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Resumo

Encarando os processos internos de uma célula em migragao com um ponto
de vista estatistico , propoe-se um modelo matematico, no ambiente compu-
tacional CompuCell3D, para a migracao e polarizacao de uma célula isolada
sobre um substrato bidimensional plano e homogéneo. Neste modelo, leva-se
em conta a inércia oferecida pelo niicleo e os mecanismos de transferéncia de
momentum, entre as diversas estruturas, por meio de objetos matematicos que

possuem uma correspondéncia bioldgica direta com estas.

Palavras-chave: migracao celular, mobilidade celular, polarizacao,

CompuCell3D, modelo computacional.



Abstract

Looking at the internal process of a migrating cell from a statistical point
of view, we propose a mathematical model, in the computacional enviroment
CompuCell3D, for the migration and for the polarization of an isolated cell
over a bidimensional, homogeneous and flat substrate. In this model, we take
into account the inertia offered by the nucleus and the mecanisms of momen-
tum transference, between the different structures, by means of mathematical

objects that have a direct biological correspondence with them.

Keywords: cell migration, cell motility, polarisation, CompuCell3D,

computational model.



Objetivo

Construir um modelo computacional que reproduza quantitativamente o com-
portamento de uma célula migratoria sobre um substrato bidimensional plano
e homogéneo, incluindo o processo de polarizagdo. O modelo deve possibili-
tar a determinacao das estruturas necessarias e suficientes para a mobilidade

celular.
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Introducao

A mobilidade celular é um fenémeno inerente a vida. Nos animais ocorre prin-
cipalmente pela reorganizacao do citoesqueleto e possui papel de destaque em
diversos sistemas e processos. Dentre estes se pode citar a migracao de células
do sistema imunologico para regioes de infeccao, a cicatrizacao de ferimentos, a
embriogénese e a metastase do cancer |1][2]|3]. Assim, a migracao celular é uma
importante area a ser estudada, ji que é essencial para melhor compreensao

destes fenomenos.

Uma célula estacionaria recém depositada sobre um substrato plano, em
uma cultura ¢n vitru, é simétrica. Para que um movimento direcional ocorra é
necessario que exista uma quebra de simetria. Essa quebra de simetria se da
pela organizacao da estrutura celular interna, que depende de complexas inte-
racoes quimicas e fisicas auto-organizadas e altamente nao lineares. A presenca
de tantos processos e estruturas em constante reorganizagao, transmitindo for-
cas e torques e oferecendo resisténcia, impossibilita a analise de uma célula

migratoria como um corpo rigido, ou mesmo um fluido.

Historicamente, ja em 1917, D’Arcy Thompson, em seu trabalho "On
Growth and Form"[4], propos que se poderia tratar a natureza de uma forma
matemética. Infelizmente, naquela época, pelo fato de nao existirem com-
putadores, pouco se conseguiu explicar por meio desta poderosa ferramenta.
Hoje modelos computacionais tornam vidveis o tratamento de processos tao

complexos, como por exemplo, os da migracao celular.

Embora ja se conhecam muitos dos processos bioquimicos envolvidos na
polarizacao de uma célula|5], até onde sabemos, poucos modelos, matematicos
ou computacionais, dedicaram atencao a polarizagao por meio de mecanismos
internos no contexto da migracao celular. Os tnicos que tomamos conheci-
mento foram os trabalhos de Sambeth,R. e Baumgaertner,A. |6] ¢ Marée, A.F
et al. [7]. A maior parte dos modelos sobre migracao celular propostos até o

momento partem de uma configuragio inicial polarizada [8][9].

Esta monografia é parte de um projeto de pesquisa, que ainda estd em

andamento, envolvendo varios membros deste instituto, em especial, a orien-



tadora deste trabalho, Profa. Rita M.C. da Cunha e os alunos de doutorado

Gabriel Perrone e Ismael Fortuna.

Nesta propoe-se um modelo para a migracao celular desenvolvido em um
ambiente computacional com interface grafica, o CompuCell3D [10]. Este mo-
delo captura os principais fatos a respeito da mobilidade celular bem estabe-
lecidos na literatura descrevendo os fendmenos internos de uma célula, que
ocorrem em uma escala de nanometros, por meio de conceitos estatisticos.
Nosso objetivo é construir uma ferramenta util para previsao quantitativa do
movimento celular, estabelecendo uma correspondéncia entre os elementos ma-

tematicos e os reais elementos biologicos.

O contetido exposto neste trabalho organiza-se da seguinte maneira. O
primeiro capitulo procura organizar as principais informacoes a respeito da
mobilidade celular presentes na literatura que foram relevantes para o desen-
volvimento do modelo proposto. O segundo dedica-se a apresentar o programa
CompuCell3D e suas ferramentas. O terceiro expoe as principais hipoteses de
nosso modelo, a forma como o implementamos, a ligacao biologica de cada
elemento e nossos resultados. E o tultimo capitulo discute brevemente os resul-

tados obtidos.



1 Rewvisao Bibliogrdfica

A morfologia celular durante a migracao depende tanto de fatores externos
quanto internos. Dentre os fatores externos pode-se citar: a dimensionalidade,
a topografia, a aderéncia e a rigidez do substrato, gradientes quimicos, entre

outros.

Neste trabalho focamos o movimento bidimensional de uma célula isolada
sobre um substrato homogéneo e, portanto, direcionamos a nossa aten¢ao aos
fatores internos, como por exemplo, os mecanismos de organizagao do citoes-

queleto.

Neste capitulo serdao expostas informagoes quimicas e biologicas a respeito
dos complexos processos que levam a migracao celular, que darao sustentacao

ao modelo desenvolvido.

1.1 Mecanismos de Mobilidade em 2D

Uma célula em movimento necessariamente deve estar polarizada, caso con-
trario um movimento direcional nao seria estabelecido. Em geral, células em
migragao apresentam regioes bem determinadas, diferenciadas principalmente
pela forma de seus filamentos de actina. Estas estruturas estao indicadas na

Figura 1.1.

Alguns conceitos sao necessarios para a compreensao do nosso modelo, os

quais apresentamos no que segue.

1.1.1 Conceitos e informacoes

e Protrusao: extensao de uma parte da célula por uma superficie.

e Lamelipddio: protrusao ampla e plana formada na parte frontal da

célula'. Caracteriza-se por conter filamentos de actina ramificada [5]. O la-

!Entende-se por parte frontal a parte da célula que gera uma protrusio, avancando no

Actina: Proteina abun-
dante em todos os eucari-
otos que pode organizar-
se na forma de polimero,
dando origem aos filamen-
tos de actina do citoes-
queleto[11]. Os filamentos
de actina tém aproxima-

damente 8 nm de didme-

tro.

Citoesqueleto: um sis-
tema de proteinas filamen-
tosas que cruzam o cito-
plasma e formam um sis-
tema de vigas, fios e mo-
tores que dao & célula
forca mecéanica e controle

da forma [1].
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Figura 1.1: Esquema mostrando uma célula genérica polarizada em que as principais
estruturas observadas, em diferentes tipos de célula durante a migragdo, estdo indicadas.
Figura adaptada de Parsons,J.T. et al. [5].

melipédio tem geralmente alguns micrometros de comprimento e largura, mas

apenas 0,1-0,2 micrometros de altura [8]. Veja a Figura 1.2.

e Filopédio: protrusao comprida e fina. Sao induzidos pela ativacao da

Cdc42 e sdo compostos por filamento de actina [5].

e Fibras de stress: actina estruturada em feixes contracteis. A contra-
tilidade deve-se a ligacdo da actina com a miosina, uma proteina motora [5|.
As fibras de stress, também conhecidas como actomiosina, sao classificadas em
duas categorias: dorsais e ventrais. As primeiras estao ancoradas ao substrato

por apenas uma de suas extremidades e as segundas em ambas [15].

e Lamélio: Regiao traseira da célula?, caracterizada por conter fibras de

stress|5.

e Adesbes nascentes: sao adesdes pequenas e de curta duragao (= 60

seg.) que se formam no lamelipodio proximas a borda da membrana [5].

e Complexo focal: pontos de adesao localizados na interface lamelip6dio-

substrato sem ser arrastada. Veja a Figura 1.3. Em alguns experimentos com células migra-
torias, observa-se a presenca de diversas estruturas protrusivas como estas que competem
entre si para determinar uma diregdo preferencial na migragao.

2Entende-se por regido traseira a regido da célula que sofre uma retracio, isto é, é arras-
tada em direcao & protrusao. Veja a Figura 1.3.

Miosina: Proteina mo-
tora que utiliza energia,
a partir da hidroélise de
ATP, para produzir traba-
lho ou movimentar-se [14].
Cdc42: proteina perten-
cente & familia das Rho

GTPases.
Rho GTPases:

de proteinas responsavel

familia

por transmitir sinais para
o citoesqueleto. Perten-
cem a esta familia as se-
guintes proteinas: Rac,

Rho e CDdc42.
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Figura 1.2: Esquema indicando o formato do perfil de uma célula em migragao. Observa-se
que o lamelipodio é extenso e extremamente fino. (A) Protrusdo inicial do lamelipodio. (B)
Protrusao estabilizada por uma adesdo. (C) Esquema indicando a organizagdo de proteinas
em uma adesdo. Todas (integrina, vinculina, talina e Arp2/3) sdo proteinas. As integrinas
sao as proteinas de ligacao transmembranicas que se grudam ao substrato ou & matriz
extracelular, a vinculina e a talina sdo proteinas de ancoramento intracelular e Arp2/3 sao
proteinas que permitem a ramificacdo dos filamentos de actina [1]. Figura adaptada do

trabalho de Craig,S.W. e Chen,H [12]

Figura 1.3: Sequéncia de imagens de fluorescéncia de um video [13] de um fibroblasto de
peixe expressando actina mCherry (vermelho) e miosina lightchain (verde). Observa-se que
a miosina estd ausente nas partes em vermelho, que indicam o lamelipédio e os filopddios,
e que a parte traseira contém muito pouca actina, sendo arrastada no final do video pela
contracao gerada pela miosina. A barra indica 10 um e, acima desta, esté indicado o tempo
de filmagem.
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lamélio. Sao maiores e mais estaveis que as adesoes nascentes (= lum), per-

manecendo por varios minutos [5].

e Adesoes focais: Sao pontos de adesao mais estaveis que os complexos
focais. FEstao presentes no lamélio, nas extremidades das fibras de stress e

apresentam uma largura de aproximadamente 2um e 3um de comprimento. [5]

e Pontos de adesao: ¢ a denominacgao genérica para adesoes nascentes,
adesoes focais e complexos focais. Estas nao sao classes distintas, mas sim uma

mesma estrutura com diferentes quantidades de componentes proteicos [5].

e Regiao de transigao: interface lamélio-lamelip6dio. Nesta regiao a

actina ramificada do lamelipodio é despolimeralizada e reorganiza-se em feixes.

e Maturacao das adesoes: & medida que o sistema evolui adesoes nas-
centes e complexos focais podem desaparecer ou transformarem-se em com-
plexos focais e posteriormente em adesoes focais. Este processo, em que as

adesoes tornam-se maiores e mais estaveis, ¢ denominado maturacao.

E importante destacar que estas estruturas nao estao, necessariamente,
presentes em todas as células em movimento sobre substratos 2D. Cada tipo
de célula tem suas caracteristicas particulares. Veja, por exemplo, a Figura

1.4:

Cument Biology

Figura 1.4: Formatos de diferentes células em migracdo. (A) Imagem de contraste de
fase de um queratocito estacionario em cultura. O ntcleo da célula estd no centro, rodeado
por um fino lamelipédio. (B) Imagens de contraste de fase (superior) e de fluorescéncia
(inferior) de um queratocito movel. Feixes de actina aparecem na parte traseira e um amplo
lamelipodio é observado na parte da frente. (C) Imagem de fluorescéncia de um fibroblasto
de embridao de rato. Pode-se ver o nucleo, os feixes paralelos de actina no lamélio e a rede
do lamelipédio. (Biblioteca de Imagens: http://biologyimagelibrary.com.br / imageld =
48799). (D) Cone de crescimento neural de rato (Imagem doada pela P.T. Yam, da Uni-
versidade McGill).(E) Um neutréfilo humano, rodeado por globulos vermelhos, perseguindo
uma bactéria (imagem tirada de um filme de D. Rogers, Vanderbilt University). A imagem
como um todo foi retirada do trabalho de Mogilner,A. e Keren,K. [8]. A barra indica 10 pm.
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1.1.2 Caracterizacao do Movimento

Para que uma quebra de simetria ocorra, uma série de processos quimicos
e fisicos acontecem dentro da célula. Estes modificam o seu citoesqueleto para
permitir protrusoes na parte da frente e retracoes na parte de tras de uma

forma coordenada.

Apos a célula estar aderida ao substrato, o ciclo de movimento caracteriza-
se pelas principais etapas: polarizacao, protrusao (por meio da polimerizacao
de actina), surgimento de adesdes (que estabilizam a protrusao) e desmontagem
e deslizamento das adesoes localizadas na parte traseira da célula devido a

contracao das fibras de stress.

Em uma célula moével, pontos de adesao sao criados continuamente no
lamelipddio e nos filopodios [16][5]. Este fato também foi observado na periferia

de células estacionarias®|18].

Acredita-se que a tensdo provocada pela miosina é a principal responsa-
vel pela maturacao das adesoes [5][14][19]|20]. Esta perturba diretamente a
conformacao das proteinas nos complexos de adesao, permitindo o envio de es-
timulos que atrairao as moléculas necessarias para a formacao de adesoes mais
estaveis. Corroborando a esta ideia, mostrou-se que a inibicdo tanto de Rho?,
quanto de miosina, leva & desmontagem das adesoes, além da despolimerizacao
das fibras de stress [19][21]|22]. Além disso, segundo Small, J.V. et al. [16],
se uma forca é aplicada sem exceder um determinado nivel, os contatos das

adesoes nao se desmontam, mas, ao contrério, crescem rapidamente.

E consenso na comunidade cientifica que o grupo de GTPases monoméri-
cas, pertencentes a familia da proteina Rho, (Rho GTPases): Cdc42, Rac e
Rho sao os principais responsaveis pela polarizacao da célula. Um experimento
muito interessante exposto no livro Biologia Molecular da Célula [1] mostra o
efeito, no citoesqueleto, de cada uma destas proteinas separadamente. Como
indica a Figura 1.5, células em repouso (A) apresentam fibras de actina, pre-
dominantemente em seu cdrter, e nenhuma fibra de stress; células com Rho
ativada (B) apresentam diversas fibras de stress; células com Rac ativada (C)
apresentam um extenso lamelip6dio que circunda a célula e células com Cdc42

ativada (D) apresentam diversas protrusoes de filopodios [1].

3Em uma célula que estd se espalhando nio costuma-se classificar a estrutura que com-
poe a sua borda como Lamelipédio, porém sabe-se que nesta estrutura hd uma grande
concentracdo de Rac e CDC42 [17], assim como ocorre no Lamelipodio.

1 A Miosina é estimulada pela Rho [16].

Cortex celular: é uma
camada especializada do
citoplasma na face interna
da membrana plasmatica,
que funciona como um su-
porte mecinico da mem-
brana plasmatica. Em
animais, é o responsavel
pelas flutuacées de mem-
brana. [1]
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Figura 1.5: Imagems de fluorescéncia, marcando actina, de fibroblastos com diferentes
Rho GTPases ativadas. (A) Célula estacionaria. (B) Célula com Rho ativada. (C) Cé-
lula com Rac ativada. (D) Célula com Cdc42 ativada. Imagem retirada do livro Biologia
Molecular da Célula de Alberts, B. [1].

No lamelipddio, o citoesqueleto forma uma matriz ramificada: complexos
de Arp2/3 ligam filamentos de actina nascentes as laterais de filamentos ja
existentes, além de serem um dos responséveis pela polimerizagao destes|[8] [5].
Nesta regiao observam-se grandes concentracoes de Rac e Cdc42. Rho também
esta presente, mas é mais abundante no lamélio [5|. Quando Rho esta presente
no lamélipodio ela promove a polimerizacao de filamentos de actina nascentes®
por meio de uma proteina da familia das forminas: mDial [23] [24]. Rac e
Cdc42 estimulam a polimerizacao da actina ramificada; e, mesmo quando Rho
é inibida, podem induzir protrusdes. O que mostra que a cooperacao entre

estas GTPases nao ¢ essencial [5].

No lamélio a actina encontra-se estruturada em feixes contracteis paralelos
uns aos outros, as chamadas fibras de stress|25]. Nesta regiao a concentracao

de Rho ¢é expressiva e é responsavel por ativar a miosina |26].

Como dito anteriormente, a miosina® é responsavel pelas contracoes das
fibras de stress. Como indica a Figura 1.6, a medida que a célula se movi-

menta, as cadeias da miosina movem-se em sentidos opostos, gerando uma

5 Necessérios para a polimerizacdo de actina ramificada.
5E importante destacar que a miosina nao esta presente no lamelipodio.
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for¢a restauradora |5].

Miosina. Filamentos de actina

Figura 1.6: Esquema de como as proteinas motoras ligam-se aos filamentos de actina
gerando as fibras de stress presentes no lamélio. Estas proteinas, quando tencionadas,
funcionam como molas, tornando as fibras de stress elasticas. Imagem adaptada do trabalho
de Parsons,J.T. et al. [5].

Evidentemente as Rho GTPases nao atuam sozinhas, além de seus sinaliza-
dores os processos sao mediados por proteinas alvo que desencadeiam diversas
cascatas quimicas. Uma abordagem mais detalhada destas interacoes vai além

do objetivo deste trabalho e nao serao abordadas aqui.

A rede de filamentos de actina no lamelipédio, como um todo, sofre tre-
admilling, isto é, os filamentos de actina polimerizam novas subunidades’ na
sua extremidadefarpada e despolimerizam no outro extremo [11]. As ex-
tremidades farpadas localizam-se logo abaixo da membrana celular com uma
orienta¢ao perpendicular a superficie desta [8][5]. Dessa forma, os monémeros
empurram a membrana, & medida que se polimerizam. Porém como esta ofe-
rece resisténcia, observa-se um aumento dos filamentos de actina no sentido

membrana-niicleo [27]. Veja a Figura 1.7.

O sentido do crescimento da actina no lamelipédio deve-se ao equilibrio
de trés forcas: duas puxando o filamento pra tras e outra o empurrando para
frente. As forcas para tras devem-se a forca de resisténcia da membrana celular
e a forca de contracao devido aos filamentos contracteis de actina no lamélio. A
forca para frente deve-se as adesoes. Quando um filamento de actina encontra
uma adesao, esta adesao se opoe a estas duas forcas para tras permitindo que
uma protrusao ocorra. Assim, o nivel de protrusoes é determinado pela taxa

de polimerizacao dos monomeros de actina [28][29]. Veja a Figura 1.8.

Uma evidéncia desta afirmacgao esta descrita no trabalho de Smilenov, L.B.

et al. [18]. Neste utilizando-se fluorescéncia observou-se que, em células esta-

"Monoémeros de actina.

Extremidade farpada:
do inglés, barbed end, é
definida como o extremo
do filamento de actina em
que a polimerizagao ocorre
[5].

Proteinas de Capea-
mento: proteinas que
ligam-se as extremidades
farpadas dos filamentos de
actina, impedindo que no-
vos monomeros sejam adi-

cionados.
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Figura 1.7: Esquema mostrando como ocorre o treadmilling nos filamentos de actina.
Monomeros de actina polimerizam-se na extremidade farpada (parte da frente) (A) e
despolimerizam-se na parte traseira (C). O crescimento é controlado pelas Proteinas de
Capeamento (B e C). Imagem doada pelo Mechanobiology Institute, National University of
Singapore e adaptada do trabalho de Ladoux,B. e Nicolas,A. [14].

cionéarias, os pontos de adesao estavam distribuidos por toda a célula e que a

8

maioria movia-se® em direcao ao centro desta. Veja a Figura 1.9.

Até o momento explicamos os processos que levam a mobilidade a partir de
uma configuragao polarizada de uma célula. Fatos como a menor existéncia de
adesoes na parte traseira de células migratorias nos levaram a hipotese de que
esta quebra de simetria, mesmo em um meio homogéneo, ¢ ocasionada pelas
adesoes. Ja que, segundo um grande nimero de referéncias, para citar algu-
mas [5], [1] e [30], as integrinas’ recrutam indiretamente proteinas andaime e
de sinalizacao'?, que indiretamente!! regulam a sinalizacao das Rho GTPases,
aumentando a polimerizacao de actina nesta parte da célula e portanto, contri-
buem para a formagao de novas protrusoes. Um mecanismo possivel para tal
seria uma flutuacao interna, como, por exemplo, uma maior concentracao de
algum tipo de molécula que levaria a um maior niimero de adesoes em alguma

parte da célula.

Em acréscimo, mostrou-se que adesoes focais nascentes na parte dianteira
de células em migracao exercem tracao mais forte do que as adesoes focais

maiores e maduras, sendo que este fendmeno ndo ocorre na parte de tras [14].

Além disso, varios experimentos indicaram que as adesoes tém papel im-
portante na deteccao do tipo de substrato. Por exemplo, em células estaciona-

rias que estao se espalhando pelo substrato (processo anterior a polarizacao),

8No trabalho de Smilenov, L.B. et al. definiu-se pontos de adesio mdveis como aqueles
que deslocaram-se pelo menos um comprimento de adesdo focal em 1 hora. Por este critério,
65 & 27 % das adesoes em células estacionarias individuais foram consideradas moveis.

Proteinas de adesdo transmembranicas.

10Tais como paxilina [31] e FAK [32], respectivamente.

I Ao se associarem a outras moléculas.
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Figura 1.8: Representagao do processo que gera uma protrusao. Quando nao ha adesoes
estabilizando a protrusdo a resisténcia da membrana, juntamente com a forga gerada pelas
fibras de stress fazem com que o feixe cresga para tras (A e B). Quando uma adesio esté
presente, as duas forgas para tras sao compensadas por esta e uma protrusao pode ocorrer.
Imagem doada pelo Mechanobiology Institute, National University of Singapore e adaptada
do trabalho de Ladoux,B. et al. [14].
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Figura 1.9: Imagens sobrepostas de fluorescéncia marcando integrina GFP de células
migratérias e estacionarias. A integrina, por ser uma proteina de adesdo transmembrénica,
indica pontos em que ha ancoragem da célula ao substrato. Cada cor representa um tempo
diferente. (A) Quatro imagens de uma mesma célula estacionéria sem serem sobrepostas. (B)
Estas imagens sobrepostas com o seguinte esquema de cores: 0,10,20 e 35 min representadas
pelas cores vermelho, amarelo, verde e roxo, respectivamente. (C) Imagens sobrepostas de
uma célula em migracao, com o seguinte esquema de cores: 0,10,20 min representados pelas
cores vermelho, verde e roxo, respectivamente. Em todas as adesoes observa-se um arco-
iris, exceto pelas adesoes dianteiras que sao brancas ou roxas. Este resultado indica que as
adesbes brancas se mantiveram fixas durante a filmagem e que as roxas formaram-se perto
da borda aos 20 min. A barra indica 5um. Figura retirada do trabalho de Smilenov,L.B. et
al. [18].

observou-se que, em diferentes tipos de substratos, diferentes proteinas de ade-

sdo sdo recrutadas com maior ou menor intensidade [11]. Veja a Figura 1.9.

Em acréscimo, Parsons, J.T. et al. [33] mostraram que células que se mo-
vem em substratos macios contém adesoes menores e mais dinamicas, enquanto
que as células em substratos mais rigidos apresentam adesdes maiores e mais

estaveis.

Outro exemplo importante é o da Durotaxia, exposto também em diferen-
tes trabalhos. A durotaxia é o fendémeno em que as células movem-se devido
a um estimulo mecanico. Constatou-se que as células migram em direcao a

substratos mais aderentes e rigidos [14].
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al-RFP

Colageno IV
paxilina al-RFP

Fibronectina

Fibronectina

Figura 1.10: Imagens de fluorescéncia com microscopia TIRF, marcando integrina al-
RFP e paxilina. Estas duas proteinas participam de complexos de adesdao. As imagens
mostram a comparacgao entre o espalhamento de células, com maior aderéncia em colageno
IV, durante intervalos de tempo entre 15 e 25 min, em diferentes substratos: colageno IV e
fibronectina. (A) Imagens apds o espalhamento de 15 min em Colageno IV. (B) Imagens apos
o espalhamento de 15 min em Fibronectina. Como a integrina nao é o melhor ligante para
a Fibronectina ela apresentou-se como um borrao nas bordas da célula. Este detalhe é mais
bem visualizado na imagem (C) que mostra o espalhamento ap6s 25 min em Fibronectina.
As imagens ao lado de (A) e (B) mostram uma ampliagdo da parte indicada com o retangulo.
A barra indica 5 pm. Figura retirada do trabalho de Partridge,M.A. e Marcantonio,E.E.
[11].
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2 Metodologia

Para a implementagao de nosso modelo utilizamos um programa com in-
terface grafica chamado Compucell3d. O Compucell3d implementa o chamado
modelo GGH (Glazier-Graner-Hogeweg) ou Modelo Celular de Potts por meio
do Algoritmo de Metropolis |34].

Para permitir uma melhor compreensao de nosso modelo, apresentamos
um pouco das origens do Modelo Celular de Potts, que é uma generalizacao

do Modelo de Potts, baseado no célebre modelo de Ising.

2.1 Modelo Celular de Potts: uma generalizacao

2.1.1 Modelo de Ising

O modelo de Ising ¢ um modelo para a magnetizacao de uma rede, em
uma ou mais dimensoes. Esta rede ¢ composta por N particulas, enumeradas
com um indice i variando de 1 a N, sem liberdade mecéanica, interagindo entre
si por meio de interagoes de curto alcance. A tnica propriedade destas é o
Spin o;, que pode assumir apenas dois valores o; € {+1,—1}. A energia de tal

sistema, na auséncia de um campo externo, é dada por:

H=—-J Z 0;04, (21)

<ij>
onde J é o peso da interacdo entre os spins o; e 0. (ij) denota que a soma
é realizada sobre os pares de sitios vizinhos mais préximos, cada par sendo
contado apenas uma vez. Se J > 0 as energias de interacao produzem um
estado ferromagneticamente ordenado, ja que na natureza é vilido o principio

de minimizacao da energia.
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2.1.2 Modelo de Potts

O modelo de Potts ¢ uma generalizacio do modelo de Ising. Neste os
spins interagentes o; se orientam em um espa¢o d-dimensional gerado por
d vetores ortonormais e”i. Ao invés de apenas duas possibilidades, os spins
podem assumir d valores diferentes (qualquer inteiro entre 0 e d — 1). Na

auséncia de uma campo externo, o Hamiltoniano é dado por:

H= —JZ(S(O'Z',UJ'), (22)
ij
onde §(0y,0;) = €7.e” & a delta de Kronecker. Além disso, neste modelo

pode-se considerar interagoes entre vizinhos de maior ordem.

2.1.3 Modelo Celular de Potts

O Modelo Celular de Potts, desenvolvido por Franois Graner e James Gla-
zier [10], é uma extensao do Modelo de Potts. Neste além da propriedade de
spin que pode assumir d valores diferentes, o sistema apresenta uma propri-
edade adicional denominada tipo 7(0;). Este modelo considera que dominios
com sitios apresentando o mesmo valor de spin representam um mesmo grao,
bolha ou célula. Assim, 7(0;) representa uma propriedade de um grao rotu-
lado por ¢;. O Hamiltoniano mais simples do Modelo Celular de Potts, em

trés dimensoes, composto por N pontos de rede, é dado por:

H == J(r(e),7(0,))(1 = 8(0, ). (2.3)

onde J(7(0;),7(0;)) é o fator de interacdo entre os pontos de rede i e j com
spins o; e o; e tipos 7(0;) e 7(0;). 6(0;,0;) é a delta de Kronecker, indicando

que s6 existe interagao entre pontos com spins diferentes.

2.2 CompuCell3D

O Compucell3D permite simular uma série de processos biologicos compli-
cados, inclusive tecidos, tanto em 2D, quanto em 3D, pelo fato de utilizar obje-
tos generalizados. Estes objetos generalizados sao denominados compartimentos
e sao definidos por uma rede de pizels ou wvorels com propriedades comuns

(spin e tipo, como mencionado anteriormente). A utilizacdo dos comparti-
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mentos permite a abstracao de detalhes biologicos mais profundos. Os com-
partimentos podem dividir-se, mover-se, desaparecer, exercer forgas, mudar de
forma, secretar e absorver produtos quimicos e elétricos, dentre outras, por
meio de modulos escolhidos pelo usuério. Os moédulos sao a implementacao
do algoritmo interno do programa. Estes sao utilizados tanto para definir os
elementos, quanto para inserir um termo adicional no Hamiltoniano do sis-
tema. Estes termos representam diversos tipos de interagoes que podem ser
interpretados como efeitos médios de interacoes biolégicas. O programa d&

como saida tanto dados brutos, quanto graficos e fotos dos pizels da rede.

Cada ponto da rede corresponde a um pizel, denotado por um ntmero
inteiro 7. Cada compartimento é composto por diversos pizels i que possuem
um mesmo spin, isto €, um mesmo ntimero associado ¢;, € um mesmo tipo, isto
é, um mesmo nome 7(0;). Veja a Figura 2.1. Para deixar claro, é importante
destacar que diferentes compartimentos podem ter o mesmo tipo, mas nunca o
mesmo spin [34]. Os compartimentos podem representar uma célula biologica,
partes de uma célula biolégica, partes do substrato e etc.

B celion 2D.cc3d - CompuCeID Plszen

Plugin
Steppable

uput [ Erors

Figura 2.1: Imagem composta por uma foto mostrando a interface gréfica do player
do CompuCell3D e um esquema em que cada quadradinho representa um compartimento,
composto por varios pizels. As cores indicam tipos diferentes e os numeros, spins diferentes.
Observa-se que as células 1, 2, 3 e 4 possuem o mesmo tipo: verde, e as células 5 e 6 possuem
0 mesmo tipo: azul.

Para implementar o Modelo Celular de Potts, o CompuCell3D utiliza o
Algoritmo de Metropolis com aceitagdo de Boltzmann (um método de Monte
Carlo) [34]. Resumidamente o algoritmo faz com que a rede de pizels evolua
por meio de tentativas de troca na rede. Isto ¢, o programa copia um pizel,
escolhido aleatoriamente, e o coloca sobre um de seus vizinhos, também esco-
lhido aleatoriamente, sobrepondo a copia ao antigo. Se esta nova configuracao
diminuir a energia total do sistema, entao a troca é aceita, caso contrario, ela

pode ser aceita com uma probabilidade dada por P = et . Esta expressao é
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conhecida como fungao aceitagao, em que AH refere-se a alteracao da energia
total do sistema devido & mudanca configuracional, K é a constante de Boltz-
man e T é a temperatura estatistica. Um passo de Monte Carlo corresponde
a N tentativas de troca, onde N é o niimero de pixels da rede. Veja a Figura

2.2.

4|1 4| 4| 4| 4| 4
4| 4| 4| 4| 4| 4
A troca é aceita se:
4| 4| 4| 4| 4| 4
AH <0
4414|444
ou
404|4]4| 4] 4| P=c"=p0>0 414|14]4]4)4
41 4| 4| 4| 4| 4 |7 ryr 7|7
4| 4| 4| 4| 4| 4 7|7\ 7| 7| 7|7
ool 4| 4| ST 4 717177 7] 7
4] 4| 4K 4 \ 44| 4| 4| 4| 4
7\ 7|7\ 7|7|7 44| 4| 4| 4] 4
T 71 7| 7 7 | Atroca ndo ¢ aceita se: 4| 4| 4] 4| 4] 4
77|77 7| 7| P=1-e*":AH>0 (4| 4|4|4|4]|4
4|4 4|7|4)| 4
7 7|77 7|7
71717171 7|7
7V 7|77 7|7

Figura 2.2: Representacio da implementagio do Algoritmo de Metropolis no Compu-
Cell3d. Cada quadradinho representa um pizel com spin 4 ou 7 e um tipo branco ou cinza.
Figura adaptada de Swat,M.H. et al. [35].

O CompuCell3d utiliza duas linguagens: XML e Python [34]. Em nosso
trabalho optamos por utilizar somente Python. Neste caso, para se realizar
uma simulacdo, com esta ferramenta, devem-se usar dois arquivos: um ar-
quivo.py e outro arquivosteppables.py. No primeiro sao definidos os modulos
utilizados com seus respectivos parametros e os parametros do método: ni-
mero de passos, temperatura estatistica e nimero de vizinhos interagentes.
Este arquivo pode ser totalmente escrito por meio da interface grafica. Basta
que o usuario diga quais serao os parametros e modulos a serem utilizados que
o proprio programa gera o codigo necessario. Todas as informagoes presentes
neste arquivo nao sao modificadas pois este arquivo é chamado uma tinica vez
no inicio da simulacdo. Assim, as condicoOes iniciais sao definidas neste. No
segundo esta presente o algoritmo que serd chamado a cada passo de Monte
Carlo. Este arquivo é quase que totalmente escrito pelo usuario, que recebe

do CompuCell3D somente a estrutura do mesmo.
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Nas simulagoes do CompuCell3D, existem dois tipos de objetos: os com-
partimentos, mencionados anteriormente, e os campos. Estes sao utilizados
para simular gradientes quimicos biologicos que estao presentes, por exemplo,
quando uma célula secreta algum tipo de substancia ou movimenta-se devido
a estimulos quimicos, fendémeno conhecido como quimiotaxia. Estes campos
evoluem por meio de uma equacao de difusao e sao resolvidos pelo algoritmo

interno do CompuCell3d por meio do método de Euler [34].

Sao muitos os termos de energia que podem ser implementados pelos mo-
dulos oferecidos pelo CompuCell3d. Na proxima sessao descreveremos todos
os termos do Hamiltoniano utilizado em nosso modelo de uma forma geral.
No Capitulo 3 estes termos estarao contextualizados no ambito da mobilidade

celular.

2.3 O Hamiltoniano

2.3.1 Modbdulo de Contato: Energia de Superficie e Mem-
brana Celular

Um dos mais importantes modulos utilizados no CompuCell3d e em nosso
modelo computacional é o moédulo de contato. Este moédulo adiciona o princi-
pal termo de interacao do Modelo Celular de Potts ao Hamiltoniano e repre-

senta uma energia de superficie efetiva.

N
H==> J(r(0:),7(0;))(1 = 6(0i0;)) (2.4)

]
Fisicamente, energia de superficie (energia por unidade de érea), ou equiva-
lentemente tensao superficial (for¢a por unidade de comprimento), é a energia

necessaria para se clivar um material bulk.

Em um material bulk, uma molécula em contato com outra molécula vi-
zinha estd em um estado de energia mais baixo do que se estivesse sozinha.
Quando se cliva um material gerando novas superficies, as moléculas que se
encontram na superficie possuem um nimero menor de vizinhas com as quais
podem se ligar, em relacao as moléculas que se encontram no interior do ma-

terial, e, portanto, tém uma energia superior.

No caso de um liquido, para se atingir um estado de menor energia, o

ntimero de moléculas de superficie ¢ minimizado por meio da minimizagao da
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area de superficie. E por esta razao que goticulas de agua, em um substrato
nao aderente, apresentam formato aproximadamente! esférico, ja que a menor

superficie de um objeto 3D é a superficie de uma esfera.

Quando uma célula nao estd aderida ao substrato, por exemplo quando
em suspensao no meio de cultura ou durante a mitose (processo no qual o
citoesqueleto reorganiza-se para atuar exclusivamente na divisao celular), ela

apresenta uma morfologia aproximadamente esférica.

A membrana celular é formada por proteinas e por uma bicamada de li-
pideos. Todas as moléculas lipidicas da membrana plasméatica sao anfifilicas,
isto é, apresentam uma parte polar e uma parte apolar [1]. Moléculas pola-
res dissolvem-se facilmente em agua, pois podem formar ligacoes eletrostaticas
favoraveis ou ligacoes de hidrogénio. Moléculas apolares, por outro lado, nao
possuem esta habilidade e sdo insoliveis em agua. Dessa forma, a membrana
celular dispoe-se de uma maneira tal que a superficie de contato entre a dgua
e a parte apolar de seus constituintes lipidicos seja minimizada, apresentando

um formato aproximadamente esférico. Veja a Figura 2.3.

o g
“,n o u.,'. I%\i\:!!\lgul

"
.. (LA L '.'. l' Bicamada Lipidica

& .
hogeanann ™

Membrana Celular Esquemdtica

Figura 2.3: Esquema indicando a organizagao da bicamada lipidica da membrana celular.
A parte apolar é envolta pela polar de maneira que esta ndo entre em contato com a agua.
Esta configuracao funciona como uma barreira impermeéavel, dessa forma a célula pode
somente trocar nutrientes com o meio externo por meio de proteinas transmembranicas, que
nao estdo mostradas na Figura. Figura adaptada de Alberts,B. [1].

Pelo fato de uma célula ser uma material complexo, composto por diversas

moléculas e estruturas?, para se explicar a aderéncia de uma célula é necessério

Uma goticula de dgua é perfeitamente esférica em um substrato perfeitamente nao ade-
rente e na auséncia de gravidade.
2 Como por exemplo, o citoesqueleto e as proteinas de adesao que ligam-se fortemente a
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levar em conta todos estas caracteristicas, nao sendo possivel pensa-la como

uma goticula de agua.

Em 1993 Graner,F. |36] propos que, ao se trabalhar com fenémenos em
escalas da ordem do tamanho de uma célula, baseado na hipotese de que, em
uma célula, as adesoes em pontos discretos com o substrato® sao distribuidas
uniformemente*, é possivel atribuir & superficie de uma célula uma energia de
superficie. Nesta energia estariam incluidos tanto efeitos devido as proprieda-
des da membrana celular como os das proteinas de adesao que encontram-se
nesta. E neste sentido que o termo de contato do Hamiltoniano do Modelo

Celular de Potts se enquadra.

O contato de um fluido com uma superficie, isto é, se o fluido espalha-se
pela superficie ou mantém-se com um formato esférico, depende da interacao
entre as moléculas do proprio fluido (coesdo) e, também, das interagdes entre

as moléculas do fluido e as da superficie (aderéncia).

Para se quantificar o contato de um fluido com uma superficie utiliza-se
o angulo de contato deste com esta. Uma aderéncia forte e uma coesao fraca
resulta numa regiao de contato grande e baixos angulos de contato. Por outro
lado, uma adesao fraca e uma coesao forte resulta em angulos de contato altos

e uma menor area de contato. Veja a Figura 2.4:

Figura 2.4: Método de medida da molhabilidade de um fluido em um determinado
substrato. O angulo de contato é definido como sendo o angulo interno entre a linha tangente
A curvatura do fluido e o substrato no ponto de contato.

O CompuCell3d simula este fendmeno por meio do moédulo de contato. A
coesao esté associada a termos de energia entre compartimentos de mesmo tipo,
no sentido que, para um dado J(7(o;),7(0;)), a energia do modulo favorece a
estas entidades permanecerem juntas. J& a energia entre compartimentos de

tipos diferentes esta associada a adesao.

certas moléculas presentes no substrato.
3Por proteinas de adesao.
4Isto é, com espacamentos ndo muito maiores do que os tamanhos das proprias adesoes.
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2.3.2 Campos

Os campos no CompuCell3D nao sao termos de energia, mas um meca-
nismo para o calculo destas, como sera explicado nos proximos itens. Estes
obedecem a diferentes equacoes de difusao: equacgoes acopladas, equacoes de
difusao advectivas e, no caso escolhido por nés, equacoes de difusao com um

termo de decaimento e outro de fonte, como mostra a Equacao 2.5:

% = DV?C — kC + Sec,

- (2.5)

onde k é a constante de decaimento, D é a constante de difusao e Sec re-
presenta um termo constante de fonte atribuido a secrecao de campos pelos

compartimentos, definida pelo Mddulo de secregao.

Para resolver estes tipos de equacoes diferenciais parciais, o CompuCell3d
apresenta em seu algoritmo interno varios solvers que utilizam o método de
Euler. Para a resolucao da Equacao 2.5 utilizamos o DiffusionSolverFE. Es-
colhemos este solver dentre as outras opgoes pois este calcula a estabilidade
do método em relagao as constantes escolhidas, fazendo uma reescalonamento
para garantir a sua estabilidade. Além disso ele é mais versétil que os outros

pois permite escolher constantes diferentes para cada tipo de compartimento.

2.3.3 Mobdulo de quimiotaxia

Este modulo simula a quimiotaxia de células, isto é, a migracao celular
gerada por estimulos quimicos [1]. Para cada troca na configuracao de pizel
do algoritmo, este médulo calcula a mudanca de energia associada por meio

da seguinte expressao:

AH = MNC(Zye) — C(2)), (2.6)

onde C(Z,ef) € C(Z) denotam a concentragao de algum campo, definido previa-
mente no programa, no pixel referéncia (inicial) e no pizel em que o referéncia
sera copiado (final), respectivamente. Assim para um \ positivo as copias de
pixel na direcao do gradiente do campo sao favorecidas e os compartimentos,
que foram definidos para sentirem a influéncia do campo, sao atraidos para
posicoes em que o campo é maior. Por outro lado, se A for negativo estes sao

repelidos.

Médulo de secregao:
este moédulo nao repre-
senta um termo de ener-
gia. Ele apenas de-
fine quais células secre-
tam, isto é, sdo as fon-
tes de um determinado
campo. Outros médulos
desse tipo sdo, por exem-
plo, o Maodulo de tipo celu-
lar, que define os elemen-
tos do sistema e o Mo-
dulo de Potts que define o
nimero de passos, a tem-
peratura estatica, o grau
de vizinhos interagentes,

dentre outros.
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2.3.4 Mobdulo de volume

O volume de um compartimento V., no Compucell3d é definido como o
ntmero de pizels que este possui, seja em uma simulagao 2D ou 3D. O Mddulo
de volume informa ao CompuCell3D que o Hamiltoniano tera mais um termo
associado a conservacao de volume. Isto é, exceto por algumas flutuagoes, o
volume do compartimento se mantém em um valor alvo V.. A expressao de

energia deste modulo é

H=X chom - Valvo 27 2.7
74

ou seja, quando uma tentativa de copia de pizel é realizada, um compartimento
terd o seu volume aumentado e outro tera diminuido. Se A > 0 qualquer desvio
do volume alvo provocard um aumento da energia e a troca poder ser aceita

ou nao [35].

Este modulo é indispensavel para qualquer simulacao no CompuCell3D
pois, sem ele, com termos de contato positivos, existe uma probabilidade muito
grande de o volume dos compartimentos diminuir, ou mesmo desaparecer das
simulagoes, j4 que estas configuracoes sao energeticamente mais favoraveis.
Como este fato nao é observado biologicamente, em uma célula por exemplo,
esté justificada a sua utilizacao. Além disso, biologicamente o volume celular é
aproximadamente constante em situacoes usuais. Ja& que a membrana celular
nao é elastica, embora maleavel, e que uma célula tem em sua composicao 70%

de 4gua [1], que é um fluido incompressivel.

2.3.5 Mobdulo FocalPointPlasticity

Este modulo limita a distancia entre os centros de massa de determina-
dos tipos de compartimentos por meio de um termo harmonico adicional no

Hamiltoniano [35].

H = Z Aij(lij — Lij)?, (2.8)
2%

onde [;; ¢ a distancia entre os centros de massa dos compartimentos i e j e L;;

¢ a distancia alvo de [;;.
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3 O Modelo

Um modelo, para ser tutil e servir de previsao, deve possuir uma corres-
pondéncia entre os elementos matematicos e os reais elementos biologicos. No
modelo desenvolvido, procuramos capturar os principais fatos sobre mobili-
dade celular na literatura . Dentre eles estao o importante papel das Rho
GTPases', e as transferéncias de forga (pelo citoesqueleto e pela membrana
celular). Nesta sessao serao expostas as principais hipoteses de nosso modelo,
a forma como o implementamos e a ligacao biologica de cada elemento. O

codigo do programa estd presente nos Apéndices A e B.

Para caracterizar um ambiente de cultura elegemos dois tipos de compar-
timentos: o Substrato e o Meio. O Meio toma o papel do fluido que envolve
uma célula em uma cultura in vitro. Nestes tipos de experimentos o meio é
essencial para a sobrevivéncia da célula, pois fornece os nutrientes necessarios e
promove um ambiente adequado para estas. O Substrato representa qualquer

superficie aderente plana e homogénea em que uma célula pode se fixar.

A célula biolégica associamos trés compartimentos: o Nucleo , o Front e
o Cyto. Optamos por dividir o corpo celular em duas estruturas, pois como
sabemos, tanto uma célula se espalhando simetricamente sobre o substrato,
quanto uma célula polarizada possuem duas principais estruturas diferenciadas

pela organizacao do citoesqueleto e pela concentracao das Rho GTPases [5][11].

O F'ront representa uma estrutura protrusiva em que existe uma maior
probabilidade de surgirem adesoes, e em que Rac e CDC42 sao abundantes.
Desse modo, o F'ront pode representar tanto o lamelip6dio como as bordas de
uma célula se espalhando. As caracteristicas atribuidas ao F'ront sao imple-

mentadas por diversos moédulos que serao explicados a seguir.

Ao Cyto esta associada uma regiao em que adesoes se desmontam e em

que nao seja expressivo o aparecimento de novas adesoes. Nesta regiao esta

1" As Rho GTPases tem importante papel na polarizacio de uma célula ou no seu espa-
lhamento sobre um substrato.
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contido todo o restante da célula: seu nicleo, seu citoplasma, suas organelas
e etc. No caso de uma célula em movimento, estao presentes no Cyto fibras
de stress e uma maior concentragao de Rho. Novamente aqui, sao os modulos

que conferem ao Cyto estas caracteristicas.

As propriedades do contato da membrana celular, bem como as ligacoes
fracas e homogéneas de proteinas de adesao com o substrato estao incorpora-
das no termo de energia de contato, definidos pelo médulo de contato, como

descrito anteriormente.

Antes de estar polarizada, uma célula deve estar aderida ao substrato.
Para determinar os parametros J(7(0;),7(0;)), da Equagdo 2.4, que melhor
descrevem a situacao biologica de uma célula estacionaria, fizemos uma varre-
dura parcial de parametros. Isto é, exploramos relacoes entre os parametros?,

mas nao diferentes possibilidades destes para uma mesma relagao.

Analisamos a interagdo de contato entre Front, Cyto e Meio, ambos com
o mesmo volume alvo e o mesmo niimero de pixels iniciais, variando os para-
metros J(7(0;),7(0;)). Os resultados obtidos estao expostos nas Figuras 3.1 e

3.2.

Comparando-se os resultados destas figuras (3.1 e 3.2) com a imagem de
uma célula estacionéaria dada pela Figura 1.4A, constata-se que trés intervalos

da Figura 3.1 poderiam, a principio, descrever o fendémeno biolégico:
e A Jem > Jfm > Jef =0,
e B: Jem > Jef > Jfm>0e
e C: Jem > Jfm > Jef > 0.

onde Jem denota o J(7(0;), 7(0;)) entre Cyto e Meio, J fm denotao J(7(0;),7(0;))
entre Front e Meio e Jef denota o J(7(0;),7(0;)) entre Cyto e Front.

Medidas experimentais da energia de superficie de uma célula com o seu
meio de cultura sao complicadas e, até onde sabemos, ainda nao foram feitas.
Além disso, a energia de contato entre Front e Cyto incorpora diversas inte-
racoes biologicas internas® cujas medidas sao ainda mais dificeis de realizar,
se é que sao possiveis. Assim nao existem, por enquanto, argumentos fisicos
ou biologicos aceitaveis para que se possa escolher entre uma das trés opgoes.

Dessa forma, optamos por seguir a analise com o intervalo C, mas tendo em

20u seja, se determinada energia é maior ou menor do que outra.
3 Estas interacoes devem-se a, principalmente, trocas de forcas entre o cortex celular, o
citoesqueleto e a membrana plasmaética. Além de efeitos ocasionados por reagées quimicas.
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Figura 3.1: Resultados da varredura de parametros por intervalo. Variamos os parametros
J(1(0;),7(0;)) da Equacdo 2.4, com valores 20,10 e 5 no caso de Js positivos e -20,-10 e
-5 nos caso de Js negativos. Jem denota o J entre Cyto e Meio, Jfm denota o J entre
Front e Meio e Jcf denota o J entre Cyto e Front. As imagens foram obtidas por meio
de um programa simplificado contendo apenas trés compartimentos: o Cyto (lilas), o Front
(verde) e o Meio (preto); e dois termos de energia, o de contato e o de volume. A rede
utilizada foi de 100x100 pizels, em uma simulacido bidimensional, com T=10 e interagoes
até trés vizinhos. O numero de pizels iniciais e os volumes alvos utilizados para Cyto e
Front foram os mesmos. As simulagoes foram rodadas até que uma configuracdo estével
fosse obtida. As trés morfologias obtidas biologicamente aceitéveis estdo em destaque.
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Figura 3.2: Resultados da varredura de parametros por intervalo. Variamos os parametros
J(7(0s),7(0;)) da Equacdo 2.4, com valores 10, 5 e - 5 no caso de dois Js positivos e 10,-5 e
-10 no caso de dois Js negativos. Jem denota o J entre Cyto e Meio, J fm denota o J entre
Front e Meio e Jcf denota o J entre Cyto e Front. As imagens foram obtidas por meio
de um programa simplificado contendo apenas trés compartimentos: o Cyto (lilas), o Front
(verde) e o Meio (preto); e dois termos de energia, o de contato e o de volume. A rede
utilizada foi de 100x100 pixels, em uma simulacao bidimensional, com T=10 e interacoes
até trés vizinhos. O numero de pizels iniciais e os volumes alvos utilizados para Cyto e
Front foram os mesmos. As simulagoes foram rodadas até que uma configuracao estéavel
fosse obtida. Para esta varredura nenhum intervalo foi de interesse para a nossa simulacao.
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mente que os outros dois nao podem ser descartados.

Analisamos, também, a interacao de contato entre um dos elementos,
Front ou Cyto, que chamamos de elemento X, com o Meio e o Substrato.
Para tal, variamos os parametros J(7(0;), 7(0;)) da Equacao 2.4. Os resulta-

dos obtidos estao expostos na Figura 3.3.

Esta figura (3.3) ¢ um interessante resultado. Ela expoe os efeitos das
interacoes de diferentes energias de superficie. Se pensarmos, por exemplo,
que o elemento X ¢ uma gota de um fluido a figura estaria mostrando um

esquema, para diferentes molhabilidades.

No caso de uma célula cada configuracao dependeria do tipo de substrato
e do tipo de meio. Como mencionado anteriormente, tanto C'yto como Front
devem ser, em nosso modelo, estruturas aderentes (embora o Front apresente
mais aderéncia do que o Cyto). Assim, excluindo-se as configuragoes: M, D,
V, W e X da Figura 3.3; todas as outras possibilidades, a principio, sao validas.
Ja que, para se descartar configuracoes, como as dadas pelos quadros: A, B, G,
L, N, R, S, T e U, uma varredura mais fina seria necessaria. Além disso, para

as configuragoes restantes aplica-se o0 mesmo argumento citado anteriormente.

Uma relacao de energia que nos deu bons resultados, e que foi a escolha

para o restante deste trabalho, foi a seguinte:

(Jms=30)>(Jem=20) > (Jfm=18) > (Jcs=5) > (Jef=1) > (Jfs=0)

Correspondente ao quadro C, da Figura 3.3 (tanto para a interagdo do
Cyto com o Meio e o Substrato, quanto para a do Front com estes) e ao

quadro C, da Figura 3.1 (para as interacoes entre C'yto, Front e Meio).

Somente diferentes energias de contato nao sao o suficiente para a caracte-
rizacao do Front como a parte protrusiva de uma célula em movimento e do
Cyto como a parte traseira. Ja que, para qualquer escolha de parametros, a
morfologia é sempre simétrica. Assim, mais elementos e termos de energia sao

necessarios.

Para incluir uma maior probabilidade de ocorrer adesoes no F'ront, como
menciona a Referéncia [18], definimos em nosso programa um campo chamado
Campo de Actina. Este campo obedece a Equacao 2.5 e é secretado pelo

Front*. Dessa forma, regides em que a quantidade de Front é mais elevada

4Este campo é ligado somente apés 300 passos de Monte Carlo, quando a célula apresenta
uma morfologia estavel e caracteristica de uma célula espalhada.
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Figura 3.3: Resultados da varredura de parametros por intervalo. Variamos os parametros
J(1(0;),7(0;))) da Equacdo 2.4, com valores 20, 10 e 5 no caso de Js positivos e 10, 5 e
- 5 no caso de um Js negativo . Jxs denota o J entre um elemento X (Cyto ou Front)
e o Substrato, Jrm denota o J entre o elemento X e o Meio e Jsm denota o J entre
o Substrato e o Meio. As imagens foram obtidas por meio de um programa simplificado
contendo apenas trés compartimentos: o elemento X (cinza claro), o Substrato (cinza escuro)
e 0 Meio (preto); e dois termos de energia, o de contato e o de volume. A rede utilizada
foi de 100x100x50 pizels, em uma simulagdo tridimensional, com T=100 e interagoes até
trés vizinhos. O Substrato recebeu na simulagao o atributo Freeze. Isto quer dizer que o
Substrato ndo participa do sorteio de pixzels a cada passo de Monte Carlo. As simulag¢oes
foram rodadas até que uma configuracao estavel fosse obtida.
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apresentam uma maior concentracao deste campo. A escolha do nome deve-se
ao fato de que se espera que, em regioes com uma maior concentra¢ao de mono-
meros de actina® (e portanto, mais filamentos), haja uma maior probabilidade
de surgirem adesoes®. Como nao conhecemos a distribuicao de monémeros
de actina e como esta distribuicao apresenta flutuacoes estatisticas, é uma
boa alternativa utilizar um campo para modelar este fenomeno. Em especial,
porque este campo também sofre flutuacoes estatisticas devido ao fato de ser
secretado pelo Front (cuja distribuicdo esta sujeita a temperatura estatistica
do algoritmo). Além disso, a utilizacdo de um campo permite a descri¢do de

uma concentracio média de mondmeros de actina’.

Definimos entao que, a partir de certa concentracao, existe uma probabili-
dade de surgir um novo compartimento, que chamamos de Adesao, quebrando
a simetria da célula. Os compartimentos Adesao representam biologicamente
pontos de ancoragens fortes, da célula ao substrato: adesoes nascentes, com-

plexos focais e adesoes focais.

Ajustamos os parametros de maneira que este campo exista somente no
Front e que, ap6s um transiente, a concentracao maxima deste campo se
mantenha aproximadamente constante, podendo variar a posicao do espaco em
que ocorre o seu pico. Isto é coerente com o observado experimentalmente, pois
em uma célula existe uma quantidade finita, e aproximadamente constante, de

monodmeros de actina.

Para simular uma protrusao® fizemos uso de um segundo Campo, o Campo
de F-Actina® e de um termo de energia. Este campo é secretado pelos com-
partimentos Adesao e repele o Front por meio do médulo de quimiotaxia.
A descricao das protrusoes por meio de um campo é razoavel pois caracte-
riza um fenémeno que possui uma escala observavel de micrometros (ordem de
grandeza do lamelipodio), por meio de um objeto médio que incorpora fenome-
nos que possuem uma escala da ordem de grandeza de nanometros (ordem de
grandeza dos filamentos de actina). Este modulo é muito conveniente, ja que

neste contexto, o Campo de F-Actina'® possui um carater de energia potencial.

>Propriedade caracteristica do lamelipédio.

6J4 que as adesdes sempre estdo conectadas aos filamentos de actina, por meio de com-
plexos como o indicado na Figura 1.2

7 A utilizacdo de um campo permite a descricdo de uma concentracio média de monémeros
de actina pois estes sao muito menores do que o lamelipodio.

8Isto é, o efeito da polimerizacdo dos filamentos de actina juntamente com o equilibrio
de forcas gerado pelas adesoes.

9Campo de F-Actina também obedece & Equacdo 2.5

10F_Actina denota: filamentos de actina.
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Basta olhar para a Equacao 2.6 e lembrar o fato de que i—f = lzﬁfel. Assim,

se o parametro A for negativo, o campo gera uma forca de repulsao no F'ront.

Isto é, trocas de pixels contrarias ao gradiente do campo sao favorecidas.

A medida que o Front é repelido, a célula anda, pois as energias definidas
favorecem que Cyto acompanhe o movimento do Front. Os compartimentos
Adesao ficam fixos devido a uma baixa energia de contato com o Substrato e a
um alto valor de A na energia de volume. Assim, apés certo periodo de tempo,
as adesOes passam a estar em contato com o C'yto. Além disso, & medida que a
célula avanca, algumas das adesoes que passam a estar em contato com o C'yto
desaparecem (devido as energias escolhidas), tal como ocorre biologicamente, e
novas adesoes vao sendo criadas nas bordas do Front. O mecanismo repete-se,

estabelecendo assim, um movimento.

Julgamos necesséria a presenca de outro compartimento, o Nucleo (re-
presentando o niicleo biologico), devido a uma hipotese que quisemos testar.
Dentre todas as referéncias pesquisadas pouca atencao é dada a transferéncia
de momentum para o niicleo. Nos propomos que o nticleo deve estar conectado

de alguma maneira ao citoesqueleto, caso contrario ficaria para tréas.

Para simular esta suposta conexao fizemos uso do Modulo FocalPointPlas-
ticity, conectando o Nucleo aos compartimentos Adesao por uma energia de
mola''. Um termo harmonico é razoavel pois em boa aproximacio modela
muito bem varios fendmenos presentes na natureza. Assim, como nao conhe-

cemos o tipo de conexao, um anzatz harmoénico ¢ uma boa alternativa.

Um esquema para o nosso modelo, contendo todas as informacoes expostas
até aqui, estd indicado na Figura 3.4. A Figura 3.5 mostra a conexao dos
elementos de nosso modelo, com os elementos biologicos. Além disso, uma
série de imagens representativas retiradas de nossa simulagao estao expressas

na Figura 3.6.

1134 que toda adesdo biologica estd conectada ao citoesqueleto, como mostra a Figura 1.2.
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Figura 3.4: Esquema representando os principais aspectos de nosso modelo. As imagens
em cada quadro foram retiradas de nossa simulacao. O Cyto esta representado em lilas e
o Front em verde. A) Configuragdo estéavel, obtida apds 300 passos de Monte Carlo sem
a presenca de qualquer Campo. B) Imagem de um corte no plano z—1 da distribui¢do do
Campo de Actina. C) Imagem de um corte no plano z=1 mostrando a quebra de simetria
ocasionada por uma maior concentracdo de adesdes. D) Imagem indicando um corte no
plano z=1 da distribuicdo do Campo de F-Actina. E) Imagem 3D, em que o CYTO esta
configurado para ser invisivel, mostrando a conexdo dos pontos de adesdo ao nucleo. F)
Imagem de um corte no plano z=1 da célula polarizada, em movimento indicando adesao
que ficaram para tras.
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Figura 3.5: Conexédo dos elementos de nosso modelo, com os elementos biologicos. (A)
Modelo tedrico mostrando as principais estruturas de uma célula migratoria, (imagem reti-
rada do trabalho de Parsons,J.T. el al. [5]). (B) Imagem de fuorescéncia de um fibroblasto
de embrido de rato (Biblioteca de Imagens: http://biologyimagelibrary.com.br / imageld =
48799). Pode-se ver o nucleo, os feixes paralelos de actina no lamélio e a rede do lamelipo-
dio. As imagens (C), (D) e (E) foram retiradas da simulagdo do programa dos Apéndices
A e B. O Cyto esta representado em lilas e o Front em verde. (C)Foto da simulacgdo no
modo de visualizagdo 3D. (D)Foto da simulagio, no modo de visualizagao 2D (corte no plano
z=1), mostrando as adesoes (bordo). (E)Foto da simulagdo no modo 3D, com o Cyto invi-
sivel, permitindo a visualizacdo das fibras de stress (implementadas por meio do Mdédulo
FocalPointPlasticity).
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Figura 3.6: Fotos do player do CompuCell3D da simulagdo computacional de nosso
modelo. A opc¢ao de visualizagdo mostrada é a 3D. Utilizou-se uma rede de 400x400x40
pixels, com condigoes de contorno periédicas, e uma célula composta por 30x30x30 pixels.O
Cyto esta representado em lilds e o F'ront em verde. A primeira imagem refere-se ao passo
de Monte Carlo de ntumero 20 e a ultima ao de ntumero 4340. As fotos foram tiradas a
cada 80 passos de Monte Carlo. Uma descricao mais detalhada dos parametros pode ser
encontrada no programa dos Apéndices A e B.
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4 Consideracoes Finais

Neste trabalho definimos uma célula simplificada, na qual introduzimos
apenas elementos que consideramos imprescindiveis ao movimento. O con-
junto de componentes escolhidos foi capaz de quebrar a simetria da célula
definida e varios comportamentos qualitativos foram compativeis com os ob-
servados experimentalmente. Dentre eles, pode-se citar a morfologia mostrada

na Figura 3.5 e o deslizamento das adesoes.

Entretanto como uma varredura de parametros mais fina nao foi realizada,
é impossivel afirmar que os elementos escolhidos sao os elementos necessarios
e suficientes para a polarizacao e para o subsequente movimento da célula.
Além disso, como foi mostrado nas fotos da simulacao na Figura 3.6 alguns
comportamentos estao muito em desacordo com a realidade biolégica, ja que

uma célula nao se despedaca e depois volta a se ligar a parte separada.

Em algumas simulagoes sem a presenca das fibras de stress, o Nucleo foi
deixado para tras. O que pode ser um indicativo de que, de fato, é necessario
que exista uma conexao do nticleo biolégico ao citoesqueleto. Porém, pelos
dados obtidos até o momento, tudo que podemos afirmar é que, para aquela

particular escolha de parametros, observou-se este comportamento.

Nosso modelo possui um grande diferencial em relagao aos modelos ma-
tematicos e computacionais presentes na literatura. Em geral [8][9], o que se
tém feito ¢ modelar processos especificos que ocorrem na migracao celular em
separado (como, por exemplo, a protrusao [37||38](39]|40]) ou caracterizar a
migragao celular assumindo uma polarizacdo e uma geometria pré-definidas,
como em [41] ou em [42]. Até onde sabemos, os tinicos trabalhos que se preo-
cupam, no contexto de migracao celular, com o mecanismo da polarizacao por
processos internos sao os trabalhos de Sambeth,R. e Baumgaertner,A. |6], em
1D, e Marée,A.F.et al. [7], em 2D. Sendo que este Gltimo se aplica somente a

tipos de célula semelhantes ao queratocito' (além disso, embora os mecanismos

Veja a Figura 1.4.
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sejam internos o modelo assume um estimulo externo alterando subitamente

uma propriedade interna).

Nosso modelo, além de estudar o mecanismo de polarizagao, por possuir
uma relacao direta entre os entes mateméaticos e biologicos e permitir que as
células adquiram formatos decorrentes de mecanismos internos, da a possibili-
dade de previsao de morfologias a partir de conhecimentos sobre a protrusao,
a retragao e a aderéncia (dados que poderiam ser obtidos experimentalmente).
Além disso, por ser um modelo em 3D, possibilita a investigacao de proprieda-
des que seriam impossiveis de se analisar em simulacoes em 1D ou 2D, como,

por exemplo, as diferentes espessuras do lamelipodio.

O trabalho exposto aqui permitiu uma investigacao a cerca dos principais
aspectos da mobilidade celular levando-nos a diversas hipoteses e questiona-
mentos. Este modelo serd a base para pesquisas futuras em que se possa
procurar um modelo de equagoes constitutivas para uma célula em migracao
em funcao de parametros experimentais, e a partir dai, possibilitara um estudo

quantitativo da migracao e polarizacao celular.
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APENDICE A - Implementacao do

Modelo: stmulacao.py

global Ecc,Ecf ,Ecm, Ecs, Eff, Efm, Efs, Fmm, Ems, Ess

Ecc=0; Ecf=1; Eem=20; Ecs=5; Eff=0 ; Efm=18; Efs=0
Emm=0; Ems=30 ; Ess=0

def configureSimulation (sim):
import CompuCellSetup
from XMLUtils import ElementCC3D
CompuCell3DEImnt=ElementCC3D (" CompuCell3D" ,{" version":"3.6.2"})
PottsElmnt=CompuCell3DEImnt . ElementCC3D (" Potts ")

# Basic properties of CPM (GGH) algorithm

PottsElmnt . ElementCC3D (" Dimensions" ,{"x":"400" ,"y":"400","z":"40"})
PottsElmnt . ElementCC3D (" Steps " ,{},"4000000")

PottsElmnt . ElementCC3D (" Temperature" ,{},"100")

PottsElmnt . ElementCC3D (" NeighborOrder" ,{},"3")

PottsElmnt . ElementCC3D (" Boundary y",{}," Periodic")

PottsElmnt . ElementCC3D (" Boundary _x",{}," Periodic")

PluginElmnt=CompuCell3DElImnt . ElementCC3D (" Plugin " ,{"Name":" CellType"})

# Listing all cell types in the simulation

PluginElmnt . ElementCC3D (" CellType " ,{" Typeld":"0" ," TypeName":" Medium" })
PluginElmnt . ElementCC3D (" CellType " ,\

{"Freeze":"" " Typeld":"1" ," TypeName":" Substrato"})

PluginElmnt . ElementCC3D (" CellType" ,{" Typeld":"2" ;" TypeName": "FRONT" })
PluginElmnt . ElementCC3D (" CellType " ,{" Typeld":"3" ," TypeName":"CYTO" })
PluginElmnt . ElementCC3D (" CellType " ,{" Typeld":"4" [" TypeName":"ADESAO" })
PluginElmnt . ElementCC3D (" CellType" ,{" Typeld":"5" " TypeName": "NUCLEO" })

PluginElmnt 1=CompuCell3DElmnt . ElementCC3D (" Plugin" ,\
{"Name":" VolumeLocalFlex"})

Plugin _com=CompuCell3DEImnt . ElementCC3D (" Plugin " ,{"Name":" CenterOfMass" })
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Steps _boxWatcher CompuCell3DElImunt . ElementCC3D'\
("Steppable" ,{"Type":" BoxWatcher"})
Steps_boxWatcher . ElementCC3D (" XMargin" ,{} ,4)
Steps_boxWatcher . ElementCC3D (" YMargin" ,{} ,4)
Steps_boxWatcher . ElementCC3D (" ZMargin" ,{} ,4)

# Module tracking center of mass of each cell

PluginElmnt 2=CompuCell3DElmnt . ElementCC3D (" Plugin",\
{"Name":" PixelTracker"})

# Module tracking pixels of each cell

PluginElmnt_3=CompuCell3DEImnt . ElementCC3D (" Plugin " ,{"Name":" Contact"})

# Specification of adhesion energies

PluginElmnt 3 .ElementCC3D (" Energy" ,{" Typel":"Medium" ," Type2":" Medium" } ,Emm)
PluginElmnt_3.ElementCC3D (" Energy",{" Typel":"Medium" ," Type2":"CYTO"} ,Ecm)
PluginElmnt 3 .ElementCC3D ("Energy",{" Typel":"Medium" ," Type2":"FRONT" } ,Efm )
PluginElmnt 3 .ElementCC3D (" Energy",\

{"Typel":"Medium" ," Type2":" Substrato"} ,Ems)

PluginElmnt _3.ElementCC3D (" Energy",\

{"Typel":"Medium" ," Type2":"ADESAO"} ,"500.0")

PluginElmnt 3 .ElementCC3D (" Energy",\

{"Typel":"Medium" ," Type2":"NUCLEO"} ,"750.0")

PluginElmnt 3 .ElementCC3D (" Energy",{" Typel":"CYTO"," Type2":"CYTO" } ,Ecc)
PluginElmnt 3 .ElementCC3D ("Energy " ,{" Typel":"CYTO"," Type2":"FRONT"}, Ecf)
PluginElmnt 3 .ElementCC3D ("Energy" ,{" Typel":"CYTO"," Type2":" Substrato"},Ecs)
PluginElmnt 3 .ElementCC3D (" Energy" ,{" Typel":"CYTO" ," Type2":"ADESAO"},"0.0")
PluginElmnt _3.ElementCC3D (" Energy" ,{" Typel":"CYTO" ," Type2":"NUCLEO" } ,"75.0")

PluginElmnt 3.
PluginElmnt 3.
PluginElmnt 3.
PluginElmnt 3.
PluginElmnt 3.

ElementCC3D
ElementCC3D

v

ElementCC3D (" Energy " ,{" Typel":

ElementCC3D (" Energy " ,\

"Energy",{" Typel":

(
(
(

ElementCC3D (" Energy " ,{" Typel":
(
("Energy " ,{"Typel":
(

HFRONTH , " Type2 " :
"FR,ONT" " Type2 " .
”FRONT” n Typ62 n .
HFRONTH " Type2 n .

{"Typel":" Substrato","Type2":" Substrato"},Ess)

PluginElmnt 3.

ElementCC3D (" Energy " ,\

{"Typel":" Substrato"," Type2":"ADESAO"}," —25.0")

PluginElmnt 3.

ElementCC3D (" Energy " ,\

{"Typel":" Substrato"," Type2":"NUCLEO"} ,"750.0")

PluginElmnt 3.

ElementCC3D (" Energy ", \

{"Typel":"ADESAO" ," Type2":"ADESAO"} ,"5000.0")

PluginElmnt 3.

{"Typel":"NUCLEO" ," Type2": "NUCLEO" } ,

ElementCC3D (" Energy " ,\

HO‘OH)

"FRONT"} , Eff)
"Substrato"},Efs)
UADESAO”} H0.0U)
"NUCLEO"} ,"75.0")
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PluginElmnt 3 .ElementCC3D (" Energy",\

{"Typel":"NUCLEO" ," Type2":"ADESAO" } ,"750.0")
PluginElmnt_3.ElementCC3D (" NeighborOrder" ,{},"3")
PluginElmnt 2=CompuCell3DElmnt . ElementCC3D (" Plugin" ,\
{"Name":" FocalPointPlasticity"})

PluginElmnt 2 .ElementCC3D (" Local")

ParametersElmnt 1=PluginElmnt 2 .ElementCC3D (" Parameters",\
{"Typel":"ADESAO" ," Type2":"NUCLEO" })

ParametersElmnt 1.ElementCC3D ("Lambda" ,{},"10")
ParametersElmnt 1.ElementCC3D (" ActivationEnergy" ,{},"0.0")
ParametersElmnt_1.ElementCC3D (" TargetDistance" ,{},"5")
ParametersElmnt_1.ElementCC3D (" MaxDistance" ,{},"100")
ParametersElmnt 1.ElementCC3D (" MaxNumberOfJunctions",\
{"NeighborOrder":"1"},"1")

PluginElmnt_2.ElementCC3D (" NeighborOrder" ,{},"1")

secretion=CompuCell3DEImnt . ElementCC3D (" Plugin " ,{"Name":" Secretion"})

# Specification of secretion properties of individual

#cells can be done in Python

FieldElmnt=secretion .ElementCC3D (" Field " ,{"Name":"ACTIN" })
FieldElmnt . ElementCC3D (" SecretionOnContact " ,\
{"SecreteOnContactWith":"Medium" ," Type":"FRONT"} ,"0")
FieldElmnt . ElementCC3D (" SecretionOnContact " ,\
{"SecreteOnContactWith":" Substrato"," Type":"FRONT"} ,"0")
FieldElmnt 2=secretion .ElementCC3D (" Field",{"Name":"F-ACTIN"})
FieldElmnt _2.ElementCC3D (" SecretionOnContact "\
{"SecreteOnContactWith":" Substrato"," Type":"ADESAO"},"5.0")

chemotaxis=CompuCell3DElmnt . ElementCC3D (" Plugin " ,{"Name":" Chemotaxis"})

# Specification of chemotaxis properties of select cell types.
ChemicalFieldElmnt 1=chemotaxis.ElementCC3D (" ChemicalField",\
{"Name":"F-ACTIN" ," Source ":" DiffusionSolverFE"})
ChemicalFieldElmnt 1 .ElementCC3D (" ChemotaxisByType",\
{"ChemotactTowards ":" Medium" ," Lambda":" —5.0" ," Type":"FRONT" })
SteppableElmnt=CompuCell3DElmnt . ElementCC3D (" Steppable "\
{"Type":" DiffusionSolverFE"})

# Specification of PDE solvers

DiffusionFieldElmnt=SteppableElmnt . ElementCC3D (" DiffusionField ")
DiffusionDataElmnt=DiffusionFieldElmnt . ElementCC3D (" DiffusionData")
DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" FieldName" ,{},"ACTIN")
DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" GlobalDiffusionConstant " ,{},"0.1")
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DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" GlobalDecayConstant" ,{},"1e—03")
DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" DiffusionCoefficient "\
{"CellType":"Medium"},"1e—05")

DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" DiffusionCoefficient",\
{"CellType":" Substrato"},"1e—05")

DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" DiffusionCoefficient ",\
{"CellType":"CYTO"},"1e—05")

DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" DecayCoefficient "\
{"CellType":"Medium"},"0.9")

DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" DecayCoefficient "\
{"CellType":"CYTO"},"0.9")

DiffusionDataElmnt . ElementCC3D (" DecayCoefficient "\
{"CellType":" Substrato"},"0.9")

BoundaryConditionsElmnt=DiffusionFieldElmnt . ElementCC3D (" BoundaryConditions ")
PlaneElmnt=BoundaryConditionsElmnt . ElementCC3D (" Plane" ,{" Axis":"X"})
PlaneElmnt . ElementCC3D (" Periodic")

PlaneElmnt _1=BoundaryConditionsElmnt .ElementCC3D ("Plane" ,{" Axis":"Y"})
PlaneElmnt _1.ElementCC3D (" Periodic")

DiffusionFieldElmnt _2-SteppableElmnt . ElementCC3D (" DiffusionField ")
DiffusionDataElmnt 2=DiffusionFieldElmnt 2 .ElementCC3D (" DiffusionData")
DiffusionDataElmnt 2 .ElementCC3D ("FieldName" ,{},"F-ACTIN")
DiffusionDataElmnt_2.ElementCC3D (" GlobalDiffusionConstant" ,{},"0.3")
DiffusionDataElmnt_2.ElementCC3D (" GlobalDecayConstant" ,{},"1e—03")
DiffusionDataElmnt 2 .ElementCC3D (" DiffusionCoefficient",\
{"CellType":"Medium"},"1e—05")

DiffusionDataElmnt_2.ElementCC3D (" DiffusionCoefficient",\

{"CellType":" Substrato"},"1e—05")

DiffusionDataElmnt 2 .ElementCC3D (" DecayCoefficient",\
{"CellType":"Medium"},"0.9")

DiffusionDataElmnt_2.ElementCC3D (" DecayCoefficient",\

{"CellType":" Substrato"},"0.9")

SecretionDataElmnt 2=DiffusionFieldElmnt 2 .ElementCC3D (" SecretionData")

BoundaryConditionsElmnt 2=DiffusionFieldElmnt 2 .ElementCC3D\
("BoundaryConditions")

PlaneElmnt 4=BoundaryConditionsElmnt 2 .ElementCC3D ("Plane" {" Axis":"X"})
PlaneElmnt 4 .ElementCC3D (" Periodic")
PlaneElmnt_5=BoundaryConditionsElmnt_ 2 .ElementCC3D (" Plane " ,{" Axis":"Y"})
PlaneElmnt_5.ElementCC3D (" Periodic")

SteppableElmnt=CompuCell3DElmnt . ElementCC3D (" Steppable",\
{"Type":" UniformInitializer"})
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# Initial layout of cells in the form of rectangular slab

RegionElmnt=SteppableElmnt . ElementCC3D (" Region")

RegionElmnt . ElementCC3D ("BoxMin" ,{"x":"0" ,"y":"0","2z":"0"})
RegionElmnt . ElementCC3D ("BoxMax" ,{"x":"400" ,"y":"400" ,"z":"1"})
RegionElmnt . ElementCC3D ("Gap" ,{},"0")

RegionElmnt . ElementCC3D (" Width" ,{},"400")

RegionElmnt . ElementCC3D (" Types" ,{}," Substrato")

RegionElmnt=SteppableElmnt . ElementCC3D (" Region")

RegionElmnt . ElementCC3D ("BoxMin" ,{"x":"0" ,"y":"0" ,"2z":"1"})
RegionElmnt . ElementCC3D ("BoxMax" ,{"x":"400" ,"y":"400" ,"z":"40"})
RegionElmnt . ElementCC3D ("Gap" ,{},"0")

RegionElmnt . ElementCC3D (" Width" ,{},"400")

RegionElmnt . ElementCC3D (" Types" ,{} ," Medium")

RegionElmnt=SteppableElmnt . ElementCC3D (" Region")

RegionElmnt . ElementCC3D ("BoxMin" ,{"x":"185" ,"y":"185" ,"z":"1"})
RegionElmnt . ElementCC3D ("BoxMax" ,{"x":"215" "y ":"215" "2 ":"31"})
RegionElmnt . ElementCC3D ("Gap" ,{},"0")

RegionElmnt . ElementCC3D (" Width" ,{},"30")

RegionElmnt . ElementCC3D (" Types" ,{} ,"CYTO")

CompuCellSetup . setSimulationXMLDescription (CompuCell3DElmnt )
CompuCellSetup . setSimulationXMLDescription (CompuCell3DElImnt )

import sys
from os import environ
from os import getcwd

import string

sys.path.append(environ ["PYTHON_MODULE PATH"])
import CompuCellSetup
sim ,simthread = CompuCellSetup . getCoreSimulationObjects ()

configureSimulation (sim)

CompuCellSetup . initializeSimulationObjects (sim ,simthread)

steppableRegistry=CompuCellSetup . getSteppableRegistry ()
from simulacaoSteppables import FIBRASSteppable
steppableInstance=FIBRASSteppable(sim, frequency=1)

steppableRegistry .registerSteppable (steppableInstance)

CompuCellSetup . mainLoop (sim , simthread , steppableRegistry)
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Modelo:

stmulacaoSteppables.py

from CompuCell import NeighborFinderParams

import CompuCell

from PySteppables import =x

from math import x

import random

import sys

from PySteppablesExamples import MitosisSteppableClustersBase

from PySteppablesExamples import MitosisSteppableBase
from XMLUtils import dictionaryToMapStrStr as d2mss

import os

from PlayerPython import =

from random import =x

import math

import cmath

class FIBRASSteppable(SteppableBasePy ):

def

def

_ _init__ (self, simulator, frequency=1):
SteppableBasePy. init  (self, simulator, frequency)
self.field actin = CompuCell.getConcentrationField)\
(self.simulator ,"ACTIN")

self . field Factin = CompuCell. getConcentrationField)
(self.simulator ,"F-ACTIN")

start (self):

import CompuCellSetup

L=][]; pt=CompuCell.Point3D ()

for cell in self.cellListByType(self.CYTO): #Cyto
L.append ([]); L[len(L)—1].append(cell)
pixelList=CellPixelList (self.pixelTrackerPlugin , cell)
for pixel in pixelList:

L{len (L) —1].append ([ pixel.pixel.x,pixel.pixel.y,pixel.pixel.z])



Apéndice B - Implementagdo do Modelo: simulacaoSteppables.py 48

for j in range(len(L)):
cell=L[j][0]
pt.x=0; pt.y=0; pt.z=1
FRONTcell=self . potts.createCellG (pt); FRONTcell.type=self .FRONT
pt.x=1
NuclCell=self.potts.createCellG (pt); NuclCell.type=self .NUCLEO
for i in range(l,len(L[]j])):
pt.xL[j1[1]10]; pt.y=L[i][i1[1]; pt.z=L[j][i][2]
r=random ()
if r<0.2:
self.cellField.set (pt, FRONTcell)
for i in range(—1,2):
for ii in range(-—1,2):
for iii in range(-—1,2):
pt.x=int (cell .xCOM)+1i; pt.y=int(cell .yCOM)+1ii ;)\
pt.z=int (cell .2COM)+iii
self.cellField.set (pt,NuclCell)

#setting new parameter values:

#Cyto subcell

cell .targetVolume =(30.%x30.%30.)%(0.7) + 0.5
cell .lambdaVolume=1

#Front subcell

FRONTcell. targetVolume =(30.%30.%30)%(0.15) +0.5
FRONTcell.lambdaVolume=1

#Nucleus subcell

NuclCell . targetVolume=int (30%x30%x30%0.15)+.5
NuclCell .lambdaVolume=>5000

self .NuclRad=(NuclCell . targetVolume /4.2)x%(1./3)

#Erasing temporary pixels

pt.x=0; pt.y=0; pt.z=1

self.cellField.set (pt,CompuCell.getMediumCell ())
pt.x=1

self.cellField.set (pt,CompuCell.getMediumCell ())

def step (self ,mcs):

if mes>300:
for cell in self.cellListByType(self .FRONT):
secretor=self.getFieldSecretor ("ACTIN")
secretor.secretelnsideCell (cell ,1)
L=[]; pt=CompuCell.Point3D (); ptl=CompuCell.Point3D ()
for cell in self.cellListByType(self .FRONT):
L.append ([]); L[len(L)—1].append(cell)
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pixelList=CellPixelList (self.pixelTrackerPlugin , cell)
for pixel in pixelList:
L{len (L) —1].append)\
([ pixel.pixel.x,pixel.pixel.y,pixel.pixel.z])
for j in range(len(L)):
cell=L[j][0]
for i in range(l,len(L[j])):
pt.xL[§1[1110]; pt-y=L{i][i][1]; pt.z=L[j][i][2]
if pt.z==1:
ActinConc=self . field actin.get(pt)
r=random ()
if (r<0.15%(14+math.tanh (0.5% ActinConc —5))):
ADESAOcell=self . potts.createCellG (pt) ;\
ADESAOcell. type=self .ADESAO
ADESAOcell. targetVolume=1. + 0.4
ADESAOcell.lambdaVolume=5000
for cell in self.cellListByType(self .NUCLEO):
self . focalPointPlasticityPlugin.\
createFocalPointPlasticityLink)
(ADESAOcell, cell ;30.0,self.NuclRad,100.0)
def finish (self):

pass
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