi-
tion process, since focus adjustment of the image and fading
of fluorochromes influenced the contrast of the fiber image.
Despite these limitations, our method proved to be efficient
to determine the degree of alignment of VSMCs and can be
used to characterize the cell in different studies.

Figure 5. Comparison between our results and the data obtained
by Slørdahl et al. (28) for four different arterial beds at the aorta of
a set of six pigs (ascending aorta, descending aorta, abdominal
aorta high, and abdominal aorta low). The arterial beds are
distributed in the graph’s axis as they are located in the animal’s
body. The box plot represents the data obtained in this work and
the triangles represent the literature data.

Figure 6. DA of VSMCs calculated from different porcine arterial beds compared with the inverse of pressure-strain elastic modulus
(distensibility) of arteries for dog (diamonds) and sheep (squares) (19). It’s been found modulus of thoracic aorta, abdominal aorta,
femoral, and carotid arteries, but modules of renal and coronary arteries of the same animal were not found for comparison.
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