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Tipos Celulares e Formas

Fibroblastos

Neuronios

Fischer et al. (1998)
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Tipos Celulares e Formas

Neuronios

\ Fischer et al. (1998) A /
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Citoesqueleto — permite rigidez, mas também
flexibilidade as células

Possui amplamente trés funcoes:

- Organiza espacialmente o conteudo celular

- Conecta a célula fisica e bioquimicamente ao
ambiente externo

- Gera forcas coordenadas que permitem a célula
se mover e mudar de forma
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Composicao do
Citoesqueleto

e — microtubulos
f — neurofilamentos

rerTTE— (filamentos
Rz oo Intermediarios)
: : g —actina

\ Fletcher and Mullins (2010) 6 /
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- Diversidade de proteinas regulatorias (fatores

- Forcas mecanicas de dentro ou de fora da célula

Citoesqueleto

2
EPUSP I9b

Como toda a arquitetura do citoesqueleto ocorre?

promotores de nucleacao, polimerases, fatores
despolimerizantes etc.)

podem afetar a atividade destes fatores regulatorios e
alterar a organizacao local da rede citoesquelética.
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Citoesqueleto

A polimerizacao e despolimerizacao dos
filamentos de actina e microtubulos gera forcas
direcionadas que levam a mudanca na forma
celular.

I2b

- Motores celulares (dineina, cinesina e miosina),
guiam a organizacao de componentes celulares.
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Composicao do
Citoesqueleto

DONALD E. INGBER

* Microtubulos — mais rigidos
* Orientam o trafego durante
a divisao celular
* Fuso mitotico
* Proteinas motoras — dineina
e cinesina

Ingber (1998)
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Composicao do Citoesqueleto

* Actina
* Formacao de filopadios
* Contracao muscular
* Fagocitose
 Endocitose
* Proteinas motoras - miosinas

:
g
E
3

MICROFILAMENTS
LT . 0

Ingber (1998) 10 /
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Composicao do Citoesqueleto
* Actina

b
go ¢« load .
& © (membrane) - Nucle.atlc.)n and
X > crosslinking
Sél A & -
igna / A & {
gr/ 4 ACY o —— Elongation and
Adaptor P L(':;';‘;r - capping
0 5]
Constrctor g’
onstructor °
. <4 J |Uncrosslinking
Conaiddion: s ® Deconstructor and disassembl
material @ o % g y
9 (o)
Recycler

L ]
Recycling of components

\ Fletcher and Mullins (2010) 11 /
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Composicao do Citoesqueleto
* Actina

\ Fletcher and Mullins (2010)

12 /
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Composicao do Citoesqueleto

* Filamentos Intermediarios — mais flexivel
e Resiste a tensao
* Pode se ligar tanto a actina como aos
microtubulos
e Utilizado em células para resistirem a tensao
cisalhante
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Citoesqueleto

Citoesqueleto

A tensao provocada em uma célula pode provocar
alteracao em processos celulares, alterando desde a

polimerizacao de um filamento até uma inteira
reorganizacao

25V
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Citoesqueleto - Fungao

Tissue Cells Feel and Respond to the
Stiffness of Their Substrate

Dennis E. Discher,”® Paul Janmey," Yu-li Wang®

A Tissue cell

Matrix

Key roles in molecular pathways are played by adhesion complexes and the actin-
myosin cytoskeleton, whose contractile forces are transmitted through transcellular
structures. The feedback of local matrix stiffness on cell state likely has important
implications for development, differentiation, disease, and regeneration.
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Matrix Elasticity Directs Stem
Cell Lineage Specification

Adam J. Engler,’ Shamik Sen,’” H. Lee Sweeney,” and Dennis E. Discher'#%%*

Matrix Control of Stem Cell Fate

Sharona Even-Ram,! Vira Artym,"? and Kenneth M. Yamada'*

Factors regulating stem cell fate
Soluble s
factors | Mesenchymal Substrate elasticity
stem cell
1 kPa (soft) 10 kPa 100 kPa (rigid)
-
neuronal muscle bone

\ Figure 1. Controlling Stem Cell Fate
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Citoesqueleto — Funcao

Tensional homeostasis and the malignant phenotype

Matthew J. Paszek,'%¢ Nastaran Zahir,'%¢ Kandice R. Johnson,!-? Johnathon N. Lakins,?
Gabriela |. Rozenberg,? Amit Gefen,* Cynthia A. Reinhart-King,' Susan S. Margulies,! Micah Dembo
David Boettiger,® Daniel A. Hammer,! and Valerie M. Weaver®*

When the ‘normal” mechanical properties of tissue are
disrupted, the effects can be considerable. In epithelial
cell layers, altered stiffness of the supporting tissue
disrupts morphogenesis and drives the epithelial cells
towards a malignant phenotype.

Ne

25V
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Citoesqueleto — Funcao

25V

e Alguns autores consideram que ha uma “memaria”
mecanica das células, que seria passado apos as
divisdes celulares e nao relacionada ao material
geneético
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e Modelo Celular

Arquitetura em “tensegrity”

Sistema que se ajusta mecanicamente devido a
sua composicao

Forcas compressivas e tensionais sao ajustadas
dentro da propria estrutura

25V
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* Modelo Celular

* “Tensegrity”

* Protensao — a estrutura esta constantemente com
seus componentes comprimidos ou tensionados

 ApOs a aplicacao de forca externa, a estrutura

mantém a estabilidade
Nk -

TENSEGRITY MODEL of a ll
was built with dowels and elastic cords.
Like a living cell, it flattens itself and its n
cleus when it attaches to a rigid surface (lej ft
retracts into a more spherical shape on a fle: x1bl sub-

Ne Ingber (1998) [N y
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Citoesqueleto

PETIT FORMAT/SCIENCE SOURCE

* Modelo Celular

“Tensegrity”

CELL
BODY

NEURITE

Ingber (1998)

LAURIE GRACE
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* Mecanotransducao

* Sinais externos influenciam na expressao génica celular

%)
Y

e
Box 1| Cellular mechanotransduction

08 calcium and other ions

Fluid shear stress oo Cell-signalling molecules
| and transcription factors
—_— 0 ,
— © Extracellular ligands

Stretch-activated

b Glycocalix a |ion channels

I"---..,_‘_‘_‘_‘_‘_
o 004
Cell—cell Crosslinking
adhesion = Cytoskeletal proteins
complex filarments

Focal adhesion
complex ECM

-
w

Tissue strain

k Jaalouk and Lammerding (2009)
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Cell-surface
receptor
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* Mecanotransduc¢ao

 Envio de sinais ao cérebro

\ Jaalouk and Lammerding (2009)

Channels _— Channels

16)

e e e s s o e n a ,

|

' Membrane - |
i Actin—
I

Linker \'
Channel —%

23 /
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Citoesqueleto

~N
e M d
ecanotransducdo
0
3/.0
O
Laminin é Collagen/ Extracellular
Dystrogly clan é_ fibronectin Integrins =
complex e RN,
/ ..‘ T ” P
) f P o
(=~ Dystrophin g maln S0 | Plasma
Q. "2 membrane
: Vinculin Ay
IfrilI;ermetdlate Actm filaments
= |filaments
.":i;\‘__g_{ = | Cytoskeletal
Plectin- T network
4~ Nesprin 1, K
Nesprin 3 f Nesprin 2 p:fe"’a’
L Nuclear
4 envelope
L Nucleus

Jaalouk and Lammerding (2009)
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 Formas de Avaliacao

e Técnicas de Aplicacao de Forca — mede-se a resposta
da célula apos deformacao ou aplicacao de forga

* Técnicas de Deteccao de Forca — deteccao de forca
das células durante seu desenvolvimento
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Mecanica Celular 1a5\P

* Técnicas de Aplicacao de For¢a

Micropipette
Aspiration Microneadle

Electrical Field
Manipulation

Stimulation

D .

= Optical Tweezers
Electrical ) “
@ Techniques, Cantilever E :
tical Stretcher
Optical Op
Techniques
Force
Application

Techniques g

.
Techn Ique )ﬁ
E

( - =
l-: £ —1 }lr Substrate
Strain

L.
Parallal Plate  Compression
Flonw

\ Rodriguez, McGarry and Sniadecky (2013) N /

Cone and Pt [@%:]
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

Técnica utilizada para quantificar as alteracdes nas
propriedades elasticas e viscosas do esqueleto celular

* Sistema de aquisicao e processamento de imagens
 Microscopio invertido
e Gerador de campo magnético oscilatorio

27 /
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OMTC - Citometria Magnético Otica de Oscila¢do

Metodologia

* Preparacao das células em microplacas

* Microesferas (4,5 um diametro) ferromagnéticas

 Recobertas com peptideo (RGD) — facilita a fixacao

das microesferas a membrana celular
* Integracao ao citoesqueleto
28 /
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\ Lenormand et al. (2008)
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twisting
field

it

|

Fabry et al. (2001a)

> -
displacement

30 /
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

Aderidas as esferas a membrana...

12 Passo
- Um sistema de magnetizacao controlado por
computador magnetiza horizontalmente as

microesferas b

Bobina de rotacao

y Bobina de
<4 | magnetizacao

¢
‘:)r/

\ Fabry et al. (2001b)
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OMTC - Citometria Magnético Otica de Oscilacdo
Aderidas as esferas a membrana...
22 Passo
- Aplicacao de um campo magnético vertical
homogéneo de forma senoidal
b Bobina de rotacao
. y Bobina de
y /f' | magnetizacao
/s
;‘/ base
k Fabry et al. (2001b) 32 /
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

I Fonte de corrente

Bobina de oscilacdo ~

Poco com enftura de Magnetizador v
células N—_— | "---];ﬁrql.le
o] f—

25V

Campo
oscilatorio

—

Bobinas de magnetizacio

Fabry et al. (2001b)

deslocamento
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Bobina de rotacao

.
o’ o
..t .
AN £ e Sl
o . ‘ ‘ .. » ’ .
LA .' L) .'.
e
. - »
T .5
A - . ':
ol Dy I R 3
D OIIE-0 2 ik Sl HEES
O,v " ’ .
v.- - X .'-O hd -
da Lol - B

Fabry et al. (2001b)
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OMTC - Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

- Campo magnético =2 Torque = Movimento da microesfera

11 Campo
oscilatorio

deslocamento

= =

Fabry et al. (2001b) 37 /
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

LEB

m

Calculo do Modulo Complexo de Cisalhamento

Transformada de Fourier do Torque e do Deslocamento

T (W)
d (o)

G (@)=

G (w)=G () + jG ()
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

Deslocamento (nm)

Tempo (s)

Analise dos Resultados — Movimento e Torque na Esfera

Torgque (Pa)

25V
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

LEB

m

Analise dos Resultados — Mddulos de Armazenamento e
Perda

Pa/nm

04 &

N\

=)
S
@
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G‘”{pré) G’ (pbs)
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

Aplicacao de Constritor Muscular

2.5 7

2 - r\\\v
1.5 1
GG,

‘ 'V

0.5 '\—_———'J\\\‘w G"IG'[}

0

0 60 120 180

time [s]

\Mh Fabry et al. (2001b)
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Aplicacao de Relaxante Muscular
1.2 1
1 =]
0.8 -
0.6 -
0.4 -
W\»V\'\,\’\\ G‘!G'D
0.2 1 ~ G,
{} T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360
time [s]
\ Fabry et al. (2001b) 42 /
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Célula é Solida ou Fluida?

Amortecimento estrutural

@\
D
7 = tan(x — 1)7/2

G=Go(

Go € @y Fatores de escala

Go € M Dependem da geometria célula-esfera
yos Termo relacionado a viscosidade Newtoniana

Ne

y— 1
) (1 + jml'(2 — x)cos%(x — 1)+ jou

25V
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(a) 10%,
Outra forma de se estudar: M
E . /
Amortecimento estrutural N 10‘7 @ e
101 E10 e
© P

f [Hz]

Comportamento com lei de o) —
poténcia de (x-1)

x=1 comportamento de solido
x=2 comportamento de fluido

102 10 100 10" 102 103
\ Fabry et al. (2001a) a4 /
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OMTC — Citometria Magnético Otica de Oscilacdo

Células — Comportamento de material vitreo mole
Dependéncia por Lei de poténcia fraca

Tangente de perda independente de frequéncia
0.8

1 i
0.6‘ e
10 %%
(D — 04“ .-*
10 0.2- :
103 , o 0 e
f 14 42 13 34

1 141 12 13 14
\ X Fabry et al. (2001a) ” /
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