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Resumo

, .

Um dos problemas fundamentais da embriogénese é o posicionamento das células que
compoe os diversos tecidos de um organismo durante desenvolvimento. A Hipdtese da
Adesao Diferenciada (HAD) de Steinberg afirma que parte do problema de posicionamento
é resolvido por afinidade de adesao entre células. De acordo com esta visao, dois tipos
celulares diferentes se comportariam como moléculas de liquidos imisciveis, segregando-se
naturalmente para minimizar sua energia superficial. Assim, agregados celulares apresen-
tariam tensoes superficiais cujos valores estao relacionados com sua adesividade. Neste
trabalho, apresentamos uma técnica experimental nova para medida da tensao superficial
de um agregados celulares e a testamos em agregados de células de hidras. Tais medidas
sao de fundamental importancia para estudarmos as propriedades fisicas de nosso sistema
biologico. Pois, possibitam previsoes téoricas facilmente testaveis de como tecidos feitos de

diferentes tipos celulares se comportam e organizam-se.



Abstract

The correct positioning of the cells that make the different tissues in developing orga-
nisms is a fundamental problem in embriogenesis. The Differential Adhesion Hypothesis
(DAH), by Steinberg, proposes that part of the problem is resolved due to adhesion affini-
ties between cells. According to this view, different cells in a tissue aggregates to minimize
the surface energy similar to molecules in an immiscible liquid, segregating to minimize
surface energy. Therefore cell aggregates present surface tensions that are related with the
adhesion forces. In this work, we present a new technique to measure surface tensions in cell
aggregates, using hydra cell aggregates as a model. For this, one equipament was developed

in Physicist Institute at UFRGS.
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Capitulo 1

Introducao

O embriao inicialmente tem suas células iguais. Ao longo do seu desenvolvimento ocorre
diferenciacao e migracao de células. A adesividade entre as células determina as relagoes
de associacao, ou seja, células apresentam diferentes intensidades de adesao de acordo com
seu tipo. Estas relacoes de associacao definem a direcao do movimento celular que irao
formar tecidos e 6rgaos. Em um agregado celular a adesividade entre as células determinam
o ordenamento celular em camadas homogéneas e distintas. Este processo de organizagao
celular é chamado de segregacgao celular.

Uma possivel explicacao para este processo é a hipotese da adesao diferenciada para
a embriogenese de Steinberg. Ela postula que a célula explora aleatoriamante a sua vizi-
nhanc¢a procurando uma posi¢ao de maior adesividade [1, 2|. Esta hipotese sera o foco deste
trabalho.

A hipotese da adesao diferenciada (HAD) nao explica todo o fenomeno da embriogénese.
Ela é mais adequada para explicar organizacoes celulares de escala de tempo mais curtas,
onde mecanismos puramente biol6gicos como diferenciacao ou reproducgao ainda nao tiveram
tempo de agir. Em particular esta teoria descreve acuradamente o comportamento de
agregados celulares feitos em laboratorio (in vitro), para os quais se observa arredondamento
e separacao de fases quando o agregado é composto por mais de um tipo celular.

Como determinado pela HAD [3, 4, 5|, a ordenacao de células embrionicas e o envelopa-
mento de tecidos embrionarios sao semelhantes ao comportamento de espalhamento de um
liquido sobre a superficie do outro [1, 3, 4].

As primeiras pesquisas sobre adesao celular foram apresentadas no trabalho de Rec-
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klinghausen (1862), o qual mostrava que os tecidos celulares em geral eram unidos por um
cimento que atuava como selador do espaco intercelular, interconectando células vizinhas
dentro de um tecido.

A experiéncia de separacao de tecidos vivos, vista originalmente no trabalho de Schiefferdecker|6],
que separou epiderme de derme, mostrou claramente que estes tecidos sao conectados via
uma material constituido por proteinas. Concluiu-se entao, que tecidos celulares sao uni-
das por um “cimento intercelular” ou “substrato” [7]. Esta visao foi adotada por Moscona
e reforcada pela sua demonstracao de que tecidos embrionérios de vertebrados podem ser
dissociados em células unicas|8]. Este conceito permaneceu até 1960[9] quando Moscona[10)|
introduziu o conceito de matriz extracelular. Ela seria responsavel pela associagao entre as
células embrionicas.

Todas as propriedades que os tecidos celulares apresentam, tal como, afinidades e de-
safinidades em agregados celulares, movimento de massa celular tal como esticamentos e
dobraduras e gradientes quimicos foram entao associados a matriz extracelular.

A matriz extracelular é responsavel pelo preenchimento do espaco vazio e pela uniao de
uma célula a outra, é de fundamental importancia nas fungoes vitais dos tecidos animais
e vegetais. A matriz extracelular é constituida de inimeras proteinas e polissacarideos
que se organizam em forma de rede. Sendo responséavel pela maior parte da diversidade
morfoldgica, funcional e patologica dos tecidos. A quantidade de matriz é varidavel com o
tipo de tecido, sendo abundante principalmente nos tecidos conjuntivos (cartilagem, osso,
derme) e escassa no tecido nervoso e tecido epitelial, formando um substrato que fornece
condigoes adequadas para o crescimento e diferenciagao das células de varios tecidos|11].

A idéia que somente a matriz extracelular era responsavel pela conexao de tecidos e
afinidade celular foi abandonada quando Steinberg|12] demonstrou, através da dissociagao de
células embrionicas de vertebrados, que a forma como as células se associam é determinada
por suas propriedades intrinsecas.

Johannes Holtfreter e colaboradores [13, 14, 15] investigaram o comportamento de células
de tecidos embrionicas de anfibios, associados em vérias combinacoes in vitro, e concluiram
que os mesmos demonstram preferéncias em associacoes com outros tecidos e se rearrajam

em combinacgoes particulares para adotar uma configuracao semelhante demonstrada no
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curso do desenvolvimento embrionico.

Holtfreter[13] introduziu o termo afinidade celular para descrever o processo de reor-
denamento celular e reconstrugao do tecido original que ocorre ap6s a dissociagao total
e da mistura aleatoria com células de outros tecidos. Além disso, foi demonstrado que
nao existem somente preferéncias associativas, mas os tecidos também preferem posicoes
particulares (interna, externa e ou intermediaria) dentro de um agregado multicelular.

Townes e Holtfreter[14] desenvolveram a idéia que tensoes superficiais e aderéncia, para
tecidos celulares, sao dois parametros separados que operam independentemente para espe-
cificar configuracgoes de tecidos.

Vérias hipoteses foram formuladas para explicar este tipo de comportamento. Harris|16]
sugeriu a teoria da contragao diferencial de superficie para explicar o ordenamento celular,
a qual afirma que a célula mais contractil esta sobre a superficie exposta, por outro lado, a
célula menos contractil estA em uma posicao mais interna possibilitando um ordenamento
relativo de ambas. Jones et al.[17] propuseram que a velocidade relativa pode determinar o
posicionamento dos tecidos no agregado celular, conseqiientemente a populagao celular que
movimenta-se mais rapido tende a envelopar a menos veloz. Mas a diferenca de adesividade
entre dois tecidos sao fatores suficientes para causar o ordenamento celular, espalhamento
de tecidos e a obtencao da mesma configuracao anatomica concordando com a hipotese da
adesao diferenciada[18].

A validacao da hipotese da adesao diferenciada requer a demonstracao de que teci-
dos apresentam propriedades que explicam o seu comportamento de liquido assim possi-
bilitando as medidas de propriedades fisicas como tensao superficial. Varios experimen-
tos comprovaram que tecidos celulares possuem comportamento semelhante aos liquidos
[19, 20, 21, 22, 23, 24, 25].

As primeiras medidas da tensao superficial de tecidos mostraram as preferéncias de es-
palhamento mutuo [19, 20, 22|. Davis registrou os primeiros valores numeéricos da tensiao
superficial de tecidos vivos, da superficie de ectoderme, mesoderme e endoderme de anfibios,
e Foty et al|24] analisaram os valores numeéricos da tensao superficial de cinco tecidos embri-
onarios de vertebrado. Através dos valores medidos de tensao superficial, pode-se analisar a

intensidade com a qual os tecidos aderem e corretamente predizer qual dos pares de tecidos
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tendem a espalhar-se sobre a superficie de outro.

O objetivo deste trabalho é a realizacao de medidas reoldgicas sisteméaticas de tensao
superficial em agregados constituidos por dois tipos celulares de Hidras vulgaris. Quando
tal organismo tem suas células dissociadas (devido a a¢ao de uma solugao apropriada, mas
conservando suas fungées vitais), misturadas em um centrifuga, e entao recolocadas em
meio de cultura, elas sao capazes de se reagrupar, de tal maneira, a reconstruir um novo
individuo perfeitamente funcional.

No capitulo 2 mostraremos a histologia e fisiologia das hidras, no capitulo 3 mostraremos
de forma ampla todos os conceitos fisicos que estao relacionadas as nossas medidas e carac-
teristicas comportamentais do agregado celular. O capitulo 4 destina-se ao estudo, de forma
basica, de alguns conceitos biologicos. No capitulo 5 mostraremos trabalhos relacionados
com 0 nosso, que utilizam o mesmo método, para a obtencao de medidas de tensao superfi-
cial em varios tipos de agregados celulares. No capitulo 6 mostraremos de forma detalhada
o material experimental utilizado para as medidas reolégicas e nos apéndices encontram-se

todos os protocolos seguidos para a manutencao e obtencao de agregados celulares de hidra.



Capitulo 2

Cnidarios

O filo Cniddria ou Celenterados inclui as familias hidras, Aguas-vivas, anémonas-do-mar
e corais. Os cnidérios podem ser estruturados como polipos ou medusas. O polipo é a
caracteristica dos animais que possuem corpo tubular ou cilindrico radialmente simétrico,
com a extremidade oral direcionada para cima onde encontra-se ao redor da boca tentaculos
(representando evaginagoes da parede corporal) responsaveis pela captura e digestao de
alimento. A boca é a tnica abertura no interior da cavidade intestinal, enquanto que o pé
se encontra fixo a superficie. Seu deslocamento é lento, porque ocorre através de saltos e
contragoes corporais|26].

Histologicamente os cnidérios sao mais primitivos na cadeia evolutiva, embora a sua
estrutura possua alguma das especificacoes encontradas nos metozoérios superiores. Um
nimero consideravel de tipos celulares compoem a ectoderme e a endoderme, mas hé so-
mente um grau limitado de desenvolvimento de 6rgaos. Por este motivo, geralmente sao
incluidos em uma divisao do Reino Animal chamada Radiata.

A estrutura do corpo de um cnidario consiste de 3 camadas bésicas:
e Epitélio externo - ectoderme;

e Camada extracelular - mesogléia;

e Epitélio interno - endoderme.

Entre os dois epitélios, situa-se a mesogléia, que consiste em uma lamina fina acelular,
gelatinosa, constituida de substancias que separam as células das camadas de ectoderme e

endoderme, onde se encontra aderida a matriz extracelular.
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Os cnidarios sao marinhos, com excessao das hidras e de uns poucos hidrozoarios de agua-
doce. A maioria habita dguas rasas e as formas sésseis (seus 6rgaos sao fixados diretamente
a parede do epitélio interno) abundam nas costas, rochas ou nas formagoes coralinas nas

aguas tropicais.

2.1 Histologia e Fisiologia

2

A hidra possui alta capacidade de regeneracao, motivo pelo qual, é muito utilizada no
estudo de reagrupamento celular e estabelecimento de configuracoes de equilibrio por adesoes
diferenciadas, sendo este o objetivo deste estudo.

As hidras sdo animais de dgua-doce, com o corpo na forma de polipo (cilindrico) que
variam de uns poucos milimetros até 1 cm de comprimento. No entanto, seu diametro
corporal raramente excede 1 mm. A extremidade aboral (dire¢ao inferior do corpo) forma
um disco basal, por meio do qual o animal prende-se a superficie. A extremidade oral
contém uma plataforma ou cone chamada de hipéstomo, com a boca no topo. Ao redor da

base do cone encontra-se um circulo de cerca de seis tentaculos (fig. 2.1).

< _
abertura nematocisto

do tentaculOZE

endoderme
mesogléi

cavidade

ectoderme : brot‘aflmento

A
disco basal

Fig. 2.1: Estrutura geral da hidra adulta.
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Na epiderme (conjunto formado pela ectoderme, mesoderme e endoderme) encontram-
se células ectodérmicas, localizada na camada externa. Os tentaculos sao responsaveis pela
defesa e alimentacao, contendo nos tentaculos varias estruturas chamadas de nematocistos,
capazes de injetar uma substancia téxica paralisante ou irritante na pele do animal que
servira de alimento. Também na epiderme localizam-se as células endodérmicas, encontradas
apenas na camada interna, responsaveis pela atividade digestiva. A seguir estudaremos

detalhadamente as camadas epiteliais das hidras.

2.1.1 Epiderme

cilio _
nematocisto
cnidocito  celula epiteliomuscular
' celula intersticial
celula receptora

neuronio

fibras musculares
laminas basais

fibrilas musculares
ndcleo

Ectoderme

Mesogleia {‘__“_‘

&' — secrecoes granulares

O T o :’_' AN i o i
| + cilio

vacuolo alimentar em formlécao

Fig. 2.2: Parede corporal de uma hidra (corte longitudinal)

As células epiteliais encontram-se permanentemente no ciclo mitotico, isto é, existe um
estado estacionario de producao e perda de células, ou seja, existe uma freqiiente renovacao
celular inclusive de neurdnios o que torna a hidra um animal extremamente regenerativo. A
sua vida celular possui a curta duracao de trés dias, desta forma a massa do tecido duplica
em um intervalo de trés a quatro dias. Mas o tamanho da hidra permanece o mesmo, ou

seja, a medida que as células se dividem incrementando a massa da coluna, as camadas
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epiteliais se movem ao longo do corpo. Os tecidos estao sempre se deslocando pelo corpo
e eventualmente se perdem para o meio externo. O restante é utilizado na formacao de

brotamentos.

2.1.2 Ectoderme

A ectoderme é composta por quatro tipos de células principais: células epiteliomusculares,
células intersticiais, células secretoras de muco e células receptoras e nervosas.

As células epiteliomusculares sao os tipos mais comuns encontrados nos cnidarios. Elas
localizam-se sobre a mesogléia e sao responséveis pela locomocgao. Na hidra o movimento
ocorre devido a contragoes corporais.

Abaixo da superficie epidérmica e enfiadas entre as células epiteliomusculares encontram-
se as células intersticiais. Elas sao células pequenas e redondas com ntcleos relativamente
grandes. As células intersticiais também agem como células germinativas ou formativas
dando origem ao esperma e ovos e a qualquer outro tipo de célula, ou seja, sao células
totipotentes (células tronco).

As células secretoras de muco sao encontradas em grande quantidade no disco basal (pé),
sendo responsaveis pela fixacao da hidra.

As células receptoras sao alongadas e orientadas em angulos retos em relagao a superficie
epidérmica. Sao abundantes nos tentaculos e podem invaginar no interior das células epite-
liomusculares. Localizam-se na ectoderme e sao superficialmente semelhantes aos neuronios

multipolares dos animais superiores.

2.1.3 Mesoderme

A mesogléia é uma camada acelular, na qual, os tecidos da hidra aderem-se e onde encontra-
se a matriz extracelular. Além de servir como ligagdo entre a ectoderme e endoderme,
também influéncia na migracao, diferenciacao e proliferacao das células.

Localiza-se abaixo da ectoderme, onde encontram-se ramificacoes das células nervosas,
que nao se assemelham funcionalmente aos dentritos e axonios dos neuronios ou células ner-

vosas desenvolvidas nos animais mais desenvolvidos. Essas células nervosas fazem contado
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direto com os prolongamentos das células sensitivas e com as fibras contrateis das célu-
las epitélio-musculares. Dessa forma, surge um mecanismo sensitivo-neuromotor: as células
sensitivas recebem estimulos, as células nervosas conduzem os impulsos e as fibras contrateis

reagem com contracao produzindo os movimentos do corpo.

2.1.4 Endoderme

A endoderme possui diversos tipos de células como: células sensitivas, células flageladas,
células intersticiais, células glandulares e células epitélio-digestivas.

As células glandulares produzem enzimas digestivas que sao lancadas na cavidade central
ou cavidade gastrovascular, contribuindo para a digestao extracelular. Contudo, as células
flageladas captam alimentos nao digeridos ou parcialmente digeridos e os transferem as
células epitélio-digestivas da endoderme, na qual ocorre também a digestao intercelular. O

liquido da cavidade gastrovascular funciona como esqueleto hidraulico.

2.2 Sistema nervoso

As células nervosas arranjam-se em uma rede nervosa irregular, sobre a ectoderme e endo-
derme, e concentram-se particularmente ao redor da boca. Algumas sinapses sao simétricas,
ou seja, os terminais neuroniais de ambos os lados da sinapse secretam uma substancia trans-
missora, e pode-se iniciar um impulso em qualquer direcao através da sinapse. Os neuronios,
que servem para as sinapses simétricas, transmitem impulsos em ambas as direcoes e sao
portanto direcionalmente nao-polarizados, em contraste com o sistema nervoso dos animais

superiores.

2.3 Movimento

O cilindro corporal e os tentaculos dos cnidarios podem estender-se, contrair-se ou curvar-se
para um lado ou outro de forma a ajudar na locomocao, que ocorre por saltos ou flutuacao

devido a contracoes das fibras epidérmicas longitudinais. O fluxo de liquido no interior da
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cavidade gastrovascular exerce um papel importante, pois funciona como esqueleto hidrau-
lico, levando agua através da boca. Uma hidra relaxada pode esticar-se até 20mm, enquanto

que a contracao das fibras epidérmicas pode reduzi-la a menos de 0.5mm.

2.4 Nutricao

Todos os cnidarios sao carnivoros e alimentam-se principalmente de pequenos crustaceos
(artémia). A hidra possui quatro tipos de nematocistos, que se arranjam nos tentéculos
em grupos ou baterias. Cada bateria possui uma grande quantidade de substancias toxicas,
aparecendo como saliéncias ou verrugas quando os tentaculos se estendem. Devido a uma
descarga dos nematocistos a presa ¢ paralisada quando entra em contato com os tentaculos.

Os nematocistos sao utilizados apenas uma tinicas vez, apos a captura da artémia sao for-
mados novos nematocistos pelas células intersticiais. Apenas uma parte é gasta na ingestao
de uma artémia. Os nematocistos utilizados sao substituidos dentro de 48 horas.

Os tentaculos puxam o animal capturado em direcao a boca, que se abre para engoli-lo.
A boca pode distender-se enormemente e as secrecbes da mucosa ajudam a engolir. As
células enziméatico-glandulares descarregam enzimas proteoliticas, reduzindo gradualmente
os tecidos da presa a um caldo ralo.

Curiosamente as hidras nao apresentam boca permanente, quando o animal nao esta
se alimentando, as células epidérmicas e gastrodérmicas ao redor da boca formam juncoes
septadas selantes entre si e selam a boca reduzindo o transporte entre as células isolando o
animal do ambiente. A abertura da boca parece dever-se & contracao muscular.

Apos essa fase extracelular inicial, a digestao continua intracelularmente. Os produtos
da digestao sao distribuidos por difusao. Os materiais indigeriveis sao ejetados pela boca

quando o corpo se contrai.

2.5 Reproducao

A reproducao pode ser assexuada ou sexuada. O fator determinante da forma de reproducao

sao as condicoes ambientais. Se o ambiente for favoravel, fornecendo alimento regularmente,
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luminosidade, temperatura adequada (nao superior a 20°C'), os animais preferencialmente
irao adotar a reproducao por brotamento. Em condi¢oes nao favoraveis, os animais irao
adotar a reproducao sexuada.

Nas hidras o brotamento assexuado é o meio comum de reproducao durante os meses
mais quentes do anos. Por este motivo, as hidras sao animais que possuem alto poder de
regeneracao. O broto desenvolve-se como uma evaginacao simples da parede corporal e
possui uma extensao com a cavidade gastrovascular da hidra adulta. Na extremidade da
protrusao se torna a cabeca da nova hidra, crescendo a medida que o broto adota tecido do

corpo do adulto (fig. 2.3).

Broto assexuado

Fig. 2.3: Corte de uma hidra com um broto assexuado.

A morfogénese deste processo possui simetria, ou seja, o tecido localizado no ponto onde
se inicia a formacao da protrusao (futura cabega), encontra-se concéntrico e esta origem se
diferencia para organizar a formacao de futura regiao gastrica e pé. Estas tendéncias geo-
métricas indicam a formacao de pré-padroes morfogénicos, ou seja, existe uma dependéncia
espacial em relacao ao pé e cabeca do adulto. Esta polaridade é ainda mais notével em
experiéncias de regeneracao, pois os tecidos obtidos de diferentes localidades do corpo vao
apresentar tendéncias proprias quanto a probabilidade de se transformar em cabeca ou pé.

Nos brotos a boca e os tentaculos se formam-se na extremidade superior do corpo e
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finalmente, destacam-se da hidra adulta e tornam-se independentes. O brotamento ocorre
em muitos outros cnidarios e é o meio pelo qual ocorre o aumento das colonias.

A reproducao sexuada ocorre principalmente no outono, através da producao de ovos.
Como em todos os cnidarios, as células germinativas originam-se das células intersticiais,
que se agregam ao longo do corpo e formam ovarios ou testiculos. Apenas um tnico ovo é

produzido em cada ovario.

2.6 Regeneracao

Existe uma grande diversidade de animais dotados de tecidos que possuem alto poder de re-
generacao, pois sao formados por células tronco. Estas células sao tecidos auto-regenerativos
porque possuem alta capacidade de divisao celular. A hidra é um exemplo deste sistema,
ou seja, todos os seus tecidos sao auto-regenerativos. Estando em constante renovacao in-
clusive os neuronios. Dentro de um periodo de varias semanas, todas as células do corpo
sao substituidas. Conseqiientemente, as hidras nunca envelhecem.

As células intersticiais contribuem no processo de regeneracao, mas o processo nao de-
pende apenas dessas células, em vez disso, as células ectodérmicas e endodérmicas nao

diferenciadas sao a principal fonte de material regenerativo.

Fig. 2.4: Regeneragao de uma hidra

Existe uma polaridade ou gradiente de dominancia da extremidade oral (superior) até a
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aboral (inferior). Se o corpo de uma hidra for interrompida em varios cortes, cada pedago
se regenera e forma um novo individuo. Além do mais, a polaridade original é mantida,
de forma que os tentéculos sempre se formam na extremidade mais proxima a extremidade
oral do animal intacto e o disco basal surgira na direcao oposta.

O gradiente oral /aboral também se reflete na velocidade de regeneracao, pois um pedago
aboral regenera-se mais lentamente que outro retirado de uma regiao mais préxima a boca.
Apo6s a remocao por amputacao dos pés e da cabeca, o tecido remanescente se regenera
formando um novo pé e uma nova cabeca em poucos dias. Também se isolarmos apenas
um cilindro da coluna, ambas as extremidades iram reaparecer mantendo & morfologia
original. Estas propriedades confirmam a existéncia de polaridade oral-aboral. A polaridade
¢ mantida mesmo apds a seccao, ou seja, todos os tipos de cortes sao regenerados.

A regeneracao também ocorre a partir de agregados de células dissociadas, ou seja,
aglomerados aleatorios de células podem gerar um animal completo. Isto ¢, quando inici-
almente produzido o agregado é uma massa de células aleatoriamente misturadas. Nesta
massa celular, uma nova ordem é rapidamente estabelecida pelo processo de reagrupamento
e rearranjo celular. A estrutura resultante é uma pequena esfera que consiste em uma
camada ectodérmica envolvendo a camada endodérmica.

As hidras apresentam grande capacidade de reorganizacao celular, que pode ser obser-
vada apoés a separacao e centrifugacao de seus tecidos celulares. Quando obtemos in vitro
agregados celulares formados por tecido celular de ectoderme e endoderme o comportamento
observado é semelhante a de liquidos imisciveis. Isto é, as células do agregado estao inicial-
mente misturadas e segregam (separam) e unem-se a células do mesmo tipo ou unem-se por
afinidade com células diferentes. Isto possibilita analisar todo o processo de segregacao e
organizacao celular. Por este motivo nos permite obter medidas de tensao superficial, sendo

este o objetivo deste estudo.
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Reologia

A reologia é uma area da mecanica do fluidos que estuda como corpos solidos ou fluidos
respondem quando aplicada uma forca mecanica que causa deformacao ou fluxo de matéria
levando em conta a viscosidade, plasticidade, elasticidade e escoamento da matéria, ou seja,
seu objetivo é estudar as mudangas na forma e no fluxo de um material, englobando todas
estes fatores [27].

Para a determinacao das propriedades reologicas de um material, devemos medir a defor-
macao provocada por uma forca ou medir a forca necessaria para causar uma determinada
deformacao num determinado intervalo de tempo, considerando as caracteristicas fisicas do
material e levando em conta as condigoes ambientais como temperatura e pressao.

A deformacao de um corpo pode ser dividida em dois tipos:

e Deformacao espontanea e reversivel: Conhecida também como deformacao elés-

tica;
e Deformacao irreversivel: Conhecida como fluxo ou escoamento viscoso.

Existem modelos mecanicos que descrevem o comportamento fisico de agregados celula-
res. Estes modelos sao constituidos pela associacao de molas e amortecedores chamados de
modelo de Kelvin e modelo de Maxwell, que descreveremos a seguir. Mas, primeiro, vamos

definir os principais conceitos da teoria da elasticidade.
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3.1 Tensao superficial

A tensao superficial ocorre na superficie dos liquidos, seus efeitos sao percebidos quando
a superficie do mesmo encontra-se em contato com outro liquido, gas ou solido. Entao,

tensao superficial é denominada como uma forca que se origina pelo contato entre superficies

diferentes (fig. 3.13) [28].
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Fig. 3.1: ( a )Tensao superficial na superficie de um liquido; (b ) Tensao superficial em

tecidos celulares.

Na superficie livre de um fluido em contato com a atmosfera, por exemplo, as forcas
que atraem as moléculas para fora do liquido sao relativamente despreziveis, pois existem
relativamente poucas moléculas do mesmo no vapor sobre a superficie (fig. 3.13 (a )). No
interior da massa liquida, as forcas intermoleculares de atracao e repulsao sao equilibradas
em todas as direcoes. Entretanto, para as moléculas do liquido na superficie, as forcas de
coesao na camada da fase de separacao entre o liquido e a atmosfera nao sao equilibradas por
uma camada superior. Assim, as moléculas da superficie sao puxadas para a camada inferior
e, em razao disto, as moléculas tendem a ficar mais unidas, produzindo uma diminuicao na
area relativa, comportando-se como uma membrana capaz de suportar tensoes. Isto recebe

o nome de tensao superficial.
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Qualquer sistema tende a evoluir para uma condicao de equilibrio estavel, na qual a
energia potencial é minima. Assim, uma porcao de liquido ajusta sua forma até que a
superficie livre, e conseqiientemente a sua energia de superficie, seja minima. Por exemplo,
uma gota de liquido, na auséncia de outras forcas, adota a forma de esférica, uma vez que a
esfera é a forma geométrica que possui menor area superficial conservando o mesmo volume.

A tensao superficial representa a forca aplicada sobre uma superficie liquida, por unidade
de comprimento, atuando perpendicularmente a superficie do fluido. No sistema internacio-
nal de medidas, a tensao superficial ¢ medida em N/m (Newton por metro) ou J/m? (Joule
por metro quadrado), ou seja, é a energia de superficie livre por unidade de area.

As moléculas de um fluido estao ligadas entre si gracas a forcas de atracao. Estas
forcas dao origem a coesao, ou seja, representa a tendéncia que o fluido tem para se manter
como um conjunto coeso de moléculas. As forcas exercidas entre as moléculas do fluido sao
chamadas de forcas de adesao.

De forma semelhante aos liquidos, tecidos celulares diferentes quando colocados em con-
tato apresentaram a formacao de tensao superficial na interface de separagao. As células
irdo associar-se as células as quais possuem maior afinidade. No exemplo da figura 3.1 (b) as
células representadas pela cor cinza apresentam maior preferéncia de associagao com células
semelhantes e menor afinidade de contato com células representadas pela cor branca. Na
interface de contato ird surgir uma tensao superficial devido a diferencas na adesividade das

células.

Elemento
de

area

Fig. 3.2: Bolha comprimida entre duas placas paralelas.

Consideremos o exemplo de uma gota de um liquido compressa entre placa paralelas (fig

3.2). Analisando um pequeno elemento dx dy de uma superficie com dupla curvatura com
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raios R e r chegaremos a um equagao que relaciona tensao superficial, raios de curvatura
local e pressao .
Sendo a diferenga de pressao (p; + p,) para o equilibrio estéatico do elemento deve acom-

panhar a tensao superficial (fig 3.3 e fig. 3.4).
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Fig. 3.3: a)Superficie curva. b) For¢as atuando em um elemento de drea

A relacao da diferenca de pressao e a tensao superficial pode ser obtida a partir deste
equilibro fazendo X F = 0 para os componentes normais das forcas que atuam no elemento
de area [29].

A forca atuante na gota:

F=P.A =2T,senf + 2T, senyp

(Eq.1)

sendo que a tensao superficial é dependente da éarea:

T, =ody
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Fig. 3.4: Forcas atuando em uma superficie curva

T, = odx

substituindo os termos na Eq. 1:

d dzd
F = dedyzZody—erQU 4y

2R 2r

simplificando alguns termos, obtemos a relagao basica entre tensao superficial e diferenca

de pressao:
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PIU(E—F;)

Desta equagao pode ser calculada a pressao (causada pela tensdo superficial) em gotas

e jatos finos. Esta equacao é chamada de relagao de Laplace.

3.2 Comportamento elastico

Um corpo elastico ideal é definido como um corpo que se deforma reversivelmente quando
uma forca é aplicada sobre o mesmo, ou seja, seu volume e forma original sao recuperados
apos a cessacao da forca aplicada. Nao existe nenhuma perda de energia no meio e todo o
trabalho aplicado é recuperado.

Quando pressionado o agregado celular podera responder de duas formas elasticamente
ou viscosamente. A responséavel pelo comportamento elastico é a tensao superficial gerada
pela adesividade celular. O comportamento viscoso ocorre porque a viscosidade de um
tecido celular ¢ maior maior do que a viscosidade de um fluido imiscivel. A seguir, veremos
de forma detalhada a forma de comportamento apresentado pelo qualquer tipo de material

incluindo agregados celulares.

3.2.1 Lei de Hooke

Elasticidade é a propriedade que alguns corpos tem em recuperar seu tamanho e forma apos
retirada a forca que produz a deformacao. Se a forca aplicada é pequena, entao, o desloca-
mento de varios pontos no material sao proporcionais a forca aplicada, este comportamento
é caracteristico de corpos elasticos [30].

Tomamos o exemplo de um bloco retangular de comprimento L, amplitude A e altura h
(fig. 3.5). Se puxarmos suas extremidades com uma for¢a F, entdao o comprimento varia em
AL. Vamos supor que esta variacao é pequena se comparada ao comprimento inicial, pois
em materiais como madeira e aco poderao se romper se esta variacao no comprimento for
maior do que um dado valor. Assim, para pequenas deformacoes uma grande variedade de

materiais demonstram uma variagao no comprimento proporcional a forca aplicada. Logo:
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L AL

Fig. 3.5: Deformacao de um corpo sélido eldstico

F o AL

Esta relagao é chamada de lei de Hooke.

Sendo que AL é proporcional ao comprimento inicial, por exemplo, se unirmos dois
blocos idénticos, ao aplicarmos a mesma forca em cada bloco os mesmos irao variar seu
comprimento em AL. Portanto, para o conjunto a variacao no comprimento sera duas
vezes maior. Concluimos que a AL é proporcional ao comprimento inicial L, logo:

AL

F _
o)

A forca F também depende da area do bloco, ou seja, quanto maior for a area do bloco

maior deverd ser a forca aplicada no mesmo para variar seu comprimento ou deformé-lo.

Podemos entao escrever a lei de Hooke da seguinte forma:

AL
F=KA==
L

Sendo K uma constante que depende apenas do tipo do material, chamado de mddulo

de Young. Assim podemos reescrever a lei de Hooke:

F AL
N ' —
A L

AL ¢ g

F ¢ a tensao desenvolvida no regime elastico; A area; K é o modulo de Young; =

deformacao.
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A constante de Young especifica completamente as propriedades elasticas de uma ma-
terial isotropico (ndo cristalino) homogéneo. Em materiais cristalinos as deformagoes e
contracoes podem ocorrer em diferentes direcoes, entao teremos varias constantes elasticas

para o mesmo material.

3.2.2 Elasticidade e Plasticidade

A relacao entre tensao e suas correspondentes deformacoes é descrito pela teoria da elasti-
cidade. Quando estudamos qualquer grafico de tensao versus deformacao, obtemos varios

tipos de comportamento dependendo do tipo de material (fig. 3.6)[31].

Limite proporcional
Limite elastico

D

Ponto de
ruptura

B C Comportamento
A plastico
Tensao
- Comportamento elastico
0 Deformacao

Fig. 3.6: Diagrama tipico de tensao-deformacao

O primeiro comportamento demonstrado no grafico é uma reta, até o ponto A chamado
de limite proporcional, na qual a tensao e a deformacao sao linearmente proporcionais. Este
tipo de comportamento obedece a lei de Hooke.

De A a B a tensao e a deformacdo nao sao mais proporcionais, mas se a tensao for
retirada em qualquer ponto entre O e B, o material retornara ao seu comprimento inicial.
Na regiao OB, material ainda apresenta comportamento elastico e o ponto B é chamado de
limite de elasticidade.

Se aumentarmos a tensao sobre o material a deformagao do mesmo aumenta e se re-
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tirarmos a tensao o mesmo retorna a sua posicao original até o limite elastico. As forcas
atuantes até este ponto sao conservativas, quando o material volta a sua forma original, o
trabalho realizado na producao da deformacao é recuperado e a deformacao é reversivel.
Aumentando-se ainda mais a tensao sobre o material, a deformacado crescera rapida-
mente, mas quando a tensao é retirada em algum ponto além de B, digamos em C, o
material nao retornard ao seu comportamento inicial. O novo comprimento, sob tensao
nula, é maior que o comprimento inicial, entao o mesmo apresenta deformacao permanente.
Ultrapassando o ponto C' a deformacao produzida é cada vez maior até atingir o ponto D
onde ocorre a ruptura do material. De B a D diz-se que o material sofre um fluxo ou de-
formacao plastica, durante o qual ocorrem deslizamentos das camadas internas do material

e conseqiientemente rearranjos da sua estrutura atdomica.

3.2.3 Campo de tensoes

A tensdes em um corpo tridimensional resultam de forcas agindo em alguma parte deste
corpo. O conceito de tensao descreve o modo como uma forca atua sobre o corpo determi-
nando os efeitos sentidos pelo mesmo.

A descricao do campo de tensoes é desenvolvida a partir da anélise da tensao em um
ponto. Tomando um pequeno elemento de érea, 5/T, no ponto C', sofrendo a acao de uma

forca §F como mostra a figura 3.7.

Fig. 3.7: Definicao de tensao

A tensao no ponto é definida como:
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. OF
o= lim —
§A—0 0A
O vetor 5/1’, cuja direcao é perpendicular ao ponto C' e o modulo é igual a area conside-

rada, pode ser decomposto em trés componentes, isto é:

SA =i6A, + jOA, + kS A,

O vetor forca 5ﬁ, agindo no ponto C' também pode ser decomposto em trés componentes:

§F = 10F, + j0F, + ko F.

Ao definir tensao em um ponto podemos considerar os componentes 0Fy, 0F,, F, da
forca §F agindo no ponto C sobre os componentes 0A,, 0A4,, 0A, da area §A no ponto
C. Podemos, entao, representar tensao neste elemento de area como o conjunto de nove
componentes.

Assim, a tensao atuando neste elemento de area pode ser representado por uma notacao
que permite delinear os planos nos quais a tensao esta agindo e a direcao na qual a tensao
estd atuando (fig. 3.8). Usando esta notacao, podemos expressar a definicao de tensao em

termos de componentes:

gm0
T = 54,0 8 A;

A equacao acima representa nove equacoes escalares, ja que os subscritos ¢ 7 podem

T

assumir os valores de z, y ou z. Por exemplo:

_ 6F,
Toy = lm 52,

Também podemos representar tensao na forma matricial:

Oxe Tay Tz

T=|r1, o

yr Oyy  Tyz

Tex  Tzy Ozz
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Fig. 3.8: Representacao de um tensor de forcas

A representacao matricial da tensdo também pode ser chamada de tensor de tensoes.
Onde o foi usado para denotar tensoes compressivas ou expansivas e 7 foi denotado para
tensoes cisalhantes também chamada de forgas tangenciais ou de corte. Lembrando que o
primeiro indice de cada elemento da matriz representa o plano em que é aplicada a tensao

e o segundo indice refere-se a direcao de propagacao.

Tensor deformacao

Queremos descrever a deformagcao causada por tensoes. Analisando a deformacao causada
em um pedaco de um corpo, obedecendo a lei de Hooke, podemos determinar as deformacdoes
causadas pela acao destas tensoes.

As componentes do tensor deformacao sao definidas como as correspondentes tensoes
T;;, em relagao ao seu respectivo comprimento original [32]. Para deformagoes compressivas

ou expansivas temos:
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A deformacao causada pela tensao cisalhante 7;; ¢ entao definida como:

AL;
L.

J

Yij =

Portanto, similar ao tensor de tensoes a deformacgao causada por tensoes também pode

ser representada na forma matricial como tensor de deformacao:

Exz Yoy Vaz
D=\ v ey W
Vzz Vzy €2z
A representacao matricial da deformacao causada por tensoes também pode ser chamada

de tensor de deformacao.

3.3 Comportamento viscoso

Quando estudamos o movimento de fluidos reais, observamos dois tipos de comportamento.
O primeiro comportamento observado quando movimentamos a superficie na qual as par-
ticulas que constituem o fluido se localizam, elas parecem deslizar umas sobre as outras,
como camadas ou laminas. Este movimento é chamado de escoamento laminar. O segundo
comportamento observado é o movimento desordenado de particulas individuais chamado
de movimento turbulento.

No escoamento laminar o movimento entre as camadas adjacentes s6 é possivel se houver
forcas de cisalhamento, ou seja, forcas paralelas as superficies sobre as quais atuam. Entre-
tanto, por menor que seja a tensao de cisalhamento, o resultado desta continua aplicacao
causa uma deformacao infinita. Diferentemente do que ocorre em sélidos elasticos, a tensao
nao se relaciona com a quantidade de deformacao, mas com a taxa de deformagao [33].

A deformacao viscosa é geralmente expressa em funcao da taxa de cisalhamento, obtida
pela relacao entre variacao da velocidade de escoamento e a distancia entre camadas ou
particulas discretas de fluido. A resisténcia de um fluido contra qualquer mudanca posicional

de seu elemento volumétrico é conhecida por viscosidade.
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A energia mecanica aplicada em corpos solidos elasticos ideais é recuperavel, pois o
material apresenta propriedades elasticas. No escoamento viscoso a energia mecanica é
dissipada na forma de calor devido ao atrito entre as camadas liquidas.

Tomemos o exemplo do modelo de duas placas planas paralelas de area A afastadas uma
da outra pela distancia d. O espagamento entre elas esta preenchido com um fluido viscoso(

fig. 3.9).

Fig. 3.9: Comportamento de (a) sdlido e (b) fluido, sob a for¢a de cisalhamento constante

aplicada pela placa superior

A placa inferior esta fixa, enquanto que a superior desloca-se com velocidade constante,
provocando um regime de escoamento laminar do fluido confinado no interior das placas. A
camada de fluido préxima a placa inferior esta parada, enquanto que a camada proxima da
placa se move com a mesma velocidade da placa.

No caso de um fluido real em contato com um sélido, 0 mesmo permanecera em repouso
em relacao a superficie de contato de modo que é arrastado juntamente com a mesma.
Este tipo de escoamento chama-se laminar, porque o fluido se desloca em camadas planas
e paralelas ou laminas, que deslizam umas sobre as outras.

A tensao tangencial % (for¢a por unidade de area) necesséaria para manter o deslocamento

da placa superior com velocidade v, é dada pela lei de Newton da viscosidade:

F o dv

A g TRy

isto é, a tensao é proporcional a taxa de variacao espacial da velocidade.
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A constante de proporcionalidade p chama-se coeficiente de viscosidade do fluido. A
unidade SI de 11 é 0 N.-%, ou seja, Newton versus segundo por metro quadrado. A unidade

o )

mais usual é o centipoise (c¢p) dado por:

Lep = 10 *poise = 10_3Ni2
m

Um material que se comporte como descrito acima, é conhecido por fluido Newtoniano.

A viscosidade apresentada nao depende da taxa ou da quantidade de deformacao, mas é
uma constante de proporcionalidade entre tensao e a taxa de deformacao caracteristica de
cada material.

Em um fluido o coeficiente de viscosidade (i) ird determinar a viscosidade do mesmo, ou
seja, quanto maior o coeficiente de viscosidade mais viscoso (espesso) é o fluido, e geralmente
a viscosidade diminui quando a temperatura aumenta. No entanto, em suspensoes, emulsoes
e polimeros em fase liquida, a relacao entre tensao e taxa de deformacao nao é linear, ou seja,
nao existe uma proporcionalidade direta entre taxa de deformacao e tensao de cisalhamento
ou deformacao. Assim a viscosidade nao pode ser descrita como uma constante, devendo
ser uma funcao da taxa de cisalhamento. Neste caso, os fluidos sao conhecidos por nao

Newtononianos (dilatantes, pseudoplasticos e plasticos).

3.4 Comportamento viscoelastico

Vérios materiais apresentam comportamento intermedidrio entre os regimes anteriormente
mencionados, ou seja, apresentam comportamento misto. Isto é, resisténcia viscosa a defor-
macao, elasticidade, coeficiente de viscosidade dependente da temperatura e tempo. Esta
forma de resposta que combina aspectos de liquido viscoso e sblido elastico é denominada
de viscoelasticidade.

O comportamento viscoeldstico pode ser entendido como um desvio do comportamento
ideal elastico de deformagao. Neste tipo de comportamento a resposta a tensao nao depende
apenas do médulo elastico, mas de varios fatores como magnitude e tipo da tensao aplicada,

taxa de deformacao, temperatura e tempo.
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Os corpos sao caracterizados de forma geral devido ao tipo de comportamento apresen-

tado quando submetidos a tensdes como:

e SoOlido Hookeano: caracterizado por comportamento elastico, sob tensao, produ-
zindo uma deformacao como resposta. A deformacao é proporcional a tensao aplicada

e a constante de proporcionalidade é chamado de médulo de elasticidade.

e Liquido Newtoniano: aplicando-se uma tensao produz um fluxo constante propor-

cional a mesma. A taxa de deformacao é proporcional a tensao.

Corpos viscoelasticos quando aplicamos uma tensao sobre o mesmo a primeira resposta
é elastica. Apo6s um certo tempo 7, chamado de tempo de relaxacao, o corpo comeca a ter
comportamento semelhante a de um fluido viscoso.

Em geral, equacgoes diferenciais de primerira ordem chamadas equacoes constitutivas
descrevem efeitos em sistemas que combinam viscosidade e elasticidade. A equacdes cons-

titutivas sao composta por trés termos bésicos:
e Elastico: envolvendo deformacao;
e Viscoso: envolvendo taxa de deformacao;
e Inercial: envolvendo aceleracao.

O comportamento viscoelastico pode ser modelado por associagoes de molas e amorte-
cedores, como proposto por Maxwell e por Kelvin - Voight[27].

O modelo cinético desenvolvido por Kelvin-Voigt combina a associagao de mola e amorte-
cedor associados em paralelo (fig. 3.10). A mola representa a por¢ao eléastica da deformacao
do corpo e o amortecedor representa a deformagao do meio viscoso (escoamento irreversivel):

Quando submetido a uma forga a resposta do sistema é (fig.3.12):

O modelo de Kelvin-Voight descreve o comportamento viscoelastico do sistema acima.
O gréfico 3.12 representa a resposta do sistema quando submetido a uma forca constante.

Em ¢ = 0 nao existe forca sobre o sistema e a mola esta relaxada. Quando aplicamos
uma forca constante no sistema a mola responde instantaneamente, mas seu movimento é

freado pelo amortecedor devido sua propriedades viscosas.
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Fig. 3.10: Modelo de Kelvin
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Fig. 3.11: Modelo de Kelvin quando submetido a uma forca constante

Este comportamento se repete de t; até t;. A resposta do sistema a forca de compressao
é lenta. Em t = ¢, a forca aplicada sobre o sistema é retirada. A mola se estica e puxa o
émbolo e o sistema volta a atingir a mesma altura inicial.
A forca externa aplicada ao sistema pode ser escrita em termos das componentes do
sistema através da equacao:
dx

F:K.:EJr,uv.E

onde K ¢ o modelo de elasticidade da mola e p a viscosidade do liquido.

Outro modelo também formado pela associacao de mola e amortecedor, associados em
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Fig. 3.12: Resposta do modelo de Kelvin-Voight quando submetido a uma for¢a constante.

série que descreve o comportamento viscoelastico é chamado de modelo cinético de Maxwell

(fig. 3.13).

Tensao

Fig. 3.13: Modelo de Mazxwell

Quando submetido a uma forca a resposta do sistema é (fig. 3.14):



Capitulo 3. Reologia

32

<—

t= t atet t=4
F i: F=0
cte cte

Fig. 3.14: Modelo de Mazwell quando submetido a uma for¢a constante.
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Fig. 3.15: Resposta do modelo de Mazwell quando submetido a uma for¢a constante.

O grafico 3.15 acima representa a resposta do sistema quando submetido a uma forca

constante.
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Em t = 0, nao temos forca aplicada no sistema e a mola esta relaxada. Quando aplicamos
uma forca F' no sistema a mola responde instantaneamente a forca aplicada e se contrai
empurrando o émbolo do amortecedor.

Devido as propriedades viscosas do amortecedor ele nao responde instataneamente a
forca aplicada. Por este motivo, o comportamento de ¢; até t4 ¢ uma rampa. A resposta do
sistema ¢ amortecida.

Quando a forca é liberada em ¢t = t4, a mola novamente responde instantaneamente e se
estende. Mas o sistema nao atinge a mesma altura inicial, devido ao amortecedor. Parte da
forca para movimentar o émbolo é dissipada.

Para o modelo de Maxwell a equacao descrevendo a relacao entre a deformacao x e a

forca externa F' é:

dx 1 dF i

a KAy
3.4.1 Modelo cinético para agregados celulares

A compressao do agregado pode ser esquematizada pela associacao de amortecedores e molas
[34], num arranjo mais complexo que o modelo de Kelvin-Voight ou o modelo de Maxwell
(fig. 3.16).

Os amortecedores representam o rearranjo que as células do agregado demonstram
quando pressionadas. As molas e a tensao superficial representam a resposta elastica que o
agregado demonstra quando pressionado.

Em ¢ = 0, o deslocamento das molas representado por u; e us e 0 elemento que representa

a tensao superficial ug estao relaxados. Entao:

UO<O) = U (0) = UQ(O)

S1(0) = S5(0) =0

Quando submetido a uma rapida compressao as molas e o elemento que representa a
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Fig. 3.16: Modelo usado para representar o processo de relaxagcao em agregados celulares.

Carga (mg)

Tempo (min)

Fig. 3.17: Grdfico da for¢ca de compressao exercida sobre um agregado para duas compres-

soes sucessivas. Sendo a primeira menor que a sequnda [34].

tensao superficial sao instantaneamente deformadas, mas o deslocamento do émbolo dos
amortecedores é zero. Isto demonstra que o agregado quando submetido a forgas repentinas

ird se comportar como um solido elastico. Suas propriedades viscosas sao originadas devido
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a acao dos amortecedores. Quando produzimos uma forca repentina e liberamos o sistema
rapidamente os amortecedores nao tem tempo de funcionar.

Se aplicamos uma for¢a por um tempo maior que o tempo de relaxacao os amortecedores
irdo representar o escoamento das camadas celulares sobre as outras. Assim demonstrando
as propriedades viscosas do sistema.

Entao as forcas atuando nos elementos individuais sao:

Fy, (t) = Ky (t) = Fp, () = S (1)

Fy, () = Kaps(t) = Fp, (1) = 25 (1)

Fy(t) = opo(t)

Sendo que Fs,, Fs,, Fp,, Fp, e F, sao as forcas atuando respectivamente nas molas,
amortecedores e no elemento que representa a tensao superficial. A deformacao total do

corpo de Kelvin e a forca correspondente pode ser escrita na forma:

pe = p1 +S1 = po +S2 = po

F’t:F51+FSQ+Fw:FD1+FD2+Fw

A equacao que governa a relaxacao de F' é:

H1 K2\ 7 Hife 5
F — 4+ —= | F F, =
t+<K1+K2) t+K1K2 t = Olo

Usando as relagoes acima achamos as constantes e relagoes. Entao a solucao geral da

equacao fica:

Fi(t) = <,u + K7 + ng_Tt) Lo

Este tipo de modelo descreve bem a resposta dos agregados celulares estudados na

referéncia. Neste trabalho nao serda possivel fazer o mesmo tipo de anélise, pois nosso
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equipamento ainda nao permite medir dinamicamente a resposta do agregado a tensao
aplicada. Mesmo assim é importante estabelecer as bases tedricas para este estudo que sera

realizado futuramente.



Capitulo 4

Dinamica de organizacao celular dos

tecidos

4.1 Introducao

Neste capitulo mostraremos de forma introdutoria os mecanismos atuantes na morfogénese,
estudo bioldgico do desenvolvimento dos seres vivos desde o periodo embriondrio até a fase
adulta. Estudaremos qual é o tipo de forca que une as células. Explicaremos de forma
introdutoéria como esta forca mantém as células nas suas localizagoes apropriadas.

Primeiramente temos que ter clara a nocao de que as células de um organismo sao peque-
nas, deformaveis e freqiientemente moveis, preenchidas por um meio aquoso e circundadas
pela membrana plasmatica. As células podem unir-se em uma estrutura coesa, forte e ex-
tremamente ordenada formando tecidos e 6rgaos. Mas para que tudo isto ocorra as células
tém que comunicar-se de alguma forma [35].

As células podem comunicar-se através de substancias difusivas produzidas por um certo
tipo de célula, as quais, mudam o comportamento das outras células. Outro tipo de co-
municacao pode ser através de interacoes de superficie. Durante o processo de organizacao
as células devem se reconhecer seletivamente aderindo umas as outras e algumas migrando
para longe de outras.

Nos tecidos cada célula é reunida e ligada de maneiras diferentes. No processo de for-

macao de tecidos a matriz extracelular tem um papel fundamental. Ela é formada por uma
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rede de macromoléculas extracelulares secretadas e desempenha varias funcoes, mas a mais
importante é a sustentacao. Através da matriz extracelular os tecidos sao mantidos unidos e
organizados para que as cé¢lulas migratorias possam mover-se e interagir umas com as outras
de forma ordenada. As células que constituem um tecido sao ligadas mecanicamente por
jungoes celulares. Existem jungoes célula-célula e célula-matriz|[11].

O processo de reconhecimento e ligagao celular ocorre quando as células isoladas migram
e se agrupam. Por adesao as células se unem para formar tecidos e 6rgaos.

Neste trabalho estamos particularmente interessados em estudar como funciona a adesao
célula-célula in vitro, isto é, em estruturas articifiais obtidas em laboratorio.

Steinberg|12] tentou explicar de forma simples usando apenas leis fisicas fundamentais
como células in wvitro se reorganizam para formar tecidos. Supos um processo de agrupa-
mento onde as células preferem associar-se a outras células que possuem maior afinidade.
Este comportamento é totalmente mecanico e depende apenas da diferenca na adesividade
das células. Por este motivo Steinberg o chamou de adesao diferenciada e postulou este com-
portamento como hipotese da adesao diferenciada (HAD). A HAD explica como funciona o

processo de agrupamento celular na formagao de agregados celulares.

4.2 Juncoes celulares

Muitas células sao ligadas uma as outras e & matriz extracelular por contatos especializados
chamados juncoes celulares. As juncoes celulares ocorrem em pontos de contato em todos

os tecidos. As jungoes celulares sdo classicadas como|[35]:

e Juncoes bloqueadoras: desempenham a funcao de barreira de permeabilidade se-
letiva, separando os fluidos com composicao quimica diferente. Selam as células em
um epitélio para impedir que pequenas moléculas vazem de um lado para o outro na

camada de células epiteliais.

e Juncoes de ancoramento: conectam mecanicamente as células as células vizinhas
ou & matriz extracelular. As juncdes de ancoramento formam uma forte estrutura

através da membrana celular conectando os filamentos do citoesqueleto, responsavel
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pela capacidade de movimento direcionado e polarizacao de cada célula.
As juncoes de ancoramento ocorrem de duas formas:

a) As jungoes aderentes mantém as células unidas e sao formadas por proteinas de
adesdo transmembrana. FEstas proteinas pertencem a familia das caderinas. b) As
adesoes focais unem as células & matriz extracelular e sao formadas por proteinas de

adesao transmembrana da familia das integrinas.

e Juncgoes comunicantes: quase todas as células dos vertebrados se comunicam por
juncoes tipo fenda ou comunicantes. Elas mediam a passagem de sinais elétricos ou
quimicos de uma célula a outra. A fenda é repleta de canais que permitem que ions
inorganicos e pequenas moléculas passem diretamente a outra célula. As células ficam

ligadas eletricamente e metabolicamente.

As células nervosas entre outras, por exemplo, sao ligadas eletricamente por juncoes
tipo fenda. Permitindo que os potenciais de acao espalhem-se rapidamente de uma

célula a outra. Isto é vantajoso no caso que se necessite de uma resposta rapida.

4.3 Adesao Celular

Para entendermos o que acontece no sistema biolégico que estamos estudando é fundamental
compreendermos como ocorre o processo de migragao e adesao celular. Pois, nosso agregado
celular é formado por células que entram em rota de migragao, depois de dissociados, com
o objetivo de se reorganizar e manter a estrutura que formavam anteriormente.

Nos estagios iniciais do desenvolvimento de uma juncao celular, antes que o citoesqueleto
tenha sido unido, elas células aderem uma as outras. A adesao celular atua quando as células
migram e se agrupam. Ela é uma interacao entre superficies celulares. Depois deste processo,
irao ocorrer as juncoes de ancoramento.

A arquitetura do tecido que formavam antes da dissociacao em células isoladas é mantida
devido a adesao seletiva ou diferenciada. O objetivo é manter uma estrutura organizada.
Entao a adesao diferenciada é fundamental para formagao de tecidos e 6rgaos|35].

Em tecidos em formacao, uma populacao de células invade a outra e liga-se a elas, e
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também liga-se a outras células migratorias. Este processo de migracao e adesao requer

algum mecanismo para direcionar as células ao seu destino final[36]. Isto pode envolver:

e Quimiotaxia: a células se locomovem na direcao de um gradiente de concentragao de
uma substancia quimica em solucao. As células respondem a esta substancia quimica
e migram na direcao de maior concentracao, desta substancia, até atingirem a fonte

secretora;

e Haptotaxia: se as moléculas de adesao estao em quantidade crescente sobre a ma-
triz extracelular e uma célula estd constantemente fazendo e desfazendo conexoes,
com estas moléculas ela, recebe uma forca liquida que a move na direcao de maior

concentracao destas moléculas de adesao;

e Direcionamento por contato: neste processo nao existe a acao de substancias
quimicas. As células sofrem a acao do terreno fisico pelo qual estao passando e sao

levadas a um dado lugar direcionadas pelo contato;

e Galvanotaxia: existem diferencas de potencial elétrico entre diferentes regioes de

um embriao que guiam o movimento celular;

e Inibicao de movimento por contato: as células se movem usando elongacoes de

membrana. Ao tocar a superficie de outra célula ela é paralisada, contrai-se e adere;

e Hipdétese da adesao diferenciada: as células se arranjam em num estado que
minimiza a sua energia livre de adesao. As diferengas de adesao entre as células

direciona o processo de migracao.

Ao misturarmos aleatériamente, in vitro, células de tecidos embrionérios ou células iso-
ladas, as mesmas freqiientemente recuperam seu arranjo normal, demonstrado antes de
ocorrer a dissociacao. Este processo de dissociacao celular é obtido pelo tratamento dos
tecidos em baixas concentracoes de enzinas proteoliticas tais como tripsina, algumas vezes
combinadas com a remociao de Ca?*" e Mg?". As caderinas, proteinas responsaveis pela
juncao célula-célula, sao removidas neste processo. Entao as interacoes proteina-proteina

sao rompidas.
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As proteinas de superficie sao responsaveis pelas células aderirem uma as outras e a
matriz extracelular. Estas proteinas sdo chamadas de moléculas de adesdo celular (CAMs).
As CAMs dependentes de caderinas sao responsaveis pelas adesoes célula-célula que ocorre
em embriao de vertebrados e tecidos de hidras. Outras CAMs dependentes de caderinas sao
as integrinas, que mediam a ligacao do citoesqueleto a membrana extracelular e as selectinas.
As independentes de caderinas sao responséaveis pela adesao intercelular e pertencem a
familia das imunoglobinas (Ig). Sao moléculas responséveis pela adesao de células neurais.

As moléculas de adesao, como as caderinas, ligam as células por:

e Ligacoes homofilicas: as moléculas de uma célula ligam-se a moléculas de outras

células do mesmo tipo;

e Ligacoes heterofilicas: as moléculas de uma célula ligam-se as moléculas de uma

célula de tipo diferente;

e Ligacoes por meio de uma matriz extracelular.

As proteinas caderinas podem se ligar diretamente uma com a outra, por exemplo, se as
células expressam diferentes caderinas e sao misturadas, agregam e separam-se, mostrando
que diferentes caderinas se unem a caderinas de mesmo tipo. Isto mostra que existem
diferencas qualitativas e quantitativas entre as caderinas que atuam na organizacao dos
tecidos.

Um tnico tipo de célula utiliza multiplos mecanismos moleculares na adesao a outras
células. Alguns desses mecanismos envolvem juncoes celulares organizadas. Em um animal
multicelular cada célula contém uma grande variedade de receptores de superficie celular que
permeam a célula possibilitando que a mesma responda especificamente a outras moléculas
que permeam outras células.

Da mesma forma, cada célula em um tecido tem uma determina concentracio (e combi-
nagao) de moléculas de adesao de superficie celular. Isto permite uma ligagao caracteristica
com outras células e com a matriz extracelular, ou seja, as moléculas de adesao alteram o
comportamento das células. Mas todos estes mecanismos ainda nao sao totalmente conhe-

cidos.
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Para estudarmos como funciona o processo de migracao e adesao celular sao realizados
experimentos de dissociacao celular em tecidos de vertebrados adultos, mas a obtencao de
células isoladas, neste caso, é dificil. Ja tecidos embrionarios de vertebrados e de hidras sao
facilmente dissociaveis.

As células dissociadas in vitro entram em rota de migracao e se agregam. Este processo
¢ chamado de segregacao celular. Este comportamento revela que o arranjo tecidual nao
ocorre por acaso, mas sim é mantido e estabelecido pela afinidade das células umas com as

outras, ou com a matriz extracelular.

4.4 Hipotese da adesao diferenciada

Para explicar o comportamento de estruturas celulares artificiais Steinberg propds a hipotese
da adesao diferenciada. A hipdtese da adesao diferenciada considera que diferencas de adesao
entre diferentes tipos celulares direciona o processo de segregacao. O estudo da migracao
de células isoladas e sua organizacao é a base da hipdtese da adesao diferenciada para a
embriogénese de Steinberg|[12], que sera foco deste trabalho.

Townes e Holtfreter[14] proposeram que os diferentes tipos de células primeiro migra-
riam centripetamente ou centrifugamente ao longo de um gradiente de concentragao radial
estabelecido dentro do agregado celular. Entao, ocorria uma selecao pela adesividade das
células, ou seja, as células aderiam fortemente ou fracamente dependendo do seu tipo de
célula. Entao, as diferencas de adesividade entre as células contribui para o ordenamento e
localizacao seletiva. Fator que ira definir a posicao da célula dentro do agregado celular.

Holtfreter propos o termo afinidade seletiva. Segundo ele a superficie interna da ecto-
derme tem uma afinidade positiva para células de mesoderme e negativa para células de
endoderme. Concluiu também que, as afinidades mudam durante o desenvolvimento, pois
para o desenvolvimento ocorrer as células devem interagir diretamente com outros tipos
celulares em determinados momentos.

Steinberg|12] testou esta hipotese para agregados compostos de células em suspensoes
constituidas por dois tipos diferentes de células misturadas em varias proporcoes. Estas

células foram caracterizadas como “segregacao interna” e “segregacao externa” devido a sua
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posicao relativa assumida no tecido embrionario do qual elas se originam. Steinberg queria
testar se a diregao de migragao ocorre somente devido ao gradiente de quimico, mesmo em
poucas células do tipo de “segregagao interna”, incorporada em uma agregado composto
principalmente de células do tipo de “segregacao externa”.

O comportamento esperado seria que as células de “segregacao interna” migrassem para
a regido central do agregado. Mantendo desta forma sua topologia (posigao) original. En-
tretanto, notou-se que as mesmas ficaram paradas na mesma posicao e nao formaram um
grupo de células. Portanto, se a migracao celular ocorre somente devido ao gradiente qui-
mico, entao mesmo a célula estando solitaria deveria migrar em direcao a célula do mesmo
tipo. Sua conclusao foi que a migracao nao ocorre somente devido a gradiente quimico.
Mas existe outro fator que pode influenciar no processo de agrupamento celular. Como foi
demonstrado pelo agregado composto de células de “segregacao interna” e “segregacao ex-
terna”. Neste caso, a migragao, ocorre devido a adesao diferenciada ou afinidade de celular.
Entao Steinberg propos a hipotese da adesao diferenciada (HAD) para explicar como ocorre
a migracao celular, organizacao e secregacao celular.

Neste processo de morfogenese, as células se unem e formam tecidos que se espalham
um sobre a superficie do outro comportando-se de forma semelhante a liquidos imisciveis.
Este movimento é comumente e espontaneamente iniciado quando dois tecidos embrionérios
diferentes estdo em contado|24]. Quando tecidos embrionérios sdo separados, codispersados
e espalhados, um sobre a superficie do outro, apds segregado, adotam uma forma esférica
que é uma manifestacao clara de seu comportamento liquido. Mas além de apresentar esta
caracteristica, o sistema celular deve: ser constituido por muitas subunidades que possuem
coesdo e ser composto por células moveis|34].

Os determinantes do comportamento dos liquidos sao sua tensao superficial e interfacial,
da qual, sao reflexos da intensidade da forca de coesao e adesao entre suas moléculas.
Comparando tecidos celulares com moléculas de um liquido, sabemos que moléculas de
um liquido, movem-se termodinamicamente, enquanto em tecidos embriondrios as células
vao se reagrupando, ou seja, o movimento se da de maneira mais complicada chamado de
movimento é amebal (extensoes e contragoes).

Recentes experimentos mostram que 1) tensdo superficial ¢ um parametro fisico que de-
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fine bem as caracteristicas da forma de equilibrio de certos agregados multicelulares|24| e 2)
o valor medido destas tensoes esclarece o comportamento de envelopamento dos tecidos|25].

De acordo com a HAD as populacoes celulares se comportam como liquidos ordinarios.
Por possuirem tensao superficial e interfacial, geradas pela interacao da adesao, e coesao

entre suas componentes|37, 4, 5, 23].
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Fig. 4.1: Comportamento apresentado por muitas células embrionicas e por liquidos ordi-

ndrios ou pares de liquidos imisciveis

O comportamento apresentado pela populacao celular embriénica, possui certas carac-
teristicas que mimetizam liquidos imisciveis|12, 2, 4] (fig. 4.1):

1) Arredondamento de fragmentos de tecidos irregulares para uma forma esférica;

2) O espalhamento de tecido sobre a superficie de outro;

3) Reagrupamento (segregacao) de células heterotipicas para formar uma configuragao
especifica;

4) Coalescéncia de pequenos aglomerados celulares em aglomerados maiores até a for-
macao de agregados;

5) Classificagao hierarquica associativa, mostrando a tendéncia que os tecidos possuem

em envelopar um ao outro;
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6) A correspondéncia perfeita entre a seqiiéncia deste potencial de envoltura aos valores
de tensao superficial medidos para cada tecido celular. Isto significa que através da medida
da tensao superficial saberemos qual sera a configuracao final.

Este comportamento reflete a capacidade que células embrionarias tém em tomar forma
e reconstruir 6rgaos funcionais. A HAD é uma explicacao satisfatoria ao comportamento
morfogenético, também denominada pelo termo afinidade celular, organizagao propria, re-

construcao de tecidos e conjunto multicelular[37] (fig. 4.2).
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Fig. 4.2: Efeito da tensao superficial em agregados celulares. Se a tensao da interface entre
as células pretas e o meio o,y € negativa temos o estado de dispersao. Quando
a tensao na interface entre as células pretas e o meio (opm € positiva temos o

estado de coesao.

Os tecidos celulares se comportam como liquidos imisciveis quando a tensao superficial
de sua interface comum tem um valor positivo, ou seja, as células iguais coalescem e nao se
misturam com as células diferentes, formando camadas de separacao.

Se as tensoes interfaciais entre as células de dois tecidos diferentes e o meio 0, € oy, for
negativa temos a situacao de células isoladas, ou seja, as células estao em suspensao e nao
se agregam e mesclam. Isto significa que as mesmas nao sao mutualmente adesivas. Esta
configuracao é chamada de topologia xadrez, observada em diversos sistemas experimentais
(fig. 4.3).

Em cada caso, o tecido de tensao superficial menor ird se espalhar sobre a superficie

do tecido de maior tensao superficial. Isto significa que se uma série de tecidos celulares
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Fig. 4.3: Efeito da tensao superficial em agregados celulares compostos por tecidos diferen-
tes. Tensao da interface entre as células pretas e o meio opy,, tensao da interface
entre as células brancas e o meio oy, € tensao da interface entre as células pretas

e brancas oy,

combinados em pares, seu comportamento de espalhamento revelara uma relacao de tran-

sitividade, ou seja, mostrard uma hierarquia de preferéncia de espalhamento mutuo (fig

4.4),

Fig. 4.4: Hierarquia de envelopamento

Entao se o tecido celular B se espalha (envelopa) o tecido A, e se o tecido C' envelopa
B, entao o tecido C envelopara o tecido A. Concluimos entao que se B envelopa A entao
Oam > Opm, Se C' envelopa B, entao oy, > 0.,. Logo como a tensao superficial de C é
a menor tensao superficial dos trés tecidos envolvidos, entao com certeza se colocado em
contato com A o envelopara. Mostrando desta forma uma hierarquia de espalhamento ou
envelopamento[24].

Este tipo de comportamento é o mesmo observado na maioria dos agregados celulares. A

segregacao possui todas as tensoes superficiais positivas. O tecido celular que possui menor
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tensao superficial, em relacao ao meio, ird envolver o tecido de maior tensao superficial.

O envolvido = Oenvolvedor

A adesao entre células é um processo seletivo, isto é, uma célula s6 ird aderir a outras

de tipo especifico [5].
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Trabalhos relacionados

5.1 Medida de tensao superficial de tecido embrionario
de vertebrado

As primeiras medidas de tensao superficial em agregados celulares foi realizado por Steinberg
[3]. Utilizando o método de compressao dos agregados celulares. FEste experimento foi
realizado por Steinberg [2, 1], Foty [24], Forgacs et al.[34], com o objetivo de medir a tensao
superficial de células embrionicas de vertebrado (galinha).

Para analisar o processo de segregacao e organizacao celular e posteriormente medidas
de tensao superficial foi construido um aparato de compressao de placas paralelas. Este
instrumento foi usado para medir as propriedades viscoelasticas de tecido embrionario vivo.
Representado esquematicamente na figura 5.1.

Os tecidos vivos usados para a medida foram obtidos de embrides de galinha de 5 a 6
dias de vida. Quando cultivados em um banho térmico por aproximadamente 1 dia, estes
agregados sempre adotaram a forma esférica.

Para iniciar as medidas, a parte interna da camara foi enchida com meio de cultura de
tecidos pré-aquecido. A dgua que circula entre as camaras (OC e IC) mantém a temperatura
constante em 37°C.

Os agregados multicelulares de embrides de galinha, medindo de 200 a 600um de diame-
tro, sofreram compressoes entre as placas paralelas deste aparelho. O agregado é posicionado

na placa inferior de compressao (LCP) dentro da camara (IC), na qual contém uma solugao



Capitulo 5. Trabalhos relacionados 49

B

NCW —

—=— 0oC = Carga

UCP_

LCP—

LA

Fig. 5.1: Representacao esquemdtica do aparato compressao de placas planas paralelas. A
camera externa (OC) estd conectada a uma bomba de dgua que mantém a tempe-
ratura da cimara interna (IC) com meio de cultura constante. Na parte inferior
(LA) o nicleo central esta aparafusados na cimara inferior e serve para ajustar a
altura da plataforma inferior de compressao (LCP). Um agregado (A) € colocado
sobre LCP e comprido entre esta e a plataforma superior (UCP) que é susten-
tada por uma balanca. A compressao reduz a carga medida pela balan¢a por uma

quantidade igual a forca atuando no agregado.

balanceada. As placas de compressao foram encapadas com polimero [38], para minimizar a
aderéncia do agregado as placas. A placa de compressao superior (UCP) é suspendida atra-
vés de um fio de niquel-cromo (NCW). Ao girar o conjunto inferior (LA) ocorre a compressao
do agregado.

A forma de equilibrio completa é atingido em menos de 30 minutos ou em vérias horas,
dependendo do tipo de tecido (fig. 5.2).

As mudancas na forca exercidas no agregado pela placa superior e inferior de compressao
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Fig. 5.2: Parametros de deformacao do agregado

Tecido 01 COMPressao | o, compressao

mesoderme (limb bud) 19.96 + 1.56 19.26 + 2.45
pele (pigment ephelium) | 11.67 4+ 1.92 12.97 +2.40

coracgao 9.03+0.78 8.98 + 0.57
figado 4.47+0.34 4.43 +0.44
retina 1.61 +0.59 1.70 + 0.52

Tab. 5.1: Comparacao estatistica da tensao superficial medida em duas compressao suces-

sivas (dyna/cm)

sao continuamente registradas em um grafico. Em alguns casos o perfil do agregado e o
tempo foram continuamente gravados por um videocassete ligado a uma camara de video
conectada a um stereomicroscopio horizontal, a altura e largura do agregado foram medidos
ao final de cada intervalo de compressao. Foram usados 62 agregados no experimento.
Cada agregado foi submetido a duas compressoes e foram comparadas os valores de tensoes
superficiais medidos.

A tensdo superficial foi estimada através da relagao de Laplace (capitulo 3). Apds aplicar
um teste para avaliacao de significancia estatistica nas comparacoes de medida, mostrou-se
que nao existem diferencas entre as medidas obtidas, ou seja, a tensao superficial independe
da forca aplicada (tab. 5.1).

OBS: O valor da forca aplicada no agregado nao foi informado no artigo, mas pela a
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anélise de graficos apresentados acreditamos que a forca é da ordem de p/V.

A medida da tensao superficial mostrou sua independéncia com a area superficial dos
agregados. Isso implica que diferentes conjuntos das quantidades F', R;, Ry e R3 quando
medidas para o mesmo agregado a diferentes graus de compressao devem reproduzir o mesmo
valor de tensao superficial. Isso foi verificado submetendo os agregados a duas compressoes
sucessivas. Os valores da tabela acima confirmam que o potencial de envelopamento de uma

populacao celular depende do valor da sua tensao superficial (capitulo 4).

5.2 Experimento com Rana pipies

Este experimento foi realizado por Devis [39], utilizando células embrionérias de anfibios. O
objetivo foi a medida da tensao superficial de quatro tipos celulares e verificacao da hipotese
da adesao diferenciada para agregados de Rana pipies (ra).

Os tecidos da ectoderme, mesodeme endoderme foram operacionalmente definidos pela
posicao, tamanho celular relativo e pigmentacao. As células ectodermais sao pequenas e
possuem pigmentacao escura, células da mesoderme sao grandes e com menor pigmentacao
e células endodermicas sao bem maiores e nao possuem pigmentacao.

O aparelho experimental consiste em uma camara de placas de compressao paralelas

(1) suporte onde o conjunto haste-fibra esta preso;

(2) regulador do angulo de ajuste;

(3) parafuso onde a forca é aplicada;

(4) conjunto que possibilita o ajuste do nivel do clipe;
(5) parafuso de ajuste do movimento da plataforma;
(6) elevador de travamento da plataforma, responséavel por prender o agregado;

(7) suporte para a placa de vidro;

(8) placa de vidro onde o agregado é pressionado;

(9) objetiva do microscopio que que possibilita do visualizac¢ao superior do agregado;
(10) espelho posicionado a 45°em frente do agregado, possibilitando a visao lateral do

mesmo e visualizacao da variacao na posicao da haste de tungsténio;
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Fig. 5.3: Aparato experimental

(11) placa de vidro;

(12) objetiva do microscopio para a visualizacao lateral;

(13) meio de cultura.

Os agregados de ectoderme, mesoderme e endoderme foram comprimidos no meio de cul-
tura, um por vez, entre placas paralelas em um quadrado de vidro que permitia a medida
da forca aplicada na compressao. A haste de fibra de quartzo flexivel possuem aproximada-
mente 100pum de diametro de 6cm de comprimento, sendo preso a sua extremidade final um
quadrado de vidro com 2mm de comprimento. Ambas a haste de quartzo flexivel e a haste
rigida de tungsténio, de aproximadamente 250um de diametro e 7em de comprimento, fo-
ram pressas uma a outra dentro de um tubo de vidro com cimento epoxy. A haste livre teve
sua ponta afinada e dobrada em direcao ao quadrado de vidro. Este conjunto é chamado
de haste-fibra (FRA).

O conjunto haste-fibra (FRA) é como mostrado na figura 5.4. Ao aplicar-se uma forga
vertical na ponta da haste curva a fibra sai de sua posicao de repouso e movimenta-se em

direcao a haste inferior. A deflexdo da fibra de quartzo é igual a carga aplicada, ou seja,
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igual a distancia percorrida da haste em relacao a posicao inicial.

guadrado de
vidrc:/ fibra de quartzo

R / tubo de vidrc
distancia /
percorrida |
pela haste /
haste de /

tugstenio cimento epoxy

Fig. 5.4: Conjunto haste-fibra

A constante elastica(K) foi determinada empiricamente para cada haste colocando peda-
cos de folha aluminio, pré-pesados e medindo a distancia da haste-fibra com um microscépio.
A deflexdo observada da haste foi sempre diretamente proporcional a for¢a aplicada.

Logo:

sendo
e [' = forca aplicada;
e K = constante de proporcionalidade (constante de Hooke);

e Y — deflexao.

Esta relacao linear indica que a fibra de quartzo obedece a Lei de Hooke.

Quando pedacos de forma irregulares de ectoderme, mesoderme e endoderme sao cul-
tivadas no meio de cultura, eles se arredondam, ou seja, apresentam um comportamento
caracteristico de gotas liquidas. Os tecidos da ectoderme e mesoderme levam aproximada-
mente 3h para arredondar-se, endoderme leva aproximadamente 4h.

Depois do arredondamento, cerca de 3 a 12h na cultura, o agregado esférico foi gentil-

mente pipetado e colocado sobre o conjunto haste-fibra. O agregado foi entao comprimido
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Fig. 5.5: Agregado compresso entre duas placas paralelas

pelo levantamento do conjunto até a deformagao ser percebida (fig. 5.5). Para a ecto-
derme e a mesoderme, trés compressoes sucessivas foram feitas para cada agregado. No
caso do agregado da endoderme, somente duas compressoes poderam ser feitas devido a sua
fragilidade.

Medidas dos parametros da forma do agregado e a distancia entre a haste e o quadrado
de vidro foram calculados através do tracado das fotografias tomadas pela objetiva do mi-
croscopio. Para determinar a forca e forma de equilibrio, o raio de curvatura do lados direito
e esquerdo do perfil do agregado foram avaliados pela comparagao com uma série de arcos
circulares de raio conhecido desenhado sobre as fotografias em um pléstico transparente.

Para determinar a precisao do aparato experimental, o mesmo foi calibrado através da
compressao de bolhas de ar. Uma pequena bolha de ar ( 1.0mm a 1.5mm de diametro) ar
saturado em agua destilada.

A camera foi enchida com ar-saturado em agua destilada e uma bolha de ar foi pipetada
na superficie da placa inferior. Todas as bolhas comprimidas possuiam alturas diferentes,
fornecendo medidas da forca aplicada e a forma resultante como descrito para compressoes
em agregados celulares.

A medida da tensao superficial e desvio padrao para estes tecidos, sao mostrados na
tabela 5.2. Os valores das forcas aplicadas para pressionar os agregados nao sao mencionadas

no artigo.
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Tecido Tensao superficial
endoderme 0.36+£0.03dyna/cm
mesoderme 0.56+0.06dyna/cm

ectoderme(ber) 0.80+0.07dyna/cm
ectoderme(underlain) | 1.60+0.25dyna/cm

Tab. 5.2: Medida da tensao superficial da subsuperficie do germ Layer . 1dyna = 10mN.

Segundo o autor, as medidas de tensao superficial dos diferentes tecidos embrionarios
de ra confirmam a hipotese da adesao diferenciada de Steinberg. As medidas de tensao

superficial correspondem ao potencial de envelopamento conforma mostra a tabela 5.1.
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Procedimento experimental e Resultados

O objetivo central deste trabalho ¢ a medida da tensao superficial em agregados mistos
de hidras. Para isto, desenvolvemos um equipamento totalmente original.

A metodologia utilizada, neste trabalho, para a realizagao de medidas reologicas consiste
em aplicar uma forca em um agregado celular, esperar que o mesmo alcance o equilibrio
na resposta e posteriormente medir seus raios de curvatura locais. Estimamos o valor da

tensao superficial através da relacao de Laplace.

6.1 Preparacao do agregado celular

Devemos seguir um protocolo de obtencao de agregados aleatorios de células de hidra. O
qual consiste de forma geral em[40]:

1) Obter células isoladas de hidras em suspensao e em condigoes sadias.

2) Reagrupéa-las de forma aleatoria através de centrifugagao.

3) Observar o ordenamento e regeneracao do agregado obtido.

As técnicas utilizadas para isolar as células consistem em uma intervencao mecanica,
onde as hidras sdo picadas com o auxilio de um bisturi (ver apéndice C) em métodos
quimicos (ver apéndice B), que rompem as moléculas de adesao da membrana.

As hidras selecionadas para formar o agregado devem ser mantidas em jejum, por um
periodo de dois dias, e em condicoes de absoluta limpeza. Nao devem possuir brotamentos.
A cabeca e o pé devem ser extraidos para impedir que estas células diferenciadas influ-
enciem na dindmica de reagrupamento celular, pois queremos obter um agregado formado

unicamente de células de ectoderme e endoderme[40)].
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Os cilindros corporais resultantes devem ser cuidadosamente lavados e depois picados
(ver apéndice C). Apos colocamos estes pedagos em suspensao em um tubo contendo meio de
dissociagao celular (DM). Este processo é indispensavel para rompermos todas as moléculas
de adesao entre as células. Para ajudar neste processo, usamos a propria viscosidade do
liquido para aplicar forcas de cisalhamento nos microagregados restantes e assim isolarmos
mais células.

Apoés os procedimentos anteriores, esperamos ter uma suspensao formada por uma
grande percentagem de células individuais. Outro passo importante para a obtencao ex-
clusiva de células isoladas é a filtragem. Entao, filtramos esta suspensao usando uma rede
de 50um de abertura, na qual excluimos os pequenos aglomerados e reduzimos em grande
parte a concentracao de pares de células aderidas.

A suspensao de células obtida deve ser centrifugada (1200rpm) por um tempo médio de
10 minutos afim de obtermos a agregacao aleatéria. Entao devemos esperar que o agregado

evolua e alcance a forma de equilibrio, ou seja, devemos esperar que o mesmo se arredonde.

6.2 Desenvolvimento do agregado

Ao retirarmos o agregado da centrifuga as células de ectoderme e endoderme estao agre-
gadas aleatoriamente. A partir deste momento, comecamos a analisar todo o processo de
segregacgao e ordenamento celular (fig.6.1 (a)).

No processo de arredondamento o tecido da ectoderme ird envolver o tecido da endo-
derme. O tempo que o agregado leva para readquirir sua topologia original é de 6 a 10
horas.

Doze horas depois da centrifugacao a forma do agregado é aproximadamente esférica,
com uma camada mais clara e menos adesiva (ectoderme) ao redor da endoderme (fig. 6.1
(b)).

Apoés 15-16h depois da centrifugacao o agregado incha, hd um aumento de volume de-
vido a formacao e expansdo da cavidade interna[41|. Depois de 17-20h as camadas ecto-
endoderme estao completamente separadas do restante das células do interior, mas ainda

existem células flutuando na cavidade interna.
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Fig. 6.1: (a) Agregado apds a centrifugacao. (b) Agregado com 6-12 horas de vida

O aumento do volume é uma consequéncia da pressao interna ser ligeiramente maior que
a pressao externa, gerada devido a processos passivos como osmose ou por bombeamento
ativo de dgua através das células[41]. As camadas celulares continuam se reorganizando até

se separarem completamente. Entre as camadas se forma a mesogléia.

Fig. 6.2: (a) Formacao de protuberdincias. Indicando a formagao de cabegas. (b) Depois

de algumas horas.

No processo de formacao da mesogléia, comeca a ocorrer a polarizacao, ou seja o agre-

gado se alonga e surgem protuberancias que indicam a formacao de cabegas (fig. 6.2 (a)).
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Até o término da polarizacao o volume do agregado continua aumentando, ocorrendo oca-
sionalmente, a expulsao violenta do liquido interno e células isoladas. Este processo recebe
o nome de burst. O burst ocorre em agregados com tempos de vida de 14 a 20 horas (fig.

6.3)[40].

Fig. 6.3: Agregado com mais de 20 horas de vida com burst.

6.3 Materiais e métodos

O equipamento utilizado, para a medida de tensao superficial, foi projetado e produzido no
Instituto de Fisica (fig. 6.4).

O aparato é formado por:

(1) Parafuso micrométrico;

(2) Suporte acrilico;

(3) Suporte teflon;

(4) Haste aluminio;

(5) Base teflon;

(6) Lamina de aluminio.
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Fig. 6.4: (a)Diagrama esquemdtico; (b) Foto

A grande vantagem do nosso equipamento em relacao aos outros encontrados na litera-
tura (ver capitulo 5) é a facil calibragdo. Utilizamos uma bolha de ar para calibrar nosso
aparelho. Também utilizamos a bolha de ar como dinamometro. Outra vantagem em uti-
lizar a bolha de ar como instrumento de medida e o fato de sua tensao superficial ser um
valor tabelado.

Para o estudo da segregacao e ordenamento celular usamos o microscopio Olympus IX50.
A medida dos raios de curvatura local, necessarios para a medida da tensao superficial, sao
obtidos pela analise das imagens capturadas pela camera monocromatica Cohu RS-170 .
Estas imagens sao analisadas com o auxilio do programa Scion Image.

O primeiro passo foi a calibrar o aparelho experimental. Entao, colocamos o aparato
experimental, sobre o microscopio, utilizamos a objetiva 4.X.

A cuba de vidro é cheia de dgua destilada. Com o auxilio de uma seringa, obtemos duas
bolhas de ar. Apoés, posicionamos as mesmas entre as bases do polimero (teflon) e a lamina
de aluminio. A lamina de aluminio serve de meio separador entre as bolhas, transmitindo
integralmente a for¢a aplicada em ambos os lados (fig.6.6). Devemos manter a lamina na
posicao de equilibrio para nos certificarmos que ela nao influéncia no valor das medidas.
Com o auxilio dos parafusos micrométricos aproximamos as bolhas.

Pressionamos uma bolha contra a outra e medimos os raios de curvatura locais. Para
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calibrar a medida dos raios utilizamos a Camara de Neubauer espelhada (fig. 6.6).

Fig. 6.5: Cdmara de Neubauer

A Camara de Neubauer pode ser pensada como um slide de vidro. E composta por 9
quadrados, cada qual mede 1mm de lado. Utilizando objetiva de 4.X, como mencionado
anteriormente, observamos um quadrado de 1mm. Através da anélise desta imagem, sabe-
mos que um 1mm equivale a 400 pizels, entao calibramos o programa Scion Image utilizado
para a medida dos raios.

Os raios R; e Ry foram medidos diretamente, sendo que, Ry foi medido através da
curvatura média das bordas da bolha. O raio R3 foi calculado, pois sua medida direta é
muito dificil devido a difracao.

A idéia fundamental do equipamento é: aplicando uma for¢a na primeira bolha ela reage
e a mesma forca é transferida a outra bolha. Entao nosso equipamento é uma aplicacao da
terceira lei de Newton.

Colocamos os valores do raios (R, Ry e R3) na equagao de Laplace. Usando o valor da
tensao superficial de uma bolha de ar dentro de um liquido a uma temperatura de 20°C' é
tabelada em 7, 52.10_2%. Calculamos assim a forca aplicada na primeira bolha.

Medimos os raios da segunda bolha de ar e usamos novamente a equacao de Laplace.
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Fig. 6.6: Medida dos raios das bolhas

Como ja sabemos a forca aplicada calculamos a tensao de bolha de ar. O valor médio de
tensdo superficial medido para quatro compressoes sucessivas foi de 7,17.1072 +9, 5.10_5%,

nossa margem de erro foi de 5%, em relacao ao valor tabelado.

6.4 Procedimento geral

A cuba de vidro & cheia com meio de culturas de hidras - HM (ver apéndice A). Fazemos uma
bolha de ar com o auxilio de uma seringa. A seringa deve possuir uma agulha pequena, pois
temos que obter bolhas muito pequenas, para a captura integral da imagem pelo microscopio.

Posicionamos a bolha de ar entre a base do polimero (teflon) e a lamina de aluminio,
em seguida colocamos o agregado na outra base. Posicionamos o agregado cuidadosamente
em frente a bolha de ar (fig. 6.8). Temos que ter o maximo de aten¢ao neste momento,
porque devemos deixar a bolha e o agregado no mesmo plano. Desta forma asseguramos a
boa captura da imagem. Apo6s ajustar o microscopio podemos comecar a filmagem.

Com o auxilio dos parafusos micrométricos comecamos a aproximar a bolha de ar e o

agregado. A lamina de aluminio impede que o agregado escorregue para baixo da bolha de
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ar. Ela transmite integralmente a forca aplicada pela bolha de ar no agregado.

Outro fator importante que devemos cuidar é a posi¢cao da lamina de aluminio. Quando
pressionamos a bolha de ar devemos também pressionar com a mesma forga o agregado.
Entao devemos manter a lamina na posicao de equilibrio, que é indicada no monitor do

computador antes da colocacao da bolha e do agregado.
Bolha de ar Agregado celular
TS

-
EERN

111
-

N—"

Parafuso micrometrico

- ()

Placa de aluminio

Fig. 6.7: Representacio das for¢as atuando na bolha de ar e no agregado quando pressio-

nados.

O tempo de relaxacao é outro fator importante. Se o tempo de compressao for pequeno
em relacao ao tempo de relaxa cao o comportamento observado é de um sélido elastico.
Mas se o tempo de compressao for maior que o tempo de relaxacao o comportamento
apresentado serd de um fluido viscoso. Outro fator que influéncia o comportamento é o
tempo de formacao do agregado. Tempo do formacao é o tempo contado desde quando ele
sai da centrifuga.

A reacao do agregado a uma breve compressao é de um solido eléstico, ou seja, 0 mesmo
se comporta como uma mola, obedecendo o comportamento Hookiano, e volta a sua forma
original apos liberada a forga de compressao (fig. 6.9).

Quando diminuimos a forca aplicada ele recupera a sua forma original. Mas se manti-
vermos o agregado pressionado por um tempo superior a cinco minutos o agregado relaxa e

ocorre um novo rearranjo celular, provocado pela forca de cisalhamento. As camadas celula-
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Fig. 6.8: Bolha de ar e agregado antes da tomada de medidas.

Fig. 6.9: Bolha e agregado depois de uma rapida compressao

res se espalham sobre as outras continuamente até a forca de compressao atuante aumentar
a sua area superficial (fig. 6.7). Entao a forga de coesao entre as células reagem e equilibra
a for¢a de compressao.

A forca de compressao tenta aplainar o agregado e é equilibrada pela for¢ca de coesao
intercelular que tenta arredondar o agregado. Apos retirada a forca o agregado permanece

deformado com suas extremidades superiores completamente planas. Depois de um deter-
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Fig. 6.10: Bolha e agregado depois de uma longa compressao

minado tempo ele retorna a forma esférica. Assim o agregado demonstra suas propriedades
viscoelasticas.

Em resumo:

e Sem aplicar forca sobre o agregado: o agregado se arredonda afim de minimizar

a superficie livre (area) de contato, desta forma minimiza a sua energia.

e Aplicando forga sobre o agregado: o agregado se deforma. Se a forca for aplicada,
em um tempo menor que seu tempo de relaxacao, ird comportar-se como um soélido
elastico. Se a forga aplicada ultrapassar, o tempo de relaxagao, o agregado apresentara

o comportamento de um fluido viscoso.

A tensao superficial é uma propriedade intrinseca do agregado celular, dependendo ape-
nas do tipo de células analisadas. Independe do volume e da area, ou seja, independe das

dimensoes fisicas do agregado.

6.5 Calculo da tensao superficial
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Fig. 6.11: Representagao da variagao dos raios do agregado quando pressionado contra

bolha de ar

Considere o agregado pressionado conforme a figura 6.11.

Lembrando que pressao em um bolha é dada por:

P=—
A

onde F' é a forca aplicada pela placa e a area da circunferéncia de contato entre o

agregado e a placa é

AzﬂRi

e a pressao no agregado é dada pela relacao de Laplace:

1+1>
Ry Ry

onde R; e Ry sao os raios de curvatura local; o é a tensao superficial e P é a pressao

P =o(

interna;
Substituindo a relacao de Laplace e a area na equacao da pressao chegamos em uma

relacao que nos possibilita estimar a tensao superficial:
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UL ILIL

Fig. 6.12: Bolha de ar pressionado contra agregado.

Para uma melhor exatidao nas medidas devemos calcular R3 através da medida geomé-
trica de Ry, Roe % Pois a imagem fica borrada no angulo de contato entre as placas de
compressao, devido a difragao|24].

Quando comprimido entre as placas paralelas, um agregado inicialmente esférico, ira
assumir uma configuracao de equilibrio na qual suas bordas serao aproximadamente semi-
circulos. Neste caso, Ry, Roe H podem ser medidos com melhor exatidao que Rs.

Entao, por Pitagoras, temos que:

onde a distancia x é dada por

e pela figura vemos que

R3:ZE+(R1—R2)

o que resulta, finalmente, na seguinte expressao para R3, usada neste trabalho.
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6.6 Resultados

Obtemos 18 medidas de tensao superficial em agregados mistos de hidra, com didmetros e

tempos de formacao diferentes.

Nome do agregado | Diametro(mm) | Horas de vida | Numero de Compressoes | Tensao superﬁcial(%)
1) Ay 0,75 16 1 1,31.1071
2) Ay 0,75 18,5 2 1,56.107!
3) As 0.89 20 1 1,10.10~1
4) Ay 0,62 14 1 1,55.107!
5) Ay 0,63 14 2 1,67.101
6) Ay 0,73 14 3 2,10.1072
7) As 0,62 16 2 1,41.107!
8) Ag 0,83 19 1 1,55.101
9) Az 0,71 19 2 1,42.107!
10) A7 0,72 19 3 1,59.107!
11) A7 0,79 19 4 9,2.1072
12) Ag 0,53 14,5 1 1,05.107!
13) Ag 0,57 15 2 7,35.1072
14) Ag 0,53 15,5 1 7,05.1072
15) Agg 0,50 17 1 1,91.107!
16) A1y 0,63 12 1 1,047.10~1
17) App 0,66 18 1 1,05.107!
18) Ay3 0,75 20 1 2,19.1072

Tab. 6.1: Valores medidos. Sendo A representa o agregado utilizado na medida.

O valor médio da tensdo superficial foi de 13,25.107% £5,77.107°%. O diametro médio
dos agregados foi de 0, 678mm.
Usamos o teste t de Student para analisar nossas medidas. Usamos o teste ¢ para

amostras de tamanhos diferentes:
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onde:

e 7; — média da amostra 1; T3 — média da amostra 2; S, — desvio padrao agregado

(raiz quadrada da variancia agregada);
sendo

2 (
S? = i

e n; = tamanho da amostra 1; ny = tamanho da amostra 2; S? = variancia da amostra
1; S? — variancia da amostra 2; gl = n; + ny, — 2 — ntimeros de graus de liberdade

das duas amostras agregadas.

Sendo que destas 18 medidas, 13 foram aproveitadas (ver tabela 6.1). As outras 5
medidas discrepantes foram descartadas (linha 6, 13, 14, 15 e 18). Entdo, existe uma
probabilidade razoavel, superior a 95%, de que as diferencas observadas nao sao devido a
variabilidade estatistica. Todos apresentaram uma média de trés compressoes sucessivas
em um intervalo de tempo muito pequeno. Acreditamos que estes agregados nao tiveram

tempo suficiente para se reestruturarem.

6.7 Analise das medidas

Tentamos fazer medidas em agregados jovens, com tempo de formacao de 6 a 10 horas, e
foi constatado conforme experimentos similares [25] que a tensdao superficial é muito pe-
quena sendo impossivel sua medida com nosso aparato. Nos experimentos da referéncia [25]
observou-se um aumento da tensao superficial com o tempo de incubacao e sua estabilizagao
por um periodo de tempo diferente para cada tipo de tecido. O mesmo se verifica aqui com
agregados de hidra. Porém, existe uma diferenca fundamental entre agregados de hidra e

embrioes de vertebrados. Naqueles experimentos os agregados sao homogéneos e acredita-se
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que o aumento da tensao é devido ao aparecimento gradual de uma matriz extracelular
homogénea.

Aqui, como temos dois tipos celulares, o amadurecimento leva a segregagao celular e
conseqiiente aparecimento de uma cavidade. Assim, os agregados de hidras maduros, estao
longe de serem homogéneos. Sao bem mais estruturados e provavelmente o aumento da
tensao se deve ao aparecimento de uma estrutura extracelular bem especializada que é a
mesogléia.

Os valores de tensao superficial para agregados mistos de hidra, se comparados aos
valores obtidos para outros agregados sdo bem maiores (ver capitulo 5). Acreditamos que
o fator que influencia nossas medidas é a estrutura de nosso agregado. Os agregados de
anfibios e embrioes de vertebrados podem ser considerados como um sélido elastico formado
por apenas um tipo celular. Os agregados de hidras sao constituidos por dois tipos celulares
diferentes e possuem uma cavidade interna. Outro fator que pode influenciar nossas medidas
é a formacao de mesogléia.

Concluimos conforme o grafico 6.13, observamos que o diametro dos agregados nao

influencia no valor médio da tensao superficial.

0.3
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0.2 r

0.15 | . .
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D(mm)

Fig. 6.13: Sendo T tensao superficial média de 1,40.10_1% e D diametro dos agregados.

Devido ao apresentado anteriormente, futuramente, pretendemos obter agregados de

hidra formados por apenas um tipo celular. Desta forma iremos obter agregados sélidos e
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sem a formacao de cavidade. Entao, iremos comparar os valores de tensao superficial de

agregados de células tinicas com o valor de tensao superficial de agregados mistos.
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Conclusoes

O assunto central desta dissertacao é a influéncia da adesividade celular na organiza-
cao de tecidos durante o desenvolvimento embriogénico dos organismos. Para este estudo
usamos como animal modelo a hidra, um cnidario de 4gua doce, com alto poder de regene-
racao. Este organismo pode ter seus tecidos completamente dissociados em um suspensao
de células individuais, que apos reagreagadas aleatoriamente por centrifugagao, dao origem
a um organismo sadio novamente.

Este fenomeno extraordinario se da pela combinacao de diversos fatores. O primeiro
deles, e 0 mais importante nas primeiras horas de incubacao do agregado, é a segregacao
dos dois tipos celulares predominantes na suspensio, as células de ectoderme (que cobrem
a parte externa do organismo, que estd em contato com o meio ambiente) e as células de
endoderme (que cobre a parte interna da cavidade géastrica). Acredita-se que tal segregagiao
seja resultado da combinacao do movimento intrinseco das células devido a vibracoes do seu
citoesqueleto e das suas afinidades de adesao, maiores para células de mesmo tipo. Apoés
segregado o agregado sofre uma série de transformagoes de natureza ainda nao inteiramente
compreendidas, como a formacao de uma cavidade e pulsagoes com eventos de rompimento
da parede dupla de ectoderme-endoderme (os chamados burst) com conseqiiente expulsao
do contetido da cavidade, basicamente células soltas, ou mortas.

Neste periodo, usualmente apos 17-20 horas, acredita-se que fendmenos mais biol6gi-
cos estejam em acao, entre eles a formacao de uma mesogléia conectando a endoderme
a ectoderme, o bombeamento ativo de dgua para dentro da cavidade, o aparecimento de

neuronios e de um gradiente quimico que comeca a polarizar o organismo para o posterior
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aparecimento dos tentaculos em um extremo e do pé em outro extremo.

Ao longo deste trabalho diversas preparacoes foram feitas, onde agregados aleatorios
de endoderme e ectoderme foram obtidos e posteriormente evoluiram para um individuo
adulto com capacidade de alimentar-se e reproduzir-se, mostrando assim que o protocolo
usado estava correto.

Como foi dito o foco deste trabalho, na primeira fase, é o estudo da formagao do agre-
gado onde o mecanismo dominante é a adesividade entre células. A escolha deste foco se
deve ao fato que a hipotese da adesao diferenciada de Steinberg propoe que este meca-
nismos seja comum a todos os processos de embriogénese, nao somente a regeneragao de
organismo simples como as hidras. Em particular esta teoria tem como hipo6tese que, devido
a adesao, os tecidos celulares se comportariam como liquidos. Assim misturas de dois teci-
dos apresentariam propriedades de liquidos imisciveis com propriedades como segregagao e
envelopamento de um tecido sobre o outro.

Isto é observado no caso da hidra, onde agregados de células endodermicas e ectoder-
micas misturadas aleatoriamente, segregam completamente com as células ectodermicas
envelopando completamente as endodermicas.

De acordo com a proposta de Steinberg o processo de segregacao é um processo de
minimizacao de energia de superficie, onde as interfaces com maior tensao superficial tendem
a diminuir sua area. Como conseqiiéncia disto um tecido com maior tensao superficial é
envelopado por um tecido de menor tensao superficial.

O objetivo principal deste trabalho, foi portanto, desenvolver um método para medida
da tensao superficial de agregados de hidra. Como ja foi mencionado, no texto, outras
medidas foram feitas em embrioes de vertebrados e anfibios com o mesmo objetivo. Para
isto, desenvolvemos um sistema original, diferente dos previamente utilizados na literatura.

A medida da tensao superficial de um agregado é uma medida reolégica onde devemos
aplicar uma forca e medir a deformagao causada por ela. A deformagao é medida oticamente
com o auxilio de um microscopio. O agregado lembra uma gota liquida pressionada entre
duas placas, apresentando curvaturas nas suas paredes livres. O ponto critico deste sistema
¢ como medir as tensoes aplicadas que devem ser da ordem de u/N que é a ordem das forgas

suportadas elasticamente pelos agregados.
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A novidade do equipamento desenvolvido neste trabalho é o uso de uma bolha de ar para
estimar a forca que pressiona o agregado. Pressiona-se uma bolha de ar contra o agregado e
oticamente mede-se a deformacao da bolha. Usando o valor tabelado da tensao superficial
do ar na dgua estimamos a forca que esta faz sobre o agregado. Para validar nossas medidas
aferimos nosso equipamento ao pressionar uma bolha de ar contra uma outra bolha de ar.
Usando a primeira bolha como medidor de tensao e a segunda como sistema cuja tensao
superficial queriamos determinar. O valor medido da tensao superficial foi de 7, 17.10_2%
sendo que o valor tabelado para uma temperatura de 20°C' (usado para a primeira bolha)
e, 52.10_2%. Este erro em torno de 5% é da ordem do erro de outros métodos de medida
de foram utilizados na literatura.

O valor médio da tensao superficial para agregado misto, formado de células endoder-
micas e ectodermicas, de hidra foi de 14, 02.10’2%. Ao compararmos o valor da tensao
superficial de hidras com agregados embrionérios de vertebrados e anfibios notamos que seu
valor é bem maior, da ordem de cinco a dez vezes maior. Uma possivel explicacao para isto
é o tempo de incubacgao das medidas e o fato do agregado ser misto. Para o tempo de incu-
bacao que usamos o agregado ja estava completamente segregado, apresentando cavidade e
possivelmente com alguns dos mecanismos biol6gicos descritos anteriormente atuando.

Medidas com agregados com tempo de vida inferior a 12 horas de vida, foram tentadas
mas com nenhum sucesso, aparentemente a adesividade entre as células era muito baixa.
Quando pressionados estes agregados apresentavam somente uma resposta viscosa.

Antes da coleta dos dados fotogréaficos o seguinte procedimento é adotado: o agregado
¢ pressionado e liberado rapidamente. Se sua resposta é elastica a medida é tomada. Ao
pressionarmos por um tempo mais longo, ou seja, maior do que o tempo de relaxacao a
resposta é viscosa. Quando liberado o agregado estd com as bordas superiores achatadas.
Depois de um determinado tempo o agregado se arredonda novamente. Mostrando seu
comportamento viscoeléstico.

Nao temos como precisar, no periodo de tempo de 6 a 12 horas de vida, se as células
do agregado estao unidas apenas devido a adesividade. Supomos que no decorrer do tempo
a adesividade entre as células vai aumentando em um periodo de tempo maior do que 12

horas. E provavel que a mesogléia ja esteja sendo formada (capitulo 2). Agregados com mais
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de 20 horas de vida certamente estao com a mesogléia formada e apresentam protuberancias
que caracterizam a polarizacao, indicando completa regeneracao e formacao de cabeca e pé.
Acreditamos que a formacao da mesogléia pode influenciar nas medidas.

Futuramente pretendemos fazer agregados formados somente de por tinico tipo celular.
Para isto, um protocolo de separacao de tecidos deve ser elaborado, bem como um protocolo
para obtencao de agregados sadios de somente um tipo celular. Isto nao ¢ completamente
6bvio, visto que, as células de endoderme nao se adaptao facilmente no meio externo.

No que se refere ao equipamento de medida muito tem que ser ainda desenvolvido.
Primeiramente devemos ter mais cuidados com as superficies de contato do equipamento
com a bolha e agregado. Atualmente existem contatos com teflon nas extremidades externas
e aluminio entre a bolha e agregado. Nao sabemos o tipo de interacao existente entre estes
materiais e o bolha de ar. Possivelmente tenhamos que cobrir estas superficies com materiais
cujas afinidades com material bioldgico sejam mais conhecidas. Devemos também introduzir
uma forma de seguir temporalmente a resposta mecanica do agregado. Assim podemos
avaliar se sua resposta é realmente bem descrita pela equacao constitutiva (apresentada no
capitulo 3).

O objetivo final serd determinar o valor da tensao superficial dos tecidos de ectoderme
e endoderme e comparar com o valor do agregado misto. Através da medida destas tensoes
superficial serd possivel prever qual serd o comportameto de envelopamento e validar a

hipotese da adesao diferenciada para agregados celulares de hidras.
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Trabalhos futuros

Futuramente pretendemos obter medidas de tensao superficial em agregados de células
isoladas. Pois, estas medidas sao essenciais para melhor entender os dados obtidos. Entao
poderemos comparar os valores de tensao medidos para agregados de célula tinica e mistos.
Pretentemos, desta forma, analisar a correspondéncia de envelopamento e tensao superficial.
Entao, poderemos validar a hipotese da adesao diferenciada para agregados de hidra.

Para isto, um protocolo de separacao de tecidos deve ser elaborado, bem como um
protocolo para a obtencao de agregados sadios formados de apenas um tnico tipo celular.
Isto nao é completamente 6bvio, visto que, células de endoderme nao se adaptao no meio
de cultura.

No que se refere ao equipamento de medida de tensao superficial, muito tem que ser
aprimorado. Primeiramente devemos ter mais cuidado com as superficies de contato do
equipamento com a bolha e o agregado. Nao sabemos o tipo de interacao existente entre
este material e a bolha de ar. Possivelmente, tenhamos que cobrir estas superficies com
materiais cujas afinidades sejam mais conhecidas.

Devemos também introduzir uma forma de seguir temporalmente a resposta mecanica
do agregado. Assim, podemos avaliar se sua resposta é realmente bem descrita por uma
equacao constituitiva tipica de sistemas viscoelasticos. Este trabalho sera desenvolvido no
Laboratorio de carcterizacao de Estruturas Celulares do Instituto de Fisica da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.
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Protocolo de preparacao de meio de

cultura de hidras (Hydra Medium):

A HM é obtida pela mistura de 5 solugoes que devem ser cuidadosamente preparadas:

e Solucgao A:

NaHCOj3 8.4g diluida em 200ml de agua destilada

e Solugao B:

MgCly 4.07g diluida em 200ml de agua destilada

e Solucao C:

MgSO, 1.98g diluida em 200ml de dgua destilada

e Solugao D:

KNOj; 0.41g diluida em 200ml de 4gua destilada

e Solucgao E:

CaCly0 22.2g diluida em 200ml de agua destilada
Em 101 de agua destilada misturamos:

e 30ml da solugao A

e 10ml da solucao B
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e 10ml da solucao C
e 10ml da solucao D

e 10ml da solucao E

O pH da HM deve ajustado em 7.0 - 7.4.
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Protocolo de preparacao de meio de

dissociagao (DM):

O meio de dissociagdo (DM) é composto pela mistura de quatro solugoes, que devem ser

medidas cuidadosamente:

e Solugao A:
MgSO47TH50 (sulfato de magnésio)= 0.49g
KC1I (cloreto de potassio)= 0.42g
TES buffer — 4.95¢g

Tudo diluido em 100ml de 4gua destilada

e Solucao B:
NaH POy (sulfato de sodio)= 0.19g
K HyPO, (fosfato de potassio)— 0.12g

Tudo diluido em 100ml de 4gua destilada

e Solugao C:
NaPyruvate = 1.10g
NasCitrate (citrato de sodio) = 2.94g

Tudo diluido em 100ml de agua destilada
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e Solugao D:
CaCly.2H50 (cloreto de calcio)= 0.882g

Diluido em 1020ml de dgua destilada

Misturar nas seguintes proporcoes:

5% ou 25ml da solucao A

5% ou 25ml da solucao B

5% ou 25ml da solucao C

58% ou 425ml da solugao D

O pH da DM deve ser ajustado em 7.0.
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Protocolo para a realizacao da

experiéncia de dissociacao celular:

1. Utilizar hidras que estao em jejum por dois dias, sendo que as mesmas devem ser
limpas periodicamente (mesmo nos dias em que nao foram alimentadas). Com a pipeta
colocar as hidras no prato prato petry);

2. Cortar pés e cabecas, ir colocando os troncos num tubo de ensaio contendo HM;

3. Quando tiver a quantidade necessaria de troncos, trocar aproxidamente 3 vezes a
HM;

4. Substituir HM por 5 ml de DM e enxaguar 3 vezes;

5. Colocar os troncos sobre uma superficie de vidro na qual comegamos a picé-las. Os
pedacos devem ser pequenos, porém nao ao ponto de danificar o tecido, ou seja, nao devem
ficar indistinguiveis, mas com aspecto granular;

6. Colocar a mistura em um tubo de ensaio e adicionar 5 ml de DM gelado (4°C') e
deixar descansar por 30 minutos;

7. Pipetar o liquido para que as forcas de cisalhamento ajudem a dissociar as células.
Procedimento realizado em aproximadamente 10 minutos. Isto deve ser feito com forca,
mas sem producao de bolhas. A pipeta deve ter uma pequena abertura;

8. Remover parte do liquido da superficie (fragmentos de células) e ressuspender (pipe-
tar) todo o liquido deixando no fundo aproximadamente 1 ml;

9. Complete com 4 ml de DM no tubo onde deixamos o resto da mistura;

10. Colocar filtro em um novo tubo de ensaio e filtrar o liquido;
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11. Completar o tubo do liquido filtrado com 8 ml de DM, dependendo de quantas hidras
utilizamos, podemos fazer varios tubos desta suspensao, tomando cuidado para manter a
densidade celular igual para todas;

12. Centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos;

13. Devemos ter como resultado um agregado por tubo de ensaio. Deixar descansar no
gelo por 30 minutos;

14. E possivel cortar os agregados em sub-agregados. Desaconselhamos isto, preferindo
fazer mais tubos com concentracoes de células menores.

15. 6-8h apos o agregado estar pronto, fazer uma troca de todo o DM por HM.



Apéndice D

Calculo do volume e da area do

agregado:

D.1 Calculo da area do agregado

A area do agregado pode ser calculada como:

A= /%f @)1+ [ (@) dz

lembrando

f(x) =6+ VR —2?

a sua derivada fica

entao

substituindo na integal
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!

A= 27rR§+2(27rR2)/2 dx {L + 1}

0 RQ—I‘Z

lembrando que

l 2
— 2 [
e
0= (R — Ry)

a area finalmente é:
A=2rR;+2(2rR,) ! + d arcsin L
N 3 2712 2R,

D.2 Calculo do volume do agregado

Vamos calcular o volume do sélido de revolucgao
O volume do agregado, representado pelo solido de revolucao acima, pode ser calculado

pela integral:

V = /dv = /rd’rd@dz

Resolvendo a integral em coordenadas esféricas

!

2 5 f(z)
V = / do / dz / rdr
0 =L 0

2

sendo a integral de um angulo
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A

Fig. D.1: Solido de revolugao
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Fig. D.2: Lateral do sélido de revolugao

analisando a curvatura do sélido

R§:x2+z2

Y
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sendo

(5: (Rl —Rz)

substituindo na integral do volume

!

V:w/2d2(5+ (R2 — 22

2
como esta fungao é par, entao:

1
V:ﬂ/de <5Z+25,/R2—Z2+R2—22)
0 2 2

3 3 3
V =2n (52+R§)/ dz—/ d222+25/ dz\/ R — 72
0 0 0
23 2
l L 2
V =2r (52+R§)z§—§§+25/0 dz\/R3 — 23
V=27

11 /1\° she g 72
(52+R§)§—§<§> +25/0 éRﬁ (1 )

R
Entao fazendo algumas substituicoes a integral fica:

[ [? [
+ORS | == /1 — + arcsin (—)
2 <2R2 (2R2)2 2Ry

V =27

o gy L L(LY
(0 B3 L 3(2)
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