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RESUMO

Células são unidades presentes em todos os seres vivos e responsáveis por diversas atividades

tanto estruturais como funcionais. Compreender como esta unidade se comporta é de grande im-

portância visto a quantidade de doenças que afetam seu funcionamento e, consequentemente,

o estado de saúde das pessoas. O objetivo deste trabalho é estudar de forma sistemática a

correlação entre a estrutura da rede de actina filamentosa (f-actina) e a viscoelasticidade celular.

O estudo da estrutura do citoesqueleto se dá através da dimensão fractal de imagens de micros-

copia confocal de fibroblastos (linhagem L929) fixados e tratados com fluoróforos que se ligam

aos filamentos de f-actina, enquanto as propriedades viscoelásticas das células são caracteriza-

das por Microscopia de Força Atômica. As células são divididas em dois grupos, células con-

trole e células tratadas com citocalasina, cujo efeito é despolimerizar a f-actina, modificando

a estrutura do citoesqueleto. As modificações estruturais do citoesqueleto são quantificadas

determinando-se a dimensão fractal das imagens do confocais do citoesqueleto celular.

Os resultados obtidos mostram que: (i) O principal efeito da citocalasina é observado na

alteração dos expoentes de relaxação viscoelástica α (rápida) e β (lenta). O expoente α au-

menta discretamente de 0.75 para 0.78 com a citocalasina, enquanto o expoente β aumenta

fortemente de 0.23 para 0.37. (ii) A citocalasina começa a atuar nas células em menos de 1

minutos, e seu efeito nas propriedades viscoelásticas das estabiliza por volta de 5 minutos após

a aplicação. As propriedades viscoelásticas se mantém inalteradas pelo menos até 30 minutos

após a aplicação de citocalasina. (iii) A citocalasina continua a despolimerizar o citoesqueleto

até 30 minutos após a aplicação da droga, provocando uma redução da dimensão fractal. (iv) A

dimensão fractal exibe um comportamento inversamente proporcional ao grau de fluidez celu-

lar. (v) O substrato onde as células foram cultivadas possui um importante efeito na estrutura

do citoesqueleto, inclusive na sua dinâmica de despolimerização.

Palavras-chave: filamentos de actina; fractais; processamento de imagem; microscopia con-
focal; microscopia de força atômica.



ABSTRACT

Cells are units present in all living beings and are responsible for various activities, both structu-

ral and functional. Understanding how this unit behaves is of great importance given the number 

of diseases that affect its functioning and, consequently, the health status of a given population. 

The goal of this work is to systematically study the correlation between the structure of the 

filamentous actin network (f-actin) and the cells v iscoelasticity. The study of the cytoskeleton 

structure will be carried out through the analysis of confocal microscopy images of fibroblasts 

(L929 lineage) fixed and treated with optical markers binded to f-actin filaments, while the vis-

coelastic properties of the cells are characterized by Atomic Force Microscopy. The cells are 

divided into two groups, healthy cells and cells treated with cytochalasin, whose effect is to de-

polymerize the f-actin network, modifying the cytoskeleton structure. The structural alterations 

of the cytoskeleton are determined by calculating the fractal dimension of confocal images of 

the cells cytoskeleton. The measured data show: (i) the main effect of the cytochalasin is ob-

served in the alteration of the viscoelastic relaxation exponents. The fas exponent (α) slightly 

grows from 0.75 to 0.78, while the slow exponent (β) grows strongly from 0.23 to 0.37. (ii) 

The cytochalasin start to depolimerize f-actin less than a minute after drug application, and its 

effect stabilizes around 5 minutes after application. After that, viscoelastic properties remain 

unaltered for at least 30 minutes. (iii) The drug continus to depolimerize the cytoskeleton at 

least until 30 minutes after application, and provoking a reduction if the fractal dimension. (iv) 

The fractal dimension exhibits a inversely proportional behavior with respect to cell fluidity.

(v) The substrate where cells are cultivated exhibits an important effect in the structure of the 

cytoskeleton, including the depolimerization dynamics.

Keywords: actin filaments; fractal; image analysis; confocal microscopy; atomic force mi-
croscopy.
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(16 curvas distribuı́das em uma área de 4µm × 4µm) tem maior chance de
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µb Médias da intensidade do background

σ Variância

σ2
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1 INTRODUÇÃO

O citoesqueleto celular é um emaranhado de redes altamente complexas formado

por três principais filamentos: microtúbulos filamentos de actina e filamentos intermediários

tais componentes são responsáveis por diferentes funções estruturais e metabólicos das células.

Podemos pensar no citoesqueleto como sendo um alicerce, robusto e estruturado, mas com a

habilidade de modelar seus componentes conforme as necessidades como crescimento, divisão

e adaptação a diferentes ambientes. Essas estruturas tem um comportamento mais dinâmico,

visto que sua autorregulação do comprimento e estabilidade das fibras são realizados via fila-

mentos e outros componentes, e modificações covalentes formando uma grande variedade de

macromoléculas[5].

Os microtúbulos são componentes importantes que formam a estrutura e o for-

mato das células, além de responsável por determinar as posições das organelas, possuem uma

aparência tubular com o diâmetro de 25 nm e seu comprimento pode chegar até 50 micrômetros.

São formados por duas proteı́nas globulares chamadas alfa-tubulina e beta-tubulina, que se li-

gam formando um tubo oco, onde, assim como na actina, essas unidades se ligam de tal forma a

criar uma polaridade nessa estrutura que ganham um caráter diferente para suas extremidades.

A extremidade (+) é composta apenas por unidades de beta-tubulina, enquanto a extremidade (-)

é composta por unidades de alfa-tubulina, sendo que ambas conseguem crescer, sendo que a (+)

em uma taxa maior [5, 6]. Possuem também papel importante no movimento celular, visto que

formam cı́lios e flagelos, além de originar o alicerce que permite a movimentação das organelas

e vesı́culas [5, 7].

Os filamentos intermediários, por outro lado, são estruturas filamentosas que de-

sempenham um papel geral de resistência mecânica, absorção de choques e possuem diâmetro

entre 7 e 11 nm, tamanho este intermediário entre as fibras de actina e microtubos, portanto

seu nome. Também possuem a capacidade de esticas varias vezes o seu tamanho original [8],

caracterı́stica essa vinda da sua estrutura hierárquica que desencadeia nı́veis de deformações

diferentes [9]. Estão localizados próximo ao núcleo e se estendem até a periferia da célula

onde se ancora na membrana plasmática tornando-se capazes de transmitir sinais e direcionar

moléculas por todo o corpo celular. Além de serem responsáveis pela resistência a tensão[10],

são altamente insolúveis a altas concentrações de sal, onde não se dissociam em tampões de

alta força iônica [8]. Existem atualmente sete diferentes tipos, sendo estes: Queratinas, Plec-

tina, Vimentina, Desmina, Neurofilamentos, Laminas e a Nestina.

A actina localizadas nas células apresentam dois diferentes estados, sendo eles G-

actina (globular) formada por monômeros livres e F-actina (filamentosa) formado por polı́meros
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lineares. Possuem a caracterı́stica de serem bastante flexı́veis quando estão isoladas ou rı́gidas,

quando associadas formando ramos. Os filamentos podem se organizar formando uma rede

no citoplasma e se concentram no córtex celular [11]. São responsáveis pela movimentação

e exploração do meio, além de se localizaram no ouvido interno encarregado por vibrar em

resposta aos sons externos, localizados também nas fibras dos músculos, responsável pela

contração [5] e apresentam a função de sustentação de células animais[2].

Uma forma conhecida de mudar a configuração da estrutura interna das células é

através do substrato, visto que células estão a todo momento sentindo e se fixando no meio

onde estão inseridas. A sua capacidade de analisar a rigidez do substrato pela matriz celular é

de extrema importância para diversos processos celulares como, migração [12], diferenciação

[13] [14] e proliferação [15]. Uma forma para identificar essa mudança no citoesqueleto devido

ao aumento na rigidez do substrato é observar as orientações das fibras, onde é possı́vel verificar

as ordenações das fibras de actinas e medir a forças de tração usando pilares microfabricados

para controlar a rigidez alterando sua altura. Em substratos macios, o citoesqueleto apresenta

comportamento viscoso, entretanto em substratos rı́gidos ele mostra um comportamento predo-

minantemente elástico[16, 17].

Figura 1 – Imagem confocal dos principais biopolı́meros que compõem o citoesqueleto
celular: actina (azul), filamentos intermediários (vermelho) e microtúbulos (verde). Fonte:
Thomas D. Pollard [1], 2018, p. 2.
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O principal objetivo do presente trabalho é estudar a correlação entre a estrutura da

rede de actina filamentosa (f-actina) e a viscoelasticidade celular. O estudo da estrutura do cito-

esqueleto se dá através de análise de imagens de microscopia confocal de fibroblastos (linhagem

L929) fixados e tratados com fluoróforos que se ligam aos filamentos de f-actina, enquanto as

propriedades viscoelásticas das células são caracterizadas por Microscopia de Força Atômica.

As células são divididas em dois grupos, grupo controle e células tratadas com citocalasina, cujo

efeito é despolimerizar a f-actina, modificando a estrutura do citoesqueleto. As modificações

estruturais do citoesqueleto são quantificadas determinando-se a dimensão fractal das imagens

de microscopia confocal do citoesqueleto.

Este trabalho está organizado da seguinte forma. O Capı́tulo 2 descreve os materiais

e métodos utilizadas na cultura das células, fixação, marcação e imageamento do citoesqueleto.

Descreve também a metodologia de aplicação da citocalasina como agente despolimerizador

do citoesqueleto, e os experimentos de caracterização viscoelástica por AFM. O Capı́tulo 3

descreve os resultados da caracterização viscoelástica das células sob diferentes condições. O

Capı́tulo 4 descreve os resultados da quantificação do citoesqueleto através do conceito de di-

mensão fractal, e o Capı́tulo 5 dedica-se a discutir os resultados e conclusões desta dissertação.

1.1 Referencial teórico

É possı́vel encontrar diversos trabalhos na literatura que visam quantificar a estru-

tura do citoesqueleto de diferentes formas. No estudo da rigidez dos substratos em células com

glioma [18], por exemplo, é possı́vel analisar através da área e da rigidez do substrato mudanças

expressivas na organização do citoesqueleto com o aumento da dureza do substrato, e através

mobilidade média de migração é possı́vel observar uma grande diminuição em substratos ma-

cios e indistinguı́veis para os mais duros. Outro exemplo é por meio da ruptura de uma única

fibra de actina em células ancoradas a substratos de matriz extracelular que atrapalhar todo o

equilı́brio estrutural, forçando uma mudança no arranjo na ordem de mı́crons[3].

São alguns casos que utilizam a resposta do citoesqueleto como base, porém o elo

entre estrutura e propriedades mecânicas ainda é uma área em aberto. Nesse trabalho desen-

volveremos métodos de análise de imagem que consiste em enquadrar e limpar resquı́cios de

fluorescência provenientes de outras células ou pedaços próximos de modo a melhorar os dados,

além de escolher o valor ideal para a aplicação de threshold utilizando método Otsu, método este

que se mostrou superior aos demais por guardar caracterı́sticas relevantes do citoesqueleto. Para

quantificar a rede de f-actina utilizamos o cálculo da dimensão fractal por meio do box coun-

ting, abordagem muito utilizada quando se trabalha com imagem biomédicas [19]. Realizamos

também interferências controladas no citoesqueleto e mensuramos através dos métodos cita-

dos acima, além de realizar medidas de viscoelasticidade em grupo controle e sob intervenção
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da citocalasina, correlacionando as variações das propriedades mecânicas com os parâmetros

estruturais.

Células são objetos viscoelásticos, ou seja, apresentam propriedades tanto de sólidos

quanto de fluidos. O conceito de viscoelasticidade pode ser melhor compreendido a partir dos

comportamentos elástico e viscoso individualmente, e interpolando-se estas propriedades para

descrever um comportamento intermediário.

Elasticidade é definida como a capacidade de um corpo sofrer uma deformação ins-

tantânea sob o efeito de uma força externa, criando uma força restauradora no sentido contrário.

Esta força restauradora existe enquanto a força externa atua sobre o corpo, e retorna a sua forma

original quando a força externa é removida. Por outro lado, viscosidade é definida como a carac-

terı́stica de fluido de resistir ao escoamento, ou seja, de resistir a tensões de cisalhamento. Estas

duas quantidades possuem relações matemáticas entre stress (tensão) e strain (deformação) di-

ferentes.

Stress é definido como sendo a força externa aplicada a um material dividido pela

área de atuação da força sobre o corpo [20]. Na forma diferencial, stress é definido como:

σ =
dF

dA
, (1.1)

onde essa força pode ser aplicada tanto perpendicularmente, chamado stress normal ou ser

aplicado no sentido paralelo à área de contato, assim chamado stress de cisalhamento. Estes

dois tipos de stress podem ser condensados definindo-se stress como uma quantidade tensorial

e simétrica σij = σji, onde o ı́ndice i se refere à direção do vetor normal à área e j a direção da

força atuante na área. Os elementos da diagonal principal, isto é σxx, σyy e σzz, representam as

componentes do stress normal, enquanto os componente não-diagonais se referem ao stress de

cisalhamento. O tensor de stress está diagramaticamente representado na Figura 2

Figura 2 – Representação gráfica do tensor de stress.
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Figura 3 – Representação esquemática de uma força de tração aplicada em um corpo de
comprimento L0, e a deformação gerada nele ∆L.

Strain é uma quantidade adimensional que representa o grau de deformação sentido

pelo corpo devido à ação de um stress externo. Forças que executam tração/compressão em um

objeto tendem a aumentar/diminuir o comprimento de objetos na direção de aplicação da força.

Uma força de tração e a deformação gerada no corpo é mostrada na Figura 3. Nestes casos, o

strain pode ser definido como:

ε =
∆L

L0

. (1.2)

onde L0 é o tamanho inicial da barra, e ∆L é a variação de tamanho causada pela força de tração.

No caso mais geral, o strain também é definido como um tensor simétrico εij = (∂ui/∂xj +

∂uj/∂xi)/2, onde ui a deformação de um determinado ponto do corpo na i-ésima direção.

A equação constitutiva, ou seja a relação entre stress e strain, de materiais elásticos

no regime linear (pequenas deformações) é dado pela lei de Hooke[20]

σ = Eε. (1.3)

onde E é módulo elástico do material. Por outro lado, a equação constitutiva de um fluido

viscoso obedece a lei de Newton para fluidos,

σ = η
dε

dt
, (1.4)

onde η representa a viscosidade do fluido. Fluidos que obedecem a equação acima são chama-

dos de fluidos newtonianos.
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O comportamento viscoelástico pode ser construı́do combinando-se as equações

constitutivas de materiais elásticos e viscosos. Modelos viscoelástico são normalmente cons-

truı́dos combinando elementos elásticos e viscosos discretos, da mesma maneira que a associação

de resistores e capacitores em circuitos elétricos. Os sı́mbolos utilizados para representar ele-

mentos elásticos e viscosos são mostrados na Figura 4.

Figura 4 – Sı́mbolos dos elementos elástico e viscoso utilizados na construção de modelos
viscoelásticos.

Há diversos modelos viscoelásticos, sendo os mais comuns os modelos de Maxwell,

e Kelvin-Voigt e modelo do sólido viscoelástico padrão, que podem ser usados para representar

o comportamento viscoelástico de diferentes tipos de materiais. Para exemplificar o comporta-

mento de um material viscoelástico simples, partimos do modelo de Kelvin-Voigt, que combina

a associação em série de um elemento elástico e um viscoso, e possui a seguinte equação cons-

titutiva:

σ = Eε+ η
dε

dt
. (1.5)

A solução de uma equação constitutiva qualquer, como a equação acima, depende

do tipo experimento (condição inicial da equação diferencial) que pode ser realizado para ca-

racterizar os materiais viscoelásticos. Os dois tipos de experimentos mais simples são os testes

de Fluência e de relaxação.

O teste de Fluência é caracterizado por submeter uma amostra a um Stress constante

(σ0), e observar como o strain varia com o com o tempo. Neste caso as amostras são caracteri-

zadas pela função chamada de Fluência definido como J(t) = ε(t)/σ0. Quanto maior o creep

compliance, menor é a rigidez mecânica do material.

O teste de relaxação é oposto. A amostra é submetida a uma deformação (strain)

constante ε0, e observa-se como o stress relaxa com o tempo. Nestes casos, o comportamento da

amostra é através do módulo de relaxação definido como G(t) = σ(t)/ε0. Quanto maior o G(t),

mais rı́gida é a amostra. Representações esquemáticas da resposta viscoelástica de amostras

sujeitas aos testes de creep compliance e relaxação de stress são mostrados nas Figuras 5 e 6,



21

respectivamente.

Figura 5 – Diagrama esquemático da resposta viscoelástica de uma material sujeito a um teste
de creep compliance.

É importante ressaltar que há muitos outros tipos de testes viscoelásticos além da-

queles que submetem as amostras a strain ou stress constantes. Uma classe de testes muito im-

portantes são os testes oscilatórios nos quais submete-se as amostra a um strain ou stress do tipo

senoidal, e observa-se a resposta do material para diferente frequências de oscilação. Variando-

se esta frequência, é possı́vel estudar a resposta viscoelástica do material em diferentes escalar

de tempo. Outro ponto importante a ser ressaltado é que experimentos de nanoindentação por

Microscopia de Força Atômica (AFM) funcionam como um experimento nos quais nem o strain

e nem o stress se mantém constantes, e necessitam de uma teoria apropriada para que possa-

mos extrair as propriedades viscoelásticas dos materiais. A teoria necessária para extrair os

parâmetros viscoelásticos dos experimentos de AFM será apresentada no próximo capı́tulo.

De uma forma geral, o objetivo principal da caracterização viscoelástica dos ma-

teriais é determinar a função R(t) (também descrita como E(t) ou G(t)) que descreve como

o módulo elástico dos materiais relaxa com o tempo. Os modelos viscoelásticos mais sim-

ples como os modelos de Maxwell, Kelvin-Voigt e o modelo viscoelástico padrão resultam

em funções R(t) ∝ e(−t/τ) que descrevem uma relaxação do tipo exponencial, onde τ é um

tempo caracterı́stico de relaxação. Contudo estudos recentes mostram que células apresentam

resposta viscoelástica do tipo lei de potência R(t) ∝ t−β , onde β é o expoente de relaxação

que está intrinsicamente ligado a estrutura interna do citoesqueleto, e que pode ser alterado por

intervenções farmacológicas e pelo estado de saúde das células [21, 22]. O expoente β varia

entre 0 e 1, onde β = 0 representa um material puramente elástico, β = 1 representa um ma-
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Figura 6 – Diagrama esquemático da resposta viscoelástica de uma material sujeito a um teste
de relaxação de stress.

terial puramente viscoso. O valor tı́pico de células varia entre 0.05 e 0.4. A Figura 7 mostra

as diferenças da resposta viscoelástica de materiais puramente elástico, puramente viscoso e

células vivas.
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Figure 3
Power-law creep response. Experimental creep response of an elastic material [polyacrylamide-bis-
acrylamide (PAA) hydrogel; blue curve], a viscous material [polydimethylsiloxane (PDMS) silicone oil; red
curve], and a cell (F9 embryonic carcinoma; purple curve) measured with a magnetic bead rheometer. In each
case, the creep response follows a power law, with an exponent of zero for the elastic hydrogel, unity for the
viscous silicone oil, and 0.3 for F9 cells.

In this equation, the prefactor j0 characterizes the softness or compliance of the material, which
is the inverse of stiffness. Time is normalized by a timescale τ 0, which can be arbitrarily set to 1 s
or any other convenient value. Changing τ 0 does not change the value of the power-law exponent
β. Such behavior is termed timescale invariant.

Often, the material is probed not with a constant force but instead with a sinusoidally varying
force, in which case the ratio of the Fourier-transformed displacement and force defines the
complex modulus of the material G(ω) = d (ω)/F (ω) as a function of the radian frequency ω.
Equation 1 then transforms to a power law with the same exponent β (43),

G(ω) = 1/j0 · (iωτ0)β$(1 − β),

with $ denoting the gamma function and i denoting the imaginary number i2 = −1.
The power-law exponent describes the viscoelastic behavior of a material in a very economical

way. If β approaches zero, then Equation 1 simplifies to d/F = j0, which is Hooke’s law of
elastic deformations. All the deformation energy is elastically stored in the material, and after the
external force is removed, the material springs back to its original shape. If β approaches unity,
Equation 1 simplifies to d/F = j0 · t, which is Newton’s law of viscous deformations. The material
is unable to elastically store the deformation energy, which is dissipated as heat. After the external
force is removed, the material remains in its deformed state. At intermediate values of β, both
elastic and dissipative mechanisms coexist (Figure 3). Higher β values point to a more dissipative
behavior and lower values to a more elastic behavior. In cells, measured β values are typically
between 0.1 and 0.5.

2.4. Implications for Our Understanding of Cell Mechanics
Power-law rheology and the applicability of Equation 1 have been confirmed in a large number
of different cell types as measured with many different techniques and over an exceedingly large
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Figura 7 – Comparação da resposta viscoelástica de materiais elásticos, viscosos e células
vivas em um experimento de creep compliance, onde ε(t) = d(t)/dmax. Figura adaptada da
referência [2].

Alguns estudos de reologia dinâmica mostram que células exibem dois regimes de

relaxação, um regime descrito por um expoente de relaxação rápida que varia entre 0.5 e 0.75

que domina em escalas de tempo muito curtas da ordem de poucos milissegundos. Este regime

é atribuı́do o comportamento da resposta das fibras individuais de actina. O outro regime é

lento, com expoentes variando entre 0.05 e 0.4, que domina a relaxação em escalas de tempo
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acima de centenas de milissegundos até poucos minutos. Esta larga faixa de escalas de tempo

superpõe-se com a escala de tempo de vários processos metabólicos das células [23, 24, 22].

A estrutura celular e sua viscoelasticidade são caracterı́sticas que estão intimamente

interligadas. De fato, é possı́vel determinar mudanças no comportamento viscoelástico de uma

célula a partir do corte de uma única fibra de actina tensionada [3]. Fibras de actinas forçam

a matriz extracelular através da ação de actomiosina, onde com a proteı́na motora conseguem

traciona-las. Este trabalho utilizou um nanotesoura a laser capaz de cortar o material em foco

através absorção de multifótons. O comportamento de retração da fibra cortada descreve o

comportamento viscoelástico de um sistema mola e amortecedor em paralelo. Os resultados

mostram que células sobre substratos duros, como vidro, não modificaram sua estrutura ou suas

fibras vizinhas após o corte de uma, ou mais fibras, permanecendo notavelmente constante por

vários minutos de observação. Em contrapartida células sobre substratos moles, como géis,

após o corte de uma única fibra consegue mudar local e globalmente a estrutura total da célula,

concluindo que fibras de tensão retraem a viscoelasticidade no citoplasma. Estes resultados são

mostrados na Figura 8.

Figura 8 – As imagens em verde representam células antes do corte de uma única fibra. As
imagens em margenta representam células após o corte de uma unica fibra. A ultima imagem
representa a sobreposição de ambas imagens verde e margenta [3].

Rotsh et al. mostrou a influência das estruturas do citoesqueleto na elasticidade

da célula [25]. Utilizando a citocalasina B e D em baixas concentrações, não é possı́vel ob-

servar mudanças expressivas no modo elástico, entretanto para concentrações maiores ocorre

mudanças notáveis na elasticidade. A citocalasina degrada os filamentos de actina seguidos por

retrações do lamelipódio modificando sua morfologia, onde fibras menores de actina desapa-

recem entre 10 e 15 minutos e fibras maiores duram até próximos aos 30 minutos, mostrando

que mudanças na geometria celular, através do uso de drogas, consegue influenciar a sua elas-
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ticidade. Também foram realizados testes utilizando colchicine, droga essa empregada para

desfragmentar os microtúbulos, onde não ocorreu mudanças na elasticidade das células, mesmo

para altas concentrações. A diferença na elasticidade entre a actina e microtúbulos pode ser

explicada através da morfologia da mesma, visto que os microtúbulos se localizam próximos ao

núcleo e não se estendem por toda a célula.

A referência [26] relaciona viscoelasticidade e geometria celular através de um sis-

tema microfluı́dico capaz de analisar propriedades viscoelásticas de hemácias por intermédio

do formato, velocidade e pressão em microcanais criados em PDMS (Dimetil polissiloxano)

com o diâmetro interno semelhante aos micro capilares de vidros, mostrando assim sua re-

levância para o estudo do comportamento de escoamento micro confinado. Neste trabalho,

eles criaram dois diferentes micro capilares, sendo o primeiro com formato transversal circular

comparável aos microcanais retangulares, a fim de mostrar que ambos apresentam comporta-

mento semelhante quando comparados. Outro canal criado de modo a medir as propriedades

viscoelásticas apresenta três regiões diferentes, sendo (1) uma seção transversal constante, (2)

uma seção transversal divergente e (3) uma seção transversal constante maior que a primeira,

onde é possı́vel relacionar o gradiente de velocidade, a partir da seção transversal, para deter-

minar a viscoelasticidade.

Além de células serem objetos viscoelásticos também apresentam uma fractalidade

que muda mediantes algumas interferências controladas de sua morfologia [27]. A dimensão

fractal Df é matematicamente definida como uma razão que determina um ı́ndice estatı́stico

de complexidade comparando como um detalhe em um padrão geométrico muda com a es-

cala em que é medido. Também pode ser caracterizado como uma medida da capacidade de

preenchimento espacial de um padrão geométrico que descreve a relação de escala entre um

fractal e o espaço em que ele se encontra. Um detalhe importante é que a dimensão fractal não

necessariamente é descrita por um número inteiro.

Antes de estudar a dimensão fractal de uma rede complexa como o do citoesqueleto

de actina, é importante entender a dimensão fractal de imagens de objetos simples como linhas

retas e planos. A Figura 9 mostra uma imagem de objetos simples como linhas, quadrados e

linhas cruzadas com diferentes tamanhos. As linhas representam objetos perfeitamente unidi-

mensionais, e os quadrados objetos perfeitamente bi-dimensionais. As linhas cruzadas repre-

sentam um modelo simplificado do citoesqueleto de actina. A Figura 10 mostra a distribuição

das dimensões fractais dos diferentes objetos. Observa-se que a dimensão fractais das linhas

de diferentes tamanhos possui dispersão praticamente nula, e o valor médio Df ≈ 1. Pelo

significado geométrico da da dimensão fractal, linhas retas são capazes de preencher perfeita-

mente espaços unidimensionais de diferentes tamanhos. No caso dos quadrados, a dispersão

da distribuição também desprezı́vel, e o valor médio de Df ≈ 2 indica que quadrados também
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são capazes de preencher perfeitamente um espaço bi-dimensional em diferentes escalas de ta-

manho. No caso de linhas retas cruzadas em diferentes ângulos, obs-erva-se uma dispersão

maior, e um valor médio Df ≈ 1.4 intermediário entre objetos 1D e 2D. Estes resultados são

importantes para oferecer uma referência para os valores de Df do citoesqueleto de células

reais.

Para obter as imagens do citoesqueleto é necessário submeter às células a um pro-

cesso combinado de fixação e imunohistoquı́mica. Este último consiste em fixar um fluorófilo

nas fibras de actina. As moléculas do fluorófilo serão opticamente excitadas pelo laser do mi-

croscópio confocal, e as imagens de fluorescência resultantes exibem a estrutura da rede de

actina.

Os núcleos das células não são contabilizados no cálculo da dimensão fractal. O

núcleo serve apenas como guia visual para identificar a localização das células em situações a

fluorescência do citoesqueleto não foi forte o suficiente para auxiliar a localização das células

isoladas. Frequentemente ocorrem casos em que duas ou mais células estão próximas o sufi-

ciente para dificultar seu reconhecimento, a marcação do núcleo também auxiliar a localizar

células expostas a citocalasina por longos tempos, nas quais as fibras polimerizadas de citoes-

queleto praticamente inexistem, como mostra a Figura 37.

Para estudar o efeito do tempo de ação da citocalasina no citoesqueleto, o proce-

dimento adotado é similar ao do estudo da microreologia celular. As células presentes em um

grupo de 4 placas de Petri são analisadas nos instantes nos instantes 0 (sem citocalasina), 10,

20 e 30 minutos após a aplicação de droga. Após o tempo de esperado desejado, as células são

fixadas e levadas ao microscópio confocal.

O microscópio utilizado foi um Nikon LSM 710, com uma objetiva Plan-Apochromat

63x/1.4 Oil DIC M27. Um laser de argônio foi usado para excitar o fluoróforo que marca a ac-

tina com o comprimento de onda de 488nm, e para o núcleo um laser continuo de 405nm. No

software de controle do microscópio, foi realizado um pré-tratamento nas imagens das células

com o tempo de citocalasina elevado, visto que fragmentação aumentada do citoesqueleto reduz

a intensidade de fluorescência, e dificulta a captação das imagens. Neste caso, realiza-se um

aumento do ganho de captação conforme as adversidades de cada célula.
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Figura 9: Imagens de simples objetos geométricos: linhas, quadrados e linhas cruzadas de
diferentes tamanhos. As dimensões fractais destes objetos são mostradas na Figura 10.

Figura 10: Distribuição da dimensão fractal Df de simples objetos geométricos como linhas,
quadrados e linhas cruzadas de diferentes tamanhos (ver Figura 9).
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2 MATERIAIS E MÉTODOS

A estratégia geral utilizada nesta dissertação é melhor descrita pelo fluxograma da

Figura 11, começando com a cultivo de células e seguindo até a correlação entre estrutura e

viscoelasticidade. As etapas individuais representam metodologia teóricas ou experimentais

adotadas e serão descritas nas seções subsequentes.

Figura 11 – Fluxograma seguido na realização do trabalho.
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2.1 Cultivo de células

Existem diferentes categorias de células quando falamos em culturas in vitro, onde

é possı́vel encontrar células aderentes e não aderentes. As células aderentes são encontradas no

fundo dos recipientes, onde ao se espalhar por todo o vidro recebendo o nome de monocamada

celular. As células não aderentes ficam em suspensão, onde podem se proliferar ou sobreviver.

As chamadas “primárias” são provenientes de células obtidas por separação mecânicas ou en-

zimáticas, porém para estudos são utilizadas “células contı́nuas” por terem a caracterı́stica de

maior duração quando comparadas com as primárias. Por fim as chamadas “transformadas” são

células que perderam sua semelhança morfológica e genética.

Neste trabalho utilizamos fibroblastos de uma linhagem chamada L929 pertencen-

tes a um conjunto de tecido conjuntivo subcutâneo normal de um camundongo. Os fibroblastos

são células pertencentes ao grupo de tecidos conectivos responsáveis por funções, como unir te-

cidos, sustentação e preenchimento para o corpo. Ao sofrer algum corte os fibroblastos ajudam

a proteger o corpo através da proliferação e reparo do tecido com um aumento na produção de

colágeno no local [5].

As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado de Dulbecco de alta gli-

cose (GIBCO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO, USA) e 1% de

penicilina-estreptomicina e incubadas a 37ºC em 5% CO2, mesmos protocolos seguindo na

referencia [28].
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2.2 Tratamento com citocalasina

A citocalasina [29] é um composto metabólico fúngico, representado pela sua molécula

na Figura 12, responsável por se ligar a rede de actina das células dificultando a criação de

cadeias longas e induz a despolimerização das fibras[30], além de alterar a morfologia perma-

nentemente e interferir diretamente na divisão celular levando até mesmo a morte da célula,

chamada apoptose [31]. É possı́vel encontrar diversos trabalhos da década de 70 utilizado a

citocalasina em diversas tentativas de entender seus efeitos no citoesqueleto das células [32, 33,

34, 35]. Para esse composto também foi estudado pela comunidade cientifica a existência de

diversas atividades não relacionadas à actina como, por exemplo, a Citocalasina B responsável

pela inibição do transporte de glicose [36], além do seu efeito na rede contrátil do citoplasma

[37]. Citocalasina H regula o crescimento de plantas [38] e Citocalasina E atuando na inibição

do crescimento de novos vasos, isto é impede a angiogênese [39]. Para a plicação da citoca-

lasina D, no presente trabalho, foram usadas quatro placas de células, onde em uma placa é

realizada a fixação imediata. As outras três coloca-se a citocalasina durante os respectivos tem-

pos de 10, 20 e 30 minutos. Lava-se as placas três vezes e fixa as células para prosseguir com a

imuno-histoquı́mica. A concentração usada de citocalasina foi de 10µM

Figura 12 – Fonte: https:
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/91/Cytochalasin_D.png Data
de acesso: 22 de dez. de 2021.
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Observando a rede de actina é possı́vel explorar algumas caracterı́sticas visı́veis

na sua estrutura, como o surgimento de aglomerados de actina e um aumento no número de

extremidades[40].

Figura 13 – Imagens do citoesqueleto de células obtida através de microscopia confocal de
fluorescência. Imagem a) representa uma imagem sem o efeito da citocalasina D. Imagem b) representa
uma imagem sobre o efeito da citocalasina D durante um tempo de 20minutos.

Na Figura 13b) é possı́vel observar o surgimento de aglomerados de actina que

se formaram após 20 minutos de atuação da citocalasina D, em contrapartida, a Figura 13a)

representa uma imagem controle de uma célula sem citocalasina, sendo possı́vel observar fi-

bras longas distribuı́das sobre grande parte do citoesqueleto. As actinas formam uma rede de

polimerização, isto é actinas se ligam a actinas criando assim cadeias longas. A Citocalasina,

como dito anteriormente, se liga a uma dessas cadeias de fibras dificultando assim a ligação

actina-actina, criando monômeros solitárias ou de sequências pequenas como representado na

Figura 14.

Figura 14 – Na figura a) temos as esquematização de um monômero de actina. b) Representa os Pontos
Ativos de crescimento da cadeia encontrado em cada monômero. c) A representação de uma fibra de
actina formada por uma cadeia de actinas interligadas. Na Figura d) podemos observar a representação
da citocalasina se ligado a rede de actina formando pequenas cadeias.
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As células foram fixadas com paraformaldeı́do(4% em PBS por 15 min), permea-

bilizadas com Triton X-100(0,5% em PBS por 30 min), e tratado com BSA(3% em PBS por

60 min) para bloqueio à temperatura ambiente (25°C). Os filamentos de actina F foram cora-

dos com faloidina (5 g/ml em PBS). Os núcleos foram corados Cloridrato de 4’, 6-diamidina-

2-fenilindol(DAPI) (100 ng/ml em PBS). As imagens confocais foram obtidas em temperatura

ambiente (25 °C) com um sistema de microscopia confocal de varredura a laser LSM 710(Zeiss,

Jena, Alemanha) com excitação em 488 nm e emissão entre 515 nm e 540 nm.

2.3 Microscopia de força atômica

A microscopia de força atômica[41](AFM - atomic force microscopy) é uma técnica

de microscopia muito utilizada na obtenção de imagem topológicas de amostras micro e na-

nométricas em ar ou fluı́dos. Mas o AFM vai muito além da topologia e, dependendo do modo

de funcionamento, ele permite estudar as propriedades mecânicas, elétricas, magnéticas e até

fı́sico-quı́micas dos materiais.

O funcionamento essencial do AFM baseia-se em dois parâmetros: (i) a distância

relativa entre a ponta de um cantiléver flexı́vel (e reflexivo) e a amostra, e (ii) pequenas forças

de interação entre a ponta do cantiléver e a amostra, conforme mostrado na Figura 15. Estes

parâmetros são monitorados enquanto um sistema de posicionamento lateral realiza a varredura

da superfı́cie da amostra.

O cantiléver é uma haste flexı́vel cujo tamanho é da ordem de dezenas de micrômetros,

normalmente feito de nitreto de silı́cio (Si3N4). Ao se aproximar das amostras, o cantiléver

sobre ações de pequenas forças que causam deflexões mensuráveis por um sistema óptico aco-

plado. Este sistema óptico consiste em um feixe laser apontado para parte superior (reflexiva

e oposta à amostra) do cantiléver, refletido sobre um diodo fotosensor de quatro quadrantes. À

medida que o cantiléver é flexionado para cima (forças repulsivas), para baixo (forças atrati-

vas), ou para a esquerda/direita (torções laterais), o spot refletido se move sobre os quadrantes

do foto diodo. O sinal elétrico gerado pelo movimento do spot sobre os diferentes quadrantes é

convertido em um sinal de força de interação entre ponta e amostra.

O controle e detecção da distância relativa e a força de interação entre ponta e

amostra pode ser feito de diversas formas que compõem os diferentes modos de operação do

AFM [42]. Estes modos podem ser resumidos em:

• Contato: Neste modo, a ponta permanece em contato com a amostra gerando uma de-

flexão positiva no cantiléver (para cima) à medida que a ponta varre a superfı́cie da amos-

tra. O AFM permite realizar esta varredura de forma que os mapas topográficos obtidos

sejam adquiridos com força constante. Dependendo da constante de mola do cantiléver e
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da rigidez dos materiais, pode-se obter imagens de amostras macias como células vivas

(da ordem de poucos Pa) e de materiais metálicos (da ordem de 109 Pa). A ordem de

grandeza das forças envolvidas nesse modo varia de 10−6 a 10−9 Newtons.

• Contato intermitente: Também conhecido como modo tapping, neste modo a ponta

oscila verticalmente com frequência próxima da sua frequência natural de vibração bem

perto da amostra, tocando-a no ponto mais baixo da oscilação, e perdendo o contato

no ponto mais alto da oscilação. Dependendo das caracterı́sticas do cantilever, a sua

frequência natural de oscilação varia entre dezenas a centenas de kHz. Este modo é menos

agressivo para as mostras macias e elimina as forças laterais responsáveis por danificar as

amostras.

• Não-contato: Este modo tem como princı́pi detectar as forças de longo alcance (da ordem

centenas de nanômetros) entre ponta e amostra. As forças envolvidas normalmente são

as de Van Der Waals, eletrostáticas e magnéticas.

Nesta dissertação, deseja-se obter as propriedades viscoelásticas de células, e para

obter as propriedades mecânicas de qualquer material é necessário aplicar uma força de inten-

sidade conhecida e medir a deformação produzida em função do tempo. Desta forma, o modo

de funcionamento do AFM mais apropriado a este propósito é o modo contato.

Figura 15 – Esquema de funcionamento do microscopio de força atomica
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Para esta dissertação foi utilizado curvas de força com dwell (DFC) para estudar

quatro grupos de células sobre diferentes tempos de atuação da citocalasina. O parâmetro de

controle do AFM são transformados em força sentida pelo cantiléver e indentação da amostra

para uma melhor visualização dos dados.

2.4 Curvas de força

No modo contato o AFM monitora a distância relativa entre cantiléver e amostra

z(t) e a deflexão do cantiléver d(t) em cada ponto de uma determinada área da amostra. A

relação entre z(t) e d(t) é chamada de curva de força. O AFM permite realizar diversas curvas

de força, mas nesta dissertação adota-se o tipo dwell (DFC - dwell force curve) [43]. Este

tipo de força é mostrado na Figura 16. Resumidamente, a curva de força possui 3 etapas: (i)

aproximação, (ii) dwell e (iii) retração. Na aproximação, o cantiléver aproxima-se da célula

movendo-se para baixo com uma velocidade v ainda sem tocar a amostra, e sua posição é

monitorada pela quantidade z(t). No momento do contato possui um valor d0, e a posição do

cantiléver é z0. Ao tocar a amostra, a deflexão começa crescer d(t) > d0 até atinger um valor

máximo dmax. Neste momento, o cantiléver cessa seu movimento de aproximação quando

z(t) = zmax, e inicia a fase dwell da curva de força. Durante o dwell, o cantiléver permanece

imóvel em z(t) = zmax durante um intervalo de temo td. Após td, inicia-se a fase de retração

onde o cantiléver se afasta da amostra com velocidade constante v até o contato ser desfeito.

Estas etapas estão detalhadas na Figura 16.

A partir da curva d(t) e z(t) obtem-se o perfl de força F (t) sobre o cantilever e o

perfil de indentação δ(t) na amostra, respectivamente dados por:

F (t) = kc(d(t)− d0), (2.1)

δ(t) = (z(t)− z0)− (d(t)− d0), (2.2)

onde kc representa a constante de mola do cantiléver e depende da ponta, e seu valor é normal-

mente calibrado antes das medidas. O valor tı́pico de constante de mola kc para experimento de

microreologia de células varia entre 0.01M/m e 0.1N/m. Nesta dissertação utilizamos pontas

com valor nominal de kc = 0.08 N/m.

2.5 Microreologia celular

A relação força-indentação em experimentos de contato depende apenas da função

indentação utilizada para sondar a amostra, e da geometria do indentador, e pode ser descrita

pela seguinte integral de convolução [44]:
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Figura 16 – Curva de força do tipo dwell

Tabela 1: Dependência dos parâmetros λ e Ω(λ) da geometria do indentador. Abaixo, ν
representa a razão de Poisson e δ é indentração.

Geometria λ Ω(λ) raio de contato radius Obs.
cilindro 1.0 2r

(1−ν2)
r r é o raio do cilindro

esfera 1.5 4
3

√
r

(1−ν2)

√
rδ r é o raio da esfera

cone 2.0 2
π

tan θ
(1−ν2)

δ tan θ θ é o ângulo de meia abertura do cone

F (t) = Ω(λ)

∫ t

0

R(t− t′)
dδλ(t′)

dt′
dt′ (2.3)

Onde Ω(λ) e λ são parâmetros estruturais do indentador, mostrados na Tabela 1, δ(t) é a função

que descreve o histórico de indentação, e R(t) é a função relaxação do material dependente do

tempo. No caso de uma DFC, a indentação pode ser escrita como [44]:

δ(t) = δ0

{
t/τl 0 ≤ t ≤ τl,

1 τl < t ≤ τl + τd.
(2.4)

onde δ0 = (zmax − z0) − (dmax − d0) é a indentação máxima durante a aproximação, τl é o

tempo de fase de aproximação, e τd é a duração da fase de dwell.

Um dos principais objetivos dos experimentos de reologia é caracterizar as proprie-
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dades viscoelásticas dos materiais através de sua função de relaxação R(t), que descreve como

a rigidez mecânica do material relaxa quando sujeito às forças externas. No caso de células, é

bem aceito que elas exibem propriedades viscoelásticas compatı́veis com uma ou duas leis de

potência [22, 43]. Nesta dissertação, adota-se o modelo de dupla lei de potência. Este modelo é

definido por dois expoentes de relaxação e um tempo de transição. Cada expoente de relaxação

descreve uma lei de potência com função relaxação diferentes, o efeito da relaxação de um

dos expoentes domina em relação ao outro. Estas duas contribuições são usualmente chamadas

regimes de relaxação rápida e lenta, onde a relaxação rápida predomina no começo da curva

de força, mais especificamente em tempos da ordem poucas centenas de milissegundos após

o contato entre a ponta e a amostra. O regime lento domina em escalas de tempos acima de

centenas de milissegundos, dominante no final da fase de aproximação e toda a fase de dwell.

Este mecanismo é mostrado na Figura 17.
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parâmetro τ é uma escala de tempo que está relacionado com o tempo de cruzamento entres os regimes
rápido e lento. (dir) Funções de relaxação R(t) usadas para gerar as curvas de forças simuladas.

A função relaxação do modelo de dupla lei de potência é dada por:

R(t) = Rα(t) +Rβ(t), (2.5)

onde as funções Rα(t) e Rβ(t) são funções relaxação do modelo de lei de potência simples, com

seus expoentes de relaxação seguindo 0¡β¡α¡1, definindo a relaxação lenta (β) e a relaxação

rápida (α) do material. A função Rn(t) é dada por:

Rn(t) = Rn(tref )

(
t

tref

)−n

, (2.6)

onde n é o expoente de relaxação, tref é um instante de temo de referência, e R(tref ) é o valor
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da função de relaxação em tref .

A existência de dois expoentes de relaxação, implica na existência de dois módulos

elásticos Rα(tref ) e Rβ(tref ), que cada um descreve as respostas rápida e lenta da amostra,

respectivamente. Contudo, para escalas de tempo de duração das curvas DFC adotadas nesta

dissertação (aproximadamente 2s), Rα(tref ) ≈ 0, e as rigidez mecânica das células será descrita

apenas por Rβ(tref ). O significado de tref será descrito logo adiante.

A forma analı́tica da curva de força DFC de um material que relaxa de acordo com

a uma dupla lei de potência obtida a partir da Equação 2.3 possui a seguinte forma:

F (t) = Fα(t) + Fβ(t) (2.7)

onde

Fn(t) =

{
Fn(t) 0 ≤ t ≤ tl,

Fn(t)I(tl/t, λ, 1− β) tl ≤ t ≤ tl + td,
(2.8)

τl é a duração da fase de aproximação, e τd é a duração da fase de dwell. A função Fn(t) é dada

por:

Fn(t) = λΩλδ
λ
0Rn(τl)B(λ, 1− n)

(
t

τl

)λ−β

. (2.9)

Nas equações acima, a função R(tl) é a função relação em t = τl, B(x;n,m) é a função Beta

incompleta que obedece B(n,m) = B(1;n,m), e I(x;n,m) = B(x;n,m)/B(n,m) é função

Beta incompleta regularizada. τl and δ0 são extraı́dos diretamente das curvas DFC experimen-

tais. τl é controlada controlado pela frequência vertical de medida do AFM fz (fz = 1 Hz em

todas as medidas). As curvas de forças experimentais serão ajustadas com as Equações 2.7 e

2.9 para determinar os principais parâmetros viscoelásticos α, β e Rβ(τl). Vale ressaltar que

em cada medida há pequenas variações de τl e, para que as comparações de módulos elásticos

sejam feitas sempre no mesmo tempo de referência tref = 1 s, utilizou-se o escalonamento da

Equação 2.6 para obtermos os módulos elásticos Escaled = Rβ(1) da seguinte forma:

Escaled = Rβ(1) = Rβ(τl)τ
β
l . (2.10)

2.6 Microscopia confocal

A microscopia confocal apresenta uma caracterı́stica bastante distinta quando com-

parada com a convencional, sendo sua capacidade de desconsiderar luz captada de objetos fora

do plano focal. O Pin-hole tem a função de bloquear parte desta luz fora de foco, diferente de

microscopias que utilizam fluorescência convencional onde as amostras são excitadas simulta-
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neamente, dificultado o sensor obter uma maior resolução e tornando-a desfocada. Também

é possı́vel através desse aparelho capturar imagem bidimensionais de profundidade diferentes,

criando imagem tridimensionais da amostra, visto que toda luz que passa pelo Pin-hole tem a

caracterı́stica de ser confocal e apenas da região focal da amostra. As células utilizadas foram

preparadas através de um processo de Imunofluorescência, onde objetos que não possuem flu-

orescência passam por etapas de imuno-histoquı́mica induzindo assim adquiri-la. Fluoróforo

ou fluorocromo são substancias responsáveis por absorver e emitir gradualmente sua energia,

isto é, luz, assim temos uma amostra sendo a fonte de luz que será captada pelos sensores e

processada de modo a se tornar uma imagem digitalizada.

Figura 18 – Fonte: https://commons.wikimedia.org/w/index.php?title=File%
3AFluorescent_and_confocal_microscopes.ogv Data de acesso: 23 de nov. de 2021.

Na Figura 18 mostra uma representação esquemática do funcionamento de um mi-

croscópio confocal, onde é possı́vel observar na Figura 18a) uma microscopia de fluorecência

comum. Ao emitir um feixe de luz em uma frequência especı́fica através de um conjunto de

espelho até chegar na amostra, é possı́vel observar o mesmo inundando uniformemente toda

a amostra, criando uma imagem digital. Ao introduzir um Pin-hole no inı́cio do conjunto de

espelhos, temos agora um feixe mais concentrado em um determinado ponto resultando no foco

em uma área menor, responsável por obter mais detalhes das estruturas das amostras estudas.

Observando a Figura 19 é possı́vel distinguir como o Pin-hole acrescenta na nitidez e quali-

dade em uma imagem real do citoesqueleto, visto a capacidade de escolher camadas finas nas

amostras a partir do controle do diâmetro do Pin-hole .

2.7 Análise de imagens

Para o uso efetivo das imagens são precisos alguns passos de grande importância

para garantir que os cálculos da dimensão fractal não sejam sub ou superestimados, pois o

mesmo considera qualquer pı́xel presente em nossas imagens como caixas preenchidas. O tra-

tamento é feito em cada imagem individualmente, onde as células são enquadradas, mesmo que

o microscópio tenha captado mais de uma célula por imagem. Para a remoção do ruı́do é feita
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Figura 19 – A Figura A mostra uma imagem criada a partir de um microscopio convencinal em
comparação a Figura B criada a partir de um microscopio confocal. Fonte: Ambar López-Macay[4],
2016, p. 159.

uma análise no histograma onde retiramos os pı́xeis mais próximos do zero da escala de cinza.

Esse pı́xeis de intensidade próximas ao valor zero, são normalmente fluoróforos que não se liga-

ram às células ou aos pedaços pequenos de células destruı́das. É possı́vel diminuir bastante esse

efeito também no Software que controla o microscópio através do ganho de captação da ima-

gem. Cada imagem é tratada individualmente para garantir que partes importantes das células

sejam preservadas, como as fibras longas que passam pelo centro das células, pseudópodes

responsáveis pela locomoção e as unidades de actinas, sendo bem importantes no estudo com

citocalasina como podemos constatar na Figura 21. Células com alto tempo de atuação da ci-

tocalasina, não são possı́veis de observar com muita frequência os pseudópode e fibras centrais

longas, porém uma alta quantidade de aglomerados de actina é encontrado.

Imagens com uma boa fluorecência são representadas por histogramas com picos

bem pronunciados, garantindo assim uma maior facilidade na hora de retirar o ruı́do do Back-

ground, porém algumas imagens, principalmente em tempos de atuação alta da citocalasina,

não apresentavam um histograma com picos bem definidos. Para esses casos um cuidado maior

é tomado de modo a aproveitar o máximo de informações possı́veis da imagem. Além de todos

os cuidados citados, também medimos os valores máximos do ruı́do e assim retirado de toda a

imagem.
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Figura 20 – A figura mostra elemetos priorizados no tratamento das imagens.

O método escolhido para traçar o limiar foi Otsu [45], onde um limiar (threshold)

é escolhido para remover o fundo da imagem. O mesmo consiste em encontrar a frequência

máxima entre duas classes para imagens em tons de cinza, sendo elas o objeto a ser segmentado

e o Background da imagem. Observando o histograma podemos diferenciar, normalmente, o

objeto do restante da imagem por picos pronunciados e separados. Para imagens desse tipo

fica claro que o Threshold ideal a ser escolhido deve se encontrar no vale entre os dois picos,

chamado também de histograma bimodal como exemplificado na Figura 22.

Podemos encontrar frequência máxima entre as classes através da equação 2.11.

Onde o Wo e Wb são os números de pı́xeis do objeto e Background, respectivamente, dividido

pelo número total de pı́xeis. O µb e µo são as médias da frequência do Background e do objeto.

σ2
B = WbWo(µb − µo)

2, (2.11)

O valor ideal será escolhido após o algoritmo maximizar variância intraclasses, isto

é, a partir dos pesos e médias, o algorı́timo encontrar a variâncias entre duas classes previamente

definidas através da escolha de um valor na escala de tons de cinza. Após as interações em todos

os valores da escala (0 a 255) o maior valor encontrado, da variância, será o Threshold escolhido

para a imagem. Observando a Figura 25 podemos ver um exemplo de um histograma separado

em duas classes. Como citado anteriormente para o cálculo do Threshold é preciso varrer toda

a escala de tons da imagem, dito isso podemos escolher um limiar a tı́tulo de exemplificação.

Escolhido o valor 2 temos que para qualquer valor menor que o limiar será considerando como

Background. Podemos então utilizar a equação 2.11 e calcular a variância entre as classes.

Calculando o Wb e Wo referente as classes Background e Objeto respectivamente, variáveis

interpretadas como a contribuição ou peso de cada classe, onde temos:
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Figura 21 – Exemplo do comportamento do histograma feito em cima de uma imagem sem picos
definidos. O histograma b mostra o maior valor do pixel encontrado no Background varrido na área do
quadrado amarelo. O histograma logo abaixo mostra onde o valor máximo encontrado se localiza para
ser desconsiderado da imagem.

Wb =
9 + 3

25
= 0.48, (2.12)

Wo =
2 + 4 + 7

25
= 0.52, (2.13)

Para as variáveis µb e µo, sendo elas a média da intensidade do Background e do

objeto respectivamente temos:

µb =
9× 0 + 3× 1

12
= 0.25, (2.14)

µo =
2× 2 + 4× 3 + 7× 4

13
= 3.38. (2.15)

Temos então a variância para o valor escolhido como sendo:

σ2
B = WbWo(µb − µo)

2 = 2.45. (2.16)

Com isso podemos então repetir esses passos para toda a escala, isto é, todos os tons

de cinza da imagem, que para o nosso exemplo está entre 0 e 4. Assim obtemos os seguintes

valores:

O observando a Tabela 2 podemos identificar que o maior valor da variância é refe-
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Figura 22 – A figura mostra um exemplo de histograma de uma imagem bimodal. Azul: O pico mais
próximos do zero da escala indica o background da imagem; Vermelho: O vale indica a região ideal do
Threshold; Preto: O pico mais distante do zero da escala indica o objeto estudado na imagem

Figura 23 – A figura mostra um exemplo de uma imagem teste e o seu respectivo histograma

rente a intensidade 2, logo esse deve ser o Threshold. Uma vez definido a imagem binaria, nós

podemos calcular a dimensão fractal através do box-couting.
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Figura 24 – A figura mostra histograma separada entre duas classes(preto e branco)

Intesidade 0 1 2 3 4
σ2
B 0 1.99 2.45 2.42 1.75

Tabela 2: Valores referentes a imagem da Figura 25

O método escolhido, como já foi dito anteriormente, para se calcular a dimensão

fractal das imagens foi o box counting [46], onde a ideia consiste em criar caixas na forma de

grade sobre toda a figura escolhida. Com essa grade é possı́vel contar quantas caixas preen-

chidas pela imagem em um determinado tamanho de caixa. A imagem a ser estudada deve ser

preta e branco, pois apenas importa para o cálculo a existência ou não de um pı́xel na caixa,

mostrando assim a importância do tratamento anterior a este passo, onde imagens em escala

de cinza podem conter pı́xeis invisı́veis aos olhos, porém com valores diferentes de zero. Com

as quantidades de caixas preenchidas e o tamanho da caixa, altera-se o tamanho das caixas e

são realizados novamente os passos anteriores. Com os números de caixas preenchidas e os

valores do tamanho é possı́vel utilizar a equação de Hausdorff 2.17 e obter um gráfico 27, que

em escala logarı́tmica, o coeficiente angular da reta é o próprio valor da dimensão fractal.

Df =
log [N ]

log[ 1
M
]
. (2.17)

A Figura 26 mostra um exemplo do box counting aplicado em uma figura fractal

chamado Curva de koch. Sabendo as caixas preenchidas com algum elemento da figura fractal e

a escala utilizada, podemos então criar um gráfico representado na Figura 27, onde é verificado

que aumentando o número de caixas e diminuindo a escala, é possı́vel obter resultados mais

próximos do valor real.
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Figura 25 – A figura mostra o valor da variância ideal calculada para escolher as classes e a imagem
final após aplicação do Thresholding

Figura 26 – A figura mostra o fractal chamado Curva de koch onde o método de box-couting foi
aplicando, sendo representado por um cor diferente nas caixas que contém qualquer parte da figura em
seu interior, respectivamente: N1 = 9, δ1 = 1/6, N2 = 15, δ2 = 1/9 , N3 = 23, δ3 = 1/12 , N4 = 28, δ3 =
1/15 e N5 = 41, δ3 = 1/19.

Figura 27 – Gráfico obtido após aplicar o box-couting na figura exemplo 26
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3 RESULTADOS: MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA

O efeito biomecânico da citocalasina sobre células vivas pode ser estudado em de-

talhe através de experimentos de nanoindentação em um microscópico de força atômica, cuja

teoria foi descrita no capı́tulo anterior. Dada a rápida ação da citocalasina sobre as células, é

necessário adotar um protocolo de medidas no que o tempo de ação é uma variável importante

a ser controlada, e será descrito a seguir.

3.1 Protocolo de medida

A Figura 29 mostra a estratégia geral de medidas de AFM visando determinar o

efeito da citocalasina em função do tempo de ação desta droga. As células foram analisadas nos

instantes 0 (sem citocalasina), dez, vinte e trinta minutos após a aplicação ddo fármaco. Como

mostra a Figura, a citocalasina (na concentração de 5 µM) não causa morte celular, mas faz com

que as células tenham uma aparência mais esponjosa, como mostrado na figura 28.

Figura 28 – A imagem mostra os efeitos da citocalasina em uma mesma célula. A imagem a)
mostra uma célula sem o efeito da citocalasina. A imagem b) mostra a mesma célula sobre o
efeito de trinta minutos da citocalasina, sendo possı́vel observar o aspecto mais esponjoso no
corpo celular.

Antes da aplicação de citocalasina, escolhe-se 3 células próximas e realizam-se as

medidas de nanoindentação. Sobre a parte central de cada célula, são efetuadas 16 curvas de

força do tipo DFC (dwell force curves) distribuı́das por uma região de 16 (µm2 4 µm× 4 µm).

DFC é caracterizado por manter o cantilever a uma força constante sobre a amostra por um

determinado tempo, medindo assim o comportamento de relaxação da célula. Como células

são demasiadamente complexas e heterogêneas, espera-se que 16 curvas sobre a área central da

célula seja suficiente para descrever seu comportamento mecânico médio. Estas são as medidas

realizadas no instante t0 da Figura 29.

Após as medidas, aplica-se diretamente no superfı́cie de cultivo 5µM de citocala-

sina com ajuda de um micropipetador, espalhando a droga de maneira uniforme sobre toda a
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placa de Petri. Espera-se 10 min, e repetem-se as medidas mecânicas nas mesmas 3 células

escolhidas inicialmente. Estas são a medidas realizadas no instante t1 da Figura 29. As medidas

mecânicas são repetidas nas mesmas 3 células nos instantes t2 = 20 minutos e t2 = 30 minutos.

Em cada rodadas de medidas, leva-se aproximadamente 2 minutos para medir as 3 células, de

forma as medidas referentes a t1 = 10 min ocorrem, na prática entre t1 ± 1 minutos.

Para esta dissertação, foram 3 células em 6 placas de Petri diferentes, totalizando 18

células, para as quais foram obtidas medidas mecânicas em função do tempo em um intervalo

de até 30 minutos. No total, foram medidas 1152 curvas de força (64 curvas por célula) para

formar uma estatı́stica mais confiável.

Para compreender possı́veis efeitos da passagem do tempo das células fora da incu-

badora e os efeitos do ato de medir, o mesmo protocolo foi aplicado a um conjunto controle de

3 células sem aplicação da citocalasina.

cultura de 
células 

cultura de 
células 

cultura de 
células 

cultura de 
células 

citocalasin

t0 = 0 min t1 = 10 min t2 = 20 min t3 = 30 min

time

Figura 29 – Protocolo de aplicação de citocalasina e de medidas de AFM em função do tempo.
Em cada placa de Petri, foram medidas 3 células individuais nos instantes 0 (sem citocalasina),
10, 20 e 30 minutos. Ao todo foram utilizadas 6 placas de Petri, totalizando 18 células.

3.2 Propriedades mecânicas do grupo controle

A Figura 30(a) mostra uma curva de força experimental do tipo DFC medida em

uma célula L929 não-tratada com citocalasina. Em todas as medidas realizadas neste trabalho,

adotou-se uma força máxima de FMAX = 3 nN e um tempo de dwell td = 1 s. A curva expe-

rimental é perfeitamente ajustada pelo modelo teórico (r2 = 0.9958) que adota uma relaxação

viscoelástica do tipo dupla lei de potência para as células [22, 43]. Neste modelo, as células

apresentam uma função relaxação do tipo

R(t) = at−α + bt−β (3.1)

onde os expoentes α e β descrevem diferentes regimes de relaxação viscoelástica, sendo um



46

rápido (α) e outro lento (β). O regime de relaxação rápida domina apenas nas primeiras deze-

nas de milissegundos após o inı́cio da indentação da célula pelo cantilever, enquanto o regime

domina toda a relaxação viscoelástica para escalas de tempo acima de 100 - 200 ms. Na prática,

a dupla lei de potência só é observada na região de aproximação das curvas de força (área azul

da Figura 29(a)), como mostra a curva de relaxação aparente da Figura 29(b), obtida a partir

da curva de força. É possı́vel ver que a transição entre os regimes de relaxação rápida e lenta

ocorre em uma escala de tempo aproximada de 100 ms.
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Figura 30 – (a) Curva de força tı́pica em células L929 não-tratadas com citocalasina. A curva
de força e transladada horizontalmente de forma que o ponto de contato entre a ponta do AFM
e a superfı́cie da célula ocorra em t = 0 s. Adotou-se FMAX = 3 nN e td = 1 s em todas as
medidas realizadas neste trabalho. O ajuste da curva experimental pelo modelo de dupla lei de
potência resulta em r2 = 0.9958. (b) Relaxação aparente obtida na região de aproximação
(região azul) mostrando um regime de relaxação rápida (α = 0.72) e um regime de relaxação
lenta (β = 0.27).

A Figura 31 mostra a distribuição dos parâmetros fundamentais das curvas de força

medidas em 3 células do grupo controle nos instantes t = 0, 10 e 30 minutos. Cada box-plot é

construı́do a partir de 48 curvas de força medidas em 3 células distintas. Geralmente, as forças

máximas aplicadas sobre as células foram menos de 10% abaixo do valor nominal de referência

FMAX = 3 nN adotado na operação do AFM. A indentação máxima δ0 média nas células foi

da ordem de 1400 nm sem variação apreciável entre 0 e 30 min, mas a dispersão aumenta com

o tempo. A constante de mola efetiva das células, estimada como:

k =
FMAX

δ0
,
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também não varia com tempo, exibindo um valor médio de 1.9 mN/m. É preciso ressaltar

que a constante de mola efetiva das células depende fortemente aumenta linearmente com a δ0

(para indentatores cônicos/piramidais) e determinado apenas como referência para estimar se

as propriedades mecânicas das células mudam com o passar do tempo.
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Figura 31 – Parâmetros fundamentais das curvas de forca medidas em um grupo controle nos
instantes t = 0, 10 e 30 minutos.

A análise viscoelástica das curvas de força obtidas no grupo controle são exibidas

na Figura 32. Um ajuste simples da curva de aproximação utilizando o modelo de Hertz que

assume a células é perfeitamente elástica mostra que o módulo elástico médio é da ordem de

EH = 2 kPa e não muda com o tempo. O mesmo comportamento constante ao longo do tempo

é observado no módulo elástico estimado como o modelo viscoelástico da dupla lei de potência,

mas com um valor médio de Escaled = 1 kPa.

O modelo de Hertz não prevê o comportamento viscoelástico da célula, enquanto

o modelo viscoelástico assume o módulo elástico dependente do tempo. No caso particular da

Figura 32(b), tem-se que Escaled = E(t = 1 s). Portanto, a comparação direta entre EH e

Escaled nem sempre é óbvia. Contudo, a Figura 32(c) mostra que estas duas quantidades estão

fortemente correlaciolacionadas através da expressão EH = 0.3066 + 1.86Escaled. Apesar des-

tas quantidades fornecerem valores numéricos diferentes, elas certamente seguem as mesmas

tendências.

Finalmente, a Figura 32(d) mostra a evolução temporal dos exponentes de relaxação

α (caixas verdes) e β (caixas amarelas) em função do tempo nas células de controle. Percebe-se
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Figura 32 – Evolução temporal das propriedades viscoelásticas do grupo controle (sem
citocalasina): (a) módulo de Young EH , (b) módulo elástico Escaled em t = 1 s, (c) Relação
entre Escaled e EH , e (d) expoentes de relaxação rápido α (caixas verdes) e lento β (caixas
amarelas).

que os valores médios expoentes de relaxação viscoelástica não variam apreciavelmente com

tempo. É importante ressaltar que a dispersão dos expoentes rápidos (α) ser maior que a dis-

persão dos expoentes lentos é esperado, visto que para cada curva de força o expoente rápido

é determinado nos primeiros 100 ms da curva de força, que contem substancialmente menos

pontos do que na escala de tempo dominada pela relaxação lenta.

Em suma, as Figuras 31 e 32 mostram claramente que as propriedades mecânicas

das células permanecem constantes no intervalo de 0 a 30 minutos.

3.3 O efeito da citocalasina

A Figura 33 mostra o efeito geral da citocalasina ao longo de 30 minutos sobre as

propriedades viscoelásticas das células. Cada boxplot é construı́do com os valores médios de

cada célula, em cada instante de tempo. Ou seja, trata-se de uma distribuição das médias de

cada célula individual. Os boxplot dos instantes de 10, 20 e 30 minutos possuem 18 pontos

cada, enquanto o instante 0 minuto possui 21 pontos, referentes às 18 células nas quais dforam

aplicadas a citocalasina mais 3 células do grupo controle.

É possı́vel observar que o valor médio da constante de mola efetiva é da ordem de
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Figura 33 – Propriedades viscoelásticas das células em função do tempo de ação da
citocalasina: (a) constante de mola efetiva, (b) módulo de Young, (c) módulo elástico Escaled

em t = 1 s, e (d) expoentes de relaxação rápido α (caixas verdes) e lento β (caixas amarelas).

1.5 mN/n e não muda devido à aplicação da citocalasina. A mesma tendência é observada nos

módulos elásticos EH e Escaled. Em todas estas quantidades descritas acima, não há diferença

estatisticamente significante entre os diferentes instantes de tempo.

Contudo, quando se observa a distribuição dos expoentes viscoelásticos em função

do tempo, é possı́vel notar de forma inequı́voca o efeito da citocalasina. O valor médio do

expoente lento é de ⟨β⟩ = 0.23 para as células não-tratadas, e cresce mais de 50% para ⟨β⟩ =
0.37 para apenas 10 minutos após a aplicação de citocalasina. Para os instantes posteriores, não

se observa nenhuma mudança no valor médio do expoente β. Para o expoente rápido tem-se

⟨α⟩ = 0.75 para as células não tratadas, e cresce cerca de 4% chegando a ⟨α⟩ = 0.78, e se

mantém flutuando ao redor deste valor nos instantes posteriores.

Os dados presentes Figura 33 permite concluir que a principal ação da citocalasina

é sentida no aumento do expoente de relaxação lenta das células. Um aumento deste expoente

indica que a citocalasina aumenta o grau de fluidez das células. A Figura também mostra um

aumento rápido do expoente β entre 0 e 10 minutos. Para tempos posteriores, as propriedades

permanecem constantes. Para compreender melhor o que ocorre entre 0 e 10 minutos, realizou-

se medidas em intervalos de tempo menores com uma ligeira modificação do protocolo: (i)

apenas duas células foram estudadas, e em cada célula apenas 4 curvas de força foram medidas.

Estes resultados são mostrados nas Figuras 34 e 35.
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Figura 34 – Efeito da citocalasina nas curvas de força em função do tempo medida sobre a
mesma célula. As curvas podem ter sido medidas em pontos diferentes da superfı́cie celular.

Primeiramente, é possı́vel observar que as mudanças ocorridas nas curvas de força

são sutis, sendo o principal efeito observado na fase de dwell das curvas. A amplitude da

relaxação da força, dada pela diferença entre a força máxima e a força no final do dwell, para

a célula não-tratada é de 1.57 nN. Estes valores crescem para 1.74 nN em t = 2 minutos, e

2.1 nN em t = 10 minutos. Este aumento da amplitude da relaxação da força nas células

e consequência direta da do aumento do grau de fluidização promovida pela citocalasina nas

células,e matematicamente descrita por um aumento do expoente β.

A evolução temporal de β na Figura 35(b) mostra que a citocalasina começa a agir

em menos de 1 minuto, e as modificações em β estabilizam em cerca de 5 minutos, sendo este

o tempo estimado de ação da citocalasina in vitro. Apesar de o número de células estudado aqui

ser pequeno (apenas 2 células), este resultado é consistente com os dados da Figura 33(d), em

que o expoente médio das células cresce de 0.23 até 0.4 entre 0 e 10 minutos.

Curiosamente, a evolução temporal de Escaled (Figura 35(a)) minuto a minuto mos-

tra uma redução do módulo elástico das células como resultado da ação da citocalasina. Este

resultado contradiz o resultado da Figura 33(c) que mostra que o valor médio de Escaled se

mantém praticamente inalterado até 30 minutos após a aplicação da citocalasina.

Para compreender as possı́veis razões desta contradição é preciso entender que

os valores médios na Figura 33 foram construı́dos para um número muito maior de células

(n = 18), e que as distribuições foram construı́das a partir dos valores médios das proprieda-

des viscoelásticas das células. A média por célula, foi determinada a partir de 16 curvas de

força uniformemente distribuı́das sobre a região central da célula. Já no experimento minuto-a-

minuto da Figura 35 foi realizado com um número bem menor de células (n = 2), e apenas 4

curvas de força foram obtidas por célula. Desta forma, a estatı́stica dos resultados da Figura 33 é

bem mais robusta e menos susceptı́vel a casos excepcionais muito distantes do comportamento
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médio. Vale ressaltar que apenas a evolução temporal de Escaled na Figura 33 difere quantita-

tivamente do comportamento médio, enquanto os valores de β reproduzem adequadamente o

comportamento estatı́stico do grupo maior de células.
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Figura 35 – Evolução temporal do módulo elástico Escaled (a) e do expoente de relaxação lenta
β (b) nos primeiros 10 minutos de ação da citocalasina sobre as células. Cada distribuição foi
construı́da a partir de 4 curvas de força medidas em duas células.

Uma outro motivo possı́vel além do tamanho da amostra para a diferença de com-

portamento entre as Figuras 33(c) e 34(a) é que no grupo maior foram obtidas 16 curvas de força

em uma região de 16 µm2, em comparação com as 4 curvas medidas em uma área de apenas 4

µm2 no grupo menor. Isto aumenta drasticamente a chance do núcleo celular, sendo mais rı́gido

que uma região de citoesqueleto sem núcleo, contribuir para as propriedades viscoelásticas de

cada célula individualmente. Sabe-se que a citocalasina atua somente na despolimerização das

fibras de f-actina, e não afeta a membrana nuclear. Desta forma, a tendência da média de Escaled

em permanecer constante para o grupo maior (n = 18) pode ser ocasionada pelo fato de que o

núcleo celular não foi afetado pela citocalasina. Este efeito está diagramaticamente detalhado

na Figura 36.

3.4 Discussões

Sucintamente, os resultados da micro-reologia por AFM de fibroblastos L929 trata-

das ou não com citocalasina mostram que:

• As propriedades viscoelásticas das células não tratadas se mantém inalteradas por ao

menos 30 minutos.

• A citocalasina começa a atuar nas células em menos de 1 minutos, e seu efeito nas propri-

edades viscoelásticas das estabiliza por volta de 5 minutos após a aplicação. As proprie-

dades viscoelásticas se mantém inalteradas pelo menos até 30 minutos após a aplicação

de citocalasina.
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Figura 36 – Diagrama comparativo do tamanho da área de varredura realizada pelo AFM em
células tratadas e não-tratadas com citocalasina. As regiões de varredura são escolhidas a olho
nu no microscópio na região central da célula. A localização exata do núcleo não é conhecida.
E uma área de varredura maior (16 curvas distribuı́das em uma área de 4µm× 4µm) tem
maior chance de medir partes do núcleo do que uma região menor (4 curvas distribuı́das em
uma área de 2µm× 2µm).

• O Módulo elástico médio Escaled, padronizado em t = 1 s, reduz levemente (≈ 12%)

com aplicação da citocalasina. Outros parâmetros como EH (módulo de Young obtido

pelo modelo de Hertz, que trata as células como perfeitamente elásticas) e a constante de

mola efetiva k permanecem inalterados.

• O principal efeito da citocalasina é observado na alteração dos expoentes de relaxação

viscoelástica α (rápida) e β (lenta). O expoente α aumenta discretamente de 0.75 para

0.78 com a citocalasina, enquanto o expoente β aumenta fortemente de 0.23 para 0.37.

Um aumento de expoente similar (0.20 para 0.33) foi oberservado em células HASM

medidas por citometria magnética dinâmica [21].
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4 RESULTADOS: MICROSCOPIA CONFOCAL

No capı́tulo anterior, as medidas de AFM mostraram que a citocalasina aumenta a o

grau de fluidez celular. Este aumento de fluidez é decorrente da despolimerização dos filamentos

de actina, que são as estruturas co-responsáveis pela rigidez e estrutura celular. Contudo, a

fragmentação destas fibras pode impactar a morfologia celular.

A morfologia celular é muito heterogênea até mesmo dentro da mesma população

de células, como é possı́vel observar na Figura 29. Apesar da quantificação da morfologia ce-

lular ter avançado tremendamente nos últimos anos, efetivamente classificar formas celulares,

avaliar a extensão da heterogeneidade e definir padrões morfológicos para diferentes tipos de

células é uma tarefa bastante desafiadora. A referência [47] descreve métodos sofisticados de

classificação morfológica através da de parâmetros geométricos como área, excentricidade, ru-

gosidade, e outros parâmetros matemáticos. Estes métodos baseiam-se em imagens de micros-

copia óptica convencional ou de constraste de fase, e são incapazes de quantificar diretamente

as modificações do citoesqueleto.

A abordagem adotada nesta dissertação baseia-se na quantificação da morfologia

do citoesqueleto de actina, cujas imagens são obtidas através de microscopia confocal de fluo-

rescência, e o parâmetro matemático utilizado para quantificar a morfologia do citoesqueleto é

a dimensão fractal da imagem confocal das fibras de actina de uma célula individual. Optou-se

por quantificar a estrutura da rede de actina pois é nela que a citocalasina age diretamente. A

dimensão fractal da rede de actina como indicador de alterações morfológicas nas células já foi

utilizada em diversos trabalhos na literatura [48, 49, 27]. Os protocolos para o tratamento de

imagens confocal e cálculo da dimensão fractal foram descritos detalhadamente no Capı́tulo 2.

Figura 37 – Imagens confocais de células sem (a) e com (b) citocalasina após 30 minutos de
aplicação. Na imagem (b) o citoesqueleto fragmentado pouco contribui para o sinal óptico, e a
localização da célula só é possı́vel devido ao sinal de fluorescência do núcleo.
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4.1 O efeito da citocalasina

O estudo do tempo de ação da citocalasina foi dividido em dois grupos: (i) células

cultivadas em uma superfı́cie de cultivo pré-tratadas com colágeno, e (ii) células cultivadas

diretamente no vidro sem o pré-tratamento com colágeno. A evolução temporal da ação da

citocalasina no citoesqueleto de células cultivadas em vidro e colágeno é mostrada nas Figuras

38 e 39, respectivamente. Nas células sem citocalasina é possı́vel observar a complexa rede

formada pela actina em praticamente todo corpo celular. Na periferia celular há regiões de

grande concentração de actina, provavelmente devido a formação dos filopódios (protusões

alongadas) e outras estruturas que auxiliam nos processos de motilidade celular. Contudo, 10

minutos após a aplicação da citocalasina, a fragmentação do citoesqueleto torna-se bastante

visı́vel. Em t = 20 min, as longas fibras de citoesqueleto já não existem mais, apresentando

apenas pequenos clusters de actina. Para t = 30 min, o citoesqueleto está quase integralmente

despolimerizado. Neste caso, apesar do citoesqueleto estar praticamente invisı́vel, as células

continuam vivas como mostra a Figura 29.

Figura 38 – Imagens confocais do citoesqueleto de actina para diferentes tempos de ação da
citocalasina em células aderidas em vidro. A linha superior (inferior) mostra as imagens antes
(depois) do threshold Otsu aplicado.

As Figuras 40 e 41 mostram a distribuição de Df em função do tempo de aplicação

da citocalasina de células individuais aderidas em vidro e colágeno, respectivamente. Comparando-

se as células em vidro e em colágeno, observa-se um valor médio de Df da ordem de 1.6, sendo

ligeiramente maior para células aderidas em colágeno, provavelmente porque o colágeno ajuda

as células aderirem melhor à superfı́cie. Observa-se uma tendência clara na redução de Df em

função do tempo de atuação da droga tanto no vidro quanto em colágeno. Contudo, a ampli-

tude da redução é bem maior para células em colágeno, que exibe Df ≈ 1.1 em comparação

com Df ≈ 1.5 no vidro após 30 minutos de ação da citocalasina. Esta diminuição é explicada

pelo fato da citocalasina quebra as ligações actina-actina, tornando as longas fibras cada vez

menores, e consequentemente reduzindo a fluorecência captadas nas imagens.
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Figura 39 – Imagens confocais do citoesqueleto de actina para diferentes tempos de ação da
citocalasina em células aderidas em colágeno. A linha superior (inferior) mostra as imagens
antes (depois) do threshold Otsu aplicado.

4.2 Discussões

Sucintamente, os resultados da análise morfológica do citoesqueleto de actina da

linhagem de fibroblastos L929 tratadas ou não com citocalasina mostram que:

• O citoesqueleto sem citocalasina são estruturas fractais com valores de Df compatı́veis

com outros trabalhos da literatura [50, 27, 51, 52]. Porém, o tipo de metodologia usada na

determinação de Df e o tipo de célula estudado, dificultam uma comparação direta entre

os trabalhos. Por exemplo, a dimensão fractal de células-tronco mesenquimais obtida por

Revittser et al. é de Df = 1.41 [27], inferior ao valor obtido nos fibroblastos L929.

• Em vez de citocalasina, Revittser et al. aplicou Lantruculina B em diferentes concentrações.

Esta droga que bloqueia polimerização da actina, produzindo um efeito similar ao da ci-

tocalasina. Assim como nesta dissertação, eles também observam uma redução de Df de

aproximadamente 1.41 para cerca de 1.3. Mas isto só ocorre para altas concentrações da

droga. Baixas concentrações de Lantruculina B praticamente não afetam Df .

• Kim et al. determinou Df de células epiteliais e mama (MCF10A) de uma forma di-

ferente [52]. Eles usaram imagens em alta resolução do contorno das células obtido por

Microscopia de Força Atômica no modo topografia. O valor encontrado foi de Df = 1.35.

• Diferentemente do expoente de relaxação, cujas alterações estabilizam em menos de 5

minutos após a aplicação da citocalasina, esta droga continua a despolimerizar o citoes-

queleto até 30 minutos após a aplicação da droga.

• Observou-se que substrato onde as células foram cultivadas possui um importante efeito

na estrutura do citoesqueleto, inclusive na sua dinâmica de despolimerização. A ampli-

tude de redução em Df no colágeno foi muito superior ao vidro.
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Figura 40 – Distribuição da dimensão fractal Df do citoesqueleto de actina para diferentes
tempos de ação da citocalasina em células aderidas em vidro. O número de células utilizado
em cada distribuição é de 30 (T0), 4 (T10), 19 (T20) e 27 (T30).

• Após um longo tempo de aplicação da droga, o grau de despolimerização do citoesqueleto

torna-sem muito alto, reduzindo a fluorescência e dificultando a captação da imagem. O

desaparecimento de estruturas nas imagens pode afetar os valores de Df .

• Baseado nos resultados desta dissertação e de outros trabalhos na literatura, é possı́vel

concluir que a dimensão fractal é uma quantidade bastante sensı́vel a alterações no cito-

esqueleto, e representa um importante método para quantificar a morfologia celular.
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Figura 41 – Distribuição da dimensão fractal Df do citoesqueleto de actina para diferentes
tempos de ação da citocalasina em células aderidas em colágeno. O número de células
utilizado em cada distribuição é de 25 (T0), 23 (T10), 23 (T20) e 24 (T30).
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Os resultados de microreologia mostraram que a fragmentação do citoesqueleto, por

meio da aplicação de citocalasina, aumenta a fluidez celular. Adotando-se a dimensão fractal

do citoesqueleto de actina como parâmetro para quantificar a morfologia do citoesqueleto, os

resultados de microscopia confocal mostraram que a citocalasina promove uma redução de

Df . Além disso, observou-se que o substrato onde as células são cultivas promovem pequenas

variações de arranjo do citoesqueleto, e que a dimensão fractal tem sensibilidade para capturar

estas pequenas modificações. O fator tempo de aplicação da droga afeta de forma diferente os

fatores fluidez celular (através do expoente de relaxação lenta β) e Df . A citocalasina age na

fluidização da célula nos primeiros 5 minutos após a aplicação da droga, e após isso, o grau

de fluidez estabiliza. No caso de Df , a droga continua a despolimerizar as fibras de actina

ao menos até 30 minutos após a aplicação. Isto permite concluir que há um grau mı́nimo de

fragmentação do citoesqueleto que produz um grau máximo de fluidização das células.

Trinta minutos após a aplicação da citocalasina, a desfragmentação das fibras de

actina é tanta, que torna-se muito difı́cil localizar as células nas imagens confocais sem que

o núcleo seja também marcado. Mas mesmo neste caso extremo em que todos os filamentos

de actina estejam despolimerizados e que. actina esteja na sua forma globular, e cujo tamanho

é muito menor que a resolução do microscópio confocal (≈ 100 nm), o expoente de fluidez

cresceu de cerca de 0.2 para aproximadamente 0.4, indicando que não houve fluidização total do

corpo celular (quando β = 1). Fluidização total indica que todo o conteúdo celular encontra-se

em estado perfeitamente lı́quido. Contudo, a citocalasina atua exclusivamente na actina, e não

age sobre as outras fibras do citoesqueleto como os filamentos intermediários e microtúbulos.

Além disso, há as organelas e núcleo celular cujas propriedades viscoelásticas são bastante

distintas das propriedades das células como um todo [53].

Revittser et al. argumenta que a orientação das células, aleatoriamente posicionadas

no fundo da placa de Petri, pode afetar o cálculo da dimensão fractal, mas que este efeito pode

ser mitigado rotacionando-se cada imagem individual em várias vezes, e calculando o Df de

cada orientação de imagem. valor médio de todas estas rotações é o valor de Df mais realista,

e permite uma comparação mais precisa da alterações morfológicas causadas por intervenções

farmacológicas [27]. Nesta dissertação, não foi utilizada este artifı́cio de rotação das imagens

na determinação de Df . Esta correção é vislumbrada como perspectiva de continuidade deste

trabalho.

Neste trabalho investigamos a correlação da viscoelasticidade de fibroblastos e a

estrutura do citoesqueleto celular, quantificada através da dimensão fractal das imagens confo-
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cais. Já a viscoelasticidade celular foi determinada através de experimentos de microreologia

via curvas de força de AFM. Os resultados obtidos apontam para uma relação inversa entre a

dimensão fractal e o grau de fluidez das células. Um resultado surpreendente foi a capacidade

dos experimentos de nanoindentação de determinar o tempo de atuação de drogas similar aos

ensaios de farmacinética [54].

A dimensão fractal revelou-se uma importante quantidade para descrever alterações

diferenciais no citoesqueleto que podem causar variações das propriedades mecânicas das células.

Os resultados aqui obtidos são promissores, e deixam abertas questões como:

• Outras drogas que alteram as fibras de actina produzem as mesmas variações de dimensão

fractal e fluidez celular?

• Qual o efeito da fragmentação filamentos intermediários e microtúbulos na fluidez celu-

lar?

• Substratos de diferentes rigidez mecânica promovem alterações morfológicas no citoes-

queleto e na fluidez celular?

• Farmacocinética por nanoindentação é uma técnica viável para estudar o maquinário ce-

lular?

Todas as questões acima são importantes para desvendar os mecanismos de home-

ostase e de mecanostransdução e serão investigados em trabalhos futuros.
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