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Resumo

Esta dissertacéo investiga os processos que levam células a se organiza-
rem em certas configuracdes, focando propriedades topoldgicas, geométri-
cas e aquelas originadas na sua dinamica. Para tanto, comecamos revisando
propriedades de topologia de equilibrio de sistemas que minimizam areas de
contato entre células. Prosseguimos com o estudo de estruturas de células
biolégicas, incorporando as devidas modificagBes provenientes das propri-
edades biologicas, sendo introduzida, por exemplo, a Hipotese da Adesao
Diferenciada formulada por Steinberg (1975). Suas implicacdes séo estuda-
das utilizando o Modelo Celular de Potts ao realizar simulagdes de Monte
Carlo. Mostramos resultados das dinamicas de reagrupamento celular que
€ um dos processos que ocorre ha embriogénese e morfogénese, em que
células se redistribuem de modo a formar padrées tipicos. E feita uma ana-
lise, tanto tedrica quanto por simulacfes, de como interacdes adesivas entre
tipos diferentes de células, e estas com o meio, influenciam a evolugéo des-
tas configuracdes. A seguir, tornamos evidente analogias entre tecidos e
fluidos imisciveis, de modo a explorar ndo apenas a influéncia de coesdes
e adesbes celulares, como também propriedades viscoelasticas e de tensdes
superficiais apresentadas pelos agregados - estruturas macroscopicas cons-
tituidas por muitas subunidades celulares. Acompanhando os resultados
tedricos, apresentamos observacdes experimentais de reorganizacao celular
a partir de agregados aleatérios de células de hidras. A reorganizacao celu-
lar destes agregados é estudada a partir das configuracdes iniciais aleatorias
até o momento em que se estabelece uma esfera com cavidade formada por
duas camadas epiteliais, endoderme e ectoderme. Neste estagio ocorrem os
bursts, eventos de ruptura reversiveis do tecido superficial do agregado com
expulsdo do contetido contido na cavidade. E proposto um estudo via simu-
lacBes deste fendbmeno a fim de elucidar as propriedades béasicas de defor-
macodes, adesdes e movimentos de células num tecido. Ainda no contexto
experimental, realizamos outras medidas nos agregados de hidra, como a
obtencéo de tensdes superficiais e registro da dindmica de arredondamento.

Finalmente, unimos as consideragdes sobre topologias de estruturas ce-
lulares com as propriedades emergentes de interacdes de adesdo com mais
um elemento, mitose. Apresentamos modelos de crescimento celular e dis-
cutimos suas caracteristicas para a dinamica populacional de células. Ao
introduzir dados sobre comportamentos regulatorios de proliferacéo celu-
lar, colocamos énfase no estudo das patologias ao estudar cancer utilizando

11



RESUMO 12

0 Modelo de Gompertz como descricdo da proliferagcdo. Realizamos ex-
periéncias utilizando 6 linhagens cancerigenas diferentes e propomos uma
interpretacao biologica dos parametros matematicos que descrevem o cres-
cimento. A hipbtese por nos levantada é de que a forma da célula influencia
no seu comportamento. Verificamos a viabilidade de tal hipotese através
de uma série de simulagdes por Modelo Celular de Potts. Os resultados
gerados se assemelham aos dados experimentais, de maneira que chega-
mos a concluséo final que processos intrinsecos regulatorios de uma célula
(no caso o ciclo mitético), propriedades adesivas de células, caracteristi-
cas fenotipicas e distribuicdes topoldgicas de um tecido, sdo intimamente
interligados.



Abstract

The main concern of this dissertation is to shed light, within a physi-
cal conceptual framework, on the processes that guide cells towards auto-
organized final configurations. We start the discussion by reviewing the un-
derlying properties existent in equilibrium topologies that result as a conse-
guence of energy cost minimization of contacts. The theory and formalisms
here developed are extended to take into account configurations that arise
from biological cells by incorporating within the developed models modifi-
cations that describe specific biological properties. Engaged in such pro-
cedure, we introduce the well known Differential Adhesion Hypothesis
(DAH), formulated by Steinberg (1975). The consequences of this hypothe-
sis will be scrutinized by using the Cellular Potts Model using Monte Carlo
simulations. We show results of cell sorting dynamics, which is the pro-
cess that occurs during morphogenesis, in which mobile cells redistribute
themselves forming characteristic patterns. An analysis of how adhesive
and cohesive interactions between different types of cells orchestrate such
configurational evolutions is made, both through simulations as from a the-
oretical standpoint. Following this line of thought, analogies between cell
sorting and immiscible fluid behavior is established, which broadens the
discussion from cohesivity and adhesivity influences to surface tensions and
viscoelastic properties revealed by cell aggregates (macroscopic structures
formed by many subunits of cells). Experimental observations of reorgani-
zation of hydra cell aggregates are presented to backup all statements. The
cell sorting that takes place within the aggregates is studied from the initial
moment in which the random aggregate is formed up to the point in which
a two-layered (ectodermal and endodermal membrane) spherical structure
surrounding a cavity is established. At this stage occur a series of ‘bursts’,
events characterized as reversible ruptures of the superficial tissue of the
aggregate in which internal liquid and internal by-products are violently ex-
pelled. We propose future studies of this phenomena via simulations with
the intention of elucidating basic deformation, adhesion and cell movement
properties. Other experimental measurements concerning the estimation of
surface tension values and registration of aggregate rounding dynamics are
presented.

At last, we unite to the discussion of cellular topologies and emergent
properties of interactions via adhesion a final element: mitosis. Cell growth
models are introduced and their implications to population dynamics are
discussed. As we insert data about regulatory mechanisms occurring in the

13



ABSTRACT 14

cell cycle, emphasis is put on the study of cancer by using the Gompertz
Model as a description of the proliferation. Experimental observations us-
ing 6 distinct tumor linages are done resulting in a biological interpretation
of the mathematical parameters presented by the growth model. We pro-
pose a hypothesis in which the cell phenotype mediates the cells behavior.
The viability of such hypothesis is investigated through a series of Cellu-
lar Potts Model simulations. The results obtained are in accordance with
the experimental data, which leads us to conclude that intrinsic regulatory
mechanisms of the cell (in this case its cell cycle), adhesive and phenotypic
properties of the cell, and the topological distributions within a tissue are
intimately intertwined.



Parte 1

Fundamentos



“If you have built castles in the air, your work need not be
lost; there is where they should be. Now put foundations
under them.”

Henry David Thoreau



CAPITULO 1
Introducao Geral

Estamos interessados em entender alguns dos principios que delineiam
o0 estabelecimento de estruturas e configuragcdes em sistemas compostos por
células biolégicas. Em uma reformulag@o em termos fisicos, buscamos en-
tender a formacao de padrbes por entidades deformaveis, onde é necessario
uma descricdo propria, diferente da de corpos rigidos, devido a elastici-
dade, viscosidade, mobilidade individual, aglomeracao e outras caracteris-
ticas proprias de células. Abordagens continuas, por sistemas de equacoes
diferenciais, ndo sdo adequadas para descrever os efeitos causados por siste-
mas finitos interagentes. Assim, sera importante neste trabalho ndo apenas
estudar propriedades individuais e emergentes de interacdes celulares, mas
também buscar entender quais as técnicas que podem ser utilizadas para
simular estes casos.

Trataremos da célula bioldégica ndo como uma entidade composta de
milhares de cadeias bioquimicas, providas de complexos sistemas regula-
torios genéticos, mas sim, COmo um corpo que possui certas caracteristicas
mecanicas. Assim, tratamos de interacdes por contato, compressibilidade,
mobilidades e flutuacées de membrana. Baseados nesta representacao fisica
da célula, queremos perguntar quais as consequéncias de interacdes entre
células para as configuracdes resultantes. Vamos inquirir sobre os efeitos
possiveis do tamanho, adeséo, distor¢céo e proliferacdo das células indivi-
duais no estabelecimento de topologias histolégicas. Todas estas questdes
fundamentam a formulagédo de perguntas ainda mais “amplas” o que rege
a morfogénese e como se da o estabelecimento de uma arquitetura saudavel
de tecido.

1.1. Sinopse

Seguindo a proposta acima para este mestrado, acabamos por reunir
varias areas de conhecimento que, a primeira vista, poderdo parecer des-
conexas. Por isto tomamos este momento para expor de maneira sucinta
a relevancia de cada area neste estudo e a contribuicdo que a abordagem
multidisciplinar acarreta, indo além daquilo que o conhecimento isolado
permitiria. Temos em mente que a producao desta dissertacdo pode servir
também como um guia introdutério para futuros estudantes do Laboratério
de Estruturas Celulares do IF-UFRGS, provenientes tanto de cursos em fi-
sica como das areas bioldgicas. Assim, tentamos uma abordagem geral e
completa dos tOpicos necessarios.

17



1.1. SINOPSE 18

Esta dissertacdo esta organizada em trés partes, cada uma contendo di-
versos capitulos.

A primeira (na qual o leitor se encontra) tem por objetivo entender a
motivacdo para o uso de simulacdes de Monte Carlo no Modelo Celular
de Potts e suas origens historicas, propriedades e aplicacdes. A discussao
sobre o impacto das simulacdes serd melhor tratado nas conclusées finais.

Utilizamos estas simulac¢des para estudar os casos topoldgicos apresen-
tados ao longo da Parte I, que faz uma revisdo de estruturas celulares de
diferentes origens: espumas, celulas de hidra e neoplasias. Apos tracar as
linhas fundamentais a cerca dos modelos e teoria, entramos gradualmente
no estudo das topologias. A fim de entender contribui¢cdes ‘puramente’ ge-
ométricas e topoldgicas, focamos a atencdo em sistemas celulares. Mais
precisamente, em espumas. Nao buscando uma consisténcia formal, temos
porém a intencdo de introduzir os mecanismos basicos de organizacao de
bolhas, tanto as leis que as regem quanto também os diferentes regimes sob
0S quais podem ser estudadas.

Seguimos com a organizacao de tecidos bioldgicos, na qual é introdu-
zido o conceito de adeséo diferenciada, tanto pelas suas defini¢cdes fisicas,
como suas origens biomoleculares. Para a total compreensao dos fenéme-
Nos que ocorrem nos processos que definem a embriogénese sédo abordados
ainda caracteristicas hidrodinamicas, em especial propriedades de liquidos
imisciveis. Em particular, nesta secéo apresentamos resultados originais de
simulagcdo onde mostramos certas propriedades de dinamica de reagrupa-
mento celular, e o fenbmeno daurst’ apresentado no processo de rege-
neracdo de agregados de células de hidra e comparamos com experimen-
tos realizados por nos no laboratorio de Estruturas Celulares do IF-UFRGS
(LabCel).

Finalmente, terminamos com estudos sobre os efeitos da divisdo celular
- mitose - em estruturas histologicas, dando especial atencéo as dinamicas
de crescimento patoldgico (tumores). Neste contexto tratamos dos efei-
tos dos fenétipos individuais das células na regulacdo da mitose através de
teoria, simulagdes e experimentos, estes Ultimos realizados em uma colabo-
racdo do LabCel com o Laboratorio de Cultivo Celular do Departamento de
Bioquimica-UFRGS. Esta colaborac¢éao ja deu origem a um artigo publicado
(Castro, Klamt, Grieneisen, Grivicich, e Moreira, 2003).

Na Parte lll, finalmente concluimos e também discutimos aspectos ge-
rais apontando dire¢des para continuacao deste trabalho.

Gostariamos ainda ressaltar que, apesar da motivacéo de todo este es-
tudo estar na formacéo de configuracdes por sistemas celulares visando o
melhor entendimento de processos bioldgicos como a morfogénese por si-
mula¢6es de Monte Carlo, os trés casos especificos abordados aqui servem



1.1. SINOPSE 19

como sistemas paradigmati¢gmra uma classe maior de topologias: espu-
mas, hidras e cancer. Enquanto as topologias das espumas foram exploradas
apenas por teoria e estimativas, realizamos experiéncias em Hidras e com
células tumorais.

1‘paradigma’ com a semantica introduzido por Thomas Kuhn, ao se referir a realizacbes
cientificas que geram modelos ou que estudam algum sistema que por certo tempo influ-
enciam as pesquisas a focalizar em aspectos particulares aqueles modelos/sistemas, mas
cuja intencao &, ao final poder ter evoluido o conhecimento a tal ponto, gracas aos detalhes
especificos, de tirar conclusdes gerais que englobam outros sistemas/modelos. Exemplos:
Drosophilana genética, Modelo de Ising em estado sélido, Modelo da Sacola em fisica
nuclearXenopusgpara morfogénese, etc.



CAPITULO 2
Modelos

2.1. Modelos de Spin

Para entender o Modelo Celular de Potts, utilizado neste estudo, teremos
gue passar por conceitos da fisica de sélidos, area na qual estes modelos
foram originados. Queremos também discutir os fenbmenos mesoscopi-
cos apresentados. Para os bidlogos que lerem este capitulo espero que seja
ilustrativo sobre este tdpicos, e por isto a clareza. Para os fisicos, tenho em
mente que isto € uma revisao, mas espero tomar esta oportunidade para des-
tacar terminologias que usamos nesta area, porém com conceitos levemente
diferentes dos conceitos classicos.

2.1.1. Modelo de Ising

Como pequena revisao e para dar uma explicagdo dos conceitos que ire-
MOS usar nos seguintes capitulos, iniciamos com o0 mais basico e impactante
de todos os modelos, o de Ising. Em se tratando de um canone da fisica de
estado solido, uma revisdo dos conceitos pode ser facilmente encontrada em
livros texto (por exemplo, em Garrod (1995)).

O modelo de Ising trata de uma rede, em uma ou varias dimensoes,
de particulas localizadas em cada sitio. N&o existem graus de liberdade
mecanicos para estas particulas, apenas atribuimos a elas um valor, o do
spin, que pode ter duas possibilidades. As particulas sdo enumeradas, com
um indicei variando de 1 &, em um total déN variaveis,o1,0>,- - ,0N.

Estes assumem os valores correspondentes a dire¢éo do sem spinl
(spin para cima) og; = —1. E tudo que precisamos para descrever todo o
sistema.

O seguinte passo é definir uma regra para a dindmica do sistema: como
0S spins se alteram? Isto € regido pela energia de interacdo. Um dado spin
interage apenas com seus vizinhos mais proximos.

A energia de interacao de um par de particulas vizinhas, com valores de
sping; e gj, denominad#(o;,o;), tem a forma de

(2.1.1) h(+1,+1) =h(-1,-1) = -V
e
(2.1.2) h(+1,—-1) =h(-1,4+1) = +V,

20



2.1. MODELOS DE SPIN 21

que resumimos atraves da express$#{o;,oj) = —Vaio;j.

A partir destas energias de interacao entre pares de vizinhos, temos
imediatamente a energia total de uma determinada configuracao do sistema
(01,02,---,0N), que €

(2.1.3) E=-V %Oicj;

onde o subscritdl N significa somar sobre os primeiros vizinhos.
Interpretacao fisica

As variaveisoj, que descrevem o estado de spin de cada particula sdo
interpretadas como o estado de um momento magnético quantizado que
pode se orientar paralela ou antiparalelamente ao zixGertos cristais
fortemente anisotrépicos podem ser descritos razoavelmente bem com este
modelo.

O significado das energias entre pares de spins vizinhos se da através do
valor deV. Ele sendo positivo, pelas equagdes acima, a energia sera negativa
(portanto mais baixa) se a orientacao entre os spins for a mesma. As inte-
racdes tendem a alinhar spins para estarem na mesma direcdo. Um modelo
de Ising com este parametopositivo € chamado Ising ferromagnético, e
€ 0 mais simples modelo possivel de um sistema ferromagnético.

2.1.2. Modelo de Potts

O Modelo de Potts é uma generalizacdo do Modelo de Ising onde as
variaveis associadas aos sitios da rede podem asgunfirvalores. Possui
interessantes aplicacdes além de relevancia tedrica, especialmente na area
de fenémenos criticos. Foi estudado por Ashkin e Teller (1943) em uma
versao de modelo de quatro componentes @), o que seria, sob o ponto
de vista cronoldgico, o primeiro estudo do Modelo de Potts. Porém, este
modelo foi batizado para Potts por sugestdao de Domb, devido ao modelo
geral deq componentes ter sido a tese do seu aluno (Potts). Dito isto, hos
anos subsequentes ndo se deu muita atencdo a este modelo, mas por volta
da década 70 houve uma explosédo de interesse. Com o intuito secundario
de entender melhor suas propriedades, este modelo tem se tornado uma das
principais ‘cobaias’ para experimentar diversos métodos no estudo da teoria
de fenébmenos criticos. Queremos delinear de modo rapido algumas razdes
gue tornaram este modelo rico de analise.

Formalismo

O Modelo de Potts esta relacionado com muitos problemas relevantes de
estatistica de redes, 0 seu comportamento critico possui mais caracteristicas
interessantes além de ser mais geral que o modelo de Ising.

Como vimos em subsecdo 2.1.1 na pagina anterior, podemos conside-
rar o modelo de Ising como um sistema de spins interagentes que podem
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se orientar ora paralela ora antiparalelamente. Assim, uma primeira gene-
ralizacdo desta idéia seria considerar este mesmo sistema confinado a um
plano, mas com cada spin apontando para umg diéerentes direcdes.

Esta foi a idéia proposta por Domb. As direcdes séo regidas pelos angulos,

(2.1.4) @n:%m,n:o,l,..-,q—l,

e no caso mais simples - conhecido como simet(@ - a interagcdo de
primeiros vizinhos depende apenas dos angulos relativos entre vetores. As-
sim, considerando dois spins de sitios vizinhes], o &ngulo entre eles é

Ojj = On —Op, €0 argumento da} func@g©;j ), que possui periodicidade

21t Finalmente, o Hamiltoniano &

(2.1.5) H=— Z J(6jj).

<>
Este é o formalismo geral; a formadidetermina os diferentes submodelos.

TABELA 2.1.1. Submodelos do Hamiltoniano 2.1.5

|

| Definicdo deJ(©jj) | quem| nome do model¢ também conhecido pof:

Al J(©)=—gco90) |Potts| M. de Potts M. vetorial de Potts;
1952 Planar “Clock Model”

B || J(Gij) = €20kr(Ni, n;j) | Potts M. de Potts Modelo de Potts;
1952 Standard M. Ashkin-Teller-Potts

No casoB na tabela 2.1.1: s& > 0 temos o Modelo de Potts ferro-
magnético, e antiferromagnético para< 0. Para a interacao refletir a
simetria total num espagg — 1)-dimensional, isto é, incorporar gs/eto-
res ortonormais (denotados p&f;, & = 0,1,---,q— 1), apontando para as
g direcdes do hipertetraedep- 1 dimensional, escreveu-se para o cBso

(2.1.6) Skr(a,B) = &P &

Considerando o Hamiltoniano 2.1.5 neste contexto, e imaginando ainda
a possibilidade de termos um campo externo e intera¢cdes de maior alcance,
uma forma mais completa é

(2.1.7)
—BH = LZéKr(Oi,OH-Kz Z Or(0i,0)) +Ks z O (0i,0),0k) + -
(i,1) (i,1.k)

comk,(aj,---,0k) =1 seq; = --- = Ok.

De outra maneirédk,(0j,---,0k) = 0 ondeag; representa o estado de
spin doiésimo sitio podendo assumir valores inteiros deg@-a.. OsKp's
se referem aos pesos de interacdo, e o subindice indica o alcance (até que
sitio vizinho),L representa a interagéo de primeira ordem.
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Os modelos planar e standard coincidem mpfa2 - o que também é
o modelo de Ising. A partir de agora, quando nos referirmos simplesmente
ao Modelo de Potts, estamos referindo ao &so

Propriedades Criticas

A Unica solucdo exata para o Modelo de Potts é a de Onsager (1944)
parag = 2 ed = 2. Podemos tirar ainda algumas informacdes de maneira
analitica, mas a grande parte dos resultados para os casos mais complicados
é feita de forma numérica.

Sabemos que padh= 2, teremos mudancas de fase marcadas por um
B= % critico, B* = In(1+,/q). Parag < 4 a transicdo e de segunda ordem.

A seguir, para demonstrar que o vatppode influir nas propriedades das
transicoes, ilustramos nas figuras 2.1.2 e 2.1.1 como evolugéo de um sis-
tema sujeito a urtannealing” a partir de um estado desordenado o sistema

€ deixado relaxar enquanto a sua temperatura € lentamente reduzida, dando
tempo ao sistema de relaxar para cada temperatura. Os parametros da si-
mulacéo estéo especificados nas legendas das figuras. Podemos observar o
surgimento de uma ordem de longo alcance abaixo da temperatura critica,
na figura 2.1.1, esta sendo de primeira ordem, e na figura2.1.2, de segunda
ordem.

2.1.3. Modelo Celular de Potts como método de controle
de estruturas mesoscopicas

Vamos discutir um modelo que vem a ser uma extensdo do Modelo de
Potts, dada pela definicdo na subsecdo 2.1.2 na pagina 21. Como vimos
anteriormente nos modelos de spin, estes descrevem e controlam apenas
interacdes existentes numa escala microscopica que se dao entre vizinhos
(sitios), como também ocorre em autbmatos celulares, onde as regras sao
apenas localizadas e ndo dependem de imediato do comportamento de um
grupo maior que a vizinhanga.

Por outro lado, é caracteristica dos modelos de spin servirem bem a
abordagem da mecanica estatistica, na qual definimos ensembles e toma-
mos médias sobre todo o sistema. E possivel usar aproximacées de campo
médio, por exemplo, e obter observaveis termodinamicos. Somos capazes
de analisar o comportamengobal. Neste processo perdemos porém as
estruturas mesoscopicas emergentes.

No entanto, podem surgir defeitos e estruturas que possuem caracte-
risticas individuais numa escala entre o microscopico (comportamento in-
dividual de cada sitio) e o comportamento global do sistema (observaveis
termodindmicos). E é neste contexto que queremos introduzir o Modelo
Celular de Potts, pois com ele estamos nos referindo a um formalismo que
estipulatanto a escala microscépicguanto controla o comportamento de
estruturas mesoscopicas.
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(b) Quase: (c) Pouco depois:
E=0.677 beta=1.134; beta=1.35;
E=0.579 E=0.569

(d) beta=1.398; (e) beta=1.77, (f) beta=3.577
E=0.431 E=0.105

FIGURA 2.1.1. PPTTsq=38. A rede é de 190 por 190
sitios. Entre o segundo e o terceiro quadrinhos ocorreu uma
mudanca de fase de primeira ordempraitico3* = In(1+

V8) = 1.342.

Como muitos casos na natureza, tanto em sistemas puramente fisicos
e em especial em sistemas bioldgicos, existem entidades que possuem ca-
racteristicas regidas por certos vinculos, como por exemplo, restricdes de
tamanho, mobilidade, receptividade quimica etc. Portanto segue-se a ex-
tensdo natural de transferir estas restricdbes ao modelo de Potts ao definir
regidesque trataremos como entidades préprias. Estas regides serdo dis-
tinguiveis umas das outras pelos spins que as compdem. Na verdade, cada
regido topologicamente conexa que possui um determinado S@ra tra-
tada como uma estrutura, que chamaremos de célula (podendo representar
ou ndo uma célula bioldgica), e lhe serdo designados atributos dependendo
do tipo. Mais especificamente(o) determinard o ‘tipo’ da célula, e o
‘tipo’, a lista de vinculos na escala mesoscépica que rege o comportamento
desta célula. A ‘individualidade’ da célula é representada pelos spins que a
compde, de modo que nos referimos muitas vezes a estes spirrodio®
Exemplificando: em um sistema composto por 10 células, podemos vir a
ter 5 células, cada uma designada por um spin diferente pertencendo ao tipo
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(a) beta=0.279; (b) beta=0.5; (c) beta=0.821;
E=0.883 E=0.796 E=0.608

(d) beta=1.008; (e) beta=1.060; (f) beta=1.222;
E=0.371 E=0.266 E=0.122

(g) beta=2.399; (h) beta=3.645; (i) beta=4.280;
E=0.028 E=0.017 E=0.010

FIGURA 2.1.2. POTTs q = 3. Rede de 486« 489. Aqui
temos uma evolucdo por esfriamento do sistema, para um
sistema com trés estados. fxritico € de 1005 H& uma
transicdo de fase no quadradinho (d). Esta transicdo é de
segunda ordem, devidogs3.

A, enquanto as outras cinco correspondem aoBipAssim, por exemplo,
spins 13,6, 7,8 poderiam corresponder ao tipo

Na ultima parte deste trabalho, voltaremos a discutir a importancia des-
tas estruturas mesoscopicas numa abordagem diferente que focaliza mais na
dindmica e evolucéo de sistemas bioldgicas. Para apreciar totalmente o im-
pacto do Modeldelular de Potts, vamos primeiramente estudar formacgdes
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de topologias e dinamicas de reorganizacdes em sistemas como espumas,
hidras, agregados de células de diferentes tipos, e tumores.



Parte 2

Topologias/Morfologias



“ ..Sao as formas sem forma
Que passam sem que a dor
As possa conhecer
Ou as sonhar o amor.”

Fernando Pessoa



CAPITULO 3
Topologia |: Espumas

E este o ponto de partida. Gostariamos de comecar a abordagem sobre
configuracdes em tecidos bioldgicos e o estudo de morfogénese refletindo
sobre as questdes mais fundamentais da criagédo de topologias. Na busca do
essencial, consideremos a situagao onde temos apenas uma ‘forga motriz’,
a de energia de perimetro. Como a espuma possui uma estrutura que €
dominada pela tenséo superficial, ela se torna um modelo para uma classe
de sistemas na qual a area interfacial € minimizada em equilibrio, tornando-
se o sistema ideal para inquirir sobre comportamentos basicos (as vezes
escondidos) que acontecem em sistemas de alta complexidade. Uma das
conclusdes que queremos chegar e demonstrar por meio de exemplificacdes
€ que, enquanto a forca motriz principal é a tensdo de superficie, sera a
competicdo entre a tendéncia de minimizar area e a conservacao de vinculos
que dara origem aos padrdes (Weaire, 1996).

Resumindo, o foco desta primeira parte sera o estudo da formagéo de
padrdes tendo como um Unico parametro de controle a area.

3.1. Propriedades Gerais
3.1.1. Propriedades geométricas

Consideramos por espuma aquasa material bifasico - cuja fase con-
tinua é liquida e a fase dispersa, gas - numa proporcéo na qual a fracdo de
fase dispersa (gas) ndo é pequena frente a continua (liquido). Nesta defini-
cao existe uma primeirissima bifurcacdo quanto a configuracfes possiveis,
pois tanto bolhas esféricas numa matriz liquida quanto bolhas poliédricas
separadas por filmes relativamente finos sdo consideradas espumas. No pri-
meiro caso, conhecido como emulséo de gas, existe uma baixa razdo de
expansao. Isto significa, que a razdo do volume da espuma em relacdo ao
liquido base é pequefiad segundo caso representa a situacdo de uma alta
razao de expansao - teremos mais interesse neste ultimo.

1por vezes utilizamos apenas 'espuma’ se a observacao fisica é também generalizada para
outros sistemas semelhantes, como sistemas celulares, membranas de fosfolipidios, regiées
magnéticas. ..

2Razao de expansao é uma maneira mais precisa de classificar regimes de espuma do que
simplesmente a razdo das massas gas/liquido. A razéo de expanséo depende da pressao, e,
uma vez que bolhas menores possuem pressdes internas maiores, ela depende do tamanho
médio de bolhas. Ou seja, onde ha distribuicdo de tamanho, razées de expansfes podem
variar consideravelmente.

29
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Iniciaremos por discutir de maneira ndo tao rigorosa como € organizada
a topologia de uma espuma em duas dimensdes.

A configuracdo de uma espuma consiste de uma rede de fronteiras sobre
uma superficie. Basicamente uma rede (também conhecida como grafo) é
constituida por um grupo de pontos, denominados vértices, conectados por
linhas que chamaremos de arestas. A cole¢do de arestas determinam o0s
limites das bolhas, definindo uma regido de certa area denominados de face
(poligonos). As faces enfBsao as paredes da bolha (poliedrb).

A rede em duas dimensdes possui a propriedade de unir trés arestas
(as fronteiras entre as bolhas) a cada vértice. Existe uma correspondéncia
essencialmente direta entre a dindmica do sistema e a topologia, ja que a
predisposi¢cdo dominante de vértices de coordenacéo tripla é fruto da es-
tabilidade estrutural inerente a presenca de tenséo superficial. Vértices de
quatro arestas tendem a decair em pares com trés arestas, pois 0 compri-
mento total das quatro linhas que se irradiam @d@@us do Unico vértice
para conectar 4 pontos é maior que o comprimento de 5 linhas se irradiando
de 2 vértices (para conectar estes mesmos pontos), como esta representado
abaixo na figura 3.1.1. Como a tenséo de superficie tende a minimizar o
comprimento de paredes, a ultima configuracao sera dominante.

L 1L

b

b

FIGURA 3.1.1. ESTABILIDADE DE VERTICES EM DUAS
DIMENSOES Em I. temos um exemplo de algo que né&o
ocorre em equilibrio: o encontro de quatro filmes num vér-
tice, formando angulos de 9Qraus. J4 Il. mostra a maneira
gue estas quatro bolhas se encontrariam, isto €, dois vértices
unindo trés filmes em angulos de 22fyaus.

Pode-se comparar a estrutura e as observagoes feitas acima em duas di-
mensdes com o caso em trés, porém, existe uma diferenga muito importante:
em 2D as paredes sdo aproximadamente se¢des de arco formando angulos
de 120 nos vértices, enquanto erD®s vértices possuem 4 conexdes cujos
angulos internos sdo de 1@%°, por secoes de esferas.

Soutra maneira de conceitualizar estas definicdes, é que os vértices correspondem a nodos,
0s cantos as ligac@es e as facdsops.
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Relacao de Euler

Quantidades que caracterizam a rede de conexdes de uma espuma, isto
€, numero de arestas, vertices e niumero de células, sao relacionadas pela
expressao

(3.1.1) Nvertices— Narestast Ntaces— Npoliedros= X -

Na equacao acimg, representa um invariante topolégico, no caso pla-
narx = 1; diferentes situacdes topoldgicas, superficies definidas por esferas
ou por toros, sao caracterizadas por outros valores desta constante (nestes
exemplos, respectivamenge= 2 e x = 0). Esta formula é denominada
relacéo de Euler.

A reducdo para duas dimensdes & trivial: poliedros ndo existenbem 2
e 0 que é denominado células em trés dimensdes, sdo apenas as faces em
duas dimensdes, nada mais que poligonos. Em nosso modelos em duas di-
mensodes, estas estruturas bidimensionais sdo consideradas as células. As-
sim, como em 3.1.1,

(3.1.2) Nvertices— Narestast Nfaces= X -

Como ja mencionamos, grande parte do estudo inicial em espumas que fa-

remos sera focalizado no caso bidimensional, no qual o numero de coorde-

nacédo é trés. Nesta situacdo, podemos relacionar o nimero de vértices de
uma espuma com o numero de bolhas. Sendo> o numero médio de

lados (arestas) por bolha,

1
(3.1.3) Nvertice = 3 < N> Npolhas-

E também diretamente verificavel que cada parede (aresta) da espuma, faz
fronteira com duas bolhas,

<n>
(3-1-4) Naresta: 2 Nbolhas-

Inserindo as duas equacdes acima em 3.1.2, e lembrando que por definicdo
Nfaces= Nbolhas

1
(3.1.5) 3 <> Noolhas —=5"NpolhasT Nbolhas = 1,

A partir desta Ultima expresséao, se considerarmos uma espuma infinita, to-
mandoNpgihas— -

1
(3.1.7) 1—6<n> — 0,

(3.1.8) <n> = 6.
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Indicando que a rede sera hexagonal, no caso uniforme.

Além de consideracdes sobre os angulos de encontro, existem também
propriedades a respeito das proprias arestas (os filmes), a mais basica ob-
servada € que elas geralmente séo curvas. De certo modo, as premissas que
usamos até agora nada mais sao que extensdes das Leis de Plateau:

(1) Filmes se encontram em angulos de®1@@us formando vértices

triplices.
(2) A curvaturakijj de um filme separando duas bolhasj balanga

equilibra a diferenca de pressdo entre‘elas

AP B —P;
Kij ~N—_— =
Y Y

Cada filme é um arco de um circulo, e a soma das curvaturas num
vértice € nula.

A curvatura apresentada pelas fronteiras geram diferencas de energia atra-
vés das paredes o que, por sua vez, resulta em processos de difusdo de gas
através destas paredes e movimentacdo dos filmes. Tocamos agora num
ponto de muita importancia para espumas: difusao.

A difusdo guiada por pressao € a responsavel pelo crescimento e desa-
parecimento de bolhas, consequentemente, pelo processo chamawo de
arsening Consideramos por simplicidade o caso de uma bolha esférica,
de volume internd/, e apresentamos uma derivacdo baseada numa apro-
ximacgao termodinamica na qual a funcao da energia livre de Helmoltz é
minimizada. Neste caso ela € dada por

(319) F= FGinterno + I:Gexterno_F F“qUidO + I:finterno + Ffexterno'

FGinterno € FGexermo SA0 as energias livres do gas contido dentro da bolha e
do gas fora da bolhaF;quido € @ energia livre do volume de liquido que
compde a parede da bolha que esta limitada pela superficie interna de area
A; e da superficie extern®&, que possuem, respectivamente, as energias
livres Ff, oo € Ffeweme MiNimizando a fungéo 3.1.9, e considerando o fluido
que compde o filme como sendo incompressivel de modal&gido =

—RliquidodMiquido = 0, temos que

(3 1. 10) d I:Ginterno + d I:Gexterno_*— d I:finterno + d I:fexterno = O .

Escrevendo esta expressao em termos das pressodes e tensdes obtemos

(3111) - (PGinterno - PGexterno)dV + y(dAl + dAZ) = O’

4Lei de Laplace. Sobre notacér;; € a curvatura algébrica entre as bolhasj, sendo
guekij = —K;ji. Considera-se positivo este valor quando a bokaonvexa em relagéo a
bolhaj.
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ondePg, e € Poexern, COIrespondem as pressoes dentro e fora da botha e
€ atensao superficial. Cond¥iquidzo = 0, 0S raios de curvaturg; e p2 que
correspondem as superficies esféricas internas e externas, respectivamente,

obedecem a rela(;alidpl = p%dpz. A equacdo 3.1.11, escrita como

dA; +dA
dv ’
pode ser reduzida a expresséo conhecida como equacéao de Young-Laplace,

(3112) AP — PGinterno - PGexterno = y

1 1
(3.1.13) AP =2y(—+ —).
P1 P2
Sempre tratando de bolhas, e espuma, onde a espessura do filme pode

ser ignorado, portanto, utilizamos a expressao resultante,

(3.1.14) AP = 4y(%).

Observe que a diferenca de pressao agindo sob um elemento de super-
ficie (na qual se considera apenas um superficie, é a metade/isto,
2v(3).
Lei de von Neumann

A Lei de von Neumann, concisa e simples, trata da dinamica das espu-
mas. Ela d4 a taxa de crescimento ou dimintfigiouma bolha como uma
funcdo somente do nimero dos seus lados. A derivacdo de von Neumann,
para espumas em duas dimensdes, se baseia em cinco hipéteses:

(1) Angulos de vértices de 12Qprimeira Lei de Plateau).
(2) Todas as paredes sdo secdes de arcos circulares (segunda Lei de
Plateau).
(3) A diferenca de presséo através de uma parede € inversamente pro-
porcional ao raio de curvatura da parede.
(4) A taxa de difusdo do gas através da parede €é igual ao produto do
comprimento daquela parede com a diferenca de pressao por ela.
(5) Diferencas de pressdes sdo pequenas de modo que a difusédo de gas
é equivalente a diferenca em area.
Consideramos agora uma bolham&dos. Como esta indicado pela
figura 3.1.2, o &ngulo médio interocé %” Observa quatambém descreve
0 numero de poligonos internos aproximados da bolha. O angulo interno
médiof3, que forma um triangulo com obedece

(3.1.15) B+a=T,

5Aqui coincidem com os raios de curvatura do filme, a bolha esférica é constituida de
apenas um filme.

6coarsening
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FIGURA 3.1.2. AGEOMETRIA DE UMA BOLHA. Eis uma
bolha de cinco ladosf3 é a metade do angulo interno mé-
dio daaproximacé&o por poligonog0s angulos internos da
bolha séo dez3lT, assim,d = T — . p € raio de curvatura,
representado por linhas pontilhadas juntamente com a secéo
de arco.a € o angulo central médial € a distancia de cada
lado da bolha, que corresponde ao arco sobre os poligonos.

dando lugar a

T 2
3.1.16 ==-(1--).
(3.1.16) B=5(1-1)
A diferenca entre o angulo interno real da bolha e o angulo do poligono
€ consequéncia da curvatura dos filmes (pois se a bolha fosse apenas um
pentagono, estes angulos coincidiriam), dadoddEste angulo pode ser
obtido através da hip6tese(1), na qual sabemos que os angulos internos da
espuma sdo de 1204 radianos. Ou seja, confd = 2(B + &), e utilizando
a expressao pafa
mom
n 6
Seguindo no raciocinio inspirado pela hipétese(2), de que as paredes
sao secOes de arcos de circulos, podemos calcular o raio de curvatura,
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d

(3.1.17) p:E@tﬁ.

Tirando a hipétese 3 da manga - simplesmente reescrevemos,

m,6—n
(3.1.18) APO d( n ).

Temos agora uma expressao para a diferenca de presséo tirada de ma-
neira completamente geométrica a partir das hipéteses. Ora, a difusdo do
gas se dara sempre no sentido de menor pressdo. Utilizando com isto
hipétese(4) para obter a difuséo total de gas na célula, multiplicamos o com-
primento do lado pela diferenca de pressao, e isto pelo nimero de lados da
bolha, de modo a obter a equagéo de evolugéo para concentragaoCle gas,

(3.1.19) [%%mmzw«—amm-

Recorrendo a ultima hipotese - da imcompressibilidade do gas - escrevemos
tudo em termos de taxa de variacéo de area:

dA,
dt
ondek € uma constante de permeabilidade Glazier (1989).

A Lei de von Neumann prediz que as Unicas configuracfes estaveis
€ a espuma composta por bolhas hexagonais ou a auséncia total de bo-
Ihas. Qualquer desvio da hexagonalidade ir4 causar difusdes - mudancas
nas areas - até finalmente eliminar todas as bolhas. Portanto a configuracao
com parametro = 6 (hexagonal) é a Unica que se encontrara em equilibrio.
Isto implica que o comprimento médio da escala ira crescer continuamente
no tempo.

O que se mantém constante, neste ‘equilibrio de escala’ é a correlacao
local, a probabilidade de uma dada bolha possiados e o tamanho rela-
tivo das bolhas com lados comparado com a populacgéo total. Enquanto
os ultimos dois itens tratam das fungdes de distribuicdo, a correlacao local
lida mais com a topologia - pois é definida com@): o numero médio de
lados de uma bolha ao lado de uma bolha eolados. Quando estas fun-
cOes de distribuicdo permanecem constantes com o tempo (0 que acontece
num estado de escalamento), pela lei de von Neumann, a area média sera
proporcional ao tempo.

Podemos ver isto da seguinte maneira: supq@idoa,t)daa densidade
de probabilidade de encontrar uma bolhand@dos com éarea entra e
a-+ da. Podemos transformar esta densidade em uma fupdéovariaveis
adimensionais usando

(3.1.20) =K(n—6),
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a da
1.21 t = t
(3.1.21) on, — <, =rnat)da,
tal que
(3.1.22) o(n, L,t) =<a>p(nat),

<a>

onde< a>= & é a area média das bolhas.

O numero de bolhas que desaparecem em um determinado intervalo de
tempodt é igual ao numero de bolhas com area entrexQre- 6)dt para
n=3,4 e 5. Assim, o numero total de bolhas diminui com o tempo como

(3.1.23) dN _ . Np(n,0,t)-k(n—6)
- dt _n; p M )

usando equacéo 3.1.22 e o fato que no estado de escalap(m@@;,t) =
@(n, =& ), uma fun¢&o independente do tempo, temos que

a .K(n—6)
"<a>’ <a>

Y

(3.1.24) OI—N—Nscpeo(n
. . n; s

o que da lugar & O {, se usamos que a >= §. Neste caso,

(3.1.25) <a>[Ut.

Aqui se chegou num dos pontos fundamentais da dinamica de espumas
(em duas ou trés dimensdes): seu escalamento assintético linear.

Apesar de ser uma boa descricdo, ela esta longe de ser completa. Alias,
muitas suposi¢cOes foram feitas que negam, ou esquecem de propriedades
importantes na dindmica de espuma: durante a evolucao, bolhas tendem a
mudar o nimero de vizinhos muitas vezes. Qualquer descri¢do realista do
processo deoarseningera que explicar como a redistribuicéo de bolhas, o
desaparecimento de fronteiras, a reorganizacao de vértices funcionam. Uma
descricédo destas implicaria em muitas hipoteses a mais - por isto a grande
importancia nesta area de observacdes empiricas em espumas.

Certas transi¢cfes sao caracteristicas desta dinamica. Elas séo classifica-
das segundo propriedades topoldgicas e servirdo como base para descrever
o0 processo de transi¢cdescmarseningver figura 3.1.3 na pagina seguinte).

Funcdes de distribuigéo

Uma das tentativas de quantificar as propriedades geométricas da es-
puma se concentra nas propriedades macroscopicos através de funcdes de
distribuicdo ao invés dos detalhes topoldgicos. E um formalismo bastante
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configuracao inicial Processo configuragéo fina

—T]l—

— T2(3) =

—T2(4) =

FIGURA 3.1.3. TRANSICOES TOPOLOGICAS O processo

T1 se caracteriza por uma inversao de pares. Os vizinhos se
trocam, porém a estrutura topolégica se mantém a mesma.
Num processad 2(3) continuamos com as mesmas vizinhan-
cas, porém uma bolha, a do me{o desaparece. No seu
lugar permanece um vértice de trés lados. A eliminacdo da
bolha também ocorre no procesg®(4), onde ela vem a ser

de 4 lados.

poderoso, pois nele se incorporam as transformacgdes topoldgicas (que des-
crevem as transformacdes possiveis) e a lei de von Neumann (Iglesias e
de Almeida, 1991; Mombacét al., 1993d).

Uma das relagdes curiosas que é empiricamente universal tanto em ex-
periéncias como em diversas simulacdes é a lei de Aboav-Weaire que dita
qgue o numero médim(n) de lados (arestas/paredes/filmes) dos vizinhos de
uma célula den lados é

(3.1.26) nm(n) = (6 — )N+ (60 + ),
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na qual a funcagy representa o segundo momento em relacdo ao numero
médio de lados< n >.

Existem varias maneiras de chegar a esta expresséo, uma vez que certas
consideracOes estatisticas e propriedades do alcance das interaces foram
estipuladas (Lambert e Weaire, 1981). Considere o caso hipotético na qual
estamos interessados no nimero médio de lados dos vizinhos de uma bolha
de n-lados. Imaginamos que esta bolha tem como um dos vizinhos uma
bolha de 3 lados, e representamos os dois vizinhos em comum porAolha
e B, denp e ng lados respectivamente. Desta maneira, escrevemos a média
do namero total dos lados dos vizinhos da bolha-@eestas como

(3.1.27) nM(n) = Na + N + 3+ Noutras,

equacao que pode ser observada diretamente através da figura 3.1.4. Ao

Desapareceimento da bolh\a“*\\
de 3 lados Mol

4 bolha “ vizinha em comun”

bolha “ vizinha em comun”

A

FIGURA 3.1.4. LEI DE ABOAV-WEAIRE. Consideramos
uma bolha de n lados (preenchido), com um dos vizinhos
possuindo trés lados (representado em amarelo). Estas duas
bolhas tém em comum dois vizinhose B, dena lados eng

lados, respectivamente. Quando a bolha amarela desaparece,
tanto a bolha central quanto cada uma das botaB irdo
perder um lado, sendo que a diferenca total de lados dos
vizinhos da bolha central sera 2.

se perder a bolha de trés faces, os nimeros de lados das outras bolhas se
alteram, resultando em

(3.1.28) (n—1)-m(n—1) = (na—1) + (N — 1) + Noutros-

Se o sistema se encontra no estado de escalamento, como acreditamos
gue esteja, entéo esta funcéo de correlacdo deve permanecer igual antes e
depois do desaparecimento da bolha de trés lados, sendo assim possivel
igualar equagbes 3.1.27 e 3.1.28:
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(3.1.29) nmn)=(n—1)-m(n—1)+5,
(3.1.30) m(n) = 5+ %t.

A equacéo 3.1.30 resultante desta analise, € um caso particular da situ-
acao mais geral na qual, mesmo considerando interacdes de longo alcance
com correlacdes locais fracas,

constl
2 )
onde, devido a aspectos de origem fisicas, se restringe a

(3.1.31) m(n) = cons@+

6
(3.1.32) m(n) = 6—o + G:m,

equacdao deduzido por Weaire, sendo exatamente a equacao 3.1.26, ou seja,
a Lei de Aboav-Weaire. Recentemente, esfor¢cos tem sido colocado em
estimar analiticamente o valor dedependendo da distribuicdo de bolhas

nas espumas (Sze¢bal, 2002).

A caracteristica fundamental desta lei € sua ocorréncia ampla em diver-
sos sistemas celulares. De fato, € uma das leis mais universais. Como a sua
validade depende fortemente na habilidade da espuma, ou qualquer outro
sistema celular em estudo, de equilibrar tensdes localmente, apenas mode-
los que possuem uma realimentacao entre niveis - local e mesoscoépica, vao
poder reproduzir a Lei de Aboav-Weaire. Isto €, modelos como Voronoi
nao poderdo reproduzir estas funcdes de correlacdo, enquanto o Modelo de
Potts se mostra excelente para isto (Glazier, 1989).

Lei de Lewis

Originalmente observada em células epiteliais, esta lei dita que a area
de uma célula que possui forma poligonal possui uma dependéncia linear
com o numero de lados, isto é

(3.1.33) ap = C1+Con.

Apesar que desta lei descrever bem muitos epitélios poligonais, em es-
pumas ela ndo reproduz bem as funcdes de correlacdo entre lados e area
guando as bolhas possuem muito pouco lados (Momékah 1993,b).

3.2. Diferentes Tipos de Bolhas

Em espuma aquosa e sistemas de bolhas magnéticas o tempo de rela-
xacao das fronteiras € curto comparado com a taxa na qual as bolhas ex-
pandem e se retraem. Isto possibilita um estudo no qual consideramos a
configuracdo totalmente relaxada, num estado de equilibrio. Em sistemas
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granulares metalicos, as taxas de difusdo através e ao longo das fronteiras
granulares sdo comparaveis. Nestes sistemas porém, a tensdo superficial
pode ser anisotropica (enquanto nos outros citados € sempre isotropica).
Também a lei de Plateau (a da curvatura), pode ser entendida via concei-
tualizacdo de crescimento granular em policristais. Assim como um filme
curvo possui uma energia de superficie maior que um filme plano, também
uma fronteira curva possuira uma energia de superficie superior a de uma
fronteira plana. Apesar que no grao nao existe mais o conceito de tenséo
superficial da maneira pura como nés a conhecemos em espumas aquo-
sas, existe porém uma energia de superficie. Atomos que estéo localizados
numa regido convexa de uma interface de um gréo estardo mais expostos
a defeitos, e por isto terdo uma energia de superficie maior que os &tomos
de outro lado da interface (no lado cdncavo), pois estes ‘enxergam’ muito
mais vizinhos ‘favoraveis’ (figura 3.2.1). Em vista disto, sera energetica-
mente favoravel que atomos pulem da superficie convexa para a concava.

Convexo Concavo
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FIGURA 3.2.1. ENERGIAS DE FRONTEIRAS CURVAS

Esta diferenca de energia, da conformacgéo convexa para a cbncava, é
proporcional a superficie de curvatura. Quando os &tomos comecam a se
movimentar para o outro lado da fronteira devido a esta difusdo, surge uma
dindmica. A velocidade pela qual a fronteira local (num pofitee movi-
mentaV(X) é dado por

>

(3.2.1) V(X) = u(i)%.

N

o
~—~"



3.3. FORMACAO DE PADROES DEVIDO A AREA 41

Nesta descricdo temos como fatores decisivos a descricdo da dinamica,

H(X): mobilidade local, podendo depender do tempo, temperatura e
orientacao da fronteira;

temperatura: fator que pode alterar a mobilidade local devido a
energia de ativacéo;

orientacao de fronteira: dependendo da existéncia ou nao de aniso-
tropia de rede, este fator (orientacéo), gera diferencas para a mo-
bilidade.

A(X): vetor normal a superficie

p(X): raio de curvatura local

Quando as analogias se tornam validas

Existe um limite no qual podemos considerar crescimento de graos
como espumas aquosas. A analogia obviamente s6 possui sentido quando,
tomando-se a média sob um numero grande de orientagdes granulares, a
energia de superficie pode ser reduzida a uma tensao superficial efetiva e
presséao diferencial. Quais sao as exigéncias que precisam ser cumpridas
para esta reducao ter validade? A temperatura tera que se manter alta su-
ficiente de modo que a anisotropia orientacional seja muito mendcgue
enguanto que a mobilidade de fronteira tera que ser constante com o tempo.
CasoKT estiver na mesma ordem da anisotropia, certas orientacdes de fron-
teira irdo se estabilizar e o crescimento granular tendera a ficar mais lento.
Se outros efeitos, como refinamento de zonas, alterarem a mobilidade local
da fronteira, também o crescimento granular se modificara, ora completa-
mente parando ora crescendo de maneira explosiva. Eis um exemplo da
rigueza de padrdes que podem se originar devido a estes parametros de
controle. Nés, porém, ndo vamos nos aprofundar nestes aspectos de cres-
cimento granular. Vale a pena porém a argumentacao acima, para ilustrar
como este sistema pode ser reduzido a espumas aguosas, e como é possivel
entender a Lei de Laplace do ponto de vista de um sistema discreto (ato-
mos). Na verdade, em filmes, a tensdo de superficie também possui sua
origem em interagdes atdbmicas, mesmo que de outra natureza.

3.3. Formagcao de Padrdes Devido a Area

A idéia de subdividir o espaco estd muito conectada a natureza da es-
puma - em particular, a questdo de como criar regiées de areas (ou volu-
mes, em 3D) iguais, de modo a utilizar o minimo possivel de fronteiras,
gue foi primeiramente formulada por Kelvin. Ele percebeu de imediato que
tal problema fundamental compartilha na sua base as caracteristicas com as
bolhas.

Desde sua formulacéo, e antes mesmo disto, questionava-se apenas como
repartir o espaco de maneira 6tima em regioes de esgaas Em duas
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dimensdes, o problema aparentemente € muito simples, pois temos a to-
pologia de hexagonos como resposta. Este resultado era conhecido como
solucdo ha muito tempo, mas foi apenas em 2001 que foi provado.

Ja em trés dimensdes este problema se torna mais complicado. Em 1887
Kelvin, por raciocinio intuitivo, propds uma estrutura de energia-minima,
que ele chamou de tetracaidecaédoe consiste de octaedros truncados
com faces hexagonais curvas.

Quando em 1994 Weaire e Phelan demonstraram que era possivel obter
uma configuracéo de ainda menor de energia utilizando dois tipos de polie-
dros ao invés de apenas um, porém cada um ainda com mesmo volume, se
percebeu que os horizontes, mais especificamente - 0 piso energético - de
possibilidades de configuragfes possiveis eram muito mais amplos (Weaire,
1996). Esta nova estrutura possui uma energ@iglnenor que o tetracaide-
caedro. Ainda ndo se tem uma prova que ela seja 0 menor minimo possivel,
fazendo com que esta questéo ainda esta em aberto.

Nas secbes anteriores, vimos que espumas apresentam distribuicdo de
tamanhos, podendo estas inclusive evoluir com tempo. Também ao nosso
redor observamos que as abelhas néo utilizam redes hexagonais constantes,
tampouco espumas consistem em numero infinito de bolhas com tamanhos
fixos. Tanto do lado puramente tedrico, quanto de interesse aplicavel, é
muito importante comecar a estudar as extensdes do problema original ob-
servando outros tipos menos homogéneos de distribuicdes de area e forma.
Para fim de consisténcia da linha desta dissertacéo, estamos apenas interes-
sados em mostrar a importancia do parametro area, e rapidamente descrever
os efeitos de se manter niumeros reduzidos de bolhas. Escolhemos para isto
focalizar nossa atencdo numa nova reformulagcéo do problema,

Problema de Kelvin “versao 2.1.2":

Quais sao as configuracdes mais favoraveis em espumas que possuem dois
tipos de bolhas, cada qual tendo uma area definida?

Tais espumas sao conhecidas cdntispersas.

Energias de topologias de bolhas

Em condi¢cBes onde podemos considerar o gas incompressivel, a energia
de um aglomerado de bolhas bidimensionais pode simplesmente ser escrita
como

(3.3.1) E=Lly,

ondeL é o comprimento de contato total de filme separando bolhas vizinhas
enquantoy € a tensao do filme. Caso esta andlise for feita em 3 dimensdes,
basta substituir o comprimento pela area das interfaces. Topologias dife-
rentes na qual existem numeros altos de bolhas de um dado tamanho (area
ou volume) nao influenciam significativamente a energia; os metaestados

Ttetrakaidecahedra
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de certas configuragdes se encontram muito perto do minimo geral (Graner
et al, 2001; Forteset al,, 2002; Fortes e Vaz, 2003). No entanto, ao tra-
tarmos com numeros finitos de bolhas - aglomerados - ou situacdes onde
uma diferenca entre as areas possiveis das bolhas € mantida, vemos que
as topologias alteram significativamente as energias. Uma das causas desta
sensibilidade, no caso de aglomerados, € o fato de termos uma relagéo agora
entre o numero de bolhas que se encontram na periferia e as bolhas que se
encontram distribuidas no centro da espuma. Bolhas localizadas na borda
VAo apresentar energias maiores, e por isto, o formato do aglomerado, como
também a distribuicéo interna da espuma heterogénea e o formato indivi-
dual das bolhas dependendo da localizacéo, se tornam fatores importantes
na energia total.

No caso da razdo de numero de bolhas periféricas relativo ao niamero
total de bolhas de um aglomerado ser pequeno ao ponto de ser desprezi-
vel, Forteset al. (2002) propuseram uma aproximacao (na verdade o limite
inferior energético de aglomerados grandes) da equacao 3.3.1 para o caso
bidimensional,

3722 a2
(3.3.2) Ex =g ylza :

na qual a soma é feita sobre todas as bolhas do aglomerad®; cepre-
sentando a area dasima bolha. O fator multiplicativo representa o peri-
metro de um hexagono (topologia estavel segundo lei de von Neumann) de
area igual a unidade. Divide-se por 2 para ndo somar contribuicdes energé-
ticas duas vezes, uma vez que interfaces coincidem entre bolhas adjacentes.
As figuras correspondentes a outras células de Plateau que poskdas

(em vez do caso ‘ideal’ de hexadgonos) ndo variam muito o fator multiplica-
tivo da equacao 3.3.2, que se mostra fracamente dependemte de

n=3 3.742 numero minimo para se formar uma bolha com area néo
nula
n=oco 3.712 circulo perfeito

Ou seja, desvios aumentam a medida que a variancia das areas de células
e 0 numero de lados aumenta. Percebemos que a situacdo de hexagonos
(no caso de areas regulares) € o de minima energia configuracional para a
situacao de de aglomerados grandes. Introduzimos duas modificagoes:

e aglomerados reduzidos
¢ bolhas de areas diferentes

Dependéncia de niumero e de area

Partiremos da situacdo anterior, descrita aproximadamente pelo limite
inferior da equacéo 3.3.2, de aglomerados grandes, para o caso agora de
espumas finitas em tamanho. A contribuicdo adicional da interface externa
para a energia se torna necessaria. Na mesma linha da equacao 3.3.1, escre-
vemos a energia de fronteira do aglomerado como
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(3.3.3) Efrointeira = Ef = StYs ,

com o comprimento tota; agora correspondendo ao perimetro macroscé-
pico de toda a fronteira (do aglomeradoysesendo a tensao de superficie

do aglomerado, mais precisamente a média da energia livre associado a
fronteira. Estes valores foram estimados por Faeted. (2002) para aglo-
merados na qual todos as bolhas possuem a mesma area, tendo sido obtido
para a média das energias de fronteira de hexagonos, onde

(3.3.4) yi = 0.576y.

A expresséo 3.3.4 varia conforme a distribuicdo de hexagonos, entre os
valores 0522y e 0.604y. Pode-se considerar, para fins de qualificacéo de
valores, a equacao 3.3.4 como uma média de aglomerados arbitrarios.

Existe a tendéncia de um aglomerado minimizar sua superficie, por isto
€ vantajoso considerar as topologias de espumas finitas que possuem ja for-
mas esféricas. Indicamos na figura nesta pagina um exemplo simples.

B

FIGURA 3.3.1. ESPUMA ESFERICA EM2D. Exemplo de
uma espuma de 7 bolhas, uma central e 6 fazendo fronteira.
A bolha indicado comA’ possui areaa e as bolhas do tipo

‘B’, possuem areag. A razao entre estes valores é contro-
lado por um parametro que caracteriza o siste)ma,%,
comNa representando o nimero de bolhas do té¥oe Ng
controlando o numero de bolhas do tifg).‘Isto € portanto

um exemplo de uma espumay), finita, pois existe uma por-
centagem consideravel de bolhas que se encontram na peri-
feria e (i), espuma bidispersa.

Para espumas anélogas aquela apresentada na figura, ou seja, arredon-
dadas e com eixos simétricos, a area da interface macroscépica pode ser
escrita como
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(3.3.5) S =2 /T[zAi.

Assim, a energia de fronteira de um aglomerado redondo, utilizando a mé-
dia da tenséo na equacéao 3.3.4, é dado por

(3.3.6) Ef =siys = 2.0418 2A| .

Unindo consideracdes a respeito de diferencas de areas e dos efeitos
de borda, isto €, juntando as equacdes 3.3.2 e 3.3.6, sugerido por Fortes
e Vaz (2003), a expresséo de energia para aglomerados redondos em duas
dimensdes finalmente sera dado por

3.722

(337) E=Ei+=5-v) \/sz(%zzz VA +2.042 /IZA-).

Introduzindo outras considera¢des geométricas, como tratando da situa-
¢ao de hexagonos regulares de mesma area e combinando isto ainda ao caso
energético de aglomerados sem fronteiras, é possivel obter a estimativa de
menor energia possivel (lower bound) para um aglomerado grande e finito:

(3.3.8) Episo = y(%gZZAil/ 2119435 A)Y2).

Calculos analiticos foram feitos por diversos autores (€ad., 2003;
Fortes e Vaz, 2003; Gopal e Durian, 2003; Fodtal., 2002) considerando
diversas topologias de espumas constituidasNaonimero de bolhas de
areaap e Ng bolhas de &reag, verificando-se que as configuracbes de mi-
nima energia vao depender Ne= %, e do numerd\a e Ng. A estimativa
minima se mostrou também satisfatéria para estes casos (equacao 3.3.8).

3.4. Conclusao Intermediaria

Formas de equilibrio e estados estacionarios sao fundamentais para a
compreensao de certos aspectos descritivos da biologia. Tanto analogias
de espuma com configuragdes de estruturas granulares em metais, sistemas
magneéticos e convectivos, ou tecidos biolégicos se mostram muitas vezes
validas pois resultam todos de minimizacéo de energia de superficie.

No contexto de espumas, tem se mostrado que configuracdes polidisper-
sas podem representar configuracdes de energias menores que as situagoes
de estruturas regulares. Isto sugere que tanto as areas quanto as concentra-
¢Oes de estruturas celulares sao determinantes para estabelecer as configura-
¢cOes de minima energia. Algumas situacdes - isto €, topologias especificas,
monodispersas e polidispersas - podem ser determinadas analiticamente.
Mais comum no entanto, é estimar as energias de estado fundamental, que
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ditara qual sera a configuracdo de menor energia. Em trés dimensfes uma
abordagem analitica ndo é possivel, devido a complexidade dos calculos.
Porém, tem se proposto configuracdes ‘candidatas’ e por meio de célculos
numeéricos verificado suas configuracdes de equilibrio. Com estes processo,
Weaire e Phelan puderam chegar a uma estrutura em 3D de energia menor
que as bolhas de Kelvin, até entdo considerados a solu¢éo do problema da
minimizagdo do espago compartimentalizado. O ponto interessante é que
esta estrutura consiste em repeticoes de bolh&aaienhos diferentes.

O seguimento deste trabalho se focalizard mais especificamente nos
sistemas biolégicos. Vamos ver que nao sera suficiente trabalhar com as
suposicdes que foram feitas com espumas para entender as configuracoes
geradas em tecidos biologicos, mas também, vamos discutir os efeitos to-
polégicos semelhantes a espumas que sao possiveis de se encontrar nestas
situacBes mais complexas (biol6gicas). Um aspecto importante é que as
concentracgdes dos tipos de células, suas relagbes de areas e a fronteira que
elas fazem com o meio, podem também ser fatores relevantes, tanto quanto
sdo as interacdes intercelulares de ordem puramente bioldgicas.

3.5. Sugestbes para Pesquisas Futuras

Falta averiguar a possibilidade de reproduzir o grafico de fases em 2D
obtido analiticamente por Teixeit al. (2002) por simula¢gdes de Potts.
Se for possivel, entdo a extensédo para 3D, onde métodos analiticos ndo sao
mais possiveis sera importante.



CAPITULO 4
Topologia Il: Hidras

Esta pequena criatura revelou fatos tdo incomuns, tdo con-
trarios as opinides costumeiras a respeito da natureza dos
animais, que para aceita-las requerem-se as provas mais
claras. Mais de uma vez tém a pressa e a predilecao para o
fantastico induzido naturalistas ao erro e tém ocultado as-

suntos deles que de outra maneira seriam identificados com
facilidade. Nao é suficiente entdo, que se tenha visto isto
e aquilo. Isto ndo terd nenhum sentido se nao vier acompa-
nhado ao mesmo tempo pelo relato do observador indicando
como os fatos foram vistos, de maneira que possibilita o lei-
tor a avaliar a validade da observagao.

Quanto a mim, preciso aderir a esta regra com rigor, e
mais rigor que qualquer outro. Os fatos que eu estou re-
portando sdo extraordinarios demais para esperar que al-
guém os acredite por minha palavra. Portanto, vou expor
da maneira mais clara possivel cada consideracao que tem
me guilado, e cada precaucéo que tomei para evitar a auto-
iluséo:

Estudo das formacdes de padréo com a introducdo de um novo elemento:
adeséo diferenciada.

4.1. A Biologia da Hidra

A hidra é um cnidario, grupo de animais que se originou muito cedo na
evolucdo metazodria. Ela se tornou um sistema paradigmético para varias
areas da morfogénese, tais como regeneracao, evolucéo, formacao de gradi-
entes morfologicos e de brotamentos. Também é muito bem utilizada para
reagrupamento celufarobjeto deste estudo, pois trata do estabelecimento
de configuracdes de equilibrio por adeses diferenciadas.

IMemoires pour servir a I'histoire naturelle d'un genre d’eau douce a bras en forme de cor-
nes - ABRAHAM TREMBLEY, 1744;Traduzido por Sylvia G. Lenhoff (University of California)

para o inglés.

2cell sorting
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4.1.1. A hidra imortal

Ha uma diversidade de animais dotados de tecidos que possuem o poder
da auto-regeneracédo pois sdo formados de células matrizes. Estas células
conferem a natureza auto-regenerativa ao tecido pelo fato de possuirem uma
alta capacidade (até indefinida) de divisédo celular. A nossa pele (dos verte-
brados em geral) € um exemplo de um destes sistemas, porém ela é relativa-
mente simples pois as células matrizes geram apenas um produto diferen-
ciado. Outros sistemas mais complexos podem expressar diversas formas
de produtos de diferenciagéo, através de células-tronco (que demonstram
pluripoténcia). E neste contexto, onde se insere a hidra? Como um dras-
tico exemplo destes sistemas: todos seus tecidos sdo auto-regenerativos.
Num processo de perpétua renovacdo na qual suas células sdo continua-
mente substituidas, incluindo neurénios. Como consequéncia a hidra nao
envelhece e ndo ‘morre de morte morrida’. Toda célula da hidra faz parte
de um dos trés possiveis sistemas de células-tronco: a linhagem das células
endodérmicas, ectodérmicas e intersticiais.

4.1.2. Morfologia

A hidra possui a forma de um cilindro, numa das extremidades apresen-
tando um conjunto de tentaculos.

Duas monocamadas cilindricas de células epiteliais separadas por uma
membrana acelular formam suas paredes. Esta configuragéo trilaminar se
estende do pé aos tentaculos. Sdo estas camadas que circundam a cavi-
dade géstrica, com a ectoderme fazendo contato com o ambiente externo,
enguanto o endoderme reveste a cavidade gastrica (coelentron). Entre a ec-
toderme e a endoderme encontramos a matriz extracelular na qual elas estéao
aderidas, a mesogléia.

Além das células epiteliais que caracterizam a endoderme e a ecto-
derme, existem outros tipos de células que estdo localizadas nos intersticios
destas células epiteliais, e fazem parte das linhagem de células intersticiais.
Ao total podemos contar com 20 a 25 tipos diferentes de células no animal,
somando de 30000 a 200000 de células dependendo da espécie.

A cabeca da hidra é subdividida em duas partes - a mais apical corres-
ponde aregido oral, e a zona mais basal da qual emerge um anel de tentacu-
los. Na outra extremidade do organismo encontra-se o disco basal, que se
localiza no peddnculo, através do qual o animal se firma em superficies.

4.1.2.1. Trés camadas: endoderme, mesogléia e ectoderme

A hidra possui trés camadas, duas epiteliais e uma acelular.
Os dois epitélios

Os cnidarios sdo um dos primeiros grupos dos metazoarios onde fica
evidente a organizagdo de células em tecidos. Cada epitélio possui sua li-
nhagem de células correspondentes. Assim, falaremos das células da en-
doderme e da ectoderme. Elas possuem morfologias e fungdes especificas.
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FIGURA 4.1.1. ESTRUTURA GERAL DA HIDRA ADULTA.

Esta figura é uma adaptacdo de uma ilustracdo de Bode
(2003), na qual vemos uma secéo longitudinal de uma hidra.
Indicamos as regifes e as camadas. Duas protrusdes na co-
luna do corpo indicam brotamentos em diferentes estagios, e
corresponde a reproducao assexuada. Indicado também esta
a movimentacao geral das células epiteliais; células movem-
se para as extremidades e também para os brotamentos em
desenvolvimento.

Também permeado a cada um dos epitélios existe uma terceira linhagem,
gue nao constitui um tecido préprio, as células intersticiais.
Os epitélios servem para protecédo e digestao.

Mesogléia

E na mesogléia que células de ambos os tecidos se aderem. Esta ca-
mada acelular existe na hidra analogamente a matriz extracelular (ECM)
dos epitélios em vertebrados, e como tal, vai influenciar na migragédo, di-
ferenciacdo e proliferacao das células. Entre os componentes principais da
mesogléia encontramos a fibronectina, colageno tipo IV e laminina. Es-
tudos tanto bioquimicos quando morfolégicos das estruturas internas desta
camada vem sugerindo que a mesogléia é evolucionariamente uma forma
primitiva de membrana basal, mantendo também certas caracteristicas de
ECM das esponjas (Zhamg al.,, 2002).

Caracteristicas importantes em relagdo a mesogléia:

e E possivel isolar a mesogléia da hidra, de modo a formar um subs-
trato em placa de vidro. Sobre esta camada observa se o compor-
tamento de diversas células de hidra, que se aderem fortemente a
ela. E possivel observar formac&o de filopodios, lamilopddios etc.

e Foi identificado por diversos métodos, colagenos e outras molé-
culas similares aquelas de matrizes de vertebrados na mesogléia.
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Ha também muitas moléculas comuns a grupos de invertebrados
mais primitivos como também de alguns grupos mais complexos
(Sarraset al,, 1993).

¢ A interferéncia na estrutura de arranjo molecular da mesogléia da
hidrain situ por meio de certas drogas, altera o gradiente de con-
centragdes de substancias causando uma mudanc¢a na migracao das
células intersticiais ao longo da mesma, dado verificado por expe-
riéncias emn vivo com hidra (Sarras e Deutzmann, 2001).

Seguem se das propriedades acima as seguintes conclusoées:

(1) In vitro a mesogléia exerce a funcao de matriz extracelular. Existe
uma adesao forte do tipo célula-matriz. Ela pode ser experimen-
talmente determinada.

(2) Mesogléia pode ser considerada no contexto evolutivo como uma
forma primitiva de membrana basal.

(3) Interacdes célula-matriz sdo decisivas para a migracao de células
na hidra, juntamente com outros efeitos também criticos para este
processo como interacdes célula-célula, e gradientes quimeotéxi-
COsS.

(4) A mesogléia se torna relevante para as futuras discussdes de mo-
delamento pelo fato de haver uma interagédo célula-matriz que sera
essencial para a dinamica celular, ou para qualquer outro modelo
gue vise explicar o processo da morfogénese da hidra.

Mas néo é apenas na hidra adulta que este ingrediente acelular vai partici-
par. Quando tratarmos de regeneracao de agregados de células de hidra e de
um fendmeno em especifico associado a elebucst’, teremos que nova-

mente analisar o papel da mesogléia. Também néo é completamente correto
ignorar o papel da membrana basal na evolucdo para os ultimos estagios de
organizacao dos agregados, como foi provado por Zlehrad. (1994) ao
mostrarem que certos fragmentos de fibronectina e colageno interferem no
desenvolvimento. Porém, pela natureza do problema que nos estamos fo-
calizando neste estudo, ndo sera necessario entrar nos aspectos da estrutura
interna da mesogléia, e podemos assim, encerrar aqui a discussao.

4.1.2.2. Trés linhagens celulares: células ectodérmicas, endodérmicas
e intersticiais

A hidra possui apenas trés linhagens. As ectodérmicas se concentram
apenaso do epitélio externo, as endodérmiegenasno epitélio interno
e as intersticiais em ambos.

Linhagem intersticial

A terceira linhagem consiste em células tronco que estdo localizadas
nos vaos entre as células epiteliais de ambas as camadas de modo que ficam
espalhadas ao longo do animal.
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FIGURA 4.1.2. (ELULAS INTERSTICIAIS. As células in-
tersticiais séo totipotentes e podem resultar em quatro pro-
dutos diferenciaveis: neurénios, células secretoras (glandu-
lares), gametas e nematocistos.

As linhagens epiteliais

Conhecemos ja a morfologia basica da hidra, com suas duas camadas
de epitélio. Focalizando a atencdo para a estrutura interna destes epitélios,
vemos que ela ndo é estatica, ao contrario, existe em um estado estacionario
de producéo e perda de células.

As células epiteliafsse encontram permanentemente no ciclo mitético.
Mais exatamente, sua vida celular possui a curta duracéo de 3 dias de modo
gue a massa do tecido duplica num intervalo de 3-4 dias. A hidra em si,
porém, continua do mesmo tamanho. Isto é explicado por uma estranha di-
namica interna: & medida que as células se dividem incrementando a massa
da coluna, as camadas epiteliais se movem ao longo do corpo. Tecidos das
extremidades se deslocam para as suas respectivas polaridades (cabeca ou

Scaso as hidras forem alimentas regularmente, é claro. ..
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pé) e eventualmente se perdem para o mundo externo. Este processo € res-
ponsavel por aproximadamente 20% da perda de células do individuo. _Q
restante é utilizado para a formacéo de brotamentos.

Ja mencionamos o carater pluripotente das células epiteliais da hldra
gue faz com que elas difiram do comportamento tipico de células tronc ,
o fato delas n&o apenas se dividirem para manter uma certa populacad
por sua vez possa se diferenciar resultando células especificas para exerger
funcdes fisioldgicas), mas também exercerem fungdes vitais. A linhage i
da ectoderme, que forma a monocamada externa da hidra, funciona co
um mecanismo protetor, enquanto a linhagem endodérmica possui ativid
digestiva.

Dinamica celular

linhagem. As células epiteliais da ectoderme e da endoderme do corp
organismo se encontram constantemente em mitose, gerando a parti
movimentacdes (como um elevador) para a zona apical, onde, num limif§
muito bem determinado, elas param de se dividir e iniciam-se as diferengf-
acoes.
Quando movimentados para baixo, também vdo mudar seu compBritaeira coluna
mento mitdtico para um de diferenciacdo, desta vez na regiao do pedumnatida reprodugio
(Holsteinet al., 2003). Para acompanhar a proliferacdo dos epitélios e soadafa) zigoto,
diluir sua densidade entre estas popula¢cdes constantemente em mitoges sasa fecundagdo
células intersticiais também precisam acompanhar a divisao celular pat# seas células(c)

manter num estado estavel. blastula,(d) estagio
A . . inicial da clivagem,
4.1.3. Fendmenos curiosos da hidra (¢) estagio do
Reprodugéo cuticulo, onde células

externas produzem
Pode ser tanto assexuada quanto sexuada. O que determinara a figddos, (f)

de reproducdo que a hidra irda adotar, sdo as condicdes ambientais. nggifento. A

ambiente for favoravel, fornecendo alimentos, luminosidade e uma tersggmda coluna indica

ratura adequada, os animais preferencialmente irdo adotar a reproducaeppucio

brotamento. Em condi¢Bes adversas, sera implementada a a reproducésseradal) hidra

xuada. Brotamentd(idding é facilmente observado na hidra, iniciando-g@uilta,(2) inicio do

por uma pequena protrusao no corpo do animal adulto. Segundo Betisigmentq(3)

(1972), a iniciacao do brotamento de fato ocorre um dia anterior a suadgérenciacao do

meira indicagdo visual. A ponta da protrusdo se tornara a cabeca da hidtamentq4)

crescendo a medida que adota tecido do corpo tubular do adulto. Nestespramento da hidra

cesso também ha proliferacdo das células no proprio brotamento. Da hase,

juncéo entre brotamento e o corpo do animal adulto, se formara o novo ‘pé’

e é a partir desta regido que ocorre a separacao dos indifiduomrfogé-

nese deste processo possui forte simetria: do momento que é determinado

4Que sao na verdade, clones um do outro.
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0 ponto na qual iniciara a formacéo da protruséo - futura cabeca - o tecido
gue se encontra concéntrico a esta origem ja se diferencia para organizar a
formacdo da futura regido gastrica e pé. Estas fortes tendéncias geométricas
indicam a formacao de pré-padrdes morfogenéticos. Corroborando tal colo-
cacao, a caracteristica morfolégica de que a posicdo onde o ponto formador
se manifestara possui também uma forte dependéncia espacial em relagédo
ao pé e cabeca do adulto.

Observacdes e experiéncias a respeito destes dados (especialmente de
transplantes), tém gerado inUmeras teorias que incorporam a existéncia de
inibidores e ativadores morfogenéticos. Estudam-se muito os efeitos de gra-
dientes dentro do corpo e dos brotamentos responsaveis pelas configuracoes
simétricas finais (Berking, 2003; Meinhardt, 2002).

Gradientes morfogenéticos: transplantes

Jéa foi mencionado na sec¢do da reproducdo as dependéncias espaciais
ao longo do corpo da hidra quanto a formacéo de brotamentos. Esta pola-
ridade é ainda mais notavel ao se fazer experiéncias de regeneracao, pois
tecidos obtidos de diferentes localidades do corpo véo apresentar tendén-
cias proprias quanto a probabilidade de se transformar em cabeca ou pé
guando transplantados em outro animal. Tecidos com maior propenséao a
formar cabeca (e menor capacidade de formar pé) sdo aqueles obtidos das
posicOes mais apicais. Esta polaridade nos tecidos e a distribuicdo gradual
das capacidades de transformacao sao determinados por um campo escalar,
denominada dealor posicionalpor Wolpert oudensidade de fonfepor
Meinhardt (2002), que por definicdo possuem o valor maximo no apice da
hidra e o valor menor no disco basal.

O préprio fato da hidra se encontrar permanentemente num estado es-
tavel de continua producao e perda de células indica a necessidade de um
estabelecimento constante do padréo axial. Ela é satisfeita pelo gradiente
morfogenético, mais explicito nas experiéncias de transplantes. O meca-
nismo ocorre em duas partes: existe o organizador na regido apical e o
gradiente ao longo do corpo do inibidor de cabeca e de ativador de cabeca.

Como é possivel obter regeneracao, inclusive reproducao assexuada, em
hidras que ndo possuem a linhagem intersticial, os peptidios morfogenéti-
cos derivados das células epiteliais (conhecidas como epiteliopeptideos),
sdo consideradas como 0s mais provaveis participantes responsaveis dos
processos de regeneracao de cabeca e pé.

Regeneracéo

Finalmente a caracteristica mais marcante, a capacidade extraordinaria
de regeneracdo da hidra. Podemos bisseccidndelanodo que a parte

5grafting
Ssource density
7Qualquer lugar da regido que compreende 0s sete oitavos superiores da hidra.
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Regeneracao

Gradientes Morfogeneticos  (implantes)

Reorganizacao Total

FIGURA 4.1.3. FENOMENOS DA HIDRA. llustracbes esque-
maticas dos diversos fendmenos apresentados na Reégeneracao -

(R1): Regeneragéo das extremidades ausentes apos bis(R2§oRe-
generacdo de ambos polos - cabeca e pé- depois da remocgao de uma parte
da coluna do corpo(R3): Formacao de cilindro da coluna a partir de
seccao longitudinal, seguido pela regeneracdo das extremidades e final-
mente estabelecimento das propor¢coémplantacdes - Experiéncias

gue ilustram o estabelecimento de simetrias axiglg) e (I3): par-

tes da coluna celular extraidos de localizac¢des apicais (11) ou basais (13)
transplantadas em uma segunda hidra, em localiza¢des apicais (11, 13) ou
basais (11, I3) indicam comportamentos inibitérios demonstrando a exis-
téncia de um padréo pré-estabelecido que induz comportamentos diver-
sos apos implantagGeReorganizacao Total - (X) Auto-organizagéo e
estabelecimento da morfologia do corpo a partir de agregados de células
individuais.
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superior formara o pé ausente e a parte inferior vai gerar uma cabeca. Tam-
bém, ao se isolar apenas um cilindro da coluna, ambas as extremidades irdo
reaparecer. Estas propriedades novamente sugerem uma polaridade oral-
aboral que é mantida mesmo depois da sec¢do. Nao apenas cortes transver-
sais, como também longitudinais sédo regenerados. Ao se cortar a coluna do
corpo ao meio (corte vertical), ele rapidamente regenera formando um cilin-
dro de didametro menor que normal, seguida pela formacao da cabeca e pé.
Feito isto, o organismo lentamente recruta células e também regenera o te-
cido do corpo para estabelecer novamente a relagéo tamanho/circunferéncia
apropriada.

Hidras também demonstram seus talentos regenerativos de outra forma
mais dramatica e elegante, que € afinal o assunto deste capitulo: a partir de
aglomeracdes aleatérias de células, um animal completo é gerado (Gierer
et al, 1972; Technau e Holstein, 1992). O processo inicial apresentado, o
de segregacédo conhecido comside-outside sortindoi repetido apenas
em tecidos embrionarios de vertebrados, também em agregados aleatérios
(Fotyet al,, 1996).

Isto &, dissociando a hidra (ou hidras) numa suspenséao de células via-
veis, forma-se um agregado destes por centrifugacdo. Este agregado é o que
referimos como aglomerado aleatorio, em que qualquer informacéo de loca-
lizacdo do tecido antigo se perdeu. Apds algumas horas forma-se uma casca
esférica composta de duas camadas, a ectoderme e endoderme. Passando
este ponto, na qual ainda se mantinha uma simetria esférica visualmente
distinta, percebe-se movimentagcdes mais violentas, resultando em defor-
macdes. JA comecam a surgir sinalizacfes polarizadoras para formar as ca-
becas. O material que circunda estas formacdes se organizam para formar
a coluna do corpo, e por final, o pé - momento na qual a hidra nova se des-
prende do resto do tecido. Foi descoberto que estes centros organizadores
séo resultados de aglomerados de B células epiteliais que estabelece-
ram uma intercomunicacdo, expressando certos genes. Tais pontos locais
coordenam as células vizinhas gerando um campo de inibicdo lateral que
alcanca 100@m(Technau e Holstein, 1992).

NGs iremos focalizar o estudo de estabelecimento de configuracdes na
parte inicial da reorganizacdo, isto é, da segregacéo celular apenas. Todos
0s processos de diferenciagéo, formacgéo de gradientes e sinalizacdes locais
nao serdo tratados aqui. Deixamos registrados que nesta area existem va-
rios modelos matematicos, quase todos de reacao-difusdo (Berking, 2003,
1972; Bodeet al, 1999; Bosch e Fujisawa, 2001; Bosch, 2003; Fujisawa,
2003; Galliot e Schmid, 2002; Meinhardt, 2002; Schiffmann, 2001; Steele,
2002; Technawet al,, 2003), que formulam as polaridades. Voltaremos as
polaridades ao descrever nossas experiéncias de reorganizacéo de hidras na
secdo 4.5.1 na pagina 80, em maiores detalhes.
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4.2. Morfogénese
(e O que isto tem a ver com Fisica?)

A morfogénese é de forma geral o estabelecimento da organizacdo com-
plexa de tecidos e 6rgdos que ocorre pelo processo do desenvolvimento de
uma estrutura (configuracdo) espacial pela coletanea de células envolvidas.
O surgimento de topologias dentro dos tecidos (ou agregados) se da via
diferenciacédo e migracao das células individuais.

A viséo classica do desenvolvimento do estabelecimento de padrbes es-
truturais é baseado na premissa de que um proto-padrao tenha primeira-
mente se estabelecido e de que ele sinaliza para as células o que estas -
por diferenciacdo, migracdo ou mudanca de forma - devem fazer. A critica
atual € que esta abordagem é extremamente hierarquica e pressupfde uma
total sujeicdo do comportamento das células a algo externo imutavel, o que
se torna insuficiente para explicar as interacées complexas entre 0s muitos
niveis da morfogénese. Por exemplo, sabemos que quando células migram
elas emitem sinais dependentes da localizacdo de modo a alterarem o gra-
diente externo, o que ja ndo seria incorporado pela teoria cldssica. Mas nao
€ apenas esta a caracteristica que faz da morfogénese um processo tdo com-
plexo e intrigante; segue-se abaixo alguns dos pontos que achamos cruciais
para o entendimento maior do problema.

A Morfogénese apresenta-se como um processo:

e localizado. Nenhum componente (célula) € capaz de interagir com
o0 sistema total, ao contrario, cada componente evolui apenas pela
interacdo com os vizinhos. Neste ponto temos uma grande seme-
Ihanca com a definicdo de autémato celular. Porém, aqui a regra
individual pela qual esta evolucédo € guiada, além de poder ser es-
tocastica, varia com tempo e com cada célula individual.

e n&do-conservativo. O nimero de componentes Yalata caracte-
ristica se op@e violentamente a definicdes de Automata Celulares.

e de regulamento genético dependente da posicdo. Nao confundir
isto com a idéia arcaica que cada célula ja ‘nasce’ com um manual
de instru¢cdes morfogenético que estipula todo seu comportamento
futuro. Na verdade a expressao genética em colabora¢cao com ou-
tros fatores determinam as propriedades fisicas das células, a res-
posta celular de cada uma e também a secrecéo de morfogens difu-
siveis, que levam a uma configuracao topoldgica (estabelecimento
de meio) que por sua vez novamente regula a expressao geneética.

e de diferencas locais de origem mecanica. Células em interfase,
mitose, em apoptose e células em estado quiescente muitas vezes
coexistem no mesmo microambiente, de modo a sugerir que estas
diferencas em destinos ndo podem ser atribuidos apenas a sinais

SNumero que tende a crescer. No entanto, em muitos casos da embriogénese, apoptoses
controladas exercem um papel essencial no estabelecimento da forma.
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guimicos. Na secao 5.2 na pagina 108 vamos mostrar que defor-
macdes mecanicas podem ter um papel muito importante nestes
processos.

e inerentemente multi-nivel. Pois nela estdo envolvidas processos
em escalas temporais e espaciais préprias, incluindo componentes
subcelulares, celulares e supercelulares.

e robusto. Apesar de toda a complexidade, do emaranhado de pro-
cessos, da configuracao final, a topologia estavel estabelecida, pre-
cisa sobreviver. Ou seja, mesmo com enormes erros e flutuagoes,
a morfogénese tende a se autocorrigir.

Todos estes aspectos servem como evidéncia dos lagos de realimentacéo
nao-lineares que permeiam o processo de morfogénese.

O que motiva o estudo do estabelecimento destes padrdes bioldgicos
em termos de modelos fisicos, é a forte semelhanca que eles possuem com
configuracdes geradas por mecanismos fisicos conhecidos. Nas proximas
secoOes teremos muitas exemplos que ilustram estas analogias.

A estratégia para modelamento € a de procurar mecanismos fisicos que
guantitativamente imitam os processos bioldgicos individuais. Neste traba-
Iho escolhemos um caso particular, a do reagrupamento celular em agrega-
dos aleatérios. As entidades fundamentais do modelo serdo células (assim
com no estudo do capitulo 5, sobre mitose).

4.3. Adesao Diferenciada

Como veremos exaustivamente durante esta dissertacdo, agregados mul-
ticelulares possuem a propriedade de se arredondar quando em suspensao
(ou em contato com superficies ndo aderentes), de modo a nos lembrar com-
portamento de liquidos, como por exemplo gotas de 6leo em agua. Também
as células que constituem estes agregados muitas vezes se reagrupam de
forma que temos uma distinta segregacdo, semelhante a uma mistura de
dois liguidos imisciveis que em equilibrio se separam(Armstrong e Nieder-
man, 1972; Steinberg, 1975; Thonetsal, 1981).

Estas observagbes nos levam a pensar sobre a possibilidade de inter-
pretar células e suas interacdes como um mecanismo semelhante a fluidos,
e também sugere que termos como ‘tensdo de superficie’ e ‘viscoelastici-
dade’ possam ser empregados para entender mecanismos morfogenéticos.
Queremos ressaltar que nossa intencdo nao é considerar a célula como uma
bolha homogénea - mas sim entender que sob uma escolha de certos para-
metros, podemos observar comportamentos que se apresentam semelhantes
a liquidos.

Para apresentar estas caracteristicas, o sistema celular deve satisfazer
certos requisitos: deve ser constituido por muitas subunidades que possuem
uma coesdo mas devem ser moveis (Forgaes, 1998; Fotyet al., 1994).
Novamente uma comparacado pode ser tracado: liquidos possuem subunida-
des de moléculas enquanto tecidos possuem células. Moléculas se movem
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termodinamicamente, enquanto tecidos onde células estdo se reagrupando,
0 movimento se da de maneiras mais complicadas, por extensfes, contra-
cOes, pseudodpodos, enfim, movimento do tipo amebal.

Foi sob esta visdo que Steinberg (1975) formulou a Hipotese de Ade-
sdo Diferenciada, na qual células de diferentes tipos poderiam ser tratados
de maneira analoga a liquidos com suas distintas tensdes superficiais. De
acordo com esta hipétese, as células, possuindo certas for¢as caracteristicas
de adesdo entre umas e outras, geram tensdes interfaciais e de superficie,
podendo se redistribuir.

4.3.1. A hipotese da adeséao diferenciada e morfogénese

Uma vez que a morfogénese consiste em um processo que apresenta
uma alta mudanca nas formas e localizacdo de células bioldgicas, a com-
plexidade da dinamica celular durante o processo de desenvolvimento em-
brionario é espantosa: existe grande quantidade de diferentes fatores de
crescimento tomando parte, regulacdo genética, efeitos hidrodinamicos etc.
Felizmente, observamos também a formacéo de padrées em sistemas bem
mais simples, ou seja, em condi¢fes com variaveis mais controlaveis e um
numero de parametros muito menor. Em experiériniagro com agrega-
dos formados por diferentes tipos de células misturadas, espontaneamente
ocorre reagrupamento celular. Este comportamento reflete a capacidade de
células embrionarias tomar forma e da reconstrucdo de 6rgaos funcionais.
A hidra também pode-se regenerar completamente a partir de um agregado
de células aleatoriamente misturadas.

Steinberg propds a Hipotese de Adesdo Diferenciada para explicar o
fendbmeno de reagrupamento celular. Ele sugeriu primeiramente que intera-
¢cOes entre células consistem de uma energia de adeséo de superficie que va-
ria de acordo com os tipos de células participando da interacéo (Steinberg,
1978). Isto ndo € apenas uma suposi¢ao razoavel, mas também possui for-
tes sustentacdes biologicas e desde entdo, inlmeras pesquisas ja provaram
a existéncia destas ades0es diferenciadas, inclusive entendendo-as em nivel
molecular (vide subsecado 4.3.2). A hipbétese prossegue em explicar que as
células, numa busca ergédica exploram vérias configuracfes energéticas até
chegar ao minimo de energia. Minimo que ira estabelecer a configuracao
final e estavel.

Analiticamente, esta hipotese foi baseada em duas suposicdes. E estipu-
lado uma energia de adesé@a qualquer contato entre células dependente
apenas dos tipos de células envolvidas. A proxima suposi¢ao é certamente
mais sutil, e tem levado (a0 meu ver) muitos pesquisadores a interpreta-
cOes e criticas mal fundamentadas da Hipdtese da Adesdo Diferenciada
(DAH): as células sédo consideradas capazes de alcancar um minimo glo-
bal de energia configuracional independentemente das condi¢des iniciais
(Harris, 1976). Ou seja, elas devem poder explorar ergodicamente a paisa-
gem energética. Por isto, ao se fazer simulagfes baseadas nesta hipotese é
importante que elas sejam feitas através de um estudo dinamico (permitir
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FIGURA 4.3.1. REAGRUPAMENTO CELULAR. Nos proces-

sos de redistribuicdo de células vitro, a partir de confi-
guracdes iniciais que jamais ocorreriamvivo é possivel
alcancar estados (metaestados), como a topologia xadrez e
outros processos de segregacao parcial, que ndo observaria-
MOS jamais em animais ou na embriogénese propriamente
dita. Porém, servem para quantificar as interacdes entre cé-
lulas, tracar mecanismos da dindmica o que leva a um en-
tendimento melhor da natureza que esta subjacente a estes
processos.

movimentacdes das células) em contraposi¢do a relaxacbes em uma con-
figuracdo estatica. E uma consequéncia, tanto da teoria como de experi-
mentos, que restricdo da mobilidade celular pode modificar a evolugéo e o
estado de equilibrio. Nos casos apresentando limitagdes de movimentacgdes,
as condic¢des iniciais sdo determinantes para a predi¢édo do configuracéo fi-
nal, pois indicam quais os possiveis minimos locais.
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O que incentiva a busca da validag&o da hipotese da adesao diferenciada
€ que muitas propriedades de tecidos séo caracteristicamente semelhantes
as propriedades mecanicas de liquidos, que sao sabidamente capazes de se-
gregacao. Abaixo seguem os comportamento apresentados por populacoes
de células embrionarias que mimetizam caracteristicas de liquidos imisci-
veis (Steinberg, 1996):

(1) Arredondamento de fragmentos de tecido, que possuem formas
iniciais irregulares, para uma forma esférica.

(2) Reagrupamento de misturas de diversas células, alcancando certas
configuracdes topoldgicas especificas (segregacao por exemplo).

(3) Envoltura de um aglomerado por outro.

(4) Evolucao do reagrupamento passa por estagios de menores aglo-
merados, que entdo percolam.

(5) Alcancar a mesma configuracdo final por caminhos alternativos,
como segregacao celular e envoltura.

(6) Relacdo hierarquica associativa dos tecidos a se estenderem um
sobre o outro; figura 4.3.2.

(7) Correspondéncia imediata entre a seqiéncia dos potenciais de en-
voltura com os valores de tensdes superficiais obtidos.

C

FIGURA 4.3.2. ASSOCIATIVIDADE. Propriedades associa-
tivas apresentados por tecidos mostrando que ha uma clara
hierarquia quanto aos potenciais de envoltura. Na figura esta
esquematizada esta propriedade: Se tecido A é envolto por
B, que por sua vez é envolto por C, podemos concluir - teori-
camente e por verificagdes experimentais (febtgl., 1996)

- que o tecido (fase) C vai se estender sobre A.

Teorias que visam dar fundamentos para processos mais complicados
da morfogénese, inevitavelmente terdo que reproduzir estes sete pontos ci-
tados.
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4.3.2. Mecanismos bioldgicos de adeséao diferenciada

As interacdes entre células, assim como entre células e a matriz extrace-
lular, séo responsaveis pelo desenvolvimento, manutencéo e funcionamento
de um organismo multicelular. Para conseguir satisfazer tal demanda, exis-
tem varias formas de interacfes, desde as extremamente estaveis (citoesque-
leto de células adjacentes ligados por pontos de adeséo) até alguns bastante
transientes (citoesqueletos néo ligados).

No contexto de reagrupamento celular, estamos interessados primeira-
mente na classe de interagcdes que se da entre células. Como nossas simu-
lacBes se baseiam na hipotese da adeséao diferenciada, pois estaremos atri-
buindo energias de superficie diferentes para diversos contatos, é do nosso
interesse saber como de fato estas interacdes se dao em nivel molecular,
para obtermos corroboracdo para nossas hipoteses e também verificar até
gue limite o modelo é valido. Também é nosso intuito fazer especulacdes
sobre o0 que pode estar acontecendo em nivel molecular a partir dos resul-
tados do modelo. Especificamente tratando com hidras, Agbas e Sarras
(1994) verificaram a existéncia de diversos tipos de proteinas de adesao.

A adesdao entre células é um processo seletivo (Steinberg, 1986). Uma
célula so ird aderir a outras de tipo especifico, sendo este reconhecimento
estabelecido por proteinas transmembréanicas que podem ser vistas formando
guatro grupos basicos: selectinas, integrinas, Ig e caderinas. Além das mo-
léculas de adesado que permeiam a membrana, existem também as intercelu-
lares, que sdo membros da categoria Ig e que sdo expressas na membrana.
Dentre as interagdes que estamos estudando, existe um categoriza¢ao im-
portante que sera fundamental no estudo de reagrupamento celular:

e interacOes heterofilicas - Na qual uma molécula de adeséao reco-
nhece uma outra de tipo diferente na superficie de uma segunda
célula.

e interac6es homofilicas - Ligac&o entre moléculas iguais de adeséao
em células diferentes. Exemplo destas séo as caderinas, das quais
se conhece mais que 50 tipos.

Interessa-nos as correspondéncias qualitativas entre estas interacdes e as
energias de interagao propostas. A familia Ig possui interagées homofilicas
0 que leva a seletividade adesiva, e contribuem com a embriogénese.

Selectinas: Importantes para o sistema imunoldgico, pois regulam
interacdes entre leucdcitos e células endoteliais. Nao é do nosso
interesse pois nao participam de estabelecimento de topologias.

Integrinas: S&o responsaveis tanto por grande parte das adesées com
ECM gquanto interagdes célula-célula.

Ig - Imunoglobulinas: Os ICAMs em associagao com integrinas (ou
seja, dois tipos distintos de proteinas) formam juncdes heterotipi-
cas. Porém, as que serao de relevancia para a seletividade adesiva,

Yintercellular adhesion moleculdtCAMS)
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contribuindo na embriogénese, séo as interacdes homofilicas apre-
sentadas por esta categoria.

Caderinas: Apresentam afinidades seletivas entre elas. No entanto,
nao participam do processo de segregacao (reagrupamento) em ce-
lulas embrionarias, sendo expressas mais em epitélios (E-caderinas),
na qual mais de 20 tipos ja foram reconhecidos.

| Grupo | Ligantes| interacdo |
Integrinas| EMC | Adeséo Foca

(estavel)
Integrinas lg heterotipicas
(transiente)
Ig lg homotipico

(transientes)
Caderinas Caderinas Adherens e
desmossomos
TABELA 4.3.1. TiPOS DE INTERAGOES MOLECULARES
DE ADESAO.

A capacidade das células de aderirem umas a outras, quando provenien-
tes da mesma espécie, ndo esta restrita apenas ao tipo celular, pois muitos
dos sistemas de ades&o moleculares estdo expressos em diferentes tecidos.
O que varia consideravelmente é a intensidade destas forcas adesivas. Por
outro lado, células que expressam apenas caderinas nao sdo capazes de es-
tabelecer adesbes com aquelas apenas contendo imunoglobulinas. A habili-
dade de membros de familias de moléculas de adeséao a interagirem entre si
aparece principalmente nas caderinas. Por isto subfamilias diversas de ca-
derinas em tipos celulares diferentes podem interagir, porém com energias
heterotipicas proprias (geralmente néo tao fortes).

Adeséao célula-célula em fungéo do tipo celular é conhecido através de
experimentos.

Embora a maioria das células possuam sitios especializados na mem-
brana plasmatica que formam os pontos de contatos com outras células (ou
ECM), sendo estes estaveis ou ndo, achamos suficiente no estudo da Hidra
fazer a aproximacéo de que as interacoes se distribuam homogeneamente
pela superficie. Na verdade, o valor de acoplamento entre diferentes ti-
pos de céluld(t(oi),T(0j)) € quase uma aproximagéo de campo médio da
qguantidade e valor de todos pontos focais. Esta ‘média’ mimetiza a intera-
cao entre ceélulas (Steinberg e McNutt, 1999).

E relevante também perceber a importancia de entender as diversas es-
calas temporais que estdo envolvidos nos diversos processos de adesao e
interacdo. Conexdes quimicas necessitam desde alguns segundas até mi-
nutos para se estabeleceram. Juncdes possiveis de caderinas - adherens e
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desmossomas - precisam de um periodo ainda maior (Bell, 1978). As inte-
racoes fisicas, no entanto, sao instantaneas.

Apesar da importancia de se entender melhor as interacées em nivel mo-
lecular (ja que o grau de reconhecimento bioquimica regula as intensidades
de adeséao), as afinidade entre os tecidos em termos de imiscibilidade, que
estudaremos a seguir com muito cuidado, ndo se restringem aos conceitos
de interrelacdes entre moléculas homofilicas e heterofilicas. A segregacéo
de populagdes celulares pode ser explicada independentemente da origem
das diferencas energéticas das interacdes; segregacao tanto pode ser obtida
por razdes de seletividade entre as moléculas como apenas por niamero de
moléculas por célula. Teoricamente se pode facilmente concluir que duas
populacdes de células sdo capazes de se segregar sem a necessidade de usar
sistemas de adesado moleculares (apesar disto também poder ser utilizado).
Experimentalmente se pode obter segregacao utilizando apenas subclones
gue expressam numeros diferentes de um tipo Unico de molécula adesiva
(como é o caso com célulasexpressando somente caderiRasobtendo
uma configuracgéo final na qual as células com maior nimero de adesfes
formam a massa central (unidades mais coesas), cercados por uma camada
de células menos coesas que possuem numero reduzido da mesma molécula
Ruoslahti e Obrink (1996); Duguat al. (2003).

Experiéncias como estas sdo muito importantes, pois ndo apenas pro-
vam a universalidade dos conceitos de adeséo diferenciada, como também
fornecem um exemplo na qual outros paramatros celulares como proprieda-
des de contrac6es de membrana, velocidade, viscosidade ou sensibilidade
quimotactica foram eliminados.

4.3.3. Fisica da adesao diferenciada

Mesmo que ja iniciamos a discussao sobre processos de minimizacao de
energias e for¢as adesivas envolvidas em morfogénese, de modo que ja nos
encontramos utilizando termos fisicos referentes a processos de reagrupa-
mento celular, queremos nesta se¢cdo de maneira didatica definir os termos
fisicos. A partir destes conceitos ficara mais claro os principais problemas
gerados. Acreditamos que este paréntese sera util para evitar confusdes de
termologia.

Grande parte das teorias elaboradas para tentar entender reagrupamento
celular, sdo baseadas de alguma maneira no conceito de adesao. Esta pode
ser expressa e manipulada de varias formas, a mais fundamental sendo a
energia livre de ades&a Esta energia livre é calculada ao se integrar o tra-
balho mecéanico entre dois estados - o estado ligado (duas células aderidas
por uma area de contafy) e o estado separado (Graner e Glazier, 1992).
Isto geraF (A) — F(0), que, ao dividir pela area de contato, é a energia livre
de adeséao por unidade de area de conlﬁo,A partir de agora, usare-

Mos apenas esta Ultima, chamando-a mais sucintameetesdga livre de
superficie E uma grandeza que se torna negativa ao favorecer ligacoes (cé-
lulas que grudam entre si) e positiva em eventuais casos de repulsdo. Sera
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possivel conectar a energia livre de superficie a mecanismos biolégicos de
adesao da membrana celular? De forma universal, ndo. Isto é, as proprieda-
des da mobilidade das moléculas de adesao, suas possiveis configuracoes,
tipos, interacdes e dinamica sédo tdo complexas que ainda ndo € possivel
predizer a energia de adesao apenas por dados bioquimicos e termodinami-
cos. Porém, existem grandezas mensuraveis que podem vir a ser (teis, e a
energia em si poderia ser medida também de forma direta. Ressaltamos que
tais medidas requerem muitos cuidados por serem propriedades extrema-
mente néo lineares (dependentes do regime de compressao, deslocamento
e deformacao) e muito sensiveis a elasticidade e flutuacées da membrana
(Evanset al, 199D,a).

Para definir uma energia total de adesao é necessario fazer uma série
de aproximacfes. Queremos uma descri¢cao da célula na qual evitamos os
detalhes de escalas muito menores que a da propria célula - de fato, pro-
pomos uma célula em até certo grau abstrato. ‘A abstracdo € uma ignoran-
cia seletival® e neste caso selecionamos escalas acima da ordenmude 10
Graner e Glazier (1992) primeiramente formularam a definicdo da energia
total de adeséo ao discutir que nas escalas apropriadas podemos juntar as
contribuic6es microscépicas da entropia, provenientes das configuracdes de
moléculas de adesao de superficie, numa energia de superficie gfetiva

Como j& deve ter ficado evidente em secdes anteriores, estavamos con-
siderando a energia configuracional equivalente a energia livre - continua-
remos fazendo isto, agora apenas de maneira mais consciente pois sabemos
gue nao é necessario considerar a entropia configuracional. A energia total
de adesact sera a soma de todas as contribuicbes de interacdes entre 0s
pares(c;, ¢j) que formam o conjunto, sendo que o sistema pdssiélulas
¢, i=1,...,N. Parafins demonstrativos, se apenas possuissemos um tipo de
célulast(ci) = 1, de forma que a energia livre de adeséo entre todas fossem
iguais, escreveriamos:

(431)E = S Aj-et(c),T(c) + > Amem(t(ci),M)
parescel(i,j)

432 = > Ajaj+) Amem,
pares(i,j)

ondeA; indica a area de contato entre a céldaa célulaj com energia
livre de adesée@j; Aim representa a area entre cada célula e o meio, ener-
gia livre de adesao das células com o meio sesgdo Usamos, tratando
de simulagbes, de energias de acoplamédf#p, gj), que sdo analogas a
energias livre de adesdo. Estas terminologias distintas existem por razdes
histéricas, porém estédo de tal maneira enraizadas que usaremos ambas pela
naturalidade.

10Andrew Koenig,C Traps and Pitfalls” (Addison-Wesley)
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Porém, ao utilizar os valores de acoplamento referem-se as interacdes
entre osspins(sitios)! que definem as células. A equacéo 4.3.1 pode ser
reescrita como

(4.3.3) E = z J(1(0i),1(0}))(1 - 8g,.0) -

(i.j)
Nesta expressao, ao se somar sobre toda a rede automaticamente teremos a
contribuicdo da &rea de contato.

Para os casos misturados, nos quais coexistem tipos diversos de células,
as energia dependem do tipo das células. Também as energias de superficie
com 0 meio serdo proprios de cada tipo. Isto foi expresso ja na equacao
4.3.1 antes das simplificacfes. No caso da hidra que possui 2 tipos de cé-
lulas, as da linhagem ectodérmicastp), e as da linhagem endodérmicas
(endo), a expresséo resulta em cinco termos de energia. A equacédo 4.3.1
especificamente se torna:

€endo, end €ecto,ect
E= (eendo, M— %o) Z AiM + (eecto, M— %o) AiM
cel.endo cel.ecto
(4.3.4) +eecto,ecto A+ €endo,endo Z A
2 cel.ecto 2 cel.endo
€ecto,ectot €endo,end
+(eecto,endo— cto,ecto > ndo,en o) Aij _
interfacesectoendo

As contribuicBes energéticas devido a diferentes interfaces ficaram ex-
plicitas. Identificando as areas totais entre as fasesle@i, lendom €
lectaendo POdEMOS reescrever os termos em variaveis macroscopicas:

(4.3.5)

€ii
E= Vecto,Mlecto,M + yendo,Mlendo,M + yecto,enddecto,endo‘|‘ A| ? .
todas
Que é exatamente a equacédo anterior. ldentificamos as tensfes de su-
perficiey's como

€ecto,ectot €endo,end
(436) Yecto endo= €ecto,endo— cto,ecto 5 ndo,en 07
€endo,end
(4.3.7) Yendo, M = €endoM — %‘3“07
€ecto,
(4.3.8) Yecto.M = €ecto.M — Ct; ecto’

1o sitioi corresponde ao ponta, y,z) da rede; o sitig ao ponto(X,y',Z).
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gue vém a ser basicamente as diferencas energéticas (por unidade de area)
entre interfaces heterotipicas e homotipicas e vao servir para qualificar o
guanto tensdes estédo envolvidas na diminuicdo de areas de interface e rela-
xac&o de curvaturas. E importante ressaltar que estas tensées de superficie
nao estdo descrevendo a tenséo ‘fisica’ interna da membrana celular.

4.3.4. Exploracdo da paisagem energética

Estendemos os conceitos que motivaram as definicbes da se¢ao anterior
a situacdes topoldgicas locais. Consideramos uma transi¢ao topoldgica do
tipo T1, como indicado na figura 3.1.3, na qual existe uma troca de vizi-
nhos ecto-ecto por endo-endo. Em certo momento nesta transi¢ao o sistema
terd que passar pela topologia desfavoravel em espumas (na qual ndo exis-
tem adesdes diferenciadas), correspondente a formacédo de um vértice de
guatro paredes, como esquematizamos na figura 3.1.1. Agora porém, de-
vido a energias de adesdao diferentes, uma andlise apenas geométrica nao
bastard, tornando imprescindivel explorar as varias possibilidades de con-
tribuicoes das adesdes diferenciadas. Antes de prosseguirmos, tomaremos
um momento para explicar as diversas situagoes.

Mais especificamente na hidra, Takakual. (2000) mostraram que, ao
tratar interagdes entre células individuais, ha uma probabilidade maior das
células endodérmicas se aderirem entre si que as ectodérmicas. Por proces-
sos diferentes, Sato-Maedaal. (1994) chegaram a conclusédo, enquanto
mediam as interacdes homotipicas destas linhagens, que a adeséo entre pa-
res de células endodérmicas sdo superiores (maiores @i §0e entre
pares de células ectodérmicas (3. Estipulamos portanto a interacédo
homotipica entre endodermes como sendo favoravel frente a interages ho-
motipicas de células ectodérmic@scto ecto™> €endo.endd, OU Seja células
endodérmicas sdo mais coe€as

Mesmo sabendo que interacdes entre células endo-endo sdo vantajosas,
a situacao intermediéria (da transicdo T1) pode ser favoravel (ou ndo), de-
pendendo da energia livre de adesao entre ecto-endo (vide figura 4.3.3 na
proxima pégina).

Caso os contatos heterotipicos sejam muito superiores energeticamente
aos homotipicos, a troca de vizinhos (para alcancar o minimo global) s6 po-
der& ocorrer ap0s a superacéo da barreira energética. Isto acarreta em toda
uma discusséao sobre flutuacdes termodinamicas e de membrana, tempera-
tura e mobilidade ativa da célula (secao 4.3.6) para verificar a plausabili-
dade desta transicdo. Ja com uma adesividade muito grande entre interfaces
heterotipicas (uma energia muito favorecida, baixa) o sistema podera ficar
preso no estado misturado que maximiza interfaces entre células de tipos
diferentes, exemplo esquemético sendo a da topologia xadrez indicado na

12\/amos manter esta convencao durante a dissertacdo, a ndo ser quando explicitamente
supomos o contrario.
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Transicao T1

Energia de interface ECTO/ENDO . .
Energia de interface ECTO/ECTO Energia de interface ENDO/ENDO

ecto
ecto
— —
ecto

N . € (ecto,endo)

ecto

€ (ecto,ecto)

E(ecto,endo)
€ (endo,endo)

€ (ecto,endo)

FIGURA 4.3.3. MUDANCA DE VIZINHOS. Inicialmente

0 estado possui uma interface predominante homotipica
ecto/ecto. Para atingir a configuracdo energeticamente fa-
voravel através da mudanca de vizinhos (transicéo T1), é
preciso passar pela topologia de um encontro de 4 interfa-
ces. A curva tracada-pontilhada vermelha indica a evolugéo
energética no caso das energias heterotipicas serem muito
energeticamente desfavoraveis (pouco adesivas), indicando
uma barreira de energia. Ja a curva pontilhada azul repre-
senta o comportamento energético na qual as interacdes he-
terotipicas sdo mais favoraveis frente as duas possibilidades
homotipicas a ponto de gerar um minimo. A situacao inter-
mediaria produz um fungdo monotonicamente decrescente
na qual se pode chegar sem barreiras ou pocos ao estado final
endo/endo.

figura 4.3.1 na pagina 59. Vemos com isto que a afirmacéo de que a segre-
gacao perfeita ocorre quando células ectodérmicas menos coesas cercam o
aglomerado em formacéo de células endodérmicas mais coesas nao é ime-
diatamente suficiente para explicar este processo de redistribuicao celular.
Nos agregados de hidra quase sempre ocorre engolfamento total, isto
€, a partir de diversas configuracdes iniciais alcanca-se a mesma topologia
final: a das células ectodérmicas (as menos coesas) englobando as endodér-
micas, numa simetria esférica e com a formac&o de uma cavidade titerna

130 aparecimento da cavidade ndo é conseqiiéncia direta das diferencas de adeséo. Ela
ocorre devido processos osmaéticos e ativos de bombeamento que ocorrem somente apds a
completa segregacao e arredondamento do agregado.
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Esta dinamica fica evidente na situacdo em que a energia de superficie
de interfaces heterotipicas € mais favoravel a ecto/ecto mas ainda menos
estavel que as endo/endo. Deste modo, as células endodérmicas, por serem
tdo mais adesivas, sdo capazes de expelir as ectodérmicas hum processo
de segregacdo. Caso a densidade de células endodérmicas for suficiente,
elas irdo se interligar por coalescéncia, percolando de modo que ao final do
processo apenas um aglomerado se forma.

Utilizando energias de superficie, estudamos a paisagem energética em
grande detalhe. A equacao 4.3.5 deixa explicita que a mesma analise feita
por tensbes de superficie, apesar da perda das rugosidades locais, ird des-
crever os estados estaveis de equilibrio, uma vez que elas servem melhor
para descrever as configuracdes de energia minimo global.

Experiéncias de reorganizacdo e regrupamento ceatubgtro sdo ca-
pazes de colocar as células em situacdes, (via controle da topologia inicial,
namero de células iniciais e tipos de células), que ndo ocorreriam natural-
mente num animaih vivo. Nestes casos, é possivel que o sistema fique
preso num metaestado. Todavia, principalmente na hidra, € surpreendente
a versatilidade de configuragdes iniciais que levam novamente a configura-
cao viavel, provando néo apenas que este é o estado de menor energia, mas
gue a dinamica pode explorar ergodicamente aquela regido. Ja em 1744,
Trembley fez a experiéncia de inverter uma hidra viva sem danifica-la, de
maneira a ficar do lado avesso, e verificou que em 24 horas a morfologia
dos epitélios foi capaz de se restabelecer - o endotélio para dentro e o ecto-
derme na face exterior. Isto ocorre mesmo havendo mesogléia, o que sugere
fortemente que ndo houve barreiras energéticas consideraveis para superar
(frente & mobilidade celular).

Concluimos que baseados na teoria da adesao diferenciada ndo pode-
mos tirar conclusdes sobre a dindmica apenas pelas tensdes e das interacdes
homotipicas, porém é necessario informacéo sobre

e as interfaces com o meio, que irdo determinar a evolucéo e os es-
tados finais,

e as condicdes iniciais, que muitas vezes determinam a que atrator
se chega,

e e mobilidade celular, que podera estimular ou ndo a exploracao
ergddica da paisagem energética.

Uma abordagem sera feita na secao 4.4, sobre o ultimo ponto.

4.3.5. Forcas de adesao por medidas direta

Durante o periodo no qual a hipotese da adesao diferenciada foi pro-
posta, ndo havia resultados empiricos que indicassem quantitativamente o
comportamento de segregacéo dos diversos tecidos como consequéncia des-
tes principios fundamentais. Mesmo o fato que células expressando as mes-
mas moléculas de adeséo poderiam ser imisciveis, 0 que indicaria que este
fenbmeno nédo reside apenas na seletividade bioquimica mas sim nas forcas



4.3. ADESAO DIFERENCIADA 69

de adeséo, ndo havia ainda sido reconhecido (Steinberg, 1996). Portanto
foi de extrema importancia para a teoria obter medidas diretas de adesivida-
des intercelulares. No entanto, o que percebemos ao contemplar a extensa
literatura nesta area, € uma ambiglimacroscopicasidade ao se definir “adesi-
vidade”, geralmente sendo empregado como um ‘termo informal sem uma
definicdo fisica precisa’ (Steinberg, 1996). Resquicios desta época persis-
tem, como é evidenciado ainda pela confusao de tratar tensdes de superficie
de populagbes de células como medida direta das adesfes intercelulares
(sem pesquisar contribuicdes das interacdes com o meio), e de estender de-
finicbes que so atingem sua total validade quando interfaces macroscopicas
entre tecidos sdo estabelecidos ao contrario de células em suspenséao, na
gual estas interfaces macroscoépicas ndo existem (ver equacao 4.3.5). To-
davia, muita informacdao foi obtida pelas experiéncias propostas e sao lteis
para testar as hipotese por simulacées.

Existem quatro formas de medidas inerentemente diferentes:

Experiéncias de separacdoNa qual se mede a forga necessaria para
separar células aderidas. Complicacdes com tais resultados se de-
vem ao fato que a area, (plano) na qual ocorre a separacéao da célu-
las n&o coincide com o plano de adeséao, as propriedades plasticas
das células alteram os resultados e, mais grave, a maneira pela qual
a forca separadora € aplicada modifica a resposta.

Observacdes cinéticasAtravés da observacao da dinamica de rea-
grupamento celular se obtém indicios que revelam as intensidades
das adesOes. Dois cuidados devem ser tomados. Primeiramente,
durante o processo de reagrupamento num agregado eEaty
(1996) verificaram que as adesdes entre células continuam a se
fortalecer depois que foram estabelecidas, de maneira que nao se
pode concluir que necessariamente a evolucao das configuracdes
intercelulares de um agregado sejam guiadas por interacoes fixas.
E por final, 0 que guia a cinética celular ndo é apenas as intensida-
des estabelecidas pelas adesfes, mas também a mobilidade celular
e as interacOes das interfaces com o meio.

Consideracdes termodinamicasAqui, por medidas dos efeitos ma-
croscopicos das adesdes manifestados por uma tenséo superficial
(ou interfacial), se espera estipular as energias de coeséo e adesao
dentro de um agregado.

Medidas hidrodindmicas da membrana: O Unico tipo de experi-
éncia que nao esta indiretamente medindo a tensdo supedgcial
uma célulaatravés de sua dindmica de adeséo ou pela tensdo ma-
nifestada pelo agregado de células. Goticulas de certo liquido co-
loidal séo colocadas na superficie de uma célula, na qual aderem.
Estas gotas irdo formar angulos bem definidos. Utilizando a con-
dicdo de Young, é possivel estimar as tensdes entre as fases dos
dois meios (meio e goticula) e a energia de superficie da célula
(Ravaineet al, 2002).
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As forgas adesivas entre células epiteliais de hidras dissociadas foram medi-
das por Sato-Maedzt al.(1994) utilizando um manipulador de laser em 3D
para células individuais. As intensidades de adesao obtidas pela abordagem
de separacéo de duas células aderidas foram maior para células endodérmi-
cas (maior que 59N), que entre as células ectodérmicas (ordem gEN30
Também Technau e Holstein (1992) realizaram experiéncias para quantifi-
car as adesfes em hidra, utilizando outra técnica, a de culturas rotacionais
de células individuais em suspenséo misturada. Os resultados de ambos su-
gerem que a forga interativa € maior entre pares de células epiteliais da en-
doderme que de pares ectodérmiodlo entanto, ao comparar estas ade-
sBes homotipicas a interacdo heterotipica ecto-endo, esta ultima aparenta
ser menor. Concomitantemente, observacées morfoldgicas de adesdes en-
tre pares de células endo/endo e ecto/ecto revelaram gue as distancias entre
as membranas celulares de pares endodérmicas € em média menor que das
ectodérmicas. Dados morfologicos de estruturas ultrafinas das regifes de
contato corroboram a idéia que as interacdes adesivas de maior intensidade
sd0 mais comuns nas ligacdes entre células endodérmicas (Tetkaku

2001).

Uma maneira alternativa para medir as forcas de adesé&o entre as células
foi realizada por Hobmayest al. (2001), ao verificar que, sob rotacéo de
uma suspenséo de células ectodérmicas e endodérmicas, h4 uma formacao
inicial maior de aglomerados homotipicos endodérmicos perante o nimero
de formacdes homotipicas ectodérmicas. Isto indica que a afinidade, pro-
babilidade de se estabelecer uma conexéo, entre células endo-endo é maior
gue ecto-ecto, sugerindo geg&do-endo< €ecto-ecto NO €ntanto, para man-
ter o rigor da discusséao, ressaltamos que a interacdo com o meio também
influencia estas estatisticas, tornando-as inconclusivas.

4.3.6. Flutuacdes de membrana para guiar
reagrupamento por adeséao diferenciada

Reagrupamento requer flutuacdes de membrana.

Empiricamente ja se verificaram movimentac6es de membrana em célu-
las que estédo se ordenando em tecidos em duas dimensdes, mostrando que
a movimentacao das células no processo de segregacdo pode ser ativa ou
passiva (Armstrong e Parenti, 1972). H& medidas destas deformacfes em
membrana em células adjacentes de hidra (Rteal, 2000). Mombach
et al. (1995) mostraram comparacdes entre as dinamicas de reagrupamento
na presenca e na auséncia de flutuacGes: primeiramente com experiéncias
utilizando citocalasina B para inibir movimentacfes metabdlicas de mem-
brana, constataram que o processo de morfogénese se encontra prejudicado.

14 :
Ou sejadendoendo < Jectaecto
15, H
Ou sejaJectaendo < Jendaendo < Jectaecto
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Acompanharam estas averiguacdes de sustentacdes tedricos, ao imple-
mentar em simulacdes de Potts Celular a falta de flutuacfes devido a tem-
peratura baixa.

FIGURA 4.3.4. HRUTUACOES DE INTERFACE Gota de li-
qguido apresentando flutuaceas representa o diametro da
gota, ex as varia¢des a partir da esfera. Na célula, deforma-
¢bes semelhantes mas de origem metabdlica, correspondem
a 20% da dimenséao linear da celular, ou seja,

(4.3.9) < x%>=0.04d%,.

Sabe-se que uma gota de liquido (fAgeconstituida de forma similar
a agregados de células por uma populacéo de subunidades coesas, ira se
arredondar ao mesmo tempo que apresenta flutuacdes. Estas deformacdes
sdo originadas por perturbacdes térmicas, e podem ser quantificadas através
dos desvios normabsa interface por (Steyeat al,, 1992):

(4.3.10) e KT
()N |

A média é tomada sobre a area da gadaé o diametro representado na
figura 4.3.4 d, o tamanho minimo caracteristico da largura média da in-
terface (na equacgéo 4.3.10 escrevemos o diametro dangue se refere
especificamente ao diametro da fésgue compdem a goticula).

Podemos tracar uma analogia desta dinamica da goticula com um agre-
gado celular, no qual também existem movimentacdes da interface, porém
neste caso geradas pela influéncia do citoesqueleto de actina nas células in-
dividuais, e podem variar significativamente dependendo do tipo de células.
Devido a estas forcas internas, a membrana da célula explora mais possibi-
lidades de formar e perder ligacdes adesivas com outras células. Beysens
et al. (2000) sugeriram que se considere esta atividade metabdlica como
uma correspondéncia &3 da situacdo hidrodinamica da equacéo 4.3.10,
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caracterizando-a por uma mediglaEsta quantidade ira fornecer uma es-
timativa a respeito da energia total efetiva de interacdes entre células. Se-
gunda observacgfes experimentais (Steinberg, 1975), é possivel medir a am-
plitude das movimentacdes da membrana celular. E crucial tomar cuidado
com a escala espacial relevante, ja que as flutuagcdes da membrana podem
variar significativamente, de escalasn, 0.1puma 1um

Considerando estes movimentos responsaveis pelas flutuacdes nas in-
terfaces dos tecidos de agregados, entdo juntando-se a equacao da figura
4.3.4 com 4.3.10, e introduzindgtemos que

e d
(4.3.11) 004d%, = — In—= .
oA Oeel
Ou seja, podemos experimentalmente obter uma estimativa da energia
média efetiva de ligagdo de um agregado, ao saber o diametro deste, atenséo

superficial e o diametro meédio das células que a compde,

. OA 0.04d2,,

da
dceI

Outra maneira experimental de se estimar esta energia é medir a cons-
tante de difusdo apresentada pelas células no agregado. Células epiteliais
encontradas em agregados de células neurais retinais, movimentam-se ale-
atoriamente. Mombach e Glazier (1996) estudaram este comportamento

e mediram uma constante de difus@ibx 3 x 10*12¥. Tratando esta
situacdo como a difusdo de um liquido em outro, e usando-se o valor apro-
priado da viscosidade da célula (em subsec¢éo 4.4), pode-se usar a equacao

de Stokes-Einstein para avalefno casokT),

(4.3.12)

s
5 (%)

4.4. Medindo Tensbes Superficiais

Se a hipo6tese da adeséao diferenciada for verdadeira, encontramo-nos
numa situagao na qual, ao conhecer as forgas interativas entre tipos diversos
de células, podemos predizer as configuracdes finais mais provaveis através
de simulagoes.

Portanto, saber quais séo as forcas de ligacédo entre as moléculas de ade-
sdo das células é extremamente importante para se entender morfogénese.
Porém, os pontos de aderéncia entre células se caracterizam por uma deli-
cadarelacdo das estruturas internas das células individuais (posicionamento
do citoesqueleto, por exemplo) com processos do meio extracelular e ainda
por aspectos regulatorios. Como resultado, é dificil mimetizar a resposta
de uma célula fora do tecido ao analisa-la isoladamente, o que em muito
dificulta a quantificacao das forcas (por exemplo, ao se utilizar microscopia

(4.3.13) D
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de forca atbmica). Motivados pela analogia entre reagrupamento celular e a
segregacdo espontanea de liquidos imisciveis, nds iniciamos uma pesquisa
para determinar, através de certas medidastu, as energias efetivas de
ligacdo entre células.

A proxima parte do trabalho foi iniciado por Francois Graner de Greno-
ble em colaborag&o com integrantes do LabCel e Angelo Marrone do Grupo
de Magnetismo do IF-UFRGS.

Agregados como fluido

[ Jeommeosscsias [N endommaisadesivas [ Joeio

As mesmas forcas que mantém a unidade de uma gota d’agua estao
presente em solidos. Se uma amostra for comprimida, tanto os liquigQs..<o
quanto os solidos resistem a compressdo com magnitudes semelhan&es e
apesar de sélidos em geral serem menos compressiveis, eles sdo muito ma@
resistentes a extensdes que fluidos. ° %

O conceito de pressao continua tdo util no estudo de solidos quantye @Ieo
liquidos e, também, em células e agregados de células. O assim chagw%%?
“stress” possui sinal negativo quando o stress tende a diminuir o vqumeQiav
amostra, contrario a pressao para liquidos.

Ha muitos estudos também a cerca das propriedades elasticas de agyegz% ®e

endoeio<0)

dos de celulas Isto é feito conceltuallzando 0 agregado como uma amostna.‘o ®

devido a aplicacdo de forcas que a mantém com aceleracao nula.

Estamos numa descricéo de perturbacéo e resposta fenomenolégu?
gue ndo podemos derivar seus efeitos de primeiros principios. Assim tam
bém é com o estudo de todos os materiais, onde as respostas de um stress
aplicado é apenas visto como um strain, mas as propriedades |ntr|n§esas<o o
do material ndo s&o conhecidas. Queremos por isto supor certas hlpotéééﬁo oo
a respeito de caracteristicas da célula individual e comecar a construir | e il © o
modo retroativo um modelo que descreve as interagdes possiveis mterce o
lares que resultariam nestes dados experimentais. O que se propde é u
estudo anélogo a fisica classica no qual se descobriu constantes elasticas
de materiais que foram tabeladas (e usadas!) muito antes de calcular estas
mesmas constantes a partir das forcas interatdmicas.

O estudo de células e de tecidos é, em certos aspectos, semelhante ao
de fluidos e sdlidos. Enquanto liquidos se constituem de moléculas sob um
potencial de interacao de Van der Waals, células possuem um potencial do
tipo Leonard-Jones, no qual apresentam repulsdo devido sua conservacao
de volume, uma atracao de curto alcance que corresponde aos contatos por
membrana feitos via moléculas de adeséo. Em situagfes de baixa densidade
celular existem ainda a possibilidade de interagcdes mecanicas de maior al-
cance (interacdes longas) devido a formacédo de extensdes membrénicas,
como por exemplo filipodids.

16 figura 5.1.1 mostra um exemplo deste tipo de interacao.
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Assim, num nivel conceitual bastante basico, um tecido é analogo a
um fluido associativo. Tem-se mostrado que tensdo de superficie de teci-
dos é um parametro fisico intensivo que caracteriza a forma de equilibro
dos agregados multicelulares (Fetyal, 1994), e justamente estes valores
irdo determinar o padrao morfolégico de segregacao e envoltura que ird se
estabelecer nos tecidos correspondentes.

Reagrupamento celular como segregacéao de fluidos imisciveis

Representada na equacédo 4.3.5 esta a energia em funcéo das variaveis
macroscopicas de tensdo de superficie e areas de interface. Estes valores
irdo determinar as energias configuracionais mais estaveis do sistema - po-
rém nao possuem a informacao da possibilidade (dindmica) de se chegar a
estas configuracdes. Com isto em mente, a andlise das tensées € um método
claro e direto para predizer os estados de equilibrio.

Denominamos por tenséo de superficie de fases lighi@d3 a tensdo
interfacial entreA e o meio, e a tensao interfacial enBe o meio simples-
mente pola eys. Ja a tensdo interfacial entre elas, que independe do meio,
€éyap. A possivel miscibilidade, separacéo de fases ou envoltura ficaréo
determinados pela relacédo entre estas tensdes nas interfaces de contato.

No caso das tensOgse ys Serem negativas, tendemos a uma situacao de
células isoladas. Ou seja, estaremos num regime de células em suspensao.
Ja com a tensé&o interfacig g entre elas negativa, ocorre uma situagao
de mistura. Nesta categoria reside a topologia xadrez, observada em diver-
sos sistemas experimentais. Uma destas observacdes foi feito por Honda

et al. (1986) em células de glandulas (menos coesas) e células ciliadas
(mais coesas), durante a maturacdo sexual do oviduto de aves. O experi-
mento parte de uma situacao na qual existe uma boa porcentagem de células
em contatos homotipicas, numa distribuicdo mais homogénea que simples-
mente uma arranjo aleatorio. Em seguido, durante o processo de maturagao,
as células localmente se redistribuem de maneira a minimizar os contatos
homotipicos, também modificando o seu formato para um mais retangular
(Yamanaka e Honda, 1990).

A imiscibilidade das fase#é e B é alcancada através de uma tensao
interfacial positiva,

(4.41) yag > 0.

Nesta categoria se encontra a maioria dos agregados. A segregacao pos-
Sui todas as tensdes superficiais positivas, e a situacao retratada na figura
4.3.1 demonstra claramente estes processos, que podem ainda se dar de
maneira a haver dois agregados separados ou uma cercando o outro. A fase
com a menor tensao superficial serd aquela que ird constituir do envoltério:

(4.4.2) Yenvolvido> Yenvolvedor

Esta relacdo também é valida para mais fases, apresentando ordem hi-
erarquica e transitiva, propriedade que foi experimentalmente comprovada
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por Fotyet al. (1996). Como existem varios graus de envoltura (ver figura Yaee.<0
4.3.1), existem ainda condi¢des que determinardo a envoltura ‘total’. Par,

gue faseB completamente se estenda sob(portantoya > yg) sera neces-

sario que as tensdes obedecam a

(YA+Ys-YaB) >
5 2
Existe ainda a situac@o na qual os dois aglomeragos Q; ys > 0)
estdo em contato um com o outro e ambos com o0 meio. As fases forrpam e
capas esféricas que se encontram numa linha triplice, na qual se encS‘F‘iT>
meio, faseA e faseB. Nesta situacéo se aplica a condigéo de Young (ver
Apéndice Condicao de Young). Antes de chegar a esta configuracéo ain
estamos num regime de grande mistura, e isto implica numa area grande de
contatos heterotipicos, situacdo que ndo pode ser bem descrita pela cometitmeno * T
cao de Young,

(4.4.3) Ya > B.

(4.4.4) YACOSO =Yg — YAB-

As situacdes nas quais uma das tensdes € superior a soma das outras nao
possibilita uma configuracdo na qual existe um ponto triplice, pois nesta si-
tuacdo é vetorialmente impossivel chegar a um equilibrio para a equacéo
4.4.4. Ha trés maneiras disto ocorrer (supondo é claro que estamos no re-
gime no qual todas as tensdes sao positivas): a segregacao dos aglomerados,
a envoltura da célula sobreB, e a deB envolvendoA. Respectivamente
isto corresponde a

(4.4.5) YaB > Ya+Ys,

(4.4.6) Y8 > YA+ VYAB:
ou

(4.4.7) YA > YB+YAB-

A primeira equacéo reflete a situacdo na qual a separagéo dos tipos ce-
lulares € vantajosa frente a interfaces heterotipicas. Inserindo na equacéo
4.4.5 as energias livres de adeséo, a relacao de energias para tal topologia
dita queea g > ea + eg. Desta perspectiva vemos claramente o quéo sensi-
vel a dinamica é perante a tensao heterotipica, podendo gerar desde coesédo
até dispersao.

Por clareza analisaremos um caso mais especifico de reagrupamento ce-
lular no qual as células ectodérmicas se estenderdo sobre as endodérmicas
(equacgdes 4.4.6 e 4.4.7), iStOyghdo > Yecto+ Yectaendo INSerindo as equa-
¢cOes 4.3.6, 4.3.7 e 4.3.8 nesta expressao, a condi¢do de envoltura pela ec-

toderme também implica quRctomeio— ectaendo>> €endameio— Eendaendo
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Uma maneira de interpretar isto € que as células endodérmicas se sentem
‘repelidas’ pelo meio mais fortemente que os ectodérmicas. O contrario
também seria possiVefecto > Yendo+ Yectaendo COMO a relacéo das ener-

gias de adesa®ndgomeio— Eectaendo™> Eectameio— Eectaecto O que indica que

€ viavel (apesar que muitas vezes na literatura esta sugerido o contrario)
gue mesmo células homotipicamente mais coesas podem cercar as células
menos aderentes entre si.

Coalescéncia e propriedades viscoelasticos

Tratamos rapidamente do problema geral da cinética dos estagios de
separacao de fases.

A coalescéncia hidrodindmica, dada pela percolacdo de dominios, € gui-
ada pela tensao interfacial das duas fases (liquidos-gaseB) dada por
Ya,B, €nquanto as viscosidadgg, ng a inibem. Quando a fragéo de volume
da fase minoritaria alcancar um valor critico, ha uma transicao de fase e a
coalescéncia ocorre. Os dominios coalescem, de modo que estas regides
crescem com o tempo de maneira linear. A teoria de Nikolayev e Beysens
(2002) prediz que este tamanho dos dominios interconectados ird aumentar
com

(4.4.8) L—b.(YAB) ¢,

n-
ondeb =~ 0.03 € uma constante universalne a maior viscosidade apre-
sentada pelos tecidos. Beysensl. (2000) registraram a cinética de per-
colacdo de um agregado formado por duas populacdes distintas de células
embrionarias, e comprovaram a relacao linear entre distancia de dominios
e tempo, segundo a equacédo 4.4.8. A similaridade na evolucéo do esta-
belecimento configuracional de liquidos imisciveis com tecidos € portanto
bastante forte, mesmo em vista da diferenga de oito ordens de grandeza en-
tre as viscosidades (liquido / células). Beysenal. (2000) observaram
uma viscosidade deg ~ 10° em células epiteliais embrionarias de galinha.
Com hidras, Hobmayeet al. (2001) visualizaram a dinamica da reorga-
nizacao celular ao seccionar diversos agregados em diferentes tempos, e
verificaram apoés ,bh a formacéo de aglomerados com interfaces bem de-
finidas de células ectodérmicas no interior do agregado com uma camada
ectodérmica na sua volta. Através de amostras verificaram que estas regioes
continuamente se fundiam.

Aparatus e metodologia

Vamos agora citar algumas caracteristicas apresentadas pelos agrega-
dos. Mais tarde vamos explicar melhor as técnicas experimentais para se
obter um agregado, no momento, basta entender que o agregado € um ob-
jeto macroscopico feito a partir da unido aleatéria de células dissociadas.
Toda observagédo e medida feito com agregados vai portanto depender al-
tamente do tempo de reorganizacéo, isto €, do intervalo de tempo a partir
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do momento que criamos o0 agregado aleatérios. Esta dependéncia se deve
ao fato que todo observavel macroscépico, resulta no final, da organizacao
interna do agregado: da configuracéo estabelecida entre as células.

A metodologia para se medir a tenséo superficial dos agregados consiste
em aplicar uma forca e esperar o equilibrio na resposta, nesta caso a do
formato. Pela equacéo de Laplace, cujos parametros séo caracterizacfes da
geometria do agregado, e com a intensidade da forca aplicada € possivel
obter a tenséo superficial do agregado.

A forca aplicada através do controle da voltagem de um piezo-elétrico,
cuja distor¢ao trard uma aproximacao (ou afastamento) de um placa paralela
a outra parede, no meio das quais se encontra o agregado. Desta forma, &
possivel comprimir a amostra, enquanto que esta, em resposta se deformara
e exercera uma forca de resisténcia. O piezo-elétrico entdo ird sofrer nova
distor¢ao provocando uma diferenca de potencial, que pode novamente ser
interpretada em termos de forga.

Qualitativamente, as primeiras observacoes a serem feitas sdo sobre 0s
aspectos mecanicos apresentados pelo agregado. Num primeiro momento
de compressao ele se comporta num regime elastico: isto €, quando se de-
forma o agregado por um curto periodo de tempo, ao se liberar esta forca
o agregado imediatamente retoma o formato original (esférico). Porém, ao
se manter a deformacéo por longo periodo de tempo (mais que 10 minutos
ja percebe se grandes diferencas), as subunidades do agregado, as células,
comecam a se redistribuir para relaxar as tensdes internas.

FIGURA 4.4.1. DEFORMACOES Comprimindo agregados
contra um apoio de vidro, pelo piezo-elétrico.

Por técnicas de video-microscopia acompanhamos a compressao, e sob
a configuracao do estado relaxado medimos as caracterizac6es geométricas
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representadas na figura 4.4.2. Estes valores sdo embutidos na equacgéo de
Laplace (Fotyet al,, 1994):

1 1

(4.4.9) V(El‘f—ﬁz)-FPext:)\,

ondeP.y; € a pressdo que a placa movel exerce sobre o agregado. Como a
area de contato entre a placa e o agregado forma um plano circular de raio
Rs, temos que a forga aplicada em termos desta presSgh é\pods con-

sideracgoes de simetria e supondo aproximagdes da geometria do agregado,
obtemos uma expressao da tenséo:

(4.4.10)

FIGURA 4.4.2. MEDIDAS SOBRE UM AGREGADO COM
PRIMIDO. Ao agregado se relaxar a um formato de equi-
librio, sdo definidos os raios de curvatiae R;, como esta
demonstrado na imagem acima. O contato entre o agregado
e as “placas” paralelas, que constitui uma area circular, é re-
presentado pelo raio deste circuRa, O espacamento entre

as placas é dado pbr

Uma dificuldade desta abordagem por video-miscroscopia ao se obter os
parametros para equacao 4.4.10, é que existe uma incerteza bastante grande
ao se mediRg. Esta limitag&o foi observado primeiramente por Fettgl.

(1996), e podemos também perceber a incerteza associada a este compri-
mento nas imagens na figura 4.4.1 causadas pelos efeitos de difracdo que
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ocorrem perto da interface agregado-placa. Por consideracfes trigonomeétri-
cas, é possivel substituir o valgg por uma expressao incorporandg Ry
e a distancia de separacao entre as pldcdedos variaveis mais precisos:

(4.4.11) R = (Ri—Ro) + 1 (Re)?2~ (5)2.

4.4.1. Arredondamento de agregado

Uma das caracteristicas mais fundamentais de agregados de células é
gue a dinamica com a qual, a partir de uma configuracéao inicial ndo esfe-
rica, elas se aproximam para a configuracao esfericamente simétrica onde
ha minimizacéo de energia de interface, é semelhante novamente a liquidos
imisciveis. Isto é, podemos comparar a dindmica, apesar de tratar de escalas
de tempo bem diferentes, a uma goticula previamente estendida que relaxa
para formato de equilibrio (na auséncia da gravidade, para uma esfera).

Na figura 4.4.3 observamos um agregado durante um intervalo de tempo
de 3 horas se aproximando a uma esfera de duas camadas epiteliais. No
primeiro quadro, o tempo de criagdo é apenas de 1 hora.

FIGURA 4.4.3. ARREDONDAMENTO DE AGREGADOS O
primeiro quadro mostra o agregado depois da primeira hora
de criacao, ja se iniciou o processo de reagrupamento; a pro-
xima figura € uma de maior arredondamento, com tempo 2
horas. Ao final, obtemos um agregado completamente defi-
nido e redondo, de 4 horas.

A fim de visualizar de forma mais extrema a tendéncia do agregado
minimizar sua superficie com o meio, escolhemos iniciar os agregados com
um buraco aproximadamente central, para também acompanhar a taxa com
a qual esta desaparece. Deste modo iniciamos 7 agregados em forma de
rosquinha, da qual dois exemplos estéo indicados na figura 4.4.4 na pagina
seguinte.
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FIGURA 4.4.4. RELAXAMENTOS EM AGREGADOS COM
CAVIDADE. Mostramos dois casos semelhantes em que
ambos os agregados foram preparados a partir da mesma
suspensao de células. Os primeiros quadros (1) mostram as
estruturas depois de 1 hora de reorganizacéao, (2) depois de 2
horas, (3) depois de 4 horas, e o ultimo quadro (4) mostram
a evolucao depois de 5 horas.

4.5. Metodologia Experimental para Hidra
4.5.1. Experiéncias de reorganizacao

O estéagio da reorganizacdo que focalizaremos é 0 que comeca com a
formacdo do agregado aleatorio, até a configuracdo das duas cascas esfé-
ricas epiteliais cercando a cavidada liquida. Ou seja, basicamente restrin-
gimos a dindmica ao primeiro e segundo dias. Apesar da aparente sim-
plicidade, pouca coisa é conhecida sobre os mecanismos que guiam este
processos.

Metodologia

Na literatura encontramos diversas variantes de protocolo de obtencao
de agregados aleatérios de células de hidra. Os protocolos de uma maneira
geral trata de,

(1) obter células de hidras isoladas em suspensao, em condi¢des sadias
(2) reagrupa-las através de centrifugacao e
(3) observar a regeneracao do agregado obtido.

As técnicas utilizadas para isolar as células consistem em uma intervencao
mecanica, onde pedacos de hidra sao literalmente picados com o auxilio
de uma lamina e em métodos quimicos, com a utilizacdo de meios que
dissolvem as moléculas de ades&do na membrana.



4.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL PARA HIDRA 81

(a) Agregado Inicial (b) Arredondamento (c) (65h00min)
(O0h0O0MmInN) (2h15min)

FIGURA 4.5.1. AGREGADO PEQUENO

O protocolo que utilizamos foi modificada diversas vezes para verifi-
car quais eram de fato os passos relevantes, e também para assegurar que
0 processo fosse eficiente. Varios aspectos foram revistos, pois, aléem de
um agregado feito pela adeséo aleatoria de células individuais ao contrario
de sub-agregados), também visamos manter a maior parte de células vivas
ao final do processo em estado saudavel. Isto significa, qualquer processo
gue nos parecesse estar demasiadamente nos afastando das condi¢cbes na-
turaisin vivo das células foram averiguadas. Tempo de permanéncia em
temperaturas baixas (perto de zero Célsius) foi assim mantido ao minimo
necessario, assim como a exposi¢cao ao meio de dissociacdo. Testes em re-
lacdo ao grau de intervencdo mecanica com o bisturi para a obtencéo de
células isoladas foram realizados, pois a maceragéo exagerada pode dani-
ficar mais células do que apenas subdividir o tecido. Nao entraremos nos
detalhes destas andlises (deixaremos alguns resultados no Apéndice), po-
rém achamos interessante deixar aqui registrado 0os passos dos processos e
indicar quais sdo 0s estagios nos quais maiores cuidados sao hecessarios.
As diversas maneiras de se realizar a experiéncia vao significativamente al-
terar a qualidade do agregado, e consequientemente modificar a dinamica
do reagrupamento celular, sobre a qual todo o estudo estd baseada. N&o
achamos na literatura este grau de detalhe ao explicar o processo, portanto
aconselhamos a leitura desta secc¢éo e do apéndice para quem deseja realizar
experiéncias com hidras.

Procedimento geral:

Escolha das hidras: As hidras a serem utilizadas para formar o agre-
gado devem previamente ter sofrido um periodo de 2-4 dias de je-
jum, no qual condi¢cdes de absoluta limpeza sdo mantidas. Destas
hidras pré-selecionadas deve-se ainda escolher apenas aquelas que
nao possuem brotamentos, ou pelo menos ndo muito desenvolvi-
dos para a continuacao.
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Remocao das extremidades.Para garantir que as células diferenci-
adas da cabeca e do pé nao influenciam na dinamica do reagrupa-
mento celular, devem se extrair estas regides (ver figura do Apén-
dice na pagina 162).

Maceracao: Os cilindros de hidras resultantes devem ser cortados
por uma lamina em pedacos menores, quase indistinguiveis. Po-
rém ha o cuidado de nao formar um estado homogéneo, pois isto
indicaria que muito do tecido estd comecando a se danificar pelas
batidas. Ver Apéndice na pagina 162, para obter um exemplo.

Dissociacao hidromecéanicaJuntar estes pedacos numa suspensao
emDM?Y’ e por forcas de cisalhamento contribuir para a separacéo
das células dos fragmentos de tecido.

Filtragem: Passado todos 0s passos anteriores, espera-se ter uma
suspensao consistindo de grande porcentagem de células indivi-
duais. Nunca sera possivel obter exclusivamente células isoladas,
por isto a filtragem por uma rede defsfde abertura, na qual ex-
cluimos os aglomerados pequenos e reduzimos em grande parte a
concentracao de pares de células aderidas.

Centrifugacdo: Finalmente a suspenséao das células obtidas deve ser
colocado sofrer rotagao (~1000 rpm) por um tempo adequado (~10
min), enquanto em DM. Neste etapa ocorre a agregacao aleatoria;
€ opcional neste ponto deixar o agregado recém formado em tem-
peraturas mais baixas para consolidar sua topologia.

Restabelecimento do Meio de Cultivif: Ha varias maneiras de res-
tabelecer o meio ideal de cultivo do agregado, que agora se encon-
tra num meio de dissociacado (DM) para o meio de cultivo ideal
(HM). Isto pode ser feito através de trocas de duas em duas horas,
por apenas algumas trocas, ou até mesmo de uma so vez. Existem
varias linhas experimentais quanto ao que seria favoravel para a re-
organizacao. Independentemente do método utilizado, ressaltamos
gue a concentracdo do DM/HM ao longo do processo de reorgani-
zagao é critico para a dindmica, pois vai ditar quais sdo as tensées
de superficiais da fase ectodérmica e endodérmica. Além disto, o
DM é conhecido por alterar a expresséo molecular nas membranas,
gue ira modificar interacdes homotipicas e heterotipicas. Pessoal-
mente, obtemos por restabelecer o mais rapidamente possivel o
meio de cultivo para um completamente sem efeitos dissociativos.

Video-Microscopia: Toda evolucdo do estabelecimento de topolo-
gias é registrado por video-microscopia.

Dinamica interna da reorganizacao

Através de técnicas histolégicas em agregados epiteliais, constatou-se
gue aglomerados maiores de células ectodérmicas comecam a se estabelecer
apos 15h (Hobmayeet al, 2001). Neste ponto da evolucéo ja se formou

LMeio de dissociacao das células, ver apéndice para detalhes.
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uma camada de células de ectoderme para revestir a agregado. Apos 6
10h, imagens internas do agregado revelam que a envoltura e segregacao ja
se tornou completaram.

Formacdes de eixos em agregados

Uma vez que é estabelecida a dupla membrana no agregado, 0 processo
morfogenético de formacao de podlos inicia a partir da configuracéo esferi-
camente simétrica. Assim, a formagao dos centros organizadores parece ser
um processo estocastico, apesar de ser necessario pelo menos um aglome-
rado de 5-15 células epiteliais de alto potencial de ativacdo de cabeca para
iniciar a formacao da cabeda novo
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FIGURA 4.5.2. BVOLUCOES FINAIS. Estas imagens séo

de 2 momentos finais (as imagens superiores represen-
tam tempo de reorganizacdo dehd6min, as inferiores de
67h45min) de 8 agregados diferentes, p, c, d, e, f, ge h)

gue foram formados a partir mesma suspensao de células, e
cujo formato inicial assemelhava-se a uma ‘rosquinha’ (fi-
gura 4.4.4). Apesar de néo terem sido agregados grandes,
houve uma formacao exagerada de numero de cabecas.
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4.5.2. Experiéncias de bursts

Os agregados aleatorios de células de hidra se mostram completamente
esféricos apds 10 horas, e visivelmente se encontram numa configuracao
de segregacéo parcial, ja que € visivel uma camada de células claras se es-
tendendo externamente. O reagrupamento celular continua formando duas
camadas concéntricas de tecido cercando uma cavidade. Apés o arredonda-
mento, ha um aumento do volume do agregado devido a formacao e expan-
séo de uma cavidade interna.

(@)
25h56min

(b)
(a)+3h42min

‘@

(c)
(b)+65seg

‘@

(d)
(c)+65seg
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(e)
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(9)
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FIGURA 4.5.3. FROCESSOS DE BURSTS

Nesta cavidade encontram-se outras células que nao participam da for-
macao do agregado. O aumento do volume é uma conseqiéncia de uma
presséo interna de liquido maior que a pressao do meio externo sobre o agre-
gado, que pode ser devido a processos passivos como osmose ou por bom-
beamento ativo através das células. Concomitantemente, as camadas ec-
todérmica e endodérmica continuam se reorganizando até estabelecer duas
monocamadas. Entre eles se forma, ainda no estagio “esferbide”, a meso-
gléia.

O processo do aumento de volume continua até o momento critico na
gual ocorre umburst’: um orificio é formado através do qual o liquido
interno juntamente com células isoladas sdo expelidas violentamente. Este
processo dramatico pode se repetir varias vezes num agregado esférico até
gue os gradientes morfogenéticos influenciem a topologia de modo que o
agregado se alonga e inicia a formacédo de cabeca. Os tempmssie
contados a partir do momento que inicia-se um agregado aleatorio, depende
do tamanho inicial da massa celular, variando entre- 20h. Na figura
4.5.3 temos um exemplo onde ocorrem dois bursts, na qual se observa a
imediata diminuicdo de tamanho do agregado.

4.5.3. Experiéncias futuras

Observamos que aproximadamente apés 15 horas o agregado da hidra
sofre contracOes bastante significativas. Inicialmente estas sdo causadas
pelo influxo osmotico do meio e outros processos ativos de bombeamento.
A formacao da mesogléia também parece possuir importante papel nesta
hidrodinamica. Porém, resta a dlvida se em alguma fase a dindmica do
agregado ndo passa a ser resultado de contragcbes ativas do organismo a
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formar. resultados pela rede neural recém reconstituida. Para eliminar esta
possibilidade, teriamos que trabalhar clidras epiteliais ou seja, hidras

nas quais nao existem células da linhagem intersticial, portanto ndo havendo
a possibilidade de se formar uma rede neural.

Pelas células intersticiais terem um ciclo celular apresentando um tergo
do periodo de ciclo das células epiteliais (1 dia versus 3), podemos redu-
zir seletivamente - até chegar ao estado de total eliminac&o da populagéo -
células intersticiais por tratamento de hidroxiureia ou colchicina. Isto seria
feito em hidras adultas, que, apesar de reduzirem seu tamanho durante o
tratamento pela perda também de células epiteliais, podem ser mantido in-
definidamente vivas por alimentacao ‘forcada’ e ainda conseguiriam se re-
produzir asexuadamente. Ainda mais pratico seria a utilizacdo do mutante
nf-1 daHydra magnipapilatague ndo possui estas células apds permanecer
alguns dias em temperaturas um pouco mais elevadas (Kasahara e Bosch,
2003; Sugiyama, 1994).

Osburstsdas hidras epiteliais forneceriam uma prova conclusiva quanto
a que atividade estamos de fato observando, mas esta além do escopo desta
dissertacéao, ficando para investigacoes futuras.

4.6. Simulacdes de Modelo de Potts Celular

Durante a realizacao desta dissertacao, foram feitas muitas simulacoes,
principalmente do Modelo de Potts Celular, que possibilitou a realizacéo de
averiguacoes de hipdteses e motivaram a realizagdo de certos experimentos
biolégicos. Algumas destas simula¢des foram feitas em colaboragéo com
Dr. José C. M. Mombach e com o colega Julio M. Belmonte, resultando em
varias apresentacoes de iniciacdo cientifica (Grieneisen e Belmonte, 2004).
Nas seguintes discussdes, nos nos limitaremos a discusséo de apenas alguns
resultados e principalmente a algumas linhas preliminares de pesquisa que
achamos serem importantes seguirmos em futuros trabalhos. Desta ma-
neira, expomos simulacdes que foram realizadas com a ajuda valiosa do
grupo de Biologia Teorica da Universidade de Utrecht, mediada por Dr.
Athanasius F. M. Marée, que tem colocado esfor¢os criativos ao otimizar
precisdo de célculos, tempo de simulagéo e qualidade de visualizacao gra-
fica. Além disto, através de discussoes criticas, tem contribuido a formalizar
com maior precisdo as idéias deste e de futuros trabalhos.

A simulacao das topologias emergentes de células bioldgicas utilizando
0 Modelo de Potts Celular se baseia no mesmo principio que a Hipotese de
Adeséo Diferenciada: a que existe uma energia livre de adeséo de superficie
no sistema, que sera minimizada.

Na simulacao, consideramos 0s pesos de acoplamento entre os sitios,
J(oi,0j) > 0 como sendo positivos. Assim a contribuicéo energética de
contatos sera desfavoravel ao sistema. Vimos no capitulo 3 sobre espumas
que isto gera instabilidades, onde dominios sem restricdes quanto a tamanho
desaparecerem para minimizar a energia total. Um termo que imponha um
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vinculo sobre o tamanho das células impede este processmadsening
Também é possivel empregar valores de acoplamento negativos - gerando
também configuracBes de minimizacao na qual células vao buscar contatos
gue contribuem com valores em médulo maiores (mais negativos). Uma das
diferencas imediatas principais desta abordagem (te®megativos), € que
a quantidade de membrana (em 2D correspondente ao perimetro, ou a area
em 3D) das células vai tender a se maximizar. Isto ndo ocorre em células
bioldgicas.

E um efeito diferente dooarseninge na simulagéo, exige ndo apenas
um vinculo para o tamanho da células, mas também para a ‘quantidade’ (pe-
rimetro/area) de membrana utilizada. Por consideragdes bioldgicas, na qual
o restabelecimento do volume se da por processos osmaéticos instantaneos,
enguanto a producdo de membrana ndo € uma mecanismo de relaxamento
direto, consideramos muito mais natural controlar apenas os parametros da
célula através de um vinculo sobre o tamanho, permitindo a sua forma li-
vremente se estabelecer como consequéncia natural da minimizacdo das
energias de superficie. Por isto, a escolhaldegositivos.

4.6.1. SimulacOes de segregacao

Tratamos o problema de reagrupamento celular pelo Modelo de Potts
Celular em 2D, que foi primeiramente realizados por Glazier e Graner (1993).
Basicamente, estamos interessados em observar a evolu¢do das configura-
¢cOes de um agregado composto por dois tipos de células, levando também
em consideracao a interacdo com o meio. Em todas as figuras durante esta
dissertacdo referente a reagrupamento celular, células amarelas (mais cla-
ras) sao definidas como endodérmicas (por abreviacao ‘endo’) e as células
verdes, ectodérmicas (‘ecto’). A situacdo na qual as células amarelas es-
tdo engolfando as células verdes, € conhecida como envoltura completa. Se
isto ndo acontece, mas existe alguma forma de segregacéao, referimo-nos a
segregacao incompleta. Quando o inverso ocorre, células ‘verdes’ cercando
‘amarelas’, ocorre a segregacéao inversa.

A inspiracao e aspectos gerais do Modelo de Potts celular estdo descrito
na sec¢ao 2.1.3 na pagina 23. Resumimos e adicionamos alguns detalhes
mais técnicos aqui.

Modelamos uma colecao de células biolégicas sobre uma matriz bidi-
mensional na qual cada ponto do s{iig ) € representado por uma variavel
de sping; j. Regides topologicamente conexas (vizinhos adjacentes) com o
mesmoo; j representam uma célula individual. As interacdes entre células
sao estipuladas por constantes de acoplaméagqyi,j,. Uma vez que su-
pomos que as forcas de adesdo apenas dependem do tipo de células, simpli-
ficamos o modelo ao utilizando energias de superficie dependentes apenas
do tipo, t(0j j). Além destas energias controlamos o tamanho das células
pelo termo adicional elastico. Desta forma, o Hamiltoniano se torna,
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2
=3 2 oo (L =8y00) + 3 Mao =A™

(4.6.1)

O termo do delta de Kronecker simplesmente assegura que acoplamentos
entrespinsiguais nao contribuem para a energia do sistema - pois dentro de
uma célula a energia devido & superficie é Hul® termo de energia de
tamanho é composto pelo multiplicador de Lagrarges da area ‘alvo’,

A(0), parametro que fixamos para cada tipo de célula e que pretende mo-
delar o fato do tamanho de cada célula ser regulado por outros fatores, tais
como genéticos, por exemplo.

Para efetuar simulacdes dos processos guiados pelo Hamiltoniano da
equacéao 4.6.1, usamos o algoritmo de Metropolis. Isto é, selecionamos ale-
atoriamente um siti@i, j), em seguido um dos vizinhos desté,j’). Caso
estes sitiog(i, j) e (i, j’), se encontram na mesma célula, automaticamente
escolhemos outros sitios. Quando escolhemos finalmente dois sitios que
se encontram em células adjacentes, calculamos qual seria a contribuicdo
energética se houvesspin flip, ou seja, copianda; ; para o sitio(i’, j’),
de forma que a célula representadamqgr'cresce’ por uma unidade de area
(um sitio) enquanto a céluts j-diminui por um. Caso esta troca favoreca
a energia total da configuracao, resultando emAfihnegativo, a troca é
aceita. No caso em que ha um aumento positivo na energia, a modificacdo
serd aceita através de uma probabilidade dada por

=1ifAH <0
(4.6.2) p(0ij — Oyj) = A
=e xif AH>0

As seguintes simula¢des foram feitas numa matriz de 400 por 400 pixeis
(sitios), sendo que um passo de Monte Carlo (MCS) é definido como o
namero de vezes que escolhemos aleatoriamente um par de vizinhos para a
possivel troca. Um passo é estipulado como um numero de sorteios, igual
ao tamanho da redé?. Mantivemos apenas interacdo de um spin com 0s
primeiros e segundos vizinhos, num total de 8 vizinhos.

4.6.1.1. Detalhes das simulagbes

O objetivo das préximas simulacdes € apresentar os fenbmenos basicos
dos processos de reorganizacdo celular. Mais especificamente, queremos
guantificar certas propriedades da dinamica do reagrupamento (como as cé-
lulas percolam e qual € a maneira que se chega a uma topologia final). Num
primeiro momento abordamos a importancia das tensdes de superficie em

19\as é importante notar que células diferentes do megrmdnteragem!
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predizer as configuragdes estaveis finais. Porém, como a dinamica da evo-
lucdo depende da paisagem energética, temos por intencéo entender melhor
estes processos ao observar simulacfes de valores de energias de acopla-
mento diferentes que, no entanto, mantém as mesmas tensdes de superficie
e interfacial.

Comparacdes destas evolugbes sao importantes ja que comparamos Si-
tuacdes que possuem exatamente a mesma configuracdo de maior estabi-
lidade, mas, como a paisagem energética é outra, a dindmica pode variar
consideravelmente. Estas consequiéncias podem ser tais, que nao sera sem-
pre possivel obter o minimo local.

A primeira conclusédo que podemos verificar por simulacdes, é que nao
€ necessario que as células endodérmicas (verdes) sejam mais coesas para
haver um reagrupamento do tipo engolfamento, com elas no centro. Na
figura 4.6.1 na pagina seguinte mostramos alguns momentos na dinamica
de 4 simulacdes de células de energias de acoplamento diferentes, todos
correspondendo a situacéo cam: 1 e com tensdes superficiais dadas por

Yendo= 9.9; Yecto= 3.9; Yectaendo= 1.

Esta escolha de parametros satisfaz o requerimento de reagrupamento
total, no qual o tecido ectodérmico circunda o endodérmico,

iStO €,Yendo> Yecto+ Yectaendo AO mudar as energias de superficie ho-
motipicas, percebemos claramente que a cinética deste processo se modi-
fica. Para energias mais altas a reorganizacéo se torna mais “lenta”, pois
parece ndo haver tanta percolacéo (comparar Gltimo tempe; 200MCS,
do caslectgecto= 2, Jendgendo= 2 COM 0 caso das energias, também iguais
entre si, mas de valoredsndoendo= 12, Jectaecto= 12).

4.6.1.2. Analises das configuracdes

Apesar de podermos seguir a evolucao das configuracdes celulares vi-
sualmente, para melhor compreender como a topologia esté evoluindo algu-
mas medidas foram registradas periodicamente na simulagdo. Descrevemo-
las abaixo.

Interface entre tecidos (interface entre fases)

A fim de comparar a percolacdo dos dominios com teorias e modelos
de fluidos imisciveis, para os quais se conhecem as leis que governam o
decaimento da area de contato, medimos a extensao total interfacial entre
os tecidos.

Numero de aglomerados

Temos acesso, pela estrutura do programa, ao nimero de aglomerados
a cada tempo. Definimos como aglomerado as regides topologicamente
conexas que se estendem por células do mesmo tipo. S&o espécies de ilhas.
Caso o reagrupamento celular for do tipo observado em hidra, este nUmero
vai diminuir logaritmicamente. Ja uma topologia do tipo xadrez tendera
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Jendo-endo= 2

Jecto-ecto= 2

Jendo-endo= 2

Jecto—ecto =12

Jendo-endo= 12
Jendo-endo= 12

Jendo-endo= 12

Jecto—ecto =2

FIGURA 4.6.1. DINAMICAS DE SEGREGAGCAO CELULAR

MANTENDO TENSOES IGUAIS

Nas simulagfes acima, man-

temos as tensfes superficiais e a tensdo interfacial (dadas pelas
equacOes 4.3.6, 4.3.7 e 4.3.8) constantes enquanto variamos o0s va-
lores de acoplamento entre as células ectodérmicas (amarelas) e as

entre células endodérmicas (verdes). As interacbes heterotipicas e
0 acoplamento das células com o meio sédo determinados em con-
sequéncia disto. Na figura estdo representadas de cima para baixo,

as configuracdes para as escolhas dos parametros indicados, de
cinco tempos diferentes: AUCS, 10x 10> MCS, 50x 10°MCS,
100x 10°MCS, 200x 10°MCS. A temperatura usada é 6.
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FIGURA 4.6.2. DINAMICAS DE SEGREGAGCAO CELULAR Todos 0s
gréficos se referem as mesmas trés simulacgdes, cujas tensdes superficiais
sdo as mesmas. Variamos os valores de acoplamento de modo a manter
sempre energias homotipicas iguais (isto &, energias entre células endo-
teliais sdo iguais as energias entre células ectoteliais). O primeiro grafico
mostra a informacao de Shannon variando com o tempo, seguido do gra-
fico da evolugéo da correlagé@o entre primeiros vizinhos. Mais abaixo,

0 terceiro gréafico mostra o decaimento do numero de aglomerados den-
tro do agregado e por final, a diminuicdo do contato interfacial entre os
tecidos. O tempo esta mostrado em passos de Monte Carlo.
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a aumentar este valor. E muito interessante entender outras situacdes néo
tdo bem definidas ao analisar como o nimero de aglomerados varia com o
tempo.

Numero de células por aglomerado

N&o apenas é importante registrar o numero total de aglomerados, como
também a distribuicdo de células em cada aglomerado. H& dinamicas que
percolam iniciando-se com a formacéo de aglomerados pequenos, na qual
células individuais se prendem em pequenos aglomerados dec8lulas.
Enquanto esta distribuicdo predomina durante o inicio do processo, existe
um momento critico no qual estes aglomerados maiores come¢am a se per-
colar. Por praticidade, representamos este valongpor

Nesta dissertacdo ndo vamos mostrar histogramas destes valores, po-
rém, estaremos utilizando estes valorggd o calculo da entropia.

Entropia / Informagéao de Shannon

O grau de ordem estabelecido nas estruturas pode ser estimado em ter-
mos da entropia de conformacéo, definido como

(4.6.3) S= —%P.InP..

Nesta equacad é o numero total de aglomerados, de modo que estamos
somando sobre o numero de aglomerados, a probabilidade de um célula se
encontrar ne-ésimo aglomerado é

(4.6.4) p = el
MNiotal
ondenetg COrresponde ao numero total de célulag,@) corresponde ao
namero de células nie-ésimo aglomerado.
Na situacdo completamente ordenada, na qual existem apenas dois aglo-
merados, cada qual com, digamos, metade das células, este valBesera

—3(In3)—3(In3) =In2.
Funcéo de correlagao de vizinhos

Para averiguar o grau de ordenamento, calculamos a fungéo de correla-
caog; de primeiros vizinhos. Como 0s outros observaveis descritos acima
tendem a decrescer com 0 aumento de segregacao celular, definimos esta
correlacéo entre células vizinhas como a soma total de vizinhos déitipo
ferente dividido pelo nimero total de vizinhos que uma célula possui. Ou
seja, a média por célula é

(4.6.5) £ — #ceélulas vizinhas de tipo diferente
- '~ #total de células vizinhas

?
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onde o numero de correlagdo de uma célula dentro do agregado geralmente
varia de maneira que o total de vizinhos esteja entre 3-8. Quando a célula
estiver dentro de uma massa de tecido homogéneo do seu tipo, ela vai apre-
sentar = 0. Interessa nos saber a média destas correlacdes encima de todo
0 sistema, portanto, vamos calcular

1

Necto; %zto

(4.6.6) Zecto= &is

L &i.

Nendoj_&fdo

(4.6.7) Eendoz

Em muitas das simulagdes, optamos apenas por mostrar 0s \&alses
= Zectot Zendo

Mesmo obtendo segregacédo perfeita com envoltura total (células ec-
todérmicas completamente envolvendo as endodérmicas), as células que
constituem a interface dos tecidos nédo poss§smulos, portanto os va-
lores de=ecto € =Zengdvao tender a um valor pequeno, porém nao nulo que
corresponde ao 6timo de uma interface esférica. Observamos também, que
devido a geometria do problema e dos tamanhos relativos entre os tipos
de célula, os valores minimos @£ =endo NAO SErao necessariamente
iguais.

Para uma primeira interpretacéo de uma situagéo de reagrupamento ce-
lular através das definicdes acima, analisaremos um caso de segregac¢ao ce-
lular acompanhado por envoltura. Vamos analisar as configuracdes corres-
pondentes as tensdes superficiais da topologias vistas na figura 4.6.1 na pa-
gina 89, analisando apenas os casos de valores de acoplanentgi, =
Jendo-endopara os valoredendo-endoecto-ecto= 2, 8, 12. Na figura 4.6.2 na
pagina 90 estdo os graficos que mostram a evolucao para as diferentes es-
colhas de energias. A segregacdo pode ser observado pela correlacdo de
vizinhos, cujas curvas decaem, representando que cada vez mais células
se cercam com vizinhos iguais (segundo grafico), de modo que o niumero
de aglomerados dentro do agregado também decai com o tempo (terceiro
gréfico). A informacao de Shannon ndo é uma curva suave, pois faz gran-
des saltos cada vez que aglomerados coalescem. Observamos a tendéncia
da entropia diminuir (primeiro gréafico). A interface entre os tecidos dimi-
nui de forma logaritmica. Estes sdo 0s comportamentos gerais e espera-
dos. Mais interessante € perceber o quao mais lento se torna a segrega-
cao perante energias de acoplamento altas, na qual a exploracéo ergddica
nao parece ir tdo livremente. No decaimento das interfaces, na correla-
cdo de vizinhos e na reducao do numero de aglomerados observa-se quase
uma tendéncia de saturacao acima da configuracdo de equilibrio para o caso

Jectcrecto = Jendo—endo: 12.
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4.6.1.3. Outros exemplos de reagrupamento
Tensdes interfaciais de tecido negativas

Além da situacao na qual um tecido envolve totalmente outro, ha rela-
¢cOes de tensdes que irdo resultar em topologias bem distintas. Vamos re-
produzir algumas destas configuragcdes ao escolher as rela¢cdes apropriadas
de tensoes.

Na figura 4.6.3 na préxima pagina temos um exemplo de topologia xa-
drez. Para simular estas situa¢cdes, escolhemos casos em que a tenséao inter-
facial entre os tipos de células é negativa:

Yendo= 9.5; Yecto= 3.5; Yectaendo= —1.

Para satisfazer os valores ydados acima, e mantendo a “convencao
bioldgica” que a coeséao de células endodérmicas € maior que para ectodér-
micas, nos valoredctqecto= 3, Jendoendo= 5, temMos por consequliéncia que
Jendameio = 8, Jectameio= 5. Mantemos os outros parametros nos valores
T =6 (temperatura) & = 1 (elasticidade). A fracéo entre tecidos é 1: 1.

O que se observa é, logo nos primeiros passos de Monte Carlo, uma in-
tercalacéo imediata das células de diversos tipos. Num processo um pouco
mais lento, ha o estabelecimento de uma camada predominantemente ecto-
dérmica da borda do agregado. Ou seja, mesmo obtendo uma configuracao
do tipo envoltura completa, a topologia interna € uma de mistura. Isto é
esperado, ja que esta escolha de parametros (para as tensdes superficiais),
obedece a forma de envoltura total, dada pela equacéo 4.4.3 na pagina 75.

Apesar de continuamente as células se difundirem entre as outras, as
distribuicdes ndo parecem se alterar visualmente. Nao é possivel mais
ver diferencas na topologia das configuracdes resultantes apos 100 passos
Monte Carlo.

A dinamica correspondente a topologia xadrez da figura 4.6.3 esta re-
presentada nos graficos da figura 4.6.4 na pagina 95. O comportamento
indicado pelas curvas indica que ocorreu uma dinamica muito diferente da-
guela que acabamos de tratar, a de segregacédo com envoltura. Aqui, o nu-
mero de aglomerados ao invés de decair, aumenta levemente o nimero da
situacao aleatorio inicial, refletindo a necessidade das células de aumenta-
rem os contatos heterotipicas. Esta propriedade também fica evidente pela
correlacéo de vizinhos, curva que indica que apés aproximadamente 500
passos de Monte Carlo a configuracdo que visa maximizar vizinhos dife-
rentes ja foi alcancada, pois este se mantém constante. A interface entre
fases (tecidos), novamente confirma esta mistura rapida, na qual um pe-
rimetro grande é mantido entre os tipos. Enquanto isto, a informacéo de
Shannon se estabiliza com em torno de 2.

Uma caracteristica talvez peculiar é que, apesar destas tensdes estarem
favorecendo a formacao de vizinhos diferentes (de um tipo diferente que a
propria célula), o valor para qual a correlagdo de vizinhos tende ndo é 1, é
um valor menor que istey 0.6. Isto resulta é claro de contatos homotipicas
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FIGURA 4.6.3. TOPOLOGIA XADREZ. Parametros decisivos
para esta configuracdo é a da tensdo negativa entre interfaces he-
terotipicas. Mesmo assim, a tendéncia das células ectodérmicas a
ficaram na superficie do agregado se mantém. Esta € uma imagem
de uma topologia resultante ap6s 200 passos Monte Carlo. No
entanto, ja nos primeiros momentos, topologias assim séo estabe-
lecidas - € um processo muito rapido.

inevitaveis, imperfeicdes devido a temperatura e efeitos de borda, ou me-
Ihor, ao fato que células ectodérmicas que envolvem o agregado contribui
para baixar a correlacao de vizinhos da situacao ‘ideal .

Motivados em saber como estes efeitos de “interface” (distribuicdes nao
homogéneas quando célula ectodérmicas se concentram no perimetro) re-
almente dependem destas distribuicdes, repetimos as simulacdes de topolo-
gias xadrez, para 0s mesmos valores, porém agora modificando as concen-
tracoes relativas de endo/ecto. Escolhemos trés concentracdes: a) 10% de
células endoteliais b) 40 % de células endoteliais e c) 60% de células endo-
teliais. Como o efeito depende fortemente do ‘tipo’ (endo/ecto) de célula,
expomos as correlagdes de vizinhos especificas para a populacdo endodér-
mica e para a populacéo ectodérmi€ac{o € =Zendo-

Como esperado, no caso onde as células endoteliais existem apenas na
fracdo 0.1, elas atingem praticamente uma correlacao de vizighe~ 1,
enguanto as células ecto se encontram desfavorecidos a estabelecer vizinhos
diferentes. Outra observacdo menos 6bvia, é que as correlacdes de vizinhos
endo e ecto ndo obedecem uma simetria: quando a fragcdo de células en-
doteliais é 0.4=¢ngo~ 0.7, ja se esta fracdo for de células ectodérmicas,

a correlacdo é de apenagqo,~ 0.5. Esta assimetria é conseqiéncia da
envoltura total caracteristica nestas configuragdes xadrez.
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Jendo_endo™3% Jecto_ecto™>

Configuracdo Xadrez =

Yendo,M: 1 '5’ Yecto,M: 1 '5’ Yendo,eclo:3

1 I 1 I 1 I 1
0 5000 10000 15000 20000

passos de monte carlo

|_ Jendo_endo™3% Jecto_ecto™>

Configuracao Xadrez

Yendo,Mz 1 '5’ Yecto.Mz 1 '5’ Yendo,eclo=3

3 T I T I T I T

0 5000 10000 15000 20000
passos de monte carlo

FIGURA 4.6.4. ANALISE DE UMA PROGRESSAOXADREZ.
Curvas que vao auxiliar em entender a dindmica de organizacao
de uma topologia xadrez na qual existe envoltura.
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—— Fracdo de células endoteliais: 0.1
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FIGURA 4.6.5. DFERENTES CONCENTRAGCOES DE EPITELIQS

Apesar que as analises que fizemos nesta secao sdo bastante elementa-
res, existem outras situa¢cdes mais delicadas, na qual tais métodos podem
de fato ser muito elucidativos. Todo um estudo a respeito de dependéncias
de tamanho celular, concentracdes, energias e temperatura na dinamica de
reagrupamento celular pode ser feito.

Formacao de agregados segregados

Uma tensao interfacigbndqecto Maior que as tensoes superficigisdo
€ Yecto g€ra a separacgao dos tecidos. Na seguinte simulacdo mostramos um
exemplo disto. Por causa das tensdes superficiais positivas, as massas celu-
lares tendem a formar aglomerados homogéneos, como também minimizar
contatos com células de diferentes tipos. Escolhemos como parametros

Yendo= 1.5, Yecto= 1.5, Yectaendo= 3.,

também definimos as energias de acoplamento coesivas gndeo =
5, Jendoendo= 3. ISto vai resultar nas energias de superficie com o meio de
Jectameio = 4, Jendomeio = 3 € Na energia interfacial dos teciddsdgecto =
6.5. Novamente, mantemos os outros paramefres,6 eA = 1. A fracéo
entre tecidos é de 1: 1.

Na figura 4.6.6 mostramos a situacdo de separacéo de tecidos que ocor-
reu apos 20000 MCS. Nos primeiros passos de simulacdo, a percolacao
interna dos tecidos comeca a provocar a separagao delas perto do perimetro
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FIGURA 4.6.6. TECIDO EM AGLOMERADOS DISTINTOS Ha
uma forte separacgéo dos tecidos, que é estabelecido apds suficiente
grau de segregacao interna das células.

(isto €, 0 meio comeca a penetrar por dentre as interfaces heterotipicas).
Estes aglomerados independentes também conseguem se juntar, formando
dominios cada vez maiores.

Condicao de Young em tecidos
Outra configuracéo final estavel que pode ser gerada, € uma na qual os

tecidos se segregam formando pontos triplices com o0 meio. Estas configu-
racdes sao alcancadas para tensdes que obedecem, por exemplo, a forma

(4.6.8) Yendo < Yecto+ Yectaendo;
mas na qual
(4.6.9) Yendo> Yecto, Yendo> Yecto-

Na verdade, isto significa que nenhuma das tensdes pode ser maior que
a soma das outras duas. Isto pode ser facilmente entendido se imaginarmos
as tensoes superficiais como vetores ao longo das interfaces cujas somas
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vetoriais em equilibrio igualem a zero. Esta imposi¢cédo determina os angu-
los de contato entre os dois tecidos e o meio, de modo que o ponto triplice

€ 0 ponto onde ocorre a juncdo destas fases (tecido endotelial, ectotelial
e meio). Caso uma das tensfes é maior que a soma das outras duas, nao
existe mais angulo que equilibre estes vetores, de modo que o desequilibrio
de forcas gerado move as fronteiras até haver um efeito de envoltura (casos

ja analisados).
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FIGURA 4.6.7. PONTOS TRIPLICES As figuras acima repre-
sentam o estado obtido apds 200000 MCS A partir de duas con-
dicdes iniciais aleatdrias diferentes. Em ambos os casos, as ten-
sOes de interfaciais foranyecto = 4.5, Yendo= 3.5 € Yectaendo=

3. As energias de acoplamento utilizadas fordgge-endo= 3,

Jectfrecto =3.

A partir de configuracdes aleatorias de células endodérmicas e ectoder-
micas misturadas, vemos que utilizando tensdes superficiais que satisfazem
as condi¢cdes acima, dadas pelas equacdes 4.6.8 e 4.6.9, vamos obter confi-
guracdes finais semelhantes porém de topologias diferentes. A semelhanca
reside na formacdo de capas esféricas de tecidos em contato com um ao
outro e com o0 meio, sendo que os angulos estabelecidos entre estas fases
se mantém relativamente constantes. As diferencgas nas configuracoes finais
séo frutos da alta metaestabilidade existente na evolugéo, pois os agregados
nao dificilmente conseguem chegar a uma segregacao total (duas massas
homogéneas em contato).

Expomos um exemplo disto na figura 4.6.7. Nela mostramos a configu-
racao final (apds 200000 MCS) de duas simulacdes iguais inicializando as
condicdes iniciais aleatérias de maneira diferente. Percebe-se nitidamente
a formacao das capas esféricas. As tensfes superficiais e acoplamentos uti-

lizadas foram:

tensOes superficiais:  Yecto=4.5  Yendo=3.5 VYendo=3.5
acoplamentos:  Jendo-endo= 3 Jecto-ecto=3
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Outros parametros foram, temperatiira= 6 e tamanho das células de 30
sitios.

No primeiro exemplo da figura 4.6.7 na pagina precedente indical
um dos pontos triplices ao representar através de vetores o valor das te
superficiais. O angulo de contato entre os tecidos/meio definem a dir
destes vetores. Notamos que, apesar da situagdo nem sempre ser L
equilibrio total (soma nula), existe definitivamente a tendéncia de equilil
estas forgas.

Finalizamos com este exemplo algumas das possiveis configuracdes que .,
tecidos compostos por diferentes tipos de células podem estabelecer. A¢#
seguir, vamos focalizar ndo mais no estabelecimento da organizagao, ny
sim em propriedades elasticas das células individuais e, conseqiientemen
propriedades mecéanicas do agregado de células de hidra.

4.6.2. SimulacOes de “burst”:
sugestao para pesquisas futuras

Nesta secdo vamos explorar questfes que serdo abordados em invest'
¢Oes futuras, desenvolvendo ja a metodologia que sera utilizada. O modey
proposto e as perguntas levantadas complementam o estudo experimenta
em andamento. o e

Uma vez que ha o estabelecimento completo dos tecidos segregoado“s‘”;“’“”f”‘ 3
concéntricos na hidra, ocorre um bombeamento de liquido do meio Para@ Smuiasde
dentro do agregado tanto devido a diferencas osmoticas como por processos
ativos. Uma cavidade se forma. Esta cavidade aumenta paulatinamente,
exercendo uma pressao nas camadas das paredes do agregado. Finalmente,
da massa inicial de células (que podemos controlar tanto em simulacfes
guanto em experiéncias) uma dupla-camada de células se forma, isto é, dois
epitélios de 1 célula de espessura, de modo que o0 aumento continuo da
cavidade altera o formato das células. Este processo continua até haver o
rompimento do epitélio, sendo o liquido interno expelido. Eimist que
ja descrevemos na sec¢do 4.5.2 na pagina 84.

A cinética do processo damurstfornece informagdes muito Uteis, espe-
cialmente sob o ponto de vista de simulagdes. Os tempos envolvidos até
a ocorréncia ddurstira refletir caracteristicas sobre a elasticidade indivi-
dual das células, e é o que definimos fnpo de burstA intensidade de
coesao entre as células sera determinante, quanto também a coeséo entre
os tecidos. A simulacao deste processo ira nos oferecer dados sobre o im-
pacto do multiplicador de Lagrangerelacionado ao vinculo de tamanho

das células.
4.6.2.1. Resultados preliminares

A fim de entender como a razao entre as areas das células ecto/endo in-
fluencia nestas dinamicas, fixamos um grupo de valores referentes as ener-
gias de acoplamento, varrendo apenas as areas alvo. E nosso intuito maior,
ver como esta dependéncia das razfes de areas com o tempo de burst se
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modifica com diferentes escolhas XleDeste modo, foi implementado no
programa trés formas diferentes de calcular o Hamiltoniano.

4.6.2.2. Detalhes da simulacéo

A primeira forma de implementacéo do Modelo Celular de Potts consi-
derada sera simplesmente o método tradicional, naxg@éiaima constante.
Outra maneira é escalarcom a area alvot@rget areg correspondente ao
tipo da célula. Referimo-nos a este parametro modificadorde€Quando
as areas alvos das células endo/ecto forem mantidas iguais, esta modifica-
¢cao se reduz novamente ao caso classico. Finalmente definjnumsno a
constante que depende do volume (area) real que a célula apresenta.

Nas diversas simula¢des, mantemos constante para todas as seguintes
combinac@es de razdes de area endo/ecto, o volume total de cada tecido.
Como partiremos ja de uma situacao de total segregacado, controlamos o
namero inicial de células de cada tipo pelo raio que define a cavidade (e
inicio da camada de células endodérmicas), raio que marca a parede que
limita o disco endodérmico com a camada ectodérmica, e finalmente, o
raio total do agregado. Mantemos estes parametros iguais para todos as
configuragdes iniciais, de modo que, ao se variar o tamanho das células,
digamos diminuindo as, obteremos diferentes quantidades de células, no
caso, mais células.

O aumento da cavidade é mantido como um processo lento durante a
simulacao para permitir que elas se ajustem a nova situagédo, num processo
de quase equilibrio.

Nas seguintes simulagdes utilizamos os valores de acoplamento:

Jwe = 0 ; acoplamento entre 0 meio externo e o meio interno
da cavidade; supomos por esta condicao que eles séo
‘iguais’.
Jwendo = 13 ; interacdo do meio com as células internas.
Jwecto = 7 ; interagéo do meio com as células ectodérmicas, as
externas.
Jeendo = 7 ; interagdo do meio da cavidade com as células endo-
dérmicas.
Jendoendo = 3 ; coeséo entre células endodérmicas.
Jectaecto = 5 ; coesdo entre células ectodérmicas.
Jendoecto = 7 ; coesdo entre células ectodérmicas.

Alguns resultados preliminares estéo representados na figura 4.6.8. Nela
vemos que, ndo apenas a razao entre as areas das células ira determinar o
tempo de burst, quanto também a forma que utilizamos para calcular o Ha-
miltoniano 4.6.1 na pagina 87 devido os diferentes tipos de constantes de
elasticidadeX, Ay, At).

4.7. Sugestoes para Pesquisas Futuras

Verificamos com a unido de observacdes experimentais com simula-
¢cOes, apoiados também em dados da literatura, que o modelo de fluidos
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2f)BURST: 539MCS

FIGURA 4.6.8. BURSTS Aqui mostramos algumas ima-
gens da evolucéo de diferentes agregados. As primeiras duas
colunas mostram a situacao em que células foram simuladas
comA constante, na primeira coluna ambos tipos com area
alvo de 20e na segunda, endo:20 ecto: 30. Estas relacdes
de area séo repetidas nas duas seguintes colunas, desta vez
porém, Conhr.
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explica de forma satisfatoria as configuragdes de equilibrio no processo de
reagrupamento celular. Seguindo a discussao com espumas, surgem modifi-
cacoes enormes nas topologias devido as energias diferenciadas de adeséo.

Ha muitos pontos que ainda temos que explorar melhor. Por exemplo,
reagrupamentos parciais ocorrem quando atingimos uma razao critica nas
propor¢des inicias de células - mais do tipo ecto que de endo podera resul-
tar na formacao de ilhas de ecto na massa maior endo (Setisiky 1984,
Steinberg, 1975). Steinberg (1975) enfatiza a observacéo que se células nao
estiveram na proporc¢ao correta, o estado final dependera significativamente
da razdo tamanho/volume e da configuracéo inicial. Isto aparentemente
contradiz a suposicdo que as células exploram ergodicamente a paisagem
energética. Estes aspectos podem ser explorados com o modelo de simula-
¢Oes aqui proposto.



CAPITULO 5
Topologia lll: Cancer

Introduzindo um novo fator que influenciara as topologias: mitose.

5.1. Introducéo

Temos por objetivo estudar os padrdes e conformacdes resultantes da
proliferacé@o de células. Chegamos ao ponto em que podemos unir as consi-
deracdes a respeito da geometria das células e de suas propriedades adesi-
vas com um elemento de extrema importancia que é sua proliferacao. Visto
gue o crescimento, diferenciacdo, enfim, todo comportamento celular é or-
guestrado para manter a organizacdo de um organismo maior, pluricelular,
torna-se extremamente importante estudarmos casos anémalos da prolife-
racao celular para verificar quais s&o os elementos que de fato estabelecem
as configuracdes conhecidas do tecido. E é justamente em células cance-
rosas onde ocorre a perda desta organizagdo, pois ha falhas no mecanismo
regulatério celular. Embora suas causas possam eventualmente ser sempre
identificadas ao nivel molecular, ha efeitos e hipéteses a nivel celular e de
interacdes intercelulares que s6 podem ser verificadas por modelos matema-
ticos, devido a complexidade do problema (enorme nimero de parametros).
Simula¢cBes devem ser vistas como uma ferramenta para o estudo do feno-
meno de crescimento celular e, consequentemente, do cancer.

Estudos com células de cancer ajudam a revelar o funcionamento dos
mecanismos que regulam o comportamento normal de células. Foi através
das anormalidades apresentadas pela proliferacdo desenfreada de células de
cancer que muitas das proteinas fundamentais nos processos de apoptose,
sinalizacao celular e ciclo mitotico foram identificadas (Cooper, 2000).

Ou seja, 0 estudo da neoplasia € antes de mais nada o estudo de como
funciona a célula normal, da mesma maneira como o estudo do comporta-
mento de uma célula saudavel esclarece as causas do cancer.

Comecamos a abordagem destes problemas pelas propriedades biolégi-
cas apresentadas pelas células envolvidas com dinamica populacional. Os
mecanismos pelos quais as células modificam a sua geometria, as formas
de interag&o entre elas e a sua dindmica de divisao serdo rapidamente esbo-
cados nas proximas subsecdes, a fim de nos induzir as melhores criticas em
relacdo as simulagdes futuras.

103
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5.1.1. Adesodes focais

Na discussao que prossegue, sobre o destino da célula ser mediada por
sua geometria, defrontamo-nos com a questdo de como € possivel a cé-
lula manter uma topologia estruturada. A resposta se encontra quase por
completo nos pontos de adeséo, que sao estruturas especializadas do citoes-
gueleto. Para formar estes contatos, a célula precisa de certas proteinas em
seu meio ambiente, por isto a importancia de haver uma matriz extracelular
(ECM).

A matriz extracelular, além de preencher os espacos entre tecidos, é o
substrato sobre qual as células irdo se estender e mover. Ela consiste de pro-
teinas secretadas e de polisacarideos. Os tipos exatos de proteinas e a con-
centracdo destes componentes determinarao o tipo de ECM. Por exemplo,
guando focalizamos nossa atencéo (Ingber, 1997) nas linhagens epiteliais,
estaremos descrevendo apenas o ECM que forma a lamina basal, ou seja, a
fina membrana basal na qual as camadas de células epiteliais crescem.

Basicamente, toda ECM possui proteinas fibrosas submersas numa subs-
tancia em estado gel (composta por polisacarideos), contendo também pro-
teinas de adesao que interligam os diversos componentes da matriz, dando-
Ihe uma estrutura de rede, assim como fornecendo pontes de contato entre
as estruturas da matriz & prépria célula. Os GAGsnam o gel, e em asso-
ciacao a proteinas proporcionam estrutura a ECM. No entanto, o principal
componente que fornece suporte sdo os colagenos, dos quais conhecem-
se 19 membros. O colageno é formado por trés correntes polipeptidicas
em forma de hélice que séo secretadas pela célula. No meio extracelular
organizam-se em fibras, e estes podem ainda se associar através de pon-
tes estabelecidas por proteinas de adesao, formando verdadeiras redes. Ou
seja, ja mencionamos a terceira classe compositora da ECM - que sera o
unico que pretendemos modelar de forma indireta e portanto o cerne desta
elocucdo - as proteinas de adeséo. Elas ndo apenas juntam os componentes
da matriz, como também possuem sitios de reconhecimento para a célula
e para os proteoglicanos. Nesta categoria se encontra a fibronectina, e, em
laminas basais mais especificamente, a laminina (Alle¢dk, 1983).

Existem na superficie da célula, receptores chamados de integrinas que
reconhecem certas sequiéncias em colagenos, fibronectina e laminina. Inte-
grinas sdo compostas por duas subunidades transmembrarégasiAlém
de aderir a matriz através destes sitios, elas formam nestas pontos ancora-
mentos na qual o citoesqueleto pode se fixar. Desta maneira ha uma es-
tabilizacdo de juncdes célula-matriz. Estas conexfes entre integrinas e o
citoesqueleto podem ocorrer sob duas formas:

e adesoOes focais,
e hemi-desmosomos (integringBs).

Assim, movimento, forma e polaridade s&o variacdes sobre o0 mesmo tema:
cooperacao entre as proteinas da ECM, integrinas e proteinas constituintes

1glycoaminoglycans glicoaminoglicanos
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FIGURA 5.1.1. TNTS SEGURADOS EM PONTOS DISCRE

TOS. A figura mostra longas protrusdées membranicas de
duas células se tocando. Tais extensfes da membrana sao
chamadas daunneling nanotubegINT). Percebe-se como
estas extensdes também se encontram fixas em alguns pon-
tos discretos, que correspondem a ades6es focais. Por exem-
plo, no quadro 3 é possivel observar uma das estruturas tu-
bulares formando um angulo no ponto focal indicado com

a seta. No quadro 7 temos o desaparecimento deste ponto,
a partir do qual vemos como conseqiiéncia a célula inferior,
ao se preparar para citoquinese, contrair-se e arrastar con-
sigo o TNT da célula superior. Este € um belo exemplo de
interacGes de longo alcance entre células, pois estas exten-
sOes de espessura hanométrica, podem alcancar comprimen-
tos equivalentes a varios diametros celulares. A formacao
destas estruturas, e o efeito de interacdes de longo alcance,
sao relevantes a baixas densidades e desaparecem antes de
chegar numa confluéncia total.

do citoesqueleto. Os pontos de adesao focal, um exemplo destas interagoes,
representam a conexao entre dois mundos, uma juncdo mecanica direta en-
tre 0 meio externo e o interior da célula. Por isto nossa énfase nas integrinas,
pois é nossa opinido que elas influenciam muitos niveis de comportamento
da célula e, de modo crucial, a proliferacéo e formacao de configuracoes,
motivo de nosso estudo.

5.1.2. Ciclo celular: mitose e interfase

Vérios dos modelos matematicos que descrevem a proliferacéo celular
se baseiam em principios do ciclo celular, e por isto se torna necessario
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entender as diversas fases da evolucdo apresentada pela célula para clara-
mente entender quais sdo as aproximacdes e premissas que estdo sendo uti-
lizadas (Webb, 1986). Também, ao modelar a atividade da célula por meio
de simulacbOes de Modelo de Potts Celular, estaremos recorrendo a certas
propriedades empiricas.

De modo geral, existem dois processos importantes macroscopicos: cres-
cimento celular (aumento do volume) e a subsequente diviséo (citoquinese).
Em nivel subcelular, estes processos sdo acompanhados pela replicacao de
DNA e a distribuicdo dos cromossomos duplicados para as células novas.
Nosso estudo ndo visa modelar estes dois Ultimos estagios, apesar de que
aqui daremos uma rapida descricdo do procedimento geral. Uma das ca-
racteristicas extremamente importantes do ciclo celular é que a passagem
entre as diversas fases é controlada por um processo regulatério complexo,
gue ndo se limita a guiar o ciclo interno da célula mas a coordena de acordo
com sinais extracelulares essenciais no controle da proliferagao.

A mitose é apenas uma das fases do ciclo, e é a que corresponde a
separacdo dos cromossomos resultantes e por fim, da citoquinese. Ja todos
0S preparativos para isto - aumento da célula e replicacado do DNA - ocorrem
na parte mais extensa do ciclangerfase(corresponde & 95% da duracao
do ciclo). O crescimento da célula individual se d4 de maneira constante
durante a interfase, alcancando o dobro de tamanho entre uma mitose e
outra. De maneira mais especifica existe uma classificacdo em fases:

FaseM: E a mitose. Separac&o dos cromossomos e citoquinese.

FaseG;: Inicia-se com o period®; a interfase, que consiste no in-
tervalo entre a mitose e a iniciacao da réplica de DNA. Neste in-
tervalo a célula cresce.

FaseS Continua-se na Interfase. Ha duplicacdo do DNA, e uma vez
feita a sua sintese, segue se a Ultima etapa da interfase:

FaseG,: na qual a célula continua crescendo, ocorrendo paralela-
mente sinteses de proteinas importantes para a mitose.

Nas experiéncias feitas por n6s em laboratério, na qual observamos a di-
namica celular por microscopia, vamos apenas conseguir distinguir quando
células entram na fadéd (vide subsec¢éo 5.5.1). Ja os estagios da interfase
-G, Se Gy - s6 podem ser identificadas por processos bioquimicos, o mais
importante sendo a incorporacao de timidina que se da na sintesg)(fase

Regulacéo do ciclo

A maneira pela qual a célula atravessa os estagios do ciclo celular, da
interfase e mitose, € regulada por sinais extracelulares vindos do ambiente,
e de sinais internos que vao assegurar a coordenacao entre 0S processos.
Isto se da através de certos pontos de verificagdo. Neste contexto, um dos
momentos mais criticos é a da decisdo na @santes da entrada na fase
S. Este ponto de restricao é regulado por estimulos externos, como quanti-
dade de fatores de crescimento e de tamanho celular, para determinar se as
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condicOes sdo favoraveis para continuar ou nao com o ciclo. Uma vez pas-
sado este ponto, a ndo ser por erros eventuais, a célula estd comprometida
a continuar com o ciclo celular mesmo com subsequente falta de fatores de
crescimento.

Defeito no
DNA ou na
replica

Cromossomas nao alinhadas

GO
PONTO DE RESTRICAO

| Tamanho da celula |

|Fatores de crescimento |

/% Defeitos
no DNA

Interfase

FIGURA 5.1.2. FASES E PONTOS DE REGULACAO DO Gl
CLO CELULAR.

J& se os requerimentos para a passagem do ponto de restricdo nao fo-
rem satisfeitas, a célula sai do ciclo celular entrando num ciclo la@gal (
que pode alcancar grande duracdo. Neste periodo a célula ndo se divide,
apresenta uma sintese baixa de proteinas, porém continua metabolicamente
ativa, num estado, que pode ser chamada de quiescente.

Além do ponto de restricao, vale por consisténcia mencionar mais trés
momentos do ciclo que servem para fiscalizar o processo. Sao conhecidos
como pontos de averiguacao (Albeetsal, 1983):

e Ponto emG; que faz com que célula repare eventuais defeitos no
DNA Isto € mediado pela proteimpd3, (freqiientemente os genes
gue transcrevem esta proteina se encontram alterados em células
cancerosas, refletindo a propriedade das mesmas em nao controlar
defeitos NnADNA).

e Ponto emG; que assegura que a duplicacdo de DNA j& finalizou
antes de entrar na mitose. Também alterag6es no DNA s&o per-
cebidas e corrigidas, para que elas ndo sejam transferidas para as
células filhas.
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e Ponto ao final da faskl, que garante o alinhamento correto dos
cromossomos. Caso contrario, a citoquinese acarretaria em uma
distribuicdo desigual dos cromossomos (caracteristica bem conhe-
cida em cancer).

Mais sobre mitose

O curto periodo compreendido pela fase mitose é onde os acontecimen-
tos mais draméticas ocorrem e séo justamente os que observamos com fa-
cilidade. A mitose se subdivide um varios estagios, os principais sendo a
préfase, metafase, anafase e teléfase - onde ocorre desde a condensacao dos
cromossomos, a formacéao da estrutura de microtubulos e das juncdes destes
aos cromossomos, até a separacao das cromatides e finalmente, a divisao.
Para nossas finalidades esta Ultima, conhecida com citoquinese, € a Unica
gue nos interessa em mais detalhes.

Nas figuras 5.1.4, 5.1.5 apresentamos por ilustracao seqiiéncias de ima-
gens de alguns eventos relacionados a mitose.,As células por nés estuda-
das, possuem certas propriedades de simetria resultantes da formacao dos
microtubulos que geram um plano durante a metafase na qual se alinham os
cromossomos. Este plano geralmente coincide com a bisseccao da célula
(ver figuras 5.1.5 e 5.1.4), e é nela que se formara um anel contratil de ac-
tina e miosina que estrangulara a célula em duas. As vezes estas simetrias
sdo mais dificeis de observar apenas por microscopia, porém o resultado
final da citoquinese sempre se aproxima a um corte de bissec¢cdo, como na
figura 5.1.6.

Por ser a mitose um processo tao dinamico, foi extremamente impor-
tante que nossos dados se baseassem em filmes na qual podemos monito-
rar a evolugédo dos formatos da célula antes de sofrer mitose. Percebemos
também que ja muito antes da citoquinese, (a célula ja passou dadase
provavelmente(,), h4 uma reconfiguracdo da geometria celular - esta se
arredonda (ver figuras 5.1.35.1.4, 5.1.5, e 5.1.6) devido a perda temporaria
de algumas adesdes focais. Esta € novamente um exemplo da forte interacéo
entre citoesqueleto, pontos de adesao e regulacao celular.

Para fins de modelamento, as observagdestro foram importantes
pois as observacdes apontadas nestas figuras foram usadas nas simulagoes.

5.2. Comportamento Celular como
“Funcéo” da Forma

E requerimento da grande maioria das células de se encontrarem ligadas
umas as outras ou a matriz extracelular para apresentar o devido funciona-
mento, crescimento e até mesmo sobrevivéncia. Sem manter estes contatos
células muitas vezes morrem através do processo de apoptose - uma morte
celular programada. A ndo ser hemacias, células normais em suspensao
nao entram em mitose e acabam morrendo. Esta observacdo bem conhe-
cida comprova uma correlagdo muito forte entre o crescimento celular (e
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FIGURA 5.1.3. MTOSE SINCRONIZADA Estas seqién-

cias de imagens mostram um efeito que observamos bastante
durante as experiéncias: existem muitos casos onde 0s ci-
clos mitoticos aparentam estar coordenados. N&o sabemos
porém se isto é devido a algum sinalamento entre as célu-
las, ou se consequiéncia da possibilidade que ao selecionar
células para semeadura, estamos selecionado aquelas que se
encontram em um dado momento do ciclo.

até sua sobrevivéncia) e a relacdo substrato-célula, e € conhecida como a
“dependéncia de ancoramento”. Este efeito é tdo bem conhecido, que estas
células desprovidas de contatos sdo conhecidas como “anoikis” (Frisch e
Thoumine, 2002).

Vamos citar experiéncias e explorar os argumentos que sustentam a hi-
potese desta ‘dependéncia de ancoramento’. Comecgaremos com as observa-
¢Oes mais basicas: se células de varias linhagens séo levadas de uma confor-
magcao extremamente achatada a uma geometria mais esferoidal, verifica-se
a diminuicdo de proliferacdo (menor incorporacadide-timidina).

Seguimos por uma perturbacdo da observacéo anterior feita com fibro-
blastos: se as células em suspenséo puderem se ligar a pequenos bastdes
dispersos no meio, comecara a haver proliferacao desde que os bastdes su-
peram um comprimento de gt
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FIGURA 5.1.4. (QTOQUINESE COM EIXOS BEM DEFH

NIDOS |. Exemplo classico de mitose: a célula, possuindo

certo alongamento, € vista se arredondar. Antes disto, ela ja

comegou a entrar no processo de mitose: podemos até perce-

ber a formag&o de uma linha fraca passando pelo menor eixo

da célula (perpendicularmente ao eixo maior). Uma vez que

a célula, ja sem pontos de adesdao, estiver completamente re-

donda, ocorre a divisao propriamente ditatamente no lo-

cal do antigo eixo mengiseguida pela formacéo de pontos
adesivos de ambas as novas partes.

FIGURA 5.1.5. QTOQUINESE COM EIXOS BEM DEFINt

Dos Il. A célula se encontra no comeg¢o da sequéncia na
sua maxima extensao, pois logo em seguida comeca a haver
um retracdo. A simetria € mantida de maneira muito clara.
Percebe-se que a partir do quadro 19, as células ‘trocam’ de
posicao.
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FIGURA 5.1.6. FORMAS INICIAIS NAO TRIVIAIS. Neste
caso, a célula se estendeu de tal forma que fica dificil
aproxima-la por uma elipse. Este é portanto um exemplo
de casos onde fica dificil predizer em que direcdo a esco-
Iha seré feita. De forma geral, porém, o eixo de divisdo nao
parece contradizer a idéia de ser um dos eixos menores.

| Suspensag Situagbes intermedidrias | Células grudadas|

MITOSE

=

Maior <d> diametro

Aumento da altura

N N

Substrato
fProliferacdo quase nula-uspenséo)

to de
Maior <d> diametro

MITOSE

-

aumento altura

T [ Alta taxa mitética.

Mitose !
Zero. {tProliferacdo média
3 s o
HE : >
Alta Aderencia el

{tProliferacéo alta#£célula aderida)

FIGURA 5.2.1. DEPENDENCIA DE ANCORAMENTO OU
DE GEOMETRIA?
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Também se sabe que, ao colocar células em contato com um substrato
com que tenham pouco afinidade, as poucas células que sao capazes de gru-
dar a ele possuem uma conformacao praticamente esférica apresentam uma
proliferacdo extremamente baixa ou até mesmo nula. Ou seja, estas células
séo incapazes de passar para a fasmalogamente a células em suspen-
sao. Estes fatos foram primeiramente interpretadas por Folkman e Greens-
pan (1975) sob a 6tica que em todos estes casos uma variavel escondida
pudesse ser a causa destes resultados, a varidi@hadato da célulaEsta
sugestdo reformulou as observagdes feitas até entdo sob um nova prisma,
pois tanto a inibicdo de contato quanto a dependéncia de ancoramento ape-
nas se baseiam nas sinalizacdes pelas integrinas. Seguem-se as principais
relacdes causais conhecidas, no quadro abaixo:

| Alteracédo | ] Resultado |

disrupturas no ECM| — apoptose
células em suspenséd@o | pode diminuir apoptos
aderidas a bastbes — | e aumentar proliferaca

11

(@)

Isto é claro acontece devido a ativacao das integrinas. Porém, numa se-
gunda andlise, percebe-se que a hipétese do formato celular pode ser mais
relevante: quando héa ruptura da ECM, a cétdatinua aderidaaos frag-
mentos de matriz, apenas se torna mais arredondada. E quanto aos bastdes:
se eles ndo possuirem um tamanho minimo, de forma a alterar significati-
vamente o formato da célula, mesmo que esta se encontre aderida, ainda
sofreré taxas de apoptose equivalente a células totalmente em suspenséo. E
possivel entdo acrescentar na relacao causal um processo intermediario:

] Alteracao | | consequiéncia intermediaria | Resultado \

disrupturas no ECM| — | célula arredonda mantendo— apoptose
pontos de adeséao
células em suspenséo células mais estendidas pode diminuir apoptos

aderidas a bastbes — — | e aumentar proliferacd

11

o

Ou seja, mesmo que existam aglomerados de integrinas, se estes nao
mantiverem a ‘extenséo’ da célula, também n&o poder&o promover a proli-
feracéo.

Folkman e Moscona (1978) realizaram as primeiras experiéncias |
dar uma sustentagdo mais quantificada a esta hipotese. Descreveren = ==
pidamente no que segue os resultados e principais conclusoes.

Experimentalmente, a forma da célula pode ser regulada controlan@élalas
adesividade da placa de cultura. Células crescidas sobre substratos mestoscidas
aderentes tendem a uma configuracdo mais esferoidal, enquanto que aque-
las em contato com substratos mais aderentes se apresentam mais estendi-
das com uma altura menor. Estas medidas sé&o realizadas considerando-se
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toda uma populacéo de tal maneira que se pode obter uma geometria média
especifica como funcéo do grau de aderéncia de cada substrato. Em diversas
destas populacfes observou-se que as células mesmo néo sofrendo de ini-
bicdo de contato (pois sdo mantidas isoladas), apresentam diferentes taxas
de crescimento conforme o formato que possuem. Mais especificamente,
o grau de sintese de DNA é inversamente proporcional a altura (espessura)
da célula. Assim, surge a pergunta se, em vez de existir uma relacao causal
direta entre inibicdo de contato e diminuicdo de mitose, a relagédo nao reside
na verdade na diminuicdo de mitose devido a mudanca para um formato
mais esferoidal, que ocorre também quando células comecam a se pressio-
nar devido ao contato (ver figura 5.2.2 para explicacdo esquematizada).

| Mitose Alta |

1

Celula isolada (estendida)

Mud de substrat
entrando em Conf/ Substrato Aderente *ca e substrato

Celulas em Confluencia ‘7 Celula isolada (arredondada)
P T 0 0 0 0 0 0 0 0 0 S e -

Substrato menos aderente

Substrato Aderente

N\ /

MITOSE QUASE NULA

FIGURA5.2.2. NIBIGAO DE CONTATO OU DEPENDENCIA

DE GEOMETRIA? Escolhendo-se um substrato de aderén-
cia (menor) tal que a célula nela aderida mimetiza fenotipi-
camente a situacao de confluéncia, observa-se aproximada-
mente a mesma taxa de proliferagdo, sugerindo novamente
uma forte correlagéo entre geometria e comportamento ce-
lular.

Deste modo, células esparsas mantidas em conformacdes arredondadas
semelhante a conformacéo apresentadas por células em confluéncia, tam-
bém possuem os mesmos niveis de sintese de DNA que as em contato. Re-
sultados de situacdes como estas, na qual se garante o isolamento da célula,
mantendo-as em certas geometrias com artificios externos sugerem que a
hipotese de dependéncia geométrica pode ser correta.

N&o é ainda possivel discriminar a possibilidade de que a quantidade de
pontos de adeséo focal poderia estar diretamente relacionado com a resposta
celular, uma vez que a mudanca topoldgica da célula acarreta, pelo simples
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fato de possuir mais ou menos area de contato, numa alteragdo do numero
de receptores de membrana (ligacbes de integrina, formacédo de adesdes
focais e maior acesso a fatores de crescimento).

No entanto, Cheet al. (1997) demonstraram que, ao modificar apenas
o formato celular enquanto a quantidade de moléculas adesivas € mantida
constante, existe um limiar de extensao abaixo do qual as células se tornam
guiescentes e suscetiveis a apoptose. Isto foi possivel ao passar de substra-
tos de adesividade homogénea a pontos adesivos discretos. Desta maneira, €
possivel estender células mantendo constante a area de contato. A observa-
cao principal confirmada por trabalhos deste tipo (Gétead., 1999, 1997;
Ingberet al,, 1995) é a de que células aderidas e espalhadas incorporam
mais DNA (ou seja, se encontram na f&ealo que as menos estendidas,
mesmo em situacdes onde se mantém o mesmo numero de pontos de ade-
sao (em ordem de grandeza). Estas observacoes estdo esquematizadas e
resumidas na figura 5.2.3.

FIGURA 5.2.3. DEFORMACOES DESACOPLADAS COM
AREA DE CONTATO. Estas células assumem os limites impostos

a matriz extracelular. A) célula preenche toda a pequena ilha ade-
siva a que tem acesso, simulando confluéncia: apresenta apoptose.
B) célula livre se estendendo sob extensa area de matriz. C) por
meio de pontos muito pequenos de fibronectina sobre uma super-
ficie ndo adesiva, a célula, por meio de aderéncias focais é capaz
de se estender. Apesar de possuir uma area minima de contato,
ao mimetizar a configuracdo da situacdo B), esta célula apresenta
0 mesmo comportamento: proliferacdo e sobrevivéncia. Foi por-
tanto possivel equalizar a area de contato, variando as deforma-
¢Bes. Conclusdo: comportamento celular depende diretamente da
forma.

Resta entender o mecanismo pelo qual células traduzem as mudancas
na sua conformacao geométrica em respostas bioquimicas que determina-
rdo seu comportamento. Adesdes focais (subsec¢ao 5.1.1) formam intrace-
lularmente uma ponte molecular que acopla a estrutura do citoesqueleto a
ligacdo de integrina (em outras palavras, actina a Matriz Extracelular), e
por isso estas adesdes sao conhecidas por mediarem a transducao do sinais
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supdem que elas também integrem os sinais mecéanicos associados
metria da célula com processos quimicos estimulados diretamente nas
¢Oes de integrinas (Boudreau e Jones, 1999; Giancotti e Ruoslahti, 19
Enfim, as explicagBes sdo as mais diversas, e este campo é de extre
teresse. NOs apenas mencionamos aqui pelo tocante que estas espec
das propriedades de tensegridade e mecanotransdugdo possuem com
discusséo da regulamentacéo celular por geometria.

nexao tao intima entre estimulos mecéanicos por distor¢cdes do citoesqu
gue finalmente levam a expressao genética.

Mutacoes

Carcinoma

Conclusoes e introducao dos objetivos

Visamos entender melhor as conseqiiéncias desta teia de causa e efeito
alguns modelos matematicos (Gompertz), na interpretagao de dados experi- ", "%
mentais e através de simulagdes por modelo de Potts. Nosso objetivo &, mo- ! R
tivados pela sugestao de que o formato celular seja um sinal ‘extracelular’
para o ciclo celular, explorar quais seriam as consequéncias da modificacédo
desta regulacao na proliferagcdo de uma populacao.
Mais especificamente, faremos a ponte com estudo de células de cancer,
pois uma das caracteristicas de transformacg6es malignas € justamente a da
perda da regulag&o por formato. Isto acarreta crescimento celular em situa-
¢Oes onde ndo haveria normalmente extensédo na ECM suficiente, o que por
sua vez causa a expansao incontrolavel de massa - enfim, a desorganizacao
da arquitetura histologico por neoplasia.

5.3. Mais Mitose
5.3.1. Crescimento populacional e de tumores

O crescimento tumoral € um processo que possui quatro fases distintas
para fins de estudo:

(1) A transformacao maligna da célula alvo:
A partir desta Unica célula resultara todo o cancer.
(2) Proliferacéo das células transformadas:
Constitui parte do nosso estudo.
(3) Invaséo local:
Quando a proliferacéo causa a propagacéo dentro do tecido de ori-
gem.
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(4) Metéastases:
A colbnia das células transformadas adquirem certas proprieda-
des que as possibilitam invadir outros tecidos, ambientes diferen-
tes etc.

De forma redundante, isto se traduz a realidade de que, em 30 geracdes
forma-se uma massa tumoral clinicamente detectavel, isto §.dadici-
onando mais 10 geracdes a este minimo detectavel, estaremos lidando com
uma massa tumoral de&kd, o que vem a ser o tamanho maximo tolerado
para a sustentacéo da vida do ‘hospedeiro’ (Ingber, 2002).

Estes nimeros servem apenas para estipular ordens de grandeza relaci-
onados a dindmica tumoral pois existem outras variaveis que podem alterar
consideravelmente estes parametros. No entanto a idéia principal infeliz-
mente é valida para os casos clinicos: ao se detectar um tumor, este ja com-
pletou a maior parte do seu ciclo vital. Isto constitui 0 mais fundamental
obstaculo para um tratamento. Os estudos feitos em relacdo a dinamica de
crescimento de células tumorais tém se fundamentado em observacdes em-
piricas nas quais é extremamente dificil isolar as relagbes causais possiveis.
Predomina na literatura enormes acervos de relatos de experiéncias, mas
sempre com efeitos quantificados incertos. No entanto, algumas noc¢ées sao
fortemente sugeridas: em geral a velocidade de crescimento dos tumores &
atribuida ao grau de diferenciacéo (grau de mutagcao) apresentado.

A correlacdo da semelhanca entre as células tumorais e as células nor-
mais de origem tanto em nivel morfolégico como funcional, parece deter-
minar o sucesso da invasdo. Dos tipos de tumores classificados (aproxi-
madamente 200), obteve-se um espectro de padrbes de crescimento e di-
ferenciagcdo celular que vai desde células tumorais que proliferam pouco e
mantém a arquitetura do tecido de origem (incluindo neste grupo os tumo-
res benignos de células mesenquimais que sao praticamente indistinguiveis
do tecido normal) até aquelas células, as carcinomas indiferenciadas, que
apresentam alta invasividade e crescimento desordenado (Castro, 1999).

Ao analisar estes fatos no contexto do funcionamento do ciclo celu-
lar discutido na secao na pagina 105, € possivel levantar varias hipoteses
quanto a repentina mudanca de comportamento proliferativo de uma certa
populacdo. Tanto os mecanismos que inibem a passagem da célula pelo
ponto de restricao (para prosseguir no ciclo), quanto os de averiguacao, po-
dem ao alterar-se, fazer uma linhagem mais proliferativa que outra. Quando
isto ocorre, estamos sendo levados a um regime que podera se adaptar a um
aumento da entrada de células na faseonseqientemente na mitose pro-
priamente dita.

Também a taxa de proliferacdo da populacédo, que depende do tempo
total necessario de cada célula a passar por todo o ciclo - interfase e mi-
tose - podera ser alterada substancialmente como consequiéncia da diminui-
¢ao deste ciclo, causando o crescimento desenfreado caracteristico. Apesar
desta hipétese ser coerente, é fato que para muitos tumores o ciclo celular
nao apenas € igual, quanto também pode ser maior quando comparado ao
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das células normais correspondentes. Isto também esta de acordo com o
comportamento holistico de um tumor: quando apresentam tamanhos pe-
guenos existe um crescimento exponencial - representando quase uma total
incorporacéo das células no ciclo celular ativo. A medida que este tumor
se aproxima do tamanho de saturacdo determinado pelo ambiente, a mai-
oria das células neste momento j& estardo quiescéBggs Veremos que
existem modelos matematicos que se baseiam justamente nestas fracdes de
células ativas e quiescentes.

A ponte entre a alta fracdo de células em crescimento e a discussao
prévia sobre os efeitos morfolégicos da células (ver subsecao 5.2), reside
na suposicdo que 0s mecanismos inibitorios do ciclo foram relaxados nas
células tumorais quanto ao “feedback” fenotipico. Isto explicaria 0 aumento
exagerado da fracdo de numero de células que entram no ciclo celular.

5.4. A Férmula de Gompertz e Outros Modelos

Colocamos énfase na Lei de Gompertz de crescimento, que tem sido
amplamente utilizada, e, apesar de (ou talvez, por isto...) extremamente
simples, se mostrou, dentre todos os modelos, mais de acordo com resulta-
dos empiricos. Ressaltamos fraquezas apresentadas por este modelo, como
também apresentamos algumas bases tedricas que ja foram levantadas para
justifica-la. De modo geral, tém ocorrido esfor¢os para derivar o modelo
de Gompertz como sendo um caso particular de modelos mais gerais, ba-
seadas sob diversos principios biolégicos. Julgamos esta discussdo muito
importante, pois, além de favorecer com isto a nossa escolha de utilizar
este modelo para descrever as experiéncias feitas por nds (Castro, Klamt,
Grieneisen, Grivicich, e Moreira, 2003), ficard também explicito que esta
faltando um tratamento baseado em estruturas mesoscoépicas.

Curvas de crescimento num contexto amplo

Modelos de crescimento devem satisfazer, de modo geral, a fase inicial
acelerada acompanhada por um efeito de saturacdo, dado por uma gran-
deza representando a capacidade maxima. Tetradr(1969) propuseram
uma classe geral de equacoes diferenciais que sdo exemplos de modelos
gue obedecem a estes principios. Sendo o numero de cRlutataxa de
crescimento intrinseco quando o nimero de células estiver baixa daglo por
(portanto possuindo unidade %]%9), capacidade maxima (em unidade
‘célula’), e ainda definindo parametros adimensioa&s que determinam
a forma da curva, obtém-se a expressao geral

dN lefns
5.4.1 — =1 (An—N")ItE,
(®.4.1) i A )

Esta equacdo resume na sua estrutura o comportamento bimodal, de
crescimento inicial e saturagéo, pelo produto de dois terf#ds: N")1+¢
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representa o comportamento de saturacéo, regulando a populacéo no tama-
nho estavel de capacidade maxifa N1~"¢ termo responséavel pelo cres-
cimento acelerado do comeco. A interpretacdo por conceitos de dinamica
populacional fica explicita na forma da equacao 5.4.1, porém, sera atil no
futuro recorrer a ela escrita de forma diferente, por isto aproveitamos este
momento para efetuar algumas simplificacdes algébricas triviais. Podemos
reescrever a equacgéo 5.4.1 como

o =i (I -1N,

ou seja, a equacao geral 5.4.1, pode ser reescrita como
1dN dinN N A ae
(5.4.2) S g = Y- G-,

Aqui a equacdo esta escrita de maneira adequada para tratar de aproxi-
macdes feitas num modelo de Gompertz generalizado, tépico da subse-
¢cdo 5.4 na péagina 121.

Formula de Gompertz

Em 1825, com intuito de estudar a mortalidade humana, Gompertz, por
observacdes puramente empiricas formulou uma lei de crescimento. Mais
tarde constatou-se que esta mesma formula se aplica de forma excelente na
descricéo de crescimentos biolégicos em geral (Bajzer, 1999).

Apesar de historicamente sua origem ter se dado de maneira observaci-
onal, vamos chegar a esta expressao por consideracdes de dinamica popu-
lacional. Ou seja, vamos propor uma possivel dindmica de crescimento e
morte de uma populacao através de uma equacao diferencial ordinaria, na
gual cada termo possui um significado, e obter como solugéo desta a lei que
Gompertz obteve por ajustes.

Ao se descrever o aumento populacional de células, dado pelo nimero
de células\(t), um possivel crescimento pode ser dado por

(5.4.3) N(t) = o - N(t) — B-NInN(t), N(0) =1,

onde o primeiro termo representa 0 aumento exponencial que ira prevalecer
em tempos pequenos, e 0 segundo termo inibe o crescimento determinando
a saturacdo. Os parametm 3, que por definicdo sdo positivos, regem

este comportamento mas, como ja se percebe, ndo possuem (especialmente
o 3) uma correspondéncia observavel direta. Reescrevendo a equacgéo 5.4.3,
obtemos uma forma mais compacta:

(5.4.4) N =N(a—BInN)=B(In S)N,

com

(5.4.5) a=pBInA.
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Tomamos este momento para reparar, ha equagéo 5.4.8, rgpeesenta
a taxa de crescimento ferepresenta a populacdo maxima possivel do sis-
tema.

A solucéo da equacao diferencial 5.4.3,

(5.46)  N(t)= Noexp[%(l—exp(—B-t))], N(0) = No,

é a Lei de Gompertz. As vezes refere-se a forma 5.4.4 cotagaade
crescimento de Gompertz.

A correspondente expressao para o aumento do volume experimental
de um tumor € dado diretamente, pela introducdo do volume em lugar do
namero populacional:

(5.4.7) Y, :Voexp{%(l—exp(—Bt))},

ondeV representa o volume do tum&g o volume inicial do mesmay e

3 parametros a serem ajustados aos dados experimentais pelo método dos
minimos quadrados, te a variavel de tempo. A formula € muito simples,
podendo o crescimento ser descrito apenas pela caracterizaggoode

B. No entanto ela €, como jA mencionamos, puramente fenomenoldgica
e nao fornece nenhum mecanismo em nivel celular que possa explicar o
comportamento mostrado na figura 5.4.1.

Na figura 5.4.1 percebemos que a curva sigmoide gerada apresenta como
aspectos mais marcantes o ponto de inflexdo e a capacidade maxima, es-
tando relacionados come (3 (diretamente). Como a fungéo de Gompertz
€ a solucado da equacao 5.4.3, ja estamos num regime onde 0s par@émetros
e 3 séo positivos. Porém, esta concluséo pode ser obtida de imediato ao ob-
servar que, para existir uma capacidade maxima que seja finita e nao nula,
o termo exponencia P da equacéo 5.4.6 precisa tender a zero. Segue que
3 > 0 e que, para se ter crescimento,

a

(5.4.8) () = No = exp(g

)>1,
portanto voltamos a obter que> 0.

O ponto de inflexdo é o requisito basico para qualquer modelo de des-
cricao biolégica, pois reflete a tendéncia do crescimento eventualmente de-
sacelerar devido a fatores externos ou por mecanismos de controle interno.
Isto ocorre apds se alcancar uma taxa maxima de crescimento. Derivando a
equacgao 5.4.3, obtemos

(5.4.9) N =N(a—B—BInN).
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FIGURA 5.4.1. QJRVAS DE DESCRIGOES EMPIRICAS O

eixo vertical representa o volume do tumor, e o horizontal
o tempo. Apresentamos a equacdo 5.4.7, com parametros
distintos: para a curva vermelha:= 8, 3 = 2, linha pon-
tilhada azul alteramos apen@s= 3, na linha pontilhada
verdea = 4, B = 1. Todas curvas possuem 0 mesmo Vo-
lume inicial para o tumor (=1). A linha pontilhada verde

e a inteira vermelha possuem a mesma razf8 por isto
possuem o mesmo valor de saturacao.

Ao igualar esta expressao a zero, e lembrando que nos encontramos num
regime de taxa de crescimento positiva, achamos o ponto de inflexdo em
oa—pB—pBInN=0, ou seja:

(5.4.10) InN° — % _1.

a_
SubstituindoN® = €8 Yna expressao 5.4.6, obtemos que o tempo onde
ocorre esta transicdo de crescimento é

— %m(%) .

A capacidade maxima do tumaKs), descrita pela equacéo 5.4.8, se
relaciona com o numero de células no ponto de infley, dada pela
equacéao 5.4.10, apenas por uma constante, o nimero de BulereN°.

Isto € uma observacéao interessante ao se analisar o crescimento populacio-
nal de células pois no momento em que o processo comeca a desacelerar,
podemos calcular o limite superior da capacidade maxima.

A figura 5.4.2 registra trés estagios de comportamento caracteristico do
tumor. A fase | reflete o crescimento inicial, com a curva Gompertziana
cbncava até alcancar o ponto de inflexdo, este relacionado com o nimero
final saturado. Segue-se entdo uma curva convexa na qual a segunda fase

(5.4.11) t°
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FIGURA 5.4.2. FASES DE CRESCIMENTO TUMOR A
curva vermelha representa o aumento de células com o
tempo, enquanto a preta representa a sua primeira derivada,
através da qual percebemos melhor o comportamento das
taxas de crescimento, possibilitando a classificacao da di-
namica tumoral em trés fases. A linha superior representa o
limiar de saturacdo da expressédo 5.4.8, e o numero de células
do ponto de inflexdo corresponde-a.36N..

representa a dinamica tumoral até a morte do héspede. A terceira fase, satu-
rada, é a extrapolacéo do crescimento caso o hdéspede continuasse com vida.
Matematicamente, apenas podemos inferir a transicdo da Fase | para Fase
Il, a segunda transicdo se baseia em observacgdes clinicas e se encontram
tabeladas para inUmeras linhagens de células.

Valores iniciais, massa tumoral perto de zero

Uma das primeiras limitacdes que se percebe ao contemplar a equacao
5.4.7 é quando, ao estudar o aumento do tamanho de um tumor, o volume
inicial € infinitesimalmente pequeno. Ou seja, quando queremos descrever 0
crescimento a partir de uma ou poucas células. Bidlogos e experimentais ja
constataram que esta € a principal falha da lei de Gompertz quando se deseja
ajustar a curva préoximota= 0 para valores iniciais muito pequenos. Outras
curvas de crescimento, como a de von Bertalanffy (1966), ndo apresentam
esta limitacat

Calderon e Kwembe (1991) mostraram que € possivel modificar a Lei
de Gompertz para um caso mais ‘geral’, de modo a englobar esta regiao.
Iremos seguir sua logica.

Primeiramente, partindo da taxa de crescimento de Gompertz, descrita
pela expressédo 5.4.4, identificamos a expreslsﬁ@) -Bcom@(N). O pa-
rametroA, que foi redefinido na expressao 5.4.5 e escrito de forma isolada,

2pois estas leis de crescimento, guando colocados na forma da equacao 5.4.12 satisfazem
o requerimento da expresséo 5.4.14.
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representaA = exp(%) - que ja reconhecemos como sendo a capacidade

méxima (equacdo 5.4.8). Reescrevemos a forma da taxa de crescimento de
Gompertz como,

(5.4.12) Z—':' =@(N)-N,
ou seja,

dN
54.13 ——— =dt.
( ) @(N)N

QuandoN — 0, sO obteremos uma solucao nao-trivial se a integral de-
finida do lado esquerdo da expressao nao divergir, isto €, se

¢ dN
(5.4.14) /OW<°°7

na qual a integracao esta sendo efetuada num dominio arbitrariamente pe-
queno (0,¢]) perto de zero.

Infelizmente a expressagN) = (In ﬁ) - vai mais lentamente ao infi-
nito queN a 0, ou seja, a taxa de crescimento de Gompertz ndo satisfaz o
requerimento para ter solugao nao trivial.

Calderon e Kwembe (1991) propuseram que fosse modificado a equa-
cao 5.4.4, mudando-se o expoentegd) para satisfazer o requerimento
5.4.14. Ou seja,

Para ndo desviar muito da interpretacdo dos parametros, mantenfiamos
com o expoente 1,

dN dinN A

(5.4.16) e B(In %)1"‘9 N — = B(In N%l—ks ,

que, ao se resolver com a condigdo initN&0) = 0, fornecera a solugéo

(5.4.17) N(t) = Aexp{—(eBt) "¢},

gue resulta numa curva sigmoidal para valores fixos, @g@roximando-se

aA para tempos grades e tendendo a zeroippegueno, proposta por Cal-
deron e Kwembe (1991) e denominada curva “hiper-Gompertziana”. Ela
nao € a unica solucao, ja qie= 0 também satisfaz 5.4.16. Esta segunda
situacao é interpretada como nao havendo mutacéo da célula alvo. Ja o caso
da existéncia de um tumor, cuja evolugdo segue o comportamento dado pela
lei de Gompertz, equacédo 5.4.17 proposto por Calderon e Kwembe (1991)
pode, por via de extrapolacdo, fornecer uma especulacdo sobre 0 momento
na qual ocorreu a transformacg&o maligna da célula alvo.
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Voltamos por um momento a forma ‘simplificada’ da equacéo geral
5.4.1 que foi obtido na introducéo desta secdo, que corresponde a equagao
5.4.2,90N — yi1 — (I)]"[(4)" — 1]5. Aplicamos sobre esta express&o cer-
tas aproximacdes: tomamos o limite dela quandende a zero, enquanto
exigimos quen’tt — B.

Feito isto, obtemos a prépria equacdo Gompertziana 5.4.16, demons-
trando que ela é de fato um membro da classe de modelos descritos na

introducéo desta sec¢éo, subsecao 5.4 na pagina 117.

5.5. Experimental

Toda teoria que almeja compreender 0s processos envolvidos nos cres-
cimentos patolégicos de células, visa descrever e interpretar as observacées
de crescimento de colénias de células maliginagivo. Consideram-se
estes modelos experimentais (na qual experiéncias sao ifeiv@s, em
ratinhos por exemplo) fortemente analogas a situacao clinica, pois € forne-
cido para o tumor um suporte de células normais (estroma). Entretanto, se
compararmos com experiéngravitro, a dificuldade de observar detalhes
da dinamica das células individuais é enorme, como também ha uma perda
do controle de variaveis fundamentais para quantificar o comportamento
celulaP.

Dentro do contexto de experiénciasvitro existem dois modelos fun-
damentais para o estudo da cinética de tumores:

¢ topologias de células em monocamadas,
¢ topologias esferoidais de células.

Tanto a escolha quanto o controle das caracteristicas destes modelos se deve
a fatores tais como: substrato de cultura, microambiente fornecido as célu-
las, nutrientes, tipo de células etc.

5.5.1. Observacgde vitro

Dentre varias maneiras de coletar informacg6es sobre a dindmica celular
apresentada pelas células cancerosas, existem duas primeiras bifurcacdes
nas metodologias possiveis. Uma classe de métodos consiste em medir 0s
observaveis em amostras distintas a certos tempos fixos. Obtemos assim,
espécies de “fotografias” da evolugawitro, no entanto, ndo podemos tirar
mais que uma fotografia por amostra.

Se quisermos estudar detalhes dos mecanismos que guiam a dinamica
celular, é importante ndo apenas medir a populagéo de células em tempos
distintos via método de amostragens, mas realmente seguir em tempo real
sua evolucdo. Ou seja, desejamos ter um “filme” de uma amostragem es-
pecifica. Isto possibilita verificar individualmente relacbes entre fenotipo
celular, distribuicdo das células nos focos e proliferacdo, assim como ou-
tros detalhes da cinética da mitose.

3Comunicagéo pessoal de M. A. A. Castro.
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Experiéncias deste ultimo tipo foram realizadas, em colaboracdo com
Mauro A. A. Castro, no Laboratorio de Estruturas Celulares do IF-UFRGS.
As amostras eram preparadas no Laboratorio de Cultivo Celular do Depar-
tamento de Bioquimica-UFRGS.

Para acompanhar a dindmica das células viaveis por técnicas de video-
microscopia desenvolvemos, durante o curso deste trabalho, um aparelho
gue permitisse o controle de temperatura das amostras enquanto estes se
encontravam na mesa do microscopio. Desta forma, podemos observar uma
mesma amostra por muitas horas sem que estas entrem em morte celular
(apoptos@e/ou necrose).

Seguem algumas das nossa obervacdes que serdo essenciais para dis-
cusséo, interpretacdo de dados e modelamento.

Tripsinizacao

Utilizamos a técnica da tripsinizacao para desmanchar temporariamente
adesdes focais, e com isto verificar como estas mantinham a configuracao
da célula. Também é utilizada no preparo de amostras, para soltar as células
de uma placa e semeé-las em outro ambiente. Ver figura 5.5.1 para exemplo
explicativo. A tripsina € uma enzima que degrada as proteinas da matriz e
as de adesdo celular. Por isto, uma vez feita a tripsinizacao a célula precisa
restabelecer as proteinas de adesao extracelulares. Normalmente apos 1
hora ela se adere normalmente.

FIGURA 5.5.1. EFEITO DA TRIPSINA NAS INTERAGOES
CELULA-CELULA. Fazemos com que as células em cultura
percam 0s seus contatos de adeséao por tripsinizagcdo. Nao
apenas os aglomerados se desmancham, ficando bem claro o
namero exato de células que as comp&em, quanto também as
células perdem sua caracteristica forma achatada ao tornar-
se, sem pontos de adeséo, arredondadas. Acompanhamos
nas figuras acima um exemplo destes efeitos, percebe-se in-
clusive que muitas células saem do foco por ja estarem em
suspensao.

dver Apéndice
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5.5.2. Padrdes de crescimento correlacionado a
organizacao fenotipica de carcinoma de colon,
glioma maligno e linhas celulares de carcinoma de
células ndo-pequenas de pulméo

Seguem abaixo os resultados obtidos numa colaboracéo do Laboratorio
de Estrutura Celular (LabCel) do Instituto de Fisica da UFRGS, com o de-
partamento de Bioquimica do Instituto de Biociéncias da UFRGS, mediado
por Mauro A. A. Castro. Nosso trabalho visa comparar dindmicas de cresci-
mento populacional de células entre varia linhagens de cancer, e, dentro da
mesma linhagem, observar efeitos das configuragdes nos comportamentos
individuais de células.

Reproduzimos praticamente na integra o artigo de Castro, Klamt, Grie-
neisen, Grivicich, e Moreira (2003) resultante desta colaboracéao.

Inicia-se com uma descri¢ao geral do estudo na qual resumimos o que
pretendemos analisar e citamos quais as mudancas introduzidas ao modelo.
Procuramos deixar certos detalhes bioldégicos mais claros para o leitor que
nao € advindo da area das ciéncias biolégicas. Em seguido, resumimos
as conclusdes da discussao anterior (se¢do 5.2 na pagina 108) referente a
importancia das propriedades fenotipicas (grau de extensao de células) no
processo da mitose. A intengéo desta sinopse € deixar mais evidente a mo-
tivacao que nos levou a fazer estas medidas e modificagdes ao modelo.

Prosseguimos citando rapidamente os métodos de cultura de células, ob-
tencdo das curvas de crescimento experimental e analise estatistica. Nos re-
sultados, analisamos as medidas e propomos uma explicacédo do modelo em
termos destes dados (melhor parte!). Finalmente na discusséo, retomamos
parte da discussao feita anteriormente e indagamos quais séao as implicacoes
das correlacdes que encontramos.

Descricéo geral do estudo

Neste estudo apresentamos o modelo de Gompertz para crescimento
celular como funcéo de certas propriedades fenotipicas das células, usando
seis linhagens de tumores humanos. Quando referimos a carcinoma estamos
tratando necessariamente de neoplasias de origem epitelial.

No pulméo existem dois grandes grupos de carcinoma broncogénico:
carcinoma de pequenas células e carcinoma de ndo-pequenas células. Esta
divisdo se baseia na resposta a terapias disponiveis, tendo o grupo de pe-
guenas células uma resposta inicial alta a quimioterapia enquanto a de nao-
pequenas células sdo menos responsivos. O tumor de pequenas células tam-
bém se caracteriza por se espalhar mais nos tecidos (metastases), aparen-
temente sendo menos aderentes, enquanto os de ndo-pequenas ceélulas se
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mantém em focos. O grupo de carcinoma de ndo-pequenas células corres-
ponde a 75% das neoplasias malignas de pulméo. No estudo, utilizamos 3
linhagens de células ndo-pequenas de pulméo. Sab elas

A-549
NCI-H596
NCI-H520

A quarta linhagem estudada foi de glioma maligno. Gliomas derivam das
células gliais, que sao células que atuam no sistema de sustentacdo dos
neurdnios.

U-251
E finalmente, seguem as linhagens de carcinoma de célon:

HT-29
SW-620

Dito quais sdo as linhagens estudadas, prosseguimos com uma descricao
rapida da metodologia utilizada para obter as curvas de crescimento.

Foram feitas medidas de células em monocamadas apresentando cres-
cimento exponencial em varias densidades, via coloracdoSiE para
obter as curvas de crescimento celul8RBé um corante utilizado para
marcar aminoacidos basicos. Existe uma correlagéo direta entre o grau de
impregnacéo do corante e o conteudo protéico da amostra de células. As-
sim, pode-se determinar a densidade celular. Observamos que este processo
somente é confiavel quando feito em células vivas pois, ao morrer, células
rapidamente acidificam-se, alterando a impregnacéao e consequentemente, a
relacdo impregnacao-proteina-densidade celular.

A equacéo de Gompertz foi ajustada aos dados experimentais para obter
de cada linhagem os trés parametros empiricos de crescimento: densidade
celular inicial, taxa de crescimento celular e capacidade maxima de carga
Isto € um procedimento empirico tradicional. A contribuicdo nova deste
trabalho foi introduzir um parametro para o formato celular estabelecido,
gue chamamos de coeficiente de deformdgadcste parametro relaciona
morfologicamente as células estendidas (quando células se encontram em
baixa densidade sobre uma matriz aderente) com as em confluéncia (den-
sidade alta). Ele foi relacionado por analise regressiva com o parametro
de taxa de crescimento relatiBalescrito pela equacao de Gompertz 5.4.4.
Concluimos que o coeficieni2 é diretamente proporcional ao para@metro
de cresciment@. A curva ajustada se mostra significativamente de acordo
com os dados empirico® (< 0.05), com o coeficiente de correlacdo de
0.9152.

SEstes nomes s&o apenas codigos para descrever a linhagem. Aqui, por exemplo, NCI
corresponde &lational Cancer Institute

6sulforrodamina{s
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Em sumula, vamos demonstrar que uma funcdo modificada de cresci-
mento Gompertz foi obtida utilizandd. O grau de correlacdo entre o pa-
rametro de crescimento Gompertziano com o coeficibrmes leva a uma
nova interpretacdo do parametro de crescim@ntom base em medidas
morfolégicas de um grupo de tipos de células tumorais, e corrobora a idéia
de que a cinética de crescimento celular pode ser modulada pela organiza-
cédo fenotipica de células aderidas.

Introducao

Em estudos anteriores de trés linhagens de células ndo-pequenas de pul-
mao, Castro (1999)abordou a questdo se crescimentos em duas e trés di-
mensdes obedecem uma dindmica geral. Ele mostrou que o uso de analises
morfométricas na descri¢cdo de cada linhagem celular indicavam que exis-
tia uma modulacao de crescimento por fenétipo como fun¢éo de densidade
celular. Aqui também estamos fornecendo uma interpretacao fenotipica do
modelo de Gompertz de acordo com as configuracdes de crescimento de
seis linhagens celulares de tumor. Este modelo matematico pode expressar
uma propriedade de crescimento celular como um processo auto-organizado
modulado pela geometria individual da célula.

Como ja foi tratado no trabalho de Castro, Schwartsmann, e Moreira
(2001), dentre os varios modelos classicos para descrever crescimento tu-
moral, 0 modelo de Gompertz fornece uma correspondéncia satisfatéria ao
fitar medidas experimentais.

O comportamento de crescimento, como ja discutimos anteriormente,
possui um primeiro estagio de crescimento exponencial, depois do qual sa-
tura, se aproximando a um plateau que corresponde ao aumento do tumor.
A caracteristica essencial desta descricdo € algum mecanismo de inibicéo
gue aparece com numeros assintoticamente crescente de células (Norton
et al, 1976). Foi proposto que a compressado da forma celular em células
confluentes poderia controlar este processo realimentativo inibitério (Wang
e Zuidhof, 2004; Olive e Durand, 1994). Como ja observamos, €hah
(1997) verificaram que, & medida que as células se arredondam, a sintese de
DNA gradualmente para. De modo inverso, a maioria das células necessi-
tam da extensdo num substrato para exercer suas funcées de modo normal
(Ruoslahti, 1997). Tais relacfes entre crescimento e forma discutidas na
secao 5.2, sdo tratados aqui por analise regressiva de um parametro de de-
formacao celular que descreve a amplitude das variacdes da forma celular,
mostrando correlacdo positiva com 0s parametro cinéticos de crescimento
como descrito pelo modelo de Gompertz. Por outro lado, vale mencionar
que leucemia, proliferacdo de leucdcitos transformados, que ndo se enqua-
dram nos modelos de tumores soélidos, também foram observados a se ca-
racterizarem por uma dinamica Gompertziana (Afenya e Calderon, 2000).
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Métodos e Materiais

Cultura de CélulasAs linhagens de carcinoma de pulméo de ndo-pequenas
células, A-549, NCI-H596 e NCI-H520, as linhagens de células de carci-
noma de colo de utero SW-620 e HT-29 e a linhagem de glioma maligno
U-251 foram obtidas damerican Type Culture CollectidiiRockville, MD,

USA). Todas as linhagens de células cresceram como monocamada ade-
rente em frascos de 26¢ a 2%°C numa atmosfera umidificada de 5% de
CO,; e mantidas no meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
com 10% FCS. Tratamento por tripsina foi efetuada @3¥or 2min com

a mistura de M5% tripsina e M2% EDTA. ApoOs tripsinizacdo, células
foram contadas numa camera hemocitométrica

Curvas de Crescimento Celularé3élulas foram separadas em suspen-
sBes vidveis em meio de cultura pela tripsinizacdo e semeadas em placas de
96 pogos de cultura na densidade d&x710*¢€142° (densidade inicial de
células). A proliferacéo celular foi feita a 7 numa atmosfera umidifi-
cada de 5% 0O, por no minimo 1 semana. O meio foi trocado a cada 48
apés semeadura e o numero de células foi determinada periodicamente por
coloracao de SRB.

As células aderentes foram fixadasitu ao se adicionar 50 de TCA?

50% frio (concentracao final - TCA 10%) por 60min%C4 Apos retirarmos

a solucdo de TCA, as placas foram lavadas cinco vezes com agua deioni-
zada e secadas. Cem micro litros de solugdo SRBA®E 1% de &cido
ascético w/v) foram adicionados a cada poco e as culturas entdo encubadas
por 10min a temperatura ambiente (%2h O SRB nao reagido foi remo-

vido por cinco lavagens com acido acético 1%. Este &€ um passo crucial,
pois queremos medir apenas 0 SRB ligado as proteinas celulares. Por isto €
importante primeiramente fazer o tratamento com TCA, para esta lavagem
ser possivel sem a perda de células.

As placas foram secadas ao ar. O corante ligado foi solubilizado com
Tris buffer, e a absorbancia foi obtida por um leitor de placa espectrofoto-
métrica automatizada no comprimento de onda 515nm. Observamos que
a relagéo absorbancia-densidade celular é estipulada anteriormente por pa-
rametros conhecidos de densidades. Esta calibracido deve ser refeita para
cada tipo (linhagem) de célula utilizada. O crescimento celular foi me-
dido pelo procedimento de coloracdo SRB por determinacdo de proteinas
de toda cultura, mostrando sensibilidade e reprodutibilidade. Por causa de
seu grande alcance linear, 0 SRB é ideal para estudar ndo apenas culturas de
baixa densidade, mas também monocamadas quase-confluentes e aglome-
rados de células em multicamadas contendo grandes quantidades de células
(Keeperset al, 1991; Pizacet al,, 1992).

’E uma placa sob a qual estao definidos regifes que véo facilitar a contagem 'manual’ de
células num volume de 100

8Precipita proteinas, fixando as células no substrato. Assim, as células podem ser coradas
e lavadas sem alterar o nimero.
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Curvas ajustadas e Analise de regressédo nao-lin€acrescimento tu-
moral foi caracterizado de acordo com o0 modelo de Gompertz ao ajustar a
equacao de Gompertz aos dados individuais de cada linhagem celular (Nor-
ton et al, 1976). Vimos na subsecado 5.4 na pagina 118, que este modelo
se mostra extremamente adequado ao descrever Varios processos de cresci-
mentos bioldgicos. Esta equacdo pode ser reescrita como.

dN A
(5.5.1) gt = P-N-In(g)
sendon(t) o numero de células no tempe A, a capacidade maxima do
sistema.

A solucéo da equacéo 5.5.1,

(5.5.2) N(t) = A-exp[—m(NﬁO) exp(—B-1)],

foi ajustada para cada linhagem tumoral usando o método de minimos qua-
drados aos dados experimentais das densidades celulares como funcéo de
tempo. Iniciamos na densidade de 75@%33. Os parametros de cres-
cimento foram obtidos utilizando o pacote de regressao néao-linear SPSS
(Chicago, lllinois, USA) pelo método Marquardt.

Medidas de formato celular e andlise estatistidgpartir das fotomi-
crografias de contraste de fase de células fixadas a densidades de dispersao
(células rarefeitas) e de confluéncia (monocamada de células, formando um
‘tapete’), medidas morfométricas foram obtidas pelo programa de analise
NIH-image’. Pelo menos 30 células em trés experimentos foram medidas
para estimar os parametros de formato de cada linhagem. A correlacdo das
variaveis continuas foram analisadas pelo coeficiente de correlacdo Pear-
son. Expressamos os dados por suas médias acompanhadas pelo desvio
padrao, com o nivel de significancia de grupoler 0.05.

Resultados

A polaridade do formato de células aderidas € descrita neste trabalho
pela razédo entre dois didmetros ortogonais da célula, como ilustrada na fi-
gura 5.5.2 ao se comparar células morfologicamente distintas. A razéo entre
o didmetro maior; com o didametro menar; resulta na polaridade da cé-
lula,

(5.5.3) ffi
ri

gue € um parametro maior ou igual asendo quef = 1 representa ce-
lulas perfeitamente esféricas. A amplitude da variacéo desta polaridade é
expressa pelo coeficienz> 0,

9softwarede dominio publico disponivel no site http://rsb.info.nih.gov/nih-image
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FIGURA 5.5.2. RRAMETRO D. Fotomicrografias de con-
traste de fase. Situacao (A) representa células a baixa densi-
dade (situacdo de dispersdo) na qual as células sdo capazes
de se estender melhor sobre o substrato. A imagem (B) mos-
tra a mesma linhagem numa situacao de confluéncia; nestas
condicdes elas se encontram menos estendidas. Usando o
programa NIH-image medimos os diametros perpendicula-
res(ri,rj) de ambas as situagées. Um foco de células con-
tendo uma gama ampla de distor¢des esta visivel na imagem
(C), e exemplifica a amplitude do coeficiente de distoigao
expressa comb = f,/f;. A barra é de 5am

(5.5.4) D= E—l,
f1

ondef, corresponde a células de culturas espardasaepolaridade de cé-
lulas em confluéncia. O paramefdpode ser interpretado como sendo um
coeficiente de deformacédo morfolégica das células aderidas. Medidas simi-
lares de células foram feitas para caracterizar a heterogeneidade de células
aderidas (Thouminet al., 1995). Os parametros da forma obtidos estédo
apresentados na tabela 5.5.1 na préxima pagina, mas em forma de médias.
Desta maneira, de agora adiante, redefinifiages f, e f; = f; como sendo
as médias das polaridades de uma dada linhagem, quando respectivamente
estiverem dispersas e confluentes. O coeficiBnteD em funcéo destas
meédias corresponde a deformacdo morfolégica das células adipidas
de cada linhagem.

Para poder compar&r com os parametros cinéticos de crescimento ce-
lular, as linhagens de células foram semeadas a%e incubadas por
pelo menos uma semana para produzir as curvas de crescimento apresenta-
das em 5.5.3. A cada linhagem de células ajustamos a solu¢do da equacao
diferencial de Gompertz, equacao 5.5.2. As melhores curvas de fato repre-
sentam bem as medidas observadas no crescimento das células tumorais.
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| Linhagem | Polaridadefo | Polaridadef; | Deformagad | Const. de Crescimenfd|

A-549 | 3.72£0.19 | 1.96+0.17 | 0.80+0.22 0.68+0.14
NCI-H596 | 3.104+0.34 | 2.02+0.21 | 0.53+0.16 0.47+0.08
NCI-H520| 1.82+0.08 | 1.37£0.09 | 0.33+0.05 0.32+0.09

HT-29 | 2.33+£0.61| 1.404+0.23| 0.67+0.12 0.76+0.18

SW-620 | 2.63+0.92| 1.30+0.20| 1.03+0.17 0.91+0.26

U-251 |4.54+1.92|355+1.12| 0.32+0.06 0.38+0.16

TABELA 5.5.1. ARAMETROS DE FORMA E DE CRESCI
MENTO. Os desvios foram dados. Para cada experiéncia
utilizamos pelo menos 30 células para estimar os parame-
tros morfolégicos de cada grupo. As polaridades se referem
a células em situagdes esparsi3 € em confluénciafg).

O coeficiente de deformacdd vai de acordo com a equa-
¢ao 5.5.4. A constante de crescimeftoi obtida ao fitar

a equacao de Gompertz aos dados representados na figura
5.5.3. OndeB é a média das constantes de crescimento, jun-
tamente com o desvio padrdo da média, de trés diferentes
dados de crescimento de cada linha.

A constante3 derivada de tais aproximagfes esta representada na tabela
5.5.1 e é descrita como sendo o parametro de crescimento, de acordo com o
modelo de Gompertz. Verificando a hip6tese de [§éeproporcional @,
guandadB é plotado contr® no grafico 5.5.4 para cada linhagem, a relacao
linear exibe um coeficiente de correla¢éo d&162 (P < 0.05). Este grau

de correlacéo entrp e D permite, para estas células tumorais, uma nova
interpretacdo dB com base numa estimativa Beproduzida pelas medidas
morfométricas. A equacédo 5.5.2 em vista disto pode ser reescrita como

(555)  N(t)=A- exp[—m(nﬁO) exp(—(D—m). 3)] ,

u

uma equacao de Gompertz com uma variavel fenotipicam constantes
uemderivadas da equacgao regresdiva u- 3+ m. Embora a tabela 5.5.1
com seis linhagens de células oferece apenas um conjunto limitado de pon-
tos para se poder assumir uma linearidade universal aplicavel a diferentes
modelos de crescimento tumoral, como por exemplo em culturas celulares
em suspenséao (Olive e Durand, 1994), nossas observacdes séo represen-
tativas para linhagens de células tumorais que estabelecem monocamadas.
Deste modo, a premissa na qual esta baseada a equacéo 5.5.5 é que o nu-
mero de células medidas, que varia com o tem\ib), como descrito pelo
modelo de Gompertz 5.5.1, depende de uma taxa de crescimento fenotipica.
Apresentamos na secao 5.5.5 a simulacao de crescimento celular utili-
zando a equacao 5.5.5 em vez da equacao 5.5.2. As melhores aproximacoes
- que podem ser vistas na figura 5.5.3 - também estéo representadas na fi-
gura 5.5.5. A taxa de crescimento foi a Unica diferenca entra as equacgdes
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FIGURA 5.5.3. FRROLIFERACAO DE MONOCAMADAS. As

linhas solidas sdo as melhores aproximacdes da equacao de
Gompertz aos dados experimentais, que estédo representados
pelos pontos: SW-6200), HT-29 (O), U-251A), NCI-

H250 (e), NCI-H296(H1), A-549(A). O eixo da densidade
celular estd em escala logaritmica. As constantes de cresci-
mento([3) correspondentes a cada linhagem séo obtidas das
curvas de melhor ajuste e se encontram listadas na tabela
5.5.1 e representados na figura 5.5.4 juntamente com 0s co-
eficientes de deformagéo. Cada simbolo representa o valor
médio de pelo menos trés experimentos. Os desvios padrbes
tipicamente estdo em torno de 10% do numero meédio de cé-
lulas.

5.5.2 e 5.5.5 para cada linhagem de célula, Bd@ substituido pelo coe-
ficienteD (juntamente conu+ m constantes).

Finalmente, podemos chegar a mesma concluséo d@ [que teorica-
mente, ao assumir algumas hipotese (duas, mais especificamente). Consi-
deramos a polaridade média apresentada por uma linhagem de c&lulas,
como sendo uma func¢éo continua dependente da densidades celular da po-
pulacéo, ou sejaf (densidad¢ Como estando sempre trabalhando com
superficies de areas constantes, podemos escrever esta dependéncia dire-
tamente em funcdo do nimero de célulgdy), de maneira que a polari-
dade apresentada em confluéncia é aquela estabelecida quando a populacéo
atinge sua capacidade maxima, ou séj#) = f1. Estipulamos ainda um
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FIGURA 5.5.4. @MRRELACAO ENTRE PARAMETRO DE
CRESCIMENTOP E COEFICIENTED. Cada ponto representa

os pareq3,D) determinados pelas medidas morfométricas
(pelas medidas dos diametros) indicadas na figura 5.5.2 e das
curvas de melhor ajuste apresentados na figura 5.5.3 para as
linhagens celulares U-251 (a), NCI-H520(b), NCI-H596 (c),
HT-29 (d), A-549 (e) e SW-620 (f). O conjunto total de da-
dos esta contido na tabela 5.5.1, incluindo as barras de erro
para cada parametro. O coeficiente de correlacédo de Pear-
son da equagéao regressiba= u- 3+ m esta incluido. Os
valores deau e mforam determinados experimentalmente. A
correlacéo é significativa com< 0.05.

namero de céluladly como representando um valor qualquer na qual as
células se encontram esparsas, de modo que podemos es¢hyer fo.

Dito isto, imaginamos uma dependéncia entre a ‘densidade’ e a polari-
dade logaritmica. Nossa primeira hipétese fica pode ser escrita como

(f(No) — f(A)) A

lembrando quéNg < A e quef(N) = rr;((',\\'l)) representa agora néo a distor-

cdo de apenas uma célula, mas a distorcao média para a linhagem com uma
determinada populag&o. Definimos uma fung&mmo fungéo das polari-
dades e do numero da populagéo,

(5.5.6) f(N) = f(A)+]
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(FN)—f(A)] A
(5.5.7) a(N) O { A In(NO).
Assim, como o crescimento Gompertziano € dado por
dN
(5.5.8) i a(N)-N,
temos que
(5.5.9) a(N)=p- In%;

ao substituir a equacédo 5.5.6 na equacédo 5.5.7 e comparando isto com a
equacao5.5.9, encontramos que

(5.5.10) BD%—l:D,
1

onde usamos novamente qiie= f(Np) e f1 = f(A). A premissa da ex-
pressdo 5.5.6 diz que a polaridade mensuravel da linhagem de t@)la

varia logaritmicamente corN. Mostramos na tabela 5.5.2 os dados expe-
rimentais adicionais de trés linhagens em quatro densidades diferentes que
corroboram com esta afirmacao, onde calculamos e apresentamos as pola-

ridades médias por
"eel 1 (cel)
<; rj (Cel) /Ncel

Finalmente, ao substituir a expressao 5.5.6 na equagéo 5.5.7 e o resul-
tado subsequente na equacao 5.5.8, retornamos aproximadamente a equacao
de Gompertz na sua forma diferencial:

dN [ fo A
(5.5.11) = (f_1_1> N-In (N) ,

gue contém a afirmacédo de gpel 3.

Discussao

Este estudo apresentou o modelo de Gompertz para crescimento celular
como sendo dependente do fendtipo celular. Utilizando seis linhagens hu-
manas (A-549, NCI-H596, NCI-H520, HT-29, SW-620 e U-251) nds carac-
terizamos um parametro de morfologia celular (chamado de coeficiente de
deformacad) que descreve o aumento do numero de células com tempo,
estabelecendo uma interpretacdo morfoldégica de uma fungcédo empirica am-
plamente usada para fitar crescimento bioldgico (Bajzer, 1999).

A fim de estimar padrbes de crescimento através de medidas morfol4gi-
cas, podemos considerar que a forma celular representa uma manifestacao
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FIGURA 5.5.5. MODELO DE PREDIGAO PARA AS CUR

VAS DE CRESCIMENTQ A equacdo modificada de Gom-
pertz 5.5.5 foi utilizada para simular o crescimento celular
(linhas sdlidas) das linhagens SW-620(a), HT-29 (b), U-251
(c), NCI-H520 (d), NCI-H596 (e) e A-549(f). As simula-
¢Oes foram efetuadas com o coeficiente de deformBgéo

de cada linhagem de célula como apresentado na tabela 5.5.1
e com os constante+ mda equacéo 5.5.4, de acordo com a
descricdo da equacédo 5.5.5. As melhores aproximacdes aos
dados experimentais (linhas pontilhadas) sdo as mesmos que
apresentadas na figura 5.5.3.

A549 NCI-H596 NCI-H520
Densidade Polaridadg Densidade Polaridadg Densidade Polaridad
20 3724+0.19 16 310+0.24 13 182+0.08
40 297+0.35 34 2574055 49 1724+0.14
95 237+0.15 98 217+0.12 155 157+0.12
140 196+0.17 160 202+0.21 330 137+0.09
TABELA 5.5.2. FOLARIDADE COMO FUNCAO DAS DEN

SIDADES CELULARES DEA549, NCI-H596E NCI-H520.
A densidade de células esta dada em unid&dis. Os va-
lores da polaridadé (expressos na tabela comd > +SD)
foram obtidos ao se medir os diametros mai¢rgse 0os me-
nores(rj) de pelo menos 80 células para cada linhagem nas

quatro densidades diferentes.
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visual de um equilibrio subjacente de for¢as e sinais quimicos (Olive e Du-
rand, 1994). De acordo com Inghegdral. (1995), a extensao celular por si so

foi critica para a proliferacdo e aumento de sintese de DNA, indicando que

a morfologia celular é determinante na funcao celular - pelo menos quando
na presenca de fatores de crescimento 6timos e adesdo ao ECM. Em muitas
células, as mudancas na morfologia podem estimular proliferacdo celular
através de sinais mediados por integrina, tais como MARKS, que estimula
proliferacéo apenas quando células aderem e se estendem sob um substrato.
Isto indica que a forma celular rege a maneira que as células individuais
respondem a estimulos quimicos (Boudreau e Jones, 1999).

De acordo com estas observacdes, propusemos a utilizacao da distor¢céo
celular e projecéo para modelar a cinética de proliferacao celular. A relacéo
média entre didametros maximos e minimos expressas através do coeficiente
D fornece a amplitude de distor¢éo celular para cada linhagem a uma dada
densidade, que mostramos estar altamente correlacionado com o parame-
tro de crescimento Gompertziano. Muitos autores tém tentado explicar o
modelo de Gompertz dentro do contexto de crescimento celular: por ciné-
tica celular(Byrne, 1997), quiescéncia celular (Gyllenberg e Webb, 1989),
entropia (Calderon e Kwembe, 1991), heterogeneidade tumoral (Kendal,
1993) e por interacdes celulares (Mombattal., 2002). De acordo com
Vaidya e Alexandro (1982), uma das maiores falhas apresentada pelo mo-
delo Gompertz é que a equacao original ndo foi derivada a partir de uma
base de fatos fisioldégicos. Porém, apesar da bem-estabelecida verificacdo
do modelo de Gompertz, a sua origem carece de uma interpretacdo biolo-
gica (Nortonet al, 1976; Marusicet al, 1994). Por isto, 0s mecanismos
gue conectam a morfologia ao aumento populacional dos tumores celular
séo relevantes na tentativa de fornecer uma maneira alternativa para enten-
der o modelo de Gompertz. De fato, também poderia ser esperado que qual-
guer uma da variedade de curvas de crescimento - logistico, Bertanlanffy,
Richards, etc. - pudessem dar lugar a correlacdo igualmente satisfatéria
com determinado fendtipo. Esta expectativa requer novas investigacoes, in-
cluindo um estudo comparativo dos padrées fenotipicos descritos aqui com
possiveis inter-relagdes que possam existir entre os modelos de crescimento
biolégicos, que estdo além do escopo desta dissertacao.

De maneira conclusiva, foi possivel verificar a existéncia de uma corre-
lacéo entre o fendtipo celular e o perfil das curvas de crescimento para cada
linhagem. A variabilidade morfoldgica, que relaciona a polaridade de célu-
las cultivadas em baixa densidade com as de confluéncia esta positivamente
acoplada com a taxa de crescimento apresentado pelas células.

Nosso estudo sustenta a idéia de que a cinética de crescimento celu-
lar pode ser modulada pela organizacdo fenotipica das células aderidas e
também tenta entender o crescimento Gompertziano a partir da estrutura
celular. A capacidade de estimar os padrdes de crescimento de um tipo in-
dividual de célula tumoral com base das medidas morfométricas deveria ter
aplicabilidade geral em estudos celulares.
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5.5.3. Classificacao por video-microscopia

Comportamentos que ficaram evidentes ao acompanhar em tempo real
a evolucdo da dinamica tumoral sdo as probabilidades mitéticas das célu-
las de uma mesma linhagem. Mauro A. A. Castro observou que é possivel
obter correlagdes numa configuracdo de monocamadas entre as células in-
dividuais e a sua topografia celular. A distribuicdo de tamanho e forma
dos aglomerados que dao origem a estas diferencas de categorizacdes de
células individuas, também sao uma consequéncia delas, gerando com isto
um sistema complexo e interessante. Os dados preliminares sugeriram va-
rias interpretacdes, e principalmente deram inicio a perguntas para futuras
pesquisas. Estamos no momento ainda obtendo histogramas a partir dos
resultados experimentais. Todavia, gostariamos ja de incorporar algumas
destas idéias na forma de simulacfes, para depois comparar as hipéteses
com os resultados observados.

5.6. Metadiscussao

Até este momento, para compreender a proliferacdo de células, olha-
mos por partes os diferentes niveis de atividade que determina a dinamica
de uma populacéo: primeiramente estudamos 0 mecanismo regulatorio in-
dividual de cada célula, em seguido tracamos uma relacdo entre o funcio-
namento interno e possiveis estimulos do ambiente. Baseados fortemente
em diversas observacfes experimentais, tentamos isolar possiveis causas
das consequéncias paralelas - o que procuramos fazer com muita cautela
visto que sistemas biolégicos muitas vezes ndo possuem uma relacao causa-
consequéncia 6bvia (sendo inclusive até indistinguiveis). No entanto, ao
comparar diversos resultados empiricos, e através de observagdes proprias,
sugerimos que a distorcdo da célula € um elemento que podera servir como
um parametro no ponto de restricao do ciclo mitético que ajuda a determinar
0 comportamento de uma célula.

Esta foi a nossa abordagem. Agora porém, gostariamos de recolocar
esta mesma discussao num outro contexto, abordando o problema de um
angulo totalmente diferente. No capitulo 3 vimos o quanto sistemas celu-
lares originados por diferentes principios compartilham muitas caracteris-
ticas. Especialmente ao fazermos analises topoldgicas sobre suas diversas
funcdes de distribuicdo, suas dindmicas de crescimentooeatsening,
fica evidente que alguns mecanismos fundamentais delineiam todas estas
classes de sistemas. De maneira mais especifica, quando tratamos de siste-
mas bidimensionais observamos que existe a tendéncia da topologia impor
0 numero médio de lados a seis (Lei de von Neumann, 3.1.1 na pagina 33).
Enquanto isto, consideracdes geométricas apontam para a otimizacao do pe-
rimetro perante a rea apresentados pela célula, e finalmente, caracteristicas
mais especificas de cada sistema vao ainda acrescentar outras restricdes a
estas relagdes: a dinamica dos sistemas celulares vai satisfazer funcoes de
minimizagdo que serdo dadas pelas energias de fronteira, ou, como no caso
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de umatecido biolégico, pela otimizagc&o da razdo area/perimetro Mombach
etal. (1993).

Discutimos a lei de Aboav-Weaire ( na pagina 36), na qual o numero
médio de lados dos vizinhos de uma célulandados obedece a equacéo
3.1.26, e demonstra a existéncia de uma forte correlacdo dos numeros de
lados de células vizinhasm praticamente todos os sistemas granulares
Também a lei de Lewis, uma correlagdo entre lados e area, foi experimen-
talmente mostrada a descrever algumas células epiteliais. Nossa intengéo é
agora juntar esta visdo topologica com a nossa discusséo aqui apresentada
sobre mitose, tratando-a, ndo como um resultado apenas de mecanismos re-
gulatérios da célula, mas como uma terceira transformacéo topolégica. Um
dos fatos que promove esta linha de raciocinio € que a estrutura (forma e
tamanho) da célula pode também ser tratada como o conflito gerado entre a
manutencdo da célula e o poder de absorcéo de nutrientes. Mostkach
(1993) sugeriram que o processo mitbtico serve para garantir esta razao
Otima de custo/beneficio.

Conectando tais argumentos (Mombatlal, 1993a,b) ao nosso traba-

Iho, podemos considerar deformacgdes criticas como uma reparametrizacéo
das constantes que descrevem as funcdes de distribuicdes entre nimero de
lados e distribuicdo de vizinhos, e principalmente da lei de Lewis. Reco-
locando as conclusfes obtidas da polaridade das linhagens de células sob
esta Gtica, ela se traduziria em dizer que a célula, para passar pela trans-
formacao topologica de uma mitose, precisa sair significativamente da sua
razao ideal area/volume, sofrer divisdo e restabelecer por uma dinamica de
relaxamento as distribui¢des tipicas daquele tecido.

Sugerimos apenas estas possiveis conexdes. Necessitaria porém um
estudo mais quantificado para determinar a extensédo destas analogias. O
gue deve ser feito € uma analise tanto dos resultados de simulacdes (Potts)
guanto de medidas experimentais, ao tentar acoplar ndo apenas a dinamica
de proliferacdo dada pela equacédo de Gompertz com as propriedades feno-
tipicas, mas ver o quanto as energias configuracionais e as funcdes de cor-
relacédo das situacdes de confluéncia das linhagens dependem destes para-
metros. Se uma dependéncia pode ser averiguada, podemos entdo perguntar
guais séo as propriedades mais gerais demonstradas por estes parametros.

5.7. Simulacdes
5.7.1. Implementacao de mitose no Modelo de Potts

A citoquinese de uma célula no Modelo Celular de Potts foi implemen-
tada em todas as simulacfes ao se definir um eixo de divisao (em trés di-
mensoes isto corresponderia a um plano), seguida por uma nova definigéo
de spin (indice celular) para uma das metades resultantes. Esta divisdo sera
feita ao longo do didmetro menor da célula. Ambas as células, a do spin
novo e do spin anterior, serdo denominadas de células filhas. Como neste
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momento h& uma reducao drastica na Yteas novas células filhas (~ a
metade), precisa haver uma renormalizacdo da area alvo que corresponda
ao novo tamanho. Do contrario, o termo da energia de area do Hamiltoni-
ano da equacdo 4.6.1 na pagina 87 ira dominar de tal modo que estas células
tdo energeticamente desfavorecidas desapareceriam. Este rescalamento foi
feita de diversas maneiras, todas dando resultados satisfatorios. Observa-
mos na subsec¢édo 5.1.2 na pagina 105, que a area da célula dobra durante a
interfase que separa as mitoses. Programamos isto no nosso cadigo ao exi-
gir que a ceélula alcance uma area minima (menor mas geralmente proximo
a area alvo), para se ‘candidatar’ a mitose.

O gue podemos controlar neste periodo de relaxamento € o tempo entre
a mitose e a possibilidade da célula novamente realizar mitose. A inter-
fase existente € implementada nas simulacfes ao se postular um nimero
determinado de passos Monte Carlo (MCS) em que células sao impedidas
a novamente se dividir. Ressaltamos que isto é um controle extremamente
importante para se ter numa simulacgéo, visto que muitos modelos matema-
ticos (Gyllenberg e Webb, 1989, 1990) se propdem a explicar o crescimento
celular em termos de quiescéncia, e que estas defasagens temporais acarre-
tam complicacfes ao se fazer predi¢cdes analiticas.

O eixo de divisdo foi definido como passando pelo centro de massa da
célula. Apos analisarmos muitissimos exemjghostro, como foi discutido
na subsecdo 5.5.1 na pagina 123, estamos convencidos que escolher o me-
nor eixo de uma célula como a bissecc¢éo deste ndo é apenas a op¢ao mais
intuitiva, mas também a real.

5.7.1.1. Difusao de nutrientes

Antes de prosseguirmos com simulacdes em que implementamos as
idéias exploradas previamente neste capitulo, iremos por fins ilustrativos
mostrar os resultados de um crescimento tumoral na qual células dependem
de nutrientes para poder realizar mitose. A saida gréfica vai mostrar para
cada tempo duas imagens. A do lado esquerda mostra as células (vista de
cima) em . Mudamos suas cores para representar se sofreram mitose
ou nao: células verdes sao aquelas que nos ultimos 500 passos de Monte
Carlo estiveram quiescentes, enquanto as células vermelhas representam as
gue, num periodo menor que isto, sofreram mitose. A imagem da direita
representa o campo de concentragdo do nutriente, mostrando sua difusdo na
regido onde o agregado esta localizado. A cor preta representa a total ausén-
cia de nutriente e o gradiente até o branco indica diferentes concentragdes.
Temos como controlar a taxa de difuséo deste nutriente.

10como todas as simulagfes vao ser realizados@po2amanho da célula, que normal-

mente deve ser tratado por um volume, sera aqui apenas chamado de area. Portanto, ndo
confundir o termo area com quantidade de membrana, que neste caso se reduz apenas a um
perimetro.
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Iniciamos a simulag&o com apenas uma célula central que, através de su-
cessivas mitoses, e mitoses das células filhas sucessivamente acarreta o cres-
cimento do tumor. Parametros essenciais para regular a dindmica séo cons-
tantes de acoplamento entre célula-célula e célula-ndgio dei, Jeel-meio).
difusdoD do nutriente, tamanho necessério para células iniciarem em mi-
tose e a taxa de consumo de nutrientes. As outras constantes necessarias
para a simulag&o celular de Potts sdo sempre mantidas fixas e, como nas
demais simulac6es deste capitles 1 e T = 6.

O campo de concentracao de nutriente € implementado na simulacao
atribuindo a cada sitio da rede um valor real positivo e correspondente a
concentracdo. A equacao da difuséo é resolvida na rede bidimensional, ndo
pelo método convencional explicito de Euler, mas pelo procedimento im-
plicito de direcBes alterantes (alternating-direction implicit method, ADI).
Este método € utilizado para resolver equacdes parciais diferenciais em re-
des e consiste um usar em uma direcdo o método explicito, neste caso, na
gual as taxas de nutrientes a serem redistribuidos dependem apenas dos va-
lores naqueles tempos, enquanto o método implicito (dependéncia no tempo
futuro) é utilizado na direcéo perpendicular. Para ndo provocar comporta-
mentos anisotropicos, alteramos a escollha das dire¢des explicito/implicito
no passo seguinte. Este método € computacionalmente muito mais eficiente
que métodos puramente implicitos. E também melhor que os métodos pu-
ramente explicitos devido a auséncia de instabilidade ao utilizar constantes
de difuséo altas.

Para ainda incorporar a interacéo das células com os nutrientes, a cada
passo Monte Carlo diminuimos estes valores quando ha células localizados
no mesmo sitio (simulando o consumo do nutriente pela célula). Ao final,
calculamos para cada célula a quantidade de nutrientes a que ela tem acesso.
Mesmo que a concentracdo de nutrientes decresce num sitio a medida que
uma célula a ocupa, continuamente nutrientes estéo difundindo para dentro
do tumor através das bordas. Assim, o alcance do nutriente dentro do tumor
depende tanto da taxa de consumo das células quanto do coeficiente de
difuséo.

Todas células possuem a mesma area alvo padrdo no comeco da simu-
lacdo e apos cada mitose. Esta area alvo aumenta devido o consumo de
nutrientes da célula. Implementamos isto através de uma probabilidade de
aumento de area que € linear com a quantidade de nutrientes que a célula
pode consumir. Quando a célula alcanca o dobro do tamanhoihiciatre
a mitose, divisdo que é feita pelo menor eixo da célula. Neste momento,
tanto a célula mae quanto a filha vao aparecer vermelhas na saida gréfica,
passando novamente a verde depois de 500 passos Monte Carlo.

Na figura 5.7.1 na proxima pagina podemos observar que devido ao
acesso aos nutrientes pelo perimetro do tumor, células la localizadas se en-
contram mais em mitose. Com o aumento do tumor isto resulta numa razao
cada vez menor entre células em mitose e células quiescentes. Nesta figura

HEste é 0 “ponto de restricdo” implementado.
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1a)25 MCS 2a)25 MCS
. . .
1b)125 MCS 2b)125 MCS
& | @ | ®
1c)250 MCS 2c)250 MCS
|
1d)500 MCS 2d)500 MCS

1e)1250 MCS

2e)1250 MCS

FIGURA 5.7.1. DIFUSAO DE NUTRIENTES E CRESCIMENTO TUMORAL

A primeira coluna representa a escolha de valores de acoplanigiitgg = 1
e Jeel_meio = 1 enquanto a segunda correspond& @ cel = 1 € Joel_meio =
2. Aqui vemos claramente o efeito de saturacéo que caracteriza a dindmica de
crescimento da lei de Gompertz: nos tempos iniciais existe uma concentragcao

maior de células vermelhas (as que realizaram mitose) que células verdes (mais
gue 500 passos de Monte Carlo sem realizar mitose), que em comparagédo com
os tempos finais da simulacéo. Além disto, percebemos que uma maior afinidade
com o meio resulta numa borda mais rugosa. Os tempos estéo indicados embaixo

das figuras em unidades de passo Monte Carlo.
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esta representado duas evolugdes temporais. A primeira coluna mostra a di-
namica para os seguintes parametdg: cel = Jeel-meio = 1; temperatura
T =4.

A taxa de consumo e a constante sao difusdo € mantidas constantes para
ambas as simula¢des. Na segunda coluna a Unica modificacdo nos para-
metros consiste em duplicar o valor de acoplamento entre célula e meio.
Isto vai levar o tumor a uma configuragéo na qual ele tende a minimizar o
perimetro com o meio, apresentando com isto uma borda mais ‘lisa’. Por-
tanto, a simulacao (1), cuja rugosidade na borda € maior, vai apresentar
mais células expostas para nutrientes difusivos, e por isto apresenta uma
massa tumoral maior. Todas simulacdes feitas reproduzem esta tendéncia:
rugosidades maiores correspondem a tumores de crescimento mais rapido e
saturacdo mais altas.

Se plotarmos 0 aumento populacional com o tempo, obteremos curvas
gue podem ser ajustadas pela equacdo de Gompertz. Mudando parametros
da simulacado, poderiamos ainda achar correspondéncias entre estes parame-
tros bioldgicos e as constantes apresentadas pela equacao de crescimento de
Gompertz. Entdo diriamos que encontramos a interpretagao bioldgica para
o modelo de Gompertz que ajusta bem o comportamento de crescimento
das curvas experimentais. Esta interpretacdo residiria principalmente no
fato que existe difusdo proveniente das bordas do tumor que causara a di-
minui¢do na taxa de crescimento. No entanto, ndo faremos isto. Apesar da
aparente semelhanca, entre a teoria e o0 observado, estariamos atribuindo o
comportamento a uma causa falsa. Nossas experiénorégo foram fei-
tas com monocamadas de células que estdo submersas num meio rico em
nutrientes. Todas as células tém acesso irrestrito a estes recursos (pelo me-
nos durante o periodo que registramos). Apesar dos Unicos modelos mate-
maticos do nosso conhecimento que tentaram dar interpretacdes biologicas
a lei de Gompertz terem se baseado no mecanismo de difusdo de alguma
substancia que positivamente estimulasse mitose (Xu, 1987), esta ndo é a
explicacdo que podemos atribuir as nossas experiéimoidso.

5.7.2. Detalhes da mitose regulada por distorcéao

Finalmente chegamos ao ponto onde implementamos as idéias sobre
a influéncia da distorcdo na regulacdo do processo de mitose. Para isto,
nos introduzimos a probabilidade de ocorréncia de mitose dependente da
distor¢éo da célula, como sendo fung&o do sua distarciste parametro
é definido através do eixo maior e eixo menor da célula. Este eixos sdo
obtidos ao aproximar a célula por uma elipse. A distor¢do, como definida
aqui varia de zero (esferas) até infinito (para o caso extremo de uma célula
reduzida a uma linha). Ou seja, escolhemos definir a distor¢do’¢omo

12N30 confundir este parametro com a “deformacBodefinida pela equagéo 5.5.4 na
pagina 130, pois aquele relacionava graus de distorcdo apresentadas por uma linhagem de
célula em situacdes diferentes (densidades esparsa/ confluéncia), enquamstoneste,
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B eixo maior
~ eixo menor

A informacéo sobre o ciclo celular é implementada da seguinte maneira,

a cada passo de Monte Carlo passamos por todas as células e calculamos a
probabilidadel,, dela sofrer mitose. Esta probabilidade é zero caso o pe-
riodo entre a Ultima mitose e aquele momeidiig Y for menor que o tempo

de interfase, parametro que determinamos previamente em cada simulacéo.
Efetivamente, isto significa que ao passar por uma célula, verificamos pri-
meiramente se ela ja pode se candidatar a mitose devido ao tempo desde a
sua criacao.

Além deste periodo que separam possiveis mitoses, existem também as
condicdes do ponto de restricdo. Uma das nossas simulagdes incorpora a
difusdo de nutrientes, sendo que a quantidade de nutrientes absorvidos por
uma célula é determinante para a decisdo de entrada na mitose. Porém,
em outras simulacdes ndo tratamos com esta condi¢do, pois estamos con-
siderando o regime onde todas as células tém acesso a mesma quantidade
ilimitada de fatores de crescimento e nutrientes.

No entanto, em todos 0s casos, € imprescindivel estabelecer uma area
minima necessaria para a célula entrar em mitose. Em vista disto, introdu-
zimos um parametro que determinara a area minima que uma célula devera
apresentar para poder entrar em mitose, que denomindmnE que cor-
responde ao caso biolégico da verificacdo de tamanho que ocorre em células
no ponto de restricdo. Assim, resumimos estas caracteristicas como

(5.7.1)

0seAts < TinterfaseOU 8 < Amin
(5.7.2) Py = ,
0] pm(so) se & > Amin €Atg > Tinterfase

ondepm(&s) dé a probabilidade de mitose dado que a distor¢éo da célula é
€.

A hipotese que levantamos para interpretar as observacfes a cerca de
células cancerosas apresentarem um invasividade devido a perda da inibi-
¢céo por contato implica, de alguma maneira, que autoregulacao devido ao
fenétipo que controla o comportamento mitético ficou significativamente
reduzida. Ou seja, células cancerosas em confluéncia, que estardo necessa-
riamente mais arredondadas, n&o ‘sentirdo’ tdo claramente os sinais comuns
a este fenotipo e continuaréo realizando mitose, resultando em metastases
etc. Seguindo a terminologia introduzida ao explicar o ciclo regulatério ce-
lular (subsecéo 5.1.2), e inspirados na discussao do comportamento celular
com funcéo de forma, estamos supondo um requerimento ‘extra’ para a cé-
lula passar do ponto de restricdo (da fegparaS) - a de apresentar uma

a distorcdo aparente da célula. Também n&o confundir com o parafei@oequa-
¢do 5.5.3 na pagina 129: neste caso, o que chamamos de disteredb-€ 1.
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distorgdo minima. Vamos introduzir este requerimento de maneira estocas-
tica a estipular uma fungdo de probabiliddge,(¢)) que depende de uma
distorcao critica a partir da qual mitoses ficam significativas. Esta probabi-
lidade é. portanto, dependente da distorcdo. Uma vez que a distor¢cédo pode
variar significativamente por flutuacdes, achamos mais realistico olhar para
o0 ‘alongamento integrada’ da célutg, sendo esta a média da sua distor¢éao
nos ultimos, digamos, 200 passos de Monte Carlo (valor que utilizaremos
para todas as simulagdes feitas aqui).

Finalmente, escolhemos para defipji(¢s) a fungdo sigmoidal, dada
por

h

&5 H
5.7.3 &) = 20— |
( ) pm( 0) Eg—+Bh
onde chamamoB de coeficiente de inclinagédo, que vai definir o quao in-
greme € nossa funca® € a mitose critica &l estipula a probabilidade
maxima de mitose por passo de Monte Carlo. Por motivos de ilustracéo,
parah grandes a equacéo 5.7.3 tende a uma equacao Heaviside da forma

(5.7.4) Pm(X) ~ H-®(x—B).
As interpretacdes “biologicas” das constantes estdo descritas abaixo.

h: coeficiente de inclinagdo - vai ditar quéo rigido € a regulagéo via
distor¢cdo. Parh pequeno isto significa que mesmo distor¢des me-
nores que a distor¢do critica vao acarretar numa razoavel proba-
bilidade de mitose. Ao aumentar este coeficiente estamos fortale-
cendo a regulacao por distorcdo de maneira mais definida.

H: probabilidade maxima. Uma célula que se mostra extremamente
distorcida, ou passando do ponto critico gaadto, vai no maximo
sofrer uma probabilidadel de mitose por cada passo de Monte
Carlo. Vamos manter este parametro constante durante as simula-
cOes para melhor entendermos o efeito das outros.

B: distorcéo critica. Esta é a distor¢do que vai definir o ponto de in-
flexdo. A célula que alcanca uma média de distor¢cdo no Balar
sofrer mitose com uma probabilidaééi. Parah alto, distor¢des
acima deB ja correspondem a probabilidade maxima de mitose.

5.7.3. Resultados das simula¢bes implementadas com a
hipétese da mitose dependente de distor¢ao celular

Nas proximas simulacdes, estamos interessados em estudar os efeitos
gue diversas combinacdes de valores de acoplamento célula-célula e célula-
substrato podem exercer na resposta populacional do tumor. Mostramos
para um mesmo tempo de Monte Carlo o resultado como duas imagens nas
figuras 5.7.2, 5.7.3 e 5.7.4. A superior (ou a da direita) vai representar via
cores 0 numero de mitoses que cada célula sofreu.
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A cor marrom corresponde a células que néo sofreram nenhuma mitose,
guando ocorreu uma mitose a cor passa para marrom esverdeado, sucessiva-
mente ficando mais verde com namero de mitose (verde claro = 6 mitoses)
chegando a cores amarelas (amarelo puro = 9 mitoses, amarelo leve = 12
mitoses, areia =14 mitoses). Quando o nimero de mitoses realizados exce-
der a 21, o gradiente de cores muda para tons de azul escuro.

Enquanto a imagem superior (ou da direita) representa 0 numero de
mitoses por célula, a inferior (ou a da esquerda) mostra em tons verdes
a distorcédo de cada célula. As cores escuras representam pouca distor¢ao
enguanto as mais claras mostram a célula em varios graus de distor¢cao. Ob-
servamos que logo apés uma mitose, as células tomam um aspecto escuro,
refletindo que momentaneamente elas se encontram mais arredondadas de-
vido as consequéncias morfologicas de terem sido divididas a partir do eixo
menor da célula-méae.

5.7.3.1. Simulacdo de mitose regulada por distorgédo sem interacdes
célula-substrato (ECM)

Nas seguintes simulagdes incorporamos a expressao de mitose da equa-
¢ao 5.7.3 no comportamento celular. Existe apenas um tipo de célula e o
meio. Ou seja, definimos os parametigg cel € Jcelmeic Observamos que
a interacdo com o meio vai influenciar na rugosidade da superficie do tumor,
porém, ndo se percebe efeitos de borda. Isto é, o comportamento tipico de
um crescimento inicial alto seguido por uma diminuicdo da taxa de prolife-
racao nao foi observado nestas simulagbes. Para visualizar isto, mostramos
na figura 5.7.2 na pagina seguinte exemplos da evolugao tumoral para varios
valores de acoplamentos.

Nas simulagdes expostas pela figura 5.7.2 mantemos os parametros que
parametrizam o comportamento mitotico iguais. Sao eles: constante de
inclinacaoh = 4, distor¢éo criticd = 0.5, taxa maxima de mitosd =
0.01, tempo de interfaseem p@yerfase= 100, area alvé\a = 60, constante
de elasticidada = 1 e temperaturd = 6.

Os resultados indicam que, mesmo variando todos o0s possiveis valores
de adesividade versus. coesao intercelular, ndo obtemos a dindmica prevista
pela teoria, isto quer dizer, que células da borda conseguem se distorcer
mais.

A interpretacao destes resultados, reside no fato que a célula vai se dis-
torcer tanto por contatos célula-célula quanto por contatos com o meio, hao
havendo assim uma regulacao por fenotipo que possa depender da localiza-
cdo da célula no tumor. De maneira sucinta, ndo existe diferencas signifi-
cativas fenotipicas entre células da borda e células centrais. Isto claramente
vai contra observacdeés vitro e in vivo. Como a distorcdo € a mesma, a
taxa de mitose € a mesma tanto para células da borda como células centrais,
indicando que ndo hé& possibilidade de um crescimento Gompertziano. O
motivo que estas experiéngrasilica ndo conseguem reproduzir o efeito de
saturacao tumoral ndo reside imediatamente em alguma falha da hipotese
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Jeel,meio= 2Jcel,cel = 6, Jeelmeio= 4, Joel cel = 2 Jeelmeio= 4, Jeel,cel = 10 Jeelmeio= 6, Jcel,cel = 6
* & @ B # ¥ @ ®
200 MCS 200 MCS 200 MCS 200 MCS
2000 MCS 2000 MCS 2000 MCS 3000 MCS
& & e e | & o =
4000 MCS 4000 MCS 4000 MCS 4000 MCS
. e o | I
6000 MCS 6000 MC 6000 MCS 6000 MCS
L ®
10000 MCS 10000 MC 10000 MCS 10000 MCS

FIGURA 5.7.2. DINAMICA NAO -GOMPERTZIANA DE CRESCt

MENTO TUMORAL SEM SUBSTRATQ Para trés situac@es diferen-

tes, referentes a valores de acoplamentos diferentes entre células
e células e meio, vemos que, apesar das configuracdes mudarem,
nenhum dos comportamentos favorece mitose na borda do tumor.
Todos os demais parametros da simulacdo sdo mantidas iguais. O
tempo esta representado abaixo das figuras em unidades de passos
de Monte Carlo.

da mitose dependente de distor¢ao celular, mas na falta total da incorpora-
¢cao de uma interacao essencial para a geracao do formato celular: a matriz

extracelular.
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5.7.3.2. Simulacéo de mitose regulada por distor¢éo e interacdes
célula-substrato (ECM)

Nestas simulacfes, estamos interessados em estudar os efeitos que di-
versas combinacdes de valores de acoplamento célula-célula e célula-substrato
podem exercer na resposta populacional do tumor. Para uma melhor visu-
alizacao consideramos agora a simulagédo em um substrato unidimensional
com a segunda dimenséao espacial representando a direg&o perpendicular ao
substrato: isto possibilita as células superporem-se.

Efeito da adesividade do substrato

Este é certamente o resultados mais importante desta simulacdo, pois
corroboram com nossas suposic¢des acerca da regulacéo de mitose por fe-
nétipo. Ao aumentar a adesividade do substrato, as células da borda irdo
cada vez mais se deformar mais. Esta distorcdo acarreta uma alta proba-
bilidade de mitose, de modo que a adesividade do substrato indiretamente
estimula o crescimento do tumor. Observamos ainda que a maior contribui-
cao para o crescimento do tumor provém das mitose sofridas pelas células
da periferia, que, ao final de uma simulacdo de 20000 passos de Monte
Carlo podem chegar a fazer 40 vezes mais mitoses que células centrais. A
figura 5.7.3 na proxima pagina compara duas situacfes na qual alteramos
as constantes de acoplamento entre células e substrato, representando na
primeira coluna (1) a dindmica de um tumor com constalgscm = 3,

Jeel—cel = 7, Jeel_meio= 7 €nquanto na segunda coluna (2) mudamos a ener-
gia de superficie parke gcm = 6, diminuindo assim a adesividade.

Os outros parametros desta simulacdo foram mantidas (para variacdes
deJcelecm) da seguinte maneirdinterfase= 100 (tempo de interfase de 100
passos Monte Carlo),= 1 (constante de elasticidade)) = 0.01 (distor¢céo
méxima - parametro de saturacdo na equacao sigmoRlal)1.2 (ponto
de inflexdo da curva sigmoidal\nin = 45 (area necessaria para mitose),

Aa = 60 (area alvo)T = 6 (temperatura).

Efeito dos contatos intercelulares

Crucial no estabelecimento da morfologia do tumor sé&o as interacoes
entre as células. Estando elas mais aderidas, é conhecido que elas vao pre-
ferir estabelecer uma interface ndo rugosa com o meio. Diminuindo esta
coesao, uma situacao de expansao vai prevalecer, gerando por sua vez ta-
xas mais elevadas de mitose. Repetimos varias simulagdes mantendo todos
parametros iguais e apenas alterando estes valoRg €€).q|.

Regulacéo da Mitose

Ao mudar os parametros que dao o formato da curva da probabilidade
mit6tica, podemos influenciar na sensibilidade da célula quanto a sua forma
mitdtica por forma. Deste modo podemos gerar “linhagens” de células que
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FIGURA 5.7.3. INTERACOESCELULA-SUBSTRATO. A Unica alteracéo
de parédmetros entre as colunas acima é a interagcdo com o substrato. Cada figura

148

€ composta por duas partes: a superior mostra por cores o niumero de mitoses
de cada célula (que ocorre muito mais nas células da borda), enquanto a figura
inferior estd demonstrando a distor¢do de cada célula (ver texto). Na primeira

coluna a adeséo das células com o substrato € ndiprecy = 3, enquanto

na segunda coluna este valodg|_gcmv = 6. As outras energias sdo iguais

para ambos casoslke|_cel = 7, Jeel-meio = 7, Jmeio-EcM = 9. Vemos nesta

figura uma tendéncia que se mantém durante simulagdes com outros parametros:

guanto mais adesivo o substrato, maior a invasividade do tumor.
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T = ZOOOMCS JC*C = 7 chc = 9
Je-s=3
Je—s=5
Jos=7

S, .3 .

JC75 = 9 ‘- ‘-

FIGURA 5.7.4. INTERAGOES CELULACELULA. Esta representado

o efeito das coesdes entre células para diferentes valores de adesdo com
o0 substrato. Todas as imagens correspondem & configuracdo resultante
apo6s 20000 passos Monte Carlo. Vemos que para as situacdes em que 0
acoplamento entre células e substrato € maioJgyie: 3, a diminui¢éo

da coesao implica numa maior invasividade do tumor.

apresentam um comportamento baseado na seu controle por mudancas fe-
notipicas diferentes. Estamos de certo modo tentando reproduzir os efei-
tos que observamos pelas medidas experimentais no estudo descrito na se-
¢cdo 5.5.2 na pagina 125.

5.7.4. Discussao

Demonstramos o impacto que adesividade intercelular e adesdo com o
substrato exercem sobre a invasividade de um tumor. Nas simulacdes onde
as células se encontravam mais aderidas ao substrato houve duas tendén-
cias: a primeira, que células da periferia do aglomerado se estendem mais,
resultando numa maior capacidade de se alastrar. Devido a estas deforma-
¢cOes averiguamos que a hipotese de mitose dependente de distorcdo pode
ser responsavel pelo comportamento de crescimento inicial rapido seguido
por uma fase de saturacéo, a segunda tendéncia observada nas simulagdes.
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Interacdes adesivas intercelulares participam também na regulacéo da
dindmica e forma do aglomerado, podendo, por exemplo, frear o cresci-
mento do tumor se elas forem suficientemente fortes. Isto €, células menos
coesivas sdo mais invasivas. Dando sustentacdo a estas idéias esta o fato que
mutacdes que levam uma célula a ser invasiva sdo conhecidas em aumentar
os receptoredda superficie da célula causando um aumento de ades&o com
os ligantes encontrados na ECM (Huang e Ingber, 1999). Por outro lado,
estas mesmas mutac6es diminuem a adesao célula-célula.

Vemos portanto que alteracdes nas diferentes tipos de adesao, defor-
macfes mecanicas da ceélula e comportamentos mitéticos, influenciam no
fendtipo invasivo de um tumor, estando estas causas intimamente relacio-
nadas.

Bprincipalmente as integrinas
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CAPITULO ©
Discussao e Perspectivas Gerais

6.1. LimitacOes e Solucoes
Pontos discretos de Junc¢des Celulares

A respeito das juncdes discretas entre células, chegamos a concluséo
na sec¢ao 4.3.2 que elas ndo precisariam ser implementadas ao se descrever
a segregacao celular nas Hidras. Porém, ao se estudar células de céancer,
em especial sua proliferacdo, vimos como esta esta intrinsecamente relaci-
onada com a morfologia da célula. Ora, como o fenoétipo de forma é uma
consequéncia da maneira com a célula se estende sobre uma matriz, e isto
se da através de pontos focais - ndo basta mais a aproximacao de interacoes
homogéneas pela membrana celular. Os pontos de adesao, em particular a
sua dinamica - formacéao e destruicdo - € que irdo originar a aparecimento
de filopddios, extensdes, deformacdes e até movimentacao celular.

Mostramos com este trabalho que pontos discretos de grande adeséao
simulam bem a célula. Mas, para incorporar os outros fendmenos citados
acima, € necessario no futuro implementderacdes entre moléculas de
adeséao.Este passo seria apenas uma extensdo ao nosso modelo, nao exi-
gindo grandes alteracdes na estrutura do algoritmo, porém, de rica analise
para a biologia tedrica. Segue uma descricdo rapida da solucédo por nés
proposta.

Numa simulacéo tridimensional, o Hamiltoniano de cada célula depen-
deréa das interacdes (valores de acoplamentos) dado pela soma de seus pon-
tos de contato. Este no entanto irdo ser guiados por fungcdes temporais, que
também dependerdo da entidade com a qual estardo interagindo. Assim,
podemos definir uma classe de moléculas de adesdao, e até iniciar com uma
Matriz Extracelular ndo homogénea. A grande extensdo ao algoritmo se
deve porém, ainamicadas moléculas de adeséo, pois sabemos que estes
se comunicam via sinalizacdes e podem ‘navegar’ pela membrana. Ou seja,
paralelamente ao Modelo de Potts celular em trés dimensbdes, que estara di-
tando as mudancas topoldgicas das células, teremos para cada célula uma
matriz bidimensional, de tamanho variavel onde se darao, por uma dinamica
distinta, as comunicacdes inter-moleculares.

6.2. Conclusdes Finais

Ao longo deste trabalho foram estudados modelos do tipo Modelo de
Potts e Celular de Potts, concomitantemente com a analise de formacdes
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de configuracdes espaciais em diferentes sistemas, como espumas, hidras e
cancer. Vimos espumas como sistemas paradigmais para topologias guia-
das por energia de perimetro, hidras como representante de fenbmenos em
tecidos de restabelecimento de configuragd&s/o - 0 assim chamado ‘re-
agrupamento celular’ e cancer como toda a classe de anomalias a cerca de
propriedades de crescimento da populagdo de um sistema de células.

Das muitas idéias que surgem destas interacfes mutuas, escolhemos
para discutir aqui 0 que para nos se tornou as conclusdes “gerais” mais
importantes.

Conclusao I: Modelo Celular de Potts, estruturas
mesoscopicas e reorganizacao celular

J& citamos no primeiro capitulo a propriedade que torna o Modelo Ce-
lular de Potts téo distinguivel na sua natureza que os demais modelos: seu
potencial de controlar propriedades mesoscopicas do sistema através de vin-
culos. Ao observar a reorganizacao dos agregados de hidra, vimos que esta
evolugéo possui certas propriedades marcantes:

e células mantém contatos de adesdo com outras, mas ainda sdo ca-
pazes de explorar sua vizinhanca sem ter que se isolar. Conti-
nuamente ha o estabelecimento de novas conexdes, mudanca de
vizinhos entre as células que ocorre de maneira ‘suave’.

e aglomerados de células possuem mobilidade dentro de outros teci-
dos, sendo inclusive a percolagéo de ilhas de células um processo
necessario e observavel na dindmica de reorganizacao.

Na verdade, o Modelo Celular de Potts consegue descrever bem a dinamica
de reorganizacado de tecidos devido a sua natureza multinivel. O fato que
a dindmica da simulagao ocorre simultaneamente como dois processos em
niveis diferentes, isto é, nivel subcelular que corresponde a criacdo de um
sitio de spin nas interfaces, e o nivel celular na qual propriedades da célula
como unidade sdo mantidas, possibilita a emergéncia de comportamentos
ao nivel intercelular.

N&o apenas tratamos com diversos niveis, mas fazemos isto de maneira
‘natural’, jA que ambos comportamentos entram no Hamiltoniano. Isto di-
fere consideravelmente de muitos modelos por equagdes parciais diferenci-
ais.

Para tornar estes pontos mais claros, imaginamos a situacdo onde ha um
colapso dos véarios niveis do sistema: cada pixel € uma célula. As possi-
bilidades da dinamica se reduzem a situacdo da célula-pixel se encontrar
aderida de maneira energeticamente favoravel a outra célula-pixel, ou dela
se afastar (com temperaturas suficientemente altas). No momento que ela se
encontra em ‘suspensao’, isto é cercada de outros spins a quem tem pouco
afinidade, qualquer troca de sitio ir4 corresponder a mesma energia confi-
guracional. Ou seja, as movimentacdes de uma célula-pixel num mar de
outros spins possui caracteristicas de um flutuar neutro. Ja as formacdes de
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agregados - muitos pixeis aderidos - vai congelar a configuracédo. Estas pro-
priedades divergem consideravelmente das propriedades que caracterizam
a segregacao celular. Células certamente ndo estao restritas a situacoes dis-
cretas ‘ligadas’ e ‘desligadas’ - mas se deformam, se estendem, procuram
novas vizinhancas por gradientes energéticos etc. Esta exploracdo mais rea-
listica da paisagem energética apenas € impedida por uma dinamica bifasica
de congelamento em estados aglomerados e movimentacdes sem diferenci-
acdes energéticas. E justamente o jogo entre a célula possuir uma certa
extensdo espacial, na qual ela pode integrar contribuicbes em escalas mai-
ores, mas de maneira a ainda manter as propriedades de uma célula, que
possibilitardo a emergéncia da dinamica de reorganizagao.
Esta € a maior das conclusdes.

Conclusao II: Espumas para descrever certos aspectos de
topologias celulares

A organizacao interna de tecidos biologicos, por serem em grande parte
guiada por mecanismos tipicos de interfaces reflete topologias de espumas.
Discutimos neste trabalho até que ponto tais analogias podem ser tragadas.
Nos casos em que um paralelo se torna valido, é de se concluir que efeitos
de area e numero relativo entre os tipos celulares possam variar as confi-
guracoes finais. Esta é uma concluséo que necessita futuros esforgos para
averiguacao.

Concluséo IlI: Mitose pode resultar de efeitos fenotipicos

Concluimos, tanto por estudos experimentais, comparacao de literatura
e por simulacdes, que é razoavel propor o formato das células ndo apenas
como uma consequéncia do comportamento celular, mas sim, como um es-
tado que reflete propriedades do ambiente (confluéncia, membrana adesiva
etc). Como tal, o préprio formato da célula pode ditar a possivel entrada da
célula em mitose. Desvios desta regulacdo podem servir como uma expli-
cacao para diversos aspectos do crescimento tumoral.

Nesta linha de raciocinio, vemos novamente como varias formas de
efeitos retroalimentadores podem resultar em efeitos num nivel acima ao
gue esta sendo controlado. Isto é, interacfes adesivas entre célula-tronco e
célula-célula vao gerar deformacdes do formato celular, que vai, por con-
trole direto, responder com possivel mitose. A mitose é um processo que,
ao alterar o numero da populacéo, vai influenciar localmente na densidade
celular, que ndo apenas vai alterar a distribuicdo de vizinhancas e razéo de
células bordas/centro, mas também vai novamente alterar o balanco de de-
formacdes. Concluimos que estes processos interdependentes podem gerar
efeitos como crescimento inicial exponencial, seguido por uma fase na qual
a taxa de proliferacdo comeca a diminuir até chegar a uma saturacao total
do sistema.
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Conclusao IV

Esta dissertacdo se prop0s a diferentes objetivos, em diferentes niveis.

Em particular, investigamos sistemas, como espumas, agregados celu-
lares de hidras e células tumorais, focando em problemas especificos como,
por exemplo, segregacéo celular ou taxa de crescimento tumoral. Neste ni-
vel, chegamos a alguns resultados que foram publicados (Castro, Klamt,
Grieneisen, Grivicich, e Moreira, 2003), ou entdo sendo investigados em
maior detalhe visando publicacao.

Em segundo nivel, esta dissertacdo tem um intuito de servir como um
engquadramento e planejamento de futuros trabalhos tendo tracado linhas de
pesquisa e fornecido modelo computacionais que podem vir a ser adequa-
dos a diferentes investigacoes.

Finalmente, esta exposicdo detalhada das bases, métodos e principais
guestdes visa servir como um guia introdutério para estudantes do LabCel.
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Abreviacoes
Biolbgicas

ATP: adenosina tri-fosfato

DM: (dissociation mediumiaeio de dissociacao

ECM: (extracellular matriy matriz extracelular

EDTA: acido diamino tetracético

FAK: (focal adhesion kinasejuinase de adesao focal

FCS: (fetal calf serumsoro bovino fetal

FGF: (fibroblast growth factoy fator de crescimento de fibroblastos

GAG: (glycoaminoglycans)

HM: (hydra medium)neio de hidra

ICAM: (intercelular adhesion moleculesnoléculas intercelulares
de adeséo

MAP: (mitogen-activated prote)n

MAP: (microtubule associated proteipjoteina associada ao micro-
tubulo

PKC: proteina quinase C

SRB: sulforrodaminaf3

TCA: &cido tricloroacético

Fisicas

MCS: (Monte Carlo Steppasso de Monte Carlo
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Condicao de Young

Em 1805 Thomas Young propds uma relacao entre as tensées superfici-
ais de trés fases (no caso especifico tendo sido formulado para a combinacao
dos estados liquido, sélido e vapor) e o angulo die@farmado quando
um liguido faz contato com uma superficie sélida. A equacao € o que co-
nhecemos comoondi¢éo de Young

Yiv €0SB = Ysv — Vs,
ondeyyy € a tensdo superficial do liquido com o gas (vapgx) € a tensédo
interfacial entre a superficie sélida e o vapor, enquggté a tensao entre a
fase liquida e o sélido. Esta equacao foi interpretado por Young como sendo
“0 equilibrio das trés forcas aplicadas nas particulas angulares (do liquido);
uma na dire¢do da superficie do fluidg\), a segunda na superficie co-
mum do sélido com o fluiddys ) e o terceiro na dire¢édo a face exposto do
solido (ysy)”.

Roura e Fort (2004demonstraram as falhas de tal deducé&o local num
trabalho extremamente elucidativa na qual afirmam, “apesar que qualquer
um que trabalha no campo de fenbmenos de superficie muitas vezes vai
lidar com angulos de contato, as equacdes que governam seus valores em
equilibrio n&o s&o totalmente aceitas”. E portanto interessante ressaltar que
medidas experimentais diretas da equacédo de Young nao contribuem para
a verificacdo das equacdes uma vez que € impossivel medir a tggsao
Ha grande busca desta averiguacao por simulacdes baseados em interagdes
microscopicas.
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Observacoes Experimentais com
Hidras

Linhagens A, B, C e D utilizadas

Durante a realizacéo deste mestrado, trabalhamos com quatro linhagens
de hidras. Duas ainda n&o foram identificadas. Séo elas:

(1) espécieA - supostamentélydra vulgaris; linhagem proveniente
do jap&o. Cor marrom.

(2) linhagenB - coletado no campus da Unisinos, e doado para o Lab-
cel. Ainda néo se identificou a espécie. Verde.

(3) espécie€C - Hydra salamacidesespécie coletado no Brasil e iden-
tificado pelo prof. Fabio Lang da USP. Marrom.

(4) linagemD - linhagem proveniente dos E.U.A, ainda né&o identifi-
cado. Possui cor verde.

Manutencéo das Hidras

O sucesso de qualquer técnica empregada para caracterizar aspectos ci-
tolégicos, manipular a organizacao de tecidos ou qualquer outros procedi-
mentos analiticos que se queira fazer com hidras, dependera fundamental-
mente das seguintes observagcdes em relacédo a sua manutencéo. Se as hidras
nao estiverem saudaveis, ndo podemos tirar nenhuma concluséo confiavel
ao comparar métodos pois estaremos com muitos parametros desconheci-
dos.

Basicamente a manutencao exige cuidados com os meios de cultura, a
alimentagéo e limpeza. Infecgdes ocorrerem pela desregulagéo do Ph, da
gualidade da alimentagc&aonguplii de Artemia salin),sendo por isto impor-
tante que se repita com uma periodicidade de alguns dias apenas.

Alguns dados importantes para a manutencao:

¢ A quantidade deaupliide Artemia salinadada para as hidras dia-
riamente vai regular o tamanho dos individuos. Assim, hidras que
comem apenas daupli por dia vao se manter pequenas e nao fa-
rdo brotamentos. Enquanto, no outro extremo, aquelas que estédo
numa dieta de 2Bauplii terdo uma massa até 10 vezes maior com
um constante nimero médio de 3 brotamentos. Estes numeros de-
pendem, é claro, da espécie, mas a tendéncia se mantem.
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e Hidras podem reagir negativamente a uma mudanca repentina de
alimentac&do. Quando aumentamos ou diminuimos muito a quanti-
dade de camarao (bruscamente), a hidra passa por uma depressao.

Condicoes Ideais

Mostramos na figura 6.2.1 curvas de crescimentos obtidas num estudo
para averiguar a capacidade ideal de brotamento dos 4 grupos (A, B, C, D)
de hidras. Foi observado uma tendéncia forte de comportamentos diferentes
entre 0s grupos.

Taxas de Crescimento em condicdes Ideais
Comparagdo de 4 ’linhagens’ por 9 dias
300 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

G—© Salamacides
[3—£1 Unisinos 1
250= Verdes

»*— Marrom

200 —

hydranths
I
S
T

100 —

50—

Dia

FIGURA 6.2.1. (RESCIMENTO POPULACIONAL EM CON
DICOES EXTREMAMENTE FAVORAVEIS O grafico acima
mostra 0 aumento da 'popula¢do de nimero de cabecas’ (hidras
independentes ou brotamentos sdo contados) pelos dias, na qual
as quatro populacdes estdo sendo mantidos em condicfes ideais
de alimentacao e limpeza. A espéklgdra salamacideg¢C), re-
presentada pela linha vermelha, come¢cou com uma populacéo de
trés hidras das quais duas apresentando brotamento, portanto 5
cabecas. No final do nono dia, possuia 84inhagem (D) pro-
veniente dos Estados Unidos é representada pela linha verde. Co-
megou com 2 hidras com brotamentos, num total de 4 cabecas.
Ao final do periodo alcangou 77 cabecgas. A espécie (A) marrom,
supostamentéydra vulgaris no dia 1 apresentava 3 hidras com
brotamentos, num total de 6 cabecas, ao final do periodo obtendo
38. Iniciamos a observacéo da linhagem (B) de 'Unisinos com

5 hidras com brotamentos, num total de 10cabecas. Ao final do
periodo alcancou 253 cabecas, como esta indicado pelos pontos
azuis.
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Detalhes das experiéncias de dissociacao

(1) Utilizar hidras que estdo em jejum por dois dias, sendo que fo-
ram limpas periodicamente (mesmo nos dias em que ndo foram
alimentadas)

(2) Cortar pés e cabecas; ir colocando os troncos num tubo de ensaio
contendo HM.

(3) Quando tiver a quantidade necessaria de troncos, trocar ~ trés ve-
zes o HM.

(4) Substituir HM por DM e enxugar 3 vezes.

(5) Colocar os troncos sobre uma superficie de vidro na qual come-
camos a pica-las. Os pedacos devem ser pequenos, porém nao ao
ponto de danificar o tecido; ou seja, ndo devem ficar indistingui-
veis, mas com um aspecto granular.

(6) Adicionar gotas de DM que foi retirado da geladeirddy e co-
locar esta mistura num tubo de ensaio.

(7) Pipetar o liquido para que as forgas de cisalhamento ajudam a iso-
lar as células. Procedimento de aproximadamente 15 minutos Isto
deve ser feito com for¢a, mas sem producao de bolhas. A pipeta
deve ter uma abertura pequena.

(8) Deixar decantar (10 minutos).

(9) Remover parte do liquido da superficie (fragmentos de células).

(10) Complete commhl de DM o tubo onde deixamos o resto da mis-
tura. E resuspender (pipetar).

(11) Passar tubo pelo filtro.

(12) Completar os tubos dos liquidos filtrados com D.M, até chegar a
8ml. Dependendo de quantas hidras utilizamos, podemos fazer
varias tubos desta suspenséao, tomando cuidado para manter a den-
sidade celular iguais para todos.

(13) Centrifugar a 15080pm por 10min.

(14) Devemos ter como resultado um agregado por tubo-de-ensaio. Dei-
xar descansar no gelo por 30 min.

(15) E possivel cortar os agregados em sub-agregados. Desaconselha-
mos isto, preferindo fazer mais tubos com concentracdes de células
menores.

"Hydra Medium -meio de cultivo préprio para hidras
%Dissociation Medium meio de dissociacéo
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(a) Hidras com extremidades removidas (b) DM com células isoladas

(c) Pedacos néo dissociados (no filtro) (d) Aglomerados pequenos

FIGURA 6.2.2. RASSOS DOPROTOCOLOQ.




Receitas para Experiéncias com
Hidra

Meio de Cultura (HM)

HM se refere ao meio de cultivo das hidras feito a partir de solugdes
de preparo, (stock solutions). Na verdade, o termo ‘meio de cultura’ se re-
fere melhor a microorganismos e cultura de células (como fizemos com as
células tumorais), pois para a hidra, o0 meio de cultura ndo fornece nutrien-
tes ou fatores de crescimento, apenas servindo como o ambiente na qual o
animal vive e pode exercer suas funcdes vitais. Mesmo assim ela se torna
importante pois muitos dos problemas que ocorrem nos cultivos de hidra
se devem a contaminagdes provenientes da 4gua, geralmente ions de cobre
e outros metais pesados. Portanto, a primeira funcdo do HM é proteger a
hidra destes efeitos, sendo assim, um buffer.

A segunda funcéo do HM é prover a hidra certos ions necessarios. Para
a sobrevivéncia, cations como ions de calcio e sédio sdo indispensaveis, en-
guanto que potassio e magnésio pode contribuir para a taxa de crescimento
da populacéo. Outro cuidado que temos é com pH do meio de cultura (HM),
gque mantemos aU—7.5.

Abaixo segue-se a composi¢cdo do HM utilizado pelo LabCel.

Stock solutions:

1M CaCbh

50ml = 5.559 200ml = 22.2g
0.5M NaHCG;

50ml = 2.10g 200m| = 8.4g
0.1M MgCl

50ml = 1.02g 200ml = 4.07g
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0.08M MgSQ

50ml = 0.48g 200ml = 1.98g

0.03M KN Oy

50ml = 0.15g 200ml = 0.41g

Hydra Medium (HM)
para fazer 10:
solucdacCaCh 10ml
solucdoNaHCQO; 30ml
solugaomMgCl, 10ml
solucaoMgS(Qy 10ml
solucdoKNOz 10ml

Meio de Dissociacao (DM)
Solugcao DM
103M  CaCh
10—3M NaHCQ;
10-*M MgClp
10~*M KCI
103M  Tris-buffer
pH 7.8, tudo em &gua destilada.



Apoptose

Existem duas maneiras de morte celular, a necrose e a apoptose. Esta se-
gunda é feita de maneira ordenada e geralmente ndo € consequéncia de falta
de nutrientes, como o primeiro. A necrose pode ser manipulada através da
qguantidade de nutrientes oferecido as células, enquanto a apoptose possui
uma série de fatores extracelulares e intercelulares que a regulam. Nas nos-
sas experiéncias, observamos casos de apoptose - depois de muito tempo,
guando o nivel de nutrientes cai significamente, a morte é desorganizada.

Achamos importante mencionar estas observacoes, ja que uma das ques-
tdes muito abordado no modelamento da dindmica de tumores é dado por
dois componentes principais: a taxa de mitose e a taxa de necrose e apop-
tose (Byrne, 1997). Nas préximas figuras (figura na préxima pagina e figura
6.2.3) mostramos exemplos de morte celular observado em nossas experi-
éncias.

FIGURA 6.2.3. GEOMETRIA APOPTOTICA
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0 5 min 10 min 15 min

FIGURA 6.2.4. APOPTOSES
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