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Resumo

O fendbmeno de segregacao celular ocorre tanto na estraturacial dos organismos (mor-
fogénese) quanto durante a regeneracao de tecidos danficadeordenamento celular ocorre
através do agrupamento de células de um mesmo tipo. A ewotlazéamanho destes agrega-
dos é objeto de experimentos e de simulacdes relatadoeradita ha mais de vinte anos. Os
resultados encontrados, no entanto, sdo controversosmiitas a segregacao celular pode-se
obter uma lei de poténcia ou uma dependéncia logaritmicaa pavolucdo do tamanho des-
ses agregados. Por outro lado, dentro de certos interesl@xperimentos podem ser ajustados
com leis de poténcia, mas os expoentes obtidos diferem desidas nas simulagdes, deixando
obscura a compreenséao do problema. Para entender a orgjeandéste fen6meno estende-
mos 0s modelos de simulacBes baseados em diferenca de pdesdacluir as hipdteses: de
diferenca de velocidades, de reconhecimento celular e déidade de grupo. Verificamos
gue as proporcoes de células de cada tecido sdo deternsimantiéstribuicdo espacial final do
agregado e mapeamos isto em um diagrama. Para estudar gaéevducrescimento de agre-
gados utilizamos dois métodos: a aproximacao de agregadio & abordagem através da
equacao de coagulacao-fragmentacao de Smoluchowski. Basaabordagens supomos que
as células formam agregados com simetria esférica e que anmew principal responsavel
pela segregacéo é a fusdo binaria de agregados. Usandoeirpnm&todo obtivemos resulta-
dos analiticos que mostram os efeitos de tamanho finito tagaélulas individuais quanto do
tamanho do sistema sobre as leis de evolucéo temporal. Assm, @ partir do ajuste de dados
experimentais, mostramos que 0s expoentes corretos dakelpoténcia s6 podem ser obtidos
redefinindo-se a dependéncia da constante de difusdo degadgs com sua massa. Para le-
var em conta o efeito da flutuacdo de tamanho dos agregadasaquacao de Smoluchowski
generalizada € proposta. A distribuicdo de tamanhos dgadpe € obtida integrando-se esta
equacao e, apos, esse resultado é comparado com expedraantwulacoes.



Abstract

The celular segregation happens both in the initial orgamisucturation (morphogenesis)
and in tissue regeneration. Cell sorting happens by grougfireglls of the same kind. The
size evolution of these cluters has been reported in expetsrand simulations in the literature
in the last twenty years. The results found are, neverteet@mntroversial. When simulating
cell segregation one may obtain a power law or a logaritmmededency for their evolution.
On the other hand, within a limited range, the experimenggest a power law, however the
exponents differ from those obtained by simulations, legithe problem undefined. In order
to understand the physical origin of this phenomenon we batended the simulations models
based on differential adhesion to include the hypothesdarential velocities, cell recognition
and diferential group motilities. We have verified that eliffint cell type proportions determine
different final cell spatial distribution and mapped thisardiagram. In order to study the
evolution of cluster growth we have used two methods: themedaster approach and the
Smoluchowski coagulation-fragmetation equation apgro&t both cases we suppose that the
cells form spherical clusters and that the primary aggneganechanism is through binary
cluster fusion. Using the first method we obtain analytiztssshowing the effects produced
by the finite size of the individual cells and of the finite syofethe system on the evolution
laws. Besides, from the experimental data fitting, we havevehihat the correct exponent
for the power laws is obtained only if we redefine the difustmmstant dependency with the
cluster mass. In order to consider the cluster size fludnaifect, a generalized Smoluchowski
equation is proposed. The system cluster size distribisiatained integrating this equation
and, then, this result is compared with experiments andlaiions.
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Tabela de Simbolos e Abreviacdes

Simulacdo com Modelo de Animoides

Apresentamos os simbolos refentes as equacdes dos cafitdle 5.

VAR

N

« o~ s as s

...... velocidade dasima particula

....... velocidade das célulasshetas do sistema
....... parametro de movimento ¢atet
....... adesdo entre células do teioitecido j

....... parametro do ruido

..... vetor unitario aleatériesponsavel pelo ruido vetorial

....... parametro de medida deegggao celular

...... parametro de segregacadaredle saturacéo

...... namero de vizinhos iguais deLcélula
...... namero de vizinhos diferarmde uma célula
...... namero de vizinhos do tipo 1

...... namero de vizinhos do tipo 2

razao entre a velocidade-dsima célula e a velocidade das células lentas



O e, razao entre as velocidathes células

B e forca entre particulasie |

7S P distancia entre particulag i

L et eeneereeeeeeeeeeeennns distancia impenetravekélula

S R distancia de equilibridreras células

TR e eeeeeeeeeeereeeeeeenes distancia maxima onde ada¥grarmonica

[ QlGesnserernneerernaaeerennns distancia de alcance dad@cle vizinhancga

< 7 P vetor que na direcdo da paldii a

() parametro de alinharoetas particulas global
A expoente da evolucag.de

Iloeieeieiieiiiieieiieinninenns expoente do tempo de sgéw contra o tamanho do sistema
Vit expoente gde saturacao contra o tamanho do sistema
fo fracdo da adeséao enteghgs heterotipicas e homotipicas
B, adesao entre células iguais

R adesdo entre células difiese

Modelo de Glazier Graner e Hogeweg

Apresentamos os simbolos refentes as equacdes dos csphield.

P probabilidade de troeavdlor entre dois sitios
T o temperatura efetiva ditesna

KB eveeeeieiiieeeiiieeeeenns constante de Boltzmann
Ho energia (custo) de trdeacélulas

o [ identificacdo do sitio dde de Potts

O(id) e, indice que identifica a célula

T(o(id)) e tipo da célula;

J(T,T) e, energia superficial, ou adesdaeear#lulas do tipa e T/;



AS i multiplicador de Lagrangeasado a conservacéao de area;

S(O) v a area da céluta

ST o, a area ideal (surface targetélala do tipoo;

Hguimico «+eevveeveenens potencial quimico genérico

AG oo multiplicador de Lagrange ass0e ao movimento ativo da célula
a(0,0") i tendencia da célula do tigale seguir, sua vizinha, do tipg
OA coeeeeeeriiieeeenaenns auto-persisténcia da célula

[0 (=S parametro de movimento ativaaidgo

ACM ..o, deslocamento do centro de massa d&cél

ACMY oo deslocamento ideal do centro de maasaidila

Y e parametro de segregacéadarel

S superficie total entre asdes diferentes
P namero total de células dtesna

Modelo de Agregado Médio

Apresentamos os simbolos refentes as equacgdes dos csipdteld.

M e massa/tamanho do agregagitio

110 PP tamanho inicial de agregado

[ S tempo caracteristico deomtro de agregados

D(M) v constante de difusédo, dependeaksando agregado
O e expoente da difusédo aatmassa
Lo distancia média entreesggdos
Vo volume, em 3d, ou area, ent@dl do sistema

[0 I densidade de agregadasstema
T numero total de agregattmsistema

MO e, massa total do sistema
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Ao, dimenséo do sistema

F o, dimensao fractal do gauao

- SR constante que define alaste tempo

o tamanho maximo de agdega

C ottt tamanho minimo de agdega

(€]111) IPPTTRRRR parte da solucéo analitieascendental, que dependende

G(IMY) weveeeeiiiiieeeeeee parte constante da soluc&liica transcendental, inicial, em
termos damg

oF1 e funcéo hipergeométrica decEul

Equacao de Smoluchowski

Apresentamos os simbolos refentes as equac6es dos csipliiie 11.

Koo tamanho/massa do agregad

e e densidade de agregaddardanhdk

3 TR nucleo de coagulacao

Fijereeeieeee, ndcleo de fragmentacao

o expoente que relacion#duwsédo com a massa do agregado

B pardmetro que pesa a nApeaia da secdo de choque no nucleo de
coagulacéo

o PP dimenséo do espaco

Ko, constante de coagulagéo

| constante de fragmeidac

<K> tamanho/massa média degagi@

C v tamanho minimo de agregacéao
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Abreviacoes
(€1 €] o IR Graner Glazier e Hogeweg
HVD .., Hipdtese da Velocidadédpenciada
HAD ...t Hipotese da Adeséo Diferiada
REC ..o Mecanismo de Reconhecim€efular
HMGD ..., Hipotese da Motilidade de @oWDiferenciada
DM ..o, Dinamica Molecular
GPU i, Graphic Processor Unit
CUDA ..o Compute Unified Device Architecture
MCS ..., Passo de Monte CMtnte Carlo Step

MAM ..o Modelo de Agregado Médio
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1 Introducéao

Existem diversos conjuntos de células que, quando em rasshinarias, podem se separar
ou reorganizar em camadas formando os tecidos. Isto podesopor rediferenciacdo (células
diferenciadas que alteram sumas propriedades, como sétateco), ou por troca de posicao
das células dentro do agregado celular. Neste trabalhosvastodar o caso no qual as células
se reorganizam sem passar por diferenciacdo. Do ponto @edasfisica, podemos estudar
a segregacao celular por pelo menos duas formas: por maudekesnaticos, que descrevem
a evolucdo de alguma medida da segregacéo a partir de lEpdstatisticas ou por mode-
los de simulacdo computacional, onde elementos fisicosuduicps minimos, considerados
essenciais, sdo mapeados em representacdes computad®reaiulas. Para explicar a segre-
gacao, existem diversas hipéteses, onde cada uma deladpaskr simulada em computador.
Também podemos relacionar os resultados das simulacéessomydelos matematicos que
descrevem a segregacao celular. Todas essas relacdeseikploradas neste trabalho, com
algumas hipoteses, dois modelos matematicos e dois matkekigiulacdo, como mostrado na
figura 1.1.

As células podem ter vantagens ao viver em grupos. Ao formmaser vivo multicelu-
lar as células podem se locomover mais rapido e a distan@awas, se proteger de danos,
assim como fazer trocas de substancias. Estas vantageobtgdas apenas pela unido das
células. As células podem ainda ter vantagens adicionsisssaespecializem em algumas fun-
¢Oes, e.g., algumas células podem interagir com o meiogaot® as demais, outras podem
digerir alimentos. Com isso, se tornam eficientes em algumsepsos. A diferenciacao celu-
lar € parte essencial na morfogénese, processo que ocamaiodaa dos seres pluricelulares
em fases embrionarias, mas que também pode ocorrer em digomsie células fora do de-
senvolvimento embrionério (conhecidas como células tpnllo inicio do desenvolvimento
embrionério de seres pluricelulares diblasticos (doigltecembrionarios) e triblasticos (trés
tecidos embrionarios) o futuro ser € um agregado compostegpias células idénticas que se
dividem e, em determinado momento, se diferenciam. Ou segs, caracteristicas se alteram
permitindo que tenham um nivel maior de especializacade fstcesso, chamado de diferen-
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_| Comparar Resultados

Agregado Equagéo de
Médio Smoluchowski
| ]

Modelos
Estatisticos

Comparar Resultados I

. Experimentos ~ \ 1
Literatura Segregacéo Celular
Modelos de
Animéides

.- Simulagoes
Hipoteses ¢

)

Hipdteses Simuladas com

Figura 1.1: No centro a segregacéo celular, mostrando caaenpos relacionar as hipéteses
mais importantes [1, 2] para 0 mecanismo responsavel petgareizacdo, com os modelos
de simulacdo adotados neste trabalho [3, 4], com 0s modedtematicos que descrevem a
evolucdo do tamanho médio de agregado [5].

ciacao celular, possibilitard execucéo de funcfes espasifio individuo formado. Nesta fase
do desenvolvimento as células recebem sinais bioquimieepgdem vir do ambiente ou das
células vizinhas. Partindo destes sinais e de sua relagd® eoaterial genético a célula pode
modificar suas caracteristicas: numero de divisdes celylarmovimento celular, o tamanho,
morte celular e propriedades da membrana celular. Modffesagas células produzem diferen-
tes tipos de tecidos, algumas destas modificacdes alteogriguades fisicas como o tamanho,
movimentacao e adesdo da membrana celular [6].

Antes da diferenciacdo as células aderem igualmente ems &sdsuas vizinhas, mas apos
a diferenciacao algumas de suas propriedades podem sadalepossibilitando que tenham
ligacdes preferenciais com algum tipo especifico de célata, entdo, formar as estruturas
complexas necessarias. A diferenciacao celular e a foondas primeiras estruturas de um
ser vivo fazem parte de um processo extremamente impararaenado morfogénese, que é
amplamente estudado na biologia. Durante a morfogénesebndenpassa de um ser apro-
ximadamente esférico, sem estrutura interna e com célglessi, para um ser com formato
caracteristico, contendo células diferenciadas e orgdagzzem uma estrutura prépria [6]. Esta-
mos interessados no processo de organizagao celular, spaifecamente, queremos entender
como células ja diferenciadas encontram suas posi¢coeodum agregado composto por
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diferentes tipos de células. Ou seja, como ocorre a tramsigdim grupo de células isoladas,
unidas apenas pela adesao, para células se comportandgadmmtegrante de um ser com-
plexo. Neste caso, a sobrevivéncia do ser vivo € mais imuerdo que a sobrevivéncia da
célula individual e mecanismos de apoptose (morte celp&s3am a ter um papel importante.

Na morfogénese temos a transi¢do para células especedizme formam grupos funci-
onais especificos. Mas existe também a transi¢cdo opostadoasancer, quando células que
estdo completamente formadas e vivendo como um conjumaeprando suas fungdes coleti-
vas, alteram profundamente seu metabolismo. Essas céfulasrosas possuem caracteristicas
diferentes daquelas do tecido ao qual faziam parte antestid@nsformarem. Elas se reprodu-
zem mais rapidamente, podem entrar em estado quiescet@ixéEsimo consumo energético
e nao fazem mais apoptose. As células de cancer perdem oismoate preservacao da vida
do ser como prioridade em relacéo a vida das células, a eggooquanto estiverem confina-
das ao cancer, as células ndo possuem alta motilidade, po®nasos da metastase, algumas
células sofrem uma transformacgéo que atribui grande hadié permitindo a migracéo para
fora do tecido, consequentemente, se espalhando por tadamismo. Estas células podem se
formar na superficie do cancer, ou talvez em um ponto qualdpéecido alterado migrando
para fora e se desprendendo, para depois se espalharem.algeeyiforma, caso se movam
aleatoriamente, para que possam sair do tumor e se espalbarganismo, devem primeiro
passar por um processo de segregacao.

Além dos processos tipicos de seres pluricelulares mesgasnacima podemos estudar a
segregacao celular do ponto de vista evolutivo, pois ennalgiomento de sua evolucdo, os
seres vivos unicelulares comecaram a se organizar e viveogjunto e, posteriormente, for-
marem os seres pluricelulares propriamente ditos. Na e&oldos seres vivos existem algumas
transices particularmente importantes. Por exemplopgeartransicao entre seres vivos pro-
cariontes, unicelulares sem nudcleo celular, para seregientes, com nucleo celular. Outra
transicdo notavel surgiu mais tarde quando seres euasipassaram a se agrupar. Estas célu-
las comecaram a viver em grupos formando os seres pludcetulEste Ultimo passo evolutivo
ocorreu ha cerca de 600 milhdes de anos, mas ainda hoje mmoostespécies na vizinhanca
dessa transicdo e que sdo bastante estudadas na liteestender Hydra vulgaris (hidra) e
Dictyostelium discoideurfY]. De fato, essas espécies se apresentam em lados difedssta
transicdo: aictyostelium discoideurd um ameboide unicelular que, em condi¢cdes extremas
se transforma em um ser pluricelular. Na falta de alimerdges@ a emitir um sinal quimico os-
cilante que induz um procedimento semelhante. Uma vezeadstatho um campo quimico, as
amebas passam a se deslocar na dire¢ao positiva do gratissgecampo, 0 que as leva a um
agregado pluricelular, chamado de lesma. Essa unido é tarigy@uando esta lesma encontra
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um local adequado, parte das células se espalha e elas \@mNamr como seres unicelula-

res. As hidras, por sua vez, sédo seres pluricelulares querrdicées especificas de laboratério
podem ter suas células separadas umas das outras. Embapaesentem todas as funcdes ne-
cessarias para a sobrevivéncia, elas passam a se compartaseres unicelulares. Novamente
esta fase é temporaria, pois as células da hidra podem ganear formando novamente uma

hidra pluricelular.

A espécieHydra vulgaris ver fig.1.2, faz parte da claskgdrozoa possui dois tipos princi-
pais de tecidos celulares e grande capacidade regenersicalulas da hidra sado de dois tipos:
endoderme e ectoderme. A endoderme se localiza internaraéntesponsavel pela digestao,
a ectoderme se localiza externamente e é responsavel prlas tom o ambiente. Existem
ainda algumas células neurais espalhadas pelo troncorda tédulas de fixacdo na base e tam-
bém células com substancia urticante nos tentaculos pasioapr alimento. Neste trabalho
desconsideramos estes tipos de tecidos secundarios @eisda eliminados pelos protocolos
de experimento [8] de segregacao, que cortam os tentacamsd@ulas de fixacdo na base da
hidra e os banhos quimicos eliminam a grande maioria dasélarvosas.

Figura 1.2: Foto de umiydra vulgariscom possui dois brotos resultado de reproducao asse-
xuada. Nos experimentos, os brotos precisam ser descartado

O interesse nas hidras deve-se ao seu enorme potenciabderagio: suas células, quando
separadas umas das outras e misturadas aleatoriamergeyganizam em um ser completo.
A primeira parte desse processo é a da reorganizagado ddsgeas células migram dentro do
agregado até as posicdes corretas e, como sdo apenas itas,tacconfiguracdo final € um
tecido localizado internamente e outro externamente negago. Esta etapa da regeneracao é
chamada de segregacao celular (figura 1.3) e é nessa fasaijog pesquisadores se pergun-
tam a respeito dos mecanismos existentes para explicar@scgulas encontram as posi¢coes

corretas no agregado [9, 10, 1, 11, 12].

Os estudos com a segregacéao celular comegaram com Wilgpgyg3studou misturas de
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Figura 1.3: Experimento de segregacéao celular com célal&rbrido de pinto: mistura alea-
téria a esquerda e o estado segregado ou saturado a direigerh retirada do artigo [12].

células de esponja e observou sua regeneracao compleda dsgonjas. Entretanto, com este
experimento ndo era possivel diferenciar os tecidos pesssélo muito parecidos visualmente a
tecnologia de microscopia da época ndo permitia grandéuggsn Entdo ndo se sabia se a se-
gregacao ocorria devido a rediferenciacao celular, ou sélakas migravam dentro do agregado
até atingir suas posicoes adequadas. Isto foi esclareeldaegperimento de Holtfreter [14],
gue pode observar a migracdo de grupos de células dentrarelgadg ao utilizar células de
vertebrados que possuem pigmentacgao diferenciada pdote@u seja, a segregacao ocorre
pela migracao de células dentro do agregado, indicandosemqga de fatores fisico-quimicos
para explica-la.

Resta entdo entender qual ou quais sdo 0s mecanismos fisna@os responsaveis pela
segregacdo celular. Varios foram propostos, entre elepatésie da Adesao Diferenciada
(HAD) [1] que é a mais difundida para explicar como as célséaeorganizam. Nela as células
mais aderentes tendem a ocupar o centro do agregado. E ubteskipastante estudada através
de experimentos e simulagbes [1, 4, 15]. H4 também a Hipdeaelocidade Diferenciada
(HVD), proposta em um trabalho experimental [2]. Nesta,&slas se reorganizam devido a
diferenca nas motilidades dos diferentes tecidos, asasénhis rapidas se encontram mais fa-
cilmente formando o tecido central do agregado, enquant@aslentas ficam ao redor. Porém,
este é um resultado contraintutivo: se pensarmos, por dgeep dois liquidos, o resultado
esperado seria com 0 mais energético tendendo a migrargrarads autores propuseram um
segundo mecanismo responsavel pela origem da segregag@caaismo de reconhecimento.
O resultado de Jones e colaboradores € téo inesperado (foeert®neamente citado na lite-
ratura [16]. Nesta citacdo os autores dizem que as célulsslemdas ocupariam o interior do
agregado, justamente o oposto do resultado encontradasvanalisar esta hipotese com cui-
dado, isolando totalmente outros fatores, para, entéerjiimssegundo mecanismo proposto no
trabalho original, sem dar preferéncia a qualquer padrad fwis este ainda é controverso. A
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melhor forma de obter tal isolamento de parametros € com umadas;do numeérica, pois nela
podemos facilmente fixar parametros garantindo que asaséddjam idénticas exceto pelas
suas motilidades, e, mais tarde, pelo mecanismo de reqomdT&o.

Apoés a modelagem estatistica da segregacao celular, umnmesanismo gerador de re-
organizacao sera definido, pois quando analisamos osa#gslexperimentais de Méhes [17],
nenhuma das hipéteses testadas gera a mesma evolucaoatmsaégr De acordo com nossos
modelos estatisticos, o grau de coletividade das célutasrseimportante e surge entéo a hipo-
tese da motilidade de grupo diferenciada (HMGD), onde adaske separam de acordo com
o grau de coletividade entre os tecidos, um tecido onde alsé@companham o movimentos
das vizinhas iguais mais fortemente, tende a formar agosgadando a endoderme. Isto fica
claro ao analisar a dependéncia da difusdo com a massa eégadgs.

A HAD foi analisada por simulagdes com o0 modelo de Glaziean@r e Hogeweg (GGH) [4]
onde foi encontrada uma lei logaritmica para a evolucao man&o da interface entre endo-
derme e ectoderme. Esta mesma hipétese foi simulada usermlorodelo de animéides [15],
encontrando-se tanto uma lei logaritmica quanto uma leoténgia, dependendo dos parame-
tro utilizados. No presente trabalho, utilizamos o modelaciméides para explorar a segrega-
¢ao celular dentro da hipotese HVD, explorando brevementedelo GGH para a HVD. Uma
parte deste estudo ja foi realizada durante o trabalho dzaded18].

Com o intuito de construir um modelo tedrico simples, vamosicierar que o sistema nao
seja mais composto por dois tipos de células, mas por um tijpo @e célula (a endoderme)
e 0 meio, que substitui 0 segundo tipo (a ectoderme). Enti@lalemos a segregagcao como
um problema de fusédo de agregados. Nossa primeira apréingaconsiderar que todos 0s
agregados possuem a mesma massa em cada instante de tesgpaletesé baseada no tra-
balho de Kolb [19], que considera um sistema onde ha fuséeersivel de agregados fractais
gue difundem no espago. Kolb obtém leis de poténcia paralag@mda massa do agregado,
mas esta lei de escala somente € valida se a massa do agregaudtd maior que a uni-
dade e muito menor que a massa total dispersa inicialmersga €&guacao foi desenvolvida
para tratar de agregados fractais que se fundem e depoiddies undo alteram sua estrutura
interna. Pretendemos obter equacdes que descrevam ossiséeanqualquer valor de massa
do agregado. Alteramos as equacdes incluindo limite magetamanho e, também, tamanho
minimo de agregado. Nessa parte do trabalho comparamokig8esobtidas analiticamente
com experimentos e com simulacdes do modelo de animdides.

Outra abordagem adotada é a equacéo de coagulacao-fragawde Smoluchowski [5].
Esta também trata de sistemas compostos por apenas um ppdidela (endoderme) e o meio
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gue as cercam (ectoderme). Estas particulas podem se umarfdo agregados de tamanhos
variados a cada instante de tempo. Esta abordagem tem eastsgpre a anterior pois permite
flutuac®es na distribuicao instantanea de tamanho dosaapegA equacao de Smoluchowski
também permite maior liberdade de parametros, pois ped®iieir o nicleo kernelna verséao
inglesa) de coagulacdo e o nucleo de fragmentacao de aaordasccaracteristicas do sistema.
O problema é a complexidade desta equacdo que possui sa@lnghtica em apenas alguns
casos. Os demais incluindo o nosso, devem ser resolvidosriaamente.

Modelos Estatisticos

Agregado Equagéo de
Médio Smoluchowski
Comparar Resultados

N |
[N |
| Modelos de
Simulagdes

1

Comparar Resultados

Literatura

Animéides

Experimentos

Hipéteses Simuladas com

Hip6teses

Figura 1.4: A evolucéo do estudo da segregacdo, mostramao&o longo do tempo desviamos
o enfoque da analise.

Na figura 1.4 mostramos o fluxo do estudo.

1. No inicio deste trabalho relacionamos a hipotese de iklde diferenciada (HVD) com
um modelo de simulacdo, o modelos de animoides pois a mesagdoga estava dis-
ponivel na literatura com a hip6tese da adeséao diferencidfiR) [15]. O objetivo era
testar a viabilidade da HVD, sua robustez, e, também compafarma funcional da
segregacao entre as hipoteses.

2. Depois de obtidos os resultados da HVD, procuramos expéohipétese de que as cé-
lulas possam se reconhecer. Elas aderem mais as vizintas dpque as diferentes e
possuem motilidades diferentes. Note que este ndo € o casedao diferenciada pois
nela a endoderme precisava ser mais adesiva do que a ecti@roba este de mecanismo
de reconhecimento (REC).
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. Partimos, entao, para a analise estatistica dos dadeg@gacao celular, na HVD, con-
siderando que as células de endoderme se agregam e a eeqeded® importancia ser-
vindo apenas como 0 meio de movimento. A nossa principakapegao é considerar
gue apenas um tamanho de agregado domina a dindmica. Coroparsinesultados com
a HVD.

. Com os resultados ja obtidos no modelo de agregado médidjrdes estender a analise
para agregados de tamanhos diversos, para isto utilizamgsagdo de Smoluchowski,
gue relaciona a probabilidade de dois agregados se fundiremrmbém de se fragmen-
tarem. No&s definimos estes ndcleos com as probabilidades apsegregacéao celular e
comparamos os resultados com o modelo de agregado médioa 4.

. Fizemos simulacdes com a hipétese da adeséao diferen¢idd2) para comparar 0s
resultados com a HVD e os dois modelos estatisticos. Exaostas simulacdes para
obter os dados da segregacdo em termos do nimero de partieda do agregado.

. Com o mecanismo de reconhecimento celular e diferentesm@es de tecidos obtemos
alguns padrdes finais de segregacdo com o modelo de animdgis momento vamos
procurar os mesmos padrdoes no modelo de Glazier Graner eMdQ@&GH). Anterior-
mente varremos o0 espaco de parametros buscando quais\gdoaen cada padrao final.
Entretanto, com este modelo vamos nos restringir apenasgégedo padréo, sem verifi-
car sua robustez. Neste momento foram publicados na litaregsultados experimentais
comparaveis com nossas simulacdes e modelos, entdo, msid@veomente o enfoque
deste trabalho.

. Com os dados experimentais disponiveis fizemos a compacagd os resultados ante-
riores, com HVD, HAD, com os modelos estatisticos do agregaédio e da equacéao de
Smoluchowski.

. Os resultados das comparacdes do item anterior sugeramawa hipotese de segrega-
¢do celular, que é muito mais rapida do que a segregacacageesas outras hipoteses,
a Hipotese de Motilidade de Grupo diferenciada HMGD, ondeéaidas reconhecem as
vizinhas como iguais ou diferentes e as células da endodendem a seguir as vizinhas
muito mais fortemente do que as outras.



21

1.1 Organizacao dos Conteudos

No capitulo 2 faremos uma revisdo dos experimentos e modelesgregacao celular, em
especial o trabalho de Jones com a HVD, além disso revisamditeratura os modelos de
crescimento de agregados com enfase nos trabalhos de Koiblachowski.

No capitulo 3 descrevemos o modelo GGH, posteriormentéhdet@s o modelo de ani-
moides e as aproximacdes utilizadas para adapta-lo parabtepra de segregacao celular.
Além disso especificamos as medidas a serem tomadas naagesibem como 0s métodos
numeéricos. No capitulo 4 vamos apresentar os resultadodoslhtom simula¢cdes nos mo-
delos GGH e de Animdides para varios casos, além dos ressltan a HVD acrescida do

mecanismo de reconhecimento proposto por Jones.

No capitulo 5 apresentamos o modelo de agregado médio, comsas sistema infinito e as
limitacGes de tamanho propostas, no capitulo 6 apreseatamsolucdes analiticas referentes
aos casos apresentador no capitulo anterior, falamosrbeene da comparacao de valores de
expoentes caracteristicos encontrados no modelo e nalagdes de segregacéo celular.

No capitulo 7 apresentamos um outro modelo tedrico pararagagio celular a equacao
de Smoluchowski, temos algumas variantes desta equacg@&acondideramos diferentes tipos
de fragmentagéo de grupos de células. No capitulo 8 apagsestos resultados referentes a
este modelo, novamente comparamos brevemente os valarpatntes obtidos neste modelo
com os obtidos no modelo de agregado médio e nas simulagdes.

No capitulo 9 comparamos os resultados obtidos no modelgmgado médio, com a
equacao de Smoluchowski, com as nossas simulacfes, comwdagies em HAD e, o mais
importante, com experimentos de segregacéao celular efaséle Méhes.
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2 Histodrico Experimental e Referencial
Teorico

2.1 Primordios do Problema Bioldgico

Desde o inicio da humanidade tenta-se obter métodos eésigara curar diversos feri-
mentos. Para desenvolver tais métodos, € preciso comgreemuo ocorre a regeneracao de
tecidos. O estudo de segregacéo celular tem seu inicio ey @@dndo Trembley [20] cortou
uma hidra ao meio e observou que algumas horas depois hasadiras regeneradas a partir
dos pedacos da original. Apesar de ser uma experiéncia eleeregdo sem segregacao celular,
esta foi a precursora na obtencao da segregacao propradientO préximo passo importante
foi dado em 1886 quando Shiefferdecker [9] conseguiu seplmia tecidos celulares vivos,
colocando-0s em um extrato pancreatico. Finalmente, em, M0son [13] fez uma das pri-
meiras experiéncias de segregacao: misturou células etewliés tecidos de uma esponja que
apos algum tempo regenerou-se completamente. Contudo,amimus tecidos tinham mesma
coloragéo nao era possivel diferenciar as células de cad@sitecidos nem, por consequencia,
determinar que mecanismo era responsavel pela reorgaanizatular.

Do experimento de Wilson surgiram duas principais hip&esea explicar a segregacao
celular:

e Transformacdao Citoldgica: as células recebem informac&odwente ou das células ao
redor e se transformam no tipo de tecido que deveria estavoab ¢onsiderado, como
idealmente ocorre nas células tronco ao serem inseridasretiado tecido.

e Difusdo: as células trocam de posicdo dentro do agregadatiatgr posicdes corretas,
de forma a separar os dois tecidos. Mas ndo esta definido coogiudas sao capazes de
determinar se estdo ou ndo em uma posic¢ao correta.

Essa questao foi resolvida por Holtfreter [14], em 1944, gpetiu o experimento de Wil-
son, mas desta vez em células de anfibios. Estas célulasgpdenpadas de forma diferente
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dependendo do tecido ao qual pertencem. Ele pode observavimento das células dos di-

ferentes tecidos e mostrou que existe difusdo na segregaltdar. Este experimento resolveu

0 problema em parte, pois mostra que 0 mecanismo ndo é unséotraacao citoldgica, mas

ndo explica qual mecanismo, fisico ou quimico, na difusfidarepoderia separar dois ou mais

tecidos distintos.

2.2

Hipoteses

O experimento de Holtfreter comprovou que a difusdo € o ageeparador de tecidos,

mas ndo explicou qual ou quais mecanismos séo respons&eisrganizacdo dos tecidos.

Surgiram entdo hip6teses para explicar este problemag ssngrincipais:

Quimiotaxia [21]: Sugerida por Turing em 1952, essa higbtefende que as células dos
diferentes tecidos se reorganizam de acordo com sinaisapgramitidos do ambiente
em torno das células, ou por elas proprias;

Adeséao Diferenciada [1] (HAD): Proposta por Steinberg ei2]$egundo ela os dife-
rentes tecidos possuem graus diferentes de adeséao erdvedsi d alguma substancia em
suas membranas, as células mais adesivas formam um agcsgdacd, com as células
do tecido menos adesivo em torno [15, 4];

Adesao Temporal [22]: proposta por Curtis em 1961, estaae®fiende que os padrdes
de reorganizacdo se devem aos diferentes tempos que aascddutecidos diferentes
levam para se aderirem. As células que se aderem mais ragitiaformam um agregado
central enquanto as que levam mais tempo ficam na superésia.d

Contracao Superficial [23]: sugerida por Harris, essa tegfitana que quanto menos
contrativa € uma célula em relacédo a sua superficie expuoaia,internamente ela deve
se posicionar dentro do agregado;

Velocidade Diferenciada [2] (HVD): esta hipotese foi prsfaopara explicar o experi-
mento de Jones, Evans e Lee, publicada em 1989, onde aiibeduganizacao celular a
diferenca das velocidades de difusédo das células dosmliésreecidos.

Custo de Coexisténcia[24]: nesta hipotese as células quetaecum exopolissacarideo
(EPS), células cooperativas, se separam das células quepr@duzem, ndo coopera-
tivas. Este EPS tras beneficios ao grupo porém tem custciadeca producdo. Esta
hipotese foi utilizada para descrever a segregacéo celmdniofilmes bacterianos. Nota,
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esta hipotese se difere das demais pois ela considera wmaisbm células se reprodu-
zindo.

Como veremos no capitulo 8 a segregacao celular pode sea dgithis para ser explicada
pela HVD ou pela HAD, indicando a importancia da capacidadecélulas de se reconhecerem
como iguais e se movimentarem coletivamente. Este graurdeailento preferencial pode ser
um mecanismo responsavel pela segregacao celular. A nudebeé considera que se as células
forem idénticas, exceto pela tendéncia a seguir as vizjieas irdo segregar. Chamamos esta
de hipotese da motilidade de grupo diferenciada (HMGD) epeksibilita uma segregacéo
rapida.

E importante ressaltar que todas essas hipoteses ndoserexnLituamente, entdo, mesmo
comprovando que algum destes mecanismos tem participagimoesso de separacao de te-
cidos, ndo podemos descartar os demais. Temos de congjder&zdos 0S mecanismos pro-
postos também podem estar presentes em diferentes sesyespais em especies de animais
diferentes, as células podem ter caracteristicas muitiotdis, levando a segregacéo celular por
outros processos fisicos. O mais provavel é que as hipotses descritas, tenham cada uma
sua participacao na segregacao celular, com propor¢c@rstiés, dependendo tambémdos te-
cidos envolvidos na segregacao.

2.3 Velocidade Diferenciada

A velocidade diferenciada foi analisada experimentalmem 1989 por Jones e colabora-
dores, estes trabalharam com células de embrido de framgiam as velocidades de difusdo
de trés tipos de células (figado, musculo e retina neurdd)iessam velocidades diferentes para
cada tipo de tecido. As motilidades tem a seguinte hierarquiisculo> figado> retina. O
resultado obtido é a disposicao final destes tecidos quasgdosios dois a dois (ver figs. 2.1,
2.2, 2.3) [2] formando um agregado celular, onde em cadacéstdo mais difusivo ocupou
o centro do agregado com o tecido com menor motilidade aa.ré&dwa explicar este padréao
final pouco intuitivo, Jones et al. atribuiram um segundoanino: de acordo com o qual, as
células podem de alguma forma se reconhecer, ou seja, termaxfdo da vizinhanca sabendo
se as demais células ao redor sdo iguais a ela ou ndo, e comfessecao a célula regula
suas fungdes internas para se aderir mais ou menos.

A discussao sobre qual das hipoteses explica a segregdgéar centinua em aberto e a
velocidade diferenciada € citada como uma possibilidade.aBigo de 1996, Steinberg [16]
menciona a velocidade diferenciada como uma das explisggissiveis para a separacao de
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Figura 2.2: Agregado heterotipico de célu-
las de retina e figado de frango obtido por
Jones et al., as células de figado foram mar-
cadas e aparecem escuras. Retirada do ar-
tigo [2].

Figura 2.1: Agregado heterotipico de cé-
lulas de musculo e retina de frango obtido
por Jones et al., as células de retina foram
marcadas e aparecem escuras. Retirada do
artigo [2].

Figura 2.3: Agregado heterotipico de células de musculgaelfi de frango obtido por Jones et
al., as células de figado foram marcadas e aparecem esRetasda do artigo [2].

tecidos. O surpreendente € que cita 0 experimento de Joms @ forma invertida: para
Steinberg as células mais lentas ocupariam o centro darmests mais rapidas o contorno.

Temos entdo uma situacao bastante interessante, pois arhggniese foi usada para obter
estados finais diferentes. Certamente a situacdo é contiadit provavelmente, elementos
chave estdo sendo ignorados em algum dos casos.

A hipotese da velocidade diferenciada atribui a reorggédiaacelular, ou seja, o padréao
final para os tecidos posicionados interna ou externamenégregado, somente a diferengas
nas velocidade de difuséo celular. Dessa forma cada teadoaéterizado por conter células
com uma dada motilidade, estas, ao se moverem dentro doadgrelgocam diversas vezes
de posicdo umas com as outras e, com o passar do tempo, untidos t&e posiciona dentro
do agregado e o outro na sua superficie. Na sua versao begise hipétese nédo indica qual
destes tecidos sera o interno. Nesse trabalho fazemosasitesl para encontrar as condicdes
necessarias para gerar os possiveis padrdes finais pareegagg® gerada pela velocidade
diferenciada.

Esperamos na simulacao de velocidade diferenciada obienaaidquia da organizacao de te-
cidos: se um primeiro tecido envolve um segundo, e esteanvoh terceiro, entdo, o primeiro
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envolvera o terceiro (veja fig. 2.4). Esse tipo de estrufisdgi observado nos experimentos
de Jones. Finalmente, mesmo que a distribuicdo espaadallidie células seja ndo circular,
esperamos que a forma final seja aproximadamente circutamimando a tensao superficial.

Figura 2.4: Representacao da previsédo da hierarquia dese@eé um tecido a envolve o tecido
b e este, por sua vez, envolve o tecido c, entédo, o tecido azdemeolver o tecido c.

2.4 Fuséao de Agregados Celulares

A evolucao da segregacao celular foi estudada atraves deasides, com os modelos de
Glazier, Graner e Hogeweg (GGH), de animoides [4, 15] e exertos [17]. Nesses estudos
podemos obter duas formas funcionais para o parametro gde asegregacao, uma lei de
poténcia ou uma curva logaritmica. No caso de leis de p@é&spera-se que 0s expoentes
sejam semelhantes, independente da hipdtese de segregagdmnédo se tem claro a origem
fisica deste valor do expoente, entretanto sabemos queoeteeSmo, pelo menos, em simu-
lacBes de duas hipéteses diferentes para a segregacaw.dehtfio qualquer que seja a causa
deste expoente, este deve ser mais ampla do que algumadataet abordada nas duas hipo-
teses previamente analisadas, ou as duas sao equivalemaisnente para estudar as células
do ponto de vista fisico, precisamos de abordagens adépts/eropriedades celulares, uma
possibilidade seria usar a fisica de evolucdo de misturagihs, mas como veremos abaixo
este ndo € um modelo adequado.

Primeiro analisamos como o estudo fisico de crescimentord@es flomain growthou
coarseningem inglés) pode ser adaptado a realidade de células. Esteatédastante utilizada
para descrever sistemas binarios de origens muito varideade redes depins modelo de
Ising, até misturas como agua e 6leo [25]. Usualmente sésifitados em dois tipos: sistemas
gue conservam o parametro de ordem e sistemas que nao oveonseko primeiro caso,
as duas entidades presentes no sistema tem suas quantdases/adas, pois ndo podem se
transformar uma na outra, como, por exemplo, a mistura de@&wu 6leo. Na segunda, as duas
entidades podem se transformar uma na outra, ndo havensiercagdo da quantidade de cada
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uma delas. Um exemplo, € uma redesgdns pois os spins podem trocar de valor de acordo
com a vizinhanca. Porém, no caso de mapear ligas binaria®delonde Ising deve se tomar
a versao conservativa do modelo, o que vai levar ao crestinmeais lento do parametro de
ordem[26, 27].

Nos experimentos tipicos de segregacao celular ndo hédraragao citoldgica das células,
ou seja, as células ndo podem mudar de tecido, por exempdogéiola de endoderme continua
sendo endoderme, entdo, esperariamos expoentes mam@s@o caso onde o parametro de
ordem é conservado, porém o mecanismo responsavel petinceeso dos graos € a diferenca
nas tensdes superficiais dos grupos que fazem uma parttmdaguir se libertar de um grupo
e, entdo, difundir isoladamente, até atingir outro [25]ue g&o ocorre na segregacgao celular.
Nesta, temos grupos de células de endoderme que se movimergatao, se fundem formando
grupos maiores.

Um experimento de segregacao celular [17, 2] é caracteripath existéncia de dois te-
cidos diferentes, com suas células inicialmente mistgradaacaso e que, no estado final, um
deles envolve completamente o outro. Isso significa quecidote devem possuir caracteris-
ticas que permitam a formagao de grupos de um dos tecidodinbutro. Assim descrita,
a segregacao pode estar de acordo com uma ou mais das lepdstas anteriormente, por
exemplo um dos tecido pode ser mais movel (HVD) ou ser merareate (HAD). As células
do tecido interno (endoderme) precisam difundir dentro gleg@ado formando grupos, esses
grupos por sua vez se difundem formando grupos maiores,uaté&xjsta apenas um unico
grupo, de células de endoderme, cercado por células desectedPodemos, entdo, analisar o
movimento destes grupos, desprezando os efeitos dasscékikectoderme, considerando que
elas formam o meio onde os grupos de endoderme se difundémsidsifica que nos foca-
remos na descri¢cdo da dindmica das células de endodermgjapalsordaremos a segregacao
celular do ponto de vista somente dessas células.

Passamos, entdo, a ver a segregacao celular como se fogsestmmor um Unico tipo
de particula difusiva, as células de endoderme e o meio qoeream, a ectoderme. E como
se as células da ectoderme apenas alterassem a constaiftes@ie dos grupos de células de
endoderme. Com esta aproximacao se torna mais intuitivalaborsistema pelas equacoes de
agregacao que usaremos a seguir.

O crescimento de agregados pode por acre¢do de particybas fusdo de agregados. No
crescimento por acrecao, particulas séo dispersas uma aaimaio, se movimentam como
caminhantes aleatérios e eventualmente se unem ao agr@gaa@necendo fixas na posicao
em que entraram em contato com ele, ou seja, ndo ha evoluedtrdaura interna do agregado.
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E interessante notar que este tipo de dinamica gera agsegadointerface fractal [28]. Em
trabalhos com fusédo de agregados [29, 30, 31], o sistemgi@almente composto por particu-
las isoladas que se difundem, ao entrarem em contato se weremmentemente e continuam
a difundir e se agregar formando agregados cada vez maistese muito semelhante a di-
namica da segregacéo celular, porém os agregados devemepotiér internamente, ou seja,
depois de agregar um outro grupo de particulas o agregadad@dondar, isto é parcialmente
abordado no trabalho de Julien e colaboradores [31], maslagéo interna € limitada.

Com a fuséo de agregados séo obtidas leis de poténcia paraoh@amios agregados em
funcéo do tempo. Podemos comparar os expoentes obtidosscdensegregacao celular. Mas,
como foi afirmado anteriormente, estes expoentes sdo shpal@ agregados sem evolugao
interna, entdo podem-se atribuir eventuais erro a ess@uf@. Como mostraremos adiante,
propusemos equacdes para descrever este tipo de dinaneiesdenento de agregados a partir
de hipéteses simples baseadas nas observacdes desaniias ac

A equacédo de Smoluchowski, que fora citada nas referénties@es sobre agregacao [29,
30, 31], descreve a evolucao das densidades de grupos ellaarue se fundem ou fragmen-
tam. Essencialmente ela parte do principio que a probaliéidie um agregado de tamarmho
se formar € diretamente proporcional ao produto das defesddos agregados cuja soma de
particulas resultara eM. Logica semelhante é aplicada para a fragmentacéo. A pmioper
lidade é transformada em igualdade quando se leva em caataardsticas fisicas tais como a
difusé@o e a secdo de choque dos agregados. Estas sédo dedraias de dois nucleos, o pri-
meiro associado a fusdo (coagulacao) de agregados e o seggsutiado a fragmentacdo em
dois agregados menores [32, 5]. Esta equacao tem solucliitican@ara alguns casos simples,
envolvendo apenas o nucleo de coagulagéo, os demais pnesgsa&alculados numericamente.
Esta equacao é genérica podendo ser aplicada a diversdsrpasbfisicos, quimicos e bio-
l6gicos onde 0 mecanismo responsavel pela evolugcédo séja/fimymentacdo de agregados.
No nosso problema a divisédo celular é desprezivel, entdu@mos nucleos que conservem
massa.

No proximo capitulo vamos descrever o primeiro modelo matem utilizado para a ana-
lise da dindmica celular, suas caracteristicas pringigdggimas aplicacdes e suas vantagens
e desvantagens na simulacdo da velocidade diferenciadagpitulo seguinte mostramos o0s
resultados obtidos com este modelo. Depois vamos abordegundo modelo matematico
gue foi menos explorado neste trabalho por ser de dificipagdo a hipétese estudada, mas
possui células que nao sdo apenas pontos. A seguir chegampasta do estudo da fusédo de
agregados, e as adaptacoes necessarias aos modelogopgmaepresentar adequadamente
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3 O Modelo de Animodides

Ao analisar um problema biolégico do ponto de vista da figésica. Portanto, é necessa-
rio utilizar modelos matematicos simplificados mas queaamam as principais caracteristicas
das células e como em todo modelo, tratamos de aproximaaesisto precisamos de um mo-
delo que contemple todas as caracteristicas para desasegélulas adequadamente. Existem
diversas abordagens para simular agregados celularesdier de dois modelos: o de Glazier,
Graner, Hogeweg (GGH) [4] e o de animdides. Utilizamos anmbadelagens, cada uma com
seus pontos fortes e fracos para analisar a segregacaarcduinais explorada é o modelo
de animdides pois este permite a implementacéo direta déeksipda velocidade diferenciada,
mas também trabalhamos com o modelo GGH para confirmar osadssi obtidos, em um

sistema onde as células tenham estrutura.

O modelo de animoides foi concebido em 1987 com intuito deesgmtar no cinema 0 mo-
vimento de bandos de animais, por exemplo morcegos, péssaaixes. No trabalho original
de Reynolds [33], cada elemento (animébide) se movimentarsbgtrés regras (ver figura 3.1):

1. manter uma certa separacao dos vizinhos para evitabes}is
2. alinhar-se de acordo com o movimento dos vizinhos;

3. aproximar-se dos demais caso se afaste muito do bando.

Figura 3.1: Regras de movimentagdo de animoides [18].Separacdo dos animoidedy)
alinhamento com vizinhogg) coesdo com o bando;
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Formalizando matematicamente essas regras de movimeeitondo ruido e adaptando-as
para dindmica de células obteremos um modelo que permitelutir facilmente a diferenca
de velocidades entre elas. Da mesma forma, como veremaspkesiimplementar movimento
coordenado, pois ele é a base do modelo de Vicsek, que basitaoonsiste numa formulacao
mateméatica do modelo de Reynolds.

3.1 O Modelo de Vicsek

Somente em 1995, 8 anos apds o trabalho de Reynolds, o grepadapor T. Vicsek [3]
fez um estudo sistematico desse modelo. O objetivo era @anger com mais detalhes as
condi¢des necessarias para o surgimento do movimentavoodeim lideres e na auséncia de
forcas externas como ocorre, por exemplo, em bandos derpgsseardumes.

A esséncia da formulacédo de Vicsek é de que a direcdo da dattecdos animoides de-
pende das interagcdes com seus vizinhos e 0 seu médulo pesr@Testante. Assim, em duas
dimensdes, a posicao de@simo animoide no temgot At é dada por:

% (LA = % (1) + Vi (1At (3.1)

com a dire¢dog;, da velocidad®;(t + At) doi-ésimo animoide, definida por:

9.(t+At):arg[a Z Vj(t)+r/Ui(t)] ) (3.2)

je<i>

onde argv) indica que estd sendo tomado o angulo associado ao (#Btoo determina a
contribuicdo a diregcdo de movimento devida aos animéidaehas;n determina o peso do
ruido, representado pd(t), um vetor aleatorio de modulo unitaridde= 1. S&o considerados
vizinhos os animoides que estiverem dentro de umngimito, ver fig.3.2. Nota, ndo estamos
usando a mesma notacao utilizada por Vicsek em seu artigmalrpara manter a coeréncia
com a notagao adotada neste trabalho.

Assim, a cada passo de tempo, o modulo da posicédo sempraleariaa quantidade fixa
e 0 animoide move-se em uma direcao definida pela configudiswizinhos. Usualmente o
sistema é simulado com dimensoes fixasg,L e com condigdes de contorno periodicas.

Para analisar a transicao entre as fases nao movente e mbvetefinido o parametro de

N o

ordem:

2.V

J
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Figura 3.2: Representacdo da vizinhanca de um animoide, @etteulo de raiag limita a
area de vizinhanc¢a do animdide marcado em vermelho.

sendoN o numero de animoidesw 0 modulo da velocidade de cada um. Com essa definicéo
¢ pode assumir valores no intervd® 1] e os casos limites possuem o seguinte significado:

e ¢ =1— todos animadides estdo se movendo na mesma direcdo, 0 moviéimmalmente
ordenado;

e ¢ = 0 — todos animébides se movem aleatoriamente, 0 movimento léntxtge desorde-
nado.

Um resultado importante do trabalho de Vicsek et al.[3] é tnawasicdo ordem-desordem
no sistema, ver fig. 3.3. Essa transicdo pode ser induzitia pete variacdo da densidade de
animéides, quanto pela variagéo relativa dos peses). E importante salientar que esse é um
sistema fora do equilibrio, pois as particulas interageas a8 movem com energia cinética
constante. Trata-se, portanto, de uma transicdo de fasedfoequilibrio. Em seu trabalho
original Vicsek sugere que a transicao é de segunda ordesrg lteratura a respeito permanece
controversa [34, 35, 36, 37].

No que se refere aos objetivos de nosso trabalho, esse nuatehite que se especifique
a velocidade de cada tipo de particula. Porém, a modelagemdeélula ndo esta completa
e precisamos ainda atribuir volume as células e definir cot@wagem entre si. Na proxima
secao veremos como fazé-lo.
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Figura 3.3: Evolucao de animoides sob a dinamica do modélicdek. Uma sequéncia de 20
passos de cada animéide € mostrada para diferentes paréniatr todos os casos, N=300. a)
t=0,L=7,n=20;b) para densidade e ruido pequenos temos a formacao desgrup 25
en = 0.1; c) depois de algum tempo o sistema apresenta algumaagodl = 7, n = 2.0; d)
para densidades maiores e ruido pequeno o movimento € dajéna 5 en = 0.1. Imagem
retirada do artigo [3].

3.2 A adaptacao de Grégoire

Com o intuito de modelar grupos de animais, Grégoire [38Juincum termo de forca
entre eles, atribuindo-lhes caracteristicas ndo contataplpelo modelo original de Vicsek.
Deve-se mencionar, no entanto, que ha uma publicacéo osteVicsek abordando sistemas
celulares [39]. A forca proposta por Grégoire possui qupades distintas, dependendo da
distancia entre os centros dos animoides interagentes d@gguir a detalharemos). Por ser
diretamente derivado do modelo de Vicsek, a velocidade dia aaimoéide continua possuindo
mddulo fixo, variando somente sua dire¢cdo de movimento qéedsela pela soma vetorial de
trés termos: os dois termos originais de Vicsek (tendénsegair vizinhos e ruido) e um novo
termo associado a forca de interacdo entre animoides. Ass@rpressao para a direcdo da
velocidade da-ésimo animaide fica:
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Gt+at)=arg| S aivit)+ S Bifijt) + Ninti(t) (3.4)
J

jr<i>

onde,

e Qj j € 0 parametro de movimento coordenado;

Vj é a velocidade dos vizinhos é&sima célula,

[i,j regula a intensidade da for¢a de contato entre as células i e |

fij é a fora de contato entre as células i e j;

U; é o vetor unitario aleatorio, responsavel pelo ruido;

n determina a contribuicao relativa do ruido;

N; € o nimero de vizinhos daésima célula;

Células vizinhas séo todas as células dentro do raio de alcEnforca (ver fig. 3.4). A
forca ﬁj € composta por quatro termos: para distancias menores quaian € infinita (de
repulséo), caracterizando o volume do animoide; pararditd em torno desq € do tipo linear
restauradora (o animéide tende a permanecer numa posiggitibrio); para distancias entre
O 'har € O Ty € atrativa e constante (o animéide procura ndo se distadci®ando); para
distancias maiores qug € nula, o animéide se perdeu do bando.

fi

Figura 3.4: Dependéncia da forca com a distancia entre Hsydas na adaptacao de Grégoire.

oo i) <

rj .
. — re<rii<r
fij :éj Teq c i] har
1- _frr:;r Thar < Tij <Talc

0 Tij = Talc
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onde

e & € o vetor unitario na direcdo da particula i para j;
e r1jj é adistancia entre as célulasj,

e Ieq€ adistancia de equilibrio entre duas ceélulas;

e I'yc € adistancia de alcance da forca;

e rc € 0 raio do volume minimo da célula, o cerne;

e I'har € a distancia maxima onde a forga ainda esta no regime haraoni

Esta forca foi modelada para animais em bandos. No casouasglecisamos modifica-
la sutiimente, entre outras alteracdes, temos particaiaswlume. Com esta incluséo, as
particulas deixam de ser puntuais e, como ocorre no gas deldfawaals [40], esperam-
se transi¢coes para fases condensadas liquida e solidaas bemperaturas, ou seja, a baixos
niveis de ruido. Além disso, como mostrado no diagrama 3a&seamodvel presente no modelo
de Vicsek continua existindo, ou seja, agora teremos uns@eendvel correspondendo as fases
gasosa, liquida e sdlida.

B
80 P 6
S L
4 L.

B —

.l:ll 2 S
40 cEFEFE

| | o p 0 G | 4 | ol
0 I 2 3 0 I 2 3

Figura 3.5: Diagrama de fases para densidad@ao nula e tamanho finito, dimenséao igual a
180,n = 1.0, p = 1/16,N = 2025. Nas figuras vemos as trés fases: sdlida, liquida eajasos
representadas respectivamente por: S, L e G, em qualquiarsgsso sistema pode possuir mo-
vimento coletivo, nesse caso as fases moventes séo refadaEeacrescentando M ao simbolo
da fase original. Imagem retirada da ref. [38].
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3.3 Animoides e Segregacao Celular - Hipétese de Adeséo Di-
ferencial

Até este momento mostramos como foi 0 desenvolvimento enapgimento do modelo
de animoides, que foi projetado para simular movimento ael@de animais de forma orga-
nizada. A partir de agora retornamos ao problema originaléa segregacéao celular, entdo
mostramos as adaptacoes feitas no modelo de Grégoire paskaisb comportamento dina-
micos de células. Este modelo, juntamente com estas adaptdescritas, foi utilizado para
modelar a hipotese da adeséo diferencial (HAD) [1, 15].

Antes de apresentar as adaptacoes ao modelo apresentpidamente a hipdtese da ade-
sao diferencial, no artigo original que prop6s a HAD [1] fardescritos os padrdes finais para
a segregacao celular e as condicfes para obté-los em teomnwesaldres relativos das adesdes
entre pares de células partindo do equilibrio termodin@miconsiderando o trabalho por area
realizado para manter as células unidas. A notacdo do $tgitfata de trabalho entre células
dos tecidos a e b, o trabalNg, entre duas células do tecido a que € mais aderente formando a
endodermeé\, entre duas células do tecibaue é menos aderente e pode formar a ectoderme
e finalment&\,,, que representa a interagdo entre células de tecidosrdgsrd®>odemos ver na
fig. 3.6 as condicbes que levam a cada padréo final, nestéhimalzanos procurar os padroes
de segregacéo possiveis para a HVD.

Ao trabalhar com a HAD temos quatro padrdes finais possiveidig. 3.6: no primeiro o
sistema ndo apresenta segregacao, as células dos déammitims ficam misturadas (Caso 1);
no segundo temos segregacao completa (Caso 2), um tecideeso\autro completamente; no
terceiro caso (Caso 3) também ocorre segregacao, mas selwiraevbo ou com envolvimento
parcial.

Entdo, de acordo com esta hipotese, as células possueno adesila dependendo so-
mente dos tecidos aos quais as ceélulas interagentes partengue no artigo do Steinberg era
o trabalhow, agora sera diretamente relacionado a ades&o entre céiutesessario adequar
dois aspectos do modelo anterior: o paramgfro que contempla a intensidade nas forgas de
adesdao dos tecido® j; a dependéncia da for¢ca com a distancia, para se levar endem@tgo
caracteristicas celulares, ja que o modelo anterior siatavanimais macroscopicos, tais como
passaros e peixes.

O parametrd3; j € alterado para estabelecer correspondéncia com as adéestdeas de-
correntes da hipotese de adeséo diferencigh i) entre duas células da endoderme;3i)
entre duas células da ectoderme; fi), entre duas células de tecidos diferentes, define-se
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Figura 3.6: Temo¥\Vy, x W, / W, se a adesao entre tecidos diferentes for muito pequena, 0s
tecidos se separam completamente. Se for muito grandecidedendo segregam. Figura
retirada do artigo [1].

B2,1 = B12. Paraa HAD temos uma hierarquia entre os niveis de adedezifia; > 12 > (2.

No caso de diferengas nas velocidades o paranfigfreera o mesmo para todas as células,
P11 = P12 = B22. Para simular o mecanismo de reconhecimento celular, terelmis niveis
de adeséo, ligacbes entre células iguais sao mais fortasedagcdes entre células diferentes,

Br1=B22> Pio.

A dependéncia da for¢ca com a distancia € alterada para espae$orcas de contato entre
células e passa a ter trés termos (ver fig.3.7): o primein@septa um cerne impenetravel que
tem alcancec, responsavel pelo volume celular; o segundo € um termo macmdaepresen-
tando uma forga linear em torno de um raio de equilibgice alcance c; 0 terceiro termo €
de forca nula, definida partir desse raio de alcance até atinfi@ regime de forca constante
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ndo nula ndo mais existe, 0s animais podem ver o bando adatanaiores porém as células
perdem contato com as vizinhas mais facilmente pois elasémacontato atraves de ligacdes
guimicas, que séo de curto alcance. Detalhamos a nova tosaa

0 ;T'nm = Talc
fij=9 1= ire<rmm<Tac

4+ rhm<T¢

Figura 3.7: Dependéncia da forca com a distancia entre #isydas no modelo de Belmonte e
colaboradores.

A Ultima adaptacéo foi inserida na formulacdo@lao termo de ruido, retirando a depen-
déncia deste com o numero de vizinhos. Nos trabalhos conobatedanimais é facil perceber
0s motivos da dependéncia do fator aleatorio com o nUmeraaews, pois um individuo, ao
estimar a posi¢ao dos demais, pode incorrer em erros quengammeom o numero de leituras
a serem realizadas por passo de tempo. Mas para célulasstoeeen contato fisico, ndo ha
sentido atribuir tal erro, pois este termo estocéstico lesdo as flutuacbes de membrana da
propria célula e ndo a erros de leitura. Dadas estas alesag@lirecdo de movimento assume
a seguinte forma:

6" = arg
j=

v t
Z ai,jv—o-i—Bi,jfi,jé,j +Nui(t) (3.5)

3.3.1 Adaptacao Utilizada neste Trabalho

A aplicacdo da versdo do modelo de animdides ao caso desékNa levar em conside-
racao as diferencas entre movimentos de animais em ban@ébs@aentro de um agregado,
para isto fazemos algumas adaptacoes.
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A hipotese da velocidade diferenciada (HVD) pressupdeetites velocidades para células
de diferentes tecidos. Atribui-se a velocidages células mais lentasdey as demais células.
Dessa formagd € arazao entre as duas velocidades presentes no sistemaphdasso ressaltar
a diferenca para a hipétese de adeséo diferenciada (HADJAllaas diferencas entre as célu-
las séo modeladas através do paramgtfpo que influencia somente a dire¢céo de movimento
celular. Na HVD as diferencas estado presentes em ambas agdegude movimento, como
vemos a seguir:

vi(t)

_ V] 7 :
6i(t+At) = arg j<;Z>a.JV—O+BZf.,(t)+nU.(t) (3.6)
Xi(t+At) =X (t) +Vi(t)At (3.7)

note que trabalhamos com o mesmo paramg@tpara todas as células envolvidas na interagéo.
A HVD é simulada com o médulo d#g(t) dependendo do tipo de tecido ao quaksima célula
pertence. Adotamos como padidio= 1 para todas as simulacdes.

Nesse ponto é importante ressaltar que todos os modelosradtps até aqui foram de-
senvolvidos apenas para sistemas com uma Unica velocigaparticula. Ao estendermos a
modelagem para sistemas com mais de uma velocidade surgesp@ssibilidades de norma-
lizagc&o no termo de alinhamento com a vizinhanga. Nesselfr@alratamos com trés casos:

1. normalizacéo pela velocidade minima,

6i(t+At) = arg [a Z t)+nu(t ] (3.8)

j<viz> 0 J

com essa escolha havera uma contribuicdo maior ao termo denerdo coletivo origi-
nada das vizinhas mais rapidas.

2. normalizacdo dependente do tecido da propria célula,

vi(t)

j<viz> ‘\7"

9.(t+At):arg[ +B2f|, +nUi(t)] (3.9)

nesse caso as particulas mais rapidas teriam uma condidooienor ao termo de movi-
mento coletivo do que as mais lentas.
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3. normalizacao pela velocidade da vizinha,

6(t+At) =arg a Z v‘jT?’)+BZﬁj(t)+nﬂi(t) (3.10)
j<viz> ]

assim o termo de movimento coletivo € independente do tipehldas envolvidos.

Se interpretarmos o termo de movimento coletivo como agdod viscosidade do sistema,
0 primeiro caso atribuiria maior viscosidade as célulasmapidas, o segundo as células mais
lentas e o terceiro iguala todas as células em viscosidade.

Em suma, modelamos células com as seguintes caracteristicaimetria radial; b) im-
penetraveis para distancias entre centros menoregcgoginteragem elasticamente para dis-
tancias entre centros no intervalp< r < ryc; d) movem-se com velocidades idénticas em
maédulo; e) modificam a diregdo de movimento de acordo comtardig das vizinhas através
da for(;aﬁj, modulado pelo parameti®; f) também modificam a direcdo de movimento de
acordo com as diregdes das velocidade das vizinhas, terrdolato pelo parametro de movi-
mento coordenada; g) finalmente possuem um termo aleatério, o ruidoontrolado pom,
gue igualmente muda apenas a dire¢céo da velocidade.

As normaliza¢cbes somente sao diferentes quando tratamsistdenas com movimento
coordenado, serdo idénticas se este parametro for muo). Dessa forma analisaremos pri-
meiramente 0 caso sem movimento coordenads 0, com o objetivo de encontrar valores dos
demais parametros que gerem segregacao celular. Ao esacangrvalores, analisaremos as di-
ferencas entre as normalizacfes discriminadas acima e eloneeim movimento coordenado.
Outro fator que devemos também considerar é que, por cgastrpode ocorrer movimento
em conjunto em uma determinada direcao, neste caso o tecelwentraria na fase movente.

3.3.2 Medidas da Segregacéao Celular

Precisamos medir o nivel de organiza¢éo dos tecidos ao m¢Empo, para isto existem
diversas medidas alternativas. Por exemplo, a medida quéddas de endoderme se aglutinam,
crescem o numero de células em cada grupo cresce, 0 numeimaeé®lulas por agregado a
area dos grupos de células enquanto que a superficie tatabldaerme diminui.

Em trabalhos anteriores, vemos duas formas de medir a segegelular:

1. O parametro de Segregacédo célulardefinido no trabalho de HAD [15], e também
adotado em trabalho experimental [17].
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2. O diametro médio dos agregados de endoderme, que é adatallém no trabalho de
Vicsek [17]. Essa medida é proporcional ao raio médio dosgaglos e trivialmente
convertido na area ou volume do agregado, que € equivalermeraero de células do
agregado considerando as células como iguais em massarehtama

O Parametro de Segregacéo Celular

Para estudar a evolucédo temporal da segregacéo celularpielrat al. definiram um
parametro relacionado a ordem espacial das células. Nefatécéo escolhem-se as células de
um tipo de tecidoj, e calcula-se a média aritmética da fragéo de vizinhos dedifprente em
torno de cada célula de Onde, as vizinhas séo todas as células dentro do raio decalda
forca,ryc. Define-se, entdo, a medida de segregacéo da seguinte forma:

_ Ny
n - () -

onde,

(') indica a média sobre as células tijo

j assume dois valores: 1 para endoderme, 2 para ectoderme;

n € o nimero de vizinhos diferentes do animojde

e n_ é 0 numero de vizinhos iguais ao animoige
Com essa defini¢cag; assume valores no intervalo [0,1] e o significado dos casoeb é:

e y; = 1: todas as células estéo espalhadas sem contato com neigiuaina

e y; = 0: cada célula esta cercadas por células do mesmo tecido;

A informacao obtida ao se medit € semelhante a obtida ao se megdirde forma que, na
pratica apenas uma delas é utilizada. Por outro lado, paea apossibilidade de envolvimento
dos tecidos é necessario haver uma fragdo maior de céluémsatkerme do que de endoderme.
No caso de haver segregacao, essa diferenca produzira uoravar&acao eny; do que emp,
razao pela qual se adota a medidag/de

As simulacdes sao feitas distribuindo-se aleatoriamdmi&ulas em uma regiao circular de
areaN7rZ em uma proporgéo de 1 : 3 de células endo/ecto. Esta digfiibuiicial fixa o valor
inicial de y1 em Q75. Os gréficos ilustram o resultado obtido para a evolugépdeal para
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alguns valores do parametro de movimento coordenadeemos que 0 aumento deste facilita
a separacao dos tecidos, ver fig.3.8. Podemos notar quewg@vdbemporal da segregacéo é
uma lei de poténcia, cujo expoente, denominadpossui valored ~ —0.2.
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Figura 3.8: Evolucédo do parametro de ordem associado ageeg@ celular para um sistema
bidimensional,N = 6400, com propor¢ao 3:1 células de ecto/endo. A linha pwdd € o
ajuste, com = —0.18. Imagem retirada do artigo [15].

A influéncia do namero total de células sobre a segregacatacéhmbém foi analisada,
ver fig. 3.9. Vemos que o tempt, de reorganizacao total dos tecidos depende do niumero de
células, podendo ser ajustada por uma lei de poténcia, cpoerteu, entdo, tem-se~ N~ H,
ver fig. 3.9 b). Outra caracteristica influenciada pelo nénter particulas é o valor final da
medida de segregacag;, este também é uma lei de poténcia, com expoente definide,por
dessa forma temas ~ N, ver fig. 3.9 c). Podemos ver que escalando as curvas de aegceg
em relacao a estes expoentes, fig. 3.9 a), estas se sobrepéeny fazer as curvas diretamente,
fig. 3.9 a) gréafico interno, vemos os tempos e segregacdesutacso dependentes be

De acordo com a definicdo da medida de segregacéo cefyldgveriamos calcular esse
parametro para os dois tecidos presentes no sistema, oa,fedmno trabalho de Belmonte,
poderiamos calcula-lo somente para as células mais aegréit nosso caso, todas as células
possuem a mesma ades&o e optamos por calgusamente para as células mais lentas. Com
isso podemos retirar o indigee usar somentg para a representacdo da medida:
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Figura 3.9: Segregacdo celular em duas dimensdes para, mmporgdo 3:1 células de
ecto/endo, onde: a) escala da segregacao para diferetiess\wdeN, 311 = 3.83, B12 = 2.53,
B22 = 2.5 ea = 0.01; b) valor da saturacao gecontraN; c) tempo em que ocorre a saturacao
contraN. Imagem retirada do artigo. [15]

y = <n1+n2> : (3.12)

Um valor dey decrescente implica reorganizacdo do sistema. Para queDasdj uma
hipotese aceitavel, espera-se que a medida de segregasi@ paracteristicas semelhantes,
tanto na evolucao temporal quanto na dependéncia com o landansistema, as obtidas para
a hipotese da adeséo diferenciada.

Como estamos calculando apenas para um tecido, os vizinkeis @ga célula serdo perten-
centes ao tecido 1 que € o mais lento e os vizinhos difereatesalo 2.

Massa Média dos Agregados Celulares

Assim como no parametro de segregacao celular, podemosieéet medidas de segrega-
cao celular com base em apenas um dos tecidos, nés escolhesfaear no comportamento
da endoderme, e considerar a ectoderme como 0 meio onde @eemdose agrega. Em nossas
simulaces, as células dos dois tecidos séo iguais, exeltagracteristica geradora de segre-
gacao, as células possuem mesma massa e mesmo tamanhoueaalaproximacao para
sistemas celulares reais.

Precisamos escolher qual a medida equivalente a massaeat@adgré mais adequada aos
modelos de simulacéo adotados. Para o modelo de Animéidepkes definir quais particulas
pertencem ao mesmo agregado e conta-las. No modelo de GG#t eoarea total de cada
agregado € a forma mais direta, porém, € igualmente facthcannumero de células que
pertencem a cada grupo.

A medida do numero médio de células dos agregados € feitanp@lgoritmo baseado
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no algoritmo de Hoshen-Kopelman[52]. Com a possibilidaddedeonsiderar a contagem dos
agregados pequenos, ou seja, menores dégwe Isto € importante pois os dados experimen-
tais de Méhes [17] excluem células soltas, considerandesfas podem estar mortas, e, além
disso, se desconsiderarmos os agregados pequenos podersokei@ar a fusdo de agregados
como irreversivel, ou seja, sem a possibilidade de fragagéntde agregados.

-1/2

Figura 3.10: Simulacao da segregacao celular em duas die®oem a HVD, para um sistema
com N=8000 particulas, média de 4 amostras diferentes.

Na figura 3.10 vemos uma comparacao entre as medidas de niumero médio de células
dos agregados, nela consideramos que o0 parametro de sggrégproporcional a superficie
total de interface entre os tecidos diferentes Syor ~ m~1/9, por isso comparamosjocom
m~1/d. Vamos entrar em detalhes e mostrar que esta relacéo é edlidiyuns casos no modelo
de GGH que permite ambas medidasy@eda superficie total de interface. Podemos ver que se
ndo desprezarmos 0s agregados pequenos, existe uma gifenelecd entre as medidas, esta
diferenca ocorre devido ao impacto diverso que as particstdadas geram no parametro, nele
as superficies das células sdo pequenas e desprezivei®aqoanparadas com a superficie dos
agregados dominantes, mas, na média do numero de célulagedado, as particulas soltas
fazem o tamanho médio cair rapidamente, por exemplo, semnibgeum agregado contendo
todas as células exceto uma. No paramgtiendiferenca entre ter ou ndo uma particula solta é
da ordem de AN, no agregado médio a diferenga entre os dois casos € da oedéfi2d
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3.4 Medida de Movimento Coletivo

Analisamos a segregacéo celular através das medidas defpod Vicsek [3] (parametro
de ordemp, equacéo 3.3 neste trabalho) e por Belmonte [15] (parametguacao 3.11 neste
trabalho). A seguir detalhamos como eles foram usados.

Calculamos o valor do parametro de ordaimpela eq. 3.13, para os diferentes tecidos,
k, separadamente. Tém-se, entdo, um valor desse parameragpaélulas mais rapidas e
outro valor para as mais lentas. Isto € importante na HVD gsicélulas possuem diferentes
velocidades e podem possuir valores¢ddiferentes por tecido. Em alguns casos, os tecidos
podem estar em fases diferentes, um na movente e outro naavaote.

1
Pk = <Wk Z\?} > : (3.13)

O parametro de ordenp, diferencia as fases movente e ndo movente, porém, naargah

da transicao entre essas fases esperam-se grandes flatnegse parametro, pois encontramos
uNs poucos grupos numerosos de células movendo-se emadiragiitrarias. Neste caso, ana-
lisamos diretamente as imagens da segregacéo para aceitan@s segregacoes, escolhen-
do as biologicamente plausiveis. Por exemplo, se o sistendavislir em muitos pedacos, a
segregacao seria inaceitavel.

3.5 Simulacdo Numérica

A partir do modelo de Vicsek e de suas adaptacfes temos aefinichodelo matematico
e os parametros de medidas da segregacao celular, com dsm@® efetivamente realizar
os calculos, ou seja, desenvolver o programa que realizeaatinamica e calcule todas as
variaveis de medida. Primeiramente definimos o estadalrdoi sistema, atribuindo posicées
e velocidades para todas as células no temp@. Definimos valores iniciais aleatorios para o
angulo da velocidadd(0), no intervalo[0, 2m) e, para as posi¢6es, dentro de um circulo cuja
area éNnrgq. Com isso, as células sao distribuidas aproximadamenteeaalarequilibrio do
sistema.

A dindmica obedece as equacoes, 3.8, 3.9 e 3.2. A partir das dafinimos vetores
de dimensadN associados as variaveis posi¢do, angulo e velocidade. érardbfinimos as
matrizes: distancia e for¢a que possuem dimehs&dN. Além disso temos diversas variaveis
simples de medida, como os parametgosg.
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O tempo é a variavel discreta do problema, como mencionames@mente, ele sempre
€ incrementado em uma unidads, = 1, as demais variaveis sdo continuas e precisam ser
recalculadas a cada passo de tempo. Essas caracteridticasnselhantes a outra forma de
calculos numéricos: a dindmica molecular (DM) [41]. Paidizar os célculos da dindmica
diretamente (novas posicdes e velocidades), precisanmgataas distancias e forcas entre
cada par de células, assim o tempo de processamento cresde’caonas podemos utilizar
técnicas conhecidas da DM para reduzir este tempo otinazarwhlculo das distancias entre
as células.

Em geral, se divide a DM em etapas: o calculo das for¢as; loattas novas posicoes;
velocidades; calculo das varidveis de interesse. Entdizaotos esta organiza¢do na nossa
simulacdo. Para célculo das distancias vamos utilizar utodoéjue reduz o tempo de pro-
cessamento, apos este calculo, obteremos as componeritesadsobre cada célula e, entéo,
atualizaremos as posi¢des e velocidades para calculalovevdas medidas de segregacéao ce-
lular propriamente ditas, por Gltimo geramos as imagenantdneas da configuracdo espacial
para acompanhar a evolucao do sistema.

3.5.1 Método das Caixas

O método das caixas consiste em dividir o espaco em regidggidietamanho, denomi-
nadas caixas. Esta divisdo do espacgo permite que o sistartenba atdN = 8000 células e
execute em tempo praticavel, da ordem de meses. Dado quesas fwesentes no problema
tem curto alcance, ndo havera qualquer erro de aproximagéalcularmos as distancias (e as
forcas) apenas dentro da mesma caixa ou entre células @ eainhas. No modelo adotado
neste trabalho, as forgas possuem um raio de alcaggen partir do qual a forca € nula. Atri-
buindo ao lado das caixas o valor da distancia de alcance ¢l fmodemos garantir que todas
as vizinhas estarao dentro da mesma caixa ou em caixasasziRbdemos atribuir diretamente
valor zero as forgas entre células com distancias superaréado da caixa.

Para trabalharmos com caixas precisamos definir sua viagahpois somente a caixa onde
a célula se encontra e as caixas vizinhas sdo considerasi@gloalos das variaveis dinami-
cas. Em duas dimensdes, cada caixa possui oito vizinhas @elutilizamos condi¢des de
contorno periédicas, mesmo as caixas nos limites espadastemas possuem oito vizinhas.
Mas, como mostrado na figura 3.11, somente é necessarialetarsijuatro, das oito caixas vi-
zinhas, pois, se percorremos todas as caixas e calculaemueecdes de cada particula com
as particulas das caixas vizinhas, estariamos calcularedovézes a interagéo.

Denotamos as caixas com numeros inteiros e definimos asaizatravés de quatro veto-
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res: vl, v2, v3 e v4. Cada um desses vetores contém as vizial#siina caixa e todos estes
possuem dimensao igual ao numero de caixas do espactf4dly. Estes vetores sdo criados
para aumentar o desempenho em relacéo a recalcular a viganhacada passo de tempo. A
definicdo destes vetores é simples, mas devemos ter cuidadextiemidades do espaco, nas
laterais algumas das vizinhas estéo do lado oposto do sisters caixas inferiores algumas das
vizinhas,(v2,v3,v4), sdo as caixas superiores, nos caatoasadas duas das formas anteriores,
tendo estes casos separados, as demais vizinhas sao faeitheterminadas, podemos ver isso
na fig. 3.11.

a) 1 2 3 b)| 1 2 3 c) v2 2 3 v4 | v3
i | vl vl i
v4 | v3 | v2 v2 v4 | v3

vl 1

Figura 3.11: Divisdo em caixas do espaco e vizinhasé&sma caixa, por exemplo, em trés
casos: a) caixa i central; b) caixa i lateral, devemos dediniizinhanca das caixas laterais e
caixas inferiores; c) caixa i em um dos quatro cantos dosastaovamente devemos defini-los
em separado;

Os programas foram executados em aproximadamente 20 s@demesmo tempo, pos-
sibilitando o calculo de diversos conjuntos de paramet@isprocessadores utilizados sdo de
trés tipos: AMD Athlon 2x de 2.2 GHz, Intel Core 2 Quad de 2.4 GHntel Core i7 de até
3.4GHz.

Para construir o espaco de parametros, fig.4.17, usamostamaiconN = 2000 células,
percorremos valores de diferenca de velocidafles de movimento coordenadm, adequados
a segregacao celular. Cada ponto nesse diagrama demorarggamente um dia para ser
obtido. Uma vez definido um conjunto de parametros, usamosagundo programa, onde
aumentamos o numero de particulas pgdra 8000 e passamos aos calculos de segregacao.
Esses célculos séo realizados até tempos finais da ordémd2 x 108, onde normalmente
encontramos saturacao do paramegtrido primeiro programa utilizado, o calculo do parametro
de ordemg é realizado a cada®x 10° passos e usa-se um tempo finak 10°. No segundo
programa o calculo do parametro de segregag@agalizado a cada 200 passos.

Dado que a evolucéo da segregacao ocorre mais lentameateepgros mais longos, es-
colhemos captar imagens em intervalos progressivamengelomgos, ou seja, usamos inter-
valost%® para capta-las. Ou seja, iniciando com uma imagent en, teremos imagens em
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t=1{1,24,8, 14,23 36,54, 79, ...}. Como veremos nos resultados, com isto compensamos
aproximadamente o expoente da segregacdo. Uma vez prasaddosicdes das particulas
a cada tempo pelo programa principal e armazenadas em@rgsiimagens de evolucéo séo
geradas através do programa povray e unidas em videos peglapra ffmpeg.

3.6 Simula¢cbes em GPU

A simulacao para um sistema de N=8000 células € muito dempcach o objetivo de me-
lhorar a estatistica, ou seja, para cada conjunto de pax@spetder ter mais amostras, precisa-
mos acelerar os célculos. Uma boa alternativa para probleam matrizes densas é paralelizar
a execucao do programa, dessa forma podemos efetuar oocdictrca, que cada particula
sofre, em paralelo com as demais, isto € possivel pois aasfdependem apenas do estado an-
terior do sistema. Considerando o tamanho do sistema, Ng@@®@ulas, tornar o programa
em paralelo dentro do processador, ndo garantiria granderdaa do desempenho, pois estes
possuem poucos nucleos, ou em ingléges Neste caso a melhor alternativa é paralelizar o
programa para executar nas placas aceleradoras, ou em GRiphiC Processor Unils

A programacao em paralelo exige muito cuidado, primeirajo@rprecisamos garantir que
ndo existam duas ou mais escritas na mesma posicdo da memdnesmo tempo, depois as
copias de dados entre as memoérias do processador e da phaicedeou GPU, precisam ser
feitas com cautela pois estas séo operacdes demoradasjfalth Rrecisamos entéo reconstruir
todo o algoritmo pensando em melhor desempenho em paralelo.

A linguagem de programagéo escolhida para paralelizar grgnea de animoides foi o
CUDA (Compute Unified Device Architectgrgue € uma linguagem da empresa Nvidia, espe-
cifica para programacao massivamente paralela em pladasaaogas da propria Nvidia. Pro-
gramamos na versao de CUDA que que estende a linguagem C. Reyidnde complexidade
de se programar em CUDA, neste trabalho, implementamos sygecalculo das interacdes
sem o método das caixas, efetuando o calculo de distanc@atedtas as particulas com todas
as particulas. A estimativa do tempo de execuc&o destdtaigoé® ~ N2. A extens&o para o
método das caixas é possivel, mas até 0 momento esta emalesaanto.

Com este novo programa o ganho de desempenho foi da ordem dezd$) wtilizando
uma placa de video GeForce 680GTX, que possui 1536 Co@As permitindo que sejam
calculadas 1536 particulas ao mesmo tempo. Se tivéssemssoat placas com mais CUDA
coresou se implementassemos 0 método das caixas para prograpeegdea teriamos um
ganho ainda maior. Mesmo sem implementar o melhor métodaldalc pudemos executar
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para alguns casos varias amostras e para 0s casos de N=8@304t@amostras para as curvas
utilizadas nas comparacdes com os modelos propostos resahb. Mas ainda temos casos
de N=8000 com apenas uma amostra.
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4 Resultados da HVYD com o Modelo de
Animoides

Mostramos aqui os resultados das simulacdes efetuadas e®lrés modelos, descritos
na subsecao 3.3.1. Vamos explorar esses resultados emiagdes distintas: com e sem
o termo de movimento coletivay. No casoa = 0, os trés modelos séo idénticos. A seguir
descrevemos os parametros comuns as simulagées.

Utilizamos a velocidade das células mais lentas sempre gpmd.007, 0 parametro que
controla o ruido € fixo e vale sempme= 1, o nUmero de particulas pode variartle- 500 até
N = 8000, outro parametro fixo nas simulacdes € a adeséo entkiEse valef = 0.55, com
esse valor, as células com velocidagestardo proximas a fase sélida, veja figura 3.5. Os raios
caracteristicos de interacdo também séo fixos, o raio inw@eéou raio de core. = 0.2, € 0
alcance da forcag c = 0.55. Como em todos os casfis= 1, a distancia percorrida em cada
passoypAt, serd sempre bem menor gquye

Quanto a proporcédo das células de cada tecido, usualmentes\explorar as propor¢coes
1: 3 (uma lenta para cada trés rapidas) e, quando nao for omawla explicitamente, este sera
o padrdo. Em alguns casos, no entanto, quando estudarmpslapgropor¢céo na segregacao,
essas proporcao sera variada. O tamanho total do sisteneuiada a partir do niamero total
de células no sistema, pois ndo queremos que o sistemaaatiofdluéncia, situagdo onde todo
0 espaco esta cheio de células.

Ajustamos entéo as células no sorteio inicial de forma quanédia, estejam na distancia
de equilibrio umas das outras. O formato deste sorteio € rgul@i(exceto para o nosso pri-
meiro resultado na se¢ao seguinte), calculamos, entdonassbes do sistema a partir do raio
de equilibrio da for¢ca. Para um sistemaNle- 8000 temos que o lado do espaco disponivel
€ 45¢, ondere € o raio de equilibrio da forca e é equivalente a;g6m unidades do raio de
vizinhanga. O espaco é bidimensional ou tridimensional Ejuna casos, mas sempre com
condicBes de contorno periddicas, como ja foi discutider@amente. Ou seja, a dinamica
ocorre sobre um toroide, no caso 2d, e sobre um hipertonoideaso 3d.
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4.1 Resultados na Auséncia de Movimento Coordenado

No caso em que ndo ha movimento coordenads; 0, as equacdes de movimento assu-

mem a forma:

Xi(t+At) = x(t) +ViAt (4.1)

8 (t+At) = arg [B S fij (t) + (t)] (4.2)
J

Os trés casos de normalizagéo que descrevemos anteriersgegduivalem nesta situagao,
por este motivo estudamo-lo separadamente.

4.1.1 Arredondamento

Figura 4.2: Sistema circular obtido através
Figura 4.1: Estado inicial quadrado. da dinamica descrita apos tempo de transi-
ente, t=17531.

Com intuito de testar os efeitos de tenséo superficial [1]jssamaos inicialmente se, ap6s
um periodo transitorio, uma distribuicdo inicial ndo clazwgeraria uma distribuicao circular.
Assim, sorteamos um estado inicial distribuindo ldss 2000, células sobre um quadrado e
implementamos numericamente a dinamica das equac0Oes d@membw 4.2. A razao entre as
velocidades usada fdi= 3. Depois da algum tempo{ 17500), o sistema passou a apresentar
uma distribuicdo aproximadamente arredondada das gagj@omo mostrado nas figuras (4.1
e 4.2). Esse tempo € bem menor que o tempo tipico de uma sgfpegampleta, podemos
ver gue mesmo com o sistema arredondado os tecidos ainda m&organizaram de forma
visivel. A partir desse resultado, passamos a utilizaegxtiniciais ja circulares em todas as

simulagdes.
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4.1.2 Proporcgao entre Células de Tecidos Distintos

Considerando a hipétese da velocidade diferenciada, HV®e aninica diferenca entre
os tecidos € a velocidade das células, vamos ver qual a inftuéa proporcdo de niumero
de células de cada tecido, tanto no padrédo final encontraalt@una evolucao da segregacao
celular. Precisaremos retornar a esta questdo quandoraalicios a HVD o mecanismo de
reconhecimento celular.

Figura 4.3: Sistema com trésFigura 4.4: Sistema contenéfgura 4.5: Sistema com trés
particulas mais rapidas parametade das células de cauamticulas mais lentas para
cada mais lenta. tipo. cada mais rapida.

A primeira verificacao feita € que as células com maior nuztde tendem a envolver os
grupos formados por células de menor motilidade, isto @o&e todas as células tiverem a
mesma adesdo. Analisamos, entéo, a influéncia da propargé@isntero de células mais lentas
em relacéo as demais na segregacéo. Quando temos muitas eélazes, estas podem se dis-
persar, pois um numero suficiente deste tipo ainda restaagnegado e a segregacao ocorrera
sem problemas. Esse caso estd mostrado na figura 4.3, corsa&loaes no exterior do agre-
gado. Caso o numero de células em cada tecido seja 0 mesmaenataa certa dificuldade
em obter a segregacao, pois pode ocorrer formacéo de unfigndl4, que impede as células
de se reorganizarem totalmente. Com mais células lentastem@roblema ainda maior de
aprisionamento, o que pode a principio parecer uma sed@eg@agn as mais lentas por fora,
na verdade € um estagio de retengdo das células mais régadestas chegarem a superficie se
dissiparao, fig. 4.5.

Para descobrirmos as proporc¢des no numero de células @une &esegregacao celular, si-
mulamos alguns casos com o numero total de células fixtl ea2000 e variamos 0 niumero
de células mais lentadd . O valor inicial do parametro de segregagéadepende somente da
proporcao entre as células, entdo € esperado que, paraltadeonde células de endoderme
tenhamos um valor inicial diferente. Entdo, para facibtaomparacao entre as proporc¢oes, nor-

malizamos o par@metro com rela¢é@o ao seu valor inicial, jail slizaremosy/y. Da mesma
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forma que no caso nao normalizado, se houver segregacamravgparametro normalizado
deve diminuir com o tempo, se ndo, deve permanecer aproaimate constante.

5
£

— N_=1000)
N_=1200
— N_=1400
N_=1600 \
~— N_=1800)
Il Il Il ) - lll Il Il Il ) I ll Il Il Il ) I
4 5 6
10 10 10

Figura 4.6: Neste grafico temggyp x t para diferentes valores do niumero de células mais
lentas. Temos segregacgéao para algumas propor¢des ddstas, @@sos ondg/ y, decresce.

Podemos observar que se acertarmos a proporcéo entrelas délsidiferentes tecidos, as
mais lentas irdo se aglomerar formando um nucleo envolvtimspmais rapidas, como citado
na referéncia [16] e contrario ao resultado de Jones ef]abrjde foi proposta a existéncia de
um segundo mecanismo responsavel por tal configuracaoamabs aborda-lo em outra secéo
através de simulagoes.

4.1.3 Influéncia do Numero Total de Células

Sabemos que em outros trabalhos foi encontrada uma lei dage@tpara o parametro de
segregacdo [15, 43, 17]. Queremos confirmar se esta lei éagaté ou ndo afetada pelo
namero total de particulas no sistema. De um desses trabd!bpfoi concluido que no caso
da HAD o tamanho total do sistema ndo influencia na lei de p@éapenas nos valores de
saturacao.

Com intuito de verificar um eventual efeito de tamanho de amaost dindmica da segre-
gacao, realizamos simula¢des com sorteios circularegpproes de células 1:3, 3 rapidas para
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cada lenta & = 0. Analisamos o comportamento g@ara diferentes valores do nimero total
de células do agregadn, fixando a razdo de velocidades, &m- 4. Mostramos (veja figura
4.7) que para valores diferentes de N temos, qualitativeenarmesma dependéncia temporal
do parametrgy, ou seja, a segregacao possui a mesma lei de poténcia, mapo de satu-
racdo depende de N. Dessa forma podemos utilizar um nimexélwlas conveniente para as
simulacdes explorando o conjunto de parametros presentguacoes 3.8 e 3.9. Para escolher
0 numero de particulas mais adequado precisamos levar dm quoe, quanto mais células o
sistema contiver, menor serdo os efeitos de borda e de tanfiaitb. Por outro lado, quanto
maior o sistema, maior sera o tempo para realizar a simylagdialois fatores: mais calculos
por passo e mais tempo para o sistema atingir o estado dgsirgégregado.

0=4

1 AL AL AL AL
)
un“ii' 8 ‘ =
™ - N=2000 |
- + N=1000 |
N=500

-------
»

O’14I I”””ISI I”””IGI I”””I7I I”””IS

10 10 10 10 10

Figura 4.7: Neste grafico mostramos a evolugdo do parametsegregacag, para o caso
0 = 4 e diferentes valores do numero total de células. A retejada tracejada indica uma lei
de poténcia de expoente= —0.21.

Vemos no grafico da figura 4.7 que, para diferentes valoresad@kfo de velocidades fixa,
0 = 4, ocorre segregacao. O parametro de orgeghuma funcao do tempo na forma de lei de
poténcia com expoenta,= —0.21. Note que este expoente € similar ao expoente obtido para
simulacdes da adeséao diferenciada [15]. De fato, uma lebtEnpia ajusta-se bem apenas
quandod > 3.5; quandod = 3 uma lei logaritmica ajusta-se melhor. E importante stdien
aqui que as simulacdes por modelo Potts [4] também encoesaatltima dependéncia [42].

Nos graficos da fig. 4.8 temos uma analise dos valores de paodnassociados aos es-
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Figura 4.8: Valores de saturacédo para {9 (B) tempo que o sistema demorou para atingir o
estado de saturacdo em funcao do niamero total de particulas.

tados assintoéticos do sistema. Primeiramente, no grafiterdgs os valores do parametro de
segregacaoy, na saturacao, ou seja, quando o sistema atingiu seu estatoAjustamos o
valor de saturacdo da medida de segregagaatravés de uma lei de poténcia com o numero
de células do sistem&l. O expoente associado a esta lei de poténcia € denomjinactom
isso temog/* ~ N~H, e de acordo com o ajuste realizado no grafico A da figura 4u8yaler

é u = 0.33, que € o mesmo valor obtido na analise da hipétese da adidséanciada. No
gréfico B, da figura 4.8, temos os valores dos tempos de sabytagara diferentes nimeros
de células no sistemBl. Novamente descrevemos a dependéncia do tempo de satcoag&o
namero de células por uma lei de poténtiay NV. O valor obtido para este expoente no ajuste
év = 1.18, este valor difere do valor obtido na analise da hipotassdésao diferenciada. Po-
demos explicar isso pela dificuldade em ler tais valoresu@as curvas da nossa analise da
velocidade diferenciada possuem mais flutuacdes que aqlgidas para adesao diferencial.

4.1.4 Visualizacdo da Segregacéao

Como veremos, no capitulo 10, a visualizacéo da evolucaogitagseao celular € funda-
mental para a compreensao do fenbmeno e como suporte patzeagfio de modelos estatis-
ticos.

A figura 4.9 mostra o estado inicial para N=8000 apés um sodeiposi¢des de células
dentro de um circulo. A proporcéo de trés particulas maigaggciano) para uma mais lenta
(vermelha) leva ao valor inicial de= 0.75, como pode ser visto na figura 4.7. De fato esse va-
lor se mantém até= 10* (veja figura 4.10), quando é ativada a diferenca de veloeglad= 4.
Parat = 10° (figura 4.11) nota-se a formacéo de centros de nucleacice oaytesponde ao
inicio do comportamento tipo lei de poténcia (figura 4.7). figaras 4.12 e 4.13 mostram a
continuidade do processo de segregacao com crescimenfigsgorde nucleos. E, finalmente,
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a figura 4.14 mostra o sistema completamente segregadespondendo a saturacédo do para-
metroy na figura 4.7. Nesse estado o tecido correspondente a au®déio se apresenta em
forma circular, pois a velocidade das células que o compdeitd grande. As células da ecto-
derme estéo préximas a transicao liquido-gas, o que gemeedifas na forma final do sistema.
Mesmo no estado final algumas células da endoderme se maisf@rsads pela ectoderme, isto
se deve ao efeito do ruido, que discutiremos no capitulo 10.

Através dessas figuras podemos visualizar uma propriedaide importante da segrega-
¢do: os grupos de endoderme sdo bem visiveis e todos mantéringgdamente o0 mesmo
tamanho, o que tornard possivel a abordagem por agregado. mMEIMbém esperamos re-
sultados mais coerentes no inicio da segregacdo do que hopfirg quando temos poucos
grupos de células as flutuagcdes se tornam mais importantegviogadréo cresce. Também
vemos a presenca de células de endoderme isoladas de guaess 0 que nos motiva a par-
tir para um modelo mais robusto de segregacédo celular queaéadaptacdo da equacao de
Smoluchowski [5].

4.2 Resultados com Movimento Coordenado

Dentro de certos limites, o termo de movimento coletivo @nésno modelo de animoides
pode ser compreendido como viscosidade entre célulashaizjirou seja, as células tendendo
a alinhar sua velocidade com a direcdo da média das velesddas vizinhas. Revendo a
equacdao para a atualizacao do angulo de movimento de cd@taljgano modelo de animéides,

j<viz>

Gt+at)=argla S Vi) +BY fijt) +nut)|
J

0 primeiro termo a direita da igualdade é o responsavel Ear tesidéncia, controlada pelo pa-
rametroa. Na presenca de movimento coordenado pode haver movimalistido do centro

de massa, chamamos esta fase de movente, e esse movimamdeldp dois fatores: a inten-
sidade do parametro de movimento coordenadoe(a velocidade das células. Porém, nesse
trabalho, temos um sistema composto de dois tipos de céjuéase deslocam com velocidades
caracteristicas distintas. Logo, a analise da transicéo@astado movente deve considerar a
razao entre essas velocidades. De fato, essa transicad@pmader para valores diferentes do
parametro de movimento coordenadq (os diferentes tecidos e teremos, entédo, as seguintes



57

Figura 4.10: Tempo de relaxamento, as cé-
Figura 4.9: Estado inicial. lulas ganham velocidade especificas ao seu
tecido, t=10.

Figura 4.11: Inicio do regime de lei de po-

téncia, t=16 Figura 4.12: Formacgéao dos primeiros gru-

pos, t=16.

Figura 4.13: Formacé&o dos ndcleos maio- Figura 4.14: Estado final, t=2 §0
res, t=10.
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possibilidades:

i) Ambos tecidos estédo na fase ndo movente, ou seja, 0 cantmassa das particulas mais
lentas e o centro de massa das mais rapidas, em média, nAges®a.mo

i) O centro de massa das células dos diferentes tecidos éénidade média ndo nula e
movem-se da mesma forma mantendo a coesé&o do sistema.

iii) O centro de massa das células mais rapidas se move miéenente do centro de massa
das mais lentas, o sistema perde a coeséo.

Estudamos inicialmente o caso onde nao ha movimento doocg®imassa persistindo em
uma direcdo, pois, se houvesse, uma eventual segrega@@oedda a quebra do agregado
celular em pedacos. De fato, como veremos ao final dessaesesistema estiver confinado,
0 regime com movimento persistente pode acelerar eficiamnttna segregacao.

4.2.1 As Normaliza¢gGes Adotadas para o Movimento Coletivo

Como visto na secéo 3.3.1 na HVD temos liberdade na norméabzdg termo de movi-
mento coordenado, pois Nosso sistema é composto por cétrtagluas velocidades. Vamos
relembrar estas normaliza¢cGes e comparar 0s seus resutiasigecdes seguintes.

Normalizacao 1

Como podemos retirar o parametrade dentro do somatorio, tornamos mais importantes
os termos cuja a velocidade das células vizinhas é maior. @oemezionado na se¢éo 3.3.1,
este modelo imp&e uma viscosidade dependente do tipo ddasceizinhas, pois o termo do
somatorio das velocidades (termo moduladogptdepende da velocidade das células vizinhas
mais velozes, que contribuem mais. Dessa forma, todas alasééndem a seguir mais as
vizinhas do tipo veloz em comparacao com as células do tigo.le

Ao =agla Y g )+ 0o @3
J

j<viz> VO

ondevg € 0 médulo da velocidade das particulas mais lentas.

Note que podemos ver as demais normalizacdes comparadastaprimeira, onde colo-
camos a influéncia da velocidade de normalizacdo dentrordonedroq.
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Normalizacao 2

Por praticidade reescrevemos abaixo a equacao para o seijpmde normalizacdo ado-
tada:

vi(t)
Vi(t)]

6i(t+At) = arg [a -l—Bz fij (t)-l—nUi(t)] (4.4)

j<viz> | ]

Se, como comentado na primeira normalizagéo, fizermos aaaggo das normalizacdes,
reescrevendo a equagao como:

avo Vj(t)

9|(t+At):arg[ > Y v

j<viz>

+BZ flj )+ nu; (t)] (4.5)

Ou seja retiramos a dependéncia explicita da particulardmtde movimento coletivo, e a
inserimos no parametm, chamamos o term@vp)/v; de a;, temos entdo, que; = o /&, que
facilita a comparacdo. Podemos facilmente ver que o ternatifeamento dependera da célula
em questao, ou seja, as ceélulas mais rapidas tendem a seguis @s vizinhas, esperamos com
isto manter as células de endoderme mais unidas.

Normalizacao 3

Neste ultimo caso, queremos que as ceélulas sejam igualratatdas pelos vizinhos, in-
dependentemente do tipo ao qual elas ou 0s vizinhos perfemgaisto temos:

6i(t+At) = arg [a vi(t) +BZ fij (t)-l-r]Ui(t)] (4.6)

A 0] P2

Da mesma forma que na normalizacao anterior reescrevengpsdate com o objetivo de
facilitar a visualizacao dos efeitos desta normalizacatenmoo de alinhamento, em termos do
a.

G(t+At):arg[ > W Vo
j

j<viz>

Bzflj )+ nui(t ] (4.7)

Novamente renomeamosoVp)/vj por a; que € equivalente a escrevgr= o /. Assim
ao compararmos com a primeira normalizacdo vemos que daséhais rapidas perderam
influéncia na trajetoria, mas agora todas as células infiaene séo influenciadas da mesma
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maneira, independente do seu tipo e do tipo das vizinhas.

4.2.2 Comparacédo entre as Normalizacoes

Nesta secdo vamos comparar as normalizacfes entre si, @gsinos resultados com o
termo de alinhamento e sem ele. Para isto vamos utilizar idsnedros de medida da segre-
gacao celulary. Depois vamos construir os espacos de parametro para amtraalizacoes,
buscando as regifes onde o0 sistema segrega e onde ele régasagsim como utilizar o pa-
rametro¢ para delimitar as fases movente e ndo movente do sistemaar@ugtros variados
nestes espacos sdo a razdo entre as velocidades das @&lelasparametro de alinhamento,
a, usando as equacdes na forma oad2uma constante.

A primeira medida importante é como o parametro de segregag@lui com o tempo,
para alguns conjuntos de parametros, variamos a razdoasnietilidadesy, e o parametro
de movimento coordenada. Podemos ver na figura 4.15 que em qualquer normalizacao
temos as formas logaritmica de< 3.5 e de lei de poténcia s& > 3.5, e estas ocorrem em
valores similares dos parametros para as trés formas. &ogrficos temos as linhas tracejadas
representando os ajustes deslocados logaritmo (acimpjle p®téncia (abaixo). Em todas as
normalizac6es vemos que o termo de movimento coletivo icalsegregacao.

No primeiro grafico 4.15-A temos a primeira normalizacaopes as curvas de segregacao
bem espalhadas o que significa que o movimento coordenadgréerde efeito na dinamica,
pois se compararmos 0S casos sem movimento coordeaadd, para as diferentes norma-
lizacbes ndo pode haver diferenca na segregacao pois ésts somente o termo mediado
peloa que desaparece na sua auséncia. Uma desvantagem do mowiwietivo depender da
motilidade da vizinhanca para a segregacéao € que o sistad®mgeoesao mais facilmente.

Nos dois graficos abaixo, 4.15-B-C, observa-se que difereatsrdo primeiro caso, as
curvas estdo préoximas, umas das outras, até mesmo parasvalevados do parametro de
movimento coordenada, = 7.5vp e a = 10vp, isto indica que o sistema mantém a coesao para
valores maiores da. O segundo gréafico corresponde a normalizacdo 2 e se conuoona
um caso intermediario entre as situacfes 1 e 3, mas lembmumode fato nédo €, a segunda
normalizacdo acrescenta a dependéncia do movimentoveoteticélula e reduz importancia
da vizinhanca, assim as células mais lentas tendem a segjgiarauas vizinhas.

Como mencionado anteriormente no primeiro caso o sistentke @ecoesao mais facil-
mente pois todas as células tendem a seguir as vizinhasdpaias e estas se dispersam mais
no sistema. Precisamos excluir os casos onde 0 sistema qesg@o por este motivo temos
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Figura 4.15: Comparacado da evolucéo temporal da segregac@diferentes intensidades do
movimento coordenaday, e diferentes razdes entre as velocidades;ada curva € apenas
uma amostra de tamanhb= 8000. Temos segregacao do tipo lei de poténcia 3€3.5 para
quaisquer valores de utilizados. A) normalizagdo 1, B) normalizagéo 2 e C) nornagiio 3.
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Figura 4.16: Parametro de ordenversus parametro de movimento coordenadparad = 4.

A linha preta é associada as células mais lentas; a linhaglleands células mais rapidas. As
linhas tracejadas sao os respectivos valores de erro dsggrarap ~ 0. Os pontilhados sé&o
0s ajustes lineares das respectivas curvas durante a&ansi

menos curvas para a primeira normalizacao, a retirada dasnéo coesas facilita a visuali-
zacao mais clara das influéncias dos parametre® na segregacéao, a principal € que ambos
parametros aceleram a reorganizacao dos tecidos, mas existalor maximo a partir do qual

o0 sistema perde a coesdo. Por razfes bioldgicas consit@samasos nos quais o sistema se
mantenha coeso e na fase ndo movente, pois fora destas wespéawgisobreviveria.

No ultimo caso considerado, onde o termo de movimento golefio depende do tipo de
célula nem das vizinhas que a cercam, o parametro tem eéeitzido, o que pode ser visto
pela proximidade maior das curvas de segregacdo. O siseemargém mais coeso do que no
primeiro caso, mas a coesdo nao € muito maior do que a do segasal.

Para construir o espaco de parametros da fig. 4.17 execusasisulacdes diversas vezes,
variandoa € [0,50vp] e 8 = [1.0,6.0]. No casod = 1, todas as células do sistema séo idénticas
e nao temos segregacdo. A primeira informacao dos espaguiicaria regido de cada lei
de escala da segregacao. A segregacao pode evoluir com® peiténcia ou como uma lei
logaritmica. Para separar as duas leis de escala, execesiroulacio até o tempo tle: 10’

e medimos o valor dg. Escolhemos este valor de tempo, pois nele, sistemad\Ncera000 ja
teriam segregado. A segunda informacao esta nos numeresii, gue indicam se o sistema
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Figura 4.17: Evolucdo da segregacao celular com o tempandoiambos parametroge a,
em combinacdes destes que tenham separacéo de tecidoatat@gé® e sem perda de coesao.
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Figura 4.19: Imagem do sistema pdra-

3 ea = 30, note que o sistema perdeu a
coesdo completamente, apesar de estar na
fase i.

Figura 4.18: Imagem do sistema pa@ra-
3 ea = 20, note que o sistema se mantém
coeso, e esta na fase .

esta na fase movente ou ndo movente, como determinamosasialetalhado abaixo.

Para separar as regifes onde o sistema esta ou hdo na fasganotiizamos o parametro
¢, ver eq. 3.13. Lembrando que, tanto no trabalho de Vicsektquaa adaptacdo de Gré-
goire, o0 sistema estar na fase movente ou ndo depende ddatknsie particulas e também
da velocidade delas. Porém, no caso de um sistema conterithuiaa com duas velocidades
diferentes, podemos encontrar um tecido na fase moventeigmr@o. Durante a segregacao,
os tecidos se encontram misturados, levamos isto em coctagsificacéo das fases. Do ponto
vista global, o sistema pode estar em trés fases:

i) Ambos tecidos estédo na fase ndo movente, ou seja, 0 centmasgsa das particulas mais
lentas e o centro de massa das mais rapidas, em média, nages®.mo

i) O centro de massa das células dos diferentes tecidos ééanidade média ndo nula e
movem-se da mesma forma mantendo a coeséo do sistema.

iii) O centro de massa das células mais rapidas se move miéenente do centro de massa
das mais lentas, o sistema perde a coeséo.

A transicdo mais importante entre as fases, que determipadsmos aceitar ou ndo a
segregacdo, € a da fase ndo movente para a fase movente. iBdteada pelo parametro
¢, como definido na equacd?. Quando o sistema se encontra na fase ndo movente esse
parametro deve ser nulo, o que indica que o movimento daksé&ibrowniano. No caso de
um sistema finito, conN particulas, o somatorio implicito na definicdo @eeve resultar em
1/v/N, pois é equivalente a somirvetores aleatérios, as velocidades das células e de acordo,
com a definicdo de, este € normalizado.
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Medimos o parametr¢ para cada um dos tecidos separadamente, mas eles estée na ver
dade misturados no sistema. Isto pode afetar a transicésdanfio movente para a movente
de cada tecido, pois ela depende da velocidade das past{@laPara medir esta transicao,
consideramos qué € desprezivel se ele fgr < ,/nj, onden; € o nimero de células desimo
tecido, ou seja, neste caso o tecido se encontra fora da fagente. O valor de corte esta
associado as flutuacGes esperadas. Para medirmos ondenaofasge do tecido se inicia,
percorremos valores dee &, mostramos um caso,= 4, na fig. 4.16. Nesta figura exemplifi-
camos como diferenciar qual fase o sistema esta, temos ent#ocurvas: a preta associada ao
tecido 1 (células mais lentas) e a vermelha associada awot2Cmais rapidas), cada curva tem
seus ajustes lineares. A transicao para a fase moventeda lafia interseccao das duas retas
de ajuste, a primeira € o ajuste lineardgde a segunda marca o valor limite pgralesprezivel.

O sistema esta na fase i se 0s dois tecidos estdo na fase néateyamsta definicdo de
fase tem limitacGes originarias do paramefro A fase ii é caracterizada pelos dois tecidos
moverem (ou n&o) seus centros de massa igualmente. Pararsegagunda fase da terceira
utilizamos as apenas diferencas entre as velocidadesiada®@o centro de massa de cada
tecido. Dessa forma podemaos diferenciar o movimento coetmdas as células, do movimento
dos dois tecidos separados. Mas note que ndo podemos diégram sistema na fase i que
seja coeso, de um sistema na mesma fase com as células selmowero um gas ocupando
todo o espaco. Nos dois casos 0 sistema nao apresenta mtytoerentro de massa, porem,
s6 o primeiro caso € aceitavel para sistemas biolégicos méfinados. Esta limitagcdo, como
dita anteriormente, surge no paramegroque também nao é capaz de diferenciar tais casos.
No trabalho do Vicsek [3] ele define um novo paramegroapaz de diferenciar estes casos,
mas por simplicidade computacional, escolhemos apenasnspecao visual das imagens de
segregacao para diferencia-los.

Analisamos o espaco de parametros do sistema para as inésizacdes e as comparamos.
No diagrama das fases, (ver fig. 4.17) vemos a separacadoédadifierentes regimes de fases
moventes (i,ii,iii), lembrando que estamos interessadogesite no primeiro regime. As regioes
hachuradas do gréafico indicam os tipos de segregacao quaps@acontrar: logaritmica e lei
de poténcia. A regido densamente hachurada no grafico é metgegacao ocorre na forma
de lei de poténcia. A regido menos densa, é onde ocorre sggetpgaritmica. Finalmente, a
regido ndo hachurada indica o conjunto de parametros omdecodre separacéo de tecidos.

Para as normalizacdes 2 e 3 a transicae i) ocorre para valores da altos, porém o
sistema perde a coesdo em algum ponto entvg 2@x < 30vg. Podemos ver nas figuras 4.19
e 4.18 que para = 20vp 0 sistema manteve a coeséo e para 30vy 0 sistema se parte em
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pedacos. O parametro de ordegn,ndo diferencia estes dois casos. Uma diferenga, entre a
normalizacdo 1 e as 2 e 3, € que o valondgue limita o sistema coeso, € maior do que o valor
da transicao @ii).

Neste capitulo, mostramos que 0 movimento coordenaddtdaaiteorganizacdo dos dife-
rentes tecidos, tanto no caso de segregacao logaritmicéigwea 4.15), quanto nos casos de
segregacéo com lei de poténcia. No entanto, existe um Isujterior para valores de, pois
se ele for muito intenso (tipicamente> 10) o sistema se parte em pedacos, ou ainda, pode
ocorrer transicdo para a fase movente. Nestes mesmo gréfids) (emos um caso em que o
sistema se parte, pata= 7.5vp. Note que as curvas para este valor do parametro de movi-
mento coordenado sdo qualitativamente diferentes dasisleevaluindo j& desde o inicio da
simulacao para valores pequenosyddarte desta andlise, para as normalizagbes 1 e 2, estao
publicados na referéncia [43].
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5 O Mecanismo de Reconhecimento

Até 0 momento apresentamos 0s resultados para um sistenpostonpor dois tipos de
células, onde a unica diferenca entre as células é a mdtljdemos uma diferenca secundaria
gue é a forma com que o movimento coordenadoafeta a célula. Simulando este sistema
com o modelo de animéides, obtivemos tanto regimes logadswomo de lei de poténcias e o
padréo final de segregacao apresenta é aquele com as céigandneis ao redor das demais,
ou um sistema em anel. Entretanto, este padrao final € opogibt@o por Jones e colabo-
radores [2] em seu trabalho experimental. AparentememesJe colaboradores, mesmo sem
realizar simulacdes, deram-se conta de que apenas a gdetervelocidades ndo seria sufici-
ente para explicar o experimento e propuseram um segundmime®, o de reconhecimento.
Vamos, entdo, simular este mecanismo e procurar 0s padrésiv@is com esta nova dinamica.

Este mecanismo consiste em alguma propriedade celular ejugtp a duas células se
reconhecerem como pertencentes ao mesmo tecido. Entadigag@o mais forte se forma
entre elas do que caso elas sejam de tecidos diferentes.

5.1 Simulac&o no Modelo de Animdides

Para simular o mecanismo da reconhecimento celular, praos que a adeséo entre as
células, que antes era Unica, passe a depender da vizinh@n¢seja, ndo estamos tratando
com a hipétese da adesdao diferenciada, pois as célulasfdmndies tecidos possuem a mesma
adesdao entre si, mas elas podem reconhecer se as vizinhds s@&&smo tipo, neste caso a
adesdao é forte, ou caso contrario a adesdo é mais fraca. @qieod, que para nés era
uma constante, passa a ser uma matriz, onde os indices s&mdss aos tipos de células
interagindo. Assim, aos dois termos da diagonal principatiéuido o mesmo valof3, pois
células do mesmo tecido se aderem igualmente, e aos doisstelandiagonal secundaria um
valor, f3, também constante, mas menor ou igual aquele da diagonalatédzifi assume a
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seguinte forma:

fB B

ondef é a fracdo da adesao que os tecidos difereftelsodem exercer em relagédo aos iguais

¢
B=[B B] (5.1)

(B=), f = B./B=, podendo assumir valores entre [0,1}= O significa que os tecidos néo inte-
ragem entre sif = 1 recai no cas@; j = 3, que € a hipotese da velocidade diferenciada(HVD)
pura em que estavamos trabalhando.

Outro fator importante, como vimos anteriormente, € a pigamde células, pois é possivel
gue um sistema nao atinja a segregacéao final por faltarerasé&la ectoderme para circundar
o grupo de células de endoderme. Podemos também encomsinardmaprisionamento onde as
células ndo consigam superar a barreira formada pelassélaloutro tipo. Assim, trabalha-
mos com sistemas de mesmo nuamero total de partidulas2000 e trés propor¢des de células:
3:1 trés células mais rapidas para cada mais lenta; 1:1 me@mero de células dos dois tipos;
1:3 uma célula mais rapida para trés mais lentas. Devidorgrquantidade de parametros
envolvidos, vamos trabalhar com o case= 0, os demais valores deste parametro estdo nas
perspectivas futuras deste trabalho. Vamos variar somaematedo de velocidaded, usar ape-
nas os valores para 0s quais ja obtivemos segregacdo ndsssniteriores, i.ed = 2,3,4.
Também variaremos a fracdo de adesao entre os diferenigsstefc Estas simula¢des séo
todas realizadas em sistemas bidimensionais.

5.2 Padrbes Finais de segregacao

Com a inser¢cdo do mecanismo de reconhecimento obtemos padai® variados do que
utilizando o modelo anterior, com a adesao igual entre agasdnesmo se tratando de tecidos
diferentes. Para cada conjunto de parametros obtivemosadragfinal, que é a imagem do
sistema ao final da simulacéo, fixamos o tempo final de simoleg# = 107, pois o sistema
em todos os casos posdwi= 2000 particulas. Classificamos todos os padrdes finais em 6
categorias que se diferenciam pela presenca e tipo de aegregbtida. Nem todos os padrbes
podem ser aceitos para uma segregacao celular de um semagovamos utiliza-los para a
construcdo deste espaco de parametros.

Unindo a HVYD com o mecanismo de reconhecimento criamos padrdvos para a simula-
¢dao, inclusive o mesmo estado final previsto no trabalho deslet al [2]. Além desses, temos
a completa separacao de tecidos e aprisionamento de agsegadto veremos em detalhe a
sequir.
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Mostramos, na fig. 5.2 trés espacgos de parametros, cada amuipar das proporcdes
adotadas, neles variamos a diferenca de velocidades ent@wdas), e a fracdo da adesao
entre células dos diferentes tecidbsAs diferentes regiées implicam diferentes padrées finais.
Cada cor corresponde a um dos seis padrdes, (vistos na fiddra 5.

=

. Azul - Segregacao completa (mais lentas no interior);
2. Roxo - Segregacao invertida (mais rapidas no interior);
3. Laranja - Segregacao em anel;

4. Verde - Aprisionamento de células;

5. Vermelho - Tecidos com alguma unido entre eles;

6. Amarelo - Tecidos separados;

Figura 5.1: Possiveis padrfes finais de segregacao cetmamecanismo de reconhecimento.
Os padrdes finais obtidos sao classificados em: 1- Segregagdueta (mais lentas no in-

terior); 2- Segregacao invertida (mais rapidas no intgrie+ Segregacdo em anel; 4- Apri-
sionamento de células; 5- Tecidos com alguma unido entse @leTecidos completamente
separados;

Os trés espacos de parametros mostram claramente o quakdantea a propor¢cdo de
células para a segregacéao ser possivel e qual a sua forma. @ismétulas lentas, marcadas
em vermelho no espaco de parametros, podemos té-las se rtanagwocomo ectoderme, que
€ justamente o padrédo obtido por Jones et al. nos seus egmosn Notem a necessidade
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do mecanismo de reconhecimento pois sem ele as células enéas laprisionam as demais
impossibilitando a segregacdo. Também podemos ter as em&s|se comportando como
endoderme, se forem em menor nimero, ou até formando umaaant@rmediaria separando
duas camadas de células mais rapidas, se estiverem na mesntidade das outras.

Detalhando os resultados dos espacos de fase, como espEnac®m adesdo pequena entre
as células de tecidos diferentes, fica mais facil para atasétoais lentas formarem esferas.
Consequentemente, o0 aprisionamento se reduz, entdo, \espesque os tecidos tendessem
a se separar completamente. Como pudemos vef,=s® ndo ha mais aprisionamento, o
gue possibilita a segregacdo com o padrédo final das célulaslenséas ao redor. Isto ocorre
apenas se 0 numero de células de endoderme for suficient& $ernimpedira a segregacao,
pois sem nenhum aprisionamento as células de um tecidoagscsgmpre do outro. Existe
a probabilidade do grupo de células mais rapidas consegc@par do envoltério das mais
lentas, mas o tempo médio em que isto acontece € muito magpredos tempos de segregacao
tipicos( da ordem de 3x maiores). Interpretamos isto poristersa biolégico real, no qual
as ceélulas, depois de segregar, alteram suas propriedadesyth e se manterem com aquela
configuracdo. Para casos sem muitas células lentas, po@sait:3 e 1:1), apenas coimz 0
encontraremos uma segregacao celular que possamos aoeit@arverossimil. A medida que
f aumenta podemos encontrar os tecidos se unindo cada vezatdajsie 0 aprisionamento se
torne forte o bastante para a segregacao existir com o mestagodinal que obtinhamos sem
0 reconhecimento.

Sobre a segregacdo em anel, novamente sempre existe aljplasibdo anel de células
do tecido 1 se desfazer, mas este padrdo surgiu para um todgiparametros e condicdes
iniciais aleatorias para cada um, sugerindo que este padeal e provavelmente seja um es-
tado metaestavel. Embora ndo tenhamos feito analisesngiagy permitimos que o sistema
evoluisse por trés vezes o tempo que demorou para o anehs& f@e neste tempo ele ndo se
desfez, novamente adotamos um argumento biolégico paracgitacao, se as células manti-
verem este padréo por tempo suficiente, no sistema reapadasn mudar suas propriedades e
manter esta estrutura. Lembrando que as nossas simul@@esluem nenhuma alteracao de
propriedades das células.

Finalmente, precisamos especificar a forma funcional dae&o da segregacéao celular nos
casos com 0 mecanismo de reconhecimento, novamente tesds [@téncia ou logaritmicas
com expoentes proximos aos obtidos anteriormente, a mibwiélgue, na segregacao invertida,
podemos obter expoentes ainda menores;-ape.

Neste capitulo vimos um segundo mecanismo que pode essanpeena segregacao celu-
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a)

Figura 5.2: Possiveis padrdes finais de segregacéo cetutemecanismo de reconhecimento,
ver texto para detalhes. a)1:3; b)1:1; c)3:1
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lar, 0 mecanismo de reconhecimento, mostramos uma formaideutar com SPPs, os padrdes
finais obtidos tem semelhanca com os obtidos na HAD, porémsnpadroes foram encontra-
dos, a segregacéao invertida e a segregacao em anel. A evolag&gregacao celular continua
sendo uma lei de poténcia ou uma curva logaritmica, os exgoeéla lei de poténcia variam
mais do que nas HVD e HAD, pois temos 0s casos onde 0s tecidepamm completamente.

Terminamos aqui a analise da segregacao celular pelo mddefmimoides, com a hi-
potese da velocidade diferenciada e a inclusdo do mecamismeconhecimento celular. No
proximo capitulo vamos abordar outro modelo de simulacda passegregacao celular, que
também considera células com velocidades diferentes e aostanismo de reconhecimento

celular.
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6 O Modelo de Glazier Graner Hogeweg

Descrevemos agora outro modelo para simular a dinamicéacetumodelo de Glazier
Graner e Hogeweg (GGH) [4]. NOs o utilizamos com o intuito defcmar os padrdes finais
de segregacao celular com a hip6tese da velocidade difadan@iVVD) e com 0 mecanismo de
reconhecimento. Os dois modelos séo bem diferentes emsgbgumos dificultando uma com-
paracao direta, mas dentro do possivel vamos adaptar o oG para que este contemple
as caracteristicas celulares necessérias a HVD.

De maneira simples, pode-se entender o modelo de GlazemeGe Hogeweg como uma
adaptacdo do modelo de Potts para dinamica celular. A basistdma é uma rede fixa, a cada
ponto da rede associa-se um indice que define a que célumpeesse ponto da rede. Dessa
forma indices distintos estdo associados a diferentetasélveja fig. 6.1). A partir desses
indices de estado atribui-se um valor de energia de integse sitios vizinhodfl): a indices
iguais corresponde energia de interacao nula, a indiceedibs associa-se energia positiva.

1111111212123 (3](3
1(1(1(2(2(2|2]|3|3]|3
111 R22A2A 3| 3(3(| 3
111(2(2(2[2(5(3(3|3
1(114|4(4[|5|5|5|3|3
4141414(4|5(5|5|6(6
4141414|5|5|5|5|0]|6
41417|7|5|5|5|6|6|6
417|717 17|5|6|6|6|6
7171717|7|7|6|/6|6|60

Figura 6.1: Rede do modelo GGH, contendo os indices que assaliversos sitios as células
correspondentes.

A dinamica deste sistema € do tipo Monte Carlo, ou seja, sontse dois sitios vizinhos
da rede e simula-se a troca de indices entre eles, se a eioengianor que a energia antes da
troca anterior entdo ela ocorre, caso contrario ainda podeear a troca de indices, mas com
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certa probabilidade, definida a partir de uma temperatetavafatribuida ao sistema.

Explicitamente, para temperaturas ndo nulas, a probatigide haver troca de indices entre
os sitios é dada por:

p_ e BT :AH >0
1 AH <0
Para T=0.
0O :AH>O0
P=< 1 :AH<O
3 AH=0

Além do indice de sitiog7, associado a diferentes células, também é atribuido a @awla s
um indice,r, para diferenciar os tecidos celulares. Células perteeseat mesmo tecido tém o
mesmo valor de. Assim na definicdo da energia teremos termos dependengmdinttecido,
assim como da célula.

Para definir a energia do sistema consideram-se os tipogcids$ dos sitios envolvidos
na troca,r(o(id)) e T(o(id")). E necessario limitar o volume celular, pois as célulasyerss
volume finito e este varia muito pouco ao longo do processegiegacao celular. 1sso ocorre
por que desprezamos as poucas divisdes que acontecem asgwroeal. Além disso, embora o
volume se mantenha, a forma da célula pode variar bastattagmdesse processo. Para levar
em consideracdo esses aspectos, Glazier e Graner propus®@funcdo hamiltoniana com
trés termos, o primeiro representando a energia entre siéicélulas diferentes e o segundo
desempenhando o papel de limitar o volume celular:

Hsort = J [T(U(id))7 T(U(id/))] [1_ 5a(id),a(id’)] + Z /\S[S(U) —Sr (G)]Z + I_|qui'mico+
(id)(id")neig o]
(6.1)

onde,

e id é o numero identificador do sitio da rede;
e O é o identificador da célula, com valores de 1 ao numero tote¢hlgas do sistema;

e T € 0tipo do tecido. Neste trabalho ele assume trés valoresalogomeio extracelular; 1
para célula de endoderme; 2 para célula de ectoderme.
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e J[t(0(id)),1(a(id’"))] é a energia de superficie entre os tecidos e é inversamemmerpr
cional a adesao entre as células. Por exempld,rs® depender do tipo de célula todas
as células tem mesma adeséao.

e Asé o multiplicador de Lagrange associado ao termo de sugerfic
e S(0) superficie (ou perimetro) total da céluwa

e Sr(0) superficie alvo targetdo inglés) da célula, é a superficie ideal que minimiza a
energia,;

e Hquimico € qualquer potencial quimico, interno ou externo as células

A funcéo hamiltoniana assim construida descreve as tessesficiais entre células dis-
tintas e entre diferentes tecidos. Pode-se alterar estaduthe energia como for conveniente
para o sistema que simulamos. Ja escrevemos a energia coos taticionais, indicando as ex-
tensbes possiveis para este modelo. A seguir neste cagitelscentaremos um terceiro termo
a energia para levar em conta os efeitos de velocidade nifieda e reconhecimento. No en-
tanto, a inclusdo de um termo de movimento coordenado, demicil implementacéo, pois
envolveria termos de energia associados ao movimentovceth células. Nos implementamos
tais termos, mas, mesmo assim, a velocidade de cada cétutendé ser totalmente controlada,
0 que dificulta a construcdo de um espaco de parametros.

6.1 Adaptacdo Adotada

A energia usada neste trabalho contém os termos de adeséxder@gdo dependente do
tipo de tecido, possui também o termo de volume (ou area), idéionado a estes temos o
termo de alinhamento e de um deslocamento do centro de ndassaver eq. 6.2.

Heor = 5 J[r(a(id)), 1(0(id)I[L = Ss(ia) (i) + Y AsS(0) = Sr(0)]? (6.2)

(i} () G
}2

entres as células. Variando o valorHeara os tipos de célula produzimos diferencas de adeséo

+ Aa {ACI\7I(0)— [ S a(o(id), o(id)ACMr(1(0)) + aa(a(id))ACM(a(id)) + ar

oneig

Descrevendo em detalhe a eq. 6.2: o primeiro somatério eleserinteracdo de superficie

entre as células. Este valor é inversamente proporcionalandef3 do modelo de animoides.
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De forma analoga ao modelo de animoides, utilizamos nivieieedites dd(t, 7') para produzir

a HAD e o reconhecimento. No modelo anterior as diferengas@a® nas adesdes. Entdo, se
tivermos apenas dois valores dleum valor menor para vizinhas iguais e um valor maior para
vizinhas diferentes, estamos simulando o mecanismo daleconento celular do Jones. Se
tivermos quel(2,2) < J(1,2) < J(1,1) temos a condi¢éo de Steinberg para a segregacao celular
com a HAD, onde o tecido identificado com= 1 forma a endoderme. Neste caso a condicao
de Steinberg é satisfeita com o tecido identificado por 1 émwho a endoderme e o tecido 2
formando a ectoderme.

O segundo termo da hamiltoniana é o termo de volume, no caser@d de superficie
da célula. Este termo minimizara a energia quando a sujgediiccélula for igual ao valor da
superficie alvoSr. Este valor pode depender do tecido da célula, porém nabiaho ele sera
anico.

O terceiro termo da hamiltoniana descreve o carater awjepgnte das células. Nele, mi-
nimizamos a energia caso o deslocamento do centro de massdutig ACM, seja igual ao
deslocamento ideal. Regulamos a importancia deste termelegéio aos outros pelo multi-
plicador de Lagrangg,. O deslocamento ideal € composto por trés partes: na pansinos
a tendéncia das células se alinharem com a vizinhanca, giarairoduzimos o conceito de
variacdo de centro de massa al@\tr, desta forma o movimento coletivo passa a ser pos-
sivel. Também temos a auto-persisténcia da célula, est® teimula o efeito de memoria
da célula [42], mediado pelo parametrq. Finalmente, colocamos uma direcéo aleatéria de

movimento, o vetor unitarid, mediado pelo alfa aleatériog.

Com este hamiltoniano temos um sistema onde as células possugolume ideal, podem
movimentar e tendem a seguir a vizinhanca, caracterisbibasrvadas em sistemas celular
reais [17]. Outra caracteristica presente nesta hanahené a da auto-persisténcia de cada
célula. Alimitagdo deste modelo € que ndo podemos gararias células tenham sempre uma
velocidade fixa, o que dificulta a construcdo de um espaco dengéros. Entdo, no modelo
GGH, nos limitamos a simular a evolucdo da segregacédo pguasaparametros e comparar
os resultados com o modelo de animoides. Também explorasnoassiveis padrées finais de
segregacao.

Para executar as simula¢cdes no modelo GGH utilizamos o Cat®Dd44], que é uma
interface grafica para simular a dindmica celular com o nwobdésico de GGH. Ela permite,
gue o usuario crie suas proprias extensoes desejadas, compogramacao adicional. Toda a
programacao adicional foi feita na linguagem python, quefadl aprendizado e programacao.

Nos trabalhos com modelo GGH, e derivados, € comum usar otentha interface entre
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os tecidos diferentes, como medida da segregacéo. Nassieslcom animoides a medida da
interface entre os tecidos € de dificil implementacéo, pov®lveria usar algoritmos de conta-
gem de agregados ao longo da simulacéo de evolucdo. Poredsdaei definido o parametro
y naquele contexto. Por outro lado, no modelo GGH as duas aegdmtlem ser realizadas sem
grandes custos, assim aproveitaremos a oportunidade @@fiear a equivaléncia entres essas

medidas.

No proximo capitulo mostramos os resultados obtidos coneggende troca, eq. 6.2. Pri-
meiro consideramos as células com auto-persisténcieddeda, que é a forma mais proxima
da velocidade diferenciada que simulamos com animoidescéhdas de diferentes tecidos
tendem a manter seu movimento com velocidades alvo disent que faz que 0s passos
sejam diferentes. No entanto, dado o carater estatistiedg@doitmo, na pratica, as razdes en-
tre as velocidades flutuam. Depois, como no modelo com adaspprocuramos 0s padrdes
guando incluimos tanto células com movimento coordenadatqucom mecanismo de reco-

nhecimento.
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7 Resultados com o Modelo GGH

Comparamos os resultados de segregacao celular do modelordedes com simulacdes
executadas no modelo GGH no Compucell3D. Mostramos uma caggmaentre o parame-
tro tipico de medida de segregacao celular dos dois modedsssaas evolugbes na hipotese
da Velocidade Diferenciada (HVD). O enfoque deste trabalio é o modelo GGH apenas
apresentamos alguns resultados para mostrar a possibiliteequivaléncia dos modelos.

7.1 Equivaléncia entre Parametros de Medida da Segregacéao

Em trabalhos com o modelo GGH é usual medir a segregacaacpklh soma de todas
as interfaces entre células de diferentes tecidos. Por@modelo de animoides, como men-
cionada anteriormente, essa superficie € computaciontdrnastosa de ser determinada, pois
envolve a implementacdo de um algoritmo de identificacdogdegados. Bem mais simples
é fazer a contagem da fracé@o de vizinhos pertencentes adetdifgrentes e assumir que isto
seja proporcional a interface. No programa compucell3d, [ddrém, esta mesma contagem
pode ser facilmente feita e, junto com ela, a medicdo ddfauter Assim podemos comparar 0s
resultados dessas medidas.

Na fig. 7.1 mostramos a comparacao das medidased® Como a superficie de interface
€ proporcional ao parametng podemos comparar as formas funcionais dos dois modelos,
ndo importando qual a medida espacial de segregacao ajadsdn superficie de interface,
tamanho caracteristico, raio dos grupos de célula, etci$ tpdas sao proporcionais, Mais
adiante neste trabalho usaremos como medida de segregegatmgem do niumero médio de
células nos agregados, nesse caso a medida esté relacgonadauadrado do raio dos grupos.
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Figura 7.1: A evolucdo tanto dequanto da superficie de interfa& seguem formas similares.

7.2 Resultados na Hipotese da Velocidade Diferenciada

Primeiro vamos mostrar os resultados para a HVD pura, o queauzlo GGH significa
que as células possuem, # 0. Neste caso o (o) = 0, pois ndo teremos alinhamento com
vizinhos e os valores dendo dependem da célula, sendo fixadoslginia = 5. No modelo de
GGH também deve ser definida a energia de interacéo entriibs@eo meio. Para evitar que o
agregado de células se parta, um valor alto para essa ea@sgalhido, no N0sso caso usamos
J(meiacélula) = 50. Para os demais pardmetros o meio ndo € considerado, samégwe
trataremos o meio com valor nulo. Nosso resultado com apewatocidade diferenciada é
bastante similar ao obtido com o0 modelo de animdides, ve7fR). A evolucao do parametro
y parece seguir uma lei de poténcia, porém nao temos nem uradadéompleta, dessa forma
nao faz sentido falar em valores dos expoentes da lei de@atdsso ocorre pelo tamanho do
sistema ser muito pequeno, com apeas 384 células.

Mostramos apenas este resultado para a HVD no modelo GGéegia ndo era o modelo
central de simulagdes celulares deste trabalho. Apenagasims alguns casos isolados, sem
montar nenhum espaco de fase, para mostrar que os resultaldsis modelos sao equivalen-
tes.
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Figura 7.2: A esquerda temos a evolucéo tanty dganto da superficie de interface sobre
o valor inicial, S/Sy, para sistema onde as células apresentam apenas diferenebddade
aa = [0.2,0.4]. A direita temos o padréo final para o sistema, ¢em10°MCS onde MCS, é
um passo de Monte Carlo.

7.3 Padroes Finais com o Mecanismo de Reconhecimento

Utilizando a hamiltoniana com as nossas extensodes de alarita com a vizinhanca po-
demos simular o mecanismo de reconhecimento celular. Néovaefazer os espacos de
parametros por que ndao podemos controlar a velocidade lidascée cada tecidos, e também
por que a adesdao entre as células entra de forma inversa aondedaniméides. O caso onde
todas as adesOes sao iguais é facilmente simulado usaetessgas de ligacao idénticas. Po-
rém o caso onde os tecidos diferentes ndo interagem nao éngles para simula-lo neste
modelo, precisariamos de uma energia de ligacado tendendéiratm, pois este limite corres-
ponde a adesdo nula no modelo de animoides. Também levarrgenaenergias de ligacao
com 0 meio que ndo possui correspondente no modelo de amisadMdmos, entdo, procurar se
os padrbes de segregacao encontrados no modelo de aniraiidesm sdo obtidos com esta
adaptacédo do GGH.

Variando a proporcao de células de cada tipo e os niveis déadaudemos reproduzir 0s
resultados obtidos com o0 modelo de animdides. Precisarasalta algumas diferencas, para
obter esses padrdes foi necessario variar a energia dadigag o meio para manter o sistema
coeso. O padrdo em anel ndo foi encontrado, provavelmenitgodao tamanho reduzido do
sistema em GGH. Nesse modelo cada célula € composta porrapdamente 25 pixeis, o que
limitou o tamanho do sistema a menos de 400 céliNas,384.

Para procurar pelo padrédo final em anel precisariamos perapespaco de parametro de
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Figura 7.3: Padr@es finais de segrega¢do no modelo GGH, atéremio ndo obtivemos o
padrdo em anel.

a e das velocidades, dado que ja tenhamos encontrado o valded@ad adequado. Isto ficara
como uma perspectiva de continuacéo deste trabalho.
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8 Modelo de Agregado Médio

Neste capitulo nosso objetivo é estudar o problema da segtegelular do ponto de vista
estatistico, vamos construir equacdes diferenciais gsereleem o problema considerando al-
gumas simplificacbes. Primeiro vamos aproximar o sistemaocoontendo apenas um tipo
de células, a endoderme, que se agregam desprezando as.deassa forma toda a influén-
cia da ectoderme estara implicita dentro dos parametrasn Alisso, vamos trabalhar apenas
com valores médios de agregado, dessa forma, temos apen@snamho possivel de agre-
gado de endoderme e este tamanho evolui com o tempo. Outrdrapgdo que tomaremos
€ que todas as fusBes de agregados sao irreversiveis. Coenpasaos resultados analiticos
deste modelo com os obtidos para a segregacao celular efagiies adotando duas hipoteses
distintas [43, 15] e com os experimentos de Méhes [17].

O objetivo deste primeira abordagem € explicar o expoeritémpara a segregacao celular
(valores entre (-0.23,-0.18) para simulac6es) com uma lagele do tipo agregado-agregado
(cluster-cluster agregatioem inglés) e também, tentar compreender os limites imppstios
efeitos de tamanho finito das amostras. Consideramos que ésdgrupos (ou agregados) de
células da endoderme podem se difundir, colidindo com swgregados e se transformando
em grupos maiores irreversivelmente. A difusdo dependeadaado agregado através de uma
lei de poténcia, cujo expoenteceé Nossa aproximacao € que todos os agregados possuem a
mesma massa (ou numero de células) em um dado tempo [19] ecgegcomento do tamanho
médio se da por fusdo de agregados. Assim, ao ocorrer un@ fuaimento de massa de um
agregado deve ser proporcional a massa média dos agregapmdexmomento, ou seja,

dm m
— = 8.1
dt 1 8.1)
ondert descreve 0 tempo caracteristico para o encontro entre gdgm células.

Nesta equacao ainda ndo temos um valor maximuo,@mtdo, ela descreve a fusdo de agre-
gados no limite do tamanho do sistema infinito, porém, considade finita de agregados. Em

um processo de difusdo normal o tempo caracteristd@pende da distancia média entre agre-
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gadosl, e da constante de difus@®(m). Esta constante depende da massa do agregado [19],
veja eq. 8.2, (0 expoentendo esta relacionado com o parametro de mesmo nome do medelo d
animoides). Para uma particula em movimento browniano odiledo, a relacao de Einstein

€ valida e temosr = —1 [45]. Isto poder ser entendido pois, no caso de particutagriianas
ligadas por molas, a informacao da direcéo da velocidad& m@msmitida, como consequén-
cia, a difusdo é cada vez menor com o aumento de massa. Japgrapo de particulas com
movimento coletivo, como no modelo de Vicsek, ha difusaaéterimacao da direcdo da velo-
cidade entre os vizinhos e isto pode alterar a dependénciandsante de difusdo com a massa,
essa alteracéo dependera da intensidade do termo de mavioodstivo.

D(m) =m“ (8.2)

A distdncia média entre agregadds,pode ser determinada a partir do volume total do
sistema)/, e do numero instantaneo de agregado§) numero de células, ou a massa total, do
sistemaVlp é conservado de forma que em qualquer instante podemomdeen numero de
agregados a partir da relacéo = Mp/m. Entdo, para um sistema de dimend&eremos:

v Ld my 2/d m\ /4
(7)) -(w) -() €

onde,p € a densidade média de células. O desvio quadratico da pakcam agregado em
difusédo aleatoria independe da dimensdicdo sistema e esta diretamente relacionado com a
constante de difusa@ e com o tempo de difusdo. Se tomarmos a raiz quadrada da fiotuac
de posicao esta relacionada com a distancia caractemgstecam agregado varre, quando esta
for da ordem de L, teremos uma estimativa do tempo de fusadiagelL? = D1. Finalmente,
supondo que a constante de difusdo dependa da massa coitodesara, teremos:

L2 <
o= ="" (8.4)
D~ i

Substituindo esse valor de tempo caracteristico na equiigigencial acima, eq. 8.1, encon-
tramos,

%;:aﬁfaw, (8.5)

ondea é uma constante de tempo, que também inclui a densigadeg parte independente da
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massa da constante de difusdo. Essa equacao possui saialifioag que € escrita como:

d
m(t) = =% (—Za da“d(t—to)mﬁ/(d“)) 0 ¢%/(2-da) (8.6)

gue coincide com a solugao encontrada por Kolb [19] nos assdgnensao néo fractal. Esses
expoentes serdo validos dentro de dois limites, onde o taondm agregado médio seja muito
maior do que 1 e simultaneamente muito menor que a massadtosidtema. Para os demais
casos que vamos descrever teremos soluces analiticesanadentais, que vamos escrever de
forma genérica. Os casos realmente Uteis vamos escreveatatathes no Apéndice A.

Experimentos com agregados celulares sempre envolvem omralgrande de células,
mas esse numero é finito de forma que ao final do processo chegamm Unico agregado que
inclui a maior parte das células do tecido endoderme. Tantbtamanho dos agregados que
se formam ao longo do processo néo é desprezivel se commayddmanho de uma célula,
principalmente no inicio do processo. Precisamos, assi@néer a validade das equacdes ob-
tidas até agora. Procuramos adicionar termos na equagierdifal que incluam os efeitos de
tamanho finito do sistema e das células. Inicialmente vamuaduzir um tamanho maximo no
sistemah, que o agregado médio deve atingir assintoticamente. Aicdmdhicial utilizada na
equacao é o tamanho inicial do agregado médip todos os agregados do sistema possuem o
mesmo tamanho, mas no sistema real apenas alguns agregaldosnte se fundem, para mo-
delar este efeito introduziremos um tamanho minimo ef@iara os agregados, Ao fazer isso
nao esperamos mais uma lei de escala para todo o tempo, g@@aasmpos intermediarios,
se os tamanhads e c forem suficientemente diferentds ¥ > c). Para tempos curtos ou muito
longos esperamos um desvio dessa tendéncia e um valor mdgisaiuragdo do sistema.

A primeira extensao diz respeito ao tamanho maximo do adoegamporemos entdo um
tamanho maximo, ou massa maxirba,Alteraremos a equacao para que a derivada temporal
do tamanho médio de agregado se anule quando o sistema &tinigito € o que esta des-
crito pela equacéo 8.7 abaixo. Essa e as demais equacdestapossuem solucdo analitica,
apesar dessas serem transcendentais. Mostraremos d@gesalagsecdo de resultados também
mostraremos que as solucdes obtidas tem como limites aasoblgida por Kolb [19].

‘jj_r:": %‘( _%) —am 5 (1-%) (8.7)

Outra adaptacdo a equacao 8.5 refere-se ao limite infegic@ @ massa dos agregados.

Atribuimos um valor minimo de massa para 0 agregado como ormefde simular os efeitos
da fragmentacéo de agregados no sistema e esperamos gakeFagsado seja mais importante



85

no inicio da evolugéo do sistema, pois é quando 0s agregahasiénor massa.

c:i_rtn: (mT—c) —am & (m—c) (8.8)

Por dltimo, unimos ambas as alteragcdes em uma Unica equa;abBsperamos obter um
comportamento amplo que descreva a dinamica do inicio acafinagregacdes celulares.

(ij_rtn: (m;c)(l—g):am(zdda) (1—%) (m—c) (8.9)

Lembrando que todas estas adaptacfes séo feitas dentroodaregggdo de agregado meé-
dio, ou seja, de que todos os agregados possuem a mesmatamagsho. Entdo, nas situa-
¢Oes onde os tamanhos de agregado apresentem diferengfisagigas com relacao ao valor
médio, esperamos desvios da nossa modelagem. Outra Bmitksste modelo é quanto a ir-
reversibilidade das fusdes de agregados: néo considetraaossibilidade de fragmentacéao.
Para considerar variagdo no tamanho dos diversos agregagodado instante de tempo e a
fragmentacgdo precisamos de métodos mais genéricos, coqmmea® de Smoluchowski, que
veremos no capitulo 10.

No proximo capitulo mostramos as solugdes analiticas gaqueacoes do agregado médio.
Primeiro vamos mostra-las na sua forma mais genérica e Zippoa valores utilizados nas
comparacgdes com as simulacdes e com 0s experimentos.

8.1 Os Experimentos de Méhes

Apresentamos os resultados do trabalho de Méhes [17], leopssui dois experimentos
de segregacéo celular que podem servir como base para ® dfssparametros do modelo de
agregado médio.

Os experimentos consistem em misturas binarias de céhdagos de célula utilizados
sdo: HaCat (linhagem imortalizada de queratinécito humdpielk (células primarias de que-
ratinocito de peixe) e EPC (linhagem imortalizada de queyeito de peixe). As misturas
adotadas foram: HaCat + EPC e PFK + EPC. O sistema esta disposim& mono camada de
células, no estado confluente, ou seja, as células ocupano Egbaco disponivel. As medidas
foram feitas ao longo de aproximadamente vinte horas.

Na figura 8.1, vé-se os padrbes de segregacao, apés 15h denexpes. E, também, as
medidas de diametro para os dois tecidos envolvidos. Pa@stamos interessados, apenas,
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Figura 8.1: A - Padréo de segregacao de PFK + EPC apdés 15h. Bidaddaedo diametro médio
dos agregados de cada tecido. Para A e B : em verde o0 EPC e eslhveinPFK. C - Padréo
de segregacdo de HaCaT + EPC ap0s 15h. D - Medidas do diametio dos agregados de
cada tecido. Para C e D: em verde as células de HaCaT, em vermEIRC.

na evolucédo da endoderme, pois 0 MAM despreza a dinamicatddeeme, aproximando-a
pelo meio. Nas imagens A e C da fig. 8.1, observa-se que, nesgperimentos o EPC se
comportou como a ectoderme. Por este motivo, vamos nos raseluas misturas pelo nome
do tecido da endoderme.
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9 Resultados com Modelo de Agregado
Médio

As leis de escala para a evolugéo do tamanho do agregado naskgregacao celular, tem
expoentes muito variados, no intervafb2, 2]. Utilizamos uma equacao diferencial que nos
permita compreender a dinamica para um sistema infinito wheafeimples e a modificamos
para os limites finitos do sistema real. Vamos utilizar piimama caracteristica experimental
dos agregados, que pode ser vista has imagens do trabalhérass gt al [17]. A cada instante
de tempo nota-se um tamanho de agregado caracteristiéo, estrevemos uma equacao di-
ferencial, eq.8.5, que descreve a fusdo de agregados coos agregado de mesmo tamanho
para um sistema infinito, esta equacéo estd de acordo omuitedes obtidos por Kolb [19].
Como descrito anteriormente, as solugdes para esta equssiio@mo as de Kolb, sao leis
de poténcian(t) ~ td/(2+da) onded é a dimensao do sistema,é o expoente que relaciona a
massa e a difusa®, [0 m*, emé a massa (ou o tamanho) do agregado médio.

As equacbes para sistema infinito, assim como as de Kolb, &#éas apenas dentro de
dois limites, a massa do agregado médio deve ser muito maéoo ¢nicial e também deve ser
muito menor que a massa total do sistema. Estendemos a equaagaontemplar os casos fora
destes limites, propusemos trés extensdes, desta fornoa tpmatro modelos para representar
o sistema:

1. Sistema infinito: o caso estudado por Kolb;
2. Sistema finito: a equacao imp&e um limite de tamanho dgjadoe

3. Sistema infinito com tamanho minimo de agregado: estagcéquanpde um tamanho
minimo de agregado;

4. Sistema finito e com tamanho minimo de agregado: com asduagdes agrupadas es-
peramos que a equacgao se ajuste por toda a evolucgao, indefedd valor do agregado
médio;
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Com as adaptacoes, as equacdes se tornam mais complexaspp@sereveé-las de forma
genérica, analitica, mas transcendental. Como vemos na.g&gorile a funcad(ny) € a
func@oG(m) no instante inicial, e a fun¢&d(m) é uma funcéo hipergeométrica de Gauss [46].

t(m) = G(m) — G(my) (9.1)

Esta funcdo é genérica, cada caso resulta em funcbes difeideEpendendo da dimenséo
do sistemag e do expoente da difusan. Vamos escrever as solugdes para valoreg el
relevantes a este trabalho, no Apéndice A.

9.1 Aproximacgao de Sistema Infinito

Reescrevemos as equacdes diferenciais por praticidadéuta ke acrescentamos as res-
pectivas solu¢des analiticas.

M _ a5

o (9.2)

cuja solucéo é dada por:

d
m(t) = Zd‘\’/(zad—aad(t —to) + m(z)/(da)) []td/(2—da) (9.3)

Nos demais casos as solucdes sao analiticas mas trandeenden seja, obtemos a depen-
déncia do tempo com relacao ao tamanho caracteristico dgapy médio, mas ndo podemos
inverter a equacao obtendo a relagéo inversa. Entdo, estosvas equacdes pafen) e mos-
tramos em graficos as funcdes pard) nos casos interessantes. As solugdes bidimensionais
foram obtidas através de integracao simples, porém os tradio¥ensionais sdo mais comple-
X0s, resolvemos com o auxilio égite wolfram alfa [47]. Estesite nos retorna solucdes para as
integrais indefinidas dos casos 3D, mas nao mostra que maé¢a@solucéo foi adotado, entéo,
apos exibir todas as solugdes, n0s comparamos as solugdésicas obtidas pelo método de
Euler e verificamos que estdo corretas. Além disso, verifisaanaliticamente os limites dessas
solucdes com as obtidas para o sistema com tamanho infinito.
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9.2 Limites Finitos Superior e Inferior

Abordamos o sistema com as limitacdes de tamanho finita tar@manho maximo para o
agregado médio, quanto o valor minimo de agregacao. Agegsen a solucdo genérica para a
equacao diferencial completa. Os casos com apenas umaatalnditacoes e as solucdes para
parametros especificos estao dispostos no Apéndice A.

Relembramos na equacédo 9.49.4 abaixo a expressao paragéevtuagregado médio.

dm_ (m—¢) (1— g) — am (4-2)/d (1— g) (m——c) (9.4)

Esta equacao possui solucdo genérica transcendental dqua ela eq. 9.5. A solucéo é
composta por duas fun¢des hipergeométricas, para tamandigregado: a primeira contém a

limitagdo minima; a outra contém o tamanho maximo.

_ 1 —a+3+1
G(m) = ac(da—2d)(b—c) [dm arar
(boFi[l,—a+3+1;—a+5+2;m/d (95)
—CoRi[l,—a+2+1;—a+2+2;m/b)

Como discutiremos em detalhe a seguir, os parametros b eacedetvolucao do agregado
médio de forma diferente.

9.3 Evolucao do Tamanho do Agregado Médio

Primeiro vamos mostrar como cada caso de limitacéo finitaicalh evolucéo do sistema,
e depois vamos comparar os resultados deste modelo comuttades de simulagdes deste
trabalho, com a hipétese da adesao diferenciada(DAH) [18h&ém, com resultados experi-
mentais extraidos do trabalho de Méhes [17].

No primeiro gréfico, fig. 9.1 podemos ver a influéncia de cada na evolu¢éo do tamanho
do agregado médio. Em sistemas infinitos, caso 1, temos urva gue comeca em = mg e
logo apds segue a lei de poténaidt) ~ t¥/2. Em sistemas com tamanho méaximo de agregado,
caso 2, a evolucéo inicia da mesma forma que para sistemasisfiQuandaon se aproxima do
valor do tamanho maximo do sistentea curva se estabiliza chegando a saturacao do sistema,
como era esperado. Para o caso de sistema infinito que tentaanamho minimo de agregado,
¢, a evolucédo den € mais afetada no inicio, depois a curva se encontra com a lgpt@ncia
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para sistemas infinitos. Isto ndo ocorre no caso 4, onde,dddamanho minimo de agregado,
temos também o tamanho maximo para o agregado, ou sejeemaiginde a se aproximar da
lei de escala, mas a limitagdo de tamanho finito faz com qustensa encontre a saturacao.
Entdo, dependendo das constafites, pode-se ndo ver a lei de poténcia nos limites de Kolb.

10°

a=-1(d=2) infinito
= a=-1(d=2)
——— 0a=-1(d=3) infinito 1
« = . 0a=-1(d=3)

a=0 (d=2)

a=0 (d=3)
— 0=12 (d=2)
— 0a=1/2 (d=3)
1

10°

Figura 9.1: Curvas de evolucdo do tamanho caracteristicagoegado médio em sistemas
bidimensionais para cada um dos casos. No subplot temos am indenso, para podermos
visualizar em detalhe a diferenca nas solu¢des para sistErnatamanhos mimino nao nulo.

Como mencionado no capitulo 8, o coeficiente de difusdo dgados de particulas sem
movimento coletivo depende inversamente da massa dessgmdgs, OuU seja, na equacao
8.2 teremosn = —1. Para esse valor, temos uma evolugéo lenta, uma lei degmpterm
m~ t1/2 em 2D, para valores maiores detemos agregac&o de grupos mais rapida. Em casos
experimentais veremos que o expoeatpoder ser nulo ou mesmo positivo. Isso indica que
se, a difusdo nao cair rapidamente com a massa, o0 sistema@adgeegar mais rapidamente.
O significado fisico dex para valores maiores do qu€l € importante para a matéria ativa,
guandoa cresce os agregados ndo perdem a mobilidade da mesma foenmaatgria inerte,
pois as particulas se alinham com a direcdo de movimento;=s@, o crescimento do agregado
nao afeta a difusdo. Se > 0 temos outro caso interessante, a medida que o agregade cres
eles se difundem ainda mais rapido. De fato, 0s casos ondestaate de difusdo aumenta com
a massa do agregado devem ocorrer até um certo tamanho dadmreara ser fisicamente

razoavel.
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9.4 Comparacao com Simulagdes e Experimentos

Para comparar o modelo de agregado médio com as simulagdddyYP e DAH, com
experimentos e, depois, com resultados com a equacéo de@mwkki, precisamos de uma
medida unificada, pois os dados experimentais [17] mostrdi@metro médio dos agregados.
As simulacdes tem como resultado o paramegirque € proporcional a superficie total dos
agregados, enquanto o modelo do agregado médio, trata da dmagregado.

Os dados experimentais foram convertidos de diametro dgago para area (ou massa)
de agregado. NOs consideramos que a massa das células rsgnt® e que os agregados
sejam aproximadamente circulares (o experimento é feitmenop-camada de células). Para
as simulacdes, temos a medidaydgue, como vimos anteriormente com o modelo GGH, é
proporcional a superficie total dos agregados. De formakmmte ao feito para os dados
experimentais, poderiamos converter a medidy gara obter a evolugdo média da massa,
mas, como dispomos dos dados das posi¢cdes das particulageesntds tempos, podemos
fazer a contagem direta do nimero de células por agregadmee damédia. Fazemos isto
com um algoritmo de contagem de agregados baseado no mlgaiet Hoshen-Kopelman [52].
Assim como nos dados experimentais, desconsideramos @gaags muitos pequenos, pois
eles podem ser resultados da fragmentacao de agregadosiajesté incluida no modelo.

Vamos, entdo, procurar nos parametros do modelo de agregzdio (MAM) qual a com-
binacdo que melhor ajusta os dados (experimentais ou déag#@®). Duas formas foram ado-
tadas, na primeira, invertemos os eixos dos dados de emaaaatilizar a funcao de ajuste nédo
linear do programa xmgrace, lembrando que as solucdes dsfiialas apenas para t(m). A
segunda forma de ajuste é mais direta: escolhemos par&metrtentativa e minizamos o erro
com relacao aos dados.

Na fig. 9.2 mostramos o ajuste do modelo de agregado médio €simalacdes de DVH
e DAH usando animoides. Ao final das simula¢des usando DVHAH i2stam muitas céluas
de endoderme dispersas na ectodermo. Assim, para podeompsu@r com a dinamica de
agregado médio desconsideramos agregados menores do damanho de corte. No caso,
escolhemos considerar apenas 0s agregados com mais do&u&as.dNos dados experimen-
tais os agregados pequenos ja foram extraidos. Os autarssie@ram que células isoladas
podem estar mortas e por isso devem ser desprezadas.

Para comparar os tempos e valores de tamanho de agregadetemasi tdo diferentes,
reescalamos os eixos em funcéo dos parametros de ajuste iib DEssa forma, na fig. 9.2,
temos nos eixogx = m/my etx =t x a, assim todas as curvas iniciam com = 1, pois a
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massa e o tempo estdo adimensionalizadas.

Os parametros associados as curvas ndo reescaladas gaetatios da seguinte forma: o
parametra define a escala temporal, tendo dimensdes de inverso do t@rgerametro b, € o
namero total de células que formam a endoderme, o paraoieiraem consideracédo o fato que
nem todas as células agregam e o paranmj®o valor inicial de tamanho do agregado. Nesse
ajuste, o parametrg foi mantido em—1, pois essas simulagdes iniciais foram feitas abaixo do
limite de transi¢cdo para o movimento coletivo. Fizemos $agiies especificas, mostrando a
dependéncia da difusdo com a massa (nédo apresentadapacpugsses casos, que corroboram
a correcao desse valor. Na fig. 9.2, os dados de simulacéo @eddido representados por
triangulos em verde claro. A curva do MAM ajustada para a H\Bpeesentada por uma linha
verde escura, onde, os valores dos parametrosaséd.009,b = 2000,c = 9.0 emy = 115.
Para a HAD temos os dados em triangulos para baixo na cor rGxajuste para a HAD
esta representado pela linha em ciano e os valores dos pievame ajuste sd@ = 0.00105,
b= 1600,c=2.2 emy = 7.18. Nas simulacdes fixamos os paramelresrny pois obtemo-los
diretamente das simulacdes e ajustamos 0s outros valores.

No artigo de Méhes [17], estdo dispostos os resultados pasimentos de segregacéo
com misturas binarias de trés tipos de células: HaCat (Ieade queratinocito humano), PFK
(queratindcitos primarios de peixe) e EPC (linhagem deajungrcito de peixe). As misturas
feitas foram: PFK + EPC e HaCat + EPC. Em ambas, o EPC se compontaa ectoderme,
sendo, entédo, omitido.

Nos experimentos, ndo temos dados precisos de valor iaifirdl de tamanho de agregado,
entdo, eles sdo deixados livres nos ajuste dos dados. Aslw, dios trabalhos experimentais,
a possibilidade de dependéncia nao trivial (e —1) da difusdo com a massa do agregado
manifesta-se através da persisténcia direcional de gugpaglulas mencionadas no trabalho
de Méhes e colaboradores [17]. Por essa razéo, fizemos e dpigfados liberando também o
parametrax. Na fig. 9.2, os dados de Méhes para o PFK estdo marcados c@ad@adas em
magenta, os dados de HaCaT estdo mostrados em circulos vesmé€ls demais parametros
obtidos para PKF séda= 65.0, b = 330,c = 23 emy = 25.26, linha preta na fig. 9.2. E no
HaCat os parametros sae= 3500,b = 6000,c = 29 emy = 32, cuja a curva correspondente
€ a linha em azul na figura 9.2. Os valores obtidos pa@o bem menores do que os valores
citados no trabalho de Méhes. Isto é devido as células pardeesegregar antes de obter o
estado com um Unico agregado de endoderme. Isto pode oearrsistemas biolégicos pois
as células podem morrer, parando de segregar.

Ainda na mesma figura temos as comparacdes com 0s expergnéldte que os experi-
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Figura 9.2: Dados experimentais ajustados: PFK (quadradgenta), cujo ajuste (linha preta);
HaCaT(circulo, vermelho) ajustada por (linha azul). Dadesitulacdes ajustados: DVH
(triangulos para cima, verde claro) ajustado por (linhde&scura); DAH (triangulo para baixo,
roxo) ajustado por (linha ciano). Marcada em (circulo, wajrtemos os dados para simulacao
com a hipétese da motilidade de grupo diferenciada, queds¢athada na proxima secao.

mentos ndo possuem a mesma inclinacéo das simulacdes. Ceoomsideramos 0s casos que
0 sistema entra em movimento coletivo, os resultados ddapéoi sdo ajustadas pelo valor de
o = —1, ou seja, as células que compde a endoderme nao estao nfasde. Ja a curva de
HaCaT possui uma inclinagédo maior, o valor de melhor ajuste-, sugerindo que as células
de endoderme estédo na fase movente, ou de movimento colstvexperimento com PFK, o
movimento coletivo é mais acentuado, e o melhor ajuste eqgaraa = 0.5. A presenca da
fase movente na segregacéo fica clara no trabalho do Méhesrdé&, foi observado, que as
células de PFK apresentam movimento coletivo muito magnsd que no HaCaT.

9.5 Hipotese da Motilidade de Grupo Diferenciada

Na secédo anterior, mostramos as comparac¢des do modeloedmdgmeédio com os dados
de experimentos e simulagdes, fig. 9.2. Nota-se que asagoies, na regidao com lei de potén-
cia, sdo diferentes entre os dados experimentais e as simeglaom HVD e HAD. Isto indica
a presenca de um mecanismo, mais poderoso, responsavetgedgacao.

Nas simulac6es com o0 modelo de animoides, desprezavamasassande algum dos teci-
dos atingisse a fase movente, pois 0s considerdvamos cofpgibamente inviaveis. Porém,
0s experimentos de Méhes [17], foram realizados com cébadafiuentes, ou seja, as célu-
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las estdo dispostas em uma mono-camada e ocupam todo o digamuvel. Nesse caso, o
agregado ndo pode se partir em pedacos, pois ele esta confogalos casos na fase movente
podem ser considerados.

O confinamento do sistema possibilita um novo mecanismo glegacao, a hipétese da
motilidade de grupo diferenciada (HMGD). Esta hipoteseraatarizada pelo termo de alinha-
mento com a vizinhanca depender do tipo de célula. Lembrastioparametro de coletividade
foi denominada; j, no contexto de simulagdo com o modelo de animoides,aid), gid’),
no modelo GGH. Se este parametro for muito grande para dagékeium tecido e nulo para as
demais, obtemos um sistema em que um tecido esta na fasetmo@eoutro tecido continua
longe da transicao para a fase movente, possibilitandoemmaaos a aproximagcdo como meio,
onde se movimenta a endoderme.

Como mostrado no capitulo 3, no modelo de animoides temogagses parametros; |
que regula o movimento coletivf; ; que regula a adesao entre as céluldsaue relaciona a
velocidade da-ésima célula em relacdo a velocidade das mais lentas. Ampgtese de me-
canismo gerador de segregacdao celular € considerar asscétuho iguais exceto na tendéncia
a seguir a vizinhanca, ou seja, o fator determinante de g&gfie € a diferenca de motilidade
de grupo (HMGD). O importante € como as células se alinhama®mzinhas. Isto, no mo-
delo de Animoéides, é feito com um sistema onde as células daderme tem alto valor de
a11, enquanto axj j para as demais combinagGes de células € nulo. A adeséo ealgeiey
par de células é igual e o0 modelo poder ser facilmente estemdira o caso onde ha adeséo
diferenciada.

Um tecido na fase movente ndo diminui sua velocidade aoeecedis células homotipicas.
Em termos do expoente de difuséo, isto equivale aobasan®, coma # —1. De acordo com
0 modelo de agregado médio, o Unico parametro livre que, pfatar o expoente da lei de
poténcia de segregacao, é o expoente da difusdo com a mas3gue sugere a possibilidade
desta hipo6tese ser capaz de produzir uma lei de poténciaadkeqos dados experimentais.

Executamos um conjunto, de quatro amostras, de simulagdeaenas a HMGD, usando
0 modelo de animoides. Nesta simulacao, os tecidos naograssnhuma diferenca adicional,
nao possuem qualquer adeséo entre si, apenas o confinarnesittedna. Os parametros sao
0s mesmos do modelo de animoides para a HVD, sem difereng@datgdades. Para as células
de endoderme = 100, se a vizinha também for da endoderme, e nulo para assleorabi-
nacdes. Os dados foram reescalados, como os demais dodagneédio, cona = 0.0075. O
nuamero total de células & dé¢= 6000, com mesmo numero de células de endo e ectoderme.
Este total é inferior ao valor necessario para encontrar snmevalor da saturacao que o ex-
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perimental, pois a placa aceleradora utilizada para estaatdo, tem limitagcdo de memoéria
cache L1 em 48KB, que impede um numero maior de particulas.

O resultado, das simula¢cées com a HMGD, pode ser visto magaa@mo os pontos em
marrom da fig. 9.2. Vé-se que eles se aproximam dos dadosreepéais para as células de
PFK e seu respectivo ajuste no MAM. Entéo, esta hipéteseélmmada pelos experimentos de
Méhes. Esses resultados estdo expostos em um artigo sdbmefperiodicd’hysical Review
Letters[48].
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10 Equacao de Smoluchowski

A equacéo de coagulacéo de Smoluchowski, ou simplesmenég@g de Smoluchowski,
descreve a reacéo e difusdo de sistemas que se agregamsivedueente. Existe, também, uma
versao desta equacgdo que inclui a possibilidade de fragg@mtfalaremos nela mais tarde.
Esta equacao considera que a taxa de criacdo de agregadosdadelo tamanho depende, em
média, da densidade disponivel de agregados menoresgsap@se fundirem aos pares. Os
detalhes do sistema fisicos sé@o descritos no chamado ndeleoagulagaok j, que pode
conter, por exemplo, secéo de choque e da difusividade degaips.

Adotar a equacao de Smoluchowski para descrever problezhgdares é uma abordagem
recente [49]. Anteriormente, era muito utilizada para oasr a fusdo sucessiva de agregados
genéricos e de agregados fractais [31, 19, 32]. A equacacioah a variacado da densidade de
agregadosy, de tamanhdx, com os termos de criacao e destruicdo de agregados. O qrimei
somatorio da eq. 10.1 é parte de criacdo de agregados deh@aiaque ocorre pela fusdo
de agregados menores, tamanhos entré&+ &. O segundo somatorio considera a destruicao
de agregados de tamankoque ocorre apenas por fusdo com outro agregado. Este dgrega
pode ter qualquer tamanho, entdo, o segundo somatéria gnej = 1 e termina enj = +-co.

No caso de sistemas com tamanho maximo de coagul&gag, este valor sera o limite do
segundo somatorio.

dne 152 ®
i = > i; Ki k—iNiMk—i — J-Zl KjkNjnk (10.1)

O funcionamento da criacdo de agregados pode ser visto nadifj. Esta equacéo fica
bem definida quando caracterizado o nucleo de coagulKgéoRara representar a segregacao
celular, o nacleo deve englobar parametros relativos adlife a secado de choque de agregados
de massa e j. Lembrando que nesta equacdo o processo € irreversivelaemmaidos, dois
agregados ndo mais se separam. Esta equacao possui salatficaapara alguns casos, por
exemplo quand&; j =i+ j ouKj j =ij [50]. Os demais casos da equagao ndo podem ser resol-
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vidos analiticamente, entdo utilizaremos os métodos nigéowede Euler e de Runge-Kutta [41]

com passo variavel para resolver o sistema.

1 1 2
O+ 0 — &

1 2 3
0+ — ®
1 3

O+\4
2 2 <

k/2  k/2

e+ 0

Figura 10.1: Para o numero de agregados de tamaabhmentar é necessario considerar todos
os tamanhos menores possiveis de se coagular, dekt-dtgpara o numero de agregados de
tamanhdk diminuir precisamos considerar todos os tamanhos que mpassanir ao agregado
de tamanhd, que em sistema infinito € de 1 até o tamanho maximo do sistema.

Inicialmente, procuramos um nucleo de coagulacdo adequealiteratura. Nela existe uma
grande variedade de nucleos de coagulacdo e cada um deldisog atiequado a um tipo de
problema especifico na fisica ou quimica. Para modelars:lekiste um nucleo de coagulacao
gue descreve o movimento de células exclusivamente na fagente [49], mas este caso ndo
€ sempre aplicavel ao nosso. O nosso problema requer unonmaelis geneérico, que possa
considerar que as células estejam ou ndo na fase moventa.gossibilidade é definirmos um
novo nucleo de coagulacdo, que contenha as caracteristjpagantes da segregacéo celular: a
primeira, a dependéncia da velocidade de difusdo de cadgamlyy com a massa, ou de quantas
particulas o compde; a segunda, é que estes agregados qeahdulem tendem a formar
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estruturas proximas a esferas. Isto significa que devemusdawar arredondamento e seus
efeitos na area de contato dos agregados. Entédo, o nucleagelacdo adotado € descrito na
eq. 10.2.

Ki.j :cte(i}+%> (Vi++/J) (10.2)

Resolvemos a equacdo de Smoluchowski com este nucleo ddagfgueq. 10.2. Para
comparar com 0s outros, calculamos o tamanho médio de algredaevioucéo deste tama-
nho de agregado médie; k >, resulta em uma lei de poténcia para tempos suficientemente
grandes, de forma bastante similar ao modelo de agregado pea sistema sem limite ma-
ximo de agregado. Assim como nas simulacdes [15, 43], ekiedgocapta um desvio da lei
de poténcia para tempos curtos. Este € um efeito de tamatritog fiais a condicéo inicial &
homogénea, e., todos os agregados possuem tamanho unitario. O problemasse nucleo é
gue os agregados crescerao indefinidamente e, como ndo@edenular um vetor de infinitas
posicdes para armazenang precisamos limitar o tamanho maximo aceito paga partir do
gual ndo possa mais haver fusdo. Além disso, como mencipvaaos generalizar este nucleo
adicionando expoentes aos termos que o formam. Isto geaa fiexibilidade, permitindo que
a difusdo dos grupos de células seja da fobg [0 i?. Da mesma forma, para que a se¢ao
de choque possa contribuir com peso diferente para a dinaassociamos um expoenfe,
Entdo, o ndcleo de coagulacéo, que propomos, assume a forma:

K(i0 4 10 (i(d-1)/d | i(d—1)/d\B o L
H:{ (i ) (@144 JAD/DE - se i< kmaxe | < Kmax (103

0 se i> KmaxOu j > Kmax

Este nucleo tem vantagens em relacdo ao anterior, pois @teaturalmente as duas limi-
tacdes de tamanho finito do sistema: os tamanhos minimo enmoae grupo. Este nucleo é
simétrico, o que implica a conservagcdo do numero total décpés ao longo do tempo, que
€ uma boa aproximacado para sistemas de segregacado ceartanoB, entdo, para o proxima
versao da equacao de Smoluchowski que inclui a fragmenti;agregados.

10.1 Equacao de Coagulacéo-Fragmentacao de Smoluchowski

Durante o processo de segregacéao celular, usualmentejaydais grupos de células se
unem, o processo € irreversivel. Porém, se o sistema forasimpor um ndmero muito
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grande de células, existe a possibilidade de grupos deasé&el desprenderem do agregado.
Estes pedacos precisam conter um numero inteiro de célidddsrma a conservar seu numero
total.

Para considerar a quebra de agregados vamos adotar a edeag@agulacéo-fragmentacao
de Smoluchowski. Acrescentam-se, entédo, dois termos &&gu®.1: o primeiro associado
a quebra de agregados de tamakleon agregados menores; o segundo associado a criacao de
agregados de tamanka@ partir de agregados maiores que se partiram.

dn, 1k?
— == Ki k—iMiMk—i — Fik—iNk) —
dt > i:E ( i k—iNiMk— — F k—i ) |

(Kj,knjnk — Fjvank) (10.4)

M

Nesta equacéo, o terni§; € o nucleo de fragmentacémg j a densidade de agregados
de tamanhao + j. O produto deles representa a probabilidade por unidademdpot de um
agregado de tamanhe- |, se partir em agregados de tamankqg.

Vamos trabalhar com dois nucleos de fragmentagdo: o pongeinsidera a fragmentacao
constante; o segundo usa a distribuicdo de Boltzmann pareegiéda.

10.1.1 Fragmentacao Constante

Durante as simulacfes de segregacéo frequentemente vélas cle endoderme disper-
sas na ectoderme. Isto ocorre, mesmo quando, ja ha apenagegado contendo a maioria
dessas células. Isto pode ocorrer por duas causas: mehabpitdade de fusdo para agregados
pequenos; ou, o agregado pode perder células.

A forma mais simples de modelar a fragmentacéo € considanacleo associado como
uma constante. Para levar em conta a fragmentacao aper@egados pequenos, ela é tomada
como constante até um valor limite, ou seja,

fsei< fpaxou j< f
R o= { < TmaxOU | = Tmax (10.5)

Osei> fmaxe J > fmax

onde, fmax € esse valor de corte. A vantagem da fragmentacéo constaatesinples e com-
putacionalmente rapida.
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10.1.2 Fragmentacao Exponencial

Uma segunda possibilidade é que a fragmentacédo dependaalziivada energia superfi-
cial do agregado e de flutuacBes associadas, por exemplanbrarea celular. Espera-se que
um agregado com superficie maior perca mais facilmenteyagos menores do que se parta
ao meio. Neste caso, uma representacdo adequada para hilpfatha de fragmentacéo é a
exponencial de Boltzmann [51].

((j+i)(dfl)/d7(i(d—l)/d+j(d—1)/d>

F=fe T (10.6)

Nessa expressdf,é a constante de fragmentacéf; /4 e j(d-1/d s50 as se¢des de choque
de agregados de massaj, respectivamente® é a temperatura efetiva associada as flutuacées
de membrana.

Mostraremos os resultados para os casos bidimensionaisegéio efetivamente compara-
dos com o modelo anterior, com as simula¢gdes e com os expeameéNeste caso, a fragmen-
tacdo exponencial assume a forma, da eq. 10.7.

i—(Vi+/]
Fj=fe T (10.7)

10.2 Medida de Segregacao Celular

Para compararmos os resultados obtidos aqui com os derakiglacnos a massa média
de agregadog k >. Esta medida pode ser comparada diretamente com o0 modelgrele a
gado meédio, além de possibilitar a mesma comparacao cons dadgmulacdes [43, 15] e de
experimentos [17].

kmax
kny

— 1=
<k>= - (10.8)

5"

Assim como no modelo de agregado médio, em alguns casognd@seramos 0s agrega-

dos pequenos, menores dkign. Este valor médio, desprezando agregados pequenos,-€ utili
zado para comparar casos experimentais e testar se realpogeietmos aproximar os resultados
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obtidos com o modelo de agregado médio, com as simulacdes.
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11 Resultados com a Equacao de
Smoluchowski

Com a equacao de Smoluchowski, estamos interessados esaanalistema onde o tama-
nho dos agregados possa variar, pois, pelo menos nas si@siiegm o modelo de animdides, o
sistema apresenta distribuicdo de tamanho de agregad@ogumd finita. A figura 11.1 mostra
a distribuicdo de tamanhos de agregado ao longo do tempapargimulacdo no modelo de
animoides com a HVD. A esquerda, temos os dados em uma tabd@agrupamos os tama-
nhos em intervalos regulares para fazer a contagem. Aaltesitos os mesmos dados em um
grafico, onde mostramos a distribuicdorgepara alguns valores de tempo.

tempo
Massa 0 1,2 10 2,6 10° 7,9 107 1,7 108
100F T T —3
‘1‘\ e (=0 ]
1 104 90 34 25 34 N 210t ]
s 1=2,6 10° | A
2-10 132 45 0 0 0 e, aacrisio]] -
n o . =79 107
11-100 51 37 1 0 0 K 10FL ‘ =1710°| 3
101-1000 1 1 10 4 1
>1000 0 0 0 0 1 L —il
10° 10°
Total 287 173 45 29 36

Figura 11.1: A esquerda, tabela mostrando a distribuicAmatesa ao longo do tempo para
simulacao com DVH. A direita, temos o grafico com os mesmossiad

Primeiro, mostramos os resultados da equacéo de Smolukinms os termos de coagu-
lagéo, em seguida, determinamos como 0s expoentef interferem, no expoente da lei de
potencia, na evolu¢do do tamanho médio. Também mostrameieitss da fragmentagéo na
evolucao, nas versdes constante e térmica (com a disidie Boltzmann). Entdo procura-
mos 0s parametros que melhor ajustam os dados de simulagdegmerimentos.



103

11.1 Resultados com o Nucleo de Coagulacao

Vamos mostrar os resultados obtidos para o nucleo da forrag.dHl.1, valida para siste-
mas em duas dimensfes. Nesse caso, cada agregado se dd@audedd comD ~ 1/k, e tem
perimetro de contata/k.

Kij= K <71+71> (Vi+V1) (11.1)

Integramos a equacdo de Smoluchowski numericamente comaonBunge-Kutta de
quarta ordem. Como pode ser visto na figura 11.2, obtemod@ssamente uma lei de potén-
cia com expoentd = 2/3. Esta lei deveria permanecer vélida para valores graralezadsa
do agregado. No entanto, isto ndo ocorre pois, devido agrad numeéricos, a massa total
do sistema nao se conserva. O que ocorre € que o Netdilizado na simulacéo, devido a
limitacdo de memoria, é finito. Além disso, quango<< 1, um passo de tempo finito pode
levar a densidades negativa, o que é fisicamente inaceit@setfeitos em tempos longos dos
erros numéricos podem ser vistos na figura 11.2.

10°F

10°F

<k>

Figura 11.2: Evolucdo da massa média do agregado em sisbédimagnsionais, a reta indica
lei de poténcia, cujo 0 expoenteAé= 2/3. Para facilitar a visualizagdo, mostramos a linha
tracejada que possui inclinagao 2/3.

O problema deste nucleo de coagulacdo € que o expoente qatidaa lei de poténcia
é diferente do encontrado no modelo de agregado médio ematasbes. Melhoramos este
nacleo de coagulacao de duas formas: limitando o tamanhgrdgado a um valor maximo, e
introduzindo expoentes que generalizam o ndcleo.
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v e g e .
Ki,,:{ K (i +) (Vit VD) sei<knaxe | < kmax (112)

0 se i> kmaxOu j > Kmax

Essa generalizag&o produzira dois efeitos sobre a dinadiieasos valores possiveis para
0 expoente da segregacao celulag a saturacédo do tamanho de agregado.

Na figura 11.3, mostramos a influéncia dos parametr@f no expoente da lei de poténcia.
No grafico a esquerda, vemos como a importancia relativagda ske choque com difuséo afeta
a segregacdo. A medida gfieaumenta, a segregacdo ocorre mais rapidamente, ou seja, com
expoente maior. No gréfico a direita, vemos a influéncia daséi na segregacdo. Como no
caso do MAM, quanda = —1 temos a difusdo normal, quando= 0 temos o0 caso onde o
movimento coletivo domina a difusdo. Como pode-se ver nadi@@r3, a segregacéo é mais
rapida no caso com = 0 do que para = —1 indicando que a hiptese da motilidade de grupo
diferenciada € mais eficiente do que as demais na geracagregagao.

Figura 11.3: O expoente da lei de poténdiade < k > contra o tempo, para diversos valores
dos expoentes do nucleo de coagulacao, a esquerda varian@cdodireita variand@, para
sistemas bidimensionais.

11.2 Resultados com Fragmentacéo

Nesta secdo vamos mostrar a influéncia da fragmentacéo efgadgs na evolucéo do ta-
manho de agregado médio. Mostraremos inicialmente, comaganEntac&o constante afeta
os valores de saturacdo do tamanho. Em seguida, como a fregg&e com distribuicao de
Boltzmann afeta o sistema.
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11.2.1 Fragmentacdo Constante

Se fyax = 1 cada agregado pode perder uma particula de cada vez. Cormm@oder
na figura 11.4, os valores da constante de fragmentdc@eyve ser muito grandes para que se
note algum efeito na evolugéo eek >.

102: LLILARLL ILLALAL BN L ARLLL B AL SR

— =0
— =100
— f=1000
— f=2000
f=3000
f=4000
A f=5000
= 101_— — f=7000
V - F | 210000

Figura 11.4: Curvas de evolucdo média das massas dos agsegausistema bidimensionais,
para diferentes constantes de fragmenta¢doA fragmentacdo ndo afeta muito a evolucao
inicial, mas é importante para determinar os valores deagio.

Para determinar a influéncia do valor maximo de tamanho feagmentacaofyay vamos
fixar a constante de fragmentacao €m 10. Pois, para este valor ndo ha diferenca significativa
entre 0s casos com apenas coagulacao e fragmentacab,gem 1. A partir disso, aumen-
tamos o tamanho maximo de fragmentacéo, até que atinja mtenmaaximo de agregado do
sistema. Na figura 11.5 mostramos as curvas de evolucdo d@mi@nmédio de agregado para
valores diferentes dénay 0s demais parametros utilizados skgax = 100,k =1, a0 =—-1e

B=1.

Com esta fragmentacéo a informacao de dimensao espaciateimaicontinua toda dentro
do termo comB do nucleo de coagulacdo, podemos facilmente fazer o mesafic@gpara
sistemas tridimensionais, que possuem resultados sasilar

11.2.2 Fragmentacao Térmica

Como descrito no capitulo anterior, o nucleo de fragmentsgéuco é dado por:
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Figura 11.5: Curvas de evolucdo média das massas dos agsegadsistema bidimensionais,
para diferentes tamanhos maximos de fragmentafgag;. Nota-se que a fragmentacdo nao
afeta a evolucdo inicial, mas é importante para determimaalores de saturacao.

(VIH-vVi—VT)
F,j=fe T .

A influéncia da temperatura pode ser vista na figura 11.6. @uantemperatura cai a
zero o efeito da fragmentacéo desaparece. A medida que @ratma cresce, o valor de
saturacao diminui. Finalmente, quarle- +o voltamos ao limite da fragmentagéo constante
com fyax = kuax. Essas tendéncias sédo observadas para quaisquer valdragrdantacao.

Na figura 11.6 mostramos as curvas de evolu¢do do tamanho médigregado, a esquerda
paraf = 10 e a direita pard = 100. Comparando-se os dois gréaficos, nota-se que o efeito da
temperatura € maior no grafico a direita devido a maior cotstde fragmentacédo. Por este
motivo, o valor de temperatura necessario para atingir ddicha fragmentacdo constante é
menor.

11.3 Comparacao com Simulagdes e Experimentos

Afigura 11.7 apresenta os resultados de simulacéo, os deoesreentais e 0s respectivos
ajustes pela equacéo de Smoluchowski. As trés de simul@gfassque apresentam menor
inclinacdo, aparecendo a direita no grafico. Nesses daddereéin desprezados os agregados
pequenos. Em quadrados verdes escuro estdo marcados ssldat\dD comd = 4, os dados
de HVD parad = 3 estdo mostrados em losangos marrons claros. Para a HARambs
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Figura 11.6: A esquerda temos as curvas para constanteydesintacid = 10, a direita temos
f =100.

circulos roxos. A HMGD esta representada em circulos maresguros. Os ajustes estédo
representados por linhas continuas no grafico.

Nessa mesma figura mostramos os dados de experimentos de MiéheNesse caso, 0S
agregados menores foram desprezados, portanto, o ajustequ@mcao a Smoluchowski é feito
sem fragmentacéo. Os dados experimentais de PFK estasepf@dos por quadrados magenta
e os dados de HaCaT, por circulos vermelhos. Novamente, stesjestdo representados por
linhas continuas no grafico.
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Figura 11.7: Ajustes das curvas de segregacéo celular pal@i®casos experimentais (HaCat
e PFK) sem fragmentacéao, e os casos de simulacéo (HAD e H¥DJragmentacao.
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Assim como no modelo de agregado médio, reescalamos ogpeir@as unidades adimen-
sionais. Nas simulacdes, o valor médio do tamanho de agreégamlito alterado pela presenca
de agregados pequenos devido a limitacdo da medida addtadaodelo de agregado médio
mostramos que 0s experimentos de Méhes possuem partiadfsermovente, pois ajustamos
um valor dea # —1. De fato, naquele caso, chegamos a um ajuste de difiaiphetacao fisica
(a =1/2) para a curva de PFK. O ajuste com o modelo de Smoluchovwskedea = —0.1
e —0.6 para o PFK e o HaCaT, respectivamente. Isto, além de ser ultadesfisico aceitavel
indica que o sistema encontra-se na vizinhanc¢a da fase teovidn caso das simulacoes, 0s
dados foram ajustados com a fragmentacao térmica e usamgéalnormalg = —1, pois as
células de endoderme se encontravam abaixo da transigia fese movente.

Na figura 11.8, mostramos os dados de agregado médio pafacioma HVD, cond =4,
para dois casos: considerando todos os agregados e desjresaagregados pequenos, i. €.,
Kmin = 10. Nos dados representados por circulos pretos todosegaaps foram considerados.
Seu ajuste € mostrado como uma linha em vermelho. Os dadossinarconjunto de simula-
¢Oes, desprezando agregados pequenos, estao marcadosudos gerdes escuro. Estes dados
possuem duas curvas de ajuste: a primeira, em roxo, poSSESIR0S parametros que o ajuste
em vermelho, exceto pela auséncia da fragmentacéo e palac&onnicial; a segunda, em
azul, é o ajuste alterando o paramefre introduzindo um parametro equivalente ao tamanho
minimo de agregacao do modelo de agregado medio.

Assim, inserimos o parametro de tamanho minimo de agregagdo nucleo de coagula-
¢éo, definido por:

. .\ B
k’(i“+j“)< i—%nt\/j—%) sei<mpe j <my

Kij =9 K(i+j9) (Vi—c+vT—of sem <i <kmax€mM < | <kmax (11-3)
0 se 1> KmaxOUu | > Kmax

onde,c é o tamanho minimo de agregacao. Na figura 11.8, o ajustenééed curva em azul
tem valor dec = 11, e o valor inicial do agregado médiong = 13.

Para ajustar os dados de simulagdo mantemos fixo o parametrol. Os demais parame-
tros da média contendo todos os agregados[$3&e1.5, a temperaturd = 1.5, a constante do
nucleo de coagulacdd = 4 e a constante de fragmentadde 15. Se utilizarmos os mesmos
parametros do ajuste anterior e zerarmos a fragmentac@&s geourva em roxo na figura 11.8.
Nela, redefinimos a condicao inicial para que exclua os aglegpequenos. O valor de melhor
ajuste €3 = 0.5, para os dados sem agregados pequenos, mostrados em figuitanadsto in-
dica que, quando desprezamos 0s agregados pequenoszdasmeéambém grande parte dos
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efeitos de superficie, uma vez que, é o param@tgoe determina o peso relativo da superficie

no nucleo de coagulagéo, e.g., eq. 11.3.
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Figura 11.8: Ajustes das curvas de segregacao celular,e&m ps dados de segregacéo para a
HVD com todos os agregados, em vermelho o ajuste desses. dagdasrculos verdes escuro
sdo os dados da simulacéo excluindo-se os agregados pedoenmomenos de 10 células). Em
roxo o mesmo ajuste dos dados completos porém sem fragrdientaqm azul o melhor ajuste
para os dados sem agregados pequenosfce.5 ec= 11.

Entdo podemos ver que existe uma ligacdo entre os parandgtrgsuacéo de Smolu-

chowski (com e sem fragmentacéo) e os dados de segregaspoe@indo ou ndo os agrega-

dos pequenos). E que, ao despreza-los, estamos reduzintieéacia da secdo de choque na

evolucao do tamanho de agregado.
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12 Discussao

Analisamos o problema da segregacéo celular na ausénciargdormacao citologica e
guimiotaxia. Neste caso a motilidade é um fator indispegigdara a reorganizacao dos teci-
dos. Este processo pode ocorrer em alguns seres vivos sjmplao hidras e esponjas, ou na
embriogénese, apoés a diferenciacdo celular, ou ainda, @egs0s de cicatrizacdo de tecidos
em seres mais complexos. Para explicar como as células podgar para posicdes adequa-
das, dentro do agregado, existem algumas hipoteses, etadre adesao diferenciada (HAD),
a velocidade diferenciada (HVD) e a quimiotaxia. Cada umagdatribui a reorganizagao de
tecidos a caracteristicas celulares que podem ser modgladeariaveis fisicas (HVD e HAD),
ou quimicas (quimiotaxia). Ao longo deste trabalho modekumproblema com essas hipote-
ses fisicas e propusemos uma nova hipétese de segregaca. \téna a caracteristica mais
importante € a motilidade de grupo (HMGD). Fizemos tambéra andlise estatistica da evolu-
¢ao da segregacao celular com duas abordagens distintasm@gra consideramos que todos
os grupos de células da endoderme possuem o mesmo tamaskgunda flexibilizamos para
uma abordagem com tamanho de agregado qualquer.

Este trabalho possui abordagens diferentes para o entemigirdo problema, entédo, para
facilitar a visualizacdo de como alteramos ao longo do temperspectiva de analise, mos-
tramos na figura 1.4 o roteiro que utilizamos para o estudagdeegacao celular. Iniciamos
com simulacdes de algumas hipoteses que podem estar pesenprocesso de segregacao.
Depois partimos para uma modelagem estatistica, ondedesasios um tecido como o0 meio
para os agregados de endoderme se deslocarem. E ao finaraestbeo, comparamos os re-
sultados, tanto de simula¢éo quanto estatisticos, comimergos realizados por Méhes [17] e
colaboradores. Vamos detalhar as partes deste traballseg@ess a seguir, em cada uma delas
discutimos os principais resultados, as conclusdes askxce as relacdes com o restante do
trabalho.
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12.1 A Velocidade Diferenciada e o Modelo de Animodides

Este trabalho se inicia com o estudo da segregacéo celulsidevando uma hipotese até
entdo pouco estudada, a da velocidade diferenciada (HVBDjpdtese mais aceita e mais es-
tudada, até entéo, era a da adeséao diferenciada (HAD), etaltios experimentais [1] e si-
mulacdes [15, 4]. A hipdtese de velocidade diferenciadbuata reorganizacéo de tecidos a
diferencas na motilidade celular. Ela foi proposta por 3aneolaboradores [2] que realizaram
um experimento com trés tipos de tecidos, em misturas bsmaie acordo com esse expe-
rimento as células com maior motilidade terminam por ocupeentro do agregado. Esses
resultados foram explicados lancando-se médo de um seguedanismo: o reconhecimento
celular. E provavel que este argumento tenha sido usada@argesultado encontrado ndo
era intuitivo. De fato, referéncias posteriores a essalinab[16] citam-no sugerindo que teria
sido encontrado o resultado oposto: as células mais lentasfiam o centro do agregado.
Com intuito de explorar as possibilidades presentes nepséebe, simulamos 0 mecanismo
de velocidade diferenciada e, em seguida, simulamos aigtettediferenciada acrescida deste
segundo mecanismo proposto por Jones.

As simulacdes séo feitas utilizando-se o modelo de animpmen as adaptacdes de Gré-
goire. Neste modelo, as particulas tem posi¢cdes e velagsd#gscritas por variaveis continuas
e movem-se com passo fixo caracteristico de cada tipo deacéuhova posicao para uma
célula é obtida considerando-se as forcas advindas ddaseiginhas. Essas for¢cas sdo com-
postas por termos de adesao e volume. Também leva-se ermoaréitulo da nova posicao a
direcédo da velocidade das células vizinhas, represen&dagpmo de movimento coordenado.
Por ultimo, temos o ruido, que é a parte aleatoria assocsfiiataacoes da membrana.

Como o movimento coordenado depende diretamente da valiecedqueremos incluir di-
ferencas de velocidade entre as células, temos liberdaderdwlizacdo, entdo escolhemos
trés fatores para a repesagem: i) o termo de movimento auaidepela velocidade das parti-
culas mais lentas; ii) dividir o parametro de movimento deorado pelo médulo da velocidade
da particula em questéo; iii) dividir o parametro de movitneoordenado pela velocidade da
célula vizinha considerada. Com essas variantes estudasmmBs0s em que ocorre a segre-
gacao celular, mas limitamos os parametros de forma queenrsEigndo possuisse movimento
do centro de massa e nem se partisse em pedacos. Esta linétpeda garantir a viabilidade
biolégica do agregado celular, pois se ele se partisse eatps@ animal morreria.

Os primeiros resultados mostram que, para uma distrib@ilgiioria ndo circular de posi-
¢cOes iniciais de células, o sistema se arredonda apés unoe tieamsitorio curto, isso possibi-
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litou o uso de configuragdes iniciais ja circulares. Tambéaooetramos uma propor¢ao étima
de particulas rapidas para as lentas que facilita a segreg8e consideramos apenas a HVD,
€ necessario termos mais particulas rapidas, pois estammriseparar do agregado durante a
segregacdo, restando em alguns casos poucas destas. ¢elséggegacao mais rapida ocorre
para a propor¢cado de uma célula lenta para cada trés maissapid

A conclusdo mais importante desta parte do trabalho é querdernom velocidade dife-
renciada obtivemos segregacao celular e que esta tem corfiguzacéo final as células mais
lentas no interior e as mais rapidas ao redor. Sabendo gissmrremos o espaco de parame-
tros com o intuito de verificar em que regides ocorrem reazggides de tecidos. Inicialmente,
simulamos a evolucao do sistema sem movimento coordenauwmateamos os valores de ra-
z&o de velocidaded] onde ocorre reorganizacao de tecidos. Esta segregacéceepoldir de
duas maneiras: i) logaritmica: encontrada para razédo dédades celulares em torno de trés;
i) lei de poténcia: quando a razdo de motilidades é maiotrgse meio. E importante salientar
gue, no caso em que encontramos uma lei de poténcia, o egmheparametro de segregacao,
Y, €A ~ —0.2, 0 mesmo obtido na analise numérica da hipotese da addésgendiada quando
simulada pelo modelo de animoides [15].

A segregacéao depende também do movimento coordenado]etasiéta a separacéo dos
tecidos. Por outro lado, valores excessivos deste pardpede partir o agregado em pedacos.
Nas trés normalizacdes escolhidas temos efeitos parecitio® aumento do parametog a
segregacdao evolui mais rapido até o limite que o sistemartegra pedacos. Temos pontos de
ruptura distintos nas diferentes normalizagdes.

Outra conclusao importante € obtida analisando-se os gsdfiee varrem o espaco de para-
metros em cada caso. Verifica-se que em ambos modelos aagperrorre para uma extensa
faixa dos parametras e d, caracterizando um processo robusto. A diferenca que @pargre
os dois modelos é que os valoresalpara os quais o sistema troca de fase {i, ou, ii— iii)
sdo bastantes distintos em cada caso. Além disso, como @ohsgecionado visualmente, no
Caso 1 o sistema perde a coesao logo ap0s a passagem para avieseerfi), enquanto que
no Caso 2, a perda de coesao ocorre ainda na fase i.

Estas conclusfes ja sao suficientes para afirmarmos que @deele diferenciada € um
mecanismo gerador de segregacéo celular, isto ndo implie&ste seja o Unico mecanismo.
De fato, pelas altas razdes de velocidades encontradaa paparacdo de tecidos, mesmo nos
casos com movimento coletivo, podemos supor que este nsemamao vai ser encontrado
sozinho em seres vivos. O mais provavel € ser encontrado abosanecanismos, tais como,
adesao diferenciada e fatores de reconhecimento celular.
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12.2 O mecanismo de Reconhecimento e o Modelo de Ani-
moides

No trabalho de Jones [2], onde o mecanismo da velocidadeeddimda é explorado ex-
perimentalmente, obtém-se que as células mais difusivgamipara o interior do agregado
celular. Este resultado contraria nossos resultados mwsg¢mas note que, para explicar essa
configuracéo final, os autores ndo utilizam somente a hipdteselocidade diferenciada, mas
afirmam que as células possuem algum meio de reconhecinstat@ermite, que quando em
contato, distinguam entre células do mesmo tipo e de oo piara entdo separar os tecidos.
E importante salientar que Jones e colaboradores nio medé@sse trabalho as diferencas de
adesdao entre os trés tipos de células.

Pode-se entender a necessidade de Jones et al. de adicimeaanismo de reconheci-
mento se levarmos em consideracdo a visao termodinamicaagtemu os trabalhos iniciais
nessa area. Esse ponto de vista foi proposto por Steinbpegddsocia aos diferentes teci-
dos tens@es superficiais e minimizacao de energia como eiddgjimisciveis. Dentro desse
guadro espera-se que as células com maior motilidade apeesenenor tensao superficial, o
que as levaria para o exterior em uma mistura com outras eratissl. Cabe ainda citar como
curiosidade que em seu trabalho de reviséo, Steinberg ith6) trabalho de Jones invertendo
o resultado.

Ainda dentro da visdo termodinamica do processo de sedgregdeve-se mencionar que
esperava-se também encontrar hierarquizacao entre dege®o entanto, dentro da hipétese
de velocidade diferenciada ndo encontramos, até o monmrifiguracdo de parametros que
gerasse a esperada hierarquia. A diferenca de velocidadgzmartir da qual encontramos se-
gregacgao € muito grande e um terceiro tecido apreseniarpaticamente como um gas. Pro-
vavelmente se poderia obter essa hierarquia de tecidosigéemas confluentes confinados,
deixamos isto como uma perspectiva futura.

Simulamos células que podem se reconhecer, variamos tamlpgoporcao das células
mais moveis em relacdo as demais. Podemos notar que parpropdacdo adotada existem
regioes diferentes para padrdes finais de segregacaaasstimclusive, quando temos uma
ligacao fraca entre células diferentes e um nimero maioéldées lentas, obtemos a inversdo
do padréo final, s6 que agora, com as células mais rapidasifidiorgrupos aprisionados no
interior das mais lentas. E claro que ao aplicarmos esteyalgger outro tipo de mecanismo
de reconhecimento, ndo estamos mais explorando a veleciifsdenciada propriamente dita
e sim, combinagfes de mecanismos. Para se determinaaefetite a validade da hipotese
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de velocidade diferenciada e a existéncia (ou nao) de um dateeconhecimento, teriamos
gue realizar um experimento de medida de motilidade cekraruma configuracédo onde a
diferenca de adesdao entre as células fosse minima. O quértaddixamos como perspectivas
de trabalhos futuros.

12.3 O Modelo de GGH e os Padrdes Finais de Segregacao

As simulacdes no modelo GGH confirmaram a possivel inversgmdrao final de segre-
gacao em relacdo a HVD pura e, também, dela com o mecanisnezaleghecimento. Entdo
€ possivel obter as células mais rapidas, tanto por foratapan dentro do agregado celular,
dependendo da relagéo entre as ligagdes homotipicas etigtas.

Além disso, pela facilidade de medida pudemos confirmar welegdo intuitiva entre o
parametro de segregacéao celufag a interface entre os tecidos diferentes. Esta confirmacao
se mostrou util para comparamos os resultados das simslag@&amente com os modelos
estatisticos apresentados, porém decidimos ao longolukihmaexecutar todas as medidas em
termos do numero médio de células por agregado que € dinetarmemparavel ao tamanho
médio.

12.4 O Modelo de Agregado Medio

Apés a andlise da velocidade diferenciada e do mecanismecdahiecimento, propomos
duas abordagens para fuséo de agregados, associada ac&g@gular. A partir deste ponto
a hipbtese ou as hipéteses responsaveis pela segregagacefitaegundo plano e estamos
interessados em como ocorrem as ligacdes entre os grupétutiesade um tecido dentro do
outro, que agora consideramos como 0 meio.

Para esta abordagem consideramos a existéncia de aperamanhd de agregado no sis-
tema a cada instante de tempo. Propomos equacdes diféesquaria descrever a evolugéo do
seu tamanho, obtemos soluc¢des analiticas para sistemasiquivalentes aos resultados
anteriores obtidos por Kolb [19]. Também, a partir dessapus novas equacdes, com limita-
¢Oes de tamanho méximo e sistema com um tamanho minimo dgdgreéNestes casos temos
uma lei de poténcia somente em um intervalo restrito da efiolda segregacéo. Esses resulta-
dos sao similares com os resultados obtidos em experimesiosulacdes [43, 15, 17]: temos
resultados analiticos que se ajustam bem aos resultadmsudagio com a HVD e com a HAD
e, recentemente, tivemos acesso a resultados experimentaparaveis com este modelo.
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Os experimentos de Méhes [17] tem como resultado uma segiegauito mais rapida do
gue a segregacao obtida com as simulacées em HVD e HAD. O mepdessa lei & 1 para
células de HaCaT e 2 para células de PFK. Por outro lado, as simulacfes indicdones
ao redor de 12 tanto para HVD quanto para HAD, indicando a necessidadefdemulagéo
dessas hip6teses. Com o modelo de agregado médio fomos saleaajeistar os dados expe-
rimentais adequadamente, ao considerarmos que a endod&onpessui dependéncia normal
da difusdo com a massa, ou sdjgm) ~ m* coma # —1. Esse expoente de difusdo mostra
gue a motilidade de grupo tem papel importante na segregpo#&ose a difusdo for normal
temos uma segregacao com expoent2. IPorém, ao nos aproximarmos da fase movente, as
células de endoderme passa a seguir fortemente a vizinltmegpoente da segregacao celular
cresce, aproximando-se dos valores obtidos experimesédmOs valores que melhor ajustam
as curvas saam = 0 para a HaCat @ = 0.5 para o PFK, o primeiro valor implica que a difuséo
independe da massa do agregado, pois as células estacetutina fase movente; o segundo
indica que a medida que o agregado cresce aumenta, suaiddids. Entretanto, isto ndo tem
um significado fisico claro, indicado a necessidade de untetagem mais detalhada.

Ao final da analise com o modelo de agregado médio chegamos dipdtese para ex-
plicar os resultados de Méhes [17], a hip6tese da motilidedgrupo diferenciada (HMGD).
Nela, as células de endoderme encontram-se préximas oseefavente, enquanto as células
de ectoderme estdo na fase ndo movente. Até o momento a HMGIhiéaahipdtese que
apresenta uma segregacao tao rapida quanto a verificadperinesnto, indicando a possibili-
dade deste ser um excelente mecanismo de segregacao dd@oigta evolutivo, pois, quanto
menos tempo durar a segregagdo menor € 0 tempo que o sistémealesravel.

12.5 A Equacéao de Smoluchowski

Nossos ultimos resultados séo aqueles obtidos com a eqde¢@mmentacéo-coagulacao
de Smoluchowski. Nela, temos a relagdo da densidade desalgede cada tamanho com as
probabilidades de dois agregados se fundirem e com a ptolaalel de cada agregado frag-
mentar. Definimos um nucleo de coagulacédo que seja adapt@esisua significado fisico, no
caso da segregacao celular, relacionando a dependéncimsiodke da secdo de choque com
a massa. A partir deste ndcleo, obtivemos resultados pguasalvalores de fragmentacédo e
vimos que esta afeta mais a evolucao final dos agregadosinRassa trabalhar nos casos mais
simples, sem fragmentacao, e temos como resultados leist@ec cujos expoentes estdo
dentro ou proximos aos valores encontrados para a segoegglciar.
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O ajuste da equacdo de Smoluchowski para os casos expeaimdatMéhes apresenta
valores menores do expoente da difusdo com a massa do quidos olo modelo de agregado
médio: a = —0.1 para o PFK ex = —0.6 para o HaCaT. Isto sugere que a secdo de choque,
contida no nucleo de coagulacdo, joga um papel importantés éPa ndo é considerada no
modelo de agregado médio, enquanto, na aproximacao de &mwlski mostramos que ela
acelera a segregacéao e permite a obtencéo dos valoreseezpana o parametrm.

Como concluséo final, desta equacéo, temos a origem fisicayaiado alto expoente para
a segregacao celular, a hipétese HMGD, com ela podemogaxplreproduzir os valores ex-
perimentais através de uma simulagdo com o modelo de arés)@imnulacao esta feita apenas
para o caso do PFK.

12.6 A Hipdtese da Motilidade de Grupo Diferenciada

Os experimentos de Méhes apresentam uma segregacao misitépida do que a predita
pelas simulacdes da HAD e HVD, ou seja, 0 expoente para a lpotcia da evolugao do
tamanho médio de agregado era d@ para as simulagbes com modelo de animoides, tanto
para a adesao diferenciada, quanto para a velocidaderdifada. Porém, os dados experimen-
tais indicam uma lei de poténcia com expoehte 1 eA = 2. No modelo de agregado médio
temos alguns parametros que podemos percorrer para ajastados. Porém, apenas dois in-
fluenciam o expoente da lei de poténcia: a dimensao do esp&co,expoente que relaciona
a difusdo do agregado com a sua massaEntao, fixando a dimensédo do sistema, procura-
mos o valor adequado do expoemtgara 0os dados de Méhes. Sabendo que experimento foi
desenvolvido em uma mono-camada celular, consideramiglilbénsional e fixamod = 2.

Testamos a hipétese de que os diferentes graus de coldtvits células podem gerar
expoentes de segregacdo compativeis com os dados expaisnerizemos esta simulagéo
apenas no modelo de animoides, onde consideramos um sistarfir@ado com condi¢des de
contorno periodicas. Na simulacdo, as células ndo possdes@a entre si, nem qualquer
diferenca de velocidades ou adesividades. A Unica difarentye elas é o grau de alinhamento
com a vizinhanga, ou seja,a j de Vicsek depende fortemente dos tecidos das células. Com
isto, obtivemos uma lei de poténcia que pode ser reescatadiados experimentais de PFK, os
de maior expoente de segregacdo. Logo, a HMGD é capaz deaxmi dados experimentais
de Méhes, sem necessidade de hip6teses adicionais, apsorE#giamento externo das células
€ necessario.
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12.7 Perspectivas

Este é um trabalho amplo e cada uma das abordagens perreitgagiextensdes, por exem-
plo, podemos continuar com as simula¢des para o modelo de@lgs, além de estender as
equacdes do agregado médio para sistemas com dimensad #darer o mesmo para a equa-
¢ao de Smoluchowski.

Para as simulacdes da hipétese da velocidade diferenctadeodelo de animdides, um
namero estatistico maior de amostras seria util, pois reduzerro quando restar um numero
pequeno de agregados no sistema. Também seria interegsathieir resultados tridimensio-
nais, para compara-los com as demais hipoteses e expesgn@aira possibilitar isto, estamos
trabalhando em implementar o célculo das distancias contedméas caixas em placas de vi-
deo, que permite grande paralelizacao dos calculos e aceleito a execucdo dos programas.
Este programa pode ser utilizado também para trabalharistemss de tamanhos maiores nas
simulag6es com 0 mecanismo de reconhecimento celular,giéi® momento, todos os resul-
tados dos espacos de parametros sdo para sistemas com matalete particuladl = 2000.
Devido ao tempo de execucao, ainda nao foi possivel anali®ama da evolucéo da segrega-
¢ao para o mecanismo de reconhecimento, porém, com sistemizndd\ = 8000, isso sera
possivel. Neste trabalho as curvas de segregacao foras feita sistemas cas= 8000, mas
a HMGD foi estudada com apenbis= 6000, devido a limita¢cdes arquiteturais das placas de
video.

Para a aproximacao de agregado médio a perspectiva é esésnelguacdes para 0 caso
onde os agregados possam ter dimenséo fractal. Essa € waugedatica celular, pois inspeci-
onando imagens de experimentos [17] e simulacdes [15, d8]os que as células ndo formam
estruturas perfeitamente circulares ou esféricas. Pstengs infinitos esta solucao ja existe
e foi calculada por Kolb [19]. Podemos, entdo, reescrevesamequacdes e calcular tais so-
lugBes. Iniciamos esta analise, mas depois de concluirns glimenséao fractal ndo afetava
muito as curvas, voltamos a utilizar a dimenséo do agregddoa, ou seja, igual a dimensao
do espaco, mas esta pode ser uma melhoria importante a nogdidaais dados experimentais
surgirem.

Quanto & equacédo de Smoluchowski, temos perspectivasusasdquelas da aproximacao
de agregado médio. Vamos estender o nucleo de coagulaghogsaronde possa existir agre-
gados com dimenséo fractal. Executar mais curvas paraegathoys expoentes do nucleo de
coagulacdo. Também nesta equacao temos um problema acdeéidegois toda a informacao
da dimensionalidade do sistema esta nos nucleos de coagutacmo de secédo de choque) e
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de fragmentacao, (energia de superficie).

E, como a proposta da hipétese da motilidade de grupo ddiexdsm € muito recente, nao
fizemos uma analise profunda do espacos de parametros, mebrudtez da nova hipotese. Por
este motivo ndo, temos resultados de simulacdo compatinebaesultado experimental com
células de HaCaT, sendo esta, uma extensdo Obvia destétrabal

Para finalizar, abrimos muitas possibilidades experinierais trabalhamos com trés hi-
poteses ainda em aberto, a HVD, o mecanismo de reconhecimenHMGD. Com experi-
mentos € possivel determinar efetivamente a validade daelsgp de velocidade diferenciada
e a existéncia (ou ndo) de um fator de reconhecimento. Pat@ &eria necessario realizar
um experimento de medida de motilidade celular em uma canafjgo onde a diferenca de
adesdao entre as células fosse minima. Adicionalmente starhtMGD, que pode ser testada,
determinando-se como a difusdo de agregados celulareaddepa massa destes e se exis-
tem diferencas significativas nos expoentes encontradodais tecidos envolvidos na mistura

binaria.



119

APENDICE A - Soluc¢des do Modelo de Agregado
Médio

As solucdes para as equacdes diferenciais de sistemasméatdies de tamanho, sé&o
analiticas diretas e foram apresentadas no texto, vam@vesem detalhes as demais solucbes
transcendentais derivadas das func¢des hipergeométricas.

A.1 Tamanho Maximo de Agregacao

A primeira limitacdo de tamanho modelada é por valor maximocseja, o sistema contém
um namero finito de células, que podem se fundir, uma vez glastas células estejam em um
agregado o sistema entra em equilibrio. Mostramos a equlifegdiencial novamente para este
caso, eq. A.1.

‘fj_rt“: (1) =am# (1-7) (A1)

A solucéao geral, na forma de funcao hipergeométrica € dadaepgeA.2.

—a+2

G(M) = gg ae)(zram) (P(—2—d+da) +m(-2+ad) 2R[L1-a+ 52— a+ &}

Neste trabalho, utilizamos apenas algumas combinag¢desloies dex e d, pois consi-
deramos apenas sistemas de mono-camada, 2D, ou tridimaissi@®s valores utilizados de
o =—1,0,0.5, que representam a difusdo normal, e 0os dois casos com erairwoletivo.

Podemos obter solugdes especificas, coa fixos, de duas formas. Podemos substituir
os valores na equacéao diferencial e resolvé-la novamemteo@demos substituir os valores na
solucao geral, ambas levam ao mesmo resultado para a G(etpga uma constante. Lem-
brando que toda &(m) ser& subtraida pela condigdo inici@l,mp), logo qualquer constante
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seré eliminada por construcao.

Vamos mostrar primeiro as solu¢gdes em duas dimensodes, nasdas A.2, A.3 e A4.
Obtivemos a solucdo genérica com apoio do sitio wolfranel[gi] porém as solu¢bes com
d =2 ea = —1 foram obtidas calculando as integrais separaveis.

b
G(m) = a[—m—bln(|b—m|)] (A.2)
Nesta forma fica mais facil calcular o limite— o e testar se esta solu¢ao o respeita.

Paraa =0,

G(m) = —?b [In(a) + In(b—m)] (A.3)

Paraa = 0.5,

G(m) = g [NEtanh*l( m/b)] (A.4)

A solucdo em 3D, eq. A.5, é bem mais complexa do que a anteras,ainda podemos
fazer a analise do limite — o e testar se ela esta de acordo com a solucéo para o caso infinito

Gm)=—2 [ — p?RIn(b?/3 + Yom+ mP/3) + 2623 In(bY/3 — mY/3)

_ /34 pL/3 (A.5)
+2v/30b%3tan? (%—@%) + 3mz/3)}
Paraa = 0:
G(m) = — =2 [ —In(0%3 + Ybm+m2/3) + 2In(bY/3 — mL/3) "o
1 om/34p1/3 .
+2v3tan (22 4 gel3)|
Ea=0.5:
G(m) = B2 [ —2In(bY/6 — m/8) 4 2In(bY/6 + m'/8) — In(¥Ymb)
—In(bY3+mY3 — /mb) + In(bY3 +mY3 + /mb) (A7)

—1 ( bY/6—2mt/6 —1 ( b/6+2m!/6
—2y/3tan <W>+2\/§tan (\/g—blm/ﬁ)}
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A.2 Tamanho Minimo de Agregacao

Agora mostramos as solucfes para a equacao diferencial Gontegdo de tamanho mi-
nimo para a fusao de agregados. Assim como no primeiro litei@os soluc¢des bidimensionais
e tridimensionais, assim como os valoresode: —1,0,0.5 se mantém. Por simplicidade, va-
mMOos mostrar apenas uma solucao tridimensional, pois ef@és ie€lusas nas solu¢cdes com as
duas limitacbes de tamanho, as solu¢des 2D séo:
a=-1:

G(m) = ia {(m_c)2+4c(m—c) — (mp—c)? —4c(my—c¢) +2¢%In (’L:;__ZD] (A.8)

G(m) = ia {(m—c)2+4c(m— ¢) — (mp—¢)2 — 4c(mg — ¢) + 2¢%In (%)] (A.9)

G(m) = ia [(m—c)2+4c(m—c) — (Mg —¢)? — 4c(mg — ) 4+ 2¢2In (||rrrnb_—(1|)} (A.10)

Solucéo 3D = —1.

G(m) = %a (302 (/2 - /%) 4 20c(m?/2 - %) + 60(mP 12— mp %) (A1)

7))

A.3 Limites Finitos Superior e Inferior

Para finalizar os casos com limitacdo de tamanho, mostrasraus0es especificas para a
equacao diferencial com ambas restricbes de tamanho. dsyemtdo, a dependéncia explicita
dos parametrob e c em conjunto nestas solu¢cdes. Assim como nos outros casos@eENas
uma limitagdo, podemos obter as solu¢des especificas déalmess: substituindo os valores
dea e d na equacdao diferencial; ou efetuando a substituicdo neg@pmétrica correspondente.
Nas duas formas obtemos a mesma sol@&@n), a menos de uma constante.

As solugbes bidimensionais sdo dadas abaixo pelas egs. parhzr = —1, A.13 para
a =0eA.14 parax = 0.5.

G(m) = ﬁ {—% [2bm-+ P + 2b%In (b — m))] +% [P +2¢?In(jm—])] } (A.12)
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Solucéo 2Da = 0:

G(m) = — [—b?In(Jb—m]) + beln(jm—¢)] (A.13)

Solugéo 2Da = 0.5:

[2vbtaniri(,/T) - %tanh‘l(\/%")]
a(b—c)

G(m) = (A.14)

Da mesma forma, as solucdes tridimensionais podem ses miaseegs. A.15, para= —1,
A.16 paraa =0e A.17 parax = 0.5. Paraor = —1.:

_ b 5/31n(12/3 | hl/3ml/3 /3 5/31~ (/3 il/3
G(m)_Za(b_C){b In(b%3 + bY/3mY/3 4 m?/3) — 2b5/3In(bY/3 — m*/3)

2mt/3

—2V/3b%3 [arctg (bl_/j'/; 1) ] —3b (mz/s)

—53In(c¥/3 4 cY3mt/3 4 m?/3) + 2653 In (/3 — mt/3)

2mt/3
+1
+2v/3¢%3 [arctg (Cl/g—) ] + 30rr12/3} (A.15)

V3

Solucdo 3Do =0

G(m) = b [ (673 In(07/3 + Jbm mf/3) - 20l

2a(b—c) c2/3
3
+2b1/3In(b3 — m/3) +2¢/3bY3tan (23@%5) (A.16)
bin(c?/3+ Jem+m?/3)+2bin(cY/3—ml/3) 1/3; g1 ((29m+ e
_ s +2v/3bY3tan ( VER
Ea=0.5:
G(m) = _2a(I)—tiC) {b5_1/6 [zln(bl/e — mt/8) — 2In(b%/® 4 mY/8) —In(b*/3 4 m"/3 4 J/mb)
_ 1/6_51/6 _ 1/6 /6

+In(bY/3 +mb/3 — ¥mb) + 2v/3tan 1<bﬁ§lr}‘; )—2\/§tan 1<b\/§§{§‘; )]
+% [—Zln(cl/G—ml/6)+2ln(b1/6+ml/6) (A.17)

—In(cY3+mt/3— ¥mo) +In(ct/3+ mt/3+ &mo)

1 ( GHo_omb/e 1 (/4 oml/
—2y/3tan <\/§c1/6 )+2\/§tan (ﬁcl/ﬁ )]}
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APENDICE B - Os Limites das Solu¢des

E fundamental que as equacées, assim como suas respechiig®s, tenham como casos
limites de sistema infinito os resultados de Kolb. O primdimite para os casos 2,3 e 4 €
considerar o tamanho maximo do sistema infinito, ou sejayé sker infinito. O segundo limite
€ considerar que o tamanho(ou a massa) minimo do agregath @sgim devemos retornar as
leis de escala prospostas por Kolb e também obtidas na npsaeé® diferencial que descreve
0 sistema. Vamos mostrar apenas os limites jpata—1, primeiramente tratamos 0S casos
bidimensionais para depois calcular os limites das solug@@mensionais que sdo compostas
por mais termos e devem ser analisadas com maior cuidado.

B.1 Limites em Sistemas Bidimensionais

Para o caso bidimensional com difusdo normak —1 ed = 2, mostraremos os limites
tomados para as solugdes com os limites em todos 0s casos.

B.1.1 Limite Tamanho Maximo de Agregado Tendendo ao infinito

O primeiro limite tomado é para o caso 2, bidimensional, o0 limite para tamanho
de sistema infinito, tomaremos o seguinte limite:

gi_r)noot(m):tl)i_r&g l—m+rrb—bln (”;__:l'ﬂ (B.1)

Expandimos o logaritmo em série de poténcia. E importanparer até termos de segunda
ordem, pois os termos de primeira ordem sao cancelados cal@noais termos da equacao
levando a uma solucao trivial desinteressante. A expars&mdritmo natural € dada por:

IN(14x) = i Y

(B.2)
& n+ 1
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Esta expanséo é vélida para valoregxde< 1, entdo antes de expandir em série precisamos
reescrever o argumento do logaritmo, para obter um valargregidex|, temos entdo

lb—ml\ _ (bl=-m/bl\ _ . In(1—
ln(\b—rm\)_ln(b\l—mo/b]>_|n(|l m/b|) —In(|]1—mpy/b|) (B.3)

Reescrevemos a solugdo para o caso 2, com os logaritmositaeesgara efetuarmos a

expansao em série.

lim t(m) = lim E)[—m-l-rno—blnln(|1— m/b|) —In(|1—mpy/b|)] (B.4)

b— 0 b—o a

Substituindo a expanséo dos dois logaritmos na eq. B.1,xcem-m/b e x = —my/b
respectivamente obtemos:

lim ¢(m) = g [—m+mo—b<—%— zﬁbﬁ) +b(—%—2ﬁb;+)} - %‘(mz—nﬁ) (B.5)

que é equivalentem(t) ~ t%/2 que era o resultado para o caso 1.
B.1.2 Tamanho Efetivo de Coagulacao

Para o caso 3, com tamanho minimo de agregado indo a zeroit® drrivial, podemos
fazer a substituicdo de forma bastante direta, temos entéo:

como esperado.

B.1.3 Tamanhos Minimo e Maximo

O ultimo limite bidimensional é o caso 4, onde precisamosataambos os limites. A pesar
da solugéo ser mais complexa, os cuidados necessariosadmexte 0s mesmos que aqueles
tomados que os tomados limites anteriores. Efetuamos,enti#nite dec — 0, por ser trivial,

e depois o limitdo — o, e, como esperado, chegamos ao mesmo expoente para a lealde es

lim limt(m) = 2—1a(mz—n%) (B.7)

b—c ¢c—0
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B.2 Limites em Sistemas Tridimensionais

Os casos tridimensionais exigem mais cuidados, precisaxyuendir as funcdes até no
minimo quinta ordem para encontrarmos a solucédo néo tridatdo, além da expanséo dos
termos com logaritmos, cuja a expansao foi mostrada, na 2gtedBnos também de expandir o
arco tangente, que em tornoxle- 0, é dado por:

00 (_1)n—|—lx2n—l

arctg(x) =
nzl 2n—1

(B.8)
Como nos casos bidimensionais o limite;» 0 é feito diretamente, entdo, vamos mostrar ape-
nas o caso 2, que contém apenas o limite de tamanho maximo.

A solucéo para este caso € dada por:

G(m) = —£ | — 30?3+ Ybm-+ m?/3) 4 262/3In(bY/3 - m/3)

. ml/34pl/3
+2/3b%/3tant (%) + 3mz/3)}

(B.9)

Como feito no limite bidimensional, nds reescrevemos o itgar que assume a forma
da eq. B.10. Note que agora estamos escrevendo a solucas apema parte dependente de
m, sem o termo inicial. Logo qualquer constante que possandepele b, sera anulada pela
mesma constante no termo em.

In(b%3 4 (bm)Y/3 4 m?/3) = In(14 mY3p~ /3 4 m?/3p~2/3) 4 g In(b) (B.10)

A expansao do logaritmo, contendo termos de até quinta oed#@sprezando a parte constante
€ dada por:

nfis () ()] =i

11 m%b_% m%b‘% mgb‘% 1
In(1— (m/b)¥3) = —m3b~3 — R - +0(((m/b)3)8)  (B.12)
E também reescrevemos o arco-tangente:
1/3
tar? <—2<m/*3§ +1> =Byt Y5 it Vi3 o(mnty)
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No limite b — -+ 0s termos de ordem mais alta que’3 desaparecem porque todos eles
termos contém poténcias negativaddgue tendem a zero a medida dueresce. Ja os termos
com poténcias menoreg%se anulam, e, como era esperado, 0 termo B é o Gnico que
resta para este limite.

lim G(m) =

B.14
b—co 5a ( )

Como esperado para o caso tridimensional com difusdo noorialdite deb — +oo resulta
em uma lei de poténcia com o expoente previsto por Kolb [19].

Nao vamos detalhar os demais casos que utilizamos nestédhtmapois as condi¢cdes ne-
cessarias para efetuar os limites é similar, em alguns eaosesmo mais simples.
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