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Motivacao

O processo de segregacao celular tem um importante papel em fenomenos como o desenvolvimento dos organismos a partir do zigoto, na morfogénese, ou a proliferacao de células cancerosas em um
organismo, a partir da mutacao de uma unica célula. Dessa forma, se torna interessante entender que fatores estao envolvidos nesse processo. A hidra, um cnidario de agua doce, vem sendo utilizada neste tipo de
estudo a bastante tempo, devido a sua simplicidade e grande capacidade de regeneracao. Experimentos [1] mostram que, ao serem separadas e misturadas aleatoriamente, suas células comec¢cam a segregar-se,
até o animal estar completamente reconstituido. A hidra é formada, basicamente, por dois tipos de tecido: a endoderme e a ectoderme. As células da endoderme e da ectoderme podem ser facilmente distinguidas
umas das outras em hidras transgénicas, modificadas geneticamente para que as células dos dois tecidos fluorescam em comprimentos de onda diferentes.
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( a ) Foto de uma hidra transgénica com luz branca, azul e verde, respectivamente.
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com fluorescéncia.

A forma como as células segregam, dentro de um agregado, esta diretamente relacionada com o
tamanho desse agregado e os tipos de células que o constituem. Para estudar essa relagao, é preciso
identificar cada tipo de célula e respectiva quantidade. Os agregados contém milhares de células.
Portanto, nao € viavel fazer essa contagem manualmente. Assim, uma das propostas desse trabalho
era investigar a relacao entre o numero de células de um agregado e o numero de pixels em uma
Imagem desse agregado, para um determinado aumento e resolucao. Isso permitiria automatizar a
estimativa do tamanho dos agregados. Tendo encontrado essa relagao, nos interessa investigar a de-
pendéncia entre quantidade de células nos agregados e difusao dessas células durante o processo de
segregacao.

Metodologia

As células de endoderme e ectoderme sao dissociadas e misturadas aleatoriamente, seguindo o
método descrito em [2]. O agregado resultante é dividido em agregados menores. Finalmente, estes
agregados sao colocados entre duas laminas separadas por um distancia de 10 a 20 um, espessura
de uma monocamada. Através de uma camera, presente no microscopio utilizado nos experimentos,
é feita a captura de imagens, com ou sem o uso de fluorescéncia. As células de endoderme e ecto-
derme fluorescem em comprimentos de onda diferentes, o que permite a sua identificacao. Usando
fluorescéncia em experimentos com agregados muito pequenos, como os mostrados na figura 2, pu-
demos tracar a relacao entre o numero de pixels das imagens dos agregados com o0 seu numero de
células. O programa octave [3] foi utilizado tanto para o tratamento das imagens como para a con-
tagem de pixels, em cada imagem. A partir da relacao encontrada, podemos estimar o numero de
células para agregados maiores.

Figura 2: Agregados de células de hidras transgénicas com e sem fluoréncia.

Resultados

A figura 3 mostra o tamanho, em pixels, de uma célula, em agregados de diferentes tamanhos, com
0 maior agregado contendo menos de 25 células. No grafico, € possivel perceber uma diminuigcao no
tamanho da célula com o crescimento do numero de células nos agregados. Para agregados bem
pequenos, menores do que 10 células, ha uma variacao significativa no tamanho das células. Isso
se torna evidente nos altos valores de desvio expressos no grafico abaixo. Para agregados maiores,
a diferenca no tamanho das células tende a diminuir estabilizando-se em um valor em torno de 4300
pixels. A diminuicao no tamanho das células nesses agregados era um resultado esperado pois ob-
servamos que as células encontram-se mais proximas umas das outras, provavelmente passando por
maiores deformacoes resultantes de interacdes com células vizinhas.
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Figura 3: Relacao entre o tamanho de cada célula em um agregado com o numero total de células que
o constituem. A fungéo f(x) = ae~"* 4 ¢, representada pela linha pontilhada, indica o comportamento
esperado para o tamanho das células com o aumento do tamanho dos agregados, sendo ¢ = 4272 a
tendéncia limite para esse valor.

Conclusoes e Perspectivas

Tracando a relacao entre numero de células em um agregado e o tamanho de cada uma delas, para
pequenos agregados, foi verificado que o tamanho da célula descresce com o aumento do agregado,
e tende a estabilizar-se em um valor em torno de 4300 pixels. Foram analisados agregados contendo
menos de 25 células. Agregados maiores tornam a estimativa do numero de células mais susceptivel
a erros. Apesar disso, € interessante fazer a analise realizada aqui para agregados contendo mais do
que 25 células.

Obtida a relacao entre o numero de pixels e o numero de células para pequenos agregados, po-

demos fazer uma extrapolacao para agregados maiores, a fim de estimar o seu numero de células e
investigar de que forma essa quantidade se relaciona com a difusao observada durante o processo de
segregacao. Como experimentos de segregacao tem duracao de varias horas, as células sofrem perda
de fluorescéncia pela exposicao continua a luz. Estamos trabalhando em um mecanismo que impede
a passagem de luz nos momentos em que nao estao sendo capturadas imagens. Isso permitira a
realizacao de experimentos mais longos.
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