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Resumo

O estudo de processos bioldgicos que produzem a dindmica de sistemas vivos utilizando
ferramentas matematicas e computacionais é uma area de grande interesse da ciéncia
moderna, e a mobilidade celular é um de seus temas principais, pois estd presente em diversos
processos de tecidos saudaveis e de doengas, como no desenvolvimento do cancer. A partir
de dados experimentais de diversos laboratérios com diferentes tipos de células aplicando
técnicas de analise estatistica, foi proposta uma modificagdo na teoria candnica para ajustar
o comportamento das células para escalas de tempo pequenas. Também foi desenvolvido um
modelo computacional em ambiente virtual CompuCell3D para a simulacdo de migracao de
células eucariontes sobre substrato plano, utilizando método de Monte Carlo. Diferente de
outros modelos apresentados na literatura, este modelo é tridimensional e simula o
comportamento de uma célula composta pelas organelas intracelulares que estao envolvidas
na biomecanica do movimento celular. As simula¢des reproduzem, espontaneamente, o
processo de quebra de simetria que permite que a célula comece a migrar de forma
persistente. Ainda assim, as simula¢des apresentaram baixo custo computacional, gerando a
perspectiva de implementa¢do para o estudo do movimento coletivo de células ou de
engenharia de tecidos. Sdo apresentados todos os passos necessarios para a implementacao
de simulacdoes de mobilidade celular em ambiente CompuCell3D. Os resultados da tese
indicam um protocolo para a medida de mobilidade celular que possibilita a comparagao entre
os resultados de diferentes experimentos ou simulacdes apenas por um parametro
adimensional. Este protocolo evita erros como na determina¢do da velocidade média das
células. Os resultados das simulagdes indicam a existéncia de uma correlacdo entre a
polarizacao da célula e o seu deslocamento futuro, no entanto, esta correlacao ainda nao esta

totalmente caraterizada.

Palavras-Chaves: Mobilidade Celular; Simula¢cdes Computacionais; Biologia Sistémica;

Sistemas Dinamicos; Método de Monte Carlo.



Abstract

The study of biological processes that produce the dynamics of living systems using
mathematical and computational tools is an area of great interest in modern science, and cell
mobility is one of its main themes, as it is present in several healthy tissue processes and
diseases, as in the development of cancer. Based on experimental data from different
laboratories with different types of cells applying statistical analysis techniques, a modification
in the canonical theory has been proposed to adjust the behavior of cells for small time scales.
A computational model in a virtual environment CompuCell3D was also developed to simulate
the migration of eukaryotic cells on a flat substrate, using the Monte Carlo method. Unlike
other models presented in the literature, this model is three-dimensional and simulates the
behavior of a cell composed of intracellular organelles that are involved in the biomechanics
of cell movement. The simulations spontaneously reproduce the symmetry breaking process
that allows the cell to start migrating persistently. Even so, the simulations showed low
computational cost, generating the prospect of implementation for the study of the collective
movement of cells or tissue engineering. All the necessary steps for the implementation of cell
mobility simulations in a CompuCell3D environment are presented. The results of the thesis
indicate a protocol for the measurement of cellular mobility that makes it possible to compare
the results of different experiments or simulations using only one dimensionless parameter.
This protocol avoids errors as in the determination of the average speed of the cells. The
results of the simulations still indicate the existence of a correlation between the polarization

of the cell and its future displacement; however, this correlation is not yet fully characterized.

Keywords: Cell Mobility; Computational Simulations; Systemic Biology; Dynamic Systems;

Monte Carlo Method.
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1 Introducao

Caro leitor, espero que aprecie a leitura desta tese que discorre sobre um tema que
estudamos com muito carinho pela sua beleza, complexidade e importancia. O problema da
mobilidade celular envolve a compreensao de complexos maquindrios biomoleculares que
compdem o ambiente intracelular e como a sua dindmica emerge em comportamentos que
variam desde movimentos difusivos irregulares até movimentos direcionais coordenados com

alta previsibilidade, dependendo do tipo de célula e das condi¢des experimentais.

Iniciamos a tese apresentando as ferramentas que utilizamos para a realizagao deste
estudo respondendo as seguintes perguntas: 1) Por que estudar migracdo celular? 2) Por que
é importante usar matematica? e 3) Por que é importante usar simulagdes computacionais

para estudar mobilidade celular?

Em seguida apresentamos brevemente a natureza do problema que estamos
estudando, tratando sobre a biomecanica do movimento celular, seus componentes e suas
dindmicas e como tudo funciona perfeitamente de forma complexa, porém organizada,

possibilitando a formacao de padrdes especificos em meio a muitos processos estocasticos.

Reservamos o capitulo 3 para apresentar os fundamentos dos modelos matematicos
e estatisticos utilizados ha varias décadas para a analise dos movimentos de células individuais
rastejando sobre um substrato plano e apontamos uma falha importante desta teoria para
descrever o movimento das células quando analisamos escalas de tempo pequenas.
Apresentamos, entdo, uma modificacdo empirica a teoria para descrever o comportamento
observado nos experimentos, mostramos como ela se ajusta aos dados experimentais e
discorremos sobre a sua importancia nos estudos sobre mobilidade celular. Estes resultados
levaram a publicacdo do artigo Parameterizing cell movement when the instantaneous cell

migration velocity is ill-defined [1].

O foco de todo este trabalho esta na construcdao de um modelo computacional para
a simulacdao do comportamento migratério de células em um ambiente virtual controlavel que
possibilitasse, além de estudar o comportamento do sistema em si, servir base para modelos

de simulagao de migragao coletiva, modelos de doengas e, também, de engenharia de tecidos.



Utilizamos o software CompuCell3D® para reproduzir o modelo de uma célula migratdria, no
qual exploramos varias combinag¢Ges de parametros e reproduzimos os comportamentos
observados nos experimentos com células bioldgicas. O modelo e os resultados foram
publicados no artigo CompuCell3D Simulations Reproduce Mesenchymal Cell Migration on Flat

Substrates [2].

Concluindo o texto, o leitor vai encontrar as consideragdes finais e perspectivas desta
linha de investigacao cientifica, como por exemplo, possiveis relacdes entre a polarizacdo da
célula e a migracdo celular, a partir da hipétese de que a geometria da célula carrega

informacgdes sobre a direcdo e a intensidade do deslocamento que a célula ainda vai realizar.

Para encerrar, no Anexo 1 apresentamos 0 passo-a-passo para implementar sua
propria simulacdo de mobilidade celular em ambiente CompuCell3D® e utilizamos o Anexo 2
para apresentar figuras e tabelas adicionais com dados obtidos das simulacdes que

complementam os resultados apresentados no capitulo 4.

Boa leitural

1.1 Motivagdo

O desejo de compreender a natureza e a vida acompanha a humanidade desde que
tomamos consciéncia da nossa existéncia e dos mecanismos que regem a nossa interagao com
o mundo no qual vivemos. A nossa curiosidade nos trouxe conhecimentos e desenvolveu
tecnologias que mudaram a forma como vivemos de forma definitiva. E ainda carregamos o
sentimento de que estamos apenas comegando a compreender a Natureza e 0s seus

mistérios.

Este trabalho é fruto deste desejo de compreender o nosso mundo, a nossa esséncia
e, principalmente, os mecanismos que fundamentam a vida como a conhecemos. A vida é
acao e interacao, todo ser vivo tem mecanismos de movimentacao, alguns mais sofisticados

gue outros, no entanto, mesmo o mecanismo mais primdario ainda é bastante complexo.

Muitos cientistas dedicam seus esforcos estudando o movimento coletivo de
animais, como bandos de passaros, cardumes de peixes, manadas, etc. Aqui ndo olharemos
para o ser vivo como um todo, vamos mais a fundo e olhamos para o elemento mais

fundamental que comps&e um ser vivo e, consequentemente, o seu movimento: a célula.
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Antes de compreender como o movimento de um tecido muscular acontece,
percebemos que existem mecanismos ainda mais fundamentais dentro de cada célula. Estes
mecanismos tém consequéncias importantes em diversos estagios da formacdo e
manutenc¢ado da vida e ainda carecem de entendimentos e explicagdes mais precisas sobre o

seu funcionamento.

O fato de células serem capazes de se mover nao é tao interessante quanto o fato de
estes movimentos serem resultado de mecanismos moleculares altamente complexos
capazes de produzir padrdes ordenados e deslocamentos direcionais (migracdo), mesmo em

uma escala microscopica na qual flutuagdes termodinamicas podem ser muito significativas.

Para estudar o movimento das células precisamos compreender como elas
funcionam biomecanicamente e como diferentes padrées de migracdao surgem a partir de

combinagdes moleculares bastante complexas.

Sabemos que a histéria da citologia inicia com os primérdios dos microscépios, ainda
no século XVI, uma vez que o olho humano é incapaz de distinguir objetos menores de 0,2
mm. No ano de 1665 o fisico e bidlogo inglés Robert Hooke comecou a observar e desenhar

todo este mundo novo que estava explorando, foi o primeiro a observar uma célula.

Durante muitos anos a citologia se desenvolveu estudando e compreendendo
diversos aspectos da composicao e da dinamica bioquimica que acontece dentro da célula.
Mas foi somente no inicio do século XX que surgiram os primeiros estudos de migracao celular,
guando se desenvolveram as capacidades técnicas necessarias para cultivar células in vitro por

tempo suficiente para observar os movimentos que a célula realiza.

Nesta época os cientistas ainda estavam comecando a entender o movimento

Browniano observado quando particulas de pdlen sdo depositadas sobre uma gota de agua.

Baseado em suas préprias descobertas experimentais, Flurth introduziu a nocdo de
caminhada aleatédria persistente na descricdo do movimento de agentes bioldgicos em 1920
[3]. Flirth chegou independentemente ao mesmo resultado que Ornstein [4], que considerou

o movimento inercial Browniano em equilibrio térmico [5].

Ao longo do ultimo século muitos trabalhos foram publicados explorando diferentes
aspectos de células migratérias, por descri¢cdes estatisticas ou, apenas, analises de trajetéria

e velocidade. Porém, até hoje a equacdo estatistica introduzida por Fiirth é utilizada para
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descrever o deslocamento quadratico médio das células e é a principal ferramenta

matematica para analisar o movimento das células [3].

Hoje sabemos que a migracdo celular € um processo biolégico importante em
diversos contextos, como no desenvolvimento embriondrio, na cura e cicatrizacdo de
ferimentos e no processo metastatico do cancer [6, 7, 8, 9]. Diferentes condi¢des ou tipos
celulares produzem diferentes padrdes de migracdao e analisar estes padrdes é importante
guando comparamos os efeitos genéticos ou as mudancas ambientais agindo sobre a célula

[10, 11, 12, 13, 14].

Experimentos em mobilidade celular, tanto em 2D quanto em 3D, sao baseados em
sequéncias de imagens que registram a mudanca na posicdo do centro de massa de uma célula
ou as posicdes do nucleo celular. No entanto, os estudos publicados nesta drea nao

apresentam um protocolo de medida que seja bem definido e reprodutivel.

Para medidas robustas da mobilidade de células migratérias é importante que estes
experimentos sejam realizados e analisados a partir de um protocolo bem definido, com
parametros controldveis, e que possibilitem a comparagao entre os resultados obtidos por
diferentes laboratdrios em experimentos com diferentes tipos de células e condigOes

experimentais.

O processo de migracdo celular pode acontecer de forma individual (uma unica
célula) ou coletiva (varias células migrando em conjunto) e os padrdes migratérios mudam
muito de um sistema para o outro. Tanto as descri¢des qualitativas quanto quantitativas
precisam ser adaptadas para estes dois sistemas. Aqui neste trabalho iniciamos pelo estudo

de células individuais e deixaremos o movimento coletivo de células para estudos futuros.

Neste trabalho, buscamos compreender a cinética do movimento celular. Para isso,
utilizamos matematica para analisar os dados de diversos experimentos de diferentes

laboratdrios e desenvolvemos simulagdes em ambiente virtual tridimensional.

1.2 Como Utilizamos Matematica

Quando estudamos o processo de migracdo celular, além de uma descricdo
qualitativa, buscamos por medidas quantitativas que expressem de forma objetiva e precisa

como é a natureza deste processo biomecanico. Para isto, precisamos determinar grandezas
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fisicas mensuraveis e que possam ser comparadas com um padrao suficientemente robusto,

com parametros controlaveis em um protocolo bem definido e reprodutivel.

Para analisar o movimento de uma particula ou objeto geralmente utilizamos o
conceito de velocidade média ¥,,44, que € apenas a razdo entre o deslocamento A7 e o
intervalo de tempo At, entre as medidas das posicdes inicial e final deste objeto em questao.
Porém o movimento das células é bem mais complexo, pois envolve variagdes bruscas na

velocidade gragas as muitas flutuagdes internas que ocorrem dentro da célula.

A proépria forma da célula se altera constantemente gracas a estes processos
biomecanicos intracelulares, o que impossibilita que utilizemos as ferramentas matematicas
tipicas para analisar o seu movimento. Isso significa que simplesmente comparar as
velocidades médias de diferentes culturas de células em diferentes condi¢Ges experimentais

pode levar a interpretacdes equivocadas sobre o comportamento migratdrio destas células.

Para estudar sistemas fisicos sujeitos a grandes flutuagdes nas suas posi¢des, como
fazemos com o movimento Browniano, por exemplo, analisamos a curva do Deslocamento
Quadratico Médio (do inglés, Mean Square Displacement, ou apenas MSD). Esta grandeza
fisica é definida como uma medida da variacdo na posicdo em relacdo a um referencial ao

longo do tempo, matematicamente definida como:

T-At
MSD(AE) = (AF12) = () [7(+a0) = FOI ), (1)
t=0

onde At é o tempo decorrido entre duas medidas da posi¢do da célula 7(t) e 7(t + At), o
deslocamento é definido por A7 = 7#(t + At) — 7#(t), T é o numero total de medidas no

experimento e (-) representa a média sobre diferentes trajetorias.

Juntamente com a curva da MSD, outra medida matematica para analisar o
movimento de uma célula é a funcdo auto-correlacdo de velocidade (VACF, do inglés Velocity
AutoCorrelation Function):

A

T—-At
VACF = (v(t) - v(t + At)) = ( ﬁ f dtv(t+ At) - v(t) ) (1.2)
0

onde (-) representa médias sobre experimentos ou réplicas de simulagdo. Para uma

caminhada aleatdria persistente classica no estado estacionario, VACF é uma medida util que
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pode ser obtida tomando a segunda derivada da curva MSD e nos dd uma medida de quanto
o movimento é persistente ou descorrelacionado. Quando o movimento é estocastico, a

funcdo autocorrelacdo é uma exponencial decrescente.

Utilizaremos estas duas grandezas fisicas como bases para nossas analises dos
movimentos migratdrios das células, ndo por serem as Unicas medidas possiveis, mas por
trazerem informacgdes relevantes para a descricdao da natureza deste movimento, com estas

medidas poderemos analisar diferentes padrdes de migragao celular.

Um modelo estatistico para particulas que descrevem um movimento difusivo para
alguma escala de tempo, como no caso do movimento Browniano de particulas pontuais,
considera que sempre ha um intervalo de tempo onde a particula pontual teria sofrido apenas
um evento de troca de momento com o meio e, entre dois destes eventos, o movimento
deveria ser balistico, enquanto que para intervalos maiores observamos um movimento

aleatério com pouca ou nenhuma correlagao nas velocidades.

O modelo de Langevin que apresentaremos no préximo capitulo, considera
exatamente isto e, por quase um século, tem sido utilizado para descrever o movimento
difusivo das células. Porém, as células ndo sao particulas pontuais e a estrutura de formacao
do lamelipddio é tal que muitas flutuagdes internas ocorrem simultaneamente, ocasionando
multiplas trocas de momento linear com o substratos, de tal maneira que nos experimentos
ndo ha intervalos de tempo suficientemente pequenos para os quais o0 movimento do centro

de massa da célula descreva um movimento retilineo uniforme.

1.3 Simula¢oes Computacionais Aplicadas a Migragdo Celular

O desenvolvimento de modelos matematicos para implementacdo computacional
com a intencdo de reproduzir comportamentos observados em sistemas naturais é uma
ferramenta poderosa no estudo e no desenvolvimento de novas tecnologias em diferentes

areas do conhecimento.

Sistemas complexos como o movimento celular impdem dificuldades a execugdo de
experimentos com controle das variaveis relacionadas ao seu comportamento. Nestes casos,
a reproducdo do comportamento natural em um ambiente virtual nos proporciona mais

controle sobre o experimento e nos permite explorar diferentes configuracbes e realizar
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medidas com maior precisdo, medidas muitas vezes impossiveis no sistema fisico

experimental.

Por exemplo, o processo de projetar arranjos celulares e ambientes extracelulares
para construcdo de tecidos para aplicacdes médicas e tecnolégicas [15] requer simulagbes de
tecidos virtuais capazes de prever arquiteturas finais de tecidos a partir das condig¢des iniciais.

Estas simulagdes nos possibilitam compreender a dindamica do sistema como um todo.

Para que os modelos e suas simulacdes sejam Uteis na engenharia de tecidos, eles
devem fornecer previsdes quantitativas verificaveis com dados experimentais. Para isso é
importante identificar parametros e métricas do modelo que sejam comparaveis aos
resultados do experimento. Apés a validacdo do modelo podemos explorar configuracdes de
parametros ndo usuais ou, até mesmo, ndo acessiveis experimentalmente, de acordo com

nosso interesse de estudo ou de desenvolvimento de projetos para aplica¢cdes tecnolégicas.

Sabemos que as células migram extensivamente durante a maturacao dos tecidos
manipulados em laboratério, mas que também é onipresente no desenvolvimento
embrionario [16], cicatrizacdo de feridas [17, 18], resposta inflamatdria [19] e muitas
patologias [20]. Assim, simulacdes de morfogénese, patologia e dindmica de tecidos virtuais
em multiplas escalas requerem simula¢gao do movimento de um grande numero de células.
Portanto é importante que, mesmo os modelos de migracao para uma unica célula, como
discutiremos com maior profundidade nos préximos capitulos, também sejam robustos o

suficiente para serem adaptados a simulacao de muitas células.
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2 A Biomecanica do Movimento Celular

Sabemos que a mobilidade celular acontece quando a dindmica do citoesqueleto
intracelular é estimulada a partir de cascatas bioquimicas que controlam o maquinario
molecular da célula. Estas cascatas podem ser ativadas por varios tipos de sinalizagdo (externa
ou interna a célula) e as alteracbes no citoesqueleto podem acabar promovendo o
deslocamento do corpo celular [21, 22, 23]. Esta é uma dinamica essencial em varios processos
biolégicos, como a embriogénese, a acdo do sistema imunolégico, a cura de ferimentos e o
processo de invasividade de células cancerosas nos tecidos sauddveis ao seu redor e que pode

gerar metdstases [24, 25].

Existem diferentes formas de migracdo celular mas, mesmo em organismos
compostos com diversos tipos celulares, ainda é possivel observar que ha alguns poucos

padrées de mobilidade, como discutido por Ruprecht et al. [5] e por Friedl et al. [26].

Os modos de migracdo dependem fortemente do contexto em que as células se
encontram. Os estimulos do microambiente no qual estdao submetidas, tanto biomecanicos,
guanto bioquimicos, desencadeiam as cascatas bioquimicas responsaveis pelo fendtipo
assumido pela célula, resultando nos diferentes regimes de mobilidade representados na

Figura 2.8.

Células podem ser estimuladas a sofrer uma transicdo entre regimes [26], e estes
estimulos podem depender do contato com outras células, da composicdo da matriz
extracelular (ECM, do inglés Extra Cellular Matrix), ou ainda da disponibilidade de nutrientes,

atratores quimicos, hormonios, entre outros fatores.

2.1 Motrizes do Movimento Celular: O Citoesqueleto

Sabemos que a motriz do movimento celular esta na dindmica do citoesqueleto, que
é um fenOmeno complexo, que envolve muitas escalas de tempo e espaco, e é capaz de
produzir diferentes padrdes de morfologia e migracdao. Dentro de cada célula, seja qual for,
existe um universo de fen6menos que trabalham de forma altamente sincronizada e resultam

em toda a atividade celular, na sua morfologia e na sua dindmica.
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Figura 2.1 — Trés tipos de filamentos que compdem o citoesqueleto.
A figura (a) mostra como os dimeros de tubulina a e 8 se polimerizam formando um tubo rigido,
que é a estrutura molecular que compdem os microtibulos com espessura de ~25 nm. Na figura
(b) temos os filamentos de actina, polimerizados direcionalmente formando filamentos semi-
flexiveis de espessura ~10 nm. E, na figura (c), os filamentos intermediarios compostos por
dimeros que formam tetrameros, na forma de bastdes que formam filamentos flexiveis que
interagem lateralmente formando feixes de espessura variavel (adaptado da Ref. [27]).

O citoesqueleto celular ¢ uma das organelas celulares que ficam contidos dentro da
membrana celular e se estende por todo o volume celular. E um emaranhado de trés tipos de
filamentos: filamentos de actina, filamentos intermedidrios e microtubulos (Figura 2.1). Estas

trés estruturas bdasicas estdo em constante rearranjo [27, 28].

Além destas trés estruturas basicas, existem varios complexos de proteinas
complementares que se amarram e ligam diferentes estruturas do citoesqueleto, algumas
produzem tensdo a partir de proteinas contrateis e, como um todo, constituem um sistema
muito dinamico em constante remodelagem e reorganizacao, fundamentais para mobilidade

e adesdo celular [28].

2.1.1 Microtubulos

Os microtubulos sdo estruturas mais robustas, com didametro aproximado de 25 nm,
compostas por dimeros de a- e f-tubulina, que se polimerizam em forma de espiral, formando
um tubo, e proporcionam mais estabilidade e rigidez para o corpo celular, contra estresses de

compressao [27].
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2.1.2 Filamentos Intermediarios

Os filamentos intermedidrios sdo formados por subunidades compostas por
diferentes proteinas que podem variar dependendo do fendtipo celular. Tais subunidades tém

forma de bastonete, agrupadas em 4 niveis.

Primeiramente, os mondmeros formam dimeros que se unem formando tetrameros.
Estes tetrametros entdo se organizam linearmente formando filamentos semi-flexiveis que,

em ultima instancia, se unem em feixes de 8 a 20 unidades [27].

Ao contrario dos filamentos de actina e dos microtubulos, estes filamentos ndo
dependem de ATP e GTP para se montar, e a troca de elementos ocorre ao longo de todo o

seu comprimento [29].

Mecanicamente, estas estruturas fornecem resisténcia contra estresses de tens3o,

fundamental para a manutenc¢do das estruturas de tecidos epiteliais [30].

2.1.3 A Dinamica do Citoesqueleto de Actina

No interior das células ha moléculas chamadas actinas que se arranjam na forma de
filamentos com didmetro aproximado de 8 nm [28]. O mondmero da actina é uma molécula
assimétrica de tal forma que, quando polimerizada, resulta em um filamento cujas pontas sao
diferentes: em uma das pontas acontece a agregacao dos monémeros de actina fosfatada com
ATP, enquanto que pela outra ponta acontece a dissociacdo destes monGmeros com a

liberacdo de ADP (Figura 2.2) [31].

De uma forma muito simplificada, podemos resumir o movimento celular pela
formacdao de uma rede de filamentos de actina proximo ao front celular e que estdo, de
alguma forma, aderidos ao substrato. Os filamentos crescem em dire¢do a parte frontal da
célula, formando protrusées da membrana celular que podem exceder a extensao do corpo

da célula.
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Figura 2.2 — Processo ciclico de polimerizagdo de actina promotora de protrusdes.
O esquema acima ilustra o processo de retroalimentagdo de actina liberada pela despolimerizagdo
de filamentos anteriores para a polimerizacdo de novos filamentos, e o processo de ramificacdo
que forma o lameliopddio, destacando a fungdo do complexo protéico auxiliar Arp2/3 (adaptada
da Ref. [31]).

Na sua ponta posterior os filamentos perdem monémeros, se encurtando. Como

estdo aderidos ao substrato, este processo promove o deslocamento do centro de massa do
filamento. Quando isso acontece sincronicamente em uma rede de filamentos de actina, a
protrusdo pode ser mais larga, mas acaba por ter pouca altura: sobre substratos planos essa
regido é bastante achatada e é chamada de lameliopddio (com uma altura na ordem de uma

fragdo de micrdmetro, enquanto que a altura do corpo celular é da ordem de 5 a 10 um de

altura) [26, 27, 32].

Estes filamentos de actina podem ramificar-se com a associacdo de proteinas

auxiliares e formar densas redes de filamentos com uma dindmica que funciona como uma

esteira que promove deslocamento do centro de massa de toda a célula.

Dependendo da atividade das moléculas auxiliares ao processo de polimerizacdo da

actina, ao invés de a protrusdo formar uma estrutura como o lameliopddio, é possivel ocorrer
formacdo de filamentos perpendiculares a membrana celular, chamados filopddios, que

estendem o corpo celular localmente, como membros que, por sua vez, podem aderir ao

substrato e servir de ancora para que a célula possa se puxar [21, 27, 28, 33].
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Figura 2.3 — Formacao de filopddios e polimerizagdo direcional dos filamentos de actina.

b Forminas

O esquema ilustra os mecanismos de formagdo de filopddios e de construgdo dos filamentos de
actina, em polimerizagdo linear ou na forma de ramificacGes, destacando as principais proteinas
auxiliares destes processos (adaptada da Ref. [34]).

Ao longo do corpo da célula o amadurecimento dos filamentos de actina evoluem
para filamentos mais robustos e compostos. Os filamentos de actomiosina produzem e
transmitem tensdo a partir das contracdes das miosinas-Il. Juntamente com os microtubulos,
gue estdo conectados ao centrossomo, formam uma malha filamentosa que envolve todo o
ambiente intracelular dando sustentacdo a célula e transmitindo o momentum necessario

para o deslocamento do corpo celular [21, 27, 28, 33].

A medida que o lamelipédio avanca os focos de adesdo dos filamentos de actina com
o substrato amadurecem e, conforme a célula se move acompanhando o lamelipddio, estas
adesOdes focais se tornam complexos focais. Para que a célula prossiga seu deslocamento é

necessario que estes complexos de adesdo focais sejam desfeitos ou deixados para tras.

Podem também formar complexos de adesdo por meio dos quais, com a ajuda de
proteinas transmembranicas (como as integrinas), podem aderir ao substrato. Ainda, na
presenca de Rho-A, uma proteina da familia das pequenas GTP-ases, os filamentos de actina
podem incorporar miosina, adquirindo a capacidade de auto-contracdo. Este efeito de
contracdo nos filamentos de actomiosina (também conhecidos como fibras de estresse) atua

nas células de maneira semelhante aos musculos em animais superiores [26, 27, 32].
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Figura 2.4 — Estrutura do citoesqueleto de uma célula migrando.
O esquema ilustra a estrutura dos filamentos de actina e actomiosina e sua distribuicdo espacial
para um modelo de célula migrando, destacando a parte protrusiva em constante reconstrucao,
com surgimento e desaparecimento de adesGes focais, e a parte traseira, bastante retratil pela
presenca de filamentos de actomiosina maduras, promotoras de contracdo (adaptada da Ref. [33]).

2.1.4 Ades3ao Celular e Matriz Extracelular

Um aspecto fundamental em organismos pluricelulares é a necessidade de
mecanismos de adesdo para manter suas células conectadas entre si e com a matriz
extracelular (ECM). Existem receptores de adesao que fazem conexdes transmembranicas
entre a ECM e o citoesqueleto intracelular ou entre citoesqueletos de células adjacentes, e

gue também servem de transmissores de sinalizacdo bioquimica [35].

As quatro principais familias de moléculas de adesdao encontradas em células
eucariontes sdo Caderinas, Imunoglobulinas, Selectinas e Integrinas. Tais moléculas sdo
caracterizadas por serem transmembranicas, com sitios intracelulares capazes de interagir
com complexos moleculares que as ancoram ao citoesqueleto, e sitios extracelulares, que
selecionam a adesdo. Essa seletividade se torna essencial na hora de modelar tecidos, com

células com diferentes afinidades entre si e com os diferentes meios.
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Figura 2.5 — Foco de adesdo entre filamentos de actina e o substrato.
O esquema mostra algumas das principais proteinas envolvidas na estruturacdo destas adesdes
gue sdo mediadas por proteinas transmembranicas como as Integrinas que se aderem ao complexo
focal na parte intracelular e as fibras de fibronectina que compdem a ECM em sua parte
extracelular (adaptada da Ref. [36])

As caderinas (cadh) e a superfamilia das imunoglobulinas (Ig-sf) caracterizam-se por
formarem ligag6es homdlogas (intera¢des entre proteinas iguais, ilustradas na Figura 2.6 (a) e
(b)), sendo que as caderinas estdo principalmente envolvidas na adesdo entre células (por
exemplo, a alta expressdo de E-cadh é uma caracteristica de células epiteliais) [37], enquanto
gue as imunoglobulinas apresentam uma grande diversidade de atuacdes, tanto célula-célula

guanto célula-ECM [38].

As selectinas e as integrinas se caracterizam por ligacdes heterélogas (interacdes
entre proteinas diferentes, ilustradas na Figura 2.6 (c) e (d)), as selectinas sdo especificamente
conhecidas por seu papel na adesao de leucdcitos ao endotélio [39, 40], e as integrinas sao as
principais responsaveis pela adesdo entre a célula e a ECM. Diferentemente das outras, as
integrinas sdo heterodimeros que interagem com receptores especificos para proteinas da

ECM, como as fibronectinas, lamininas e colagenos [41, 42].

As fibronectinas (FN) estdo organizadas como uma malha polimérica e fluidamente
distribuida na ECM. Conexdes entre as integrinas e as FNs da ECM podem resultar em
diferentes tipos de sinalizacdo, que afetam a morfologia, mobilidade, expressao génica e a
sobrevivéncia das células aderentes. Esta conexdao tem um importante papel na ancoragem

da célula com a ECM [43].
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Figura 2.6 — LigagOes entre proteinas transmembranicas de adesdo celular.
O esquema ilustra as ligacdes homdlogas, caracteristica de proteinas das familias das caderinas (a)
e das imunoglobulinas (b), e das ligacGes heterdlogas, observadas entre selectinas (c) e integrinas
(d) (adaptado da Ref. [35]).

Além das fibronectinas, outras proteinas que compdem a ECM também sao fibrosas,
podendo resultar em um ambiente extracelular com diferentes propriedades bioquimicas e
biomecanicas, como porosidade, dureza, maleabilidade, etc. [44, 45]. Todos estes
componentes exercem influéncia fundamental nos modos de mobilidade celular, que podem

ser diferentes de tecido para tecido.

2.1.5 Familia das Rho GTPases e Outras Proteinas Auxiliares

A familia das Rho GTPases é um conjunto de proteinas pequenas (~21kDa),
descobertas em 1983 [46], que se ligam a proteinas G, catalisando a troca entre GDP e GTP
em importantes processos de sinalizacdo celular. Os principais membros da familia Rho
GTPase sdao as proteinas Cdc42, Racl e RhoA e desempenham aspectos fundamentais da
dindmica de actina intracelular [47]. S3o encontradas em todos os organismos eucariotos,

incluindo leveduras e algumas plantas [48].

Mais especificamente, muitos estudos demonstram que a Cdc42 esta diretamente
correlacionada com a formacdo de filopddio, a Racl com a formacdo de lameliopddio e a RhoA

correlacionada com a presenca e atividade de Miosinas-1l dentro das fibras de estresse.

Em resumo, praticamente toda a dinamica do citoesqueleto, promotora de
movimento celular, esta relacionada com a polarizacao da Cdc42 e da Racl na parte protrusiva

do corpo celular, e com a polarizacdo da RhoA na parte retratil [49, 50].

Em contraponto, existem situa¢cdes muito especificas em que células com altos niveis

de atividade de RhoA e baixa atividade de Racl em substratos tridimensionais com
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elasticidade ndo-linear apresentam migracao direcional pelo surgimento de protrusdes

laterais cilindricas chamadas lobopddios ou blebs.

Estas sdo formacdes hidrostaticas geradas por rompimentos locais do cértex celular,
gue é uma malha bidimensional de filamentos de actina que se liga e da sustentacdo a
membrana plasmatica [51, 52]. Os motivos para que este tipo de movimento, sem a formacao
de lameliopddio pela polarizagdo na concentragao de Racl e Cdc42, seja direcional e ndao

difusivo ainda ndo sdao bem compreendidos [51].

Além da correlacdao bem definida entre as atividades das Rho GTPases e alteragdes
no citoesqueleto, as pesquisas mais recentes estao realizando importantes descobertas para
elucidar com mais detalhes os mecanismos moleculares envolvidos nos processos de

polimerizacdo de actina e contragdes de actomiosina.

Na Figura 2.3 estdo ilustrados os principais mecanismos que podem gerar formacgoes
de filopddios e de lameliopddios com o auxilio de proteinas como a ARP2/3, forminas e outras,

gue coordenam e direcionam as polimerizaces de actinas [33, 34].

2.2 Regimes de Mobilidade Celular

Uma caracteristica de células epiteliais saudaveis é a capacidade de adesdo com
outras células a partir de sinalizagdes bioquimicas que as estimulam a se manterem
estaciondrias e ancoradas a estrutura epitelial formada. Por outro lado, células cancerosas
podem evadir estas sinalizagdes [53], o que estimula a reativacdo de mecanismos de
mobilidade celular [54] e possibilita a invasdo através do tecido circundante e a eventual

entrada no sistema circulatorio.

Ao alcancarem tecidos distantes, estas células podem gerar tumores secundarios,
conhecidos como metastases, piorando drasticamente os progndsticos e as chances de cura
[25]. Estas caracteristicas observadas em células cancerosas, somada a possibilidade de

cultiva-las em laboratdrio, as tornam excelentes modelos para estudos de mobilidade celular.

2.2.1 Morfologias das Células Migratdrias

Células em movimento podem apresentar diferentes morfologias como resultado de

alteragdes nas concentragdes e atividades das proteinas envolvidas em diferentes processos
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de alteragdes do citoesqueleto. Estas alteracdes sdo resultado do processamento de diversos

estimulos bioquimicos ou biomecanicos que as células podem sofrer durante sua migracao
[50].

O resultado é um processo sincronico e, geralmente, pulsativo, de extensdo da parte
frontal da célula em forma de protrusdes, acompanhadas de contracdes do corpo celular, até
a retracdo da parte traseira da célula, gerando alteragées morfoldgicas de maneira oscilatéria

[22], podendo ocorrer de forma individual ou coletiva (Figura 2.7).

A Migracdo Individual B Migracdo Coletiva
Zona 2 1
Mecanismo Grupo de células [ Célula Lider
Passo 5 4 3 1/2 Remodelagem da ECM na interface : Passos 1-5
Mecanismo ¢ Contragio | 8li 5 doncidal | - ¥ :
da traseira de actomiosinay localizada Ades3o e Geragdo de NS 3

' forga de tragio

B

-~ F-actina Protedlise pericelular
Adeséo Célula-Célula e Célula-ECM

Figura 2.7 — Morfologias observadas em células migratdrias, individuais e coletivas.
As ilustragGes acima destacam os principais processos e sua localizagdo espacial observados
durante o processo de migragao celular, desde a protrusdo frontal a retracdo e deslocamento do

corpo celular, conciliada com a eventual protedlise das fibras da ECM, que possibilita a passagem
das outras células (adaptada da Ref. [55]).

Normalmente, células que expressam baixos niveis de moléculas de adesao célula-
célula (principalmente E-Caderinas) isolam-se de outras células, e migram individualmente,

enquanto que as que mantém adesbes com suas vizinhas guiam ou sao guiadas através do

tecido circundante [56].
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Figura 2.8 — Diferentes regimes de migracdo celular observados clinicamente.
A figura destaca algumas morfologias observadas, tanto individual quanto coletivamente, em
processos de migracdo de massas de células através da ECM (adaptada da Ref. [55]).

A Figura 2.8 ilustra os principais regimes de migracdo celular observados durante o
processo de invasdo através do tecido circundante, que pode ocorrer de maneira individual
ou coletivamente, dependendo da remanescéncia de moléculas de adesdo entre as células,
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como as E-Caderinas, que mantém as células juntas, e da possivel atividade proteolitica, de

guebra das proteinas da ECM abrindo caminho para a passagem das outras células [26].

Até aqui apresentamos um panorama geral sobre migracdo celular individual e
coletiva, porém, como o foco deste trabalho é estabelecer modelos matematicos e
computacionais para a migracao de células individuais, detalharemos os diferentes tipos de
padrdes migratdrios observados, apenas, para migragao individual. O movimento coletivo de

células permanecerd como perspectiva de trabalhos.

2.2.2 Migracao Ameboide

Células migratdrias apresentam internamente uma competicdo entre os mecanismos
de protrusao (extensao do corpo celular na frente da célula) e mecanismos de contragdo da
actomiosina na parte traseira da célula, deslocando o corpo celular com todas suas organelas.
Quando a contragcdo é mais intensa que a formacdo de protrusdes, a célula apresenta uma
morfologia mais uniforme (esférica, em substrato tridimensional, ou circular, quando sobre
substrato bidimensional), e sua migracdo é chamada ameboide em analogia ao padrdo de

movimento observado em amebas tais como Dictyostelium discoideum [57].

Outro tipo de formacdo ameboide acontece quando os sitios de adesdo ndo sdo
suficientemente fortes para gerar tracao no substrato [58], o que pode acontecer devido as
caracteristicas do substrato. Por ultimo, em circunstancias muito especificas, também se
observam movimentos ativados pela formacdao de blebs, que sdao pequenas protrusdes
hidrostaticas na lateral do corpo celular, sem a evidéncia de uma polarizacdo molecular na
atividade do citoesqueleto. Ainda ndo s3ao bem compreendidos os mecanismos que definem

a direcdo deste tipo de movimento [59, 60, 61].

Células tipo ameboides normalmente nao utilizam mecanismos proteoliticos para
guebrar e remodelar a ECM. Elas adequam seu corpo de acordo com os espacos disponiveis
entre as fibras, passando pelos poros disponiveis, quando possivel [62]. Este tipo de
movimento celular é normalmente observado em tumores de origem hematopoiética ou
neuroectodermal, como leucemias, linfomas e carcinomas de células pequenas do pulmao

[63, 62, 26].
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2.2.3 Caso Especial: Queratacito

Em especial, destaca-se a morfologia observada durante a migracdo de queratdcitos
de peixe (Figura 2.9). Queratécitos sdao células epiteliais presentes nas epidermes de
diferentes organismos superiores, inclusive humanos, e sdo responsaveis pela formacdo da

gueratina, presente, por exemplo, nas unhas e pelos.

Quando em cultura, queratdcitos de peixes apresentam um vasto lameliopddio com
intensa atividade de citoesqueleto, caracterizado por um front uniformemente protrusivo,
com fortes ancoragens e intensa atividade de contragdo das fibras internas. E a célula com
maior velocidade de deslocamento observada em substratos bidimensionais, podendo
deslocar-se o equivalente a 1 diametro celular (~10 um) em aproximadamente 2 minutos

[64].

Ntcleo Centrossomo

Lameliopddio

& filamentos intermedidrios & formina

== filamentos de actina N complexos de Arp2/3
=== microtdbulos @ adesdes focais

= miosina Il

Figura 2.9 — Morfologia e citoesqueleto de queratdcitos de peixes em cultura.
Na esquerda, uma imagen em fluorescéncia destacando a distribuigdo espacial dos componentes
do citoesqueleto celular. Na direita, esquema destacando os filamentos de actina, representados
em vermelho, formando uma densa rede préxima ao front de propagacdo. Essa rede esta
crescendo junto @ membrana, empurrando-a para frente. Concomitantemente, os filamentos sdo
desmontados na parte posterior do lameliopddio (adaptada da Ref. [27]).

2.2.4 Migragao Mesenquimal

Quando as protrusdes sdo polarizadas e bastante proeminentes, a retracdo do corpo
celular ndo é muito intensa e existe a formacado de sitios rigidos de adesdo entre célula e ECM
(normalmente por integrinas), a célula migratdria apresenta uma morfologia mais alongada e
fusiforme (Figura 2.10). Células com este padrdo de migracdo, normalmente também

apresentam atividade proteolitica, abrindo espag¢o para a manuten¢ao do movimento [65].
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A partir desta protedlise, a célula constrdi tuneis através dos quais, outras células
podem segui-la [66]. Este fendtipo é observado em fibroblastos e em células do sistema
imunolégico que devem ser capazes de migrar em direcao a um sitio infectado. Em patologias,
tais mecanismos podem ser ativados, como em sarcomas e alguns outros tipos de tumores
origindrios em tecidos conectivos, que normalmente apresentam esta morfologia migratéria,
caracterizada pela perda de adesao com outras células [67, 66, 68]. Quando isso acontece, as
células cancerosas adquirem a capacidade de migrar, uma das condi¢cdes necessdrias para o

processo metastatico.

& filamentos intermedidrios @ formina

=== filamentos de actina ( complexos de Arp2/3
=== microtibulos @ adesdes focais

= miosina Il

Centrossomo

Nucleo

Lameliopddios

Microtubulos

Figura 2.10 — Morfologia e citoesqueleto de um fibroblasto em cultura.

Na esquerda, uma imagen em fluorescéncia destacando a distribuicdo espacial dos componentes
do citoesqueleto celular. Na direita, esquema destacando a forma alongada e com protrusées
bastante destacadas, formando um corpo altamente assimétrico. Observe que o lameliopddio
apresenta flutuacGes que podem ser caracterizadas como diferentes fronts de migracdo. A cauda
posterior é causada pela persisténcia dos complexos de adesdo. As linhas verdes representam
microtibulos, conectando os focos de adesdo ao nucleo. As linhas marrons representam os
filamentos de actomiosina, conhecidas como fibras de estresse (adaptada da Ref. [27]).

2.2.5 Transicao entre Regimes

TransicOes entre os varios regimes de mobilidade sdo possiveis e observados em
diferentes contextos. Vale destacar a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés
Epithelial-Mesenchymal Transition), quando as células de um tecido epitelial bastante
aderente com suas vizinhas, sofrem uma sequéncia de alteracdes metabdlicas e fisioldgicas,

passando a apresentar uma morfologia mesenquimal.

O fendtipo epitelial apresenta assimetria no eixo apical-basal, diferentes jungcdes com

células vizinhas e um arranjo proprio do citoesqueleto, enquanto que o fendtipo mesenquimal
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ndo apresenta jungdes entre células, mas focos de adesao com a ECM, além de serem capazes

de produzir ECM e apresentarem capacidade de migragao.

Um resumo das principais diferencas entre estes fendtipos é apresentado na Figura
2.11. Este processo de transicdo entre estes fendtipos é fundamental durante a
embriogénese, mas também é considerado o principal mecanismo acionado por tumores que

possibilita a invasao de células cancerosas no tecido circundante [69, 70].

Apico Frente
AN LN AL
L. JE JK
Basal Trds
Células Epiteliais Células Metaestaveis Células Mesenquimais
Juncdes Aderentes Caderinas Residuais Sem Juncdes
Juncoes Ocludentes Grupos Adesdes Focais
Desmossomas Extensdo da Membrana ECM deposition
Citoqueratinas Citoqueratinas e Vimentina Resisténcia a Anoikis
Actina Cortical Beta-Catenina Nuclear FN, CSPG, FSP-1
E-Caderinas N-Caderinas Vimentina / SMA
Polaridade Apico-basal Polaridade Nao Definida (?) Polarizagédo Frente-Traseira
Estacionaria Movimento Coletivo Moével e Invasiva

Figura 2.11 — Transi¢do Epitélio-Mesenquimal (EMT), morfologia e caracteristicas.
O esquema ilustra as principais diferencas entre as morfologias de células epiteliais e mesenquiais,
e do estagio intermediario observado durante o processo de EMT (adaptado da Ref. [69]).

O processo de EMT passa por um estagio intermediario de transformacao, e é
marcado, principalmente, por atividade proteolitica regida pela secrecio de
metaloproteinases [70], que abrem caminho através da ECM clivando as fibras transversais ao

movimento [69].

Observacdes experimentais sugerem que as células da interface entre tumor e ECM
podem sofrer EMT parcialmente, o que inicia um processo proteolitico local que,

eventualmente, pode resultar em morfologias observadas em invasdes coletivas [26].

2.3 Rastejamento sobre Substrato Plano

O modo de mobilidade celular mais observado em células sobre substratos
bidimensionais é o movimento tipo rastejamento. Este regime é caracterizado por 4 passos
bem definidos e € o modelo bdsico para compreender alguns dos principais mecanismos
utilizados pela célula durante sua translocacdo, principalmente, por sua reprodutibilidade

experimental [66, 21, 71]:
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12 Passo - (Protrusdo) A polimerizacdo dos filamentos de actina, catalisada pela presenca
de Cdc42 e de Racl em uma das extremidades da célula, forca a membrana celular a se
estender e formar uma protrusao, tanto por filopédios quando por lameliopddios [34]. Como
para a maioria das células esta protrusao é direcional, isto molda de maneira assimétrica a sua
forma [72, 61];

22 Passo - (Ancoragem) Sitios de adesdes focais, mediados pela presenga de moléculas de
adesdao como as integrinas, podem ser formar ao longo desta protrusao, principalmente nas
lameliopddios (ndo necessariamente somente na ponta da protrusdo, como sugere a Figura
2.12 abaixo), ancorando a célula aos substratos extracelulares. Estas ancoragens geram
sinalizacdo celular e podem recrutar novos receptores de superficie e formar adesées focais
mais robustas que, por sua vez, podem maturar para complexos focais [73];

32 Passo - (Contracdo) A presenca da proteina RhoA, ao longo do corpo da célula,
principalmente na parte retratil, esta fortemente correlacionada com a atividade de contracao
nas fibras de estresse pela ativacdo de miosina-ll. Esta contracdo é responsavel pelo
deslocamento do corpo celular na diregao do movimento.

42 Passo - (Retragdo) O processo de contracdes nas fibras de estresse ao longo de toda a
célula é seguido por uma gradual quebra de adesdes na parte traseira da célula. Este processo
libera a parte traseira de sua ancoragem com o substrato, gerada no 12 Passo, e retrai a parte

traseira do corpo celular na dire¢do do movimento.

o . Frente Protrusi
Dire¢do do movimento —— e
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o . © Adesdo
Fibras de Estresse
1‘ S Fibras Retrateis
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Lameliopédio  Filopddio . \
b / R ——o— =00
; \\_— -
} = d _—
\ —_
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Figura 2.12 — Etapas do processo de rastejamento celular.
A figura ilustra as quatro etapas observadas durante o movimento tipo rastejamento. Primeiro ha
a formacgédo protrusiva (a), em seguida, pontos de adesdes focais se forman ancorando a célula ao
substrato (b). As contra¢Oes geradas pelas fibras de estresse deslocam o corpo celular (c) e o
rompimento das adesdes mais antigas possibilitam a retracdo da parte traseira da célula (d)
(adaptada da Ref. [34]).
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Por final estes quatro passos se repetem de forma sincronica e ciclica, caracterizando
um rastejamento (Figura 2.12). Podemos observar este tipo de movimento ndao apenas em

diferentes tipos de células individualmente, mas também coletivamente, como supercélulas.

Em casos mais especificos, como o do queratdcito de peixe, ou quando submetidas a
substratos com diferentes caracteristicas biomecanicas e bioquimicas de fibrosidade,
porosidade, estas etapas podem deixar de ser tdo bem definidas e ainda pode haver a

necessidade de atividades proteoliticas pela acdo de proteinas proteoliticas como as MMPs.

Em resumo, temos indicios experimentais suficientes para afirmar que todos os
modos de mobilidade celular, sem estimulos mecanicos externos e sem a perda da coeréncia
em seu citoplasma [74], utilizam diferentes combinag¢des entre os mecanismos de protrusao,

ancoragem, protedlise e geragdo de tensdes internas.

E importante destacar a componente estocdstica presente nas migracdes celulares.
A polarizacdo da célula é gerada internamente, com a polarizacdo das proteinas que sdo
responsaveis pela formacdo dindmica da rede de actina localizando-se no front de migracao,
enguanto que fibras de estresse e microtubulos formam-se na parte posterior, podendo dar
lugar a caudas compridas. No entanto, essa polarizacdo pode ocorrer em diferentes direc¢des,
formando grandes ondulagdes da membrana na parte frontal, como pode ser observada no

fibroblasto ilustrado na Figura 2.10.

Tudo isso evidencia que o movimento celular é uma composicdo de processos em
multiplas escalas, tanto espaciais quanto temporais, que envolvem interac¢des fisico-quimicas
entre proteinas, interacGes mecéanicas entre filamentos e geracdo de tensdes sobre
ancoragens, resultando em diferentes padrées de movimentos das células, tanto
individualmente quanto coletivamente, e em diferentes estruturas topoldgicas,
extremamente importantes para a formacdo, funcionalidade e para a manutencdo de

organismos multicelulares.

2.4 Experimentos de Migragdo e Invasdo Celular

Existem muitas maneiras de estudar migracdo celular experimentalmente, mas
alguns modelos se destacam na literatura sobre o assunto. Para organizar esta informacao,

Kramer e colaboradores [75] publicaram uma revisao sobre os modelos e ensaios em migracao
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e invasao celular, separados em trés tipos de experimentos: ensaios de migracdo, ensaios de

migragdao em capilar e ensaios de invasao.

No geral, os ensaios se avaliam a variacdo na area ocupada pela célula a partir do
monitoramento de imagens sequenciais obtidas por microscopia ética, e sdo basicamente
cinco ensaios diferentes: Free Cell Migration, Wound Healing, Cell Exclusion Zone Assay,

Micro-Carrier Bead Assay, Fence Assay, Spheroid Migration Assay [75].

Ainda, existem ensaios que avaliam a distancia de migracdo das células (Single Cell
Motility Assays), que também podem ser monitorados via microscépio, ou ensaios que
contam o numero de células que migraram por uma membrana (Transwell Migration Assay)
ou através de uma ponte (Capillary Chamber Migration Assay), estimuladas pela presenca de

uma condicao preferencial (como um quimioatrator ou um meio mais nutritivo).

Em relacdo aos ensaios de invasdo, alguns avaliam a area degradada pela protedlise
da ECM a qual as células foram condicionadas, como o Platypus Invasion Assay, o Gelatin
Degradation Assay e o Spheroid Invasion Assay, via imagens de microscopia. E o Transwell
Invasion Assay, praticamente igual ao Transwell Migration Assay, mas com uma camada de
ECM sobre a membrana pela qual as células passam, para selecionar células com atividade
proteolitica, e o Sheroid/Monodispersed Cell Invasion Assay, no qual as células em uma

suspensao sao condicionadas a invadirem pequenas esferas de células de outro tipo.

Por final, ensaios de 3D Cell Tracking e de Vertical Gel Invasion Assay, o primeiro
sendo facilmente avaliado por microscopia e o segundo por contagem de células marcadas

com fluorescéncia.

Todos os métodos precisam ser adaptados para certas condi¢des de acordo com o
experimento, como por exemplo, tamanho dos poros das membranas, tipo de meio envolvido,
tipo celular, e tempo de analise. Sendo assim, alguns ensaios podem se demonstrar invidveis
pela demanda de tempo, alto custo, ou por haver a necessidade de um alto conhecimento

técnico na area.

Pela complexidade dos processos envolvidos, sdo fundamentais abordagens
experimentais capazes de acompanhar células individualmente e coletivamente, além de
simulagdes computacionais que possam proporcionar um ambiente controlado para a analise

de parametros.
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3 Modelos Matematicos para Migracao Celular

(Nota: Parte deste capitulo é uma adaptacdo do texto publicado no artigo Thomas et al. [1],

do qual sou coautor)

Sabemos que o processo de migragao celular que acontece quando depositamos uma
célula sobre uma superficie aderente e plana apresenta mecanismos e padrdes que estdo
presentes tanto em processos bioldgicos saudaveis quanto em patoldgicos [6, 7, 8, 9]. Como
descrito na secdo anterior os experimentos que vamos analisar sdo ensaios de célula

individuais livres (Free Migration for Single Cell Assays).

As experiéncias geralmente captam o movimento celular a partir de séries temporais
de imagens (filmes) de células em migracdo. Para cada uma das imagens obtidas é necessario
determinar a posicao das células e isto é feito, ou a partir do centro geométrico da sua area
total visivel no microscépio, ou pelo centro geométrico do seu nucleo. A partir destes dados
de posicOes é possivel determinar o deslocamento que a célula realizou no intervalo de tempo

entre duas imagens consecutivas.

Ao juntar a sequéncia de posicdes destas células estardao determinadas as suas
trajetdrias, a partir das suas posi¢des iniciais. Geralmente estes movimentos sdo resumidos
por suas curvas de deslocamento quadrado médio (que chamamos de MSD) e fun¢do de auto-

correlacdo de velocidade (VACF, do inglés Velocity AutoCorrelation Function).

Estudar o movimento de células utilizando técnicas de mecanica estatistica fora do
equilibrio é uma abordagem necessaria para compreender os mecanismos envolvidos neste
processo complexo. Estudar o movimento das células é um modelo de Matéria Ativa, pois as
células tém a habilidade de se mover ativamente transformando energia do seu

microambiente em energia cinética usando mecanismos internos de propulsdo [76].

Canonicamente, migracao celular é modelada como um processo de Langevin, como
um caminhante aleatdrio com dois regimes: um balistico para pequenos intervalos de tempo
e um difusivo para intervalos de tempo maiores. Isso significa que, para estudar a migracao
celular, a curva do MSD (At) versus At deve apresentar duas inclinacdes quando plotado em

escala logaritmica, com uma transi¢ao entre elas em um intervalo chamado de tempo de

33



persisténcia. E no contexto de migracao celular, esta curva é conhecida como a Equacao de

Furth [3, 4].

3.1 O Modelo de Langevin

O comportamento padrdao de particulas em movimento Browniano [77] é
determinado por uma sequéncia de muitas colisGes estocasticas recebidas pelas moléculas
gue compdem o meio. Neste caso, ndo ha uma transferéncia ativa de energia do meio para a
particula. As flutuacdes de energia sdo dissipadas garantindo um equilibrio energético entre

a particula e o meio, que pode ser compreendido pelo teorema flutuagdo-dissipacao.

Podemos descrever o movimento Browniano utilizando dinamica Newtoniana
incluindo fric¢do de Stokes com coeficiente ¥, em um potencial dependente do espaco U(7)

e forgas estocasticas F(t) [78] pela equacdo de Langevin

a _ v __ AUT) + F(t 3.1
=0 m=—yB— AU + F(0) 3.1)

com AU(#) = 0, originalmente na publicacdo de Langevin [78]. Assumindo correlacdes
tempordarias das forcas estocasticas F(t), independéncia entre a posicdo 7(t) e a velocidade
7(t) da particula, e utilizando o teorema da equiparti¢cdo de Boltzmann (v?) = 3kzT /m, onde

kg é a constante de Boltzmann.

Ornstein e Uhlenbeck [79] consideraram que as forgas estocasticas F(t) devem ser
distribuidas de forma gaussiana com componentes independentes e com dependéncia
temporal na forma de fungdes §:

(F(£)) = 0; (Fi(OF;(t")) =2D,6;;6(t —t");
(vi®F;®)=0; i,j=xy2 (3.2)

as componentes F;(t) se referem ao ruido branco gaussiano com intensidade D,,. Obtemos o
processo estacionario de Wiener integrando sobre todos os intervalos de tempo dt. Estas
forcas levam a um incremento no momentum da particula em dt com distribuicdo gaussiana,

t+dt

AWge; = j dsF(s),  i=xyz (3.3)
t

a média é zero, e o segundo momento cresce linearmente em dt com inclina¢do 2D,,. Os

incrementos para tempos diferentes sdo independentes [80, 81].
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As consideracdes feitas por Langevin nos dizem que, em equilibrio térmico, a perda
de energia por friccdo é compensada pelo ganho médio de energia resultante das forgas
estocasticas que atuam sobre a particula. Neste caso, o teorema flutuacdo-dissipacdo implica
na relagdo D,, = kgTy, onde T € a temperatura absoluta. Sendo assim, podemos reescrever

a equacdo de Langevin para a velocidade, explicitando o termo estocastico das forgas como
F(t) = \J2Dpé(t) = y/2kpTy§(¢)

dr vy AU(?)+ 2kgTy

— =7, —= ) 3.4
ac U dt m m m? 30 3.4)

onde o termo estocastico obedece
E@®)=0; ®EN=6—-t); (v;®OEM®)=0; i,j=xy,z (3.5)

Ao integrarmos a equacio (3.4) com AU(#) = 0, obtemos (A72(At)), que utilizamos
para comparar com as medidas definidas na equacdo (1.1), quando realizamos as médias sobre
as trajetdrias que j& entraram no estado estaciondrio, com A7 = 7(t + At) —7(t).

Analiticamente o deslocamento quadratico médio fica:
kgT m y
(072 (a0) = 2d == [ae = 2 (1 - &) (3.6)
14 14

onde d é a dimens3o do sistema. E importante destacar que nesta expressdo identificamos
dois regimes de difusividade quando comparamos com a escala de tempo do sistema, que
chamamos de tempo de persisténcia P = m/y. Quando At < P, o deslocamento quadratico

médio apresenta um crescimento balistico ((A72(At))~At?) como,
kgT
(A72(AD)) = d 2= At2, (3.7)
yP

e quando At > P, temos um crescimento linear, o mesmo observado para difusdo de uma

particula em movimento Browniano:
(AT2(At)) = 2dD,sfAt, (3.8)

sendo que o coeficiente de difusdo obedece a relagdo de Einstein-Sutherland, Dsr = kgT/y

[82, 83].

Para fins de simplificar a comparacdo com os dados experimentais e de simula¢des
de mobilidade celular que apresentaremos a seguir, vamos considerar algumas modificagcdes
na nota¢do da equacdo (3.6). Vamos nos restringir a movimentos em duas dimensdes (d = 2),
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usaremos a constante de difusdo apenas como D = D¢ e trocaremos (A72(At)) por
MSD(At) para fins de simplificar a notacdo. Nesta forma esta equacdo é conhecida como a
equacao de Firth, e é largamente utilizada para descrever o MSD do movimento de células

[3, 4]:
MSD(At) = 4D (At —p (1 - e_At/P)> (3.9)

onde At é o tempo decorrido entre duas medidas da posicdo da célula 7(t) e 7(t + At), o
deslocamento é definido por A7 = 7(t + At) — 7(t), e {-) representa a média tomada para
diferentes trajetérias ja em estado estacionario e sobre diferentes rodadas de experimentos

equivalentes.

O tempo de persisténcia, P, define a escala de tempo da transicdo entre o regime de
movimento balistico (quando At <« P) e o regime de movimento difusivo e coeficiente de
difusdo D (quando At > P). E importante notar que, para At — 0, o deslocamento quadratico

médio é (|A7|?)~ 4DAt?/P, e a velocidade ¥ é definida a partir de (|#|?) = 4D /P.

Para sermos ainda mais especificos, podemos determinar o expoente de difusdo (a,
tal que (|A7|?)~At%) para observar a transicdo entre os regimes balistico (a = 2) e difusivo

(a = 1), que se expressa pela inclinagdo da curva log MSD (At) versus log At como segue:

—At
(ag) = 9ClogMSD) _ At dMSD _ at(1-e ™)
O = Td(logat) ~ MSD dAt _At—P(1—e‘Af/p)’

(3.10)

onde podemos verificar que @ = 2 quando At K P e ¢ - 1 quando At > P com uma

transicao suave entre os regimes.

Além disso, podemos calcular a VACF para um processo estaciondrio conforme
definimos na equacdo (1.2), como metade da segunda derivada da equacdo (3.9) [1]:

1 2 =12 2D _At/
VACF (At) B rTInE (1872 = —=e /.

(3.11)

No entanto, a literatura experimental relata desvios significativos do comportamento
de Flrth em curtos intervalos de tempo [10, 84, 85, 86, 87, 88]. Alguns autores atribuem esses

desvios a um decaimento exponencial de duas constantes para a VACF, por exemplo,

—At -At
VACF = ¢qe /Py + ¢p,e /P2 no artigo do Selmeczi et al. [10], ou a erros de localizagao nas

posicOes estimadas das células, como em Dieterich et al. [84] e em Wu et al. [87].
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3.2 O que os Experimentos Mostram

A fim de verificar se esta previsdo matematica realmente descreve os dados
experimentais, analisamos doze experimentos de migracdo celular de cinco laboratdrios
diferentes e que estdo disponiveis na literatura (Takagi et al. [11], Dieterich et al. [84], Potdar
et al. [85], Wu et al. [87, 88] e Metzner et al. [89]), e os dados mostram desvios significativos

na curva do MSD sempre para intervalos de tempo pequenos e estes desvios dependem

muito do tipo de célula e do experimento realizado.
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Figura 3.1 — A equacao de Fiirth ndo descreve os dados experimentais como esperado.

As figuras mostram as curvas MSD versus At comparando os dados experimentais (bolinhas

vermelhas) com a predigdo tedrica da equagdo de Furth (tracejado preto) evidenciando desvios

significativos para valores pequenos de At. Os insets superiores mostram a comparagao entre os

expoentes de difusdo a da equacgdo de Firth e os obtivos dos dados experimentais, e os insets

inferiores mostram como a velocidade média (v) depende do At escolhido. Os experimentos

publicados por Metzner et. al. [89] mostram células em trés substratos diferentes, enquanto que

o experimento publicado por Mogilner et. al. [32] mostra a migracdo do queratdcito.

Na Figura 3.1 estdo plotadas as curvas de MSD (At) calculadas utilizando a equacdo
(1.1) para os dados experimentais obtidos de trés experimentos publicados por Metzner et.
al. [89] para células migrando em trés substratos diferentes e um experimento publicado por
Mogilner et. al. [32] para migracdo de queratdcitos (conforme descrito na tabela 3.1). Para

cada uma das curvas MSD procuramos valores de D e P que promovessem os melhores
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ajustes da equacdo (3.9) aos dados experimentais e, mesmo assim, observamos desvios
significativos entre teoria e experimentos para valores pequenos de At, sugerindo algum

efeito ndo considerado na descricdo tedrica.

Os graficos insets superiores da Figura 3.1 mostram os expoentes de difusdo a
experimentais (bolinhas em vermelho) e o ajuste para o previsto na equacdo (3.10) para os
parametros do melhor ajuste dos dados a equacdo de Fiirth (tracejado preto). E possivel
observar como a teoria prevé que, para intervalos de tempo pequenos, o movimento das
células deveria ser balistico (¢ = 2) com uma transicdo para o movimento difusivo (& = 1)
conforme aumentamos os intervalos de tempo. Entretanto, os dados experimentais
evidenciam o desvio, exceto para o queratdcito, que é uma célula essencialmente migratéria

com um movimento altamente persistente.

Também na Figura 3.1, temos os graficos insets inferiores nos quais podemos ver que
a velocidade média das células, em cada um dos experimentos, varia significativamente de
acordo com o intervalo de tempo At utilizado para o calculo da velocidade e ndo sdo
convergentes para At — 0. Isto significa que comparar a velocidade média das células nao é
uma boa medida de mobilidade celular pois ndo estabelece um parametro adequado para
compara¢ao entre experimentos, uma vez que depende do intervalo de tempo que as

medidas sdo tomadas, por isso é necessario analisar toda a curva MSD (At).

A partir destes dados experimentais, juntamente com outros disponiveis na literatura
e que discutiremos com mais detalhes nas proximas se¢des, nos deparamos com os seguintes

problemas:

e Os dados experimentais mostram um comportamento quase-difusivo, também,
para intervalos de tempo muito pequenos;

e As evidéncias mostram que este comportamento difusivo ndo pode ser
consequéncia de erros na captacdo das imagens, como sugerido por alguns autores,
pois é sistematicamente acentuado para células em substratos mais adesivos ou
fenotipicamente menos migratérias, como vamos mostrar no que segue;

e Quando existe este regime de flutuacdes para pequenos intervalos de tempo a
velocidade instantdnea n3do é uma grandeza bem definida, e a funcdo de
autocorrelacdo da velocidade apresenta um comportamento diferente do esperado
pelo processo de Langevin para este regime;
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E possivel perceber que o desvio do comportamento esperado pela equagdo de Fiirth
depende do tipo de célula e das configuracdes experimentais e afeta diretamente as
estimativas de velocidade instantanea realizados por diferentes ensaios ou diferentes
laboratérios. Isso significa que a comparagao direta entre as velocidades médias ndo pode ser

utilizada para determinar se um conjunto de células é mais migratdria que outro.

3.3 Proposta para uma Modificagdo na Equagdo de Fiirth

Para descrever melhor os comportamentos observados nos experimentos e incluir o
regime difusivo que a migracdo celular apresenta quando calculamos o MSD para pequenos
intervalos de tempo, vamos propor uma modificacdo na equacdo de Firth (3.9). Esta

modificagcdo pretende

1. propor unidades naturais (redimensionadas) de deslocamento e tempo para
descrever a migracao celular;

2. usar as unidades naturais para colapsar as curvas do MSD em uma Unica
familia de curvas a menos de um Unico parametro, permitindo assim que o
MSD, a velocidade média e as fung¢des de auto-correlacdo de velocidade
sejam compardaveis quando obtidas em experimentos diferentes;

3. analisar a divergéncia na curva das velocidades médias quando o intervalo de
tempo tende a zero, verificando a hipotese de comportamento difusivo para
pequenas escalas de tempo em compara¢ao com a hipdtese de erro de
medicdo;

4. determinar um intervalo de tempo 6timo, para demonstrar os efeitos da
polarizacao interna da célula na direcdo do seu movimento e da persisténcia

na velocidade.

Sugerimos a inclusdo de um parametro S modificando a equacdo de Firth (eq. (3.9))
promovendo um ajuste empirico ao comportamento que observamos nas curvas MSD obtidas

dos experimentos, como segue:

At i}
MSD(AL) = (|A7[?) = 4D (Ts —p(1-e At/P)>, (3.12)

onde o parametro S é adimensional,e 0 < § < 1. Quando S = 0 reobtemos a equagdo de

Farth. Além disso, S pode ser interpretado como a fragao do tempo de persisténcia P na qual
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o comportamento da curva MSD permanece difusivo nos intervalos de tempo pequenos para

entdo mudar para o regime balistico previsto pela equagao original.

difusivo curto  balistico difusivo longo

T
101 Diom
A
?‘_10_1 " inclinagao=1
|
v 1073
/fzﬁnh SP P S=10"
10-5 A .......+ N .......+ MR B

102 10" 10° 10
At

Figura 3.2 — Efeito da modificacdo na equacdo original de Firth.
O grafico mostra a equagdo de Firth modificada para S = 0,1 com os trés regimes: difusivo rapido,
tipo balistico e difusivo lento. Para fins didaticos, plotamos a curva usando P = 1, assim é possivel
identificar as mudangas de regime que ocorrem em At =SP e At =P. Cada regime é
caracterizado por uma constante, respectivamente, Dsqgt, Vesys, € Dgjon - O intervalo de tempo para
cada regime é indicado pelas setas vermelhas (adaptado de Thomas et al. [1]).

Na Figura 3.2 vemos que as curva de MSD descritas pela equacdo (3.12), apresentam

trés regimes e, em cada um deles identificamos alguns parametros importantes [1]:

(1) paraintervalos de tempo pequenos (4t < SP), a curva apresenta um regime difusivo

P . - DS
com uma constante de difusdo efetiva, definida por Dsqer = (iTS)'

(2) para intervalos de tempo intermediarios (SP < At < P), a curva tem um regime

L - . - . 1 |D
balistico, e podemos definir uma velocidade balistica efetiva, como v = L

(3) para intervalos de tempo grandes (At > P), temos o segundo regime difusivo, e a

e . D
constante de difusdo efetiva Dg;,,,, = (14Ts)

. .r: Dfast . N
Podemos identificar que S = ——, e interpretamos este pardmetro como um

slow

excesso de difusdo. Ou seja, se Dsqq; for zero, Dy, fica igual a constante de difusdo D e a
equacdo (3.12) retorna a equacdo original de Flirth, eq. (3.9). Em outras palavras, S define a

duracdo do regime difusivo inicial.
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Quando analisamos a velocidade média obtida pela equacdo de Flrth modificada,

(1a7])
At

vemos que diverge & medida que At chega a zero com inclinacdo —0,5, (v)~At~%5.

Podemos verificar esta relagdo tomando a equacgao (3.12) no limite de intervalos de tempo
pequenos (4t < SP), quando obtemos (|A7|?) = 4D li_SAt (ou {|A7]?) = Dyt At). E este
resultado é importante porque demonstra que a velocidade instantanea ndao pode
considerada uma boa medida para medir mobilidade celular, uma vez que depende do

intervalo de tempo que as medidas experimentais sdo tomadas. Este é exatamente o

comportamento observado na Figura 3.1.

A escala da equagao de Firth modificada fica evidente quando reescrevemos a

equagdo (3.12) dividindo os dois lados por 4DP /(1 — S), como podemos ver:

(|a7]%) At _
CTP) = —(1- S)(1 — e8¢/, (3.13)
1-S

esta equacdo sugere que /4DP /(1 — S) é a escala natural de comprimento para quantificar

o movimento e P é a escala natural de tempo. Assim, podemos reescrever a equagao em

termos de unidades naturais adimensionais definindot =t /Pep =7#/,/4DP/(1 —S), isto

é, o tempo em termos da escala de tempo de persisténcia P e comprimento em termos da

escala de comprimento de persisténcia /4DP/(1 — S):
1817y = At — (1 =) —e™). (3.14)

O redimensionamento que transforma a equacdo (3.12) na equacdo (3.14) ndo afeta
o parametro S porque este ja é adimensional por definicdao. Desta maneira, ficamos com uma
familia de curvas determinadas por S, com 0 < S < 1. Lembrando que é o valor de S que
determina os intervalos de tempo nos quais os trés regimes se aplicam e os coeficientes de

velocidade e difusdao nos regimes apropriados.

A Figura 3.3 mostra o efeito do parametro S na forma da curva descrita pela equacgao
(3.14) quando plotado em escala logaritmica. Especificamente nesta figura as retas com
pontilhados azul, vermelho e verde indicam regime difusivo, enquanto que o pontilhado preto

indica um comportamento balistico.

Quando S = 0 temos a equacdo original de Firth (tracejado preto), com S =1 o
movimento das células é difusivo para qualquer intervalo de tempo At utilizado para o calculo
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do MSD (linha azul), o que impede a determinacdo de um tempo de persisténcia P e de uma
velocidade instantanea. A figura também apresenta as curvas verde (S = 1072) e vermelho
(S = 1071) que mostram os 3 regimes. Dentro desta familia de curvas conseguimos ajustar

todos os dados experimentais que encontramos na literatura.

llll|l|'|1 llllnl'l1 llrl||'|'|1_ T T 11T

-~

1072 10" 10° 10" 102
AT

Figura 3.3 — Familia de curvas da equagdo de Furth modificada obtidas pelo parametro S.
O grafico mostra o efeito do pardmetro S (0 < S < 1) na forma da curva de difusdo. Observamos
o comportamento difusivo para intervalos de tempo pequenos e comportamentos balisticos e
difusivos para intervalos de tempo mais longos. 45 e At s3o, respectivamente, deslocamento e
tempo, ambos redimensionados pela escala de tempo de persisténcia P e escala de comprimento

de persisténcia/4DP/(1 — S). S é o Gnico parametro do modelo e define o escala de tempo da
transicdo do movimento difusivo de curto prazo para o movimento balistico. Note que 4t =1
corresponde ao At = P (adapatado de Thomas et al. [1])

Lembrando que neste tipo de grafico, a inclinacdo da curva indica o regime de
mobilidade, pois estd relacionada ao expoente de difusdo a, onde MSD~At%. Podemos obter
este expoente de difusdo para a equacdo de Flirth modificada da mesma forma que fizemos

para a equacdo sem a modificacdo mostrada na equacao (3.10) como segue:

At (1 -(1- S)e_At/P)
At —P(1—S5) (1 - e‘“/P)'

a(At) = (3.15)

onde este novo a apresenta o regime difusivo pois @ — 1 quando At < SP, além disso, 1 <
a < 2quandoSP < At < Pea — 1 novamente quando At > P com transi¢cdes suaves entre
os regimes. No entanto, se S = 0 esta equacdo retorna a equacao (3.10) original e, caso S —
1 o expoente a — 1 independentemente de At. E reescrevendo em funcdo das varidveis

adimensionais, temos
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At(1— (1= 8)e™7)

(0D = AT a = ey

(3.16)

Além disso, podemos verificar que a VACF obtida como metade da segunda derivada
da MSD para a equacao de Flirth modificada ndo se altera e ndo depende do parametro S,

dada pela equacgao (3.11).

3.4 Protocolo para Ajuste dos Dados de Migragdo Celular

Usando a equacdo (3.12) e a sua segunda derivada em relacdo a At, podemos
determinar D, P e S a partir de dados de trajetdrias experimentais ou simuladas, como segue

(traduzido de Thomas et al. [1]):

a. Calcule o MSD em funcdo do intervalo de tempo a partir das séries de
posicdes da célula obtidas no experimento seguindo a equacgao (1.1);

b. Calcular a segunda derivada numérica da curva MSD experimental;

c. Ajuste os resultados da etapa (b) a curva da VACF da equacdo (3.11) para
determinar os parametros D e P;

d. Com os valores para D e P, ajuste a equacao de Firth modificada dada pela
eq. (3.12) para obter o parametro S.

. 4DP
e. Comosvaloresde D, P e S, podemos calcular o comprimento natural ¢

o tempo natural P para ajustar a equacao normalizada (3.14).

Aplicamos na pratica este protocolo para experimentos de 5 laboratdrios diferentes,
quatro destes resultados estdao resumidos nos graficos da Figura 3.4. Estes graficos mostram
como o procedimento promove 6timos ajustes aos desvios que os dados experimentais
apresentam em relagdo ao previsto para equacao de Firth sem a modificacdo (tracejado
preto). Note que os graficos principais estdo todos na mesma escala e as curvas ajustadas
diferem, apenas, pelo parametro S (ver Tabela 3.1). Finalmente vemos que os graficos insets
apresentam as curvas MSD nas unidades de laboratdrio, e que estas curvas diferem bastante

em escala.

43



Dieterich et al. 2008 Takagi et al. 2008
o Controle o 0Oh
O NHE- g

Wu et al. 2014 5 I Potdar et al. 2009
o 2D P o Controle
o 3D 0 NeuN

At [min]
10° 10 10¢

102 10" 10° 10" 102 102 10" 10° 10" 102
AT AT

Figura 3.4 — Curvas MSD para diferentes células, tratamentos e laboratérios.
Conforme indicado, a figura apresenta curvas para diversas condicée de migracdo celular, todas
ajustadas usando o procedimento indicado no texto e reescalados para unidades adimensionais,
com as curvas MSD nas unidades reais dos experimentos nos insets. Consulte a Tabela 3.1 para
mais detalhes. (adaptado de Thomas et al. [1]).

Encontramos o melhor ajuste entre o MSD experimental e a equacdo de Fiirth
modificada quando usamos os dados dos experimentos de Takagi et al. [11]. Neste
experimento, o intervalo de tempo entre as imagens é 1 s e a duragcdo do experimento é
2400 s. Este alcance de escalas de tempo teve dados suficientes para todos os trés regimes
temporais e o menor valor de S é na ordem de 0,01. Baseados nestes dados concluimos que
uma série de dados experimentais que seja realmente informativa deve tomar imagens com
intervalos entre as imagens < 0,01P e o tempo total de observagao deve ser = 50P, para
explorar todos os trés regimes e permitir uma quantificacao precisa dos trés parametros D, P

e S da equacdo de Flrth modificada.

Os parametros D, P e S ajustados para cada um destes experimentos e as descricdes

dos procedimentos experimentais estdao resumidos na Tabela 3.1:
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Tabela 3.1 - InformagGes detalhadas dos experimentos (adaptado de Thomas et al. [1])

Referéncia Descrigao Raioda  Experimento D P S
Célula (um?/min) (min)
Potdar et al, Linha celular MCF-10A que expressa diferentes 5-10 um Controle 4,63 11,92 0,015
2009 [85]  VersOes do receptor de tirosina promigratorio Her2
/ neu; Culturas 2D em substrato plastico. Intervalo neu-N 2,00 7,50 0,100
de tempo entre as fotos: 0,5 min; tamanhos da
amostra: células neuN-187, células neuT-169. neu-T 437 769 0,080
Metzner et al., Linha celular MDA-MB-231; Culturas 2D em 5-10 um Plastico 2,15 13,41 0,206
2015[89] substratos plésticos e revestidos com fibronectina e
rede de colageno 3D. Intervalo de tempo entre as Fibronectina 6,69 19,41 0,020
fotos: 1 min; tamanhos das amostras: plastico - 177
células, fibronectina - 69 células, colageno - 65 Colageno 1,7 79,11 0,298
células.
Dieterich et al., Linha celular MDCK-F; tipo selvagem e deficiente  5-10 um Controle 8,43 27,60 0,028
2008 [84] em NHE (relevante para a migracéo celular);
Culturas 2D em substrato plastico. Intervalo de NHE- 18,27 41,72 0,028
tempo entre as fotos: 1 min; tamanhos da amostra: (deficiente)
13 células de cada tipo.
Takagi et al.,  Dictyostelium discoideum, preparado no estado 3-5um  Vegetativas 4,78 0,41 0,028
2008 [11] vegetativo. Dados adquiridos 0 he 5,5 h ap6s o (0h)
preparo, na fase de desenvolvimento. Intervalo de
tempo entre as fotos: 1 min; tamanhos da amostra: Famintas
20 células em cada estado. (5,5 h) 123,42 1,51 0,013
Wuetal, Células WT fibrosarcoma HT1080, em uma placa  5-10 um 2D 4,95 1,62 0,200
2014 [87] plana revestida de colageno (2D) e células
incorporadas em uma matriz de colageno (3D).
Intervalo de tempo entre as fotos: 2 min; tamanhos 3D 0,80 9,81 0,169

de amostra: 64 células (2D), 69 células (3D).

Para analisar as medidas de velocidade das células, embora a velocidade instantanea

ndo seja bem definida, podemos utilizar uma aproximacdo da velocidade secante para um

intervalo de tempo finito, §, como

Uu(r,6) =

p(r+8)-p(@®

)

(3.17)

Na Figura 3.5 est3o as curvas de MSD e da velocidade média (|u(z, 6)|) em unidades

adimensionais. Vemos que a velocidade média diverge para intervalos de tempo pequenos,
para o experimento em colageno que tem um S maior (= 0,298) a divergéncia fica mais
evidente (em verde). Como as curvas foram plotadas na mesma escala de At, podemos
facilmente observar que o regime difusivo dado pela inclinacdo da curva MSD para intervalos

de tempo pequenos coincide com a divergéncia na velocidade.
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Figura 3.5 — MSD e velocidade média para experimentos de Metzner et al. [89].

O gréfico apresenta a velocidade média em fungdo de &, juntamente com as curvas MSD

redimensionadas para trés experimentos diferentes. Em tracejado preto temos a equagdo de Fiirth

(S = 0), as linhas continuas sdo os ajustes realizados utilizando o procedimento descrito no texto.

(adaptado de Thomas et al. [1])

A partir desta definicdo vamos analisar a funcdo autocorrelacdo de velocidade
(VACF), porém evitamos o uso da velocidade instantanea, entdo redefinimos a fungao auto-
correlagdo da velocidade por 15(471) definida como:

Ys (A7) = (U(r, ) - u(t + A1, 6))
T/P-At
(3.18)

=<ﬁ f dri(c + Az, 6) - U(z, 6))
0

s detecta correlagdes triviais quando § < At, pois os intervalos usados para calcular U (t, §)

e U(t + At, ) se sobrepdem.

Na Figura 3.6 temos os graficos de Y 5(At) para os 3 conjuntos de dados de Metzner.

As equacdes de Furth originais e modificadas tém segundas derivadas idénticas e preveem o

mesmo VACF (linhas sélidas azuis).

Il ) 4 ' 5
—0—0.06 —o—Exp. - segunda derivada —o—0.05 —o—Exp. - segunda derivada =0 ().03 =0= Exp. - segunda derivada
Fiirth mod. - segunda deriv. 0.26
=o=0.51 —0—0.30

Fiirth mod. - segunda deriv. 0.15 —— Fiirth mod. - segunda deriv.

0.30
—o—0.60

Plastico Fibronectina |

5$=0.020
$=0.199

(@) | d | (b)
107 AT 10° 107
Figura 3.6 — Efeitos do intervalo de tempo nas medidas de autocorrelacdo de velocidade.

As figuras (a), (b) e (c) mostram 5(A47) calculados utilizando diferentes valores de 6 para trés

experimentos, Metzner et al. [89]. (adaptado de Thomas et al. [1])

At 10°
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A Figura 3.6 mostra os valores de s (A7) calculados diretamente das trajetdrias para
diferentes valores de §, e os compara a segundas derivadas da equagdo de Firth apresentada
na eqg. (3.11) e a segunda derivada numérica a partir dos dados experimentais do MSD. Todos
Ys5(AT) concordam com os trés conjuntos experimentais de At > S, indicando um processo
estaciondrio. Para § <At < S, PYs(4t) e a segunda derivada do MSD experimental
diminuem, indicando uma perda de autocorrelagdo da velocidade média, tipico de

comportamento difusivo.

A segunda derivada analitica da equacao (3.9) (mostrada na eq. (3.11)) ndo se ajusta
aos dados experimentais para pequenos intervalos de tempo. Juntos, os comportamentos de
(|u(z,8)|) e Ys(A1) fornecem fortes evidéncias de que a migracdo celular em pequenos
intervalos de tempo difere do comportamento de Fiirth. O comportamento de (|u(z, §)|)
suporta fortemente que a migracao celular é difusiva para pequenas escalas de tempo, e

justifica a proposta de modificagdo empirica como fizemos na equacgao (3.12).

A Figura 3.7 mostra algumas trajetérias experimentais de células em trés
configuracOes experimentais publicadas por Metzner et al. [89]. No primeiro experimento
apresentado as células foram depositadas para migrar livremente sobre um substrato plastico
bidimensional. E possivel observar nas trajetérias que o comportamento das células é
compativel com um movimento difusivo para escalas de tempo pequenas. No segundo
experimento as células foram depositadas sobre um substrato plano recoberto por
fibronectina. Neste caso, os intervalos entre as imagens sao da ordem da escala de tempo SP
obtido para este experimento, consequentemente a maioria das trajetdrias ndo apresenta o
comportamento difusivo esperado para intervalos de tempo pequenos. No ultimo
experimento as células foram depositadas em um substrato tridimensional de colageno e a
figura mostra a proje¢do bidimensional da trajetdria no plano xy, também mostrando o

comportamento difusivo para pequenos intervalos de tempo.
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Figura 3.7 — Trajetdrias dos experimentos de migracdo celular em diferentes substratos.
As trajetorias da figura (a) sdo de células migrando sobre substrato plastico. Em (b) temos as
trajetdrias das células rastejando sobre substrato recoberto por fibronectina. Por ultimo, em (c)
temos as proje¢des 2D das trajetdrias experimentais 3D para células migrando em coldgeno. Os
experimentos foram realizados por Metzner et al. [89] conforme descrito na tabela 3.1 (adaptado
de Thomas et al. [1])

3.5 Por que a Hipotese de Erro de Localizag¢do ndo Funciona?

Como alguns autores sugerem, os desvios observados que este desvio é uma
consequéncia do erro na determinacdo da localizacdo da célula inerente ao procedimento

experimental. Nesse caso, a curva MSD sugerida seria dada por:
MSD = 4D (At — P(1— e~49/7)) + 207 (3.19)

onde o termo adicional 20 é uma constante resultante do erro de localiza¢do que depende
da precisdo do equipamento. Como o deslocamento é estimado a partir de duas medi¢bes de
posicao, independentemente do intervalo de tempo entre estas medi¢des, o erro deveria ser

O mesmo.

Quando analisamos a velocidade média, notamos que ambos os mecanismos de
correcdo para a equacdo de Firth preveem que a velocidade média diverge. No entanto, a
corre¢do com erro de localizagdo prediz que a velocidade média diverge como At~ %, enquanto
o comportamento difusivo rapido (proposto pelo termo adicional que chamamos de equacao

de Fiirth modificada, eq. (3.12)) implica que a velocidade média diverge como At ~%>.

Realizamos este cdlculo para os dados experimentais de Metzner et al. [89] e, como
podemos verificar na Figura 3.8, para o experimento de célula em coldgeno (S = 0,339), a
inclinacdo chega a —0.5, ao contrario do que esperariamos para um erro na tomada dos dados

qgue deveria ser —1.0.
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Figura 3.8 — Efeitos do intervalo de tempo nas medidas de velocidade.
A figura apresenta a aproximacio secante para velocidade renormalizada (|i(z, §)|), em funcdo
do intervalo de tempo & para trés experimentos de Metzner et al. [89]. Notamos que a inclinagdo
para a célula com valor de S maior chega a —0.5, ao contrario do que esperariamos para um erro
na tomada dos dados que deveria ser —1.0. (adaptado de Thomas et al. [1]).

O comportamento esperado pela equagao de Firth, que apresenta um regime de
movimento balistico para intervalos de tempos pequenos, seria que esta média permanecesse
constante quando 6 — 0. Além de analisar a velocidade, utilizamos o mesmo procedimento
de ajuste descrito na se¢do 3.4 (acima) para ajustar as curvas MSD usando as duas equagdes
(3.12) e (3.19) para verificar se a hipdtese do erro de localizagao descreve os dados. Primeiro
determinamos os valores de D e P a partir da segunda derivada numérica dos dados do MSD,

e em seguida ajustamos os dois mecanismos hipotéticos para os desvios da equacado de Fiirth.

Ja vimos nas Figura 3.4 e Figura 3.5 os resultados para a hipdtese de difusdo rapida
pelo ajuste da eq. (3.12). Agora vamos testar a hipdtese da equacdo (3.19) utilizando os
resultados do experimento Controle de Dieterich et al. [84] (conforme Tabela 3.1). Para fazer
esta verificacdo vamos fazer varios ajustes da equacdo (3.19), mas queremos verificar o efeito
dos dados dos menores intervalos de tempo At, ou seja, vamos ignorar sistematicamente os

menores intervalos de tempo e refazer os ajustes da equacao.

. L S N
Esperamos que os termos de corre¢do hipotéticos (202 ou 2D :S) ndo devem

depender do menor intervalo de tempo tomado para realizar o ajuste. Mas, como podemos
verificar na Figura 3.9 a estimativa para 262 aumenta linearmente com o menor intervalo de

tempo tomado, mostrando que a correcdo constante ndo se ajusta adequadamente os dados.

Por outro lado, vemos na Figura 3.10 vemos que o parametro S proposto na eq. (3.12)
é quase insensivel ao menor intervalo de tempo, desde que o intervalo seja curto o suficiente
para cair no regime difusivo rapido (para pequenos intervalos de tempo). Portanto, a nossa
analise apoia a hipdtese de difusdo rapida e rejeita a hipdtese de erro de localizacdo.
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Figura 3.9 — Efeitos do intervalo de tempo assumindo erro de localizagdo.

A figura mostra o procedimento de ajuste da curva MSD para o experimento Controle de Dieterich
et al. [84], assumindo a hipdtese de erro de localizagdo. No painel esquerdo temos as curvas MSD.
Obtivemos D e P a partir de um ajuste da sua segunda derivada. Em seguida, repetimos os ajustes
excluindo os At de 1 a 5 minutos, sucessivamente, e obtivemos as linhas sélidas em cores
diferentes. Calculamos a diferenca entre os dados experimentais e as curvas de ajuste (pontos
coloridos) para obter o termo adicional que, neste caso aumentam com At. No painel direito
verificamos que os valores obtidos para a corre¢do como um erro de localizacdo 20 dependem
do menor At. Esta variacdo nos valores rejeita a hipotese. (adaptado de Thomas et al. [1]).
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Figura 3.10 — Efeitos do intervalo de tempo assumindo corregao difusiva rdpida.
Procedimento de ajuste para dados o experimento de Controle de Dieterich et al. [84], assumindo
corregdo de difusdo rapida. No painel esquerdo temos as curvas MSD. Obtivemos D e P a partir
de um ajuste da sua segunda derivada. Em seguida, repetimos os ajustes excluindo os At de 1 a 5
minutos, sucessivamente, e obtivemos as linhas sdlidas em cores diferentes. Calculamos a
diferenca entre os dados experimentais e as curvas de ajuste (linhas coloridos) para obter o termo
adicional que, neste caso, se sobrepdem. Painel direito vemos que os valores obtidos para o
pardmetro S conforme variamos o menor valor de At, permanecem constantes, o que é
consistente com a hipotese de difusdo rapida. (adaptado de Thomas et al. [1]).
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3.6 Discussoes sobre a Equacgdo de Fiirth Modificada

Os experimentos de migragao celular tipicamente rastreiam as posi¢des dos centros
de massas das células individualmente para obter a curva do MSD em relagdo ao intervalo de
tempo At. No entanto, para comparar os resultados de diferentes experimentos é necessario
reescalar o tempo e as distancias. A modificacdo que propomos na equacdo de Firth (eq.
(3.12)) nos fornece valores adequados para reescalar tempo e distancia para unidades
adimensionais. Ao contrario da equacao de Flirth original, a modificacdo possibilita descrever
o regime difusivo observado para os dados experimentais quando analisamos intervalos de

tempo pequenos.

Muitos autores atribuem este desvio dos dados experimentais da previsao fornecida
pela equacdo de Firth para pequenos intervalos de tempo a erros de medicdo, ou
simplesmente descartam estes dados. Porém este regime difusivo para pequenos intervalos
de tempo nos fornece informagdes sobre os mecanismos subcelulares que geram a
mobilidade celular e determinam o tempo necessdrio para que o lamelipddio se forme, se
dissipe ou se reorganize para desestabilizar a polariza¢do celular responsavel pela migracao
persistente que resulta no regime balistico, e que ainda pode ser fundamental para explicar

mecanismos de migrac¢ao para tipos de células especificos.

Definimos um protocolo que possibilita o ajuste dos dados obtidos por experimentos
de migracdo e concluimos que, para que uma série de dados seja realmente informativa, as
imagens com as posicoes das células devem ser tomadas em intervalos < 0.01P e o tempo
total de observacdo deve ser > 50P, para explorar todos os trés regimes e permitir uma

quantificacdo precisa dos trés parametros D, P e S da equac¢ao de Fiirth modificada.

Além disso, durante o regime difusivo para curtos intervalo de tempo, a velocidade
instantanea ndo é adequadamente definida e medidas de velocidade e da autocorrelacado da
velocidade requerem a definicdo de uma velocidade média (definicdo pela secante). Neste
caso os resultados podem depender do intervalo de tempo § utilizado para calcular esta

velocidade média.

Os resultados apresentados aqui também fornecem a possibilidade de responder um
paradoxo de longa dada em migracdo celular: embora a polarizacdo celular pareca determinar

a direcdo da migracdo celular, demonstrar uma correlagdo entre a velocidade celular e a
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polarizacao celular tem sido dificil. Agora sabemos que, para que essa andlise funcione, a
direcdao do movimento celular e a velocidade média devem ser medidas ao longo de intervalos

detempo S < At < 1, ou seja, no regime intermediario quase-balistico.

Finalmente, apontamos que as trajetdrias obedecem a equagdo modificada de Fiirth
e isso indica que este comportamento emerge de equacdes dindmicas analogas ao problema
de Langevin. Esta possibilidade inspirou uma investigacao especifica sobre a natureza deste
comportamento, e ja tem resultados que estdo sendo preparados para publicacdo por Rita
M.C. de Almeida, Guilherme S. Y. Giardini, Mendeli Vainstein, James A. Glazier e Gilberto L.

Thomas com o titulo Exact solution for the Anisotropic Ornstein-Uhlenbeck Process [90].
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4 Modelos para Simulag¢oes de Migrac¢ao Celular

Desenvolver modelos que simulem comportamentos observados em processos de
mobilidade celular tem por objetivo melhorar a compreensdo sobre a natureza dos
mecanismos envolvidos, suas consequéncias, fundamentos e como podemos abordar casos

clinicos como, por exemplo, células cancerosas invasivas.

4.1 Modelos para Simulag¢do de Mobilidade Celular

Nesta secdo tentarei apresentar um panorama geral de modelos de estudo destes
sistemas. Iniciando por modelos computacionais que consideram mobilidade coletiva, como
BOIDS, Surface Evolver, Potts Celular (Cellular Potts Model — CPM) e Potts Sub-Celular, seus
fundamentos, suas vantagens e desvantagens e como podemos e pretendemos utilizar estes

modelos neste trabalho de doutorado.

4.1.1 Modelo de Animadides

0O modelo de Boids, ou é um modelo de animdides desenvolvido por Reynolds [91]
em 1987 para descrever os comportamentos coletivos observados em movimento de bando
de pdssaros, cardumes ou, até mesmo, de multiddes nas ruas. Um estudo sistematico do
espaco de parametros de um modelo de Boids bidimensional foi apresentado por Vicsek et al.
[92]. O modelo considera um sistema de N particulas e determina que a posi¢3o 7; da i-ésima
particula (i = 1, ..., N) deve variar de acordo com sua interagdo com os individuos ao seu

redor, matematicamente dado por:
7;(t + 1) = 7;(t) + v;At, (4.1)

onde o vetor velocidade 7; tem mddulo constante e sua dire¢cdo depende de uma média sobre
as dire¢des dos vizinhos e um termo de ruido. Simulagdes utilizando este modelo apresentam
surgimento espontaneo de movimentos coordenados [92] e reproduz fenémenos de
segregacao celular quando se implementa a condicdo de velocidades diferenciadas entre os

tipos de individuos [93, 94], como observado experimentalmente [95].
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Simulag¢des de BOIDS Fluorescéncia em Co-Culturas Celulares

Figura 4.1 — Segregacao celular testada pela hipdtese de velocidades diferenciadas.
Na esquerda, dois tipos de células em segregacdo expontdnea utilizando modelo de BOIDS
(adaptada da Ref. [94]); na direita, imagem de fluorescéncia mostrando segregagdo entre dois tipos
de células: em vermelho, PFK (cultura primaria de queratdcito de peixe), e em verde, EPC (linhagem
de queratdcito de peixe) (adaptada da Ref. [95]). Em ambas, simulagGes e experimentos, células
mais velozes sdo envolvidas pelas menos velozes, como um efeito de blindagem.

Apesar de reproduzir muito bem padrdes de comportamento observados em
movimentos coletivos bidimensionais, este modelo ignora efeitos individuais e intracelulares,

o que é desfavordvel para estudos de mobilidade de uma Unica célula.

4.1.2 Surface Evolver

Outro modelo possivel para simulacdes de movimento de células é o modelo de
evolucdo de superficies, implementado em um ambiente computacional chamado de Surface
Evolver [96]. O modelo prossegue a partir de uma condic¢do inicial de superficie com uma
dindmica de minimizacdo de energia usando elementos finitos [97]. O modelo possibilita a
inclusdao de termos de energia que descrevem tensao superficial, gravidade, curvatura média
guadratica, etc. [97], e recentemente apresentou 6timos resultados em simulacbes de

dindmica de ruptura e coalescéncia em espumas [98].

O Surface Evolver tem por principal vantagem a alta resolu¢do no trato de efeitos
locais de superficie e, por apresentar excelentes resultados em simulacdes de dindmica de
sistemas compartimentados, como as espumas [98], demonstra ter grande potencial em ser
utilizado para reproduzir comportamentos da membrana celular que resultam no

deslocamento da célula.
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Por outro lado, este modelo acarreta alto custo computacional, dificultando a
possibilidade de simulagdes de comportamentos coletivos. Além disso, o Surface Evolver

ignora os efeitos internos locais como de alteracdes no citoesqueleto celular.

4.1.3 Modelo Celular de Potts e Modelo GGH

Francgois Graner e James Glazier [99, 100] em 1992 adaptaram o modelo de Potts
[101, 102] para simular fendbmenos de segregacao celular utilizando a hipdtese de adesao
diferenciada e adicionando efeito de conservacdo de volume, caracterizando o que hoje
conhecemos por modelo Celular de Potts (CPM, do inglés Cellular Potts Model). Alguns anos
depois, em 1997, Hogeweg e colaboradores [103, 104] incluiram efeitos de interacdo entre as
células e a concentragdo de quimicos, e conservagao de drea superficial, dando abertura para
novas adaptacdes ao modelo que passou a ser chamado de modelo GGH (Glazier-Graner-

Hogeweg).

Atualmente é muito utilizado em estudos de células e tecidos em diferentes
morfologias e formacdes topoldgicas. Valendo também citar o artigo publicado por Mombach
e colaboradores [105], que em 1993 utilizou 0 modelo CPM para incluir efeitos de crescimento
celular e mitose, sempre que a razdo (area)/(perimetro) alcangava um valor critico,
reproduzindo, com isto, resultados coerentes com experimentos e modelos tedricos,

dependentes da temperatura utilizada na simulacao.
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Figura 4.2 — Programa CompuCell3D® em uma simulagdo com dois tipos de células.
Em destaque, o detalhe da rede quadrada com a interface pixalizada entre duas células (no caso,
a célula de niumero 4 de tipo amarela e a célula 7 de tipo vermelha).

Modelos do tipo CPM podem ser usados para simulacdes de sistemas bioldgicos ou
ndo bioldgicos, como por exemplo, espumas. Um trabalho que realizamos utilizando este
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modelo aplicado a dindmica de espumas molhadas foi publicado na revista Physical Review
Letters, como o titulo: Growth Laws and Self-Similar Growth Regimes of Coarsening Two-
Dimensional Foams: Transition from Dry to Wet Limits [106]. Além deste, também
recomendamos a leitura do trabalho publicado sobre o crescimento de espumas molhadas
em 3D [107] e sobre o crescimento de graos em cristais, ou bolhas em espumas secas [108],

ambos publicados por de Thomas et al., como exemplos de aplicagao de modelos tipo CPM.

O desenvolvimento do software livre CompuCell3D® [106] como um facilitador na
execucdo de simulagbes utilizando este modelo [107], apresenta-se como uma robusta
ferramenta para estudos de biologia de sistemas, por ja acoplar a rede de células e promover
uma boa visualizacdo grafica da simulacdo e analises estatisticas durante a execucdo do

programa (Figura 4.2).

Como estd ilustrado na Figura 4.2, vemos que este modelo supde uma rede, na qual
cada sitio recebe um rétulo s, e um conjunto conexo de sitios de mesmo valor sdo tratados
como uma célula ou um compartimento de uma célula. O nimero de sitios com o mesmo
rétulo define o volume da célula, o que nos permite definir um volume alvo e determinar qual
o tamanho da célula que queremos simular. A interacdo entre as células, ou entre a célula e o
ambiente pode ser ajustado pelas energias de interfaces. Além disso é possivel definir a
interacdo entre a célula e campos quimicos cujas concentra¢des sao definidas por equagdes
de difusdo. De acordo com os conjuntos de parametros escolhido, podemos simular diferentes

comportamentos de células ou de tecidos.

A dindmica da simulacdo segue um processo de minimizacdo de energia com base no
método de Monte Carlo [111]. O programa prop0e trocas locais de spins na rede utilizando a
probabilidade de Boltzmann [se AE < 0, aceita a troca; caso contrario, AE > 0, aceita com
probabilidade exp(—AE/T), onde T funciona como uma temperatura representando
flutuacBes de energia, e a energia E do sistema carrega termos de energia de interface,

conservacao de volume e superficies, afinidade quimica, entre outros, e pode ser escrita como

E = ZZ](T’T,)[l — 55‘51] + leurf(s)[a(s) — at(S)]Z
" (4.2)

+ 2 Lot (S)IV(S) = Vu(S)]2 + Z Aenem(S)C() + -+,
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onde, a soma do primeiro termo é feito sobre todos os sitios s da rede (que pode ser quadrada,
hexagonal ou cubica) e sobre todos seus n-ésimos primeiros vizinhos (s),,; /(z,7") representa
as energias de interface entre células e que depende dos tipos T das células S e S, as quais
pertencem, respectivamente, os sitios s e (s),, da soma; nos préximos termos, as somas sao
feitas sobre todas as células S, e os A’s sdo os multiplicadores de Lagrange que mantém o
volume V(S) e a drea superficial a(S) em torno de seus respectivos valores alvos, V;(S) e
a;(S); também é possivel quantificar a afinidade com agentes bioquimicos que possam estar
presentes com a concentragdo C(7), na posicdo 7 do sitio s, esta afinidade pode ser atrativa

(se Achem (S) < 0) ou repulsiva (se Agpem (S) > 0).

A partir deste modelo e utilizando CompuCell3D®, Alexandre J. Kabla [112],
desenvolveu simula¢des bidimensionais de movimentos coletivos em tecidos aplicando a
hipdtese de velocidades diferenciadas. Suas simulacdes mostraram que é possivel reproduzir
muitos comportamentos coletivos comumente observados in vitro e in vivo, como segregacao
de tecidos, influéncia de células lideres no movimento do grupo e como pode ser necessaria
a emergéncia de movimentos coordenados para promover invasao de tecidos cancerosos em
sistemas onde uma Unica célula é mecanicamente incapaz de invadir. Porém, a complexidade
do sistema ainda requer um modelo para simula¢des do sistema real tridimensional, como

iremos propor a seguir.

E, para movimento individual, Marée e colaboradores [113] acoplaram simulag¢des de
CPM com efeitos de polarizagdao de proteinas intracelulares especificas, envolvidas com
alteragdes no citoesqueleto e consequente propulsdo ao movimento da célula (as Rho
GTPases), a partir da resolucao de equacdes diferenciais acopladas para as devidas rotas de
sinalizacdo. Os resultados mostraram como variacdes na forma da célula altera as zonas de
atividade de Cdc42 e a resposta do lameliopddio a partir de estimulos multiplos, complexos
ou por alteracOes rdpidas nestes estimulos. Também mostraram como alteracdes na forma da
célula alteram as distribui¢cdes das concentracdes das Rho GTPases através do citoplasma. O
ponto negativo deste modelo é o alto custo computacional mesmo para simula¢Oes
bidimensionais, o que imp&e sérias dificuldades para implementacdo em um sistema

tridimensional real ou para simula¢des de migracao coletiva.
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4.1.4 Modelo GGH Sub-Celular

Uma variacdo do CPM é o modelo de Potts Sub-Celular (sCPM) ou, com a
possibilidade de inclusdo e interagdo com potenciais quimicos ou fisicos, pode ser chamado
de modelo GGH Sub-Celular (SCGGH)'. Este modelo consiste em subdividir ou, efetivamente,
pixalizar as células para representar a dinamica de proteinas e de organelas intracelulares
envolvidas nos processos de interesse a serem simulados. A inclusdao de campos de potencial
guimicos ou fisicos pode ser util na representacdo de distribuicGes moleculares intra e
extracelulares. Com esta pixaliza¢do, o conceito de tipo celular, passa a ser interno a célula, e

as energias de contato passam a ser distinguidas entre internas e externas.

Figura 4.3 — Imagem de uma simula¢do de CompuCell3D® com células pixalizadas.
Utilizar a técnica de células pixalizadas possibilita compartimentalizar a célula e reproduzir
comportamentos de polarizagdo que serdo muito Uteis nas simula¢des de migragao celular.

Isto possibilita simular polarizagdo intracelular, bem como eventos locais dentro das
células, tanto na escala de célula individualmente ou em coletivo. Esta possibilidade é
fundamental para reproduzir efeitos de interagdo entre células e entre célula e substrato, pois,
como ja foi discutido no Capitulo 2 sobre A Biomecanica do Movimento Celular, pode-se

distinguir entre diferentes regimes, tanto individuais quanto coletivos.

4.2 Construindo um Modelo de Migrag¢do Celular em Ambiente CC3D
(Nota: Parte deste texto foi adaptado do artigo publicado por Fortuna et al. [2])

Construimos simulacdes de células individuais migrando sobre uma superficie plana
e homogénea, ndo consideramos a modelagem de superficies heterogéneas, a influéncia de
campos quimicos e a migracao através da matriz extracelular 3D. Ao estabelecer este modelo

de simulacdo desejamos que sirva de base para estes, e outros estudos, em trabalhos futuros.

" Idealizada por Julio Belmonte, ex-aluno de mestrado do Laboratdrio de Estruturas Celulares do Instituto de Fisica da UFRGS.
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As aplicacdes na engenharia de tecidos e 6rgdos impdem restricdes adicionais aos
modelos de migracdo de células. Estes modelos devem descrever, além da migracao, a
dinamica das formas e das interacdes entre as células, e as propriedades estruturais que se
adaptam ao contexto da migracdo coletiva em ambientes 3D estruturados. E importante que
cada célula tenha a geometria tridimensional apropriada, um nucleo rigido, a capacidade de

formar lamelipddio e respostas apropriadas a estimulos externos.

Também é importante que o modelo empregue acoplamento intracelular entre
inibicdo global e excitacao local para regular a protrusdao da membrana e possibilitar quebra
espontanea da simetria do lamelipddio e, consequentemente, gerar a polarizacao celular
necessaria para iniciar a migracdo e promover persisténcia no movimento. Esta é uma
condicdo necessdria para que um sistema apresente quebra espontanea de simetria,

conforme demonstrado por Turing [114].

O modelo que construimos foi baseado nestes critérios e, como veremos, a célula
simulada reproduz os estdgios do rastejamento que a célula executa durante a migracao:
protrusao, contragdo e retragdo traseira. Embora o modelo apresente acoplamento entre a
protrusao frontal e a retragdo traseira - uma vez que sao experimentalmente necessarios para
produzir rastreamento celular - nosso objetivo ndao é representar os processos internos de
microescala da célula em detalhes, mas replicar a cinética e a resposta a estimulos externos

de células reais em escalas de tempo curtas e longas.

Para analisar os resultados das simulagdes, utilizamos as ferramentas matematicas
gue construimos no capitulo anterior para analisar os resultados das simulacdes.
Primeiramente, tracamos as trajetdrias e calculamos as curvas do deslocamento quadratico
médio (MSD), entdo comparamos com a equacdo de Firth modificada (eq. (3.12)).
Observamos que os dados obtidos apresentam os trés regimes previstos com bastante
precisdo [1]. Também analisamos os dados de VACF que mostram que as células simuladas
apresentam alteracdo espontanea na direcdo do movimento, produzindo a caminhada

aleatdria persistente que observamos nos dados experimentais [1].

Como ja sabemos, os regimes sao caracterizados por trés parametros bem definidos
(a constante de difusdo D, a escala de tempo de persisténcia P e o coeficiente adimensional

S). Apds o redimensionamento em termos de comprimento e tempo das unidades naturais
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t=t/Pep=7/y2DP/(1—S), veremos que as curvas de MSD das simulagbes colapsam
em uma familia de curvas de um Unico pardmetro S, exatamente como observamos nos

experimentos [1]. Lembrando da definicdo de uma constante de difusdo rdpida efetiva

s P .
Dfqst = (ﬂ), para tempos curtos At < SP, e de uma constante de difusdo lenta efetiva,
1-§

qgue chamamos Dgjpyy = (%) para At > P, conforme ilustrado na Figura 3.2.

Como no movimento Browniano classico, o movimento difusivo de curta escala de
tempo da célula significa que a velocidade instantdanea da célula estd mal definida [1],
necessitando de uma escolha cuidadosa de intervalos de tempo ao estimar a velocidade da
célula no experimento e simula¢do. A Figura 4.4 resume esquematicamente como a equagao
de Firth modificada permite a quantificacdo do regime para intervalos de tempo pequenos,

além dos regimes de tempos médio e longo, aos quais a equacao cldssica de Firth trata.

As 3 escalas do movimento de uma célula

: ‘Movimento de longa escala

%E' \ y caminhante randémico
{Dslow)
Movimento de média escala

%_/ balistico

Movimentos de curta escala
Movimento Browniano
(Diass) Equagao de Fiirth

%’—}

Equacgao de Fiirth Modificada

Figura 4.4 — Esquema dos trés regimes temporais do deslocamento celular.
As equacgles de Flrth classicas e modificadas geram os mesmos comportamentos quando
tomamos intervalos de tempo médios e longos. No entanto, apenas a equacdo de Fiirth modificada
descreve o comportamento difusivo observado para intervalos de tempos pequenos, que é
consequéncia do processo de organizacdo e reorganizacdo da rede de actina no lamelipddio da
célula. Construimos um modelo 3D para o rastejamento de células, que gera espontaneamente
todos os trés regimes temporais da equacdo (3.12). (Adaptado de Fortuna et al. [2])
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A seguir discutimos o comportamento das células bioldgicas que nosso modelo
reproduz e as métricas apropriadas para avaliar o este modelo. Em seguida, descrevemos a
implementacdo deste modelo conceitual para simulacdes em ambiente Compucell3D.

Finalmente, discutiremos os resultados e os limites de validade destas simulagdes.

4.2.1 Modelo Conceitual

Iniciamos representando uma célula como um objeto 3D com 3 compartimentos
internos distintos: nucleo, citoplasmae Tamelipddio (usaremos a fonte do Lucida
console para distinguir objetos de simulac3o de objetos bioldgicos, por exemplo, céluTa
versus célula). A célula existe em um ambiente externo composto por um plano de
substrato 2D, no qual a céluTa rasteja e se move, e em um espago vazio, o meio que
circunda a célula. O compartimento Tamelipddio gera um campo de F-actina que
promove a expansdo do lameTipddio na interface Tamelipddio-meio, criando um

loop de feedback local, resultando em movimento protrusivo da célula.

As restricdes de tamanho, juntamente com as restricGes de energia interfacial em
todos os compartimentos da célula garantem o movimento global de toda a célula na
direcido da expansio do Tamelipodio. As mesmas restricdes no compartimento
Tamel1pddio também atuam como um mecanismo inibidor de longo alcance, restringindo

a extensdo do TameTlipddiodacélula.

4.2.2 Modelo Computacional

Nossas simulagdes da migracdo celular empregam o modelo CP/GGH [115, 116, 117],
implementado no ambiente CompuCell3D (CC3D) [118]. O modelo divide o espago em uma
rede cubica, e a cada sitio da rede 7 = (x,y, z) sera atribuido um rétulo por um ndmero
inteiro a. Definimos uma célula o como o conjunto de sitios de rede que compartilham o
mesmo rétulo a. Outro rétulo, C, identifica os compartimentos internos da céTula: ndcleo
(C=1),citoplasma(C=2)ou lamelipddio (C =3). Quando definimos compartimentos
celulares temos a possibilidade de definir diferentes propriedades biomecanicas para
estas sub-regides da célula [119, 120, 121]. Também definimos substrato e meio com
rétulos o adicionais, no entanto, o substrato tem a caracteristica de ser fixo ao longo da
simulacdo e o me10 n3o tem restricdes de tamanho nem subcompartimentos.
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Atribuimos ao sistema uma energia efetiva que descreve todos os mecanismos
bioldgicos que desejamos incluir em nosso modelo, e que vao reproduzir os comportamentos

migratoérios das células:

E= Einterface + Evotume atvo + EF—actin > (4.3)

onde Eipterrace€ O termo tipico do modelo de Potts que quantifica a energia interfacial da
célula e que reproduz a interacdo mecanica entre a célula e o ambiente ou entre os

compartimentos intracelulares:

Einterface = P ZB(F)](O_(F): C(#);0(v), C(ﬁ)) , (4.4)

onde J(o(7), C(7); 6(¥), C(¥)) é a energia interfacial por superficie do local da rede entre os
locais vizinhos da rede nos locais em 7 e ¥, cujos rétulos s3o o (7)), C(#) e o(¥), C(¥). A soma
acima de v(7) é somada até o 42 vizinho em torno de 7 (32 vizinhos) para reduzir a anisotropia
da rede [122]. Para locais de rede vizinhos que pertencem a mesma célula e
compartimento (o(7) = o(¥) e C(¥) = C(¥)), ] = 0. Em todos os outros casos, definimos
J(a(#),C(#);0(¥),C(¥)) como ferromagnéticos (ou seja, as energias interfaciais sdo
positivas). A escolha correta das hierarquias de energia garante que o citoplasma sempre
envolvao nicleo e o TameT1ipddio permaneca ligado ao citoplasma, substratoe

me1io (veja a Figura 4.4).

O segundo termo no lado direito da equacdo (4.3) restringe o volume de cada

compartimento celular a um valor préximo do seu volume de referéncia:

3
2
Evotume atvo = Z AC(VC - Lglvo) ’ (4.5)
c=1

onde V; é o volume atual do C — ésimo compartimento de céluTas, V& ¢ o volume alvo

do compartimento e A, é a compressibilidade inversa do compartimento.

O ultimo termo na equacdo (4.3), estende a energia efetiva usual de CP/GGH para
descrever as forgas protrusivas que a polimerizacdo da F-actina exerce na borda anterior da
célula. Primeiro, definimos um campo de actina associado ao compartimento

Tamelipodio da célula que obedece a equagio simplificada de reagio-difusdo:

62



IF (7t > >
;: ) = DFVZF(r’ t) + kfonteS(C(x: Y, 1) - 3) - kdecaiF(r' t) ’ (4.6)

em que kronee representa a taxa de nucleagdo e polimerizagdo das fibras de F-actina, que
ocorrem apenas em sitios de rede pertencentes ao compartimento Tamelipddio e que
tocam o substrato; Dr é uma constante de difusdo efetiva para a actina no interior da
célula (ndo modelamos o transporte ativo da F-actina); e o pardmetro kg ..q; representa a
taxa de despolimerizacdo das fibras de F-actina dentro da céTula. Poderiamos ter modelado
a equacgao do campo de actina de varias maneiras, desde que a concentragao do campo de F-

actina se mantenha razoavelmente constante dentro do Tame11ipddio e quase zero fora.

Em seguida, usamos esse campo de F-actina para aplicar uma for¢a ao longo da
borda meio-Tamel1ipddio, favorecendo que os sitios do meio que estejam préximas ao
Tamel1ipodio se transformem em Tamel1ipddio, simulando um efeito de flutuagdo de
membrana que gera uma extensdo direcional no corpo da céluTla. Fazemos isso usando a

seguinte corre¢do na variacao da energia efetiva:

AEp_qctin = Ap-actin[F (D) — F(#)]6(C(#) — 3)6(a(¥) — meio) , (4.7)

onde os deltas de Kronecker § confinam a forga a agir apenas nos sitios de borda entre o

compartimento TameT1ipddio de uma célula e o meio circundante.

Equacdo (4.7) aplica o equivalente a uma for¢ca a membrana na direcdo da tentativa
de copia, com a magnitude — AEp_,.tin/ (distancia da copia), onde a distancia da copia
representa a distancia entre os sitios da rede de origem e da cépia. F(#) é um campo que
representa a concentragdo de F-actina e Ap_,.4in representa a forga por area por unidade
de F-actina. AEp_g4.in aumenta a probabilidade de que um sitio de rede no
Tamel1ipodio da célula substitua um sitio do meio vizinho. A equagdo (4.7) n3o tenta
fornecer uma descricdo mecanicista detalhada da dindmica da rede de F-actina e geracdo de
forca, mas com a assisténcia da equacao (4.6), modela heuristicamente a forca que a rede de

actina exerce na frente da célula durante a protrusao.
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Figura 4.5 — Esquema ilustrando o rastejamento de uma célula simulada.

Na figura, no ponto 1) o campo de actina nos sitios de rede ocupados por TameTipddio,
representado em verde, favorece os sitios de rede do Tame 11 pddio sobrescrevendo os pixels
do meio, aumentando o volume do compartimento lamelipddio e estendendo o
compartimento para a esquerda. Em seguida, no ponto 2) Arestri¢cdo de volume no compartimento
Tamel1ipddio favorece que pixels do citoplasma sobrescrevam os pixels do Tamelipddio,
diminuindo o volume do compartimento lamelipddio e aumentando o volume do
compartimento do citoplasma. Finalmente, a restricio de volume no compartimento do
citoplasma favorece que os pixels do meio sobrescrevam pixels do compartimento
citoplasma, conforme destadado em 3). Juntas, essas trés etapas criam um eixo de polarizacio
que causa uma migracdo da célula na direcdo do compartimento Tamelipddico (para a
esquerda na figura). (Adaptado de Fortuna et al. [2])

O termo AEp_,ctin acoplado a restricdo de volume na equagdo (4.5) e energia
interfacial na equagao (4.4) também aumenta a taxa na qual os sitios de rede do
citoplasma sobrescrevem os locais da rede do Tamelipddio e os pixels do meio
sobrescrevem os pixels do citoplasma na parte traseira da célula, criando um eixo de
polarizacdo que direciona a migracdo celular na direcdo do compartimento
Tamelipddio, como ilustrado na Figura 4.5. Consequentemente, os mecanismos do
modelo também incluem um acoplamento entre a protrusdo frontal da célula e a contracao

traseira.

4.2.3 Dinamica de Monte Carlo para Simulagdes de Migracao Celular

A evolug¢do no modelo CP/GGH é simulada a partir de um processo de Monte Carlo:
primeiro calculamos a energia efetiva da configurac3o atual da rede da célula, obtemos
Einiciar € €m seguida, selecionamos aleatoriamente um par de sitios da rede adjacentes.
Propomos copiar os rétulos g e C do primeiro sobre o segundo sitio da rede e calculamos a
energia efetiva da configuragdo final, apos a troca proposta, e obtemos Ef;pg;. A diferenga

entre as energias efetivas final e inicial AE = Efinq; — Einiciar representa a variagdo de

energia.
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A dindmica segue da seguinte forma:

-Se AE < 0 (ou seja, se a troca proposta representar uma diminui¢ao desta energia

associada a rede) aceitamos a cépia;

- Se AE > 0 (ou seja, se a troca promover um aumento na energia da rede), ainda
. - . A . . .
assim definimos uma probabilidade exp (— T—E) de aceitar a troca, onde Ty € uma amplitude
B

de flutuacdo do tipo Boltzmann (este termo estd associado a amplitude do termo de ruido nas

equacOes de Langevin e Flrth).

Nesta dindmica, a configuracdao pode mudar apenas se os sitios vizinhos selecionados
tiverem rotulos diferentes o e/ou C. O tempo de simulagdo é contado a partir da unidade de
tempo natural da simulagdo, o Monte Carlo Step (MCS) e consiste em N = L, * Ly, * L,
escolhas e tentativas de copia, onde Ly, Ly, L, sdo as dimensdes x, y e z da rede, em unidades
de (sitios da rede)'/3. Basicamente 1 MCS o nimero de tentativas equivalente ao nimero

de sitios na rede da simulacgdo.

4.2.4 Construindo o Ambiente Virtual para Simulagdes de Células Rastejando

Para simular o rastejamento de uma célula, nossas simula¢des usam uma rede 3D
com condi¢des de contorno periddicas, de tamanho (Lx, Ly,LZ), definidas em unidades do

raio da célula (Re¢ruia), com L, = 2.1Rc¢pyq € Ly = Ly € [8Regpuiar 14R cétuial-

Inicialmente, a célula é composta por dois compartimentos, citoplasma e
nucleo, sem Tamelipddio. Um Tamelipddio acabard se formando devido ao contato
da célula com o substrato: apds cada passo de Monte Carlo, cada pixel do

citoplasma que toca o substrato tem uma probabilidade de se transformar em

. Loy , % L.

Tame11ipodio proporcional a (1 - Va—f,,o) Este termo é importante apenas se o volume V;
3

do Tame11 pddi o for muito diferente do seu valor alvo V&7, ou seja, nos primeiros tempos

de uma simulacdo, quando o Tamel1ipddio estiver sendo criado. Para detalhes completos

sobre a simulacdo CompuCell3D e as condi¢Bes iniciais, consulte o Anexo 1 aonde

descrevemos o passo a passo para a implementacao e dos cddigos de uma simulagao.
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Os volumes alvo, juntamente com a compressibilidade inversa de cada
compartimento, permitem que a célula se mova, preservando os volumes relativos de cada

compartimento dentro de uma pequena variacdo de menos de 1% de seus valores alvo [9].

Escolhemos as energias interfaciais entre os compartimentos celulares para
garantir que os locais da rede que compdem uma célula ocupem uma regido conectada da
rede. O compartimento do nUc1eo possui alta energia interfacial, tanto com o mei o quanto
com o substrato, garantindo que ele permaneca cercado pelo citoplasma. O
Tame11ipodio se liga mais fortemente ao substrato do que o citoplasma se liga ao
substrato, para replicar a observacio experimental de que a borda anterior de uma célula
gue migra em um substrato adere mais fortemente ao substrato do que a borda posterior
adere ao substrato [123, 124]. A tabela A1, no Anexo 1, mostra os valores dos parametros de

simulacdo de referéncia, que sdo fixos nas presentes simulagdes.

Para um dado raio de célula R ¢jy14, definimos o volume alvo da céTula como

4T ~ e . .
Vc‘éll’;olaz(?)Rgélula. As fragdes volumétricas dos compartimentos do nucleo e

. N Valvo Valvo . N .
Tamelipodio sdo ¢p,, = —=— e ¢, = ———. Nossas simulacdes exploraram os intervalos
Veslula Veélula

de pardmetros: 0,05 < ¢; < 0,3, 0 < Ap_gerin < 250 e 10(sitios da rede)*’?® < R sjuia <

20(sitios da rede)'/3.

A Figura 4.6 mostra o comportamento tipico de migracdo de células para um
conjunto tipico de pardmetros. Uma célula suspensa no meio é simétrica, carece de um
Tamel1ipodio e ndo migra (A, A', A"). Quando o citoplasma celular (cinza)tocao
substrato, forma-seum lamelipddio (verde)aproximadamente simétrico e se espalha
sobre o substrato, formando um halo circular em torno do citoplasma (B, B', B").
Instabilidade no feedback entre a equacdo da rea¢do-difusdo da F-actina, equacio (4.6) e
protrusdo da membrana devido & equacdo (4.7) faz com que o lamelipodio perca
espontaneamente sua simetria circular e vdrias protrusGes incipientes competem para

arrastar o centro de massa da célula (C, C', C") no plano xy.
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Figura 4.6 — Inicio da simulacdo de uma célula simulada em ambiente CC3D.

A célula, inicialmente n3o polar e suspensa que entra em contato com um substrato e
desenvolve polarizacdo na direcdo do movimento com o Citoplasma em violeta,
Tameliopodioem verde e ndc1eo em amarelo. A: CéTuTa inicial ndo mével e simétrica sem
Tamelipddio; B: CéluTa ndo mével com Tame11pddio simétrico; C: a competicdo entre os
lados leva a quebra de simetria; D: A selegdo de um lado dominante leva a um movimento
persistente na direcio que aponta do nlicleo para o centro de massa do TameTlipddio. A
célula alterna intermitentemente entre os estados C e D, mudando de direc3o a cada ciclo.
Pontos de vista: A, B, C, D: vista superior; A', B, C', D": visdo 3/4; A", B", C", D": secdo transversal.
(Adaptado de Fortuna et al. [2])

O feedback positivo entre o movimento celular e a dindmica da F-actina
reforca a assimetria, selecionando uma protrusdo principal, e a célula desenvolve uma
morfologia cldssica de migrac3o (D, D', D"). De tempos em tempos, o Tamel1ipddio pode
se dividir, retornando a morfologia das protrusdes incipientes concorrentes vistas em (C, C',
C"); quando uma seg¢do do Tamelipddio vence, a célula comega a se mover em uma

nova direcdo.

Como em experimentos, o 1amelipddio (verde) é muito mais fino que o resto da
célula. Secdes sagitais (A", B", C", D") mostram o nucleo celular (amarelo)

incorporado no citoplasma.

4.3 Resultados das Simulagoes de Migragdo Celular

A Figura 4.7 mostra o deslocamento total da célula de sua posicdo inicial apds
10° MCS em func¢do de Ap_gcring Para 4 valores de ¢; e 3 valores de R s,4- A dependéncia
de Ap_gcting € S€eMpre qualitativamente a mesma: para pequenos Ag_,cting, © deslocamento

total da célula pode ser menor que o didametro da célula (2R ¢14); POrtanto, o movimento
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do centro de massa da célula permanece no regime difusivo de intervalos de tempo
pequenos e o grafico de log-log do MSD mostra uma linha reta com a inclinagao 1.

Classificamos as células com esses comportamentos como n3o-maveis.

Para pequena fracdo volumétrica de Tamelipodio ¢;, o Tamelipddio nunca
atinge uma configuracdo simétrica pois ndo tem volume suficiente para contornara célula,
favorecendo a mobilidade celular. No entanto, para ¢; pequeno mas com Ap_gcting

grande, o Tame11pddio pode se desprender do resto da célula e a migracdo acaba.

ara uma fracao maior do volume i podi , @ migracao reguer que
P frac d I Tamelipodio ¢, grag q q
Ar_actin S€j@ Maior que um valor minimo. Para Ag_,cting fiXo, aumentar ¢; diminui o tempo

de persisténcia do movimento celular, de modo que as trajetdrias s3o mais tortuosas.
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Figura 4.7 — Graficos de deslocamento médio para diferentes parametros de simulagdes.
Deslocamentos médios medidos ap6s 10°> MCS em unidades de R 4;,;4- Para valores pequenos de

Ap—acting @ Célula mal se move. Os simbolos e barras mostram médias e erros padrdo para 5 réplicas
por conjunto de parametros. (Adaptado de Fortuna et al. [2])

A Figura 4.8 mostra configuracdes de amostra e conjuntos de 10 trajetdrias cada uma
para células com R epq = 15(sitios da rede)!/?, para uma faixa de valores de Ap_gcring (3
forca que cada unidade de Tame11ipddio gera) e ¢, (a fragdo do volume TameTlipddio).
A cor de fundo é ciano para células n3o mdveis, cinza para células em migracdo e

vermelho claro para simulacdes em que o compartimento lameTlipddio da célula se
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desprende do compartimento do citoplasma. Os pardmetros determinam o tempo de

persisténcia do movimento celular.

Para cada par de parametros, o MSD das células se ajusta a equacdo de Fiirth
modificada, equacdo (3.12), com um conjunto Unico de S, P e D. As figuras de apoio Al e A2

no Anexo 1 mostram resultados equivalentes para R.gy4 = 10 e 20 (sitios da rede)'/3.
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L) 1 LJ T LJ 1 Ll L L L] . Al ] L)  } = Al
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Figura 4.8 — Trajetdrias obtidas por simulages para diferentes valores de ¢; e Ap_qctina-
Trajetdrias e morfologias de algumas células selecionadas. Cada painel mostra 10 trajetdrias de

células para 10° MCS de simulagdo, com R4, = 15(sitios da rede)'/3. Os eixos mostram

as posigdes x e y medidas em relagdo ao centro da rede celular em unidades de R4, A cor de
fundo indica confinamento (ciano), migracdo persistente (cinza) e descolamento do
TameTipodio (vermelho claro). Maiores Ap_geting € Menores ¢, aumentam a motilidade
celular. Quando Ap_,.ing € Muito pequeno, o Tamel1ipddio permanece simétricoea célula
ndo migra, enquanto que para ¢, muito pequeno, o 1amel1ipddi o n3o é suficiente para conduzir
a migracdo celular (ndo mostrado). (adaptado de Fortuna et al. [2])

A Figura 4.9 mostra MSD redimensionado em relacao a diferentes intervalos de
tempo (a escala obtida ajustando-se para D e P e S na equacdo (3.12)) para uma variedade de
regimes de parametros (tabela A2 do Anexo 2) mostrando que todas as trajetdrias colapsam
em uma familia de curvas caracterizada por um Unico parametro S.

69



Os MSDs obtidos pelas simulacdes concordam com a equacgao de Firth modificada
e, portanto, com os dados experimentais [1]. As inser¢Oes apresentam as curvas MSD em
unidades naturais, como definidas na equacdo (3.9). As figuras A3 e A4 no Anexo 2, mostram

resultados equivalentes para R 4,4 = 10 e 20 (sitios da rede)'/3.
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Figura 4.9 — MSD ({|A3|?)) obtido pelas simulacdes para diferentes valores de ¢; e Ap_gctina-
Graficos em uma escala log-log, redimensionada, com média de 5 execucgBes. As inser¢des
apresentam os mesmos dados com o comprimento indicado em multiplos de raio de céTula e
MCS. Observe que todas as curvas de simulagdo redimensionadas colapsam na mesma familia de
curvas de um parametro dado por S, como publicamos em Thomas et al. [1]. (Adaptado de Fortuna
et al. [2])

Diferentes processos biomecanicos podem produzir curvas MSD idénticas [84, 10]. A
comparacao entre as autocorrelacdes temporais da velocidade pode, em principio, resolver
algumas dessas redundancias. A funcdo auto-correlacdo de velocidade (VACF) é definida pela
equacao (1.2). Lembrando que, para uma caminhada aleatdria persistente classica no estado
estaciondrio, VACF é uma medida util que pode ser obtida tomando a segunda derivada da

curva MSD.
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Figura 4.10 — Velocidade média (|1i(t, §)|) e da autocorrelagdo 5 (A7) nas simulacdes.
O painel mostra os gréficos para as simulagdes com R ¢, = 15(sitios da rede) /3, Adp_geting =
150,175e 200 e ¢; = 0,10. No painel superior esquerdo temos uma composicdo com a
velocidade média (|1i(7, §)|) em func3o de §, juntamente com curvas MSD (em fung3o de A7) para
trés valores diferentes de Ap_,cting- NOS outros painéis temos as médias de 15 (A1), em fungdo de
At para diferentes valores de §, para os mesmos dados. Em todos os painéis, a linha tracejada de
oliva corresponde ao modelo original da Fiirth. (Adaptado de Fortuna et al. [2])

No entanto, quando o movimento em intervalos de tempo pequenos é difusivo, a

velocidade instantanea ndo estd bem definida [1], e devemos usar uma velocidade média

p(t+8)-p(r)

calculada pela aproximacdo secante, como (7, 8) = 5

em unidades naturais. E, a

partir de 1(t,8), podemos definir uma fun¢do de auto-correlacdo da velocidade média
Ys(4t1), conforme apresentamos na equacdo (3.18). A fun¢do s detecta correlagdes
artificiais quando & = At pois, nesse caso, os intervalos usados para calcular 1(t,6) e

Uu(t + A1, 8) se sobrepdem.

A Figura 4.10, no painel superior esquerdo, apresenta a média do médulo das
velocidades (|ui(z, §)]), calculada levando-se em conta todos os pontos de trajetéria e para
diferentes execugdes, para simulagdes com R g4 = 15(sitios da rede)/?, ¢, = 0,10 e

Afp—qcting = 150, 175 e 200 em fungdo de &:(|u(t, §)|) ndo converge para um valor finito
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como § — 0, devido ao comportamento difusivo das céTulas em pequenos intervalos de
tempo. Tragcamos os MSDs correspondentes juntos para enfatizar a existéncia dos trés
regimes cinéticos. Os outros trés painéis apresentam 5(47) versus At para diferentes
valores de & correspondentes as simulagdes com R g4 = 15(sitios darede)/? e ¢, =

0,10 e Ap_g4cting conforme indicado. Mostramos dados apenas para § < At.

A equacao de Firth modificada, ajustada para esses dados de simulagao, resulta nos
valores de S conforme indicado nos painéis da figura. Para At > S, todas as curvas
redimensionadas sdo idénticas. Para At < S, a segunda derivada da equacdo de Firth
modificada ndo descreve a diminui¢cdo observada em 15(47). Isso ocorre devido a precisdo
finita na estimativa da velocidade média das células: para § pequeno, o deslocamento nao
correlacionado na direcdo perpendicular de polarizacdo domina, em compara¢do com o
deslocamento correlacionado paralelo a polarizagdo. Discutiremos mais sobre o conceito de

polarizagao no que segue.

Ao calcular Y5(At) para § pequena e precisdo finita, a contribuicdo da componente
de correlagdo da dinamica de Langevin é eventualmente perdida, resultando que Ys5(471)
diminui a medida que At diminui (desde que seja maior que §). Assim, para d < AT < S, a
segunda derivada da equacgao original de Fiirth mede a auto-correlagao entre os componentes
da velocidade na dire¢do do deslocamento persistente, enquanto o 5(4t) obtido
numericamente mede os componentes de correlacgdo de um movimento Browniano, e que vai
para zero quando 4t — 0. Anteriormente vimos que trajetérias celulares experimentais

mostram comportamentos idénticos.

4.3.1 Movimento Paralelo e Perpendicular ao Eixo de Polarizagao

Durante o processo de rastejamento o citoesqueleto de actina apresenta uma
polarizacdo direcional, sempre empurrando a membrana celular forcando-a de dentro pra
fora e fazendo o lamelipddio se estender, o que gera polarizacao back-to-front o que faz com
gue a célula se avance com o nucleo na parte posterior. Apesar deste fendtipo tipico do
movimento, as forcas geradas pela polimerizacdo da F-actina dentro do lamelipddio

continuam sendo consequéncia de processos estocasticos.
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Sabendo disso, entendemos que o movimento da célula esta totalmente sujeito as
flutuagdes estocasticas em consequéncia da polimerizagao da F-actina nas laterais da célula,
guando analisamos intervalos de tempo muito pequenos. Como um efeito Browniano que
atua no eixo perpendicular ao eixo principal do movimento, que pode ser analisado como um
processo de Wiener, no qual a velocidade instantanea diverge. Enquanto isso, no eixo
principal da polarizacdo da célula, o movimento segue uma dinamica de Langevin e a

velocidade instantanea é bem definida.

Em outras palavras, para um dado intervalo de tempo infinitesimal dt, durante o qual
o eixo de polarizagdao permanece constante, o deslocamento da célula pode ser escrito como
dr = d7 + d7,, onde d7j e d7’, sdo os deslocamentos paralelos e ortogonais a dire¢do da
polarizacao, respectivamente. O deslocamento durante um intervalo de tempo finito é a soma
de uma sucessao destes deslocamentos infinitesimais, e que sdo ajustados conforme a dire¢ado

da polarizagao muda.

A média ao longo do tempo e as diferentes realizacdes desse processo resultam em
um deslocamento do quadrado médio dado por:

2)+<Ud?l -Uda

onde o primeiro termo no lado direito fornece a equacao original de Firth, pois nessa direcdo

(71 = | a7 Y2 o ) 48)

a célula segue um processo de Langevin. Por outro lado, na dire¢cdo perpendicular ao eixo de
polarizacdo, o processo de Wiener gera o segundo termo no lado direito da equacao (4.8), que
é proporcional a At e o terceiro termo desaparece, conforme é demonstrado no artigo que
estd sendo produzido por Rita M. C. de Almeida, Guilherme S. Y. Giardini, Mendeli Vainstein,
James A. Glazier e Gilberto L. Thomas com o titulo Exact solution for the Anisotropic Ornstein-

Uhlenbeck Process [90].

4.4 Discussoes sobre os Resultados das Simulag¢oes

A validacdo de qualquer resultado de simulacdo uma comparac¢do entre os dados da
simulacdo e os dados experimentais. Em experimentos de migracdao celular, rastrear as
posicdes do centro de massa ou do centro geométrico das células individuais e tracar o

deslocamento ao quadrado médio versus o intervalo de tempo é uma medida padrao.
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Figura 4.11 — Correlagdo entre S e D obtidos para simulagées com diferentes parametros.
O colapso dos dados em uma Unica curva sugere que o regime difusivo rapido decorre das
flutuagbes da membrana. No grafico (a) notamos o efeito do tamanho da célula simulada em
valores de R 414, Mas que pode ser ajustado com grande concordancia, conforme sugerido pelo
grafico (d). (adaptado de Fortuna et al. [2])

A equacdo cldssica de Fiirth permite esta comparac¢ao direta entre experimentos e
simulag®es, mas exclui o movimento difusivo para intervalos de tempos muito pequenos, pois
ficam fora do alcance geralmente observado nos experimentos. No entanto, o movimento
difusivo de intervalos de tempos pequenos pode surgir dos mecanismos biomecanicos
fundamentais que geram o movimento celular e afetam o tempo que um lamelipddio leva
para formar, dissipar ou reorganizar. De fato, a Figura 4.11 apoia fortemente essa hipdtese:
plotamos S versus D na Figura 4.11a, onde medimos D em unidades de RZ;,;,/MCS,

conforme os dados listado na tabela A2 do Anexo 2.

O fato de os dados se ajustarem tdo bem em uma unica curva significa que Dyqq; €

constante para um determinado valor de R &y14- Ajustamos os pontos com a fungao S =

Dfast

D usando o valor médio de Dy para simulagdes com 0 mesmo R ¢y q- A Figura 4.11b
fast

(sitios da rede)?/3
MCS

mostra S versus D, mas para D dado em unidades de . A Figura 4.11c, em
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(sitios da rede)?/3
MCS

seguida, plota os valores da média Df4g; €m unidades de e mostra que

Dfast(Rcélula)~RC_ézlula. Usando essa relagao para redimensionar o eixo das abscissas na
Figura 4.11d, observamos que os dados sao recolhidos na mesma curva para todos os valores

de Rcélula-

As Figura 4.11 mostram que o termo adicional na curva MSD devido a difusdo em
intervalos de tempo curto depende linearmente do nimero de sitios na superficie da célula o
que sugere que este é um termo estocastico devido a flutuagdes da superficie celular.
Experimentos também mostram uma correlacdo entre S e D [1], embora mais fraca. Todas as
simulagdes usaram o mesmo valor de Tg, 0 parametro de simulagdo que controla as flutuagdes
no modelo CP/GGH. Nao esperariamos que células reais de diferentes tipos tivessem a mesma

amplitude de flutuacdo da membrana, o que poderia explicar esta divergéncia.
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Figura 4.12 — Deslocamento da céTuTa como uma fung3o da Polarizagdo celular.
Deslocamento calculado em unidades de raio celular para At < S (pontos pretos, painel
inferior direito), S < 4t < 1 (pontos azuis, verdes e vermelhos, painel esquerdo) e At > 1 (pontos
cianos, superior painel direito) como uma fungdo da polarizacdo celular para uma simulacio
executada com R ¢uiq = 15, ¢; = 0,10 e Ap_gctina = 175. (adaptado de Fortuna et al. [2])

A Figura 4.12 mostra os moédulos de deslocamento |p(t + At) — p(7)| para T
diferente para uma corrida de simulacdo, calculada usando diferentes valores de At, em
funcao da polarizacao celular, aqui definida como a distancia entre o lamelipddio e os centros

de massa do nucleo, medidos no inicio do intervalo de tempo. Para At < S, no regime difusivo
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de curto, deslocamento e polarizacdo ndo sdo correlacionados (pontos pretos na Figura 4.12
painel inferior direito). Para S < 4t < 1, no regime balistico, o deslocamento e a polariza¢do
se correlacionam (Figura 4.12, painel esquerdo). Para At > 1, o regime difuso longo,
esperamos que a direcao da polarizagdo da célula mude ao longo dos intervalos de A4rt,

reduzindo a correlagdo na velocidade (média).

Em resumo, nossa simulagdo de rastejamento de células apresentam polarizagdo
espontanea, migracdo persistente e perda intermitente e reorganizacdo do lamelipddio

celular, tipicas de células que rastejam in vitro em um substrato plano e homogéneo.

Os resultados concordam com os MSDs produzidos pela equagdo de Firth
modificada (equacdo (3.12)) e, consequentemente, com quaisquer medicdes experimentais

da mobilidade para uma grande variedade de tipos de células que se ajustam a esta equacao.

A equagado de Furth modificada adiciona uma corregao difusiva para intervalos de
tempo pequenos a equacao de Firth original. J& mostramos que os dados experimentais
concordam com essa correcdo e que nao resultam de erros na medicao da posicao [1], como
sugerido algumas vezes na literatura [13, 14]. No entanto, testamos nossas simula¢des para
erros de localizacdo como uma explicacdo alternativa para difusdo em pequenos intervalos de
tempo, mas descartamos essa possibilidade: erros de localizagdo produziriam desvios em

pouco tempo MSD varias ordens de magnitude menores [2].

Os tempos de execucdo para as simulacdes sdo aproximadamente proporcionais ao
numero de locais da rede de simulagdo N = L, * L,, * L,, que €, por construgdo, proporcional
a R, € aproximadamente independente de Ar_qcring € @;. A figura A5 de suporte mostra
os tempos de execugao para simulagées com Ag_,ctina = 150 e ¢; = 0,05 e 0,10 executadas
em uma CPU Intel i7-3770K. Para uma célula com Rgjyq = 15(sitios da rede)'/3, uma
simulac3o tipica de migracdo de duracdo 10° MCS leva, aproximadamente, 200 minutos. Ou
seja, as simulac¢Oes sdo rapidas o suficiente para serem usadas em simulacdes de 6rgdos e

tecidos com grande niumero de células.
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5 Conclusoes e Perspectivas

Neste trabalho apresentamos uma abordagem tedrica e computacional sobre o
processo de migracdo celular. Identificamos uma deficiéncia importante na teoria candnica
que ndo descrevia o movimento aleatério que as células realizam para intervalos de tempo
pequenos e propusemos uma modificacdo empirica para o modelo que se ajusta muito bem

aos dados experimentais e de simulagdes.

A modificacdo proposta para a equacao de Fiirth mostra que o regime difusivo para
tempos curtos é uma caracteristica importante e relevante do comportamento das células. A
equacdo modificada apresenta trés regimes distintos: difusivo curto, quase-balistico e difusivo
longo; esta equacgdo pode ser renormalizadas em termos de parametros adimensionais. A
existéncia do regime difusivo curto mostra que a velocidade média das células diverge quando
o intervalo de tempo tende a zero, e que medir a velocidade das células ndo é uma medida

adequada para ser utilizada em comparacgao entre diferentes experimentos.

Foi apresentado um protocolo para o ajuste das curvas de MSD obtidas
experimentalmente, ou de simulacdes, a equacdo modificada de Firth, e posterior
renormalizacdo para a forma adimensional da equacdo, o que possibilita a comparacdo entre
os resultados de diferentes experimentos ou simulagdes apenas por um parametro

adimensional S.

As simulacdes realizadas a partir do modelo computacional em ambiente virtual
CompuCell3D, diferente de outros modelos na literatura, é tridimensional e simula o
comportamento de uma célula composta pelas organelas intracelulares que estdo envolvidas
na biomecanica do movimento celular. O processo de quebra de simetria que permite que a
célula comece a migrar de forma persistente, acontece espontaneamente, de forma muito
similar ao observado no sistema real. As simula¢des apresentaram baixo custo computacional,

e ja estdo sendo adaptadas para simula¢cdes de movimento coletivo de células.

Apresentamos todas as etapas necessarias para a implementacao de simulagdes de
mobilidade celular em ambiente CompuCell3D, o que possibilita que qualquer pessoa

interessada implemente sua propria simulagao de mobilidade celular.
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A existéncia do regime difusivo curto fornece informagdes quantitativas sobre os
mecanismos subcelulares que desestabilizam a polarizagdo celular responsavel pelo regime
balistico e, portanto, podem ser criticos para explicar o mecanismo de migracdo celular em
um experimento especifico. A Figura 5.1 ilustra os centro de massas dos compartimentos em
uma vista de cima e em um corte transversal, para duas situacdes: A) célula sem polarizacao,
a projegdes dos centros de massas se sobrepdem; e, B) célula polarizada durante a migracao,

com uma nitida separacdo entre as projecdes dos centros de massas.

e 3 ' \-

A (,-' ":\I B'
2

gt L, - 8. e 1

Figura 5.1 — Posi¢des dos centros de massas de célula ndo-polarizadas e polarizadas.

As imagens foram obtidas por células simuladas em CompucCell3D. As figuras A e A' representam
uma célula cuja simetria espacial ndo foi quebrada e a projegao das posi¢cdes dos centros de massas
sobre o plano do substrato sdo praticamente as mesmas para nucleo, citoplasma e lameliopddio.
B e B 'representam uma célula com a simetria espacial quebrada. As cruzes localizam o centro de
massa do nucleo, citoplasma e lamelipddio e vemos como as projecGes ndo coincidem e que o
nucleo fica na parte posterior, uma vez que a migragao acontece a partir do lamelipddio puxando
a célula. (adaptado de Thomas et al. [125])

5.1 Perspectivas

Os resultados das simulacdes indicam a existéncia de uma correlacdo entre a
polarizacao da célula e o seu deslocamento futuro. Sabemos que a polarizacdo desempenha
um papel fundamental na migracdo celular, tanto no que diz respeito ao movimento de uma
célula sobre um substrato plano, quanto as células que se movem coletivamente em um
tecido. De fato, a polarizacdo é importante em todo modelo de matéria ativa [126, 76], pois a
atividade das particulas necessariamente quebra a simetria espacial. Embora existam muitas
definicGes diferentes de polarizacdo, como a relativa ao eixo basal-apical nos tecidos epiteliais,
neste trabalho nos concentramos na polarizacao celular relacionada a back-to-front associada

a migragdo de células eucariontes.

78



A polarizacdo durante a migracdo celular é uma consequéncia da organizacao
biolégica dentro da célula e, portanto, pode ser tomada como uma possivel indicagdo sobre o
movimento celular. De fato, Maiuri et al. mostraram que existe um acoplamento universal
entre velocidade e polarizagao (vamos chamar UCSP, do inglés Universal Coupling between
Speed and Polarization [127]), de modo que polarizacdo e velocidade estdo correlacionadas.
O conceito de UCSP baseia-se no fato de que a velocidade e a persisténcia das células
dependem da estabilidade e da rotatividade continua dos filamentos de actina no lamelipddio
[128, 129]. Nesse caso, deve haver uma relagao entre a polarizagdo celular e as medidas

cinéticas, como curvas MSD ou func¢des de autocorrelagao de velocidade (VACF).

Para verificar o comportamento das medidas de polarizacdo devemos comparar com
as medidas de velocidade, porém, como ja demonstramos, a medida de velocidade depende
do intervalo de tempo. Assim, precisamos estimar a correlacdo entre esses vetores
polarizagao e o deslocamento celular para diferentes intervalos de tempo. No entanto, para
intervalos de tempo muito pequenos (menores que SP), os deslocamentos sdo dominados
por flutuacdes aleatdrias na direcao perpendicular a polarizacdo da célula [1, 2, 90] e para
intervalos de tempo muito grandes, maiores que o tempo de persisténcia P, o deslocamento

também pode se descorrelacionar com a polarizagao celular.

Isso significa que, para avaliar o desempenho da polarizagao celular como preditores
de deslocamento celular, devemos primeiro escolher um intervalo de tempo adequado.
Definiremos como At:im, O intervalo de tempo étimo para obter o deslocamento celular que

tenha a maior correlagdo com a polarizacdo celular. Podemos fazer uma estimativa tedrica de

teorico
AT()timo

analisando qual é o At no qual a temos a maior inclinagdo na curva log-log (|Ag|?)
versus At. Ou seja, a partir da equacdo (3.16) para o expoente de difusdo a, vamos
encontramos o valor maximo 4;imo que indica a situagao na qual o movimento esta mais
proximo do balistico, quando a definicdo de velocidade é mais coerente. Nossa hipdtese é de
gue o deslocamento e a polarizacao das células apresentam uma correlagdo maxima para este
intervalo de tempo nesse intervalo de tempo Atyimo que corresponde ao maximo valor de «,

guando o regime de mobilidade estd mais préximo de ser balistico.
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ANEXO 1

PROJETO COMPUCELL3D PARA REPLICAR OS RESULTADOS APRESENTADOS
(traduzido do artigo Fortuna et al. [2])
Discussdo geral dos arquivos e seus contetdos para executar o projeto de simulagdo

A capacidade de replicar os resultados da simulacdo é um objetivo central de
melhores praticas no que se refere o desenvolvimento de modelos numeéricos. O
CompuCell3D permite simulacdo e execu¢do de modelos compactos, tornando pratica a
publicacdo de modelos replicdveis. Este suplemento contém o cddigo e as instrucdes para
replicacdo de todas as simula¢des apresentadas neste documento. Observe que as simulagdes
sdo estocasticas, de modo que os resultados de instancias individuais de simulacdes serao
diferentes. No entanto, conjuntos de simulagdes para os mesmos conjuntos de parametros

devem reproduzir os resultados, que apresentamos neste artigo.

O CompucCell3D (CC3D) é uma estrutura de modelagem de cddigo aberto, executada
na maioria dos sistemas operacionais PC, Mac e Linux. Downloads e instrucdes de instalacdo

estdo disponiveis em http://www.compucell3d.org/. Este site fornece instaladores de um

botdo para a maioria das configuracdes de PC e Mac. Ele também fornece cddigo fonte e
bindrios para alguns tipos de Linux. O site também arquiva executaveis mais antigos do CC3D
para permitir o controle de altera¢des no comportamento do programa durante a revisao. As
simulacGes publicadas foram executadas no CC3D versao 3.5.1, mas executam e reproduzem

os resultados originais no CompuCell3D versao 3.7.9.

Os executaveis do CC3D consistem em duas interfaces graficas de usudrio (GUIs),
Twedit ++ (um editor de simulacdo que permite aos usuarios modificar especificacdes de
simulacdo) e Player (que executa especificacbes de simulacdo e exibe e armazena os
resultados da simulacdo). Uma especificacdo de simulacdo CompuCell3D consiste em um
grupo hierarquico de arquivos e pastas. A maioria das especificacdes de simulacdo combina
scripts escritos em Python e varios XMLs. Especificamente, uma simulacdo do CC3D <project>
contém pelo menos quatro arquivos: um gerente de projeto XML, chamado <project>.cc3d,

um arquivo de controle Python, chamado <project>.py, um arquivo escalonavel do Python,
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chamado <project_steppables>.py, e um arquivo de verificagdo de parametro XML, chamado
ParameterScanSpecs.xml. O CompuCell3D armazena o arquivo do gerente de projeto em uma
pasta que geralmente compartilha o nome do projeto <project> e os outros trés arquivos em
uma subpasta chamada Simulagdo (<project>/Simulation). Se vocé é novo nas simula¢des de

CC3D, assista a apresentagao:

http://compucell3d.org/BinDoc/cc3d binaries/Presentations/Introduction To CompuCell/C

053 mpuCell intro 2014 Hamner.pdf.

Para executar uma simulagdo, inicie o Twedit ++, selecione Open CC3D Project no
menu suspenso CC3D Project e abra o arquivo do gerente de projeto (neste caso, CellMig3D).
Execute a simulacdo selecionando o arquivo CellMig3D.cc3d na sub-janela esquerda e clicando
com o botdo direito do mouse e selecionando Open in Player. Como alternativa, inicie o Player,
selecione Open Simulation no menu suspenso File e selecione o arquivo CellMig3D.cc3d. Em
ambos os casos, a simulacdo deve agora ser executada. Vocé pode usar a op¢do Tile do menu
suspenso do Windows para ajustar o layout da tela para melhorar sua visualizacdo da

simulagdao em execugao.
A seguir, descrevemos brevemente cada um dos quatro arquivos:

O arquivo <project>.cc3d informa ao CC3D quais arquivos o Player deve executar e
onde encontrar os parametros para as simulagdes. Nosso projeto é chamado CellMig3D,

portanto, o nome do gerente de projeto é CellMig3D.cc3d. CellMig3D.cc3d contém as linhas

<Simulation version="3.5.1">

<PythonScript Type="PythonScript">Simulation/CellMig3D.py</PythonScript>

<Resource Type="Python">Simulation/CellIMig3D_Steppables.py</Resource>

<ParameterScan Type="ParameterScan">Simulation/ParameterScanSpecs.xml</ParameterScan>
</Simulation>

O arquivo de controle Python <project>.py especifica os componentes da simulagdo
e as definicdes do ambiente: tamanhos e tipos de células, tamanho da trelica, energias de
interacao, frequéncias de calculo, duracdo da simulacdo, campos quimicos, etc. Ele também
chama as sub-rotinas de calculo (CC3D plugins): posi¢cdo do centro de massa, rastreador de

vizinhos, etc. No nosso projeto, o nome do arquivo de controle é CellMig3D.py.

O arquivo steppable, CellMig3D_Steppables.py, especifica qualquer componente
temporalmente dindmico da estrutura e dos parametros da simulacdo, executa a andlise da

simulagao e exibe e armazena dados, em intervalos especificados pelo arquivo de controle.
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Nosso projeto possui dois arquivos de saida: um contém informagdes sobre os deslocamentos
do centro de massa dos compartimentos celulares e o outro contém informagdes sobre
guebra de simetria celular. A simulacdo atualiza esses arquivos de saida na frequéncia definida
no arquivo de controle. A simulagao armazena os arquivos de saida em uma subpasta da pasta

<project>.

Finalmente, o arquivo XML ParameterScanSpecs.xml contém a lista dos parametros
gue varreremos na simula¢do, com seus intervalos (valores) de varia¢do. Todos os valores que
usamos neste trabalho estdo listados nele. Obviamente, as simula¢des podem ser agrupadas
em conjuntos de parametros. O arquivo fornecido no material suplementar gera 10 réplicas
para cada conjunto de pardmetros, onde os conjuntos de parametros tém trés raios celulares
possiveis, quatro valores de phiF e sete valores de lambCHEM. Portanto, a execugao do
arquivo executa um conjunto de simula¢des que consiste em um total de 10 X 3 X4 X 7 =
830 simulagdes individuais. Este arquivo gera todas as simula¢des individuais usadas no
artigo:

<ParameterScan version="3.7.0">
<OutputDirectory>CellMig3D_ParameterScan</OutputDirectory>
<ParameterList Resource="Simulation/CellMig3D.py">
<Parameter Currentlteration="0" Name="RANDOM_SEED" Type="PYTHON_GLOBAL"
ValueType="int">
<Values>68721, 198463, 206497, 211561, 217236, 240803, 353789, 380866, 404317,
410770</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="deltaT" Type="PYTHON_GLOBAL" ValueType="int">
<Values>50</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="cellRad" Type="PYTHON_GLOBAL"
ValueType="float">
<Values>10., 15., 20.</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="phiF" Type="PYTHON_GLOBAL" ValueType="float">
<Values>0.05, 0.1, 0.2, 0.3</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="lambCHEM" Type="PYTHON_GLOBAL"
ValueType="float">
<Values>-75., -100., -125., -150., -175., -200., -250</Values>
</Parameter>
</ParameterList>
</ParameterScan>

Os valores na lista para o parametro RANDOM_SEED definem o nimero de réplicas para cada
conjunto de parametros (deltaT, cellRad, phiF, lambCHEM). Sempre que uma réplica de simulagdo

é iniciada, a variavel Currentlteration para cada parametro é incrementada em 1. Por exemplo, a
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réplica executada com RANDOM_SEED = 198463, deltaT = 50, cellRad = 15,0, phiF = 0.1 e
lambCHEM = —100.0, sera réplica numero 161 (o contador de réplicas comeca em "0"). Esses
valores também serdo usados para montar os nomes de arquivos de saida associados. Identificando
cellRad como "R", phiF como "pF", lambCHEM como "IC" e deltaT como "dT", os nomes de

arquivos de amostra sdo:

e 161 R15.0_pF0.1_IC-175.0_dT50_Displacement.dat: Este arquivo contém 13
colunas: tempo (mcs), as coordenadas do centro de massa dos trés compartimentos
C, F e N da célula e as coordenadas do centro de massa de toda a célula.

e 161 _R15.0 pF0.1_IC-175.0_dT50_SBAn.dat: Este arquivo contém 8 colunas: tempo
(mcs), a distancia entre o centro de massa do compartimento F e o centro de massa
dos compartimentos C e N combinados, a coordenada z do compartimento N, a area
do limite entre os compartimentos C e F, o volume do compartimento C, o volume
do compartimento F, o volume do compartimento N e o volume de toda a célula.
Todos os comprimentos e areas estdo em unidades de espacamento da rede com a

poténcia apropriada.

As simulacées do CC3D possuem uma unidade de tempo natural de um Monte Carlo Step
(mcs). Os célculos para o deslocamento médio quadratico redimensionam os tempos de experimento
e simulagdo pelos tempos de persisténcia medidos. A propor¢do desses dois tempos de persisténcia

converte mcs em unidades de tempo experimentais.

Para gerar simulaces diferentes usando o arquivo ParameterScanSpecs.xml, vocé deve
alterar os niUmeros entre os pares de tags apropriados do formato <Values>... </Values>. Por exemplo,
para executar 5 réplicas de uma simulacdo com deltaT = 50, cellRad = 20.0, phiF =0.2 e
lambCHEM = —150.0, o arquivo ParameterScanSpecs.xml modificado lé:

<ParameterScan version="3.7.0">
<OutputDirectory>CellMig3D_ParameterScan</OutputDirectory>
<ParameterList Resource="Simulation/CellMig3D.py">
<Parameter Currentlteration="0" Name="RANDOM_SEED" Type="PYTHON_GLOBAL"
ValueType="int">
<Values>68721, 198463, 206497, 211561, 217236</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="deltaT" Type="PYTHON_GLOBAL" ValueType="int">
<Values>50</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="cellRad" Type="PYTHON_GLOBAL"
ValueType="float">
<Values>20.</Values>
</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="phiF" Type="PYTHON_GLOBAL" ValueType="float">
<Values> 0.2 </Values>
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</Parameter>
<Parameter Currentlteration="0" Name="lambCHEM"
Type="PYTHON_GLOBAL"ValueType="float">
<Values>-150. </Values>
</Parameter>
</ParameterList>
</ParameterScan>

em que negrito indica linhas alteradas a partir da versdo do ParameterScanSpecs.xml fornecida.
Como modificar e executar a simulagdo do projeto usando o CC3D

Primeiro, baixe o instalador ou pacote binario apropriado do CC3D em

http://compucell3d.org/ e instale-o. Em computadores Windows, recomendamos a instalacdo no

diretorio "Desktop" em vez do diretério "Programs" para evitar conflitos de permissdo. Fagca o
download do arquivo de projeto compactado e descompacte-o em uma pasta no seu espaco de

trabalho.

Inicie o editor / criador do projeto CC3D, Twedit++, usando o método apropriado ao seu
sistema operacional. Clique no CC3d Project e, em seguida, no Open CC3D Project. V4 para a pasta em
que vocé descompactou os arquivos do projeto e abra o arquivo .cc3d. Este projeto selecionado agora
serd exibido no painel de estrutura a esquerda do Twedit++, que exibe a hierarquia de arquivos dos
projetos abertos. Clicar no projeto exibird os arquivos componentes do projeto e abrird os dois

arquivos Python descritos na se¢do anterior, como guias no painel de edi¢do direito do Twedit++.

Se vocé deseja executar a simulagdo para um conjunto especifico de parametros, clique em
ParameterScan no painel de estrutura de projeto mais a esquerda do Twedit++ para abrir o arquivo
ParameterScanSpecs.xml para edi¢do. ParameterScanSpecs.xml especifica todos os parametros de
simulagdo controlados externamente. Faga as alteragdes desejadas no nimero de réplicas, opgbes de
"deltaT" ou outros parametros varridos. CellMig3D_Steppables.py especifica todos os outros
parametros de simulagdo, conforme fornecido na tabela A2. Esses parametros sao deixados iguais em
cada réplica de simulacdo. Vocé pode alterar qualquer um desses valores clicando em
CellMig3D_Steppables no painel de estrutura de projeto mais a esquerda do Twedit++ para abrir o

arquivo CellMig3D_Steppables.py para edicao.

Salve todos os arquivos usando o botao Save All ou o item Save CC3D Project As do menu
suspenso CC3D Project e clique com o botado direito do mouse no nome do projeto no painel de
estrutura de projeto mais a esquerda do Twedit ++. Clique em Open in Player. O CC3D player abrira e

iniciara a série de simulag¢Oes especificadas em ParameterScanSpecs.xml.
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Configuragdo inicial da simulagdo

Nossas simula¢des usam uma trelica 3D com condi¢Bes de contorno periddicas, de tamanho
(Lx, Ly, LZ), definidas em unidades do raio da célula, R spy4- Inicialmente, o ndmero de sitios
Tamelipddio ézeroeacélula é esférica. Acélula se espalha em contato com o substrato
eo lameT1pddio se forma e se espalha rapidamente devido ao termo de energia efetiva do volume-
alvo. O volume alvo do Tamelipddio é proporcional a R3;,,,, € ¢;. Consequentemente, as
dimensdes horizontais da estrutura celular devem aumentar com R ¢j,,14 € @;. As seguintes dimensdes
de estrutura celular foram suficientes para impedir que a céTula se espalhe por toda a dimens3o da

rede, formando Unica de estrutura celular e gerando problemas devido as condi¢Ges de contorno

periddicas:
L, = 2.1R quias L
8 R ciutar R cgiuia < 20 (sitios da rede) /3 ou ¢; < 0.20
L =L = 10 Rogjuia, 20 (sitios da rede)1/3 < Reiua < 30 (sitios da rede)1/3 e ¢, =0.20 (A1)
* Y 12 Rogjuia, 30 (sitios da rede)1/3 < Reiua < 40 (sitios da rede) Y3 e ¢, =0.20

k14 Resuiar 40 (sitios da rede) Y3 < Resiuia € ¢ = 0.20

Dentro da rede, os locais da rede com coordenadas em (x,y,z = 0) sdo congelados e
configurados para uma céluTla generalizada do tipo substrato. Todos os outros sitios que ndo
estdo no compartimento celular s3o configurados para uma célula generalizada do tipo médio.
Inicialmente, a célula é uma esfera centrada nas coordenadas (Lz—x,Lz—y,Lz—Z) gue consiste em dois
compartimentos concéntricos, uma esfera central, do nic1eo do tipo celular e uma concha esférica
circundante, do citoplasma do tipo celular. Quando locais de rede do citoplasma do tipo
entram em contato com os sitios de rede do substrato do tipo celular generalizado, eles criam sitios

de rede do tipo celular Tame11 pdd1io, como ilustrado no texto principal.
Valores para pardmetros fixos nas simulag¢oes

Tabela A1 — Parametros de referéncia para a simulagdo. (adaptado de Fortuna et al. [2])

Valores de Parametro de Referéncia
¢n Dp lc Al ln kdecai kfonte Tg
0.15 0.0001 10 10 10 0.9 0.9 100
] meio— ]meio— ] meio— ]meio— ]substrato ]substrato ]substrato ] cito— ] cito— ]lamelio
substrato cito lamelio nucleo —cito —lamelio —nucleo lamelio nucleo —nucleo
20 20 40/3 100 20 20/3 100 20 20 40
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ANEXO 2

SIMULAGOES PARA DIFERENTES TAMANHOS DE CELULAS

(Traduzido do artigo Fortuna et al. [2])

Trajetorias para R ¢1y10 = 10

Ap—acting= 125 150 175 200 250
40 = .- -+ -+ -+ -
w0 3
o - 4 5 + " = -
S o M a& | Ye
40} 4 ! 4 + A
40+ A + + + 2k & :
o | ‘ ) 1 5 } .
h 2 - - -+ ¢ 4+ + - - -
o | & n E{ | |
o LR ! I :
t et t t i t t t t t t t e
a0} + 1 + + -
o 4
§ of - 4+ w4 1 L e s
o | |
@ | I ! ! -
T e e
40 + 4 -+ <+ -+ .
1 1 :
8 0F . + ﬁ + “‘% + -+ TN =
o 4 4 4
40 b + + + + -
~s? 1 1 1 e e Rl Vbt e et 1 1 s v d
40 O 40 40 O 40 40 O 40 40 O 40 40 0 40

Figura Al - Trajetdrias tipicas e morfologias (selecionadas) de algumas células para diferentes

valores de ¢; e Ap_gcein- Cada painel mostra 10 trajetdrias de células de comprimento 10° MCS,

com Rea = 10 (sitios da rede)/3. Os eixos mostram as posicdes x e y medidas em relagio ao

centro da rede em unidades de R¢yq- A cor de fundo indica confinamento (ciano), migragdo

persistente (cinza) e descolamento do Tameliopodio (vermelho claro). Maiores e menores

aumentam a motilidade celular. Quando Ap_going € Muito pequeno, o Tamelipodio

permanece simétrico e a célula no migra, enquanto que para valores muito pequenos de ¢;, o

Tamelipddio n3o é forte o suficiente para causar migracdo celular (n3o mostrado).

(Adaptado de Fortuna et al. [2])
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Trajetorias para R ;114 = 20
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Figura A2 - Trajetdrias tipicas e morfologias (selecionadas) de algumas céTulas para diferentes
valores de ¢; e Ap_gcein- Cada painel mostra 10 trajetérias de células de comprimento 10° MCS,
com R 5114 = 20 (sitios da rede)'/?. Os eixos mostram as posi¢des x e y medidas em relagdo ao
centro da rede em unidades de R_¢i4- A cor de fundo indica confinamento (ciano), migragdo
persistente (cinza) e descolamento do Tameliopodio (vermelho claro). Maiores e menores
aumentam a motilidade ceTular. Quando Ap_g.ting € mMuito pequeno, o Tamelipddio
permanece simétrico e a céTula n3o migra, enquanto que para valores muito pequenos de ¢;, o
Tamelipddio ndo é forte o suficiente para causar migracio celular (n3o mostrado).
(Adaptado de Fortuna et al. [2])
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MSDs para R ¢y,1, = 10
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Figura A3 — (|Ap|?) versus At em um grafico log-log, ambas as quantidades redimensionadas, para

células com Rgguia = 10 (sitios de rede)'/?, com média sobre 5 réplicas. As insercdes

apresentam os dados ndo dimensionados em unidades de MCS e raio celular. (adaptado de

Fortuna et al. [2])
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MSDs para R ¢110 = 20
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Figura A4 —{|Ag|?) versus AT em um grafico log-log, ambas as quantidades redimensionadas, para
células com Rguia = 20 (sitios de rede)'/3, com média sobre 5 réplicas. As inser¢des
apresentam os dados ndo dimensionados em unidades de MCS e raio celular. (adaptado de
Fortuna et al. [2])
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Tabela Auxiliar: Pardmetros de ajuste da simulagdo.

Tabela A2 - Valores ajustados de S, P e D (3.12)) para simulagdes de células rastejando sobre
substrato plano. Obs.: 2DP/(1 — S) na Ultima coluna é o quadrado da escala natural de
comprimento (,/2DP/(1 — S)) medidos em unidades de R%,,,,. (adaptado de Fortuna et al. [2])

Parametros de Ajustes de Dados das Simulagdes

Rcélula ¢ 2 . P D S ZDP/(l - S)
(sitios da rede)'/? t F-actina mcS) (RZ,,1a/MCS) (R%a)
75 841 8.99E-5 1.24E-1 0.17
100 1205 2.68E-4 4.43E-2 0.68
0.05 125 1801 7.70E-4 1.46E-2 2.81
150 4150 2.56E-3 5.84E-3 21.37
175 9616 6.15E-3 1.68E-3 118.49
100 624 2.83E-5 3.71E-1 0.06
125 1065 2.40E-4 4.88E-2 0.54
10 0.10 150 2576 1.83E-3 6.95E-3 9.50
175 6396 6.52E-3 2.15E-3 83.58
200 16840 1.56E-2 9.58E-4 525.60
150 2279 6.85E-4 1.47E-1 3.17
0.20 175 3878 3.60E-4 3.06E-3 28.01
200 4637 5.82E-3 1.78E-3 54.08
150 2272 2.36E-4 4.55E-2 1.12
0.30 175 3648 2.14E-3 5.41E-3 15.70
200 3714 3.65E-3 2.87E-3 27.20
125 2117 2.65-5 8.64E-2 0.12
0.05 150 6958 7.77E-4 3.13E-3 10.85
175 35781 6.25-3 4.20E-4 447.45
150 6878 2.83-4 9.68-3 1.98
0.10 175 12546 2.37E-3 9.84E-4 59.53
200 23265 5.66E-3 3.93E-04 263.47
150 6333 3.56E-5 6.73-02 0.69
15 0.20 175 7361 7.92E-4 2.87E-03 11.70
200 8213 1.46E-3 1.49E-03 24.02
150 11987 2.59E-5 9.46E-02 0.69
160 11025 1.23E-4 1.87E-02 2.76
165 11507 2.43E-4 1.26E-02 5.66
0.30 170 15079 5.36E-4 4.41E-03 16.23
175 7491 3.29E-4 7.67E-03 4.96
200 10124 1.27E-3 1.72E-03 25.76
150 10018 1.028E-4 7.00E-3 2.07
0.05 175 44862 2.64E-3 3.41E-4 236.95
200 194567 8.74E-3 1.09e-4 3401.40
0.10 175 21630 7.93E-4 1.14E-3 34.34
20 200 30424 2.03E-3 4.19E-4 123.57
0.20 175 26853 4.10E-4 2.20E-3 22.07
200 12613 4.74E-4 1.90E-3 11.98
0.30 175 14932 4.44E-5 2.07E-2 1.35
200 7775 6.71E-5 1.36E-2 1.06
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Estimativa de Erro de Localizagdo para as Simulagoes

As simulac¢des foram realizadas em um espaco discreto, em rede cubica, resultando em um
efeito diferente na funcao de autocorrelacao de velocidade e MSD. Obtivemos curvas MSD medindo
a posicdo do centro de massa do nlicleo no plano xy da céTula, calculada usando as coordenadas
x e y de todos os sitios do nucleo. Todos os sitios que estdo na superficie do nlic1eo contribuem com
um erro de segmentagdo para nossa estimativa da posi¢do do centro de massa do nicleo. Como

esse erro na determinacdo das posi¢des ndo é correlacionado ao longo do tempo em que a célula
s P .- . T—At
se move significativamente, o erro é diluido pela média dos intervalos de tempo 0 presentes em

uma trajetdria. Assim, o erro estimado é:

0.53 ]
g~ —— pixel,
T—-At 3 (A2)
A “célula

onde tomamos o volume do nucleo em 0,15 do volume da célula e, portanto, o raio do ndcleo

em 0,153 R guia- Para Resua = 15 (sitios de rede)'/® e tendo %=1999 em nossas

simulagbes, encontramos £~3,5 X 107 (sitios de rede)1/3. A tabela A3 apresenta os desvios do
comportamento de Flrth nos curtos intervalos de tempo das curvas MSD para uma simulagdo de

Resiua = 15 (sitios de rede)/3.

A comparacdo entre a estimativa de erro na equacado (3.19) com os valores na ultima coluna
da tabela A3 mostra que os desvios observados de MSD em relagdo ao comportamento de Fiirth nas
simulaces ndo se devem a erros de localizagdo. Juntamente com os resultados do procedimento de
ajuste, esses resultados indicam que um termo difusivo é a principal correcao da equacao de Fiirth em

escalas de tempo curtas.

Tabela A3 - Desvios de MSD do comportamento de Filirth no regime de curto prazo para
R ¢iuia = 15 e ¢; = 0.05. (adaptado de Fortuna et al. [2])

PR MSDZdesvio ~mMsb desvio s ,m
(Réétuia) (sitios da rede) (sitios da rede)'/3?
150 3.26E-04 7.33E-02 0.27
175 3.29E-04 7.40E-2 0.27
200 3.11E-04 7.00E-02 0.26
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Tempos de Simulagdes
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Figura A5 - Tempos de execugdo da simulagdo (em min/1000 MCS) em fun¢do doraioda célula
R céiuia- Os tempos de execugdo sdo aproximadamente independentes de Ag_4¢¢ing (N30 mostrado)
e ¢;. (adaptado de Fortuna et al. [2])
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