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ResumoUm dos problemas fundamentais da embriogênese é o posi
ionamento das 
élulas que
ompõe os diversos te
idos de um organismo durante desenvolvimento. A Hipótese daAdesão Diferen
iada (HAD) de Steinberg a�rma que parte do problema de posi
ionamentoé resolvido por a�nidade de adesão entre 
élulas. De a
ordo 
om esta visão, dois tipos
elulares diferentes se 
omportariam 
omo molé
ulas de líquidos imis
íveis, segregando-senaturalmente para minimizar sua energia super�
ial. Assim, agregados 
elulares apresen-tariam tensões super�
iais 
ujos valores estão rela
ionados 
om sua adesividade. Nestetrabalho, apresentamos uma té
ni
a experimental nova para medida da tensão super�
ialde um agregados 
elulares e a testamos em agregados de 
élulas de hidras. Tais medidassão de fundamental importân
ia para estudarmos as propriedades físi
as de nosso sistemabiológi
o. Pois, possibitam previsões téori
as fa
ilmente testáveis de 
omo te
idos feitos dediferentes tipos 
elulares se 
omportam e organizam-se.



Abstra
tThe 
orre
t positioning of the 
ells that make the di�erent tissues in developing orga-nisms is a fundamental problem in embriogenesis. The Di�erential Adhesion Hypothesis(DAH), by Steinberg, proposes that part of the problem is resolved due to adhesion a�ni-ties between 
ells. A

ording to this view, di�erent 
ells in a tissue aggregates to minimizethe surfa
e energy similar to mole
ules in an immis
ible liquid, segregating to minimizesurfa
e energy. Therefore 
ell aggregates present surfa
e tensions that are related with theadhesion for
es. In this work, we present a new te
hnique to measure surfa
e tensions in 
ellaggregates, using hydra 
ell aggregates as a model. For this, one equipament was developedin Physi
ist Institute at UFRGS.
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Capítulo 1IntroduçãoO embrião ini
ialmente tem suas 
élulas iguais. Ao longo do seu desenvolvimento o
orrediferen
iação e migração de 
élulas. A adesividade entre as 
élulas determina as relaçõesde asso
iação, ou seja, 
élulas apresentam diferentes intensidades de adesão de a
ordo 
omseu tipo. Estas relações de asso
iação de�nem a direção do movimento 
elular que irãoformar te
idos e órgãos. Em um agregado 
elular a adesividade entre as 
élulas determinamo ordenamento 
elular em 
amadas homogêneas e distintas. Este pro
esso de organização
elular é 
hamado de segregação 
elular.Uma possível expli
ação para este pro
esso é a hipótese da adesão diferen
iada paraa embriogenese de Steinberg. Ela postula que a 
élula explora aleatoriamante a sua vizi-nhança pro
urando uma posição de maior adesividade [1, 2℄. Está hipótese será o fo
o destetrabalho.A hipótese da adesão diferen
iada (HAD) não expli
a todo o fen�meno da embriogênese.Ela é mais adequada para expli
ar organizações 
elulares de es
ala de tempo mais 
urtas,onde me
anismos puramente biológi
os 
omo diferen
iação ou reprodução ainda não tiveramtempo de agir. Em parti
ular esta teoria des
reve a
uradamente o 
omportamento deagregados 
elulares feitos em laboratório (in vitro), para os quais se observa arredondamentoe separação de fases quando o agregado é 
omposto por mais de um tipo 
elular.Como determinado pela HAD [3, 4, 5℄, a ordenação de 
élulas embri�ni
as e o envelopa-mento de te
idos embrionários são semelhantes ao 
omportamento de espalhamento de umlíquido sobre a superfí
ie do outro [1, 3, 4℄.As primeiras pesquisas sobre adesão 
elular foram apresentadas no trabalho de Re
-



Capítulo 1. Introdução 3klinghausen (1862), o qual mostrava que os te
idos 
elulares em geral eram unidos por um
imento que atuava 
omo selador do espaço inter
elular, inter
one
tando 
élulas vizinhasdentro de um te
ido.A experiên
ia de separação de te
idos vivos, vista originalmente no trabalho de S
hie�erde
ker[6℄,que separou epiderme de derme, mostrou 
laramente que estes te
idos são 
one
tados viauma material 
onstituído por proteínas. Con
luiu-se então, que te
idos 
elulares são uni-das por um �
imento inter
elular� ou �substrato� [7℄. Esta visão foi adotada por Mos
onae reforçada pela sua demonstração de que te
idos embrionários de vertebrados podem serdisso
iados em 
élulas úni
as[8℄. Este 
on
eito permane
eu até 1960[9℄ quando Mos
ona[10℄introduziu o 
on
eito de matriz extra
elular. Ela seria responsável pela asso
iação entre as
élulas embri�ni
as.Todas as propriedades que os te
idos 
elulares apresentam, tal 
omo, a�nidades e de-sa�nidades em agregados 
elulares, movimento de massa 
elular tal 
omo esti
amentos edobraduras e gradientes quími
os foram então asso
iados a matriz extra
elular.A matriz extra
elular é responsável pelo preen
himento do espaço vazio e pela união deuma 
élula a outra, é de fundamental importân
ia nas funções vitais dos te
idos animaise vegetais. A matriz extra
elular é 
onstituída de inúmeras proteínas e polissa
arídeosque se organizam em forma de rede. Sendo responsável pela maior parte da diversidademorfológi
a, fun
ional e patológi
a dos te
idos. A quantidade de matriz é variável 
om otipo de te
ido, sendo abundante prin
ipalmente nos te
idos 
onjuntivos (
artilagem, osso,derme) e es
assa no te
ido nervoso e te
ido epitelial, formando um substrato que forne
e
ondições adequadas para o 
res
imento e diferen
iação das 
élulas de vários te
idos[11℄.A idéia que somente a matriz extra
elular era responsável pela 
onexão de te
idos ea�nidade 
elular foi abandonada quando Steinberg[12℄ demonstrou, através da disso
iação de
élulas embri�ni
as de vertebrados, que a forma 
omo as 
élulas se asso
iam é determinadapor suas propriedades intrínse
as.Johannes Holtfreter e 
olaboradores [13, 14, 15℄ investigaram o 
omportamento de 
élulasde te
idos embri�ni
as de anfíbios, asso
iados em várias 
ombinações in vitro, e 
on
luiramque os mesmos demonstram preferên
ias em asso
iações 
om outros te
idos e se rearrajamem 
ombinações parti
ulares para adotar uma 
on�guração semelhante demonstrada no



Capítulo 1. Introdução 4
urso do desenvolvimento embri�ni
o.Holtfreter[13℄ introduziu o termo a�nidade 
elular para des
rever o pro
esso de reor-denamento 
elular e re
onstrução do te
ido original que o
orre após a disso
iação totale da mistura aleatória 
om 
élulas de outros te
idos. Além disso, foi demonstrado quenão existem somente preferên
ias asso
iativas, mas os te
idos também preferem posiçõesparti
ulares (interna, externa e ou intermediária) dentro de um agregado multi
elular.Townes e Holtfreter[14℄ desenvolveram a idéia que tensões super�
iais e aderên
ia, parate
idos 
elulares, são dois parâmetros separados que operam independentemente para espe-
i�
ar 
on�gurações de te
idos.Várias hipóteses foram formuladas para expli
ar este tipo de 
omportamento. Harris[16℄sugeriu a teoria da 
ontração diferen
ial de superfí
ie para expli
ar o ordenamento 
elular,a qual a�rma que a 
élula mais 
ontrá
til está sobre a superfí
ie exposta, por outro lado, a
élula menos 
ontrá
til está em uma posição mais interna possibilitando um ordenamentorelativo de ambas. Jones et al.[17℄ propuseram que a velo
idade relativa pode determinar oposi
ionamento dos te
idos no agregado 
elular, 
onseqüentemente a população 
elular quemovimenta-se mais rápido tende a envelopar a menos veloz. Mas a diferença de adesividadeentre dois te
idos são fatores su�
ientes para 
ausar o ordenamento 
elular, espalhamentode te
idos e a obtenção da mesma 
on�guração anat�mi
a 
on
ordando 
om a hipótese daadesão diferen
iada[18℄.A validação da hipótese da adesão diferen
iada requer a demonstração de que te
i-dos apresentam propriedades que expli
am o seu 
omportamento de líquido assim possi-bilitando as medidas de propriedades físi
as 
omo tensão super�
ial. Vários experimen-tos 
omprovaram que te
idos 
elulares possuem 
omportamento semelhante aos líquidos[19, 20, 21, 22, 23, 24, 25℄.As primeiras medidas da tensão super�
ial de te
idos mostraram as preferên
ias de es-palhamento mútuo [19, 20, 22℄. Davis registrou os primeiros valores numéri
os da tensãosuper�
ial de te
idos vivos, da superfí
ie de e
toderme, mesoderme e endoderme de anfíbios,e Foty et al[24℄ analisaram os valores numéri
os da tensão super�
ial de 
in
o te
idos embri-onários de vertebrado. Através dos valores medidos de tensão super�
ial, pode-se analisar aintensidade 
om a qual os te
idos aderem e 
orretamente predizer qual dos pares de te
idos



Capítulo 1. Introdução 5tendem a espalhar-se sobre a superfí
ie de outro.O objetivo deste trabalho é a realização de medidas reológi
as sistemáti
as de tensãosuper�
ial em agregados 
onstituidos por dois tipos 
elulares de Hidras vulgaris. Quandotal organismo tem suas 
élulas disso
iadas (devido a ação de uma solução apropriada, mas
onservando suas funções vitais), misturadas em um 
entrífuga, e então re
olo
adas emmeio de 
ultura, elas são 
apazes de se reagrupar, de tal maneira, a re
onstruir um novoindivíduo perfeitamente fun
ional.No 
apítulo 2 mostraremos a histologia e �siologia das hidras, no 
apítulo 3 mostraremosde forma ampla todos os 
on
eitos físi
os que estão rela
ionadas as nossas medidas e 
ara
-terísti
as 
omportamentais do agregado 
elular. O 
apítulo 4 destina-se ao estudo, de formabási
a, de alguns 
on
eitos biológi
os. No 
apítulo 5 mostraremos trabalhos rela
ionados
om o nosso, que utilizam o mesmo método, para a obtenção de medidas de tensão super�-
ial em vários tipos de agregados 
elulares. No 
apítulo 6 mostraremos de forma detalhadao material experimental utilizado para as medidas reológi
as e nos apêndi
es en
ontram-setodos os proto
olos seguidos para a manutenção e obtenção de agregados 
elulares de hidra.



Capítulo 2CnidáriosO �lo Cnidária ou Celenterados in
lui as famílias hidras, águas-vivas, anêmonas-do-mare 
orais. Os 
nidários podem ser estruturados 
omo polipos ou medusas. O polipo é a
ara
terísti
a dos animais que possuem 
orpo tubular ou 
ilíndri
o radialmente simétri
o,
om a extremidade oral dire
ionada para 
ima onde en
ontra-se ao redor da bo
a tentá
ulos(representando evaginações da parede 
orporal) responsáveis pela 
aptura e digestão dealimento. A bo
a é a úni
a abertura no interior da 
avidade intestinal, enquanto que o pése en
ontra �xo a superfí
ie. Seu deslo
amento é lento, porque o
orre através de saltos e
ontrações 
orporais[26℄.Histologi
amente os 
nidários são mais primitivos na 
adeia evolutiva, embora a suaestrutura possua alguma das espe
i�
ações en
ontradas nos metozoários superiores. Umnúmero 
onsiderável de tipos 
elulares 
ompõem a e
toderme e a endoderme, mas há so-mente um grau limitado de desenvolvimento de órgãos. Por este motivo, geralmente sãoin
luidos em uma divisão do Reino Animal 
hamada Radiata.A estrutura do 
orpo de um 
nidário 
onsiste de 3 
amadas bási
as:
• Epitélio externo - e
toderme;
• Camada extra
elular - mesogléia;
• Epitélio interno - endoderme.Entre os dois epitélios, situa-se a mesogléia, que 
onsiste em uma lâmina �na a
elular,gelatinosa, 
onstituída de substân
ias que separam as 
élulas das 
amadas de e
toderme eendoderme, onde se en
ontra aderida a matriz extra
elular.



Capítulo 2. Cnidários 7Os 
nidários são marinhos, 
om ex
essão das hidras e de uns pou
os hidrozoários de água-do
e. A maioria habita águas rasas e as formas sésseis (seus órgãos são �xados diretamenteà parede do epitélio interno) abundam nas 
ostas, ro
has ou nas formações 
oralinas naságuas tropi
ais.2.1 Histologia e FisiologiaA hidra possui alta 
apa
idade de regeneração, motivo pelo qual, é muito utilizada noestudo de reagrupamento 
elular e estabele
imento de 
on�gurações de equilíbrio por adesõesdiferen
iadas, sendo este o objetivo deste estudo.As hidras são animais de água-do
e, 
om o 
orpo na forma de polipo (
ilíndri
o) quevariam de uns pou
os milímetros até 1 
m de 
omprimento. No entanto, seu diâmetro
orporal raramente ex
ede 1 mm. A extremidade aboral (direção inferior do 
orpo) formaum dis
o basal, por meio do qual o animal prende-se a superfí
ie. A extremidade oral
ontém uma plataforma ou 
one 
hamada de hipóstomo, 
om a bo
a no topo. Ao redor dabase do 
one en
ontra-se um 
ír
ulo de 
er
a de seis tentá
ulos (�g. 2.1).
boca tentaculo

disco basal

nematocisto
do tentaculo

mesogleia

abertura 
´

´

´

ectoderme

endoderme

brotamento

cavidade

Fig. 2.1: Estrutura geral da hidra adulta.



Capítulo 2. Cnidários 8Na epiderme (
onjunto formado pela e
toderme, mesoderme e endoderme) en
ontram-se 
élulas e
todérmi
as, lo
alizada na 
amada externa. Os tentá
ulos são responsáveis peladefesa e alimentação, 
ontendo nos tentá
ulos várias estruturas 
hamadas de nemato
istos,
apazes de injetar uma substân
ia tóxi
a paralisante ou irritante na pele do animal queservirá de alimento. Também na epiderme lo
alizam-se as 
élulas endodérmi
as, en
ontradasapenas na 
amada interna, responsáveis pela atividade digestiva. A seguir estudaremosdetalhadamente as 
amadas epiteliais das hidras.2.1.1 Epiderme
nematocisto

Ectoderme

Endoderme

cnidocito

cilio

cilio

fibrilas musculares
laminas basais
fibras musculares
neuronio

celula receptora
celula intersticial
celula epiteliomuscular

nucleo´

´ ´

´

´

~

‘secrecoes granulares

‘

~

^

Mesogleia´

~vacuolo alimentar em formacao´ Fig. 2.2: Parede 
orporal de uma hidra (
orte longitudinal)As 
élulas epiteliais en
ontram-se permanentemente no 
i
lo mitóti
o, isto é, existe umestado esta
ionário de produção e perda de 
élulas, ou seja, existe uma freqüente renovação
elular in
lusive de neur�nios o que torna a hidra um animal extremamente regenerativo. Asua vida 
elular possui a 
urta duração de três dias, desta forma a massa do te
ido dupli
aem um intervalo de três a quatro dias. Mas o tamanho da hidra permane
e o mesmo, ouseja, à medida que as 
élulas se dividem in
rementando a massa da 
oluna, as 
amadas



Capítulo 2. Cnidários 9epiteliais se movem ao longo do 
orpo. Os te
idos estão sempre se deslo
ando pelo 
orpoe eventualmente se perdem para o meio externo. O restante é utilizado na formação debrotamentos.2.1.2 E
todermeA e
toderme é 
omposta por quatro tipos de 
élulas prin
ipais: 
élulas epiteliomus
ulares,
élulas intersti
iais, 
élulas se
retoras de mu
o e 
élulas re
eptoras e nervosas.As 
élulas epiteliomus
ulares são os tipos mais 
omuns en
ontrados nos 
nidários. Elaslo
alizam-se sobre a mesogléia e são responsáveis pela lo
omoção. Na hidra o movimentoo
orre devido a 
ontrações 
orporais.Abaixo da superfí
ie epidérmi
a e en�adas entre as 
élulas epiteliomus
ulares en
ontram-se as 
élulas intersti
iais. Elas são 
élulas pequenas e redondas 
om nú
leos relativamentegrandes. As 
élulas intersti
iais também agem 
omo 
élulas germinativas ou formativasdando origem ao esperma e ovos e a qualquer outro tipo de 
élula, ou seja, são 
élulastotipotentes (
élulas tron
o).As 
élulas se
retoras de mu
o são en
ontradas em grande quantidade no dis
o basal (pé),sendo responsáveis pela �xação da hidra.As 
élulas re
eptoras são alongadas e orientadas em ângulos retos em relação a superfí
ieepidérmi
a. São abundantes nos tentá
ulos e podem invaginar no interior das 
élulas epite-liomus
ulares. Lo
alizam-se na e
toderme e são super�
ialmente semelhantes aos neur�niosmultipolares dos animais superiores.2.1.3 MesodermeA mesogléia é uma 
amada a
elular, na qual, os te
idos da hidra aderem-se e onde en
ontra-se a matriz extra
elular. Além de servir 
omo ligação entre a e
toderme e endoderme,também in�uên
ia na migração, diferen
iação e proliferação das 
élulas.Lo
aliza-se abaixo da e
toderme, onde en
ontram-se rami�
ações das 
élulas nervosas,que não se assemelham fun
ionalmente aos dentritos e ax�nios dos neur�nios ou 
élulas ner-vosas desenvolvidas nos animais mais desenvolvidos. Essas 
élulas nervosas fazem 
ontado
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om os prolongamentos das 
élulas sensitivas e 
om as �bras 
ontráteis das 
élu-las epitélio-mus
ulares. Dessa forma, surge um me
anismo sensitivo-neuromotor: as 
élulassensitivas re
ebem estímulos, as 
élulas nervosas 
onduzem os impulsos e as �bras 
ontráteisreagem 
om 
ontração produzindo os movimentos do 
orpo.2.1.4 EndodermeA endoderme possui diversos tipos de 
élulas 
omo: 
élulas sensitivas, 
élulas �ageladas,
élulas intersti
iais, 
élulas glandulares e 
élulas epitélio-digestivas.As 
élulas glandulares produzem enzimas digestivas que são lançadas na 
avidade 
entralou 
avidade gastrovas
ular, 
ontribuindo para a digestão extra
elular. Contudo, as 
élulas�ageladas 
aptam alimentos não digeridos ou par
ialmente digeridos e os transferem às
élulas epitélio-digestivas da endoderme, na qual o
orre também a digestão inter
elular. Olíquido da 
avidade gastrovas
ular fun
iona 
omo esqueleto hidráuli
o.2.2 Sistema nervosoAs 
élulas nervosas arranjam-se em uma rede nervosa irregular, sobre a e
toderme e endo-derme, e 
on
entram-se parti
ularmente ao redor da bo
a. Algumas sinapses são simétri
as,ou seja, os terminais neuroniais de ambos os lados da sinapse se
retam uma substân
ia trans-missora, e pode-se ini
iar um impulso em qualquer direção através da sinapse. Os neur�nios,que servem para as sinapses simétri
as, transmitem impulsos em ambas as direções e sãoportanto dire
ionalmente não-polarizados, em 
ontraste 
om o sistema nervoso dos animaissuperiores.2.3 MovimentoO 
ilindro 
orporal e os tentá
ulos dos 
nidários podem estender-se, 
ontrair-se ou 
urvar-separa um lado ou outro de forma a ajudar na lo
omoção, que o
orre por saltos ou �utuaçãodevido a 
ontrações das �bras epidérmi
as longitudinais. O �uxo de líquido no interior da
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avidade gastrovas
ular exer
e um papel importante, pois fun
iona 
omo esqueleto hidráu-li
o, levando água através da bo
a. Uma hidra relaxada pode esti
ar-se até 20mm, enquantoque a 
ontração das �bras epidérmi
as pode reduzi-la a menos de 0.5mm.2.4 NutriçãoTodos os 
nidários são 
arnívoros e alimentam-se prin
ipalmente de pequenos 
rustá
eos(artêmia). A hidra possui quatro tipos de nemato
istos, que se arranjam nos tentá
ulosem grupos ou baterias. Cada bateria possui uma grande quantidade de substân
ias tóxi
as,apare
endo 
omo saliên
ias ou verrugas quando os tentá
ulos se estendem. Devido a umades
arga dos nemato
istos a presa é paralisada quando entra em 
ontato 
om os tentá
ulos.Os nemato
istos são utilizados apenas uma úni
as vez, após a 
aptura da artêmia são for-mados novos nemato
istos pelas 
élulas intersti
iais. Apenas uma parte é gasta na ingestãode uma artêmia. Os nemato
istos utilizados são substituidos dentro de 48 horas.Os tentá
ulos puxam o animal 
apturado em direção à bo
a, que se abre para engoli-lo.A bo
a pode distender-se enormemente e as se
reções da mu
osa ajudam a engolir. As
élulas enzimáti
o-glandulares des
arregam enzimas proteolíti
as, reduzindo gradualmenteos te
idos da presa a um 
aldo ralo.Curiosamente as hidras não apresentam bo
a permanente, quando o animal não estase alimentando, as 
élulas epidérmi
as e gastrodérmi
as ao redor da bo
a formam junçõesseptadas selantes entre si e selam a bo
a reduzindo o transporte entre as 
élulas isolando oanimal do ambiente. A abertura da bo
a pare
e dever-se à 
ontração mus
ular.Após essa fase extra
elular ini
ial, a digestão 
ontinua intra
elularmente. Os produtosda digestão são distribuidos por difusão. Os materiais indigeríveis são ejetados pela bo
aquando o 
orpo se 
ontrai.2.5 ReproduçãoA reprodução pode ser assexuada ou sexuada. O fator determinante da forma de reproduçãosão as 
ondições ambientais. Se o ambiente for favorável, forne
endo alimento regularmente,



Capítulo 2. Cnidários 12luminosidade, temperatura adequada (não superior a 20◦C), os animais preferen
ialmenteirão adotar a reprodução por brotamento. Em 
ondições não favoráveis, os animais irãoadotar a reprodução sexuada.Nas hidras o brotamento assexuado é o meio 
omum de reprodução durante os mesesmais quentes do anos. Por este motivo, as hidras são animais que possuem alto poder deregeneração. O broto desenvolve-se 
omo uma evaginação simples da parede 
orporal epossui uma extensão 
om a 
avidade gastrovas
ular da hidra adulta. Na extremidade daprotrusão se torna a 
abeça da nova hidra, 
res
endo à medida que o broto adota te
ido do
orpo do adulto (�g. 2.3).
Broto assexuado

Fig. 2.3: Corte de uma hidra 
om um broto assexuado.A morfogênese deste pro
esso possui simetria, ou seja, o te
ido lo
alizado no ponto ondese ini
ia a formação da protrusão (futura 
abeça), en
ontra-se 
on
êntri
o e esta origem sediferen
ia para organizar a formação de futura região gástri
a e pé. Estas tendên
ias geo-métri
as indi
am a formação de pré-padrões morfogéni
os, ou seja, existe uma dependên
iaespa
ial em relação ao pé e 
abeça do adulto. Esta polaridade é ainda mais notável emexperiên
ias de regeneração, pois os te
idos obtidos de diferentes lo
alidades do 
orpo vãoapresentar tendên
ias próprias quanto a probabilidade de se transformar em 
abeça ou pé.Nos brotos a bo
a e os tentá
ulos se formam-se na extremidade superior do 
orpo e
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am-se da hidra adulta e tornam-se independentes. O brotamento o
orreem muitos outros 
nidários e é o meio pelo qual o
orre o aumento das 
ol�nias.A reprodução sexuada o
orre prin
ipalmente no outono, através da produção de ovos.Como em todos os 
nidários, as 
élulas germinativas originam-se das 
élulas intersti
iais,que se agregam ao longo do 
orpo e formam ovários ou testí
ulos. Apenas um úni
o ovo éproduzido em 
ada ovário.2.6 RegeneraçãoExiste uma grande diversidade de animais dotados de te
idos que possuem alto poder de re-generação, pois são formados por 
élulas tron
o. Estas 
élulas são te
idos auto-regenerativosporque possuem alta 
apa
idade de divisão 
elular. A hidra é um exemplo deste sistema,ou seja, todos os seus te
idos são auto-regenerativos. Estando em 
onstante renovação in-
lusive os neur�nios. Dentro de um período de várias semanas, todas as 
élulas do 
orposão substituídas. Conseqüentemente, as hidras nun
a envelhe
em.As 
élulas intersti
iais 
ontribuem no pro
esso de regeneração, mas o pro
esso não de-pende apenas dessas 
élulas, em vez disso, as 
élulas e
todérmi
as e endodérmi
as nãodiferen
iadas são a prin
ipal fonte de material regenerativo.

Fig. 2.4: Regeneração de uma hidraExiste uma polaridade ou gradiente de dominân
ia da extremidade oral (superior) até a



Capítulo 2. Cnidários 14aboral (inferior). Se o 
orpo de uma hidra for interrompida em vários 
ortes, 
ada pedaçose regenera e forma um novo individuo. Além do mais, a polaridade original é mantida,de forma que os tentá
ulos sempre se formam na extremidade mais próxima a extremidadeoral do animal inta
to e o dis
o basal surgirá na direção oposta.O gradiente oral/aboral também se re�ete na velo
idade de regeneração, pois um pedaçoaboral regenera-se mais lentamente que outro retirado de uma região mais próxima à bo
a.Após a remoção por amputação dos pés e da 
abeça, o te
ido remanes
ente se regeneraformando um novo pé e uma nova 
abeça em pou
os dias. Também se isolarmos apenasum 
ilindro da 
oluna, ambas as extremidades iram reapare
er mantendo à morfologiaoriginal. Estas propriedades 
on�rmam a existên
ia de polaridade oral-aboral. A polaridadeé mantida mesmo após a se
ção, ou seja, todos os tipos de 
ortes são regenerados.A regeneração também o
orre a partir de agregados de 
élulas disso
iadas, ou seja,aglomerados aleatórios de 
élulas podem gerar um animal 
ompleto. Isto é, quando ini
i-almente produzido o agregado é uma massa de 
élulas aleatoriamente misturadas. Nestamassa 
elular, uma nova ordem é rapidamente estabele
ida pelo pro
esso de reagrupamentoe rearranjo 
elular. A estrutura resultante é uma pequena esfera que 
onsiste em uma
amada e
todérmi
a envolvendo a 
amada endodérmi
a.As hidras apresentam grande 
apa
idade de reorganização 
elular, que pode ser obser-vada após a separação e 
entrifugação de seus te
idos 
elulares. Quando obtemos in vitroagregados 
elulares formados por te
ido 
elular de e
toderme e endoderme o 
omportamentoobservado é semelhante a de líquidos imis
íveis. Isto é, as 
élulas do agregado estão ini
ial-mente misturadas e segregam (separam) e unem-se a 
élulas do mesmo tipo ou unem-se pora�nidade 
om 
élulas diferentes. Isto possibilita analisar todo o pro
esso de segregação eorganização 
elular. Por este motivo nos permite obter medidas de tensão super�
ial, sendoeste o objetivo deste estudo.



Capítulo 3ReologiaA reologia é uma área da me
âni
a do �uidos que estuda 
omo 
orpos sólidos ou �uidosrespondem quando apli
ada uma força me
âni
a que 
ausa deformação ou �uxo de matérialevando em 
onta a vis
osidade, plasti
idade, elasti
idade e es
oamento da matéria, ou seja,seu objetivo é estudar as mudanças na forma e no �uxo de um material, englobando todasestes fatores [27℄.Para a determinação das propriedades reológi
as de um material, devemos medir a defor-mação provo
ada por uma força ou medir a força ne
essária para 
ausar uma determinadadeformação num determinado intervalo de tempo, 
onsiderando as 
ara
terísti
as físi
as domaterial e levando em 
onta as 
ondições ambientais 
omo temperatura e pressão.A deformação de um 
orpo pode ser dividida em dois tipos:
• Deformação espontânea e reversível: Conhe
ida também 
omo deformação elás-ti
a;
• Deformação irreversível: Conhe
ida 
omo �uxo ou es
oamento vis
oso.Existem modelos me
âni
os que des
revem o 
omportamento físi
o de agregados 
elula-res. Estes modelos são 
onstituídos pela asso
iação de molas e amorte
edores 
hamados demodelo de Kelvin e modelo de Maxwell, que des
reveremos a seguir. Mas, primeiro, vamosde�nir os prin
ipais 
on
eitos da teoria da elasti
idade.
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ialA tensão super�
ial o
orre na superfí
ie dos líquidos, seus efeitos são per
ebidos quandoa superfí
ie do mesmo en
ontra-se em 
ontato 
om outro líquido, gás ou sólido. Então,tensão super�
ial é denominada 
omo uma força que se origina pelo 
ontato entre superfí
iesdiferentes (�g. 3.13) [28℄.

( a ) ( b )Fig. 3.1: ( a )Tensão super�
ial na superfí
ie de um líquido; ( b ) Tensão super�
ial emte
idos 
elulares.Na superfí
ie livre de um �uido em 
ontato 
om a atmosfera, por exemplo, as forçasque atraem as molé
ulas para fora do líquido são relativamente desprezíveis, pois existemrelativamente pou
as molé
ulas do mesmo no vapor sobre a superfí
ie (�g. 3.13 ( a )). Nointerior da massa líquida, as forças intermole
ulares de atração e repulsão são equilibradasem todas as direções. Entretanto, para as molé
ulas do líquido na superfí
ie, as forças de
oesão na 
amada da fase de separação entre o líquido e a atmosfera não são equilibradas poruma 
amada superior. Assim, as molé
ulas da superfí
ie são puxadas para a 
amada inferiore, em razão disto, as molé
ulas tendem a �
ar mais unidas, produzindo uma diminuição naárea relativa, 
omportando-se 
omo uma membrana 
apaz de suportar tensões. Isto re
ebeo nome de tensão super�
ial.



Capítulo 3. Reologia 17Qualquer sistema tende a evoluir para uma 
ondição de equilíbrio estável, na qual aenergia poten
ial é mínima. Assim, uma porção de líquido ajusta sua forma até que asuperfí
ie livre, e 
onseqüentemente a sua energia de superfí
ie, seja mínima. Por exemplo,uma gota de líquido, na ausên
ia de outras forças, adota a forma de esféri
a, uma vez que aesfera é a forma geométri
a que possui menor área super�
ial 
onservando o mesmo volume.A tensão super�
ial representa a força apli
ada sobre uma superfí
ie líquida, por unidadede 
omprimento, atuando perpendi
ularmente a superfí
ie do �uido. No sistema interna
io-nal de medidas, a tensão super�
ial é medida em N/m (Newton por metro) ou J/m2 (Joulepor metro quadrado), ou seja, é a energia de superfí
ie livre por unidade de área.As molé
ulas de um �uido estão ligadas entre si graças a forças de atração. Estasforças dão origem à 
oesão, ou seja, representa à tendên
ia que o �uido tem para se manter
omo um 
onjunto 
oeso de molé
ulas. As forças exer
idas entre as molé
ulas do �uido são
hamadas de forças de adesão.De forma semelhante aos líquidos, te
idos 
elulares diferentes quando 
olo
ados em 
on-tato apresentaram a formação de tensão super�
ial na interfa
e de separação. As 
élulasirão asso
iar-se as 
élulas as quais possuem maior a�nidade. No exemplo da �gura 3.1 (b) as
élulas representadas pela 
or 
inza apresentam maior preferên
ia de asso
iação 
om 
élulassemelhantes e menor a�nidade de 
ontato 
om 
élulas representadas pela 
or bran
a. Nainterfa
e de 
ontato irá surgir uma tensão super�
ial devido a diferenças na adesividade das
élulas.
Elemento

´ area

     de

Fig. 3.2: Bolha 
omprimida entre duas pla
as paralelas.Consideremos o exemplo de uma gota de um líquido 
ompressa entre pla
a paralelas (�g3.2). Analisando um pequeno elemento dx dy de uma superfí
ie 
om dupla 
urvatura 
om
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hegaremos a um equação que rela
iona tensão super�
ial, raios de 
urvaturalo
al e pressão .Sendo a diferença de pressão (pi + po) para o equilíbrio estáti
o do elemento deve a
om-panhar a tensão super�
ial (�g 3.3 e �g. 3.4).
S > d

x
d

y

d y

dx

elemento da area´

( a )

d

d
y

y

x

T

T

T
y

xTx

( b )Fig. 3.3: a)Superfí
ie 
urva. b) Forças atuando em um elemento de áreaA relação da diferença de pressão e a tensão super�
ial pode ser obtida a partir desteequilibro fazendo ΣF = 0 para os 
omponentes normais das forças que atuam no elementode área [29℄.A força atuante na gota:
F=P.A = 2Txsenθ + 2Tysenϕ(Eq.1)sendo que a tensão super�
ial é dependente da área:

Tx = σdye
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2R θ

F

dx

θ θ

Tx
xT

2

T

F

dy

ϕ ϕ

r

y

ϕ

Ty

Fig. 3.4: Forças atuando em uma superfí
ie 
urva
Ty = σdxe
sin θ =

dx

2R

sin ϕ =
dy

2Rsubstituindo os termos na Eq. 1:
F = Pdxdy = 2σdy

dx

2R
+ 2σ

dxdy

2rsimpli�
ando alguns termos, obtemos a relação bási
a entre tensão super�
ial e diferençade pressão:
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P = σ(

1

R
+

1

r
)Desta equação pode ser 
al
ulada a pressão (
ausada pela tensão super�
ial) em gotase jatos �nos. Esta equação é 
hamada de relação de Lapla
e.3.2 Comportamento elásti
oUm 
orpo elásti
o ideal é de�nido 
omo um 
orpo que se deforma reversivelmente quandouma força é apli
ada sobre o mesmo, ou seja, seu volume e forma original são re
uperadosapós a 
essação da força apli
ada. Não existe nenhuma perda de energia no meio e todo otrabalho apli
ado é re
uperado.Quando pressionado o agregado 
elular poderá responder de duas formas elasti
amenteou vis
osamente. A responsável pelo 
omportamento elásti
o é a tensão super�
ial geradapela adesividade 
elular. O 
omportamento vis
oso o
orre porque a vis
osidade de umte
ido 
elular é maior maior do que a vis
osidade de um �uido imis
ível. A seguir, veremosde forma detalhada a forma de 
omportamento apresentado pelo qualquer tipo de materialin
luindo agregados 
elulares.3.2.1 Lei de HookeElasti
idade é a propriedade que alguns 
orpos tem em re
uperar seu tamanho e forma apósretirada a força que produz a deformação. Se a força apli
ada é pequena, então, o deslo
a-mento de vários pontos no material são propor
ionais a força apli
ada, este 
omportamentoé 
ara
terísti
o de 
orpos elásti
os [30℄.Tomamos o exemplo de um blo
o retangular de 
omprimento L, amplitude A e altura h(�g. 3.5). Se puxarmos suas extremidades 
om uma força F, então o 
omprimento varia em

△L. Vamos supor que esta variação é pequena se 
omparada ao 
omprimento ini
ial, poisem materiais 
omo madeira e aço poderão se romper se esta variação no 
omprimento formaior do que um dado valor. Assim, para pequenas deformações uma grande variedade demateriais demonstram uma variação no 
omprimento propor
ional a força apli
ada. Logo:
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F

A

L∆LFig. 3.5: Deformação de um 
orpo sólido elásti
o
F ∝ ∆LEsta relação é 
hamada de lei de Hooke.Sendo que ∆L é propor
ional ao 
omprimento ini
ial, por exemplo, se unirmos doisblo
os idênti
os, ao apli
armos a mesma força em 
ada blo
o os mesmos irão variar seu
omprimento em ∆L. Portanto, para o 
onjunto a variação no 
omprimento será duasvezes maior. Con
luímos que a ∆L é propor
ional ao 
omprimento ini
ial L, logo:
F ∝ ∆L

LA força F também depende da área do blo
o, ou seja, quanto maior for a área do blo
omaior deverá ser a força apli
ada no mesmo para variar seu 
omprimento ou deformá-lo.Podemos então es
rever a lei de Hooke da seguinte forma:
F = KA·∆L

LSendo K uma 
onstante que depende apenas do tipo do material, 
hamado de módulode Young. Assim podemos rees
rever a lei de Hooke:
F

A
= K·∆L

L

F é a tensão desenvolvida no regime elásti
o; A área; K é o módulo de Young; ∆L
L

é adeformação.
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onstante de Young espe
i�
a 
ompletamente as propriedades elásti
as de uma ma-terial isotrópi
o (não 
ristalino) homogêneo. Em materiais 
ristalinos as deformações e
ontrações podem o
orrer em diferentes direções, então teremos várias 
onstantes elásti
aspara o mesmo material.3.2.2 Elasti
idade e Plasti
idadeA relação entre tensão e suas 
orrespondentes deformações é des
rito pela teoria da elasti-
idade. Quando estudamos qualquer grá�
o de tensão versus deformação, obtemos váriostipos de 
omportamento dependendo do tipo de material (�g. 3.6)[31℄.
Limite proporcional

Limite elastico

Comportamento elastico

Ponto de
ruptura

0 Deformacao~~

´

Comportamento
plastico´

´

. B
A

C

D

~Tensao

Fig. 3.6: Diagrama típi
o de tensão-deformaçãoO primeiro 
omportamento demonstrado no grá�
o é uma reta, até o ponto A 
hamadode limite propor
ional, na qual a tensão e a deformação são linearmente propor
ionais. Estetipo de 
omportamento obede
e a lei de Hooke.De A a B a tensão e a deformação não são mais propor
ionais, mas se a tensão forretirada em qualquer ponto entre O e B, o material retornará ao seu 
omprimento ini
ial.Na região OB, material ainda apresenta 
omportamento elásti
o e o ponto B é 
hamado delimite de elasti
idade.Se aumentarmos a tensão sobre o material a deformação do mesmo aumenta e se re-



Capítulo 3. Reologia 23tirarmos a tensão o mesmo retorna a sua posição original até o limite elásti
o. As forçasatuantes até este ponto são 
onservativas, quando o material volta à sua forma original, otrabalho realizado na produção da deformação é re
uperado e a deformação é reversível.Aumentando-se ainda mais a tensão sobre o material, a deformação 
res
erá rapida-mente, mas quando a tensão é retirada em algum ponto além de B, digamos em C, omaterial não retornará ao seu 
omportamento ini
ial. O novo 
omprimento, sob tensãonula, é maior que o 
omprimento ini
ial, então o mesmo apresenta deformação permanente.Ultrapassando o ponto C a deformação produzida é 
ada vez maior até atingir o ponto Donde o
orre a ruptura do material. De B a D diz-se que o material sofre um �uxo ou de-formação plásti
a, durante o qual o
orrem deslizamentos das 
amadas internas do materiale 
onseqüentemente rearranjos da sua estrutura at�mi
a.3.2.3 Campo de tensõesA tensões em um 
orpo tridimensional resultam de forças agindo em alguma parte deste
orpo. O 
on
eito de tensão des
reve o modo 
omo uma força atua sobre o 
orpo determi-nando os efeitos sentidos pelo mesmo.A des
rição do 
ampo de tensões é desenvolvida a partir da análise da tensão em umponto. Tomando um pequeno elemento de área, δ ~A, no ponto C , sofrendo a ação de umaforça δ ~F 
omo mostra a �gura 3.7.
δ

δF

A

C

Fig. 3.7: De�nição de tensãoA tensão no ponto é de�nida 
omo:
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σ = lim

δ ~A→0

δ ~F

δ ~AO vetor δ ~A, 
uja direção é perpendi
ular ao ponto C e o módulo é igual a área 
onside-rada, pode ser de
omposto em três 
omponentes, isto é:
δ ~A = îδAx + ĵδAy + k̂δAzO vetor força δ ~F , agindo no ponto C também pode ser de
omposto em três 
omponentes:
δ ~F = îδFx + ĵδFy + k̂δFzAo de�nir tensão em um ponto podemos 
onsiderar os 
omponentes δFx, δFy, δFz daforça δ ~F agindo no ponto C sobre os 
omponentes δAx, δAy, δAz da área δ ~A no ponto

C. Podemos, então, representar tensão neste elemento de área 
omo o 
onjunto de nove
omponentes.Assim, a tensão atuando neste elemento de área pode ser representado por uma notaçãoque permite delinear os planos nos quais a tensão está agindo e a direção na qual a tensãoestá atuando (�g. 3.8). Usando esta notação, podemos expressar a de�nição de tensão emtermos de 
omponentes:
Tij ≡ lim

δAi→0

δFj

δAiA equação a
ima representa nove equações es
alares, já que os subs
ritos i j podemassumir os valores de x, y ou z. Por exemplo:
Txy ≡ lim

δAx→0

δFy

δAxTambém podemos representar tensão na forma matri
ial:
T ≡











σxx τxy τxz

τyx σyy τyz

τzx τzy σzz










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τ

τ σxx

xy

xz

σ
τ

τ

yy

yz

yx

z

x

y

zx
τ

zzσ

τzy

Fig. 3.8: Representação de um tensor de forçasA representação matri
ial da tensão também pode ser 
hamada de tensor de tensões.Onde σ foi usado para denotar tensões 
ompressivas ou expansivas e τ foi denotado paratensões 
isalhantes também 
hamada de forças tangen
iais ou de 
orte. Lembrando que oprimeiro índi
e de 
ada elemento da matriz representa o plano em que é apli
ada a tensãoe o segundo índi
e refere-se a direção de propagação.Tensor deformaçãoQueremos des
rever a deformação 
ausada por tensões. Analisando a deformação 
ausadaem um pedaço de um 
orpo, obede
endo a lei de Hooke, podemos determinar as deformações
ausadas pela ação destas tensões.As 
omponentes do tensor deformação são de�nidas 
omo as 
orrespondentes tensões
Tii, em relação ao seu respe
tivo 
omprimento original [32℄. Para deformações 
ompressivasou expansivas temos:

εii =
∆Li

Li
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ausada pela tensão 
isalhante τij é então de�nida 
omo:
γij ≡

△Li

LjPortanto, similar ao tensor de tensões a deformação 
ausada por tensões também podeser representada na forma matri
ial 
omo tensor de deformação:
D ≡











εxx γxy γxz

γyx εyy γyz

γzx γzy εzz









A representação matri
ial da deformação 
ausada por tensões também pode ser 
hamadade tensor de deformação.3.3 Comportamento vis
osoQuando estudamos o movimento de �uidos reais, observamos dois tipos de 
omportamento.O primeiro 
omportamento observado quando movimentamos a superfí
ie na qual as par-tí
ulas que 
onstituem o �uido se lo
alizam, elas pare
em deslizar umas sobre as outras,
omo 
amadas ou lâminas. Este movimento é 
hamado de es
oamento laminar. O segundo
omportamento observado é o movimento desordenado de partí
ulas individuais 
hamadode movimento turbulento.No es
oamento laminar o movimento entre as 
amadas adja
entes só é possível se houverforças de 
isalhamento, ou seja, forças paralelas às superfí
ies sobre as quais atuam. Entre-tanto, por menor que seja a tensão de 
isalhamento, o resultado desta 
ontínua apli
ação
ausa uma deformação in�nita. Diferentemente do que o
orre em sólidos elásti
os, a tensãonão se rela
iona 
om a quantidade de deformação, mas 
om a taxa de deformação [33℄.A deformação vis
osa é geralmente expressa em função da taxa de 
isalhamento, obtidapela relação entre variação da velo
idade de es
oamento e a distân
ia entre 
amadas oupartí
ulas dis
retas de �uido. A resistên
ia de um �uido 
ontra qualquer mudança posi
ionalde seu elemento volumétri
o é 
onhe
ida por vis
osidade.
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âni
a apli
ada em 
orpos sólidos elásti
os ideais é re
uperável, pois omaterial apresenta propriedades elásti
as. No es
oamento vis
oso a energia me
âni
a édissipada na forma de 
alor devido ao atrito entre as 
amadas líquidas.Tomemos o exemplo do modelo de duas pla
as planas paralelas de área A afastadas umada outra pela distân
ia d. O espaçamento entre elas esta preen
hido 
om um �uido vis
oso(�g. 3.9).
F

d

υ

υ

=0Fig. 3.9: Comportamento de (a) sólido e (b) �uido, sob a força de 
isalhamento 
onstanteapli
ada pela pla
a superiorA pla
a inferior esta �xa, enquanto que a superior deslo
a-se 
om velo
idade 
onstante,provo
ando um regime de es
oamento laminar do �uido 
on�nado no interior das pla
as. A
amada de �uido próxima a pla
a inferior está parada, enquanto que a 
amada próxima dapla
a se move 
om a mesma velo
idade da pla
a.No 
aso de um �uido real em 
ontato 
om um sólido, o mesmo permane
erá em repousoem relação à superfí
ie de 
ontato de modo que é arrastado juntamente 
om a mesma.Este tipo de es
oamento 
hama-se laminar, porque o �uido se deslo
a em 
amadas planase paralelas ou lâminas, que deslizam umas sobre as outras.A tensão tangen
ial F
A
(força por unidade de área) ne
essária para manter o deslo
amentoda pla
a superior 
om velo
idade vo é dada pela lei de Newton da vis
osidade:

F

A
= µ

v0

d
= µ

dv

dyisto é, a tensão é propor
ional à taxa de variação espa
ial da velo
idade.
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onstante de propor
ionalidade µ 
hama-se 
oe�
iente de vis
osidade do �uido. Aunidade SI de µ é o N. S
m2 , ou seja, Newton versus segundo por metro quadrado. A unidademais usual é o centipoise (cp) dado por:

1cp = 10−2poise = 10−3N
s

m2Um material que se 
omporte 
omo des
rito a
ima, é 
onhe
ido por �uido Newtoniano.A vis
osidade apresentada não depende da taxa ou da quantidade de deformação, mas éuma 
onstante de propor
ionalidade entre tensão e a taxa de deformação 
ara
terísti
a de
ada material.Em um �uido o 
oe�
iente de vis
osidade (µ) irá determinar a vis
osidade do mesmo, ouseja, quanto maior o 
oe�
iente de vis
osidade mais vis
oso (espesso) é o �uido, e geralmentea vis
osidade diminui quando a temperatura aumenta. No entanto, em suspensões, emulsõese polímeros em fase líquida, a relação entre tensão e taxa de deformação não é linear, ou seja,não existe uma propor
ionalidade direta entre taxa de deformação e tensão de 
isalhamentoou deformação. Assim a vis
osidade não pode ser des
rita 
omo uma 
onstante, devendoser uma função da taxa de 
isalhamento. Neste 
aso, os �uidos são 
onhe
idos por nãoNewtononianos (dilatantes, pseudoplásti
os e plásti
os).3.4 Comportamento vis
oelásti
oVários materiais apresentam 
omportamento intermediário entre os regimes anteriormentemen
ionados, ou seja, apresentam 
omportamento misto. Isto é, resistên
ia vis
osa à defor-mação, elasti
idade, 
oe�
iente de vis
osidade dependente da temperatura e tempo. Estaforma de resposta que 
ombina aspe
tos de líquido vis
oso e sólido elásti
o é denominadade vis
oelasti
idade.O 
omportamento vis
oelásti
o pode ser entendido 
omo um desvio do 
omportamentoideal elásti
o de deformação. Neste tipo de 
omportamento a resposta a tensão não dependeapenas do módulo elásti
o, mas de vários fatores 
omo magnitude e tipo da tensão apli
ada,taxa de deformação, temperatura e tempo.
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orpos são 
ara
terizados de forma geral devido ao tipo de 
omportamento apresen-tado quando submetidos a tensões 
omo:
• Sólido Hookeano: 
ara
terizado por 
omportamento elásti
o, sob tensão, produ-zindo uma deformação 
omo resposta. A deformação é propor
ional a tensão apli
adae a 
onstante de propor
ionalidade é 
hamado de módulo de elasti
idade.
• Líquido Newtoniano: apli
ando-se uma tensão produz um �uxo 
onstante propor-
ional a mesma. A taxa de deformação é propor
ional a tensão.Corpos vis
oelásti
os quando apli
amos uma tensão sobre o mesmo a primeira respostaé elásti
a. Após um 
erto tempo τ , 
hamado de tempo de relaxação, o 
orpo 
omeça a ter
omportamento semelhante a de um �uido vis
oso.Em geral, equações diferen
iais de primerira ordem 
hamadas equações 
onstitutivasdes
revem efeitos em sistemas que 
ombinam vis
osidade e elasti
idade. A equações 
ons-titutivas são 
omposta por três termos bási
os:
• Elásti
o: envolvendo deformação;
• Vis
oso: envolvendo taxa de deformação;
• Iner
ial: envolvendo a
eleração.O 
omportamento vis
oelásti
o pode ser modelado por asso
iações de molas e amorte-
edores, 
omo proposto por Maxwell e por Kelvin - Voight[27℄.O modelo 
inéti
o desenvolvido por Kelvin-Voigt 
ombina a asso
iação de mola e amorte-
edor asso
iados em paralelo (�g. 3.10). A mola representa a porção elásti
a da deformaçãodo 
orpo e o amorte
edor representa a deformação do meio vis
oso (es
oamento irreversível):Quando submetido a uma força a resposta do sistema é (�g.3.12):O modelo de Kelvin-Voight des
reve o 
omportamento vis
oelásti
o do sistema a
ima.O grá�
o 3.12 representa a resposta do sistema quando submetido a uma força 
onstante.Em t = 0 não existe força sobre o sistema e a mola está relaxada. Quando apli
amosuma força 
onstante no sistema a mola responde instantaneamente, mas seu movimento éfreado pelo amorte
edor devido sua propriedades vis
osas.
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Tensao

F
1

K
x

1

2
F

v
µ

2x

F

~Fig. 3.10: Modelo de Kelvin
F

1F = 0
t = 0 t = t

F
cte

até 4tt1 t = t4

F

F = 0Fig. 3.11: Modelo de Kelvin quando submetido a uma força 
onstanteEste 
omportamento se repete de t1 até t4. A resposta do sistema a força de 
ompressãoé lenta. Em t = t4 a força apli
ada sobre o sistema é retirada. A mola se esti
a e puxa oêmbolo e o sistema volta a atingir a mesma altura ini
ial.A força externa apli
ada ao sistema pode ser es
rita em termos das 
omponentes dosistema através da equação:
F = K. x + µV .

dx

dtonde K é o modelo de elasti
idade da mola e µ a vis
osidade do líquido.Outro modelo também formado pela asso
iação de mola e amorte
edor, asso
iados em
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Tempo

Deformacao~

~

Tempo

Forca~

0 1 4

0 1 4

Fig. 3.12: Resposta do modelo de Kelvin-Voight quando submetido a uma força 
onstante.série que des
reve o 
omportamento vis
oelasti
o é 
hamado de modelo 
inéti
o de Maxwell(�g. 3.13).
K

x1

2F
x2
µ

V

1F

x

Tensao~Fig. 3.13: Modelo de MaxwellQuando submetido a uma força a resposta do sistema é (�g. 3.14):
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F

1

cte

t = 0
F = 0

t = t
F

t
1 4

até

cte

4t

F

t = t
F = 0

F

Fig. 3.14: Modelo de Maxwell quando submetido a uma força 
onstante.
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0 41

Fig. 3.15: Resposta do modelo de Maxwell quando submetido a uma força 
onstante.O grá�
o 3.15 a
ima representa a resposta do sistema quando submetido a uma força
onstante.
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ada no sistema e a mola está relaxada. Quando apli
amosuma força F no sistema a mola responde instantaneamente a força apli
ada e se 
ontraíempurrando o êmbolo do amorte
edor.Devido as propriedades vis
osas do amorte
edor ele não responde instataneamente aforça apli
ada. Por este motivo, o 
omportamento de t1 até t4 é uma rampa. A resposta dosistema é amorte
ida.Quando a força é liberada em t = t4 a mola novamente responde instantaneamente e seestende. Mas o sistema não atinge a mesma altura ini
ial, devido ao amorte
edor. Parte daforça para movimentar o êmbolo é dissipada.Para o modelo de Maxwell a equação des
revendo a relação entre a deformação x e aforça externa F é:
dx

dt
=

1

K
.
dF

dt
+

F

µV3.4.1 Modelo 
inéti
o para agregados 
elularesA 
ompressão do agregado pode ser esquematizada pela asso
iação de amorte
edores e molas[34℄, num arranjo mais 
omplexo que o modelo de Kelvin-Voight ou o modelo de Maxwell(�g. 3.16).Os amorte
edores representam o rearranjo que as 
élulas do agregado demonstramquando pressionadas. As molas e a tensão super�
ial representam a resposta elásti
a que oagregado demonstra quando pressionado.Em t = 0, o deslo
amento das molas representado por u1 e u2 e o elemento que representaa tensão super�
ial u0 estão relaxados. Então:
u0(0) = u1(0) = u2(0)e

S1(0) = S2(0) = 0Quando submetido a uma rápida 
ompressão as molas e o elemento que representa a



Capítulo 3. Reologia 34
F

D1
u1 F

S1
K

1

FD2 u
2

FS2
K

2

FW σ

S1 u
1

S2 u 2

u
0Fig. 3.16: Modelo usado para representar o pro
esso de relaxação em agregados 
elulares.

Carga (mg)

Tempo (min)Fig. 3.17: Grá�
o da força de 
ompressão exer
ida sobre um agregado para duas 
ompres-sões su
essivas. Sendo a primeira menor que a segunda [34℄.tensão super�
ial são instantaneamente deformadas, mas o deslo
amento do êmbolo dosamorte
edores é zero. Isto demonstra que o agregado quando submetido a forças repentinasirá se 
omportar 
omo um sólido elásti
o. Suas propriedades vis
osas são originadas devido



Capítulo 3. Reologia 35a ação dos amorte
edores. Quando produzimos uma força repentina e liberamos o sistemarapidamente os amorte
edores não tem tempo de fun
ionar.Se apli
amos uma força por um tempo maior que o tempo de relaxação os amorte
edoresirão representar o es
oamento das 
amadas 
elulares sobre as outras. Assim demonstrandoas propriedades vis
osas do sistema.Então as forças atuando nos elementos individuais são:
FS1

(t) = K1µ1(t) = FD1
(t) = µ1Ṡ1(t)

FS2
(t) = K2µ2(t) = FD2

(t) = µ2Ṡ2(t)

Fw(t) = σµ0(t)Sendo que FS1
, FS2

, FD1
, FD2

e Fw são as forças atuando respe
tivamente nas molas,amorte
edores e no elemento que representa a tensão super�
ial. A deformação total do
orpo de Kelvin e a força 
orrespondente pode ser es
rita na forma:
µt = µ1 + S1 = µ2 + S2 = µ0

Ft = FS1
+ FS2

+ Fw = FD1
+ FD2

+ FwA equação que governa a relaxação de F é:
Ft +

(

µ1

K1
+

µ2

K2

)

Ḟt +
µ1µ2

K1K2
F̈t = σµ0Usando as relações a
ima a
hamos as 
onstantes e relações. Então a solução geral daequação �
a:

Ft(t) =
(

µ + K1e
−t

τ + K2e
−t

τ

)

µ0Este tipo de modelo des
reve bem a resposta dos agregados 
elulares estudados nareferên
ia. Neste trabalho não será possível fazer o mesmo tipo de análise, pois nosso
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amente a resposta do agregado a tensãoapli
ada. Mesmo assim é importante estabele
er as bases teóri
as para este estudo que serárealizado futuramente.



Capítulo 4Dinâmi
a de organização 
elular doste
idos
4.1 IntroduçãoNeste 
apitulo mostraremos de forma introdutória os me
anismos atuantes na morfogênese,estudo biológi
o do desenvolvimento dos seres vivos desde o período embrionário até a faseadulta. Estudaremos qual é o tipo de força que une as 
élulas. Expli
aremos de formaintrodutória 
omo esta força mantém as 
élulas nas suas lo
alizações apropriadas.Primeiramente temos que ter 
lara a noção de que as 
élulas de um organismo são peque-nas, deformáveis e freqüentemente móveis, preen
hidas por um meio aquoso e 
ir
undadaspela membrana plasmáti
a. As 
élulas podem unir-se em uma estrutura 
oesa, forte e ex-tremamente ordenada formando te
idos e órgãos. Mas para que tudo isto o
orra as 
élulastêm que 
omuni
ar-se de alguma forma [35℄.As 
élulas podem 
omuni
ar-se através de substân
ias difusivas produzidas por um 
ertotipo de 
élula, as quais, mudam o 
omportamento das outras 
élulas. Outro tipo de 
o-muni
ação pode ser através de interações de superfí
ie. Durante o pro
esso de organizaçãoas 
élulas devem se re
onhe
er seletivamente aderindo umas às outras e algumas migrandopara longe de outras.Nos te
idos 
ada 
élula é reunida e ligada de maneiras diferentes. No pro
esso de for-mação de te
idos a matriz extra
elular tem um papel fundamental. Ela é formada por uma
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a de organização 
elular dos te
idos 38rede de ma
romolé
ulas extra
elulares se
retadas e desempenha várias funções, mas a maisimportante é a sustentação. Através da matriz extra
elular os te
idos são mantidos unidos eorganizados para que as 
élulas migratórias possam mover-se e interagir umas 
om as outrasde forma ordenada. As 
élulas que 
onstituem um te
ido são ligadas me
ani
amente porjunções 
elulares. Existem junções 
élula-
élula e 
élula-matriz[11℄.O pro
esso de re
onhe
imento e ligação 
elular o
orre quando as 
élulas isoladas migrame se agrupam. Por adesão as 
élulas se unem para formar te
idos e órgãos.Neste trabalho estamos parti
ularmente interessados em estudar 
omo fun
iona a adesão
élula-
élula in vitro, isto é, em estruturas arti
i�ais obtidas em laboratório.Steinberg[12℄ tentou expli
ar de forma simples usando apenas leis físi
as fundamentais
omo 
élulas in vitro se reorganizam para formar te
idos. Sup�s um pro
esso de agrupa-mento onde as 
élulas preferem asso
iar-se a outras 
élulas que possuem maior a�nidade.Este 
omportamento é totalmente me
âni
o e depende apenas da diferença na adesividadedas 
élulas. Por este motivo Steinberg o 
hamou de adesão diferen
iada e postulou este 
om-portamento 
omo hipótese da adesão diferen
iada (HAD). A HAD expli
a 
omo fun
iona opro
esso de agrupamento 
elular na formação de agregados 
elulares.4.2 Junções 
elularesMuitas 
élulas são ligadas uma às outras e à matriz extra
elular por 
ontatos espe
ializados
hamados junções 
elulares. As junções 
elulares o
orrem em pontos de 
ontato em todosos te
idos. As junções 
elulares são 
lassi
adas 
omo[35℄:
• Junções bloqueadoras: desempenham a função de barreira de permeabilidade se-letiva, separando os �uidos 
om 
omposição quími
a diferente. Selam as 
élulas emum epitélio para impedir que pequenas molé
ulas vazem de um lado para o outro na
amada de 
élulas epiteliais.
• Junções de an
oramento: 
one
tam me
ani
amente as 
élulas às 
élulas vizinhasou à matriz extra
elular. As junções de an
oramento formam uma forte estruturaatravés da membrana 
elular 
one
tando os �lamentos do 
itoesqueleto, responsável
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elular dos te
idos 39pela 
apa
idade de movimento dire
ionado e polarização de 
ada 
élula.As junções de an
oramento o
orrem de duas formas:a) As junções aderentes mantêm as 
élulas unidas e são formadas por proteínas deadesão transmembrana. Estas proteínas perten
em a família das 
aderinas. b) Asadesões fo
ais unem as 
élulas à matriz extra
elular e são formadas por proteínas deadesão transmembrana da família das integrinas.
• Junções 
omuni
antes: quase todas as 
élulas dos vertebrados se 
omuni
am porjunções tipo fenda ou 
omuni
antes. Elas mediam a passagem de sinais elétri
os ouquími
os de uma 
élula à outra. A fenda é repleta de 
anais que permitem que íonsinorgâni
os e pequenas molé
ulas passem diretamente a outra 
élula. As 
élulas �
amligadas eletri
amente e metaboli
amente.As 
élulas nervosas entre outras, por exemplo, são ligadas eletri
amente por junçõestipo fenda. Permitindo que os poten
iais de ação espalhem-se rapidamente de uma
élula à outra. Isto é vantajoso no 
aso que se ne
essite de uma resposta rápida.4.3 Adesão CelularPara entendermos o que a
onte
e no sistema biológi
o que estamos estudando é fundamental
ompreendermos 
omo o
orre o pro
esso de migração e adesão 
elular. Pois, nosso agregado
elular é formado por 
élulas que entram em rota de migração, depois de disso
iados, 
omo objetivo de se reorganizar e manter a estrutura que formavam anteriormente.Nos estágios ini
iais do desenvolvimento de uma junção 
elular, antes que o 
itoesqueletotenha sido unido, elas 
élulas aderem uma às outras. A adesão 
elular atua quando as 
élulasmigram e se agrupam. Ela é uma interação entre superfí
ies 
elulares. Depois deste pro
esso,irão o
orrer as junções de an
oramento.A arquitetura do te
ido que formavam antes da disso
iação em 
élulas isoladas é mantidadevido a adesão seletiva ou diferen
iada. O objetivo é manter uma estrutura organizada.Então a adesão diferen
iada é fundamental para formação de te
idos e órgãos[35℄.Em te
idos em formação, uma população de 
élulas invade a outra e liga-se a elas, e
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elular dos te
idos 40também liga-se a outras 
élulas migratórias. Este pro
esso de migração e adesão requeralgum me
anismo para dire
ionar as 
élulas ao seu destino �nal[36℄. Isto pode envolver:
• Quimiotaxia: a 
élulas se lo
omovem na direção de um gradiente de 
on
entração deuma substân
ia quími
a em solução. As 
élulas respondem a esta substân
ia quími
ae migram na direção de maior 
on
entração, desta substân
ia, até atingirem a fontese
retora;
• Haptotaxia: se as molé
ulas de adesão estão em quantidade 
res
ente sobre a ma-triz extra
elular e uma 
élula está 
onstantemente fazendo e desfazendo 
onexões,
om estas molé
ulas ela, re
ebe uma força líquida que a move na direção de maior
on
entração destas molé
ulas de adesão;
• Dire
ionamento por 
ontato: neste pro
esso não existe a ação de substân
iasquími
as. As 
élulas sofrem a ação do terreno físi
o pelo qual estão passando e sãolevadas a um dado lugar dire
ionadas pelo 
ontato;
• Galvanotaxia: existem diferenças de poten
ial elétri
o entre diferentes regiões deum embrião que guiam o movimento 
elular;
• Inibição de movimento por 
ontato: as 
élulas se movem usando elongações demembrana. Ao to
ar a superfí
ie de outra 
élula ela é paralisada, 
ontrai-se e adere;
• Hipótese da adesão diferen
iada: as 
élulas se arranjam em num estado queminimiza a sua energia livre de adesão. As diferenças de adesão entre as 
élulasdire
iona o pro
esso de migração.Ao misturarmos aleatóriamente, in vitro, 
élulas de te
idos embrionários ou 
élulas iso-ladas, as mesmas freqüentemente re
uperam seu arranjo normal, demonstrado antes deo
orrer a disso
iação. Este pro
esso de disso
iação 
elular é obtido pelo tratamento doste
idos em baixas 
on
entrações de enzinas proteolíti
as tais 
omo tripsina, algumas vezes
ombinadas 
om a remoção de Ca2+ e Mg2+. As 
aderinas, proteínas responsáveis pelajunção 
élula-
élula, são removidas neste pro
esso. Então as interações proteína-proteínasão rompidas.
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idos 41As proteínas de superfí
ie são responsáveis pelas 
élulas aderirem uma às outras e àmatriz extra
elular. Estas proteínas são 
hamadas de molé
ulas de adesão 
elular (CAMs).As CAMs dependentes de 
aderinas são responsáveis pelas adesões 
élula-
élula que o
orreem embrião de vertebrados e te
idos de hidras. Outras CAMs dependentes de 
aderinas sãoas integrinas, que mediam a ligação do 
itoesqueleto à membrana extra
elular e as sele
tinas.As independentes de 
aderinas são responsáveis pela adesão inter
elular e perten
em afamília das imunoglobinas (Ig). São molé
ulas responsáveis pela adesão de 
élulas neurais.As molé
ulas de adesão, 
omo as 
aderinas, ligam as 
élulas por:
• Ligações homofíli
as: as molé
ulas de uma 
élula ligam-se a molé
ulas de outras
élulas do mesmo tipo;
• Ligações heterofíli
as: as molé
ulas de uma 
élula ligam-se as molé
ulas de uma
élula de tipo diferente;
• Ligações por meio de uma matriz extra
elular.As proteínas 
aderinas podem se ligar diretamente uma 
om a outra, por exemplo, se as
élulas expressam diferentes 
aderinas e são misturadas, agregam e separam-se, mostrandoque diferentes 
aderinas se unem a 
aderinas de mesmo tipo. Isto mostra que existemdiferenças qualitativas e quantitativas entre as 
aderinas que atuam na organização doste
idos.Um úni
o tipo de 
élula utiliza múltiplos me
anismos mole
ulares na adesão a outras
élulas. Alguns desses me
anismos envolvem junções 
elulares organizadas. Em um animalmulti
elular 
ada 
élula 
ontém uma grande variedade de re
eptores de superfí
ie 
elular quepermeam a 
élula possibilitando que a mesma responda espe
í�
amente a outras molé
ulasque permeam outras 
élulas.Da mesma forma, 
ada 
élula em um te
ido tem uma determina 
on
entração (e 
ombi-nação) de molé
ulas de adesão de superfí
ie 
elular. Isto permite uma ligação 
ara
terísti
a
om outras 
élulas e 
om a matriz extra
elular, ou seja, as molé
ulas de adesão alteram o
omportamento das 
élulas. Mas todos estes me
anismos ainda não são totalmente 
onhe-
idos.
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idos 42Para estudarmos 
omo fun
iona o pro
esso de migração e adesão 
elular são realizadosexperimentos de disso
iação 
elular em te
idos de vertebrados adultos, mas a obtenção de
élulas isoladas, neste 
aso, é difí
il. Já te
idos embrionários de vertebrados e de hidras sãofa
ilmente disso
iáveis.As 
élulas disso
iadas in vitro entram em rota de migração e se agregam. Este pro
essoé 
hamado de segregação 
elular. Este 
omportamento revela que o arranjo te
idual nãoo
orre por a
aso, mas sim é mantido e estabele
ido pela a�nidade das 
élulas umas 
om asoutras, ou 
om a matriz extra
elular.4.4 Hipótese da adesão diferen
iadaPara expli
ar o 
omportamento de estruturas 
elulares arti�
iais Steinberg prop�s a hipóteseda adesão diferen
iada. A hipótese da adesão diferen
iada 
onsidera que diferenças de adesãoentre diferentes tipos 
elulares dire
iona o pro
esso de segregação. O estudo da migraçãode 
élulas isoladas e sua organização é a base da hipótese da adesão diferen
iada para aembriogênese de Steinberg[12℄, que será fo
o deste trabalho.Townes e Holtfreter[14℄ proposeram que os diferentes tipos de 
élulas primeiro migra-riam 
entripetamente ou 
entrifugamente ao longo de um gradiente de 
on
entração radialestabele
ido dentro do agregado 
elular. Então, o
orria uma seleção pela adesividade das
élulas, ou seja, as 
élulas aderiam fortemente ou fra
amente dependendo do seu tipo de
élula. Então, as diferenças de adesividade entre as 
élulas 
ontribui para o ordenamento elo
alização seletiva. Fator que irá de�nir a posição da 
élula dentro do agregado 
elular.Holtfreter prop�s o termo a�nidade seletiva. Segundo ele a superfí
ie interna da e
to-derme tem uma a�nidade positiva para 
élulas de mesoderme e negativa para 
élulas deendoderme. Con
luiu também que, as a�nidades mudam durante o desenvolvimento, poispara o desenvolvimento o
orrer as 
élulas devem interagir diretamente 
om outros tipos
elulares em determinados momentos.Steinberg[12℄ testou esta hipótese para agregados 
ompostos de 
élulas em suspensões
onstituidas por dois tipos diferentes de 
élulas misturadas em várias proporções. Estas
élulas foram 
ara
terizadas 
omo �segregação interna� e �segregação externa� devido a sua
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idos 43posição relativa assumida no te
ido embrionário do qual elas se originam. Steinberg queriatestar se a direção de migração o
orre somente devido ao gradiente de quími
o, mesmo empou
as 
élulas do tipo de �segregação interna�, in
orporada em uma agregado 
ompostoprin
ipalmente de 
élulas do tipo de �segregação externa�.O 
omportamento esperado seria que as 
élulas de �segregação interna� migrassem paraa região 
entral do agregado. Mantendo desta forma sua topologia (posição) original. En-tretanto, notou-se que as mesmas �
aram paradas na mesma posição e não formaram umgrupo de 
élulas. Portanto, se a migração 
elular o
orre somente devido ao gradiente quí-mi
o, então mesmo a 
élula estando solitária deveria migrar em direção a 
élula do mesmotipo. Sua 
on
lusão foi que a migração não o
orre somente devido a gradiente quími
o.Mas existe outro fator que pode in�uen
iar no pro
esso de agrupamento 
elular. Como foidemonstrado pelo agregado 
omposto de 
élulas de �segregação interna� e �segregação ex-terna�. Neste 
aso, a migração, o
orre devido a adesão diferen
iada ou a�nidade de 
elular.Então Steinberg prop�s a hipótese da adesão diferen
iada (HAD) para expli
ar 
omo o
orrea migração 
elular, organização e se
regação 
elular.Neste pro
esso de morfogenese, as 
élulas se unem e formam te
idos que se espalhamum sobre a superfí
ie do outro 
omportando-se de forma semelhante a líquidos imis
íveis.Este movimento é 
omumente e espontâneamente ini
iado quando dois te
idos embrionáriosdiferentes estão em 
ontado[24℄. Quando te
idos embrionários são separados, 
odispersadose espalhados, um sobre a superfí
ie do outro, após segregado, adotam uma forma esféri
aque é uma manifestação 
lara de seu 
omportamento líquido. Mas além de apresentar esta
ara
terísti
a, o sistema 
elular deve: ser 
onstituído por muitas subunidades que possuem
oesão e ser 
omposto por 
élulas móveis[34℄.Os determinantes do 
omportamento dos líquidos são sua tensão super�
ial e interfa
ial,da qual, são re�exos da intensidade da força de 
oesão e adesão entre suas molé
ulas.Comparando te
idos 
elulares 
om molé
ulas de um líquido, sabemos que molé
ulas deum líquido, movem-se termodinami
amente, enquanto em te
idos embrionários as 
élulasvão se reagrupando, ou seja, o movimento se dá de maneira mais 
ompli
ada 
hamado demovimento é amebal (extensões e 
ontrações).Re
entes experimentos mostram que 1) tensão super�
ial é um parâmetro físi
o que de-
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ara
terísti
as da forma de equilibrio de 
ertos agregados multi
elulares[24℄ e 2)o valor medido destas tensões es
lare
e o 
omportamento de envelopamento dos te
idos[25℄.De a
ordo 
om a HAD as populações 
elulares se 
omportam 
omo líquidos ordinários.Por possuírem tensão super�
ial e interfa
ial, geradas pela interação da adesão, e 
oesãoentre suas 
omponentes[37, 4, 5, 23℄.
Arredondamento

Configuracao de equilibrio

Fusao

~

~

^

~

Coalescencia

Reagrupamento

Envelopamento

Fig. 4.1: Comportamento apresentado por muitas 
élulas embri�ni
as e por líquidos ordi-nários ou pares de líquidos imis
íveisO 
omportamento apresentado pela população 
elular embri�ni
a, possui 
ertas 
ara
-terísti
as que mimetizam líquidos imis
íveis[12, 2, 4℄ (�g. 4.1):1) Arredondamento de fragmentos de te
idos irregulares para uma forma esféri
a;2) O espalhamento de te
ido sobre a superfí
ie de outro;3) Reagrupamento (segregação) de 
élulas heterotípi
as para formar uma 
on�guraçãoespe
í�
a;4) Coales
ên
ia de pequenos aglomerados 
elulares em aglomerados maiores até a for-mação de agregados;5) Classi�
ação hierárqui
a asso
iativa, mostrando a tendên
ia que os te
idos possuemem envelopar um ao outro;
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orrespondên
ia perfeita entre a seqüên
ia deste poten
ial de envoltura aos valoresde tensão super�
ial medidos para 
ada te
ido 
elular. Isto signi�
a que através da medidada tensão super�
ial saberemos qual será a 
on�guração �nal.Este 
omportamento re�ete a 
apa
idade que 
élulas embrionárias têm em tomar formae re
onstruir órgãos fun
ionais. A HAD é uma expli
ação satisfatória ao 
omportamentomorfogenéti
o, também denominada pelo termo a�nidade 
elular, organização própria, re-
onstrução de te
idos e 
onjunto multi
elular[37℄ (�g. 4.2).

coesao~

pmσ <0 σpm >0

dispersao ~Fig. 4.2: Efeito da tensão super�
ial em agregados 
elulares. Se a tensão da interfa
e entreas 
élulas pretas e o meio σpm é negativa temos o estado de dispersão. Quandoa tensão na interfa
e entre as 
élulas pretas e o meio (σpm é positiva temos oestado de 
oesão.Os te
idos 
elulares se 
omportam 
omo líquidos imis
íveis quando a tensão super�
ialde sua interfa
e 
omum tem um valor positivo, ou seja, as 
élulas iguais 
oales
em e não semisturam 
om as 
élulas diferentes, formando 
amadas de separação.Se as tensões interfa
iais entre as 
élulas de dois te
idos diferentes e o meio σpm e σbm fornegativa temos a situação de 
élulas isoladas, ou seja, as 
élulas estão em suspensão e nãose agregam e mes
lam. Isto signi�
a que as mesmas não são mutualmente adesivas. Esta
on�guração é 
hamada de topologia xadrez, observada em diversos sistemas experimentais(�g. 4.3).Em 
ada 
aso, o te
ido de tensão super�
ial menor irá se espalhar sobre a superfí
iedo te
ido de maior tensão super�
ial. Isto signi�
a que se uma série de te
idos 
elulares
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pm< 0 bm< 0 pb< 0σ σ σ

Fig. 4.3: Efeito da tensão super�
ial em agregados 
elulares 
ompostos por te
idos diferen-tes. Tensão da interfa
e entre as 
élulas pretas e o meio σpm, tensão da interfa
eentre as 
élulas bran
as e o meio σbm e tensão da interfa
e entre as 
élulas pretase bran
as σpb.
ombinados em pares, seu 
omportamento de espalhamento revelará uma relação de tran-sitividade, ou seja, mostrará uma hierarquia de preferên
ia de espalhamento mútuo (�g4.4).
a b b c a c

Fig. 4.4: Hierarquia de envelopamentoEntão se o te
ido 
elular B se espalha (envelopa) o te
ido A, e se o te
ido C envelopa
B, então o te
ido C envelopará o te
ido A. Con
luímos então que se B envelopa A então
σam > σbm, se C envelopa B, então σbm > σcm. Logo 
omo a tensão super�
ial de C éa menor tensão super�
ial dos três te
idos envolvidos, então 
om 
erteza se 
olo
ado em
ontato 
om A o envelopará. Mostrando desta forma uma hierarquia de espalhamento ouenvelopamento[24℄.Este tipo de 
omportamento é o mesmo observado na maioria dos agregados 
elulares. Asegregação possui todas as tensões super�
iais positivas. O te
ido 
elular que possui menor
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ial, em relação ao meio, irá envolver o te
ido de maior tensão super�
ial.
σenvolvido > σenvolvedorA adesão entre 
élulas é um pro
esso seletivo, isto é, uma 
élula só irá aderir a outrasde tipo espe
í�
o [5℄.



Capítulo 5Trabalhos rela
ionados
5.1 Medida de tensão super�
ial de te
ido embrionáriode vertebradoAs primeiras medidas de tensão super�
ial em agregados 
elulares foi realizado por Steinberg[3℄. Utilizando o método de 
ompressão dos agregados 
elulares. Este experimento foirealizado por Steinberg [2, 1℄, Foty [24℄, Forga
s et al.[34℄, 
om o objetivo de medir a tensãosuper�
ial de 
élulas embri�ni
as de vertebrado (galinha).Para analisar o pro
esso de segregação e organização 
elular e posteriormente medidasde tensão super�
ial foi 
onstruído um aparato de 
ompressão de pla
as paralelas. Esteinstrumento foi usado para medir as propriedades vis
oelásti
as de te
ido embrionário vivo.Representado esquemati
amente na �gura 5.1.Os te
idos vivos usados para a medida foram obtidos de embriões de galinha de 5 a 6dias de vida. Quando 
ultivados em um banho térmi
o por aproximadamente 1 dia, estesagregados sempre adotaram a forma esféri
a.Para ini
iar as medidas, a parte interna da 
âmara foi en
hida 
om meio de 
ultura dete
idos pré-aque
ido. A água que 
ir
ula entre as 
âmaras (OC e IC) mantém a temperatura
onstante em 37◦C.Os agregados multi
elulares de embriões de galinha, medindo de 200 a 600µm de diâme-tro, sofreram 
ompressões entre as pla
as paralelas deste aparelho. O agregado é posi
ionadona pla
a inferior de 
ompressão (LCP) dentro da 
âmara (IC), na qual 
ontém uma solução



Capítulo 5. Trabalhos rela
ionados 49

UCP
A

LCP

IC

B
NCW

OC

LA

Carga

Fig. 5.1: Representação esquemáti
a do aparato 
ompressão de pla
as planas paralelas. A
âmera externa (OC) está 
one
tada a uma bomba de água que mantém a tempe-ratura da 
âmara interna (IC) 
om meio de 
ultura 
onstante. Na parte inferior(LA) o nú
leo 
entral esta aparafusados na 
âmara inferior e serve para ajustar aaltura da plataforma inferior de 
ompressão (LCP). Um agregado (A) é 
olo
adosobre LCP e 
omprido entre esta e a plataforma superior (UCP) que é susten-tada por uma balança. A 
ompressão reduz a 
arga medida pela balança por umaquantidade igual à força atuando no agregado.balan
eada. As pla
as de 
ompressão foram en
apadas 
om polímero [38℄, para minimizar aaderên
ia do agregado as pla
as. A pla
a de 
ompressão superior (UCP) é suspendida atra-vés de um �o de niquel-
romo (NCW). Ao girar o 
onjunto inferior (LA) o
orre a 
ompressãodo agregado.A forma de equilíbrio 
ompleta é atingido em menos de 30 minutos ou em várias horas,dependendo do tipo de te
ido (�g. 5.2).As mudanças na força exer
idas no agregado pela pla
a superior e inferior de 
ompressão
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R2

R3

R1

Fig. 5.2: Parâmetros de deformação do agregadoTe
ido σ1 
ompressão σ2 
ompressãomesoderme (limb bud) 19.96 ± 1.56 19.26 ± 2.45pele (pigment ephelium) 11.67 ± 1.92 12.97 ± 2.40
oração 9.03 ± 0.78 8.98 ± 0.57fígado 4.47 ± 0.34 4.43 ± 0.44retina 1.61 ± 0.59 1.70 ± 0.52Tab. 5.1: Comparação estatísti
a da tensão super�
ial medida em duas 
ompressão su
es-sivas (dyna/cm)são 
ontinuamente registradas em um grá�
o. Em alguns 
asos o per�l do agregado e otempo foram 
ontinuamente gravados por um video
assete ligado a uma 
âmara de vídeo
one
tada a um stereomi
ros
ópio horizontal, a altura e largura do agregado foram medidosao �nal de 
ada intervalo de 
ompressão. Foram usados 62 agregados no experimento.Cada agregado foi submetido a duas 
ompressões e foram 
omparadas os valores de tensõessuper�
iais medidos.A tensão super�
ial foi estimada através da relação de Lapla
e (
apitulo 3). Após apli
arum teste para avaliação de signi�
ân
ia estatísti
a nas 
omparações de medida, mostrou-seque não existem diferenças entre as medidas obtidas, ou seja, a tensão super�
ial independeda força apli
ada (tab. 5.1).OBS: O valor da força apli
ada no agregado não foi informado no artigo, mas pela a
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os apresentados a
reditamos que a força é da ordem de µN .A medida da tensão super�
ial mostrou sua independên
ia 
om a área super�
ial dosagregados. Isso impli
a que diferentes 
onjuntos das quantidades F , R1, R2 e R3 quandomedidas para o mesmo agregado à diferentes graus de 
ompressão devem reproduzir o mesmovalor de tensão super�
ial. Isso foi veri�
ado submetendo os agregados a duas 
ompressõessu
essivas. Os valores da tabela a
ima 
on�rmam que o poten
ial de envelopamento de umapopulação 
elular depende do valor da sua tensão super�
ial (
apitulo 4).5.2 Experimento 
om Rana pipiesEste experimento foi realizado por Devis [39℄, utilizando 
élulas embrionárias de anfíbios. Oobjetivo foi a medida da tensão super�
ial de quatro tipos 
elulares e veri�
ação da hipóteseda adesão diferen
iada para agregados de Rana pipies (rã).Os te
idos da e
toderme, mesodeme endoderme foram opera
ionalmente de�nidos pelaposição, tamanho 
elular relativo e pigmentação. As 
élulas e
todermais são pequenas epossuem pigmentação es
ura, 
élulas da mesoderme são grandes e 
om menor pigmentaçãoe 
élulas endodermi
as são bem maiores e não possuem pigmentação.O aparelho experimental 
onsiste em uma 
âmara de pla
as de 
ompressão paralelas(�g. 5.3):(1) suporte onde o 
onjunto haste-�bra esta preso;(2) regulador do ângulo de ajuste;(3) parafuso onde a força é apli
ada;(4) 
onjunto que possibilita o ajuste do nível do 
lipe;(5) parafuso de ajuste do movimento da plataforma;(6) elevador de travamento da plataforma, responsável por prender o agregado;(7) suporte para a pla
a de vidro;(8) pla
a de vidro onde o agregado é pressionado;(9) objetiva do mi
ros
ópio que que possibilita do visualização superior do agregado;(10) espelho posi
ionado a 45◦em frente do agregado, possibilitando a visão lateral domesmo e visualização da variação na posição da haste de tungstênio;
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13
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7

812 9

1 210       11Fig. 5.3: Aparato experimental(11) pla
a de vidro;(12) objetiva do mi
ros
ópio para a visualização lateral;(13) meio de 
ultura.Os agregados de e
toderme, mesoderme e endoderme foram 
omprimidos no meio de 
ul-tura, um por vez, entre pla
as paralelas em um quadrado de vidro que permitia a medidada força apli
ada na 
ompressão. A haste de �bra de quartzo �exível possuem aproximada-mente 100µm de diâmetro de 6cm de 
omprimento, sendo preso a sua extremidade �nal umquadrado de vidro 
om 2mm de 
omprimento. Ambas a haste de quartzo �exível e a hasterígida de tungstênio, de aproximadamente 250µm de diâmetro e 7cm de 
omprimento, fo-ram pressas uma a outra dentro de um tubo de vidro 
om 
imento epoxy. A haste livre tevesua ponta a�nada e dobrada em direção ao quadrado de vidro. Este 
onjunto é 
hamadode haste-�bra (FRA).O 
onjunto haste-�bra (FRA) é 
omo mostrado na �gura 5.4. Ao apli
ar-se uma forçaverti
al na ponta da haste 
urva a �bra sai de sua posição de repouso e movimenta-se emdireção a haste inferior. A de�exão da �bra de quartzo é igual a 
arga apli
ada, ou seja,
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ia per
orrida da haste em relação a posição ini
ial.
quadrado de
vidro fibra de quartzo

tubo de vidro

cimento epoxy

haste de

distancia
percorrida

pela haste

^

^tugstenioFig. 5.4: Conjunto haste-�braA 
onstante elásti
a(K) foi determinada empiri
amente para 
ada haste 
olo
ando peda-ços de folha alumínio, pré-pesados e medindo a distân
ia da haste-�bra 
om um mi
ros
ópio.A de�exão observada da haste foi sempre diretamente propor
ional a força apli
ada.Logo:
F = KYsendo

• F = força apli
ada;
• K = 
onstante de propor
ionalidade (
onstante de Hooke);
• Y = de�exão.Esta relação linear indi
a que a �bra de quartzo obede
e a Lei de Hooke.Quando pedaços de forma irregulares de e
toderme, mesoderme e endoderme são 
ul-tivadas no meio de 
ultura, eles se arredondam, ou seja, apresentam um 
omportamento
ara
terísti
o de gotas liquidas. Os te
idos da e
toderme e mesoderme levam aproximada-mente 3h para arredondar-se, endoderme leva aproximadamente 4h.Depois do arredondamento, 
er
a de 3 a 12h na 
ultura, o agregado esféri
o foi gentil-mente pipetado e 
olo
ado sobre o 
onjunto haste-�bra. O agregado foi então 
omprimido
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placa de vidro

quadrado de vidro haste flexivel´

R2

R
1

R
3

Fig. 5.5: Agregado 
ompresso entre duas pla
as paralelaspelo levantamento do 
onjunto até a deformação ser per
ebida (�g. 5.5). Para a e
to-derme e a mesoderme, três 
ompressões su
essivas foram feitas para 
ada agregado. No
aso do agregado da endoderme, somente duas 
ompressões poderam ser feitas devido a suafragilidade.Medidas dos parâmetros da forma do agregado e a distân
ia entre a haste e o quadradode vidro foram 
al
ulados através do traçado das fotogra�as tomadas pela objetiva do mi-
ros
ópio. Para determinar a força e forma de equilíbrio, o raio de 
urvatura do lados direitoe esquerdo do per�l do agregado foram avaliados pela 
omparação 
om uma série de ar
os
ir
ulares de raio 
onhe
ido desenhado sobre as fotogra�as em um plásti
o transparente.Para determinar a pre
isão do aparato experimental, o mesmo foi 
alibrado através da
ompressão de bolhas de ar. Uma pequena bolha de ar ( 1.0mm a 1.5mm de diâmetro) arsaturado em água destilada.A 
âmera foi en
hida 
om ar-saturado em água destilada e uma bolha de ar foi pipetadana superfí
ie da pla
a inferior. Todas as bolhas 
omprimidas possuíam alturas diferentes,forne
endo medidas da força apli
ada e a forma resultante 
omo des
rito para 
ompressõesem agregados 
elulares.A medida da tensão super�
ial e desvio padrão para estes te
idos, são mostrados natabela 5.2. Os valores das forças apli
adas para pressionar os agregados não são men
ionadasno artigo.
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ido Tensão super�
ialendoderme 0.36±0.03dyna/cmmesoderme 0.56±0.06dyna/cme
toderme(b
r) 0.80±0.07dyna/cme
toderme(underlain) 1.60±0.25dyna/cmTab. 5.2: Medida da tensão super�
ial da subsuperfí
ie do germ Layer . 1dyna = 10mN .Segundo o autor, as medidas de tensão super�
ial dos diferentes te
idos embrionáriosde rã 
on�rmam a hipótese da adesão diferen
iada de Steinberg. As medidas de tensãosuper�
ial 
orrespondem ao poten
ial de envelopamento 
onforma mostra a tabela 5.1.



Capítulo 6Pro
edimento experimental e ResultadosO objetivo 
entral deste trabalho é a medida da tensão super�
ial em agregados mistosde hidras. Para isto, desenvolvemos um equipamento totalmente original.A metodologia utilizada, neste trabalho, para a realização de medidas reológi
as 
onsisteem apli
ar uma força em um agregado 
elular, esperar que o mesmo al
an
e o equilíbriona resposta e posteriormente medir seus raios de 
urvatura lo
ais. Estimamos o valor datensão super�
ial através da relação de Lapla
e.6.1 Preparação do agregado 
elularDevemos seguir um proto
olo de obtenção de agregados aleatórios de 
élulas de hidra. Oqual 
onsiste de forma geral em[40℄:1) Obter 
élulas isoladas de hidras em suspensão e em 
ondições sadias.2) Reagrupá-las de forma aleatória através de 
entrifugação.3) Observar o ordenamento e regeneração do agregado obtido.As té
ni
as utilizadas para isolar as 
élulas 
onsistem em uma intervenção me
âni
a,onde as hidras são pi
adas 
om o auxilio de um bisturi (ver apêndi
e C) em métodosquími
os (ver apêndi
e B), que rompem as molé
ulas de adesão da membrana.As hidras sele
ionadas para formar o agregado devem ser mantidas em jejum, por umperíodo de dois dias, e em 
ondições de absoluta limpeza. Não devem possuir brotamentos.A 
abeça e o pé devem ser extraidos para impedir que estas 
élulas diferen
iadas in�u-en
iem na dinâmi
a de reagrupamento 
elular, pois queremos obter um agregado formadouni
amente de 
élulas de e
toderme e endoderme[40℄.
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ilindros 
orporais resultantes devem ser 
uidadosamente lavados e depois pi
ados(ver apêndi
e C). Após 
olo
amos estes pedaços em suspensão em um tubo 
ontendo meio dedisso
iação 
elular (DM). Este pro
esso é indispensável para rompermos todas as molé
ulasde adesão entre as 
élulas. Para ajudar neste pro
esso, usamos a própria vis
osidade dolíquido para apli
ar forças de 
isalhamento nos mi
roagregados restantes e assim isolarmosmais 
élulas.Após os pro
edimentos anteriores, esperamos ter uma suspensão formada por umagrande per
entagem de 
élulas individuais. Outro passo importante para a obtenção ex-
lusiva de 
élulas isoladas é a �ltragem. Então, �ltramos esta suspensão usando uma redede 50µm de abertura, na qual ex
luímos os pequenos aglomerados e reduzimos em grandeparte a 
on
entração de pares de 
élulas aderidas.A suspensão de 
élulas obtida deve ser 
entrifugada (1200rpm) por um tempo médio de
10 minutos a�m de obtermos a agregação aleatória. Então devemos esperar que o agregadoevolua e al
an
e a forma de equilíbrio, ou seja, devemos esperar que o mesmo se arredonde.6.2 Desenvolvimento do agregadoAo retirarmos o agregado da 
entrífuga as 
élulas de e
toderme e endoderme estão agre-gadas aleatoriamente. A partir deste momento, 
omeçamos a analisar todo o pro
esso desegregação e ordenamento 
elular (�g.6.1 (a)).No pro
esso de arredondamento o te
ido da e
toderme irá envolver o te
ido da endo-derme. O tempo que o agregado leva para readquirir sua topologia original é de 6 a 10horas.Doze horas depois da 
entrifugação a forma do agregado é aproximadamente esféri
a,
om uma 
amada mais 
lara e menos adesiva (e
toderme) ao redor da endoderme (�g. 6.1(b)).Após 15-16h depois da 
entrifugação o agregado in
ha, há um aumento de volume de-vido a formação e expansão da 
avidade interna[41℄. Depois de 17-20h as 
amadas e
to-endoderme estão 
ompletamente separadas do restante das 
élulas do interior, mas aindaexistem 
élulas �utuando na 
avidade interna.



Capítulo 6. Pro
edimento experimental e Resultados 58

a ) 1mm 1mmFig. 6.1: (a) Agregado após a 
entrifugação. (b) Agregado 
om 6-12 horas de vidaO aumento do volume é uma 
onsequên
ia da pressão interna ser ligeiramente maior quea pressão externa, gerada devido a pro
essos passivos 
omo osmose ou por bombeamentoativo de água através das 
élulas[41℄. As 
amadas 
elulares 
ontinuam se reorganizando atése separarem 
ompletamente. Entre as 
amadas se forma a mesogléia.

1mm
1mmFig. 6.2: (a) Formação de protuberân
ias. Indi
ando a formação de 
abeças. (b) Depoisde algumas horas.No pro
esso de formação da mesogléia, 
omeça a o
orrer a polarização, ou seja o agre-gado se alonga e surgem protuberân
ias que indi
am a formação de 
abeças (�g. 6.2 (a)).
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edimento experimental e Resultados 59Até o término da polarização o volume do agregado 
ontinua aumentando, o
orrendo o
a-sionalmente, a expulsão violenta do líquido interno e 
élulas isoladas. Este pro
esso re
ebeo nome de burst. O burst o
orre em agregados 
om tempos de vida de 14 a 20 horas (�g.6.3)[40℄.

1mmFig. 6.3: Agregado 
om mais de 20 horas de vida 
om burst.
6.3 Materiais e métodosO equipamento utilizado, para a medida de tensão super�
ial, foi projetado e produzido noInstituto de Físi
a (�g. 6.4).O aparato é formado por:

• (1) Parafuso mi
rométri
o;
• (2) Suporte a
ríli
o;
• (3) Suporte te�on;
• (4) Haste alumínio;
• (5) Base te�on;
• (6) Lâmina de alumínio.
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2

31

6

4

5

Fig. 6.4: (a)Diagrama esquemáti
o; (b) FotoA grande vantagem do nosso equipamento em relação aos outros en
ontrados na litera-tura (ver 
apitulo 5) é a fá
il 
alibração. Utilizamos uma bolha de ar para 
alibrar nossoaparelho. Também utilizamos a bolha de ar 
omo dinam�metro. Outra vantagem em uti-lizar a bolha de ar 
omo instrumento de medida e o fato de sua tensão super�
ial ser umvalor tabelado.Para o estudo da segregação e ordenamento 
elular usamos o mi
ros
ópio Olympus IX50.A medida dos raios de 
urvatura lo
al, ne
essários para a medida da tensão super�
ial, sãoobtidos pela análise das imagens 
apturadas pela 
âmera mono
romáti
a Cohu RS-170 .Estas imagens são analisadas 
om o auxílio do programa S
ion Image.O primeiro passo foi a 
alibrar o aparelho experimental. Então, 
olo
amos o aparatoexperimental, sobre o mi
ros
ópio, utilizamos a objetiva 4X.A 
uba de vidro é 
heia de água destilada. Com o auxílio de uma seringa, obtemos duasbolhas de ar. Após, posi
ionamos as mesmas entre as bases do polímero (te�on) e a lâminade alumínio. A lâmina de alumínio serve de meio separador entre as bolhas, transmitindointegralmente a força apli
ada em ambos os lados (�g.6.6). Devemos manter a lâmina naposição de equilíbrio para nos 
erti�
armos que ela não in�uên
ia no valor das medidas.Com o auxílio dos parafusos mi
rométri
os aproximamos as bolhas.Pressionamos uma bolha 
ontra a outra e medimos os raios de 
urvatura lo
ais. Para
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alibrar a medida dos raios utilizamos a Câmara de Neubauer espelhada (�g. 6.6).

Fig. 6.5: Câmara de NeubauerA Câmara de Neubauer pode ser pensada 
omo um slide de vidro. É 
omposta por 9quadrados, 
ada qual mede 1mm de lado. Utilizando objetiva de 4X, 
omo men
ionadoanteriormente, observamos um quadrado de 1mm. Através da análise desta imagem, sabe-mos que um 1mm equivale a 400 pixels, então 
alibramos o programa S
ion Image utilizadopara a medida dos raios.Os raios R1 e R2 foram medidos diretamente, sendo que, R2 foi medido através da
urvatura média das bordas da bolha. O raio R3 foi 
al
ulado, pois sua medida direta émuito difí
il devido à difração.A idéia fundamental do equipamento é: apli
ando uma força na primeira bolha ela reagee a mesma força é transferida à outra bolha. Então nosso equipamento é uma apli
ação dater
eira lei de Newton.Colo
amos os valores do raios (R1, R2 e R3) na equação de Lapla
e. Usando o valor datensão super�
ial de uma bolha de ar dentro de um líquido a uma temperatura de 20◦C étabelada em 7, 52.10−2 N
m
. Cal
ulamos assim a força apli
ada na primeira bolha.Medimos os raios da segunda bolha de ar e usamos novamente a equação de Lapla
e.
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R

1

2

R
3

1mm

R

Fig. 6.6: Medida dos raios das bolhasComo já sabemos a força apli
ada 
al
ulamos a tensão de bolha de ar. O valor médio detensão super�
ial medido para quatro 
ompressões su
essivas foi de 7, 17.10−2 ±9, 5.10−5 N
m
,nossa margem de erro foi de 5%, em relação ao valor tabelado.6.4 Pro
edimento geralA 
uba de vidro é 
heia 
om meio de 
ulturas de hidras - HM (ver apêndi
e A). Fazemos umabolha de ar 
om o auxílio de uma seringa. A seringa deve possuir uma agulha pequena, poistemos que obter bolhas muito pequenas, para a 
aptura integral da imagem pelo mi
ros
ópio.Posi
ionamos a bolha de ar entre a base do polímero (te�on) e a lâmina de alumínio,em seguida 
olo
amos o agregado na outra base. Posi
ionamos o agregado 
uidadosamenteem frente a bolha de ar (�g. 6.8). Temos que ter o máximo de atenção neste momento,porque devemos deixar a bolha e o agregado no mesmo plano. Desta forma asseguramos aboa 
aptura da imagem. Após ajustar o mi
ros
ópio podemos 
omeçar a �lmagem.Com o auxílio dos parafusos mi
rométri
os 
omeçamos a aproximar a bolha de ar e oagregado. A lâmina de alumínio impede que o agregado es
orregue para baixo da bolha de
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edimento experimental e Resultados 63ar. Ela transmite integralmente a força apli
ada pela bolha de ar no agregado.Outro fator importante que devemos 
uidar é a posição da lâmina de alumínio. Quandopressionamos a bolha de ar devemos também pressionar 
om a mesma força o agregado.Então devemos manter a lâmina na posição de equilíbrio, que é indi
ada no monitor do
omputador antes da 
olo
ação da bolha e do agregado.
Agregado celular 

Placa de aluminio

FF ba

Bolha de ar

´

´

Parafuso micrometrico

Fig. 6.7: Representação das forças atuando na bolha de ar e no agregado quando pressio-nados.O tempo de relaxação é outro fator importante. Se o tempo de 
ompressão for pequenoem relação ao tempo de relaxa 
ão o 
omportamento observado é de um sólido elásti
o.Mas se o tempo de 
ompressão for maior que o tempo de relaxação o 
omportamentoapresentado será de um �uido vis
oso. Outro fator que in�uên
ia o 
omportamento é otempo de formação do agregado. Tempo do formação é o tempo 
ontado desde quando elesai da 
entrifuga.A reação do agregado a uma breve 
ompressão é de um sólido elásti
o, ou seja, o mesmose 
omporta 
omo uma mola, obede
endo o 
omportamento Hookiano, e volta a sua formaoriginal após liberada a força de 
ompressão (�g. 6.9).Quando diminuimos a força apli
ada ele re
upera a sua forma original. Mas se manti-vermos o agregado pressionado por um tempo superior a 
in
o minutos o agregado relaxa eo
orre um novo rearranjo 
elular, provo
ado pela força de 
isalhamento. As 
amadas 
elula-
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1mmFig. 6.8: Bolha de ar e agregado antes da tomada de medidas.

1mmFig. 6.9: Bolha e agregado depois de uma rápida 
ompressãores se espalham sobre as outras 
ontinuamente até a força de 
ompressão atuante aumentara sua área super�
ial (�g. 6.7). Então a força de 
oesão entre as 
élulas reagem e equilibraa força de 
ompressão.A força de 
ompressão tenta aplainar o agregado e é equilibrada pela força de 
oesãointer
elular que tenta arredondar o agregado. Após retirada a força o agregado permane
edeformado 
om suas extremidades superiores 
ompletamente planas. Depois de um deter-
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1mmFig. 6.10: Bolha e agregado depois de uma longa 
ompressãominado tempo ele retorna a forma esféri
a. Assim o agregado demonstra suas propriedadesvis
oelásti
as.Em resumo:
• Sem apli
ar força sobre o agregado: o agregado se arredonda a�m de minimizara superfí
ie livre (área) de 
ontato, desta forma minimiza a sua energia.
• Apli
ando força sobre o agregado: o agregado se deforma. Se a força for apli
ada,em um tempo menor que seu tempo de relaxação, irá 
omportar-se 
omo um sólidoelásti
o. Se a força apli
ada ultrapassar, o tempo de relaxação, o agregado apresentaráo 
omportamento de um �uído vis
oso.A tensão super�
ial é uma propriedade intrínse
a do agregado 
elular, dependendo ape-nas do tipo de 
élulas analisadas. Independe do volume e da área, ou seja, independe dasdimensões físi
as do agregado.6.5 Cal
ulo da tensão super�
ial
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Fig. 6.11: Representação da variação dos raios do agregado quando pressionado 
ontrabolha de arConsidere o agregado pressionado 
onforme a �gura 6.11.Lembrando que pressão em um bolha é dada por:
P =

F

Aonde F é a força apli
ada pela pla
a e a área da 
ir
unferên
ia de 
ontato entre oagregado e a pla
a é
A = πR2

3e a pressão no agregado é dada pela relação de Lapla
e:
P = σ(

1

R1
+

1

R2
)onde R1 e R2 são os raios de 
urvatura lo
al; σ é a tensão super�
ial e P é a pressãointerna;Substituindo a relação de Lapla
e e a área na equação da pressão 
hegamos em umarelação que nos possibilita estimar a tensão super�
ial:

σ =
F

πR2
3

(

1

R1

+
1

R2

)

−1



Capítulo 6. Pro
edimento experimental e Resultados 67
R
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1mmFig. 6.12: Bolha de ar pressionado 
ontra agregado.Para uma melhor exatidão nas medidas devemos 
al
ular R3 através da medida geomé-tri
a de R1, R2 e H
2
. Pois a imagem �
a borrada no ângulo de 
ontato entre as pla
as de
ompressão, devido à difração[24℄.Quando 
omprimido entre as pla
as paralelas, um agregado ini
ialmente esféri
o, iráassumir uma 
on�guração de equilíbrio na qual suas bordas serão aproximadamente semi-
ír
ulos. Neste 
aso, R1, R2 eH podem ser medidos 
om melhor exatidão que R3.Então, por Pitagoras, temos que:

R2
2 =

(

H

2

)2

+ x2onde a distân
ia x é dada por
x =

√

R
2

2 −
(

H

2

)2e pela �gura vemos que
R3 = x + (R1 − R2)o que resulta, �nalmente, na seguinte expressão para R3, usada neste trabalho.
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R3 =

√

R2
2 −

(

H

2

)2

+ (R1 − R2)6.6 ResultadosObtemos 18 medidas de tensão super�
ial em agregados mistos de hidra, 
om diâmetros etempos de formação diferentes.Nome do agregado Diâmetro(mm) Horas de vida Número de Compressões Tensão super�
ial(N

m

)1) A1 0,75 16 1 1, 31.10−12) A2 0,75 18,5 2 1, 56.10−13) A3 0.89 20 1 1, 10.10−14) A4 0,62 14 1 1, 55.10−15) A4 0,63 14 2 1, 67.10−16) A4 0,73 14 3 2, 10.10−27) A5 0,62 16 2 1, 41.10−18) A6 0,83 19 1 1, 55.10−19) A7 0,71 19 2 1, 42.10−110) A7 0,72 19 3 1, 59.10−111) A7 0,79 19 4 9, 2.10−212) A8 0,53 14,5 1 1, 05.10−113) A8 0,57 15 2 7, 35.10−214) A9 0,53 15,5 1 7, 05.10−215) A10 0,50 17 1 1, 91.10−116) A11 0,63 12 1 1, 047.10−117) A12 0,66 18 1 1, 05.10−118) A13 0,75 20 1 2, 19.10−2Tab. 6.1: Valores medidos. Sendo A representa o agregado utilizado na medida.O valor médio da tensão super�
ial foi de 13, 25.10−2 ± 5, 77.10−5 N
m
. O diâmetro médiodos agregados foi de 0, 678mm.Usamos o teste t de Student para analisar nossas medidas. Usamos o teste t paraamostras de tamanhos diferentes:
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t =

x1 − x2

Sa.
√

1
nm

+ 1
nronde:

• x1 = média da amostra 1; x2 = média da amostra 2; Sa = desvio padrão agregado(raiz quadrada da variân
ia agregada);sendo
S2

a =
(n1 − 1)S2

1 + (n2 − 1)S2
2

gl

• n1 = tamanho da amostra 1; n2 = tamanho da amostra 2; S2
1 = variân
ia da amostra

1; S2
1 = variân
ia da amostra 2; gl = n1 + n2 − 2 = números de graus de liberdadedas duas amostras agregadas.Sendo que destas 18 medidas, 13 foram aproveitadas (ver tabela 6.1). As outras 5medidas dis
repântes foram des
artadas (linha 6, 13, 14, 15 e 18). Então, existe umaprobabilidade razoável, superior a 95%, de que as diferenças observadas não são devido avariabilidade estatísti
a. Todos apresentaram uma média de três 
ompressões su
essivasem um intervalo de tempo muito pequeno. A
reditamos que estes agregados não tiveramtempo su�
iente para se reestruturarem.6.7 Análise das medidasTentamos fazer medidas em agregados jovens, 
om tempo de formação de 6 a 10 horas, efoi 
onstatado 
onforme experimentos similares [25℄ que a tensão super�
ial é muito pe-quena sendo impossível sua medida 
om nosso aparato. Nos experimentos da referên
ia [25℄observou-se um aumento da tensão super�
ial 
om o tempo de in
ubação e sua estabilizaçãopor um período de tempo diferente para 
ada tipo de te
ido. O mesmo se veri�
a aqui 
omagregados de hidra. Porém, existe uma diferença fundamental entre agregados de hidra eembriões de vertebrados. Naqueles experimentos os agregados são homogêneos e a
redita-se
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edimento experimental e Resultados 70que o aumento da tensão é devido ao apare
imento gradual de uma matriz extra
elularhomogênea.Aqui, 
omo temos dois tipos 
elulares, o amadure
imento leva à segregação 
elular e
onseqüente apare
imento de uma 
avidade. Assim, os agregados de hidras maduros, estãolonge de serem homogêneos. São bem mais estruturados e provavelmente o aumento datensão se deve ao apare
imento de uma estrutura extra
elular bem espe
ializada que é amesogléia.Os valores de tensão super�
ial para agregados mistos de hidra, se 
omparados aosvalores obtidos para outros agregados são bem maiores (ver 
apítulo 5). A
reditamos queo fator que in�uen
ia nossas medidas é a estrutura de nosso agregado. Os agregados deanfíbios e embriões de vertebrados podem ser 
onsiderados 
omo um sólido elásti
o formadopor apenas um tipo 
elular. Os agregados de hidras são 
onstituídos por dois tipos 
elularesdiferentes e possuem uma 
avidade interna. Outro fator que pode in�uen
iar nossas medidasé a formação de mesogléia.Con
luímos 
onforme o grá�
o 6.13, observamos que o diâmetro dos agregados nãoin�uen
ia no valor médio da tensão super�
ial.
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D(mm)Fig. 6.13: Sendo T tensão super�
ial média de 1, 40.10−1 N
m

e D diâmetro dos agregados.Devido ao apresentado anteriormente, futuramente, pretendemos obter agregados dehidra formados por apenas um tipo 
elular. Desta forma iremos obter agregados sólidos e
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edimento experimental e Resultados 71sem a formação de 
avidade. Então, iremos 
omparar os valores de tensão super�
ial deagregados de 
élulas úni
as 
om o valor de tensão super�
ial de agregados mistos.



Capítulo 7Con
lusõesO assunto 
entral desta dissertação é a in�uên
ia da adesividade 
elular na organiza-ção de te
idos durante o desenvolvimento embriogêni
o dos organismos. Para este estudousamos 
omo animal modelo a hidra, um 
nidário de água do
e, 
om alto poder de regene-ração. Este organismo pode ter seus te
idos 
ompletamente disso
iados em um suspensãode 
élulas individuais, que após reagreagadas aleatoriamente por 
entrifugação, dão origema um organismo sadio novamente.Este fen�meno extraordinário se dá pela 
ombinação de diversos fatores. O primeirodeles, e o mais importante nas primeiras horas de in
ubação do agregado, é a segregaçãodos dois tipos 
elulares predominantes na suspensão, as 
élulas de e
toderme (que 
obrema parte externa do organismo, que está em 
ontato 
om o meio ambiente) e as 
élulas deendoderme (que 
obre a parte interna da 
avidade gástri
a). A
redita-se que tal segregaçãoseja resultado da 
ombinação do movimento intrínse
o das 
élulas devido a vibrações do seu
itoesqueleto e das suas a�nidades de adesão, maiores para 
élulas de mesmo tipo. Apóssegregado o agregado sofre uma série de transformações de natureza ainda não inteiramente
ompreendidas, 
omo a formação de uma 
avidade e pulsações 
om eventos de rompimentoda parede dupla de e
toderme-endoderme (os 
hamados burst) 
om 
onseqüente expulsãodo 
onteúdo da 
avidade, basi
amente 
élulas soltas, ou mortas.Neste período, usualmente após 17-20 horas, a
redita-se que fen�menos mais biológi-
os estejam em ação, entre eles a formação de uma mesogléia 
one
tando a endodermeà e
toderme, o bombeamento ativo de água para dentro da 
avidade, o apare
imento deneur�nios e de um gradiente quími
o que 
omeça a polarizar o organismo para o posterior



Capítulo 7. Con
lusões 73apare
imento dos tentá
ulos em um extremo e do pé em outro extremo.Ao longo deste trabalho diversas preparações foram feitas, onde agregados aleatóriosde endoderme e e
toderme foram obtidos e posteriormente evoluiram para um indivíduoadulto 
om 
apa
idade de alimentar-se e reproduzir-se, mostrando assim que o proto
olousado estava 
orreto.Como foi dito o fo
o deste trabalho, na primeira fase, é o estudo da formação do agre-gado onde o me
anismo dominante é a adesividade entre 
élulas. A es
olha deste fo
o sedeve ao fato que a hipótese da adesão diferen
iada de Steinberg propõe que este me
a-nismos seja 
omum a todos os pro
essos de embriogênese, não somente a regeneração deorganismo simples 
omo as hidras. Em parti
ular esta teoria tem 
omo hipótese que, devidoa adesão, os te
idos 
elulares se 
omportariam 
omo líquidos. Assim misturas de dois te
i-dos apresentariam propriedades de líquidos imis
íveis 
om propriedades 
omo segregação eenvelopamento de um te
ido sobre o outro.Isto é observado no 
aso da hidra, onde agregados de 
élulas endodermi
as e e
toder-mi
as misturadas aleatóriamente, segregam 
ompletamente 
om as 
élulas e
todermi
asenvelopando 
ompletamente as endodermi
as.De a
ordo 
om a proposta de Steinberg o pro
esso de segregação é um pro
esso deminimização de energia de superfí
ie, onde as interfa
es 
om maior tensão super�
ial tendema diminuir sua área. Como 
onseqüên
ia disto um te
ido 
om maior tensão super�
ial éenvelopado por um te
ido de menor tensão super�
ial.O objetivo prin
ipal deste trabalho, foi portanto, desenvolver um método para medidada tensão super�
ial de agregados de hidra. Como já foi men
ionado� no texto, outrasmedidas foram feitas em embriões de vertebrados e anfíbios 
om o mesmo objetivo. Paraisto, desenvolvemos um sistema original, diferente dos previamente utilizados na literatura.A medida da tensão super�
ial de um agregado é uma medida reológi
a onde devemosapli
ar uma força e medir a deformação 
ausada por ela. A deformação é medida oti
amente
om o auxílio de um mi
ros
ópio. O agregado lembra uma gota líquida pressionada entreduas pla
as, apresentando 
urvaturas nas suas paredes livres. O ponto 
ríti
o deste sistemaé 
omo medir as tensões apli
adas que devem ser da ordem de µN que é a ordem das forçassuportadas elasti
amente pelos agregados.



Capítulo 7. Con
lusões 74A novidade do equipamento desenvolvido neste trabalho é o uso de uma bolha de ar paraestimar a força que pressiona o agregado. Pressiona-se uma bolha de ar 
ontra o agregado eoti
amente mede-se a deformação da bolha. Usando o valor tabelado da tensão super�
ialdo ar na água estimamos a força que esta faz sobre o agregado. Para validar nossas medidasaferimos nosso equipamento ao pressionar uma bolha de ar 
ontra uma outra bolha de ar.Usando a primeira bolha 
omo medidor de tensão e a segunda 
omo sistema 
uja tensãosuper�
ial queriamos determinar. O valor medido da tensão super�
ial foi de 7, 17.10−2 N
msendo que o valor tabelado para uma temperatura de 20◦C (usado para a primeira bolha)é 7, 52.10−2 N

m
. Este erro em torno de 5% é da ordem do erro de outros métodos de medidade foram utilizados na literatura.O valor médio da tensão super�
ial para agregado misto, formado de 
élulas endoder-mi
as e e
todermi
as, de hidra foi de 14, 02.10−2 N

m
. Ao 
ompararmos o valor da tensãosuper�
ial de hidras 
om agregados embrionários de vertebrados e anfíbios notamos que seuvalor é bem maior, da ordem de 
in
o a dez vezes maior. Uma possível expli
ação para istoé o tempo de in
ubação das medidas e o fato do agregado ser misto. Para o tempo de in
u-bação que usamos o agregado já estava 
ompletamente segregado, apresentando 
avidade epossivelmente 
om alguns dos me
anismos biológi
os des
ritos anteriormente atuando.Medidas 
om agregados 
om tempo de vida inferior a 12 horas de vida, foram tentadasmas 
om nenhum su
esso, aparentemente a adesividade entre as 
élulas era muito baixa.Quando pressionados estes agregados apresentavam somente uma resposta vis
osa.Antes da 
oleta dos dados fotográ�
os o seguinte pro
edimento é adotado: o agregadoé pressionado e liberado rapidamente. Se sua resposta é elásti
a a medida é tomada. Aopressionarmos por um tempo mais longo, ou seja, maior do que o tempo de relaxação aresposta é vis
osa. Quando liberado o agregado está 
om as bordas superiores a
hatadas.Depois de um determinado tempo o agregado se arredonda novamente. Mostrando seu
omportamento vis
oelásti
o.Não temos 
omo pre
isar, no período de tempo de 6 a 12 horas de vida, se as 
élulasdo agregado estão unidas apenas devido a adesividade. Supomos que no de
orrer do tempoa adesividade entre as 
élulas vai aumentando em um período de tempo maior do que 12horas. É provável que a mesogléia já esteja sendo formada (
apítulo 2). Agregados 
om mais



Capítulo 7. Con
lusões 75de 20 horas de vida 
ertamente estão 
om a mesogléia formada e apresentam protuberân
iasque 
ara
terizam a polarização, indi
ando 
ompleta regeneração e formação de 
abeça e pé.A
reditamos que a formação da mesogléia pode in�uen
iar nas medidas.Futuramente pretendemos fazer agregados formados somente de por úni
o tipo 
elular.Para isto, um proto
olo de separação de te
idos deve ser elaborado, bem 
omo um proto
olopara obtenção de agregados sadios de somente um tipo 
elular. Isto não é 
ompletamenteóbvio, visto que, as 
élulas de endoderme não se adaptão fa
ilmente no meio externo.No que se refere ao equipamento de medida muito tem que ser ainda desenvolvido.Primeiramente devemos ter mais 
uidados 
om as superfí
ies de 
ontato do equipamento
om a bolha e agregado. Atualmente existem 
ontatos 
om te�on nas extremidades externase alumínio entre a bolha e agregado. Não sabemos o tipo de interação existente entre estesmateriais e o bolha de ar. Possivelmente tenhamos que 
obrir estas superfí
ies 
om materiais
ujas a�nidades 
om material biológi
o sejam mais 
onhe
idas. Devemos também introduziruma forma de seguir temporalmente a resposta me
âni
a do agregado. Assim podemosavaliar se sua resposta é realmente bem des
rita pela equação 
onstitutiva (apresentada no
apítulo 3).O objetivo �nal será determinar o valor da tensão super�
ial dos te
idos de e
todermee endoderme e 
omparar 
om o valor do agregado misto. Através da medida destas tensõessuper�
ial será possível prever qual será o 
omportameto de envelopamento e validar ahipótese da adesão diferen
iada para agregados 
elulares de hidras.



Capítulo 8Trabalhos futurosFuturamente pretendemos obter medidas de tensão super�
ial em agregados de 
élulasisoladas. Pois, estas medidas são essen
iais para melhor entender os dados obtidos. Entãopoderemos 
omparar os valores de tensão medidos para agregados de 
élula úni
a e mistos.Pretentemos, desta forma, analisar a 
orrespondên
ia de envelopamento e tensão super�
ial.Então, poderemos validar a hipótese da adesão diferen
iada para agregados de hidra.Para isto, um proto
olo de separação de te
idos deve ser elaborado, bem 
omo umproto
olo para a obtenção de agregados sadios formados de apenas um úni
o tipo 
elular.Isto não é 
ompletamente óbvio, visto que, 
élulas de endoderme não se adaptão no meiode 
ultura.No que se refere ao equipamento de medida de tensão super�
ial, muito tem que seraprimorado. Primeiramente devemos ter mais 
uidado 
om as superfí
ies de 
ontato doequipamento 
om a bolha e o agregado. Não sabemos o tipo de interação existente entreeste material e a bolha de ar. Possivelmente, tenhamos que 
obrir estas superfí
ies 
ommateriais 
ujas a�nidades sejam mais 
onhe
idas.Devemos também introduzir uma forma de seguir temporalmente a resposta me
âni
ado agregado. Assim, podemos avaliar se sua resposta é realmente bem des
rita por umaequação 
onstituitiva típi
a de sistemas vis
oelásti
os. Este trabalho será desenvolvido noLaboratório de 
ar
terização de Estruturas Celulares do Instituto de Físi
a da UniversidadeFederal do Rio Grande do Sul.



Apêndi
e AProto
olo de preparação de meio de
ultura de hidras (Hydra Medium):A HM é obtida pela mistura de 5 soluções que devem ser 
uidadosamente preparadas:
• Solução A:

NaHCO3 8.4g diluida em 200ml de água destilada
• Solução B:

MgCl2 4.07g diluida em 200ml de água destilada
• Solução C:

MgSO4 1.98g diluida em 200ml de água destilada
• Solução D:

KNO3 0.41g diluida em 200ml de água destilada
• Solução E:

CaCl2O 22.2g diluida em 200ml de água destiladaEm 10l de água destilada misturamos:
• 30ml da solução A
• 10ml da solução B



Apêndi
e A. Proto
olo de preparação de meio de 
ultura de hidras (Hydra Medium): 78
• 10ml da solução C
• 10ml da solução D
• 10ml da solução EO pH da HM deve ajustado em 7.0 - 7.4.



Apêndi
e BProto
olo de preparação de meio dedisso
iação (DM):O meio de disso
iação (DM) é 
omposto pela mistura de quatro soluções, que devem sermedidas 
uidadosamente:
• Solução A:

MgSO47H2O (sulfato de magnésio)= 0.49g
KCl (
loreto de potassio)= 0.42g
TES buffer = 4.95gTudo diluido em 100ml de água destilada

• Solução B:
NaHPO4 (sulfato de sódio)= 0.19g
KH2PO4 (fosfato de potassio)= 0.12gTudo diluido em 100ml de água destilada

• Solução C:
NaPyruvate = 1.10g
Na3Citrate (
itrato de sódio) = 2.94gTudo diluido em 100ml de água destilada



Apêndi
e B. Proto
olo de preparação de meio de disso
iação (DM): 80
• Solução D:

CaCl2.2H2O (
loreto de 
al
io)= 0.882gDiluido em 1020ml de água destiladaMisturar nas seguintes propor
ões:
• 5% ou 25ml da solução A
• 5% ou 25ml da solução B
• 5% ou 25ml da solução C
• 58% ou 425ml da solução DO pH da DM deve ser ajustado em 7.0.



Apêndi
e CProto
olo para a realização daexperiên
ia de disso
iação 
elular:1. Utilizar hidras que estão em jejum por dois dias, sendo que as mesmas devem serlimpas periodi
amente (mesmo nos dias em que não foram alimentadas). Com a pipeta
olo
ar as hidras no prato prato petry);2. Cortar pés e 
abeças, ir 
olo
ando os tron
os num tubo de ensaio 
ontendo HM;3. Quando tiver a quantidade ne
essária de tron
os, tro
ar aproxidamente 3 vezes aHM;4. Substituir HM por 5 ml de DM e enxaguar 3 vezes;5. Colo
ar os tron
os sobre uma superfí
ie de vidro na qual 
omeçamos a pi
á-las. Ospedaços devem ser pequenos, porém não ao ponto de dani�
ar o te
ido, ou seja, não devem�
ar indistinguíveis, mas 
om aspe
to granular;6. Colo
ar a mistura em um tubo de ensaio e adi
ionar 5 ml de DM gelado (4◦C) edeixar des
ansar por 30 minutos;7. Pipetar o líquido para que as forças de 
isalhamento ajudem a disso
iar as 
élulas.Pro
edimento realizado em aproximadamente 10 minutos. Isto deve ser feito 
om força,mas sem produção de bolhas. A pipeta deve ter uma pequena abertura;8. Remover parte do líquido da superfí
ie (fragmentos de 
élulas) e ressuspender (pipe-tar) todo o líquido deixando no fundo aproximadamente 1 ml;9. Complete 
om 4 ml de DM no tubo onde deixamos o resto da mistura;10. Colo
ar �ltro em um novo tubo de ensaio e �ltrar o líquido;



Apêndi
e C. Proto
olo para a realização da experiên
ia de disso
iação 
elular: 8211. Completar o tubo do líquido �ltrado 
om 8 ml de DM, dependendo de quantas hidrasutilizamos, podemos fazer vários tubos desta suspensão, tomando 
uidado para manter adensidade 
elular igual para todas;12. Centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos;13. Devemos ter 
omo resultado um agregado por tubo de ensaio. Deixar des
ansar nogelo por 30 minutos;14. É possível 
ortar os agregados em sub-agregados. Desa
onselhamos isto, preferindofazer mais tubos 
om 
on
entrações de 
élulas menores.15. 6-8h após o agregado estar pronto, fazer uma tro
a de todo o DM por HM.



Apêndi
e DCál
ulo do volume e da área doagregado:
D.1 Cál
ulo da área do agregadoA área do agregado pode ser 
al
ulada 
omo:

A =

∫

2πf (x)

√

1 + [f · (x)]2dxlembrando
f (x) = δ +

√
R2 − x2a sua derivada �
a

˙f (x) =
−x√
R2

−x2então
f (x)

√

1 + [f · (x)]2 =

√

1 +
x2

R2 − x2
f

=

√

R2

R2 − x2
f = R

1√
R2 − x2

(

δ +
√

R2 − x2
)

=
δr√

R2 − x2
+ Rsubstituindo na integal
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A = 2πR2

3 + 2 (2πR
2
)

∫ l

2

0

dx

[

δ√
R2 − x2

+ 1

]lembrando que
R3 = δ +

√

R2
2 −

(

l

R2

)2e
δ = (R1 − R2)a área �nalmente é:

A = 2πR2
3 + 2 (2πR

2
)

[

l

2
+ δ arcsin

(

l

2R2

)]

D.2 Cál
ulo do volume do agregadoVamos 
al
ular o volume do sólido de revoluçãoO volume do agregado, representado pelo sólido de revolução a
ima, pode ser 
al
uladopela integral:
V =

∫

dv =

∫

rdrdθdzResolvendo a integral em 
oordenadas esféri
as
V =

∫ 2π

0

dθ

∫ l

2

−l

2

dz

∫ f(z)

0

rdrsendo a integral de um ângulo
∫ 2π

0

dθ = 2πe
∫ f(z)

0

rdr =
f 2(z)

2
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Z

l
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Fig. D.1: Sólido de revolução
R

R

1

2

z
l/2−l/2
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Fig. D.2: Lateral do sólido de revoluçãoanalisando a 
urvatura do sólido
R2

2 = x2 + z2
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x =

√

R2
2 − z2

2

f (z) =
√

R2
2 − z2

ft (z) = R1 − R2 +
√

R2 − z2sendo
δ = (R1 − R2)substituindo na integral do volume

V = π

∫ l

2

−l

2

dz(δ +

√

(R2
2 − Z2)

2
omo esta função é par, então:
V = π

∫ l

2

0

dz

(

δ2 + 2δ
√

R2
2 − Z2 + R2

2 − Z2

)

V = 2π

[

(

δ2 + R2
2

)

∫ l

2

0

dz −
∫ l

2

0

dzZ2 + 2δ

∫ l

2

0

dz
√

R2
2 − Z2

]

V = 2π

[

(

δ2 + R2
2

)

z
∣

∣

∣

l

2

0
− z3

3

∣

∣

∣

l

2

0
+ 2δ

∫ l

2

0

dz
√

R2
2 − z2

2

]

V = 2π

[

(

δ2 + R2
2

) l

2
− 1

3

(

l

2

)3

+ 2δ

∫ l

2
R2

0

dz

R2
R2

2

√

(

1 − Z2

R2
2

)

]Então fazendo algumas substituições a integral �
a:
V = 2π

[

(

δ2 + R2
2

) l

2
− 1

3

(

l

2

)3
]

+ δR2
2

(

l

2R2

√

1 − l2

(2R2)
2 + arcsin

(

l

2R2

)
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