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Sumario

A morfologia das redes vasculares varia com o tipo de tecido e determina a
progressao de varias patologias, nomeadamente dos tumores ou das doencas
oculares, de que € exemplo a retinopatia diabética. Um dos principais mecanismos
reguladores do desenvolvimento das redes vasculares é a angiogénese, um
processo através do qual novos vasos sanguineos crescem a partir de outros pré-
existentes.

A angiogénese vé-se, até hoje, implicada em mais de 70 doencas que
fomentam uma explosdo de interesses pela sua investigacdo. Apenas com
conhecimento biolégico profundo do tema é possivel o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que tomam a angiogénese como alvo, promovendo-a ou
impedindo-a. Com esse intuito, tém sido propostos também dezenas de modelos
matematicos e realizadas imensas simula¢des computacionais.

Nesta dissertacdo sdo discutidos alguns dos principais mecanismos
subjacentes a angiogénese, seguido de uma breve descricdo do que ja foi feito ao
nivel dos modelos encontrados na literatura. E exposto com destaque aquele em
gue assenta este trabalho, um modelo multi-escala de interface difusa que
descreve a dinamica da interface entre os novos capilares formados e o estroma.
O comportamento das células endoteliais vasculares, que em resposta a um
gradiente de fatores pré-angiogénicos leva ao crescimento de uma arvore de vasos
sanguineos, é descrito através de quatro equacdes. Estes fatores pro-angiogénicos
sdo a chave de todo o processo, sendo inicialmente produzidos por células em
hipoxia e difundidos na matriz extracelular até que haja o encontro com células
endoteliais de um capilar ja formado.

Véarias modificagbes ao modelo sdo apresentadas, de entre as quais se
destacam a completa incorporagdo da via de sinalizacdo Delta-Notch, o fluxo
sanguineo e formacgédo de anastomoses. Diversas combinagdes de parametros do
modelo, tais como a quimiotaxia ou a taxa de proliferacéo celular, foram testadas,
de forma a avaliar a influéncia das modificagdes feitas no padrdo vascular. Em
termos quantitativos, avaliou-se a ramificacdo e o diametro médio capilar das redes
formadas, sendo que as mais claras tendéncias sdo devidas a incorporagédo do
fluxo sanguineo no modelo.

Prevendo como crescem os capilares em diferentes situacfes patoldgicas,
por variacdo de certos conjuntos de parametros, este modelo podera ser muito
vantajoso no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, podendo antever
meios para minimizar efeitos adversos dos tratamentos e evitar a sua resisténcia.

No CD anexo ao presente documento encontram-se videos resultantes do
trabalho de simulagéo, tornando assim possivel, de forma mais ilustrativa, uma
melhor contextualizacdo dos eventos no tempo.



Palavras-Chave: angiogénese, modelo de interface difusa, redes vasculares,
simulacéo.
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Abstract

The morphology of vascular networks varies with the tissue and also determines
the progression of various pathologies, such as tumors or ocular diseases,
including diabetic retinopathy. One of the main mechanisms of vascular network
growth is angiogenesis, a process that leads to the development of new blood
vessels from pre-existing ones.

Nowadays, angiogenesis is considered to be related with more than 70
different diseases, which led to a growing interest on angiogenesis investigation. A
deep biologic knowledge is essential for the scientific community to develop new
therapeutic strategies for angiogenesis, either promoting or preventing it. With this
purpose, dozens of mathematical models have been proposed and innumerous
computational simulations have been developed.

In this thesis some of the main mechanisms related to angiogenesis are
presented, followed by a state of art of the models found in the literature. It is also
exposed, in detail, the model used in the present work, a multi-scale phase-field
model, which describes the interaction between the dynamics of the new blood
vessels and the stroma. The endothelial cells behavior, which in response to a
pro-angiogenic factors gradient, leads to the growth of a capillary tree, is described
by four equations. These factors are the key of this process. Initially, they are
produced by hypoxic cells and diffused by the extra cellular matrix, until they meet
with the endothelial cells of a pre-formed blood vessel.

Different modifications to the model were introduced, such as the
Delta-Notch signal pathway, the blood flow and the anastomosis formation.
Besides, several combinations of the model parameters were tested, such as
chemotaxis and cellular proliferation rate, in order to verify their influence in the
system evolution. The ramifications and the mean diameter of the capillary in the
newborn network were evaluated whereas the most evident changes are due to
incorporation of blood flow.

By efficiently predicting how the capillarity network grows in different
pathological situations, the presented model can be very useful in the development
of new therapeutic strategies, defining new ways to minimize the adverse effects of
the treatments and to prevent their resistance.

In the CD that is attached to this document there are videos of the resulting
simulation work. These videos are the more intuitive method of contextualizing the
events in time.

Key-words: angiogenesis, multi-scale phase-field model, vascular network,
simulation.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacéo pessoal e objetivos

A morfologia das redes vasculares varia com o tipo de tecido e determina a
progressao de varias patologias [1]. Um dos principais mecanismos reguladores do
desenvolvimento das redes vasculares é a angiogénese, um processo através do
gual novos vasos sanguineos crescem a partir de outros pré-existentes [2].

Segundo a Angiogenesis Foundation, até hoje, a angiogénese é
compartilhada por doencas que afetam mais de um bilido de pessoas em todo o
mundo, incluidos adultos e criancas de paises desenvolvidos ou em
desenvolvimento. Sdo mais de 70, os tipos de complicagbes graves de saude
associados a angiogénese, e a lista vé-se em constante crescimento [3,4,5].

Um vasto leque de patologias de diversos tipos pode ser desencadeado
sempre que had um descontrolo no delicado equilibrio, entre inUmeros sinais
excitatorios e inibitérios, exigido pela angiogénese. Desde ha 15 anos que este
facto despoleta, entre os investigadores, um interesse crescente pela profunda
compreensédo bioldgica do assunto. Os estudos genéticos tém fornecido fortes
conhecimentos sobre os mecanismos fundamentais e interacdes moleculares que
regulam o crescimento dos vasos. SO desta forma, é possivel aos cientistas o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, de promog¢ao do crescimento
vascular ou de inibicdo das caracteristicas que o desencadeiam, consoante cada
circunstancia. Recentemente foram aprovados o0s primeiros agentes angiogénicos
para o tratamento de cancro e cegueira [3,4,6].

Os ultimos 15 anos foram grandiosos nesta area. Em 1980 existiam apenas
40 trabalhos publicados sobre o tema. Em 2010, contavam-se cerca de 6.000 [3].
Atualmente, perto de 60.000 artigos podem ser encontrados através da pesquisa
“angiogenesis” no banco de dados PubMed. Este facto é indicativo de um
crescimento exponencial de estudos sobre o assunto. A angiogénese é assim
considerada, nos dias de hoje, um dos objetos de estudo mais apeteciveis e
populares na area de investigacdo biomédica [7]. Devido a esta explosdo na
ciéncia, é possivel que as terapias baseadas na angiogénese sejam uma
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abordagem unificada e tenham um impacto muito grande na medicina do século
XXI [5].

O cerne deste projeto recai no interesse pela estrutura das redes
vasculares sanguineas tipicas nas mais variadas situacfes, funcdo de distintas
combinacfes de parametros do ambiente que se sabem influentes na morfologia
da rede formada.

O trabalho de campo desenvolvido ao longo de todo este ano letivo
desenrolou-se continuamente em torno da simulagdo computacional do
crescimento de uma rede vascular. Nesta simulacdo, a dindmica da interface entre
0s novos capilares formados e o estroma é descrita por um modelo multi-escala de
interface difusa, desenvolvido por Travasso et al. [8], e cuja apresentacdo
detalhada é feita adiante, na secgéo 2.4. Apesar de ja existirem mais abordagens
do género, o facto de o modelo integrar circunstancias que ocorrem a nivel da
célula e do tecido e, ao mesmo tempo, envolver um baixo niumero de parametros, é
um aspeto inovador.

Seguindo uma filosofia de tentativa e erro, foram testados diversos
conjuntos de variaveis do ambiente, o que resultou em modificagfes e acrescentos
ao modelo. Além disto, foi desenvolvido um programa auxiliar que permite a
obtencdo automatica de resultados quantitativos — ramificacdo e diametro capilar
médio da rede — a partir de imagens devolvidas pelo programa principal. Toda a
implementacéo foi desenvolvida com recurso a linguagem de programacéao C.

Estando o foco deste projeto apontado ao enriqguecimento do modelo e a
otimizacéo do cédigo parcialmente desenvolvido, a paralelizagdo no seu todo ou de
algumas rotinas mais complexas, incorporou também o plano inicial de trabalhos.
Com este intuito, foram procuradas nocdes basicas de computacdo paralela
através da disciplina de Computacdo Avancada, lecionada no Departamento de
Fisica da Universidade de Coimbra ao abrigo do Doutoramento em Fisica
Computacional. Todavia, devido a constante expansao das etapas inicialmente
propostas, e do aparecimento sistematico de novas possiveis abordagens, téo
peculiares de qualquer trabalho de investigacéo, o tempo foi insuficiente para levar
a cabo esta tarefa. Tendo a consciéncia de que grande parte do tempo dedicado
ao projeto foi consumido em simulagdo e que a paralelizacdo aumentaria
significativamente a velocidade de processamento, a hipétese ndo se vé de todo
descartada e anota-se j& como objetivo futuro.

Devido a colaboracdo entre o Centro de Fisica Computacional e o IBILI,
Instituto Biomédico de Investigacdo em Luz e Imagem, em particular o trabalho
desenvolvido por Teresa Rodrigues, houve ao longo de todo este percurso uma
permuta constante de conhecimentos entre os dominios biolégico e computacional.
Este foi efetivamente um passo fundamental neste projeto, parte integrante de um
outro mais extenso, "ANGIOGENESE NA RETINOPATIA DIABETICA:
INTEGRANDO  EXPERIENCIA E  MODULAGAO" -  referenciado



PTDC/SAL-ENB/110354/2009, e que assenta exatamente na interatividade entre
essas duas areas, a Biologia e a Computagéo [9].

Prevendo como crescem o0s vasos capilares em diferentes casos
patologicos, este estudo pode enderecar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas no sentido de aumentar a sua eficacia. No entanto, para aplicacao do
modelo na medicina é indispensavel a sua validacao em laboratorio, o que estd em
curso nas instalag@es do IBILI desde o inicio deste ano [10].

Na Figura 1 é apresentado um calendério geral das tarefas desenvolvidas
no ambito deste projeto.

Figura 1 — Programa Geral do Projeto.

1. Reviséo da Literatura

2. NogOes de C/C++

3. Aulas de Computacgdo Avancada
4. Implementacgéo e Simulagéo

5. Redacédo da Tese



Capitulo 2

Revisao da literatura

2.1 Importancia da angiogénese e relevancia do fluxo
sanguineo

Em animais primitivos, como a mosca da fruta Drosophila melanogaster, o oxigénio
€ capaz de se difundir por todo o seu pequeno corpo, chegando de uma forma
direta a todas as células. Noutras espécies, mais evoluidas e de maior dimensdo, é
evidentemente impossivel assumir esta técnica como meio eficiente de oxigenagao
celular. E através do fluxo sanguineo que se consegue o contacto com as células
distantes [4].

A funcéo bésica do sistema cardiovascular é oferecer transporte e portanto,
meios de resposta as diversas exigéncias funcionais do organismo. Assim, é sua
responsabilidade a entrega ndo sé do oxigénio, mas também dos nutrientes as
células dos demais tecidos, proporcionando-lhes as condi¢cdes necessarias para a
realizacdo do metabolismo [11].

A vasculogénese é o primeiro processo morfogenético do desenvolvimento
vascular e ocorre exclusivamente durante a fase inicial embrionéria. Inicia-se com
a diferenciacao de angioblastos (precursores das células endoteliais) que logo se
fundem para formar um labirinto vascular primitivo de pequenos capilares. Através
da angiogénese subsequente, o plexo vascular vai-se expandindo, ocorrendo
progressivamente ramificagbes de novos vasos a partir dos entdo existentes.
Numa fase final, a rede encontra-se remodelada, altamente organizada e
estereotipada, onde os vasos mais grossos se subdividem em vasos cada vez
mais finos. Mais tarde, pericitos (Pericyte, PC) e células do musculo liso (Smooth
Muscle Cell, SMC) recobrem o0s canais de células endoteliais, conferindo
estabilidade a estrutura, como esquematiza a Figura 2 [4,6,12].
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Figura 2 — Desenvolvimento de sistemas vasculares. Durante a vasculogénese os
progenitores endoteliais dao origem a um labirinto vascular primitivo de artérias e veias;
durante a angiogénese subsequente a rede expande-se, pericitos (PC) e células do
musculo liso (SMC) recobrem 0s canais sanguineos e emerge uma rede vascular
organizada e estereotipada [4].
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A angiogénese dita fisiologica é, portanto, um fendmeno fulcral no
crescimento fetal, desde a formagdo da placenta até a ramificacdo do sistema
circulatério da crianga. No adulto, apresenta igual importancia, sendo necesséria a
reparacdo ou regeneracgado tecidular, no processo de homeostase e cicatrizagédo de
feridas. Na mulher, a angiogénese esta ativa a nivel uterino durante alguns dias do
ciclo menstrual, bem como na ovulacdo e maturacdo ovocitaria. E verdade que na
idade adulta, a maioria dos vasos sanguineos permanece inerte, mas devido a
notavel capacidade de divisdo das células endoteliais, a angiogénese pode ser
rapidamente ativada em resposta a determinados estimulos fisiol6gicos, como os

resultantes de um estado de hipdxia [4,13].

Todavia, a angiogénese ndo apresenta um papel exclusivo dos fendbmenos
fisiolégicos. Em varios estadios de doengas graves, o organismo perde o controlo
do equilibrio entre sinais inibitérios e excitatérios, situacdo em que, geralmente, o
oxigénio tem interferéncia direta. De facto, a proliferacao e a regressao das redes
vasculares séo altamente influenciadas pela presenca da molécula de oxigénio,
através de um delicado mecanismo de feedback negativo [3]. Quando a
oxigenagdo do meio ndo é suficiente, os estimulos provenientes dos meios em
hipéxia ativam as substéncias pré-angiogénicas e inibem as anti-angiogénicas,
levando ao crescimento vascular. O contrario acontece na regressao de vasos,
onde as substancias ativadas sdo as anti-angiogénicas e as inibidas as
proé-angiogénicas.

E sabido que a expanséo da rede vascular conduz, tanto a um aumento da
area superficial capilar por onde se pode difundir o oxigénio, como a uma
diminuicdo da distancia de difusdo entre os capilares e as células. Ambas as
situacdes, bem como o aumento do caudal sanguineo, contribuem para uma mais
eficiente oxigenagédo dos tecidos. Quando os niveis de oxigénio entregues estdo de



acordo com as suas necessidades, os fatores pro e anti-angidogénicos regressam
aos seus niveis normais, fechando-se assim o ciclo de feedback [3].

A Figura 3 mostra o mecanismo descrito. A azul e vermelho encontram-se
respetivamente representados os casos de hipdxia (responsavel pelo crescimento
vascular) e de hiperoxia (responsavel pela regressao vascular) [3].
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Figura 3 — O papel do oxigénio no padrdo vascular. Estados de hipdéxia e hiperdxia
conduzem, respetivamente, ao crescimento e regressao vascular, num processo em que a
oxigenacéo do tecido depende de um ciclo de feedback negativo [3].

Conclui-se  daqui, que um predominio acentuado de fatores
anti-angiogénicos perante prd-angiogénicos — estimulo angiogénico insuficiente —
conduz naturalmente a uma neo-vasculariza¢do diminuida, de onde podem resultar
complicadas consequéncias. Sdo comuns as disfungfes celulares endoteliais,
malformacdo ou mesmo regressdo dos vasos. Isto dificulta atividades de cura e
regeneracgdo, podendo inclusive levar & morte de tecidos. As isquemias cardiacas
ou feridas crénicas sdo exemplos de patologias associadas [4].

Por outro lado, no que toca a patologias advindas de um estimulo
angiogénico excessivo, sdo delas complicagbes conhecidas o cancro, a retinopatia
diabética, a artrite reumatoide e a psoriase, entre dezenas de outras doencas.
Nestas condi¢cdes, 0S novos vasos sanguineos nutrem os tecidos doentes,
destroem tecidos normais e, no caso do cancro, ainda permitem o0 escape de
células tumorais para a circulagdo, invadindo outros érgaos até entdo saudaveis
(metastizacdo) [4,13]. No que toca aos novos vasos formados, séo
tendencialmente frageis (geralmente sem SMCs), apresentando-se propensos a
rutura e de complicada remodelagdo, comprometendo a circulacdo [6]. Estes
eventos tém lugar quando as células doentes produzem quantidades exageradas
de fatores de crescimento angiogénico, cujos efeitos se sobrepdem aos dos



inibidores naturais. O tratamento patoldgico é feito a base de terapias destinadas a
travar o crescimento destes vasos [13].

No caso concreto de tumores, o fornecimento de nutrientes e de oxigénio é
altamente ineficiente comparativamente com os tecidos saudaveis, devido a
desorganizacao estrutural dos vasos sanguineos que o irrigam. Em varios tumores
sélidos, o volume da massa tumoral é tal, que as células centrais estdo demasiado
afastadas de qualquer vaso sanguineo que possa alimenta-las. Devido a alta
pressdo no interior destes tumores, 0s hiveis de oxigénio e nutrientes ndo sdo
suficientes para alimentar as suas células. Varias delas entram em hipdxia,
desencadeando a angiogénese. Sera o fluxo sanguineo a repor o0s niveis de
oxigénio e nutrientes que alimentardo e proporcionardo o crescimento do tumor
[13]. O fluxo sanguineo e a capacidade de medir e prever a sua distribuicao
representa assim um ponto de extrema importadncia, a incorporar em qualquer
modelo dedicado a angiogénese tumoral [14].

Em forma de sintese, a Figura 4 representa o contraste entre os Varios
aspetos que caraterizam o0 processo de angiogénese numa situagdo normal
(esquerda), numa vascularizagdo tumoral (centro) e numa regressao vascular
(direita). A linha A compara a arquitetura vascular dos trés casos, sendo evidente a
desorganizacao estrutural vascular do tumor. Na linha B, as imagens foténicas da
vascularizacdo evidenciam a grande quantidade de fluxo sanguineo que irriga a
massa tumoral. E notoria também a escassez de fluxo em situagdes de regresséo
capilar, devida essencialmente ao desequilibrio na balanca de fatores pro e
anti-angiogénicos, apresentada na ultima linha.

Normal Excessiva Insuficiente

C Anti Pro

Figura 4 - Angiogénese fisiologica e patologica — excessiva e insuficiente. Os processos
diferem na organizacdo dos vasos e fluxo sanguineo, devido ao desequilibrio entre
estimulos anti e pr6é angiogénicos. Adaptado de [15].




2.2 Principios biolégicos da angiogénese

Sao dois os tipos de angiogénese, segundo 0s quais h& crescimento vascular a
partir de vasos ja existentes: Sprouting angiogenesis e Intussusceptive
angiogenesis. O primeiro tipo € melhor compreendido, tendo sido descoberto ha
gquase 200 anos atras, contrastando com o segundo, descoberto por Burri h4 nem
duas décadas (1996). Embora ambos os casos resultem no desenvolvimento de
mais novos vasos, as duas técnicas regem-se por eventos morfoldégicos bem
distintos.

A Intussusceptive angiogenesis, também chamada de angiogénese de
separacao, envolve a formacdo de vasos por um processo chamado protruséo.
Considera-se que elementos intersticiais invadem um capilar em zonas onde a
forca de tensdo é baixa, formando-se uma espécie de cristas endoteliais em
direcdo ao lumen. Quando duas destas estruturas se encontram, unem-se,
formando uma nova parede. O efeito final é a divisdo do vaso inicial em dois, como
demonstrado na Figura 5 [3].

Figura 5 — Formacdo de um novo vaso através de Intussusceptive angiogenesis. a —
existéncia de um Unico vaso inicial; b — elementos intersticiais invadem o vaso numa zona
de baixa forca de tensao; ¢ — formam-se cristas transvasculares em dire¢do ao lumen; d —
dois vasos completamente independentes, individualizados por uma parede de separacgéo.
Adaptado de [3].

Este tipo de angiogénese tem um desenvolvimento rapido e eficiente
comparativamente a Sprouting angiogenesis, ja que, inicialmente, sé exige
reorganizacdo de células endoteliais, ndo estando dependente da velocidade de
proliferacdo endotelial nem de migracdo celular. Esta € a explicacdo pela qual a
Intussusceptive angiogenesis desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento vascular embrionario, onde o crescimento é rapido e 0s recursos
séo limitados [3].

Embora a ciéncia ndo esteja completamente dominada no que toca a este
tipo menos comum de angiogénese, ndo restam davidas de que muitos fatores de
crescimento e vias de sinalizagédo estdo também envolvidos. Um passo limitante na
evolucdo da investigacao da Intussusceptive angiogenesis deve-se a dificuldade
em detetar a sua presenca, mas também ao envolvimento de musculo liso no



processo. Por estas e outras questdes, todo este trabalho é direcionado a
modelacdo da Sprouting angiogenesis e sempre que se fala em apenas
angiogénese, quer-se referir concretamente a este seu tipo [3].

Como implicito pelo seu nome, a Sprouting angiogenesis € caraterizada
pelo rebentamento de novos vasos sanguineos a partir de outros ja existentes.
Neste contexto é comum toda uma sequéncia de eventos, famosa entre tecidos
mal perfundidos e cujos mecanismos de detecdo de oxigénio registam um nivel de
hipoxia consideravel. A caréncia de oxigénio leva a secrecao de fatores indutores
de crescimento endotelial pelas células do parénquima' que véem o0s recursos
insuficientes para a sua atividade metabdlica [3].

O exemplo mais comum de fator pré-angiogénico é o Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), apresentando um
triplo papel a escala celular: induz um aumento rdpido da permeabilidade
microvascular, ativando o fenétipo de célula endotelial da ponta (Endothelial Tip
Cell, ETC) nas células endoteliais (Endothelial Cell, EC); promove a migracdo das
ETCs em direcéo ao seu gradiente; e impulsiona a proliferacéo e sobrevivéncia das
células endoteliais do estame (Endothelial Stalk Cell, ESC). Para além disto, o
VEGF induz a expresséao de proteinas anti-apoptéticas e inibe a acdo de proteinas

apoptoticas em células endoteliais [3,8].

Existem varias familias de VEGF, tendo sido o VEGF-A (também designado
por VEGF-1) o primeiro a ser descoberto, em 1992 por Schweiki et al. Outras
familias, como o VEGF-B e VEGF-C nao sao significativamente potenciadas pela
hipdxia, sendo esta a razdo pela qual o VEGF-A tem recebido especial atencéo
nos ultimos anos. Schweiki et al verificou que o estado das células se revertia
guando expostas a ambientes em hipdxia e oxigenados. Estudos posteriores
mostram que a inativagdo de VEGF-A, quer embrionaria quer pos-natal precoce,
por administracdo de inibidores de VEGF (anticorpos ou recetores soluveis),
resulta na paragem do crescimento e letalidade, o que evidencia a exigéncia critica
de VEGF-A durante o desenvolvimento humano [16,17].

Por sua vez, o VEGF-A tem varias isoformas, que diferem entre si pelo
modo como se difundem na matriz extracelular. No nome de cada uma destas
isoformas vem expresso o nimero de aminoacidos que a compde. As variantes de
VEGF-A mais estudadas no contexto da angiogénese sdo o VEGF121, VEGF165,
VEGF189 e VEGF206, sendo compostas, respetivamente, por 121, 165, 189 e 206
aminocidos. A afinidade e conexdo com a heparina sdo uma carateristica muito
importante, e acentuada no VEGF165, contribuindo para a sua forte ancoragem na
matriz celular. A heparina é capaz de alterar, portanto, a acumulacao e distribuicdo
dos componentes da matriz extracelular (Extracellular Matrix, ECM) de um modo
especifico e diferencial. Dos trés recetores primarios com que o VEGF conta,

o parénquima é o tecido responsavel pela funcdo de determinado 6rgdo. O parénquima
contrapf8e-se ao estroma. Exemplos de células do parénquima sdo os hepatdcitos, neuronios,
astrocitos, etc.



apenas o0 Receptor-1 para Fator de Crescimento Vascular Endotelial (Vascular
Endothelial Growth Factor Receptor 1, VEGFR-1) e 0 Receptor-2 para Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
2, VEGFR-2) estdo associados ao crescimento vascular sanguineo, sendo o
terceiro dedicado a linfoangiogénese. A presenca de isoformas com diferentes
capacidades de difusdo € essencial para a criacdo de uma rede capilar funcional e
para a determinacao de padrbes vasculares especificos [3,16,17].

Assim que, por difusdo na ECM, o VEGF encontra um vaso capilar,
estimula as células endoteliais que o constituem, ativando-as e conferindo-lhes
propriedades especiais. Diz-se que houve aquisicdo do fenétipo de tip cell, sendo
estas as células condutoras do novo vaso em direcdo ao aumento de concentracao
de fatores angiogénicos. Ao mesmo tempo, as stalk cells (fendtipo contrario ao tip)
ddo uso a sua grande capacidade proliferativa, para acompanhar o
desenvolvimento do vaso.

Apenas as ETCs possuem, em diferentes quantidades, filopédios — longos e
finos prolongamentos celulares — que desempenham trés fung¢des principais nestas
células: migracao, comunicagdo e adesao celular. No que respeita a migracdo das
células, os filopodios segregam grandes quantidades de enzimas proteoliticas, que
digerem um caminho através da ECM para o desenvolvimento da ramificagdo. Os
filopodios das ETCs sao fortemente dotados de recetores de VEGF-A (VEGFR-2),
conferindo-lhes grande sensibilidade a diferengas de concentracdo de fator, que
séo determinantes na direcdo a tomar durante a conducdo dos vasos. Quando um
namero suficiente de filopédios de uma ETC estiver ancorado ao substrato, a
contracao dos filopodios puxa literalmente a ETC ao longo do estimulo de VEGF-A.
Enquanto isso, as ESCs proliferam a medida que seguem atrds de uma ETC,
fazendo com que o novo vaso capilar se alongue. Desenvolvem-se vacuolos que
podem polarizar e coalescer, dando origem ao limen capilar. As ESCs tornam-se
assim o tronco do capilar recém-formado [3,17].

Quando as ETCs de duas ou mais ramificagdes capilares convergem para a
mesma fonte de VEGF-A (célula em hipdxia), as ETCs fundem-se e criam um
limen continuo através do qual o sangue oxigenado pode fluir. Ao processo de
unido entre dois vasos diferentes da rede capilar da-se o nome de anastomose. A
maturacao e estabilizacdo do capilar requerem o recrutamento de PCs e deposicdo
de ECM [3].

A Figura 6 ilustra todo o conjunto de eventos subjacente a Sprouting
angiogenesis desencadeada num tecido mal perfundido, como por exemplo um
tumor.
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Figura 6 - Crescimento capilar em tecidos mal perfundidos. A — As células endoteliais
expostas a maior concentracdo de VEGF especificam-se em ETCs. A zona do tecido em
hipoxia é indicada pela mancha central azul; B — As ETCs lideram o desenvolvimento de
novos ramos, estendendo os seus filopddios pela matriz;, C — O desenvolvimento das
ramificacBes é fomentado pela proliferacdo das ESCs, seguindo-se o trajeto das ETCs; D —
Fusdo das ETCs de duas novas ramificacdes em desenvolvimento, criando um lumen; E —
O sangue flui através do novo capilar, oxigenando o tecido. A secre¢cdo de VEGF é
interrompida; F — O capilar recém-desenvolvido estabiliza por recrutamento de pericitos,
pela deposicdo da ECM e por forcas mecénicas associadas ao fluxo e pressdo sanguineos

13].

2.2.1 Viade sinalizac&o Delta-Notch

A sinalizagdo Delta-Notch é uma via relevante na regulacdo das decisdes
do destino celular durante o desenvolvimento embrionario. Na angiogénese,
funciona como um sistema de sinalizagéo célula-célula em que o ligante, Dll4
(Delta-like-4) se liga ao seu recetor Notch, nas células adjacentes. Tanto o recetor

como o ligante estdo a superficie celular, colaborando na comunicacdo entre
células adjacentes, como representa a Figura?.

O VEGF-A induz a expresséo do lingando DIl4 pelas ETCs, o que leva a
ativacdo de recetores membranares Notch nas ESCs. A ativacdo do recetor Notch
suprime a producdo de VEGFR-2 nas ESCs, o que lhes atenua o comportamento
migratério em comparagdo as ETCs. Embora as ETCs sejam expostas a maior
concentracao de VEGF-A, a sua taxa de proliferacdo € muito menor comparada
com a das ESCs.
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E importante reter que a via de sinalizacdo Notch atua na angiogénese,
prevenindo uma EC de adotar o fenétipo de ETC, no caso de ja existir outra na sua
vizinhanca [3,8].

OVEGF

Notch DIl4

ul

DIl4 Notch

Stalk cell Tip cell

Figura 7 — A sinalizacdo Delta-Notch durante a ativagdo de uma ETC. Apéds a ligacdo do
VEGF aos recetores VEGFR-2, é desencadeada a expressdo de DIl4, que ativa os
recetores Notch nas ESCs adjacentes. S&o induzidos processos de regulagéo genética que
diminuem a expressao do gene de VEGFR-2. Deste modo, séo reduzidas as possibilidades
de conexdo do VEGF difuso na ECM naquelas que se definem como ESCs. Adaptado de
[18].

As principais carateristicas relativas a cada fen6tipo apresentado pelas ECs
— ETCs e ESCs - encontram-se sumariados na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais carateristicas das ETC (fenétipo induzido pelo VEGF) e ESC.

Fendtipo tip cell - ETC Fendtipo stalk cell - ESC

. _ _ Proliferativas.
Néo proliferativas. . o
o Nao-moveis.
Altamente moveis. _ o
o Baixa sinalizacéo por VEGFR-2.
Alta sinalizacao por VEGFR-2. o
_ o Alta sinalizacdo Notch.
Baixa sinalizag@o Notch. L
. o Mantém juncgoes.
Extenséo de filopodios. o i
L Responsaveis pela morfogénese do
Conduzem as novas ramificagdes. |
_ _ . [Gmen.
Guiam a migragéo. o
Conectam-se ao vaso principal.
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2.2.2 Metaloproteinases

A migracdo das pontas est4 associada a producdo extracelular de uma
matriz de metaloproteinases (Matrix Metalloproteinase’s, MMP), uma familia de
enzimas, que degradam proteoliticamente os componentes da ECM a fim de
permitirem a migracdo das ETCs. S&o, portanto, responsaveis pela remodelagéo
da vizinhanca da ECM, afetando a afinidade das espécies de fator angiogénico
para diferentes localizacbes extracelulares. Este facto tem repercussoes relevantes
na sua biodisponibilidade. As vérias isoformas de fator sdo capazes de ancorar
moléculas negativamente carregadas na ECM ou na superficie celular, em graus
distintos (maiores ou menos quantidades), sendo a acdo das MMPs relevante para
o equilibrio destas espécies.

Além disso, as MMPs também tém sido salientadas pelo seu contributo no
desprendimento de PCs dos vasos durante a angiogénese. Expdem os locais de
ligagdo pré-angiogénicos na ECM e clivam as juntas de adesdo entre ECs
contiguas. Todas estas evidéncias realgam a importancia deste, que é também
considerado um fator de crescimento endotelial, na angiogénese, capaz de levar a
profundas alterag6es no padréo vascular [8,17].

2.2.3 Angiopoietinas

A adeséo celular € um fator importante para a formagédo de novos vasos
sanguineos e a sua estabilizagdo. Nas ECs, existem jun¢gBes de adeséo
inter-celular mediadas por caderinas que dificultam a resposta quimiotatica celular
ao VEGF-A. Assim, devido aos lacos formados entre uma célula e os seus
vizinhos, a mobilidade é um processo complicado, avultando a estabilidade celular
[19].

Angiopoietina-1 (Angiopoietin-1, Ang-1) e angiopoietina-2 (Angiopoietin-2,
Ang-2) sdo dois membros da familia das angiopoietinas, com papéis antagonistas
especiais na regulacdo da angiogénese, atuando ao nivel da adeséo celular. Tanto
a Ang-1 como a Ang-2, tém como recetor o Tie-2, que se encontra nas ECs [19].

Em relacdo ao seu papel, a Ang-1 desempenha varias fun¢des que levam
a maturacdo dos vasos e solidificacdo das ligacbes de adesdo. Mais
concretamente: fomenta as interagbes célula-célula; inibe a apoptose; esta
envolvida no recrutamento e sustentabilidade de células de suporte, como SMCs e
PCs, caracteristicos na maturagcdo dos vasos; medeia interacdes entre as ECs e a
membrana basal. A administracdo de Ang-1 provoca uma reducdo na
permeabilidade do vaso e leva a um aumento da integridade vascular [19].

Por outro lado, a Ang-2, apesar de ter uma expressao bastante inferior a de
Ang-1, também se liga ao recetor Tie-2, podendo bloquear a acdo de Ang-1. Esta
situagdo pode observar-se apenas em regides estritamente localizadas de
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remodelacdo vascular, e quando as ECs estdo ativadas. Quando isto acontece, as
ligacdes célula-célula e célula-matriz sdo afetadas, e a membrana basal e as
células de suporte perdem o contacto com o endotélio, levando & ocorréncia de
malformacdes nos vasos.

A expressao predominante de Ang-1 sugere que esta proteina ndo €
produzida em resposta a estimulos, sendo responséavel até pela manutencdo do
estado quiescente das ECs. Este estado é modificado com a expresséo local e
temporal de Ang-2, que conduz a destruicdo de ligacbes, a0 aumento da
permeabilidade capilar, a ativacdo de mecanismos de apoptose, e por
consequéncia, a regressao vascular.

Até aqui, seria clara a classificacdo da Ang-2 como substancia
anti-angiogénica, nao fosse o seu efeito regulador fortemente dependente da
presenca de VEGF ou ndo no meio. A co-expressao de VEGF com Ang-2 estimula
a proliferacéo e inibe a apoptose, em contraste com as carateristicas da agéo
individual de Ang-2. Conclui-se que, ao contrario do que se passa com Ang-1, com
comportamento igual na presenca ou auséncia de VEGF, Ang-2 € por si s6 um
fator anti-angiogénico mas com papel oposto na presenca de VEGF [19].

A Figura 8 resume esquematicamente a regulagdo discutida realizada por
Ang-1 e Ang-2, e o efeito da presenca ou auséncia de VEGF na expressédo de
Ang-2.

Proliferagdo e
Ramificagdo

Il |
H FIDDC

N -4 Y :
Rompimento j L< 1 D Ang-1 Ang-2
de interagdes ’] L \ 1
o i E Maduro Imaturo
Ang-2 ] {‘

Apoptose e
Regressdo

Ang-1

|

Manutengdo [ r{
de interagdes sl
célula-célula U u
Figura 8 — Acéo das angiopoietinas Ang-1 e Ang-2 nos vasos capilares. Ang-1 é expressa e
produzida a um ritmo constante pelo tecido, enquanto Ang-2 é produzida em apenas certas
circunstancias, tendo um efeito positivo ou negativo dependendo da concentracdo de VEGF

no tecido. Adaptado de [19].
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2.3 Modelos matematicos na literatura

O aumento na disponibilidade de dados biolégicos verificado nos ultimos anos,
aliado ao progresso das tecnologias no mundo informatico, tem vindo a motivar a
formulacao e exploracdo computacional da angiogénese [20].

Embora o papel dos fatores quimicos deste processo esteja ja
consideravelmente bem documentado, o papel dos fatores mecanicos, tais como a
interacdo entre os vasos recém-formados e a matriz extracelular, permanecem
pouco compreendidos. E certo que existem meios laboratoriais de estudo in vitro
para o efeito, mas cujas técnicas ainda ndo sdo satisfatorias, apresentando sérias
limitacdes a nivel de resolucdo espacial e temporal. Por esta razdo, os modelos
computacionais tém sido extensivamente utilizados para investigar varios aspetos
da angiogénese [21].

Esta secgao destina-se exatamente a fornecer uma viséo global do trabalho
de modelacao matematica completo no campo da angiogénese. Sdo apresentados
sucintamente os modelos que tiveram mais impacto na literatura, 0 mesmo que
dizer agueles que mais ideias trouxeram de novo. S&o feitas ainda comparacdes
entre abordagens, algumas delas com o modelo central deste projeto, o modelo de
Travasso et al.

Dependendo da forma como é representado o sistema de interesse (células
endoteliais e vasos), os modelos matematicos da angiogénese sdo geralmente
classificados como continuos, discretos ou uma combinacdo de ambos, os
modelos hibridos [21].

2.3.1 Modelos continuos

Os modelos continuos sdo usados, por norma, na descricdo do
comportamento em larga escala, em médias de populacdes celulares [20]. Neste
tipo de abordagem, o modelo é regulado por equacdes diferenciais parciais,
desenvolvidas a partir do principio de conservagcdo de massa e de consideracfes
de fluxo de produtos quimicos [22]. As reacdes bioquimicas enzimaticas de
Michaelis-Menten costumam estar na base destas consideracbes [20]. A
abordagem continua, onde as redes capilares sdo descritas em termos de
densidades de células endoteliais, permite assim, uma descricdo unicamente
macroscopica dos eventos [21,22].

Os modelos continuos mais antigos da angiogénese induzida por tumores
sdo baseados na analogia com o crescimento de fungos, uma vez que também
estes exibem estruturas ramificadas que evoluem em resposta a sinais do
ambiente [23].
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Em 1985, Balding e McElwain adaptaram um modelo de crescimento
fungico (desenvolvido em 1982 por Edelstein), aquele que é considerado o primeiro
modelo continuo de angiogénese tumoral [23]. Neste trabalho, as redes vasculares
sdo descritas através de densidades de ETCs e de células das novas ramificacdes
vasculares [20]. Para o efeito, este modelo unidimensional serve-se de trés
equacdes diferenciais parciais ndo lineares, derivadas da aplicagédo do principio de
equilibrio de massas a cada espécie celular. Assume ainda que as pontas dos
capilares migram em direcdo ao tumor em resposta a um estimulo quimiotatico
proveniente das fontes de fator angiogénico tumoral (Tumoral Angiogenesis Factor,
TAF — a data assim denominado, por puro conhecimento empirico de que o
crescimento tumoral é induzido por fatores, mas que agora se conhecem em maior
detalhe). Os autores modelam o TAF como um produto quimico difusivel produzido
pelo tumor, com decaimento natural, e que é consumido pelas pontas migratérias
dos capilares [23].

Uma vez que a extensdo ao modelo de Balding e McElwain para duas e
trés dimensdes espaciais ndo € particularmente complicada, em 1993 Byrne e
Chaplain enveredaram nesse sentido. Para além de transformarem o sistema
unidimensional em 2D, incluiram também os efeitos de haptotéxia2 e interacdo EC-
fibronectina® [20,23].

Mais tarde, Levine et al. apresentaram modelos baseados na teoria
continua de movimento aleatério para descrever o inicio da angiogénese, incluindo
a acao dos macrofagos e pericitos envolvidos no processo de maturagéo capilar.
Levine et al. acoplaram também modelos unidimensionais de formacdo de
ramificagdbes num modelo bidimensional [22], capaz de descrever a resposta
migratéria das EC no interior da ECM. Este modelo considera a dinamica do TAF,
enzimas proteases, fibronectina e as concentragbes de EC, o que o torna bastante
complexo. Foi incluido ainda o papel de inibidores angiogénicos, nomeadamente a
angiostatina.

Uma extens@o ao modelo anterior, incluindo um processo de maturagéo de
ECs e a dinAmica de angiopoietinas, foi proposto por Plank MJ et al em 2004 [19].
No seu artigo, Plank MJ et al. ttm em conta a densidade de ECs, a concentragéo
de VEGF e as concentracdes de Ang-1 e Ang-2. A producao de VEGF é assumida
a uma taxa constante pelas células em hipoxia do tumor e difunde-se através do
tecido, estabelecendo um gradiente. Este modelo considera ainda que as ECs sdo
divididas em células maduras (inativas) e imaturas (ativas). Embora esta suposi¢do
represente uma simplificacdo da realidade, isto porque a maturidade celular deve
aumentar progressivamente, originando diversos estados de maturacdo
intermédios, o comportamento fundamental € tido em conta e pode ser descrito
matematicamente. As células imaturas produzem Ang-2, a angiopoietina que esta

2 Enquanto a quimiotaxia é a migracao celular em resposta a um gradiente sollvel de agente
guimiotatico, a haptotaxia € uma migracéo celular direta ao longo de um gradiente de moléculas de
uma substancia quimiotatica ligada a um substrato na matriz extracelular.

® Fibronectina é uma proteina de ades&o que contribui para a conexao celular a ECM.
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associada a areas localizadas de remodelacdo vascular elevada. Embora o
estimulo necessério a expressao de Ang-2 ndo seja bem claro, ha evidéncias que
apostam na expressdo especial de Ang-2 nas pontas dos capilares em
crescimento. Os autores também consideram que a proliferacdo de ECs se limita a
células imaturas. Para a maturacgao ter lugar, considera-se que os niveis de VEGF
devem estar acima de um valor limite. No que diz respeito & Ang-1, o modelo
considera estar presente em todo o tecido a um nivel constante, e que é produzida
a um ritmo proporcional & densidade de ECs maduras. A acdo de ambas as
angiopoietinas é consistente com o que ja é conhecido do seu comportamento [19].

Ainda no ambito dos modelos continuos, alguns mais foram propostos,
considerando carateristicas mecano-quimicas da angiogénese. Exemplo disso sédo
0s modelos propostos por Manoussaki et al. e Holmes e Sleeman, onde a ECM é
representada como um material viscoelastico que interage com as ECs [20]. Esta
interacdo € uma carateristica muito importante na manutencdo dos novos vasos
sanguineos endoteliais e é ela que cria as arquiteturas heterogéneas que
caraterizam as redes vasculares [24]. A haptotaxia entra mais uma vez em

consideragéo.

Assim, conclui-se que os primeiros trabalhos de modelagdo se concentram
apenas sobre a resposta quimiotactica de ECs para os fatores angiogénicos
tumorais, contrariamente aos modelos posteriores, que ja consideram a resposta
haptotactica aos gradientes de moléculas responsaveis pela adesado celular,
geralmente a fibronectina, bem como o papel dos inibidores no processo
angiogénico [25].

Infelizmente, os modelos que usam um quadro continuo para o estudo da
angiogénese evidenciam algumas limitacdes [23]. Abordagens desta natureza
produzem meros resultados fenomenoldgicos, podendo captar apenas o
comportamento de certas quantidades médias, como a densidade de ramificacfes
por volume de tecido, a taxa média de crescimento dos vasos ou a taxa de
expansao da rede [26,27]. S&o, portanto, incapazes de fornecer os detalhes de
caracteristicas microscopicas, como comprimentos de vasos ou anastomoses [26].
Neste tipo de modelos néo é possivel distinguir diferentes padrées de crescimento
vascular. Deste modo, uma regido com um Unico vaso grande tem a mesma
contribuicdo de uma regido com muitos vasos pequenos, mesmo que as suas
areas de superficie e, consequentemente, as suas taxas de entrega de nutrientes
sejam muito diferentes [23]. Além disso, ndo € possivel determinar o impacto do
fluxo sanguineo sobre a rede em evolugdo, j& que a remodelac&o vascular ndo é
tida em conta nem existem os detalhes necessarios para a sua simulacéo [23,27].

Apesar destas falhas, deve ser recordado que 0s modelos continuos
fornecem informag0es Uteis acerca da influéncia dos diferentes mecanismos fisicos
na angiogénese. Em destagque, o sucesso da angiogénese é rigorosamente
controlado pelo equilibrio entre a proliferagéo das ECs e a sua migragéo [23].
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E neste contexto, surgem os modelos discretos, apresentados de seguida.
2.3.2 Modelos discretos

A fim de obter conhecimentos sobre o mundo microscépico da formacéao da
rede capilar e para capturar observac@es intermédias dos testes in vivo e in vitro €
necessario usar algum tipo de técnica discreta [27]. A modelacédo discreta opera ao
nivel das células endoteliais individuais, onde elas proprias sédo tratadas como
unidades que se movem, crescem e se dividem, de acordo com regras definidas
[21,27]. Assim, € possivel determinar a fisiologia que governa o oxigénio, 0s
nutrientes ou mesmo a transferéncia de farmacos através das redes, que dita a
morfologia do sistema vascular [20].

Com efeito, foram propostas algumas abordagens que usam
representacdes discretas espaciais, sobressaindo entre elas as apresentadas por
Stokes e Lauffenburger (1991) e Anderson e Chapain (1998) [27].

Um dos trabalhos pioneiros a descrever a angiogénese como um processo
discreto foi introduzido por Stokes e Lauffenburger, em 1991. Neste modelo
bidimensional baseado em agentes, as ramificagfes vasculares séo definidas pelo
trajeto das células individuais da ponta e considera-se a ocorréncia de ramificagdo
de acordo com regras probabilisticas pré-definidas. A migragdo das ETCs é regida
por uma equacgdo diferencial estocastica que tem em conta a quimiotaxia e o
movimento aleatdrio [20].

Em 1998, foi apresentado por Anderson e Chaplain um modelo [28] definido
numa rede, derivado da discretizacdo de um continuo bidimensional pré-existente.
As ETCs localizadas em pontos discretos da malha s&o atribuidas probabilidades
de migrar para pontos adjacentes no passo de tempo de simulagdo seguinte. Estas
probabilidades representam as contribuicdes quimiotaticas, haptotaticas e
difusivas, tipicas de uma formulacdo continua. Os capilares sdo representados
como pontos mascarados na grelha e as regras probabilisticas de ramificacéo
dependem de ha quanto tempo foi criada a ramificacéo, da concentracéo de TAF e
da densidade de ECs [20]. A principal vantagem do uso da técnica de Anderson e
Chaplain é a capacidade de seguir o0 movimento de células endoteliais individuais
nas pontas capilares (onde a migragdo ocorre) e permitir a inclusdo de processos
importantes ao nivel da célula individual, como a proliferacédo, a ramificacdo e a
formacao de loops. O modelo matematico concentra-se em trés principais variaveis
envolvidas na angiogénese induzida por tumores, a saber, ECs, TAFs e
fibronectina, cada uma das quais tem um papel crucial no processo [27]. Logo
apos, Chaplain estendeu o modelo para trés dimensdes.

Sun et al.[29] apresentam um modelo deterministico bidimensional da
angiogénese. A matriz extracelular ECM é explicitamente modelada por um campo
anisotropico direcional, influenciando a migracdo das ECs e o comportamento de
ramificacao.

18



Mais recentemente, modelos Cellular Potts foram introduzidos por Glazier e
Graner para simular o rearranjo de adesdo-conduzida de células biolégicas. Este
tipo de modelos tem sido utilizado na modelacdo da angiogénese por Bauer et al.,
onde a ECM é representada como um composto de células estruturais, fibras, e
fluido intersticial. A migragdo de células endoteliais € governada por estimulos
quimiotaticos e haptotaticos. A anastomose ocorre em resposta a interagfes
célula-célula e célula-matriz. Os autores consideram que as fibras oferecem sitios
de ligacdo para VEGF de matriz-ligante e fibronectina. A ramificacdo é modelada
de forma a ocorrer em resposta a divergéncias direcionais de gradientes de VEGF
e fibronectina, bem como a orientacdo das fibras da ECM. Para detetar sinais de
migracdo na vizinhanca das células da ponta, sdo modelados filopédios que
percebem a direcdo de ramificacdo, ndo sendo este passo dependente de
componentes probabilisticas. Para explicar o ciclo celular, o modelo assume que
uma ETC néo pode ramificar ou proliferar, sem que tenha passado um intervalo de
tempo desde o Ultimo evento de ramificacdo. Esta é uma suposi¢cdo quase comum
aos modelos existentes [20].

Mais recente ainda, em 2012, foi apresentado por Edgar et al. [21] um novo
modelo computacional desenvolvido para simular com precisdo a angiogénese
com base no comprimento, orientacdo e ramificagdo de micro-vasos em tecidos
vascularizados. A previsdo de diferentes padrbes, resultantes de alteracdes no
crescimento dos vasos a partir da anisotropia da ECM, é uma das conclusdes
apresentadas. Neste trabalho, 0os micro-vasos séo representados como uma série
de segmentos de linha conectados e tém capacidade de elongacéo, ramificagcéo e
anastomose. O dominio de simulagdo é discretizado com uma malha regular, em
cujos nés esta especificada a informagéo de campo local, como a orientagdo das
fibras de colagénio na ECM e a densidade microvascular. A orientagdo dos novos
segmentos é determinada a partir desta informacdo armazenada nos nés da rede e
de uma componente de movimento aleatério. Em cada passo de tempo, cada
micro-vaso cresce através da adicdo de um novo segmento de linha nas pontas
ativas dos segmentos pré-existentes. O modelo envolve assim uma representacao
explicita de micro-vasos como estruturas discretas, além da componente continua
apresentada nas equacdes diferenciais que governam as varidveis de campo
influentes no crescimento dos novos vasos. Para determinar o comprimento
vascular total ao longo do tempo os autores usam uma funcdo sigmoide — curva
tipica para descricdo do crescimento de populagbes com fontes limitadas. Quanto
a ramificacdo vascular, os parametros que 0 governam sdo O numero de
ramificacdes inicial e uma taxa de formacdo de ramos ao longo do tempo. A
anisotropia da matriz é ditada pela orientac&o das fibras de colagénio [21].

Para além dos anteriores, é ainda possivel encontrar na literatura trabalhos
nos quais a modelagdo matematica do fluxo sanguineo em redes capilares tem
sido apresentada. Nestes trabalhos, o sangue vem modelado como um fluido n&o-
newtoniano, a duas e trés dimensdes. O seu objetivo é descrever a interacdo da
pressao sanguinea e da tenséo de corte, reguladores da remodelagéo dos vasos e
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da ramificacdo durante a angiogénese. A migracdo celular das pontas é
determinada pela quimiotaxia, haptotaxia, e movimento aleatério. Além disso, as
enzimas degradantes da matriz, libertadas pelas ECs, sdo consideradas para
degradar a fibronectina da ECM [20].

Embora sejam mais Gteis na descricdo de estruturas vasculares, o0s
modelos discretos, em que é definida uma rede de unidades de espaco individuais,
representam um aumento na complexidade do modelo e no tempo consumido em
simulacdo, uma vez que cada unidade individual tem o0s seus préprios parametros
e processos, como a proliferacdo ou a difusdo de fatores. Devido a complexidade
de todo o processo, os modelos até a data, tratam apenas um subconjunto dos
fatores envolvidos na angiogénese [27].

2.3.3 Modelos hibridos

A conveniéncia de juntar as vantagens de ambos os tipos de modelo,
continuo e discreto, trouxe ao de cima o desafio de entender a "ponte" entre os
eventos micro e macro-celulares. Hoje, sabe-se que a modelagdo matematica
hibrida ou multi-escala € uma chave para esta ligacdo, combinando aspetos
continuos e discretos na descricdo dos novos vasos sanguineos, sendo capazes
de responder as exigéncias da modelagdo do processo angiogénico [22]. Um
modelo computacional capaz de simular, tanto a interacdo entre micro-vasos como
a composicdo da ECM durante a angiogénese, constitui s6 por si uma plataforma
valiosa para investigar, por exemplo, o papel das interacdes mecéanicas [21,27].

Também o modelo matematico de Travasso et al. (2011), pilar deste
projeto, se apresenta como um hibrido, combinando os beneficios da descricdo da
fisica continua ao nivel da dinamica de fatores angiogénicos e densidades das
ESCs, e a capacidade de se seguirem as ETCs individualmente [8].

Ja em 2008, Milde et al. tinham apresentado um modelo computacional
hibrido que combina uma aproximacao continua de VEGF, MMPs, fibronectina e a
densidade de ESCs com uma representacdo discreta das ETCs. Ao contrario do
gue acontecia nos modelos até entdo propostos, ambas as isoformas de VEGF,
soluveis e de matriz-ligante, tém um papel ativo como agentes quimiotaticos
promotores do crescimento endotelial. E explorada concretamente uma isoforma
de VEGF nao-ligante e a sua clivagem por MMPs, que se prevé que tenha efeitos
notérios na geometria final dos vasos. O modelo considera ainda a modelacéo
explicita da ECM por introducéo de feixes de fibras, distribuidos aleatoriamente,
para influenciar a migragdo de ECs e consequente ramificacdo. Esta técnica torna
o modelo completamente deterministico, eliminando a componente de movimento
aleatorio na migragéo celular. Os autores discutem, principalmente, a associagéo
entre a angiogénese e 0 crescimento tumoral, bem como a ocorréncia de
metastases — fendbmeno consequente do desprendimento de células tumorais e
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sua migracdo através da corrente sanguinea para 6rgdos distantes. As espécies
moleculares séo representadas pela sua concentracdo, a migracdo das ETCs por
particulas e os novos capilares pela densidade das células endoteliais. A
semelhanca do que acontece em Travasso et al.,, a migracado de ECs através da
ECM segue um estimulo quimiotatico que define a morfologia das ramificacbes
recém-formadas. Todavia, existem diferencas importantes entre ambos o0s
modelos, uma vez que Milde et al. consideram uma deposi¢do de ECs na ECM,
que influi o didmetro dos vasos enquanto se aproximam as suas pontas, e
consideram outros fatores para além do VEGF, tais como fibronectina (resposta
haptotéctica) [20].

No seguimento deste overview de modelos hibridos, é justo referir o
trabalho exposto na tese de mestrado de Margarida Guerra (Julho de 2011) [17],
gue constitui uma expansao para trés dimensfes do modelo de Travasso et al.. A
modelacdo 3D deu-se na presenca de algumas aproximacbes que tornaram a
implementacdo mais simplificada e que ndo comprometem significativamente os
resultados. A grande diferenca entre o estudo levado a cabo por Margarida Guerra
e este trabalho estd nas dimensBes do problema, sendo que a versdo 3D se
associa normalmente a estudos in vivo, e esta — 2D — a estudos in vitro. Apesar de
o sistema real ser efetivamente tridimensional e das vantagens a nivel visual, a
maioria dos estudos laboratoriais de angiogénese acontece ainda in vitro, seja por
questBes monetarias ou de ética. Para além disso, como a implementacéo 3D é
um processo mais penoso, € sempre ventajoso que exista uma implementacéao 2D
prévia e com possibilidade de extensdo para 3D. Assim, como resultado do
presente trabalho, em que se explora a versao bidimensional do modelo, emergem
tdpicos certamente interessantes para extensao tridimensional futura, dos quais se
destaca o fluxo sanguineo [17,30].
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Capitulo 3

Modelo multi-escala de interface
difusa [s]

Neste capitulo € exposta uma descricao do modelo de angiogénese tumoral criado
por Travasso et al. [8] (2011). O préximo capitulo exige conhecimentos vincados
acerca deste modelo, ja que é sobre ele que se atua. Pretende-se que o leitor
retenha o0s principios matematicos empregues e o tracado geral do codigo
computacional, de modo a compreender as alteracdes que lhe foram feitas.

Partindo do titulo para a analise do modelo, instantaneamente se é
remetido aos conceitos de multi-escala e de interface difusa.

O formalismo matematico de interface difusa destacou-se, recentemente,
como uma poderosa abordagem na modelagdo computacional com o objetivo de
prever a evolu¢cdo morfologica de misturas heterogéneas com interfaces que se
movem. Esta ferramenta pressupfe a existéncia de duas (ou mais) fases,
separadas por uma interface de determinada espessura &, na qual as quantidades
fisicas (concentracao, etc.) variam continuamente. Os modelos que seguem esta
teoria consideram uma funcéo ¢, chamada pardametro de ordem, cujos valores
identificam as fases do material ao longo do tempo. E comum que se ¢ =1
determinar um dominio, e ¢ = —1 o dominio oposto, e dada a continuidade da
regido interfacial em que —1 < ¢ < 1, a localizagéo da interface seja considerada
em ¢ = 0, tal como se verifica na Figura 9. Nesta abordagem, o objetivo é estudar
a dindmica da interface entre as fases sem o0 uso de condi¢bes de fronteira nas
interfaces, mas sim através de um Unico conjunto de equacdes de derivadas
parciais para ¢ que € valido em todos os dominios. Estas equagBes podem ser
resolvidas através de qualquer método standard. A solucdo para o problema
macroscopico é obtida no limite em que a espessura da interface tende para zero
[31].

Assim, esta metodologia é capaz de prever a evolucdo temporal e espacial
de morfologias complexas, sem explicitamente controlar a posicdo das zonas de
separacao de dominios. [31].
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Figura 9 — Estrutura bifasica e parametro de ordem ¢ correspondente a uma linha
horizontal que a atravessa. A variacdo do parametro de ordem mostra a natureza difusa da
interface.

Os avancos neste formalismo tém impulsionado o seu uso ao nivel das
mais diversas aplica¢des, incluidas transi¢cdes de fase, o crescimento de graos ou
mesmo a formacdo de padrbes em superficies [31]. Foi neste contexto que
Travasso et al. introduziu o formalismo de interface difusa no modelo da
angiogénese, ja que era objetivo a descricdo da dindmica da interface que separa
0S novos capilares do estroma [8].

Por sua vez, o termo multi-escala, também incorporado no nome do
modelo, provém da classe em que este vem inserido. Sendo um modelo hibrido,
manifesta origens continuas e discretas, ambas subjacentes as equacles
matematicas que o compdem. Em relagdo a natureza continua, a ela estédo
associados os fendbmenos de proliferagdo celular endotelial e as propriedades
globais do tecido. Por sua vez, as caracteristicas discretas, dizem respeito a
descricdo dos fenébmenos que ocorrem ao nivel celular e ndo populacional, como é
0 caso da ativagéo do fenétipo de ETC e o surgimento de novas ramificagfes.

Embora por esta altura se suponha que o leitor tenha jA uma boa base de
conhecimentos, quer fisicos quer biol6gicos, suficientes a compreensdao do
processo, alguns deles serdo ainda relembrados ao longo do documento.

No modelo, os vasos sanguineos consideram-se constituidos por ECs com
grande capacidade proliferativa e que, perante um estimulo, se podem especializar
em ETCs. A ativacdo deste fenotipo é o resultado dos mecanismos internos de
regulacdo genética, desencadeados pela acdo de promotores endoteliais. Estas
substancias sédo produzidas num conjunto de células em hipéxia aleatoriamente
distribuidas e as quais nesta tese, se chamardao de fontes (de fator pro-
angiogénico) [8].

Apés a ativagdo das ETCs, estas tornam-se nas principais responsaveis por
guiar as novas ramificacbes a partir de capilares originais. Ao mesmo tempo, as
ESCs acompanham o seu crescimento com um contributo proliferativo. E
importante referir que a velocidade de migracdo das ETCs, e consequentemente
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dos novos vasos, é considerada como sendo proporcional ao gradiente de fatores
de crescimento.

Os autores do modelo descrito em [8] consideram também a existéncia de
MMPs produzidas pelas células do tecido, cuja acdo biolégica principal é a
remodelacdo estrutural da ECM. A afinidade da ECM para com os fatores
angiogénicos € assim alterada, perturbando a sua biodisponibilidade. O modo
como os fatores de crescimento angiogénico interagem no meio é dependente da
classe em que se inserem. Tanto os fatores difusiveis como os de matriz-ligante
séo isoformas contribuintes para a variagado do padréo vascular [8].

3.1 EquacOes matematicas e pressupostos

Todo o modelo matemético e simulacdo computacional de [8] se baseiam em
quatro equacgoes.

Na primeira delas, o modelo faz referéncia a um fator angiogénico T; (onde
o indice i representa a possibilidade de descrever as diferentes isoformas) que se
difunde pela ECM, desde a area tumoral em hipdxia, onde é produzido, até as
células do endotélio capilar que o consomem. A producdo deste fator € cancelada
pela proximidade de um vaso sanguineo, assumido como transportador ativo e
eficaz de sangue oxigenado (este serd um aspeto a melhorar, com a inclusédo do
fluxo sanguineo, ver secgéo 3.5).

A variagdo da concentracdo de T;(7,t) ao longo do tempo é dada pela
diferenca entre a sua migracdo difusiva e o seu consumo a nivel endotelial. Em
termos matematicos esta variacdo € descrita pela Equacdo (1) (deduzida no
Apéndice A):

0;T; =V -(D;(MVT) — ar T; ¢ 6(¢) 1)

onde D é a constante de difusdo de fator angiogénico, a; € sua a taxa de consumo

0sep<O

1se¢p =0° a funcéo de Heaviside.

pelas ECs e O(¢) = {

A constante de difusdo D regula a dindmica dos fatores angiogénicos, cujo
valor pode sofrer alteracdes consoante as condicbes quimicas do meio, por
exemplo perante uma alteracdo do pH. Sabendo que os fatores angiogénicos se
podem manifestar em diversas isoformas, nomeadamente a difusivel e a heparina-
ligante, é correto pensar que essas mesmas isoformas terdo métodos de difuséo
diferentes na ECM e que é possivel equacionar o problema de uma forma
genérica. A constante de difusdo D assumida em (1) é escrita como D;(r), que
para isoformas difusiveis (d) € constante e portanto D;(r) = D. No caso de
isoformas heparina-ligante (h), a constante depende da sua posicéo, sendo dada

por Dy (7).
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A taxa de consumo a; é escolhida de modo a que a concentracdo de T;
decaia exponencialmente dentro do capilar numa distancia da ordem do raio de
uma célula, R.. Assim, matematicamente, a taxa de consumo de fator é dada pela

~ D . . ~ . L
expresséo ar =z, implicando uma relacdo entre a disponibilidade de fator
c

angiogénico no meio e o raio celular endotelial.

Tal como anteriormente referido no ambito dos modelos de interface difusa,
¢ é o parametro de ordem que distingue as duas fases distintas do sistema.
Inicialmente, as zonas fora do capilar correspondem a ¢ = —1 e dentro do capilar o
valor de ¢ é ¢ =1. Por vezes ¢ pode tomar valores maiores que 1, o que
corresponde a zonas de grande consumo endotelial de T. Estas zonas s&o
descritas como areas de elevada proliferacdo celular que levardo a uma expansao
do capilar. Por sua vez, a parede que separa 0s dois principais dominios capilares
recebe o valor intermédio ¢ = 0. Deste modo, a funcdo de Heaviside, ou de degrau
unitario, assume especial importancia na garantia de que o consumo de fator ndo
se dé& fora do capilar, mas sim apenas onde o parametro de ordem é n&do negativo.
Assim sendo, fora do capilar, a variacdo da concentragdo de T depende
exclusivamente da sua difuséo.

No modelo original é possivel o estudo dos efeitos da Ang-2 e das MMPs
nos padrdes vasculares resultantes. No entanto, neste trabalho, sera considerado
apenas um fator angiogénico como regulador do processo.

Assim, assume-se i =d, isto €, a existéncia de um Unico fator pro-
angiogénico — o VEGF. Encarando o fator como uma isoforma difusivel, resulta um
valor constante para D, tornando-se valida para implementacéo a Equacéo (2):

0.T = DV2T — a;T ¢ O(¢). (2)

A segunda das quatro equacgdes do modelo refere-se a posicao do capilar e
corresponde a Equacdo (3). Resulta da hipotese da existéncia de uma fronteira
bem definida entre a parede do vaso e o tecido, delimitando a &rea capilar. A
posicdo desta fronteira, ou mais concretamente a posi¢do do capilar, é dada pela
dindmica da interface acrescida da proliferacéo celular. Matematicamente vem

0rp = MV2[= + ¢° — eV2P] + ) (T O (). 3)

Nesta expresséo, o primeiro termo (MV?[—¢ + ¢3 — eV2¢]) é responsavel
pela manutencdo de uma interface que separa as duas fases, o interior e o exterior
do tubo capilar. Por outro lado, o segundo termo (a,(T)¢ ©(¢)) descreve a
proliferacdo de ESCs. A deducdo da Equacdo (3) encontra-se anexada ao
documento, no Apéndice B.
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Ainda na Equacéo (3), a constante M é o coeficiente de mobilidade das ECs
e € € a espessura da parede capilar. A taxa de proliferacdo celular é dada por
a,(T), que representa a soma das concentragdes de todas as formas angiogénicas

consideradas. E importante referir que para os pontos onde T < T, vem a,(T) =
a,T, e que naqueles em que a concentracdo de fator angiogénico € superior, a
taxa de proliferacéo atinge o seu valor maximo para a, (T) = a,T,(ver Figura 10).

Novamente, a funcdo de Heaviside é utilizada para garantir que a proliferacdo € um
fendmeno exclusivo das zonas onde ¢ é ndo negativo.

ay(T)y

apTy

>T
Tp

Figura 10 — Dependéncia da taxa de proliferagéo celular a, em funcéo da concentragéo de
fator angiogénico T. Considera-se que acima de um valor limite T =T, a taxa de

proliferacé@o € constante.

Em relacdo a terceira equacdo do modelo, esta pretende descrever a
velocidade de migracdo das ETCs ativadas, que da origem as novas ramificacoes.
No modelo aqui descrito, s6 podem adquirir este fenétipo as ECs que verificam um
determinado conjunto de requisitos. Para além da concentracdo minima de fator de
crescimento necessaria ao evento de ativacdo celular, € exigido um gradiente
promotor da sua locomog&o. E ainda considerada a via de sinalizacdo Delta-Notch,
que permite que sejam apenas ativadas as ECs que ainda ndo tém uma ETC

vizinha e, claro, é estipulado que ¢ seja maior que um certo valor positivo definido.

As ETCs ja ativadas serdo a forca locomotora das novas ramificaces,
movendo-se sob a influéncia de um processo chamado quimiotaxia, a locomoc¢éao
celular em dire¢cdo a um gradiente quimico. A velocidade v do seu movimento é
proporcional ao gradiente de fator angiogénico VT e vem descrita por aquela que é
considerada a terceira equacdo do modelo:

v = VT [1+ (2~ 1) 06 - Gu)|- (4)

Nesta expressao, y é a resposta quimiotatica das ETCs e Gy, representa o
gradiente de fator angiogénico necessério para que se atinja a velocidade maxima
de deslocacao. Para cada uma das ETCs, o gradiente VT é medido no seu centro,
sendo que para valores do seu modulo (G = |VT|) superiores ao valor de G, as
ETCs atingem o seu maximo de velocidade. Tal deve-se ao facto de mesmo para
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valores elevados de gradiente do fator angiogénico, a velocidade das ETCs é
limitada pelas propriedades do tecido e pela saturagdo dos recetores ativos de
fator angiogénico na frente da célula (onde T é mais elevado). Esta situacédo é
considerada no modelo, tomando-se yG,, como a velocidade maxima das ETCs.
Mais uma vez, a funcdo de Heaviside tem um papel importante na correta
modelagdo de todo este processo, ja que se baseia na diferenca entre o gradiente
medido (G) e o seu valor maximo (G,) estipulado para definir o modo como varia a
velocidade. Assim, se G < G, 0 argumento da funcdo de Heaviside é negativo e

como tal, o seu resultado é zero. Isto significa que a velocidade de migracéo
nessas circunstancias é dada por apenas:

v = yVT. (5)

E apenas no caso concreto em que G > G, que a velocidade de migracéo
celular depende da totalidade da expressdo entre parénteses retos. Ora, se G =
Gy, tem-se G — Gy = 0, tomando a fungéo de Heaviside o valor de 1. Por seu lado,

~ G . . ..
a fracéo ?M toma necessariamente um valor menor ou igual a 1, limitando a

velocidade celular, tanto mais quanto maior for a diferenga entre o gradiente efetivo
e o valor pré definido (Gy). A situacdo esta representada graficamente na Figura
11.

v(G),

x Gy

Gy "G

Figura 11 — Dependéncia da velocidade de migrac&o celular v em funcdo do gradiente de

fator angiogénico T. Considera-se que acima de um valor limite ¢ = G,, a velocidade de
migragdo é constante.

Para que as células ativas se movam, é requerido também um minimo valor
de gradiente de T, G. O modelo assume que se essas condi¢cdes forem satisfeitas
no centro da EC, ela adquire o fenétipo de ETC, com a ressalva de que os
mecanismos de contacto célula-célula (como relatado para a via Notch) impedem a
ativacdo de duas células vizinhas. Inspirado nesse mecanismo, apenas pontos
para 0s quais existe uma distancia minima de 4R. (R, € o raio de uma EC) ao
centro de todas as ETCs ja existentes, podem tornar-se centros de ativacdo. A
Figura 12 esquematiza a situacao.
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Figura 12 — Na via de sinalizacdo Delta-Notch apenas uma célula pode tornar-se ETC se
mantiver uma distancia entre centros de pelo menos quatro raios celulares (aproximando as
células a elementos esféricos, todos com o mesmo tamanho). Assim, admitindo qualquer
uma das células das extremidades como ETC, a célula central ndo podera ser uma ETC.

Além disso, e como referido anteriormente, considera-se um valor minimo
de T (T,.) para o qual uma célula pode ser ETC, e um valor minimo de G (G,,) para
que a ETC se mova gquimiotaticamente. Desta forma, reproduz-se o que ocorre
no sistema bioldgico quando a concentracdo de fator promotor de crescimento
endotelial é insuficiente ou o sinal quimiotatico € pequeno, ou seja, quando T < T,
ou G < G, voltando a ETC ao estado de ESC.

Sabe-se ainda que as ETCs sdo as ECs que se movimentam durante a
angiogénese, produzindo um aumento da densidade celular através da proliferacéo
das ESCs subjacentes, que se estendem pelo caminho tracado pela ETC. Esta
densidade celular depende, obviamente da velocidade de locomocéo de cada ETC,
existindo uma relagdo de proporcionalidade inversa entre os dois valores. A
Equacdo (6), quarta equacdo do modelo, diz respeito ao parametro de ordem ¢ no
interior das ETCs e pretende descrever este efeito, fundindo a dindmica das ETCs
com a dinamica do capilar :

_ % (MR, (6)
b=

onde |v| é o valor absoluto da velocidade das ETCs.

A expressdo anterior resulta do racio entre a quantidade de material
produzido na regido da ETC por unidade de tempo (dada por ap(T)nRZC) e a area
varrida pela ETC por unidade de tempo (2R.|v|). Assim, o valor de ¢, ndo
descreve a densidade celular nas ETC, mas, mais corretamente, a densidade das
ESCs na sua vizinhanca. Assim, a Equacdo (6) modela corretamente a
proporcionalidade inversa existente entre a velocidade das ETCs e a densidade de
ESCs.
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3.2 Modelagao computacional

O sistema bidimensional considerado tem uma geometria de simulacdo de
300x300 pontos de rede e as condicbes de fronteira séo consideradas periddicas.

Embora o codigo esteja preparado para o estudo de fatores como a Ang-2,
as metaloproteinases e dois tipos de VEGF, Travasso et al. implementaram no
codigo “interruptores” que permitem manter ligados apenas os fatores que se
pretendam estudar, neste caso o VEGF difusivel.

A arquitetura geral do cédigo assenta numa estrutura de duas rotinas
principais: a ini, onde sao inicializados todos os campos do sistema e a step, que
calcula a evolucdo desses mesmos campos nha iteracdo de tempo seguinte, até
que seja atingido um tempo de simulagéo razoavel, previamente definido.

Durante a inicializagdo, em primeiro lugar, faz-se a calibracdo do sistema,
definindo-se a concentracédo de VEGF igual a 0 e o parédmetro de ordem ¢ igual a
—1, para todos os pontos do espaco. Nesta altura, toda a area € “fora de capilar” e
ainda ndo houve eventos de producdo de VEGF. Ambos os valores, de T e ¢, séo
guardados em matrizes com as dimensdes do sistema.

De seguida, sdo adicionadas ao sistema cerca de 150 células em hipdxia,
com distribuicdo aleatéria. As posicbes destas futuras fontes de VEGF séo
armazenadas numa lista, em que a primeira coluna corresponde a posicdo x e a
segunda a posicao y de cada fonte.

Posteriormente, um vaso inicial, a partir do qual ramificam 0s novos vasos
inerentes ao processo de angiogénese, é colocado na matriz. A largura deste vaso
€ de 10 unidades de rede, estando posicionado em 0 < x < 10, ao longo de todo o
eixo 0Y. O parametro de ordem ¢ , que até entdo tomava o valor de —1 para todos
0s pontos do sistema, torna-se igual a 1 nos pontos onde existe vaso.

O facto de as posi¢cOes das fontes terem sido definidas aleatoriamente sem
restricbes, deixa aberta a possibilidade de existéncia de células em hipoxia em
qualquer ponto da matriz. Ora, tendo sido ja adicionado um vaso ao sistema, é
errado que alguma célula em hipdxia esteja posicionada a uma distancia menor
que a de difusdo do oxigénio a partir do vaso. A proximidade de oxigénio é capaz
de satisfazer as necessidades celulares, deixando de fazer sentido a producéo de
VEGF (ver Figura 13). Assim, sdo executados calculos de distancias desde o
capilar até todas as fontes com o objetivo de eliminar aquelas cuja posicao
pertenca a area de difusdo do oxigénio (definida por d). No trabalho desenvolvido
por Travasso et al. simulou-se o desenvolvimento da rede capilar para distribuicbes
regulares de fontes de fator angiogénico, representando a disposicdo regular das
células no tecido. Verificou-se que a rede capilar resultante é caracterizada por
valores de densidade de ramos e diametro do capilar semelhantes aos do caso de
distribuicdo aleatoria.
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Figura 13 — Posicionamento das fontes de VEGF (azul) relativamente ao capilar principal (a
verde). A distancia d € marca a zona de possibilidade de oxigenacao celular, ndo sendo
viavel a existéncia de células em hipoxia nesta area.

Iniciado o sistema, é invocada a rotina step, que ditara toda a sua evolucéo.
Todo o seu conteudo serd repetido a cada passo temporal. A primeira tarefa
executada na rotina step é a verificacdo da existéncia de alguma fonte
suficientemente proxima de um capilar capaz de a desativar. Para o efeito, é
verificado se, numa circunferéncia de raio d (distancia de difusdo do oxigénio) em
torno de cada fonte, existe algum ponto onde ¢ > 0, ou seja, se existe capilar.

Segue-se o calculo do gradiente, G, de fator angiogénico em cada ponto.
Este valor é determinado segundo as duas componentes x e y, sendo o gradiente
em cada direcdo dado pela derivada da concentracdo T nos dois pontos vizinhos.
Assim, segundo a direcdo horizontal, o gradiente no ponto x é dado pela
interpolagéo da concentragdo T em x +1 e x — 1. Segundo a direcdo vertical o
procedimento de célculo € analogo. Os gradientes segundo cada diregdo s&o
guardados em cada plano de uma matriz tridimensional.

Em seguida, a rotina permite a ativacdo de ETCs no caso de alguns
critérios serem cumpridos pelos candidatos. Apenas 0s pontos que verifiquem
¢>09,T>T,e|VT| > G, sdo considerados. A primeira condicdo garante que a
ETC é escolhida a partir das células localizadas no interior do capilar, a segunda
indica a existéncia de uma concentragdo minima de VEGF capaz de iniciar a
diferenciacdo da EC e a terceira assegura a existéncia de um gradiente de T capaz
de promover a sua locomogéo. De referir que as trés condi¢bes séo verificadas
para o centro da EC.

Para além destas, os candidatos a ETC sdo submetidos a outras duas
triagens. Em primeiro lugar, a nova ETC tem que estar localizada a pelo menos
4R. de distancia do centro de todas as ETCs ja existentes. Em segundo, o centro
da nova célula deve localizar-se a uma distancia superior a R, desde a superficie
do capilar, garantindo que ela prépria se encontra completamente dentro do vaso.
O primeiro ponto encontrado a preencher todos os requisitos é promovido
efetivamente a uma ETC, sendo registada numa lista Bolas, do tipo double, a sua
posicéo (x,y). No maximo, uma célula é ativada por passo de tempo.
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Para simular a migracéo das ETCs € necessario saber informa¢gdes como a
velocidade de locomocado e a direcdo a tomar. A matriz de gradientes para cada
ponto da rede, até entdo guardada, é um elemento fundamental para esta tarefa,
ainda que nédo se possam obter de forma direta os gradientes para as ETCs, cujas
posicdes estdo armazenadas como double. Para o efeito, para cada ETC, séo
calculadas, por interpolacdo linear, os valores de ambos os gradientes direcionais
(segundo a direcao x e segundo a dire¢cdo y). O gradiente na ETC (modulo destes
valores) é entdo filtrado pela condi¢éo G < G,,,. Se o gradiente for inferior aquele
que se considera ser minimo para promover a migracdo, o fenotipo de ETC
desaparece (0 mesmo acontece se T < T,,;), retornando a célula ao estado de
ESC. Neste contexto, destaca-se 0 caso em que a concentracao de VEGF é muito
elevada, do qual resulta uma distribuicdo praticamente uniforme deste fator no
meio. A migracdo das ETCs fica assim comprometida pelo facto de o gradiente ndo
ser suficientemente forte para direcionar a migracdo, embora os filopodios das
ETCs pressintam o fator no meio. Neste caso, o modelo delibera a perda do
fenétipo de ETC, tornando-se os ramos constituidos apenas por ESCs que
imediatamente pdem em acdo a sua capacidade proliferativa. Depois de movidas,
as novas posicoes das ETCs sdo encontradas e atualizadas na lista Bolas, com
base na sua posicao anterior e na velocidade (por aplicagdo da Equacéao (4)).

Por ultimo, séo recalculados os valores de ¢ e T para todos os pontos do
sistema, que guardardo informacao Util para a proxima execucao da rotina step.
Para cada unidade da rede vascular que ndo é ETC, a atualizacdo dos seus
valores de T e ¢ € realizada respetivamente de acordo com a Equagédo (2). O
valor da constante de difusdo D esté inicialmente definido, e V2T é uma quantidade
calculada com recurso a uma expressdo do Laplaciano discreto. Por sua vez, o
potencial quimico u = —¢ + ¢3 — eV?¢ é calculado para todos os pontos, a partir
dos valores de ¢ armazenados e de uma fungéo auxiliar que calcula Laplacianos.

A cada intervalo de “impressao” definido no inicio do programa, sao
produzidos arquivos, onde constam informacdes capazes de reconstruir varios
aspetos importantes ocorridos durante a evolugdo temporal do sistema. Assim
sendo, o] programa  implementado produz, dois ficheiros-matriz,
A.instante_temporal e T.instante_temporal, onde estdo guardados, para cada
ponto, os valores do parametro de ordem ¢ e da concentracdo de fator
angiogénico T, respetivamante. Para além destes, com o objetivo de fornecer uma
analise mais direta de toda a evolucdo do sistema, é extraida também a cada
intervalo de tempo uma figura de formato .ppm que representa visualmente as
duas quantidades referidas. Assim, para qualquer par@metro-input sob estudo, no
instante t=0 obtém-se uma representacdo do sistema inicial: um vaso principal do
lado esquerdo (na Figura 14A a verde), e um grupo de células em hipoxia (pontos
azuis da Figura 14A) dispostas aleatoriamente ha ECM.

Sabendo que as células em hipOxia estdo continuamente a produzir
isoformas difusiveis de fator angiogénico, e que esse fator é a chave de ativacdo
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de ETCs, para instantes temporais superiores emergira uma arvore de vasos
capilares. Na Figura 14B observa-se uma estrutura vascular hierarquicamente
ramificada, onde pequenos capilares emergem a partir de outros maiores. O
alinhamento global da estrutura é direcionado para as fontes de fator angiogénico
(algumas ainda visiveis no lado direito da Figura 14B).

A B.\\\

Figura 14 — Representacdo de um sistema de simulag¢édo. A — instante temporal inicial; B —
instante temporal proximo do final. A verde estdo representados os vasos capilares, os
pontos azuis séo as células em hipoxia.

A propoésito da modelagdo do fluxo sanguineo, torna-se valiosa a
informacdo relativa aos locais de passagem de sangue. Assim, para essas
situacdes, foi incluido que o programa disponibilizasse, para além dos ja referidos,
um ficheiro-matriz B.instante_temporal, que disponibiliza, para cada ponto, o valor
de ¢', uma quantidade que distingue os dominios onde passa ou ndo sangue.
Também as figuras .ppm tornam acessivel esta informagéo. Através da sua
visualizacdo, é possivel identificar, a cor vermelha, a passagem de sangue nos
capilares. Inicialmente o fluxo sanguineo é caracterizado por uma simples linha
encarnada, sendo apenas mais tarde visivel todo o vaso com sangue. As figuras
15A e 15B antecipam o tipo de resultados esperados ao longo de cada uma das
intervengdes no codigo.

Figura 15 — Representacdo de um sistema que considera o fluxo sanguineo. A — Fluxo
sanguineo como uma linha a vermelho aproximadamente ao meio dos capilares (verde).
B — Vasos com sangue representados a vermelho. E de notar a formacdo de anastomoses
em ambas as figuras.
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Em ambas as figuras € possivel observar varios eventos de anastomose
que ocorrem quando um ou mais ramos crescem simultaneamente em direcdo a
mesma célula em hipoxia.

No que respeita as unidades, as quantidades extraidas da simulacdo sdo
adimensionais. A fim de obter informacdo quantitativa a partir da simulagéo, foi
relacionada a magnitude das diferentes constantes com os valores observados in
vivo. Apesar de as células endoteliais constituirem uma populagdo muito
diversificada, podendo apresentar funcdes e formas muito distintas, os autores
fixaram para uma unidade de rede o tamanho de 1,25um e definiram R, = 5um = 4
unidades de rede.

Uma vez que normalmente a constante de difusdo de quimio-atrativos é de
duas a trés ordens de grandeza superior a constante associada aos movimentos
celulares endoteliais, foi imposta no modelo essa relagéo entre as duas constantes
e portanto, D = 100. Por sua vez, a mobilidade das células endoteliais expressa na
Equacéo (3) definiu-se como sendo M = 1, podendo variar consideravelmente com
o tipo de tecido. Todas estas suposi¢cdes fixam a unidade de tempo da simulagéo
em 26 minutos reais.

A Tabela 2 da seccdo 3.3 mostra em maior detalhe o valor dos varios
parametros usados na simulacdo e a sua correspondéncia real. E apresentado
ainda, na seccédo 3.4, um diagrama de fluxo das principais atividades levadas a
cabo pelo programa — Figura 16.
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3.3 Valores de simulacéo

Tabela 2 — Tabela de valores usados na simulacdo [8]. As unidades a.u. referem-se

concentracdes de T.

as

Parametro Descricao s\i/maL()I;géeo Valor in vivo
Unidade de rede 1 1.25pm
Unidade de tempo 1 26 min
R, Raio celular 4 S5um
D Constant:ntg](iaogi(féﬁfg de fator 100 1013 m? /s
M Mobilidade celular endotelial 1 105 m?/s
d Distancia de difuséo de oxigénio 20 25pum
ar Taxa de consumo de fator angiogénico 6.25 0.004s7 1
£ Espessura da interface 1 1.25um
T, Fator angiogénico na fonte 1
T Concentragéo_ de fa~t0r ar)g?ogénico 0.3
p para proliferagdo maxima
T, Concentrzc;?;) rc:?n fi?it((:);g%r;giogénico 0.055
G Gradiente tle lator angiogénico para 0.03  0.0375a.u./um
G, Gradiente der;%t%rcgggi(;)génico para 0.01 0.0125 a.u./pm
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3.4 Diagrama de fluxo do cdédigo
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Figura 16 — Diagrama de fluxo relativo ao algoritmo do modelo.
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3.5 Aspetos do modelo a melhorar

Apesar de todas as consideracdes ja abordadas e descritas, 0 modelo falha um
aspeto importantissimo da biologia: as células em hipdxia devem libertar fatores
angiogénicos até que o oxigénio lhes seja devidamente entregue. Em [8], 0 modelo
nao prevé o fluxo sanguineo, assumindo que basta a presenca de um capilar a
certa distancia d das células em hipdxia para que se considerem devidamente
oxigenadas e deixem de produzir VEGF. Este aspeto pode influenciar
negativamente os resultados do estudo da angiogénese, ja que a existéncia de
vasos ndo é sinénima de eficiente oxigenacdo. Naturalmente, os vasos que nao
permitem uma entrega arterial e uma recolha venosa dos produtos excretados
pelas células, ndo constituem um método de oxigenacdo eficaz. Tal deve-se ao
facto de o0 sangue que os preenche se manter consideravelmente estagnado, sem
renovagcdo, sempre que ndo existem diferengcas de pressdo promotoras de
movimento, sendo desprezavel a quantidade de oxigénio que possa chegar por
esse meio as células. Considerou-se, portanto, de importancia prioritaria a
incorporagcdo do fluxo sanguineo no modelo e o estudo dos seus efeitos na
remodelacdo da rede. A modelacdo do fluxo sanguineo desenvolvida é abordada
no Capitulo 4.

Para além do referido anteriormente, sabe-se também da biologia, que nem
todas as células endoteliais podem adquirir o fenétipo de ETC s6 porque ha uma
concentracéo de fator angiogénico que preenche os requisitos de ativagdo. Como
discutido na seccao dos principios bioldgicos, a via de sinalizagéo Delta-Notch ndo
permite a existéncia de duas células endoteliais ativas vizinhas. No modelo, este
mecanismo € somente tido em conta no momento de ativacdo celular, mas deveria
sé-lo também em situacBes onde duas ETCs (ja ativadas) se tocam. Neste caso,
devido a sinalizagdo Delta-Notch somente uma deveria continuar a ser ETC.

Finalmente, e apesar de o modelo de Travasso et al. ter em consideragdo
um namero consideravel de processos biolégicos, nao faz referéncia ao efeito de
haptotaxia, ponderado nos modelos mais recentes do estado da arte. Embora os
modelos de angiogénese tratem apenas um subconjunto de parametros devido a
extrema complexidade do processo, a inclusdo do efeito haptotactico seria uma
referéncia para trabalho futuro.
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Capitulo 4

Superando dificuldades...

N&ao havendo um plano rigoroso de trabalhos a seguir, as tarefas foram sendo
incrementadas ao longo do projeto e direcionadas para a resolucdo de problemas
detetados nos resultados de entdo. Estes resultados, submetidos a constantes
avaliagbes, sdo um conjunto de imagens devolvidas pelo programa a cada
“intervalo de impressao” (habitualmente 1000 iteracbes), de onde se identificam
vasos sanguineos e a difusdo de VEGF na matriz extracelular. A partir de uma
sequéncia destas imagens é possivel seguir visualmente a evolugdo do sistema e
inferir eventuais incorrecbes no programa. A Figura 17 apresenta um conjunto de
imagens extraidas do programa a data de inicio deste projeto para um conjunto de
parametros definidos em [8] como wild type.

Figura 17 — Sequéncia de imagens resultante do programa a data de inicio do projeto.
Estdo representados, numa matriz extracelular (a negro), a difusdo do VEGF (azul) e o
crescimento consequente de vasos capilares (verde). A aproximacdo de um vaso capilar a
uma célula em hipdxia é suficiente para que esta “desaparega” e deixe de ser produzido
VEGF nesse ponto.

Mesmo que a evolugdo do sistema ilustrado ndo exponha incorrecdes
evidentes, foram apresentados em [8] algumas conclusbes de resultados e
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trabalho futuro que deixam em aberto pontos de partida a este projeto. Tal como
referido do capitulo anterior, a introducdo da via de sinalizacdo Delta-Notch e a
necessidade de modelagdo do fluxo sanguineo constituem pontos de destaque. Os
restantes desafios foram surgindo naturalmente no seguimento das alteracdes
consumadas.

Este capitulo encontra-se subdividido em varias secg¢fes, sendo que cada
uma delas se deve ao tratamento de um problema concreto. Com este propdésito,
sao referidas algumas solucbes ponderadas e detalhados os métodos efetivamente
postos em pratica. Nao é todavia possivel fazer referéncia a totalidade dos casos
abordados, sendo que muitos deles se serviram da filosofia de “tentativa e erro”.
Por este motivo sdo apresentados apenas aqueles estudos que de alguma forma
levaram a um tipo de modificacdo construtiva.
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4.1 Via de sinalizagcao Delta-Notch — o “Notchkill”

De uma avaliacdo dos resultados obtidos por Travasso et al. em [8] verifica-se para
situacBes de elevada proliferacdo celular, a existéncia de zonas onde seria de
esperar a a¢do da via de sinalizacdo Delta-Notch. Um exemplo do caso referido é
apresentado na Figura 18, onde os circulos negros assinalam a migracéo paralela
conjunta de varias ramificacdes que anteriormente terdo convergido para a mesma
célula em hipodxia.

Figura 18 — Rede capilar completamente formada, com circulos negros a delinear zonas
onde teria sido esperada a agéo da via de sinalizacdo Delta-Notch [8].

Na situacéo representada, o facto de terem existido capilares a migrar lado
a lado nao deixa nitida a sua parede de separacdo. Nestas zonas, o valor de ¢ que
carateriza as fases do sistema ndo sofre uma transicdo suficientemente abrupta
para demarcar a existéncia de varios ramos. E assumida, entdo, a existéncia de
apenas um vaso espesso (resultante da fusdo lateral de varios outros). Assim
sendo, esse vaso apresenta mais que uma ETC (préximas entre si) na lideranca da
sua migracao, ao contrario do que é biologicamente permitido.

Com vista a resolugcdo deste problema, a primeira intervencédo no codigo
esteve associada aos efeitos da via de sinalizacdo Delta-Notch, através da rotina
Notchkill. Como se entende pelo nome, a sua fungao é provocar a “morte” de uma
de duas ETCs (isto €, o regresso da célula ao estado de ESC) que ndo respeitem o
principio biolégico da via de sinalizacdo referida: ndo podem existir duas ETCs
vizinhas. Assim, baseada no calculo de distancias, a rotina recebe quatro valores
relativos as posi¢des das duas ETCs em avaliagéo: xA, yA, xB e yB.

A ideia geral de garantir que os centros das ETCs estdo distanciados de pelo
menos quatro raios celulares ndo é em si a maior dificuldade na resolucéo deste
problema. A complexidade do assunto reside na necessidade de perceber se
realmente as ETCs sao ou ndo células vizinhas, ainda que os seus centros tenham
uma localizacdo préxima. Este acontecimento € tipico durante a migracao das
pontas capilares em direcdo a mesma célula em hipdxia, onde os centros das
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ETCs que os guiam estdo continuamente em aproximacao. Nestes casos, mesmo
estando mais préximos que 4R., as ETCs ndo pertencem ao mesmo ramo, nao
podendo ser por isso consideradas células vizinhas. Consequentemente, a
desativacdo de uma delas por acdo da via de sinalizacdo Delta-Notch ndo é
prevista.

Considere-se o caso da Figura 19, onde estéo representadas duas ETCs, A e
B, com centros localizados em (x4, yA) e (xB, yB), respetivamente. A acdo de
Notchkill tem inicio com o calculo da distancia de separacdo das ETCs, d. Para
todos os casos em que d < 4R, verifica-se a existéncia de algum ponto, ao longo
da linha que une os dois centros, cujo valor de ¢ seja negativo (isto €, que nao
pertenca ao capilar). Se ndo existir, entdo uma das células € automaticamente
transformada em ESC. Para o efeito, as condi¢bes de fronteira segundo OY séo
tratadas por replicagdo matricial.

No caso em gque a linha de unido direta das ETCs atravessa uma regido de
estroma, o calculo mateméatico prossegue para a determinacdo do ponto médio da
porcéo de linha que cruza essa regido. Ai, é virtualmente tragada uma linha que lhe
€ perpendicular (tracejado vermelho na Figura 19a). Esta linha é percorrida,
segundo os dois sentidos, até que se verifigue um ponto de cruzamento com um
vaso capilar (cruz vermelha na Figural9a). A partir deste momento, a distancia
entre ETCs deixa de corresponder ao comprimento da linha resultante da sua
ligagcdo direta (Figura 19a), passando a ser representada pela soma das distancias,
em linha reta, entre o centro de cada uma das ETCs e a zona assinalada pela cruz
vermelha, de acordo com a Figural9b.

Assim, e enquanto a distancia continuar a ser menor que 0s quatro raios
celulares estipulados para a via Delta-Notch, o processo é repetido até que se
verifique o contrario e enquanto existirem nos segmentos pontos em que ¢ < 0. A
cada repeticao é tracada uma perpendicular no ponto médio da parte do segmento
de reta que passa fora do capilar. Ao longo da sua extenséo é procurado um novo
ponto de interse¢cdo com o vaso. Na Figural9b, os pontos a amarelo seriam o0s
préximos a ser encontrados neste contexto, sendo a distancia entre as duas ETCs,
por essa altura, dada pelo comprimento dos segmentos de reta que unem as
células por intermédio de todas as trés cruzes (amarelas e vermelha). No limite
pode considerar-se que ha uma aproximacao a estrutura vascular, obtendo-se a
distancia real (ao longo do capilar) entre as ETCs.
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yB

yA

yB

b XA xB X
Figura 19 - Representacdo esquemética de instantes contiguos (a e b) da acdo de Notchkill
para duas ETCs (A e B) localizadas em ramificaces diferentes (azul). Os centros das
ETCs distam de d < 4R,.

Assumindo-se, para o0 caso, d < 4R., as ETCs podem ou ndo estar a violar o
principio de sinalizagdo Delta-Notch, sendo requerido para essa conclusdo um
estudo mais aprofundado — a distancia por meio capilar. A metodologia usada no

~

célculo dessa distancia tem por base uma aproximacdo recursiva a estrutura
capilar (a azul). Assim, o processo € repetido até enquanto houver nas linhas
pontos fora dos capilares e enquanto a distéancia for menor que 4Rc. Se ao fim de
noventa iteragbes de célculo a distancia continuar a obedecer a d < 4R, resulta
gue uma das duas ETCs deve regressar ao fenétipo de ESC. Por outro lado, basta
gue a distancia satisfaga a condicdo d > 4R, uma Unica vez para o ciclo de
célculos ser encerrado, sendo concluido que ambas as células podem manter o

fendtipo de ETC.
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No que toca a primeira situacdo apresentada (Figura 18), apesar de se
estar perante ETCs de ramos distintos, o facto de esses ramos estarem a migrar
lado a lado faz com que sejam interpretados como um Unico vaso, do qual fazem
parte as varias ETCs. Assim, no momento em gue 0S ramos se juntam, aconteceria
a despromocao de uma ETC se a distancia entre as duas fosse d < 4R.. Resultaria
que apenas um dos dois ramos seguiria em frente.

Para além dos 6timos resultados obtidos através desta rotina, ndo deixam
de ser curiosas algumas situacdes. Um resultado especial previsto por Notchkill
vem representado na Figura 20: a existéncia de um vaso capilar na proximidade
das duas ETCs em estudo e que nao € aquele ao qual estdo associadas. Neste
caso, o primeiro ponto encontrado segundo a perpendicular ao longo do segmento
de reta que une as ETCs (A e B) ndo pertence a ramificacdo que lhes esta
associada. Assim, acontece que iterativamente os segmentos de reta passaréo
muitas vezes fora do capilar sendo que mais tarde ou mais cedo a distancia
ultrapassara os 4R, mantendo ambas as ETCs.

yA

yB

XA xB X
Figura 20 — Caso especial resolvido por Notchkill: a existéncia de um vaso capilar na
proximidade das duas ETCs (A e B) e que ndo é aquele ao qual estdo associadas.

Contudo, tendo em conta o sentido normal de evolucdo do sistema, em que
h& um vaso principal de um lado e uma regido de producédo de VEGF do lado
oposto (rever Figura 17), estas situacdes acontecem muito raramente.
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4.2 O fluxo sanguineo e formagdo de anastomoses

Segundo o relatado na seccao 3.5, a modelacdo do fluxo sanguineo constituiu um
tépico de elevada prioridade, ja que torna possivel a determinacdo de um
contributo mais real em oxigenacdo celular por parte dos diversos ramos que
constituem a rede vascular.

Biologicamente, sempre que dois ou mais ramos convergem para a mesma
fonte de VEGF e se juntam no mesmo ponto, verificam-se eventos de fusdo. Assim
sendo, apenas uma das ramificagbes continua a sua migracdo, servindo a(s)
restante(s) a formagéo de loops vasculares, através dos quais circula o sangue
oxigenado.

Facilmente se compreende que em [8] este processo (denominado
anastomose) ndo € considerado, uma vez que ndo estd determinado o fluxo
sanguineo. Assim sendo, sempre que uma ponta capilar se aproxima de uma
célula em hipdéxia (a pelo menos d = 20) esta para de produzir fator de crescimento
pois assume ter reunido niveis de oxigénio necessarios ao seu metabolismo.
Acontece entdo que os restantes capilares ndo sdo mais induzidos a migrar nesse
sentido, diminuindo a probabilidade de encontros entre vasos.

Ao contrario, impedindo que as pontas capilares contribuam para uma
eficiente oxigenacao celular, a implementacédo do fluxo sanguineo deixa em aberto
a producdo de VEGF pelas fontes, mesmo que 0 vaso se encontre muito proximo
delas. Assim, os restantes vasos sdo continuamente convidados a migrar nesse
sentido, aumentando a probabilidade de formagdo de anastomoses. O fluxo
sanguineo apresenta desta forma um propésito acrescido, sendo em seguida
explicada a sua implementagéo.

Como se sabe, a modelacdo de sistemas bioldgicos recai, grande parte das
vezes, em analogias inter-sistemas, mais particularmente na aproximacdo a
sistemas elétricos. Reduzindo um sistema biolégico complexo a um circuito elétrico
analogo, torna-se facilitada a sua interpretacdo, pela possibilidade de recurso a
regras matematicas conhecidas [32] .

Neste contexto e para 0 caso concreto deste modelo, o fluxo sanguineo é
interpretado como um fluxo de Poiseuille, de modo a poder ser implementado de
um modo anélogo a um circuito elétrico. Assim, tem-se um circuito fechado onde
existe uma diferenca de pressao gerada pela acdo mecanica cardiaca que, apesar
da resisténcia dos vasos, é capaz de manter uma corrente de sangue. Desta
forma, é possivel identificar os vasos onde efetivamente h& corrente, tornando-se
conhecidos os vasos que devem ou ndo contribuir para a oxigenacao eficiente dos

tecidos. O efeito dos restantes no desaparecimento das fontes de VEGF é
desprezado.
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Para tal, foi implementado um programa que é invocado a cada dez passos
de tempo pelo programa principal, de modo a diminuir 0s recursos computacionais
requeridos. O input deste programa € a matriz dos valores de parametro de ordem
(¢), a partir da qual se projeta a rede capilar formada. Como resultado, é devolvido
ao programa principal uma nova matriz (¢') composta de valores 1 ou —1,
consoante 0s pontos pertengam ou ndo a um esqueleto que define a passagem de
fluxo sanguineo.

O script € composto de varias rotinas, cujas funcbes passam pela leitura da
rede capilar; pela sua reducédo a um esqueleto; pela determinacdo de nodos; pelo
estabelecimento de ligacdes entre esses mesmos nodos; pela escrita de um
sistema de potenciais e respetiva resolucdo. A medida que sdo executadas estas
tarefas, h4 uma reduc@o continua do nudmero de pontos que no final podem
representar a passagem de sangue e que sdo armazenados na matriz de output.

Quando ¢ feita a leitura da matriz de paradmetro de ordem recebida pelo
programa, é também criada aquela que serd a matriz de output. Esta expressa,
através de valores de ¢, dois dominios distintos — o local de passagem do fluxo
sanguineo e o dominio oposto. Assim, a cada ponto da nova matriz é atribuido o
valor de 1 ou —1, consoante 0s pontos da matriz de entrada verifiqguem ou nao,
respetivamente, ¢ = —0.3. O valor de ¢ neste caso indica, como é sabido, se o
ponto pertence ao interior do capilar, onde ¢ > 0. Por questdes de seguranga, 0
valor tomado para projetar a rede é ligeiramente inferior (—0.3), representando um
pequeno espessamento da rede que nao traz problemas, dado o objetivo seguinte
da sua reducdo a um esqueleto. A Figura 21 esquematiza todo o processo de
detecdo do fluxo sanguineo, sendo a rede capilar a vermelho o resultado
correspondente a esta primeira parte dita de “leitura”.

E exatamente sobre a matriz de output recém-criada que atua a rotina thin,
responsavel pela transformacao dos vasos num esqueleto, também chamado de
malha, por analogia aos sistemas elétricos.
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P2:P

Figura 21 — Modelacéo do fluxo sanguineo numa rede capilar aproximada a um circuito
elétrico equivalente. A vermelho estéo representados os dados de partida, correspondentes
a rede vascular em estudo. Estreitamentos consecutivos da rede levam ao chamado
esqueleto vascular (a preto), equivalente a uma malha elétrica que permite saber em quais
dos trogos se verifica corrente sanguinea. Esta corrente é promovida por uma diferenca de
presséo, P, — P;, mantida pela atividade mecénica do coracdo. Durante os célculos
mateméticos sdo determinados os nodos da malha (humerados de 1 a 6) e definidas
ligagOes entre eles.

O processo de extracdo do esqueleto inicia-se com a construcdo de uma
lista bound, onde s&o gravados pontos que fazem parte da rede e mais
concretamente da sua fronteira. Enquanto existirem pontos-fronteira nessa lista, é
escolhido aleatoriamente um deles para se estudar. Os pontos cuja soma do valor
dos seus quatro vizinhos corresponder a —4 sdo pontos isolados, ndo devendo ser
ponderados como pontos de possivel passagem de sangue. A semelhanca desta
situacdo, também os pontos com apenas um vizinho, ou dois vizinhos ndo opostos
e ligados entre si por intermédio de outro, ndo devem continuar a ser pontos da
malha que determina o fluxo sanguineo. Para além destes casos, também ndo sdo
admitidos para o esqueleto os pontos que apresentem trés dos seus vizinhos
pertencentes a rede e ndo sdo nodos (ver Figura 22).

-1 -1 -1
-1 @ -1 -1 -1 -1 -1
-1

Figura 22 — Mecanismo de acdo de thin para remocdo de pontos ndo previstos no
esqueleto vascular (da esquerda para a direita): ponto isolado; ponto com Unico vizinho
pertencente a rede; ponto com dois vizinhos para os quais ¢) = 1 ndo opostos mas ligados
entre si por intermédio de outro; ponto ndo-nodo com 3 vizinhos pertencentes a rede. A
azul estéo representados os pontos pertencentes a rede capilar, onde ¢ = 1.
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A detecdo de qualquer um dos quatro casos referidos na Figura 22 culmina
na remoc¢ado do ponto em questdo da matriz de output e da lista dos pontos-
fronteira a estudar. A lista bound é atualizada a cada iteracdo, pois a cada remocao
feita podem haver pontos adjacentes a tornar-se fronteira. Este método iterativo
leva a reducdo da rede capilar a um conjunto de pontos em que ¢ =—-1. O
resultado de todos estes calculos esté representado na Figura 21 pelo esqueleto
negro.

Assim, vé-se resolvido o problema da contribuicdo das pontas capilares em
crescimento para a oxigenacdo dos tecidos, faltando apenas a resolucdo dos
casos de loop sem retorno, como aquele apresentado desde o ponto 5 da Figura
21. Neste contexto, torna-se fulcral o conhecimento dos pontos de intersecao entre
0s segmentos de reta que compdem o esqueleto e que correspondem aos nodos
da malha elétrica equivalente do sistema. Na Figura 21, os nodos estédo definidos
por um numero que os identifica, @ semelhan¢a do que acontece na rotina nodos
do programa.

Neste, sdo considerados dois tipos de estruturas que definem os nodos e
as suas ligacbes (os segmentos de reta entre dois nodos consecutivos). Cada
nodo é composto da sua posi¢do x, posicdo y e de um vetor que, para cada
ligacdo em que esta envolvido, guarda a informac@o acerca de qual dos seus
pontos vizinhos segue a ligacdo. Por sua vez, a estrutura que define a ligacéo é
constituida por seis componentes: os nodos inicial e final, o comprimento e
didmetro da ligacdo, o valor de intensidade de corrente e um array que mantém
informacéo relativa a qual dos seus nodos possui 0 maior potencial e se a ligagéo
atravessa uma fronteira do sistema.

A determinacdo dos nodos da malha em si € um processo muito simples.
Sédo procurados, de entre todos os pontos do esqueleto, aqueles cuja soma do
valor dos seus quatro vizinhos é positiva e ndo nula. Ora, isto significa que pelo
menos trés dos seus vizinhos pertencem a rede, fazendo dele um nodo. Todavia, a
passagem de sangue no capilar principal ndo é posta em questdo, acontecendo
que a linha representativa ndo integra os céalculos de uma forma direta. Assim, os
nodos que representam o inicio das ramificagbes estdo na posicdo x
imediatamente seguinte a desta linha. Tal facto leva a consideracdo de uma
excecdo na determinacdo destes nodos (nodos 1 e 2 da Figura 21), que possuem
apenas dois vizinhos.

Conhecidos os nodos do sistema, é invocada uma rotina chamada junta,
cuja funcéo € o estabelecimento de ligacdes entre todos os nodos encontrados. O
gue faz desta rotina um processo extremamente complexo sdo as condi¢cbes de
fronteira segundo OY.
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Inicialmente parte-se de um nodo para um vizinho seu que também
pertenca ao esqueleto e que pode ou ndo ser outro nodo. No caso de ndo ser, a
rotina verifica qual dos seus vizinhos (que ndo o de partida) pertence ao esqueleto
e confirma se é um nodo. A verificacdo é sucessiva até que seja encontrado um
vizinho-nodo, homeado nodo de finalizag&o.

Desta forma é percorrido integralmente cada ramo da malha, sendo
estabelecida uma nova ligacdo, descrita pelo nodo inicial e final e pelo seu
comprimento total (incrementado de uma unidade sempre que ao percorrer a
ligacdo for encontrado um vizinho que ndo é nodo). No esquema da Figura 21
resultariam sete ligacfes, considerando que a linha de fluxo no capilar principal
nao contribui para a contagem.

A dificuldade desta rotina esta no tratamento dos casos onde houve
transposicdo da fronteira horizontal pelo esqueleto. A técnica usada para
condi¢gbes de fronteira periddicas segundo OY é a replicacdo de matrizes, através
da qual se é estudado o sentido pelo qual se deu a transposi¢éo (pela parte inferior
ou superior da matriz principal). Esta conclusdo ¢é fundamental para a
determinacgdo do sentido da corrente sanguinea, através da aplicagdo das Leis de
Kirchhoff em aproximagao ao escoamento de Poiseuille.

Nao surpreendentemente, o que gera o fluxo de um fluido é a diferenca de
pressdo, existindo uma relagdo muito simples entre as duas quantidades [33].
Quanto maior a diferenca de pressao entre dois pontos, maior sera a taxa de fluxo
Q. Esta relacéo é representada pela seguinte expressao:

P, =Py

Q=—"—,

R (7)

em que P, e P, caraterizam as pressdes em dois pontos, como por exemplo as
extremidades do tubo por onde circula o fluido e R € a resisténcia ao fluxo. Esta
guantidade depende do comprimento e raio do tubo e da viscosidade dindmica do
fluido. Assim, e segundo Poiseuille, a resisténcia R do fluxo laminar de um fluido
incompressivel com viscosidade n através de um tubo uniforme de raio r e
comprimento L, é dada pela Equacao:

8n L
R=—12.
r (8)

A resisténcia ao fluxo é, portanto, diretamente proporcional a viscosidade
do fluido n e ao comprimento L do tubo, ambos intervenientes diretos na
quantidade de atrito criado ao fluido. Por sua vez, o raio r do tubo também afeta a
resisténcia, sendo que quanto maior o raio, muito menor (poténcia de 4) a
resisténcia e consequentemente, maior o fluxo [33].
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Da fusdo das Equacdes (7) e (8) resulta a Equacdo (9), a segunda Lei de
Poiseuille, que descreve o fluxo laminar @ de um fluido de viscosidade dindmica n
dentro de um tubo cilindrico de raio r e comprimento L, sujeito a um gradiente de
presséo externa e constante AP.

AP mrr*

O escoamento do sangue através dos vasos capilares é um exemplo de
aplicacdo desta igualdade, onde AP corresponde ao gradiente de pressao criado e
mantido pelo batimento cardiaco e r e L correspondem ao raio e comprimento do
tubo capilar, respetivamente [33]. Os vasos capilares ndo apresentam todos o
mesmo raio nem comprimento, sendo carateristico de cada um deles um valor de
fluxo especifico. Para determinar o fluxo sanguineo em cada ramo da rede capilar
€ necessario ter em consideracdo o seu raio, comprimento e a diferenca de
pressdo em cada extremidade.

No entanto, neste problema s6 se pretende saber quais 0s vasos onde
passa sangue e ndo qual o valor exato do caudal. Por essa razdo, ndo é

necessario tomar todos os detalhes do coeficiente de resisténcia R = O L/ﬂr4 . No

programa, este termo foi substituido simplesmente pelo comprimento do vaso L, ja
que este valor € um resultado direto da rotina junta.

No que diz respeito a aproximacdo a sistemas elétricos, a Lei de Ohm
(V =RI), tanto quanto a Lei de Poiseuille em sistemas fluidicos, ilustra um
fendmeno de transporte, sendo possivel estabelecer uma analogia entre as duas.
Em circuitos elétricos, o potencial elétrico V corresponde ao gradiente de presséao
AP, e a corrente elétrica I € analoga ao fluxo Q dos sistemas fluidicos [33].

Num circuito elétrico, o sentido da corrente gerada pela diferenca de
potencial da-se desde o ponto onde a energia potencial € mais baixa para um
ponto onde a energia potencial € mais elevada. Uma diferenca de potencial
constante VV é capaz de manter, num circuito como o da Figura 23, uma corrente
estacionéria (equivalente ao fluxo sanguineo) [34].

D

Figura 23 — Circuito elétrico simples. A diferenca de potencial entre A e B resulta numa
corrente elétrica |, através de uma resisténcia R. A diferenca de potencial entre A e C é
nula, assim como entre B e D [34].
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A analise dos circuitos elétricos pode fazer-se mediante a consideracdo de
duas leis muito simples, as leis de Kirchhoff [34]:

1. Lei dos nodos: a soma das correntes que entram num ponto de um circuito
€ igual a soma das correntes que dele saem.
2. Lei da malhas: a soma de todas as diferencas de potencial, ao longo de

um percurso fechado qualquer, num circuito € nula.

A Figura 24 representa um nodo de um circuito para onde convergem e de
onde divergem correntes. De acordo com a lei dos nodos, I; + 1, = I, + 13 [34].

Figura 24 — Nodo de um circuito para onde convergem as correntes I; e I, e de onde
divergem L,e I; [34].

De forma semelhante, e ilustrando o caso concreto do esqueleto vascular
da Figura 21, obtém-se para o nodo 3:
I3 = I34 — I35, (10)
de onde, por aplicagédo da Lei de Ohm, se obtém:

VooV _Va=Vi Va=Vs
R23 R34 R35 (11)

= 0.

e+ —t—+—
R23 R34- R35

v, VvV, Vs 1 1 1
R R T JR R R)
23 34 35

Assim, por analogia com a Lei de Poiseuille, e admitindo que o coeficiente
de viscosidade e o raio dos ramos ndo variam significativamente na rede (R « L)
obtém-se para o nodo 3:

—t—+—]=
L23 L34— L35

&4_& Ps (1 1 1)_0 (12)
*\Lys ' Lzg  Lss/
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Na Equacdo (12) L;; representa o comprimento da ligagao entre os nodos i
e j, determinados anteriormente na rotina junta.

Sabendo o potencial (ou pressdo), em todos os nodos do esqueleto
vascular é possivel determinar a corrente sanguinea em cada tro¢o. Para o efeito
existe uma rotina que escreve um sistema de equacdes idénticas a Equagéo (12)
para todos os nodos. Para encontrar a solu¢cdo do sistema é usado o método da
Eliminagdo de Gauss, resultando na determinacdo do potencial em todos os nodos
(sejam eles dois nodos consecutivos, nodos associados ao capilar principal ou
nodos comuns). Os ramos onde a diferenca de potencial entre as suas

extremidades é nula ndo admitem circulacdo sanguinea, resultando na sua
remocao do esqueleto.

Todavia, 0 que viabiliza os resultados correspondentes a modelacdo do
fluxo sanguineo é a condicdo que induz o “desaparecimento” das células em
hipéxia. Com esse objetivo, impds-se que a distancia d, a que as células em
hipoxia se desativam, seja medida desde a linha de fluxo e ndo desde qualquer
ponto pertencente a rede vascular (admitindo que todos os vasos proporcionam
uma oxigenacdo adequada), como antes acontecia.

Conhecendo os vasos onde efetivamente ha circulagdo sanguinea é
possivel o0 ajuste da entrega de nutrientes e oxigénio ao tecido, podendo esta
transformac&o levar a uma completa remodelagdo da rede vascular.
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4.3 Sobreposicdo de ETCs com células em hipoxia

A presenca do fluxo sanguineo no modelo resolve, como esperado, Vvarias
situagbes, desde os eventos de anastomose até a “real” contribuicdo dos vasos
para a oxigenagdo dos tecidos. No entanto, advieram da sua implementagao
alguns problemas que ndo estavam previstos nem antes tinham lugar.

Um deles esta relacionado com o facto de as pontas dos capilares em
crescimento j& ndo contribuirem para a desativagdo das fontes quando a distancia
entre os dois € inferior a de difusdo do oxigénio. Assim sendo, e sabendo que as
ETCs que guiam as ramificacbes migram em direcdo ao gradiente de VEGF
(fontes), existem sérios riscos de haver sobreposi¢do das ETCs com as células em
hipdxia ativas. Uma vez que o célculo do gradiente de VEGF ¢é feito no centro da
ETC, o facto de esta se sobrepor espacialmente a célula em hipdxia (onde o valor
da concentracdo se mantém fixo) significa que |VT| = 0. Consequentemente, a
velocidade de migragéo celular torna-se nula, fazendo com que o capilar pare de
se alongar.

Associado a este problema, existe um outro relacionado com o facto de um
capilar se tornar descontroladamente mais espesso sempre que esta parado e
existe uma fonte de VEGF na proximidade. A razdo pela qual isto acontece é que,
apesar de haver um consumo endotelial continuo de VEGF (por parte das ESCs),
ele nunca se esgota devido & manutengéo da sua concentracdo na fonte, tal como
representado na Figura 25. Assim sendo, verifica-se um forte consumo de VEGF a
nivel endotelial, promovendo a proliferacdo das ESCs.

T A

>
posicao

Figura 25 — Concentragdo de VEGF na vizinhanga de uma célula em hipdxia aquando da
sua sobreposicdo por uma ETC capilar. Existe um decréscimo mais acentuado na
concentracdo de VEGF nas zonas onde existem ESCs. A concentracdo de VEGF mantém-
se fixa na fonte.
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O problema anteriormente descrito encontra-se visivel na Figura 26, na qual
se evidencia (através dos circulos a vermelho) a interrup¢cdo na migracao dos
vasos sobrepostos a uma célula em hipoxia. Esta situacdo verificou-se ser
frequente depois da implementacédo do fluxo sanguineo pelo que a sua resolucao
se tornou inadiavel.

Figura 26 — Rede vascular em crescimento apos a implementacdo do fluxo sanguineo.
Sempre que uma ETC se sobrep8e a uma célula em hipdxia, a sua migracdo para devido
ao gradiente (calculado no centro da ETC) ser nulo. Todavia, o VEGF continua a ter uma
concentracdo maxima na fonte, pelo que o seu consumo a nivel endotelial se mantém
elevado, levando a um engrossamento evidente dos ramos em questdo (circulos
vermelhos).

Para resolver o problema propuseram-se algumas solu¢cbes, nomeadamente
o célculo da média do gradiente em toda a ETC, de modo a que néo fosse o valor
de apenas o seu centro a determinar a velocidade de migracdo. Na realidade, a
ETC usa filopddios para testar a vizinhanca e obter um valor médio do gradiente de
fator angiogénico. Assim, o valor de fator angiogénico em varios pontos, e nao s6
no centro, é o que controla a migracao da ETC.

Devido a sua simplicidade de implementacdo este foi 0 método ao qual se
deu preferéncia e esté representado na Figura 28A.

No entanto, depois de ter sido posto em prética, os resultados mantinham
aparentemente os mesmos problemas: os capilares continuavam sobrepostos as
fontes de VEGF. Percebeu-se que a causa desta situacdo era o facto de as ETCs
estarem continuamente a ser “criadas” e “mortas”, sem que chegassem a
manifestar qualquer movimento. Investigou-se o porqué desta anémala situacao e
concluiu-se que, apesar de a média do gradiente em toda a ETC ser superior a 0,
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era ainda inferior a G, , 0 valor minimo definido para ocorrer ramificacdo. Ora, este
facto deixa comprometida a manutencdo do fenétipo de ETC, apesar de ser
méxima a concentracdo de VEGF (T;). Nesse momento, a célula voltava ao estado
de ESC. A concentracdo de VEGF decaia repentinamente, pois o fator passava a
ser consumido a uma taxa muito superior a praticada pelas ETCs. Assim, o
gradiente disparava de acordo com a Figura 27, o que constituia condicdo para
que o fenétipo de ETC fosse novamente ativado. Um ciclo entre os eventos de
ativacdo e desativacao do fenotipo de ETC ndo permitiam o movimento da célula.

T A

Figura 27 — Queda da concentracdo de VEGF aquando da perda de fen6tipo por parte de
uma ETC. O regresso ao estado de ESC representa um aumento abruto na taxa de
consumo de VEGF, provocando um gradiente acentuado de fator e consequente ativacéo
do fenoétipo de ETC (passando a verificar-se as duas condi¢gbes, T > T, e |VT| > G,,).

Neste contexto, torna-se importante relembrar a condicdo de que para
|VT| < G,, a ETC regressa ao estado de ESC, acontecendo que o capilar deixa de
ter alguma ETC que o conduza, permanecendo sobreposto a fonte. Assim, para
gue o célculo da média do gradiente em toda a ETC pudesse oferecer os
resultados esperados, seria necessério reformular também as condicdes de
manutencédo de fendétipo de ETC. Por esse motivo, o regresso ao estado de ESC
tornou-se exclusivamente dependente da concentragdo de VEGF, da sua
localizag&o nos vasos e da distancia mantida em relacdo as ETCs vizinhas.

No entanto, deixando o gradiente da concentracdo de VEGF de fazer parte
das condicdes relacionadas com a expressdao do fenétipo de ETC, torna-se
importante avaliar o seu impacto no calculo da sua velocidade de migracdo das
ETCs quando |VT|<G,,. Ora, dependendo ¢, da razdo entre a taxa de
proliferacdo e da velocidade (Equacdo (7)), acontece que se |VT| < G,,, entédo
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v =0 e ¢, diverge. Para evitar esta situacdo, retirou-se a influéncia de G,, na
expressao que determina a velocidade das ETCs de acordo com a Equacéo (14):

O—seVT—<Gm

P XVT se &z=<VT < Gy

VT (13)
)(GM? seVT = Gy

Todas estas modificacbes fazem sentido, jA que o objetivo € o capilar em
crescimento ndo parar de migrar e portanto, para além de manter a célula ativa,
manté-la com velocidade superior a zero. Quanto a expressao de ¢,, impds-se que
|VT| seja substituido por G, para |VT| = G,,.

Embora as alteragbes até aqui tenham sido suficientes para resolver o
problema desta seccdo, outras solugbes mais complexas tinham sido pensadas.
De entre elas destaca-se a possibilidade de se fazer depender a proliferacédo
celular ndo sO da difusdo de fator mas também de forcas mecénicas que séo
exercidas pelas ETCs nas células adjacentes durante a ramificagdo, um fenémeno
que também é observado in vivo [35]. Quando a ETC esta parada sobre uma célula
em hipoxia, a forca F (na Figura 28B) é igual a zero, podendo impor-se que a taxa
de proliferacéo a, dependa né&o so6 da concentracdo de VEGF (T;) mas também da
forca exercida. Este seria um bom modo de evitar o engrossamento descontrolado
dos capilares.

Para além desta solugéo, outra ainda foi equacionada, baseando-se esta no
conhecimento de que as ETCs também produzem VEGF, tal como representado
na Figura 28C [17]. A consideracdo deste facto no modelo levaria a uma variagédo
na direcdo de migracdo de cada ETC por alteracdo da concentracdo de VEGF no
meio. Desta forma, mais facilmente haveria aproximacdo entre ETCs, podendo
ocorrer eventos de anastomose com mais frequéncia. A formacdo de loops e
passagem de sangue seriam mais provaveis, resultando na diminui¢cdo de fontes e
da sua sobreposicao por parte de ETCs.

Finalmente, uma ultima solucdo merece referéncia. Embora o modelo néo
considere a possibilidade de duas ETCs estarem juntas por intermédio de
filopodios, na Natureza podem efetivamente estar, pelo que uma solucéo passaria
pela implementacdo desta coexisténcia. Daqui, resultaria um modelo mais
complexo no qual os filopddios das ETCs seriam considerados e através dos quais
pode haver comunicagao celular ou mesmo interagdo mecéanica, podendo as ETCs
puxar-se uma em dire¢do a outra e conduzindo a eventos de anastomose, corrente
sanguinea e reducdo do numero de fontes ativas. A Figura 28D ilustra a situacao
descrita.

54



- o - o ©
A |[VT| >0
184
P - o -

~ =
- -~ o *
- 2
” °
= ' 4

Figura 28 — Ponderacdes acerca da sobreposicdo de células em hipoxia por ETCs de
capilares em crescimento. A — O célculo do gradiente em todos os pontos da ETC pode
resultar em G > 0. B — A taxa de proliferacdo celular depende nédo s6 da concentracdo de
VEGF (T) mas também da forga mecanica F exercida pelas ETC durante a migracéo. Se a
ETC esta parada, vem F = 0, podendo ser evitado o engrossamento do capilar. C — As
ETCs, como produtoras de VEGF, propiciam a migragcéo de outras ETCs em sua dire¢céo e
a formacdo de anastomoses. A consequente passagem de sangue inativa a producéo de
VEGF, reduzindo a taxa de proliferacé@o celular. D — Contacto entre os filopodios das ETCs
pode estar associado a interacdes mecénicas e comunicacdo celular, aumentando a
probabilidade de anastomose.
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4.4 Aproximacdo do fluxo sanguineo a vasos onde
circula o sangue

O calculo do gradiente médio nas ETCs em conjunto com a reformulacdo da
condicdo para manutencdo de fendtipo de ETC resolve completamente a
interrupcao na migracao dos vasos sanguineos, tal como a Figura 29 mostra.

Figura 29 - Sequéncia de imagens resultantes do programa apés as modificacdes relatadas
na secc¢do 4.3. Ao contrario do que acontecia anteriormente, 0os vasos capilares nao
interrompem a sua migragdo assim que se sobrepdem a uma célula em hipdxia. As ETCs
sdo mantidas mesmo que |VT| < G,, -

Aparentemente sem mais problemas de maior a resolver, prosseguiu-se
para o estudo da influéncia dos diversos parametros no desenvolvimento das redes
vasculares. O primeiro intuito foi o de avaliar o impacto das modificagdes feitas ao
modelo por comparacdo com os resultados do estudo descrito em [8]. Assim, para
além da resposta quimiotatica e da taxa de proliferacdo celular, também a
concentracao de fator angiogénico na fonte (T) foi um pardmetro estudado. Em [8],
o valor da concentracdo de fator angiogénico minimo para ocorréncia de

Tse™ !

ramificacao é imposto por T,y = Trd/R,
c

, exceto nas situacdes em que se pretende

avaliar a influéncia de T; no desenvolvimento das redes vasculares. Nestes casos,
sendo conveniente que T,,; hdo se adapte ao valor definido da concentracdo na

e—l

fonte T, considera-se valido o uso da expressao T,,; = TR
c

Tendo sido usada precisamente a mesma metodologia, observou-se, a
partir dos resultados obtidos com diversos valores de T, testados, que para 0s mais
pequenos a rede vascular se comportava de modo oposto nas situagdes em que 0
fluxo era e nao considerado. No caso em que o fluxo ndo era considerado no
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modelo, verificou-se, para valores pequenos de T, um espessamento acentuado
do capilar principal e poucas ou nenhumas ramificacdes, de acordo com os
resultados obtidos em [8]. Sendo baixa a quantidade de VEGF produzida pelas
fontes, mais tempo de difusdo seria necesséario até que fosse perfeita a nivel
endotelial a concentracdo exigida para ativacao celular. Assim, o resultado obtido
faz todo o sentido, ja que as fontes se “desligam” a uma distancia d = 20 desde o
capilar e nessa altura ainda nao tinha decorrido tempo suficiente para ter sido
atingida uma concentracdo de VEGF suficiente para ativacdo celular. Como é
normal, ndo havendo células com fenétipo ETC, ndo se verificam eventos de
ramificacdo capilar.

Reparou-se, no entanto, no comportamento oposto da ramificacdo da rede
vascular para casos em que o fluxo sanguineo era considerado. Mesmo durante os
primeiros instantes temporais, onde a Unica diferenca entre os programas (“com

fluxo” e “sem fluxo”) é a passagem de sangue no capilar principal, foram
estranhamente verificados vérios eventos de ramificagao.

Ora, a explicacéo deste acontecimento foi encontrada na discrepéncia entre
0os conceitos de distancia usados. No caso em que o fluxo sanguineo nédo é
considerado, hd uma coincidéncia destes termos que nao se verifica depois da
implementacdo do fluxo sanguineo. Neste ultimo, devem considerar-se como
sendo diferentes os conceitos de distancia a linha de fluxo (geralmente situada
proximo do centro do vaso) e distancia ao vaso que o comporta. A Figura 30 ilustra
os conceitos de distancia a compreender neste contexto. Por um lado, d' governa o
desaparecimento das células em hip6xia através do fornecimento de oxigénio pelo
fluxo sanguineo, por outro, d € quem dita o consumo endotelial do fator
angiogénico e o desencadeamento das ramificacdes. Deste modo, sendo d uma
distancia sempre mais curta que d’, havera um desaparecimento das células em
hip6xia mais tardio que nos casos onde o fluxo sanguineo ndo se encontra
implementado (e onde d’ = d).

Figura 30 — Distancia desde a mesma célula em hipoxia (azul), até ao fluxo sanguineo (d')
e ao vaso capilar correspondente (d). Os capilares para os quais a distancia d = 20
comecam a consumir VEGF e a ramificar quando é atingido o minimo de concentragéo.
Como d' > d, nao acontece difusdo de oxigénio desde o fluxo nem o consequente
desaparecimento das células em hipoxia.
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Voltando a anadlise da rede capilar desenvolvida no caso onde o fluxo
sanguineo era considerado, como as células em hipoxia desapareciam mais
tardiamente, havia logicamente mais tempo para proliferacdo endotelial e para
inducdo de novas ramificacbes. Assim, tanto os valores de ramificagdo como do
didmetro capilar médio apresentavam-se incrementados. Concluiu-se, entédo, que a
melhor forma de evitar esta situacao seria igualar as distancias d e d'. Impor que
as fontes passassem a desaparecer a uma distancia dada por d' a menos de um
raio do ramo seria uma tarefa facil de implementar, mas ndo muito segura devido a
componente aleatdria com que é esbocada a linha de fluxo. Em vez disso, optou-
se pela transformacdo do esqueleto vascular que determina a passagem de
sangue em vasos onde ele circula. A ideia seria obter o resultado apresentado na
Figura 31, onde se representa a passagem de sangue através de uma rede capilar
ja conhecida (rever Figura 21).

Figura 31 — Resultado esperado da aproximacdo do esqueleto vascular que determina o
fluxo sanguineo a um vaso com sangue.

O resultado apresentado na Figura 31 torna-se possivel pela atribuicdo dos
pontos da rede vascular inicial a linha de fluxo (que no caso atravessa a rede nas
zonas a vermelho). Por comparagéo de todos os pontos entre essa linha e a de um
esqueleto completo da rede, tornar-se-iam pontos onde passa sangue aqueles que
estivessem & mesma distancia dos dois.

Assim, surgiu a necessidade de construir um esqueleto que considerasse
ndo sO os circuitos de potencial nulo mas ainda as pontas do capilar em
crescimento. Para o efeito, & medida que as ETCs se movimentam na matriz
(durante a migracdo dos capilares), € passada ao programa que calcula o fluxo,

uma matriz com as posicdes correspondentes.

Ora, partindo da rede vascular, os pontos sdo estudados aleatoriamente um
por um e removidos no caso de ndo verificarem determinadas carateristicas (a
semelhanga da acao de thin incluida na sec¢éo 4.2 a propdsito da criagdo da linha
de fluxo sanguineo). A diferenca, neste caso (chamado thinl), estd nas tais
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carateristicas que o0s pontos devem apresentar para poderem continuar a
incorporar o esqueleto vascular. E aqui que a informac&o acerca dos caminhos
seguidos pelas ETCs é importante, tornando-se tudo tdo simples quanto “obrigar” o
esqueleto a manter esses pontos na sua constituicdo. Consequentemente todas
essas posicoes por onde passaram as ETCs séo ligadas entre si, resultando um
esqueleto cujas pontas capilares estao efetivamente consideradas.

No entanto, para além de incluir as pontas, este procedimento gera também
a criacdo de muitas falsas ramificacbes ao longo dos capilares mais espessos.
Uma vez que as ETCs na matriz seguem um trajeto ndo muito regular (em parte
devido a componente aleat6ria do fluxo sanguineo) sdo guardadas posi¢cdes que a
leitura de thinl significam a existéncia de varias ramificagcbes pequenas. Assim, é
necessario remover as falsas ramificagcdes criadas, j4 que o objetivo sera comparar
0 esqueleto que considera as pontas com a linha de fluxo sanguineo e assim fazer
uma atribuicdo justa dos pontos da rede. Neste caso, para eliminar as falsas
ramificacdes recorreu-se ao célculo prévio do diametro capilar médio da rede, por
intermédio da rotina analyze. Uma vez que se trata de uma rotina “reaproveitada”
do programa de calculo das ramificagfes e didmetro capilar médio, serd melhor
compreendida no préximo capitulo, dedicado a esse assunto. No entanto, o seu
funcionamento geral relaciona-se com o célculo do didmetro através da razdo entre
0 numero de pontos pertencentes aos vasos e o numero total de pontos que
formam o esqueleto. Assim, é verificado até que ponto a remoc¢ao das ramificacdes
mais pequenas ndo fazem variar substancialmente o didmetro capilar médio. As
falsas ramificacbes sdo assim eliminadas, iterativamente, até que o diametro
calculado estabilize.

A partir desse momento, é calculada a linha de fluxo sanguineo como
habitualmente, tendo sempre por base o sistema de trabalho anterior. Portanto,
pelo processo ja descrito na secc¢do 3.2, por andlise da vizinhanca dos pontos do
esqueleto, as pontas dos capilares sdo removidas, usando a rotina thin que é
chamada neste processo de thin2 (para a diferenciar de thinl). Com base nas Leis
de Kirchhoff em aproximacdo ao escoamento de Poiseuille, obtém-se um novo
esqueleto onde ndo constam os loops de potencial nulo.

Uma representacao de todas estas etapas é feita na Figura 32. Todos os
sistemas (representados por letras) tém a particularidade de terem sido sempre
calculados a partir dos anteriores. Comparando o esqueleto apds terem sido
removidas as falsas ramificacbes com o esqueleto que determina os ramos onde
efetivamente passa sangue, e conhecendo os pontos de toda a rede vascular de
onde se partiu, sdo determinados os pontos que se localizam mais perto deste
ultimo, e onde se deve verificar a passagem de sangue.
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A. Rede Capilar B. Esqueleto da rede capilar C. Falsas ramificacdes removidas

F. Rede de circulacdo sanguinea E. sem loops de potencial nulo D. sem pontas dos vasos

Figura 32 — Etapas da aproximacgéo da linha de fluxo sanguineo a vasos por onde circula o sangue. Da totalidade da rede capilar A é extraido o
seu esqueleto completo B, por um mecanismo de estreitamento (1 — thinl) que mantém no esqueleto os pontos por onde anteriormente passaram
as ETCs. Por atenuacdo das falsas ramificacbes (2 — analyze) observadas em B obtém-se C, um esqueleto “real” da rede capilar. Segundo os
procedimentos detalhados na seccdo 4.2 para extracdo da linha de fluxo sanguineo, obtém-se D, um esqueleto que (por acdo de 3 — thin2) ndo
considera as pontas dos capilares em crescimento. Posteriormente surge E, a linha de fluxo sanguineo, que em relacdo ao esqueleto anterior ndo
considera os loops de potencial nulo. Por comparacao entre os esqueletos C e E, é possivel determinar quais os pontos de A associados a este
ultimo, ou seja, aqueles pontos por onde é considerado haver passagem de sangue.
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Inicialmente, esta atribuicdo de pontos com base em distancias tinha sido
implementada por distancias de todos os pontos da rede a todos os pontos de
cada esqueleto, avaliando-se para qual deles a distancia era menor. Para otimizar
o tempo de processamento aplicou-se uma técnica baseada em quadrados, como
explorada no seguinte diagrama de fluxo (Figura 33).

Pertence ao
capilar?

Sim

Verifica se os pontos do quadrado
envolvente pertencem ao -t
esqueleto total da rede — M;

Incrementa o nivel do
quadrado de uma unidade

Néo f

N de pontos
pertencente a
M;>0?

Sim
Avalia qual dos pontos Ihe é mais préximo e
verifica em quantos niveis mais do quadrado
podem ser encontrados pontos com uma
distancia inferior

Para todos
0s pontos
da matriz

Deve continuar a iterar
o quadrado?

Sim

Incrementa o nivel do quadrado o nimero de
vezes determinado e para cada nivel
verifica a existéncia de pontos pertencentes a M;

Y
Verifica se o ponto
Sim-#» encontrado pertence a
linha de fluxo — M,

2 pontos encontrados
> 0 e mais proximos que o
ponto do nivel anterior?

Né&o

v

Volta a estudar o ponto do
quadrado anterior, verificando
se pertence a linha de fluxo - M,

Ponto com sangue Ponto sem sangue |-4—

Figura 33 — Diagrama de fluxo da rotina que carateriza os pontos da rede como sendo ou
n&o pertencentes a um vaso com sangue.
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Partindo-se de um ponto da rede capilar, é verificado se num quadrado de
comprimento 2/ + 1 que o envolve existe algum ponto do esqueleto maior (M;). No
caso afirmativo, se esse ponto também verifica ¢’ = 1 na matriz da linha de fluxo
(M,), significa que o ponto dista do mesmo valor dos dois esqueletos. E concluido
entdo que esse ponto corresponde a um vaso onde o sangue circula, sendo
atribuido ao parametro de ordem o valor ¢’ = 1, que corresponderd a um pixel
vermelho nas figuras .ppm. No caso em que o quadrado em estudo ndo possui
nenhum ponto pertencente a nenhum dos esqueletos, € incrementado de uma
unidade (I = [+ 1), até que seja encontrado um ponto pertencente a pelo menos
M;. Note-se que esta técnica apenas € possivel sabendo que os esqueletos sao
gerados sempre a partir dos anteriores.

Como resultado desta tarefa, obtiveram-se redes vasculares (Figura 34)
onde nem sempre 0s capilares apresentavam uma fase uniforme (completamente
com ou sem sangue).

Figura 34 — Primeiros resultados da aproximacdo do fluxo sanguineo a um vaso com
sangue: rede vascular ndo uniforme quanto a passagem de sangue nos ramos (a mesma
ramificac@o apresenta regifes verdes e vermelhas).

Esta situacdo levou a crer na existéncia de falsas ramifica¢cdes que a rotina
analyze nao conseguiu resolver, tipicas nos vasos demasiado espessos. Assim,
sempre que existem pontos do esqueleto resultante da rotina analyze extra ao
esqueleto obtido pela rotina thin2 e havendo algum ponto do vaso mais proximo
desses do que do esqueleto de thin2, é-lhes excluida a passagem de sangue.
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Ainda que estas falhas ndo comprometam significativamente o
desaparecimento das fontes (constituindo casos de baixa preocupacéo), qualquer
aperfeicoamento feito no futuro neste sentido seria bem-vindo. Outros retoques a

outras situacdes indesejadas, como a ilustrada na Figura 35 seriam interessantes
de se fazer.

¢~

Figura 35 — Aproximagdo de pontos a um vaso com sangue pode ser aperfeicoada. A
situagdo ideal prevé que todo o vaso principal conduza sangue oxigenado, mesmo as
zonas de onde surge uma ramificagao (circulo a preto).
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Capitulo 5

Determinacao da taxa de
ramificacao e do diametro capilar
meédio

A ramificacdo de uma rede vascular € uma medida muito facil de entender quando
se tem presente o conceito de “ligacao”.

As ramificagbes ndo s&o mais do que a conexao entre dois nodos distintos,
ja discutidos na secgéo 4.2 a proposito da determinacdo do fluxo sanguineo. De
facto, estes dois programas apresentam alguns conceitos comuns, o que faz com
gue estejam de certa forma correlacionados. A rotina analyze constitui a base do
calculo do diametro capilar médio no presente programa, tendo ja sido referenciada
no contexto da remocdo das falsas ramificac6es necessaria a aproximacao a vasos
com sangue.

Menos intuitiva é a forma como o diametro capilar médio é calculado, ja que
se baseia na razdo entre o nimero total de pontos da rede e o comprimento do seu
esqueleto. Para o efeito, recorre-se a uma aproximacdo dos vasos a retangulos,
dos quais se conhece a area e o comprimento e se pretende saber a largura.

Neste contexto as pontas onde néo se considera passagem sangue surgem
como elementos importantes a considerar no céalculo dos didmetros. Se assim nao
fosse, 0os pontos que pertencem a essas por¢des de vasos seriam redistribuidos ao
longo dos trocos adjacentes, incrementando o didametro desses vasos. Para evitar
que os resultados se tornem enganadores a esse nivel, € usado nos calculos um
esqueleto que passa pelos locais onde as ETCs passaram para o fenétipo ESC.
Novamente, este processo é semelhante ao que acontece na determinacdo dos
vasos com sangue, com a ressalva de que aqui ndao ha necessidade de
sobrecarregar o programa com todas as posicoes de locais de passagem das
ETCs. Isto porque durante a determinag&o do fluxo é conveniente que mesmo para
instantes temporais pequenos exista um registo fidedigno da estrutura capilar. Ao
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invés, neste programa os locais de passagem nao acrescentam informacao ao que
ja é conhecido dos locais de desativacdo das ETCs. Desta forma, resulta um
esqueleto que inclui as pontas dos capilares em crescimento (bem como,
indesejadamente, algumas falsas ramificacdes sempre que o didmetro dos vasos é
grande).

Outro aspeto que pode tornar os resultados enganadores é a contribuicéo
dos pontos que fazem parte do capilar principal. Uma vez que a linha do esqueleto
gue o representa ndo é tida como tal pelo programa, novamente o didmetro viria
aumentado, devido a redistribuicdo dos seus pontos pelos trogos dos vasos
secundarios. Ainda que para muitos conjuntos de parametros essa contribui¢cao
seja pouco significativa, para outros que conduzem a um engrossamento elevado
do vaso inicial, o didametro viria substancialmente aumentado.

A solucdo mais logica para resolver esta situacdo passa pelo corte da
porcdo correspondente ao vaso principal. No entanto, consoante a rede vascular
em estudo, a largura do vaso principal é variavel, ndo sendo possivel estabelecer
um intervalo de corte fixo. O intervalo de corte desde x = 0 é entdo determinado
pelo minimo valor de x em que ¢ = —1 (fora do vaso), ao qual se acrescenta um
valor 4 conveniente de forma a minimizar o impacto de possiveis irregularidades do
vaso. Inicialmente, a procura do minimo valor de x para o qual ¢ = —1 era feita
apenas através da ultima linha da matriz, podendo acontecer que uma ramificacao
se estendesse ao longo dessa mesma linha, resultando erradamente no corte de
grande parte da informacéo relevante do sistema.

Para além destes procedimentos, existe ainda neste programa uma rotina
correct que inclui as dire¢des diagonais no calculo do comprimento da linha de
esqueleto. Esta rotina é responsavel pela atenuagédo das situacdes de escadaria
formada pelo uso exclusivo de uma vizinhanga de 4 durante o esboco dos
esqueletos. A Figura 36 faz compreender que o didmetro viria diminuido sem esta
modificacdo, sendo ele o resultado da razdo entre o ndmero de pontos que
constituem a rede e o niumero de pontos do seu esqueleto.

Figura 36 — A rotina correct faz uma correcdo do comprimento do esqueleto (construido
segundo uma vizinhanca de 4). Admitindo a ramificagdo a cinzento, e o seu esqueleto a
preto, o resultado da corregdo em tamanho feita por correct esta representada pela linha a

branco. A reducdo em comprimento do esqueleto é de 2 para V2.
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Além destas consideracdes, o diametro capilar médio e numero de
ramificacoes da rede vascular ndo séo avaliados no mesmo instante temporal para
todas as redes, como acontecia inicialmente. Os conjuntos de parametros testados
produzem redes capilares muito diferentes, sendo necessério avaliar para cada
uma delas qual o momento da sua evolucdo mais justo para estimar as duas
guantidades.

Ora, sabendo que a Equacéo (3) pressupfe a diminuicdo das interfaces
capilares através do termo energético —sV2¢, facilmente se compreende que,
assim que a concentracdo de VEGF no meio é diminuta, ha regressdo das
ramificagfes. Tendo sido satisfeitas as necessidades em oxigénio das células em
hipdxia, para dado instante temporal variavel, € verificado um decréscimo no
namero de ramificacbes capilares. Assim, ao longo da evolucdo de uma rede
capilar totalmente formada, € verificado um padrao no seu nimero de ramificacoes,
sendo que inicialmente aumenta até desaparecerem as fontes e depois comeca a
decrescer para penalizar as interfaces.

Para fazer uma contagem mais justa do nimero de ramificacdes e diametro
para cada situacdo (em que a rede evolui a ritmos diferentes), o programa devolve
esses dois resultados para o instante temporal em que o nimero de ramificacdes é
0 mais elevado. Considera-se esta a melhor forma de suprimir a incerteza
associada ao ritmo de desenvolvimento da rede vascular, carateristico de cada
conjunto de parametros de teste.

No seguimento desta alteracdo, aconteceu que, sendo o didmetro dado
pela razao entre o numero de pontos da rede e o comprimento do seu esqueleto,
sempre que ndo é detetado esqueleto algum resulta um diametro infinito. Esta
situacao é tipica para instantes de tempo iniciais, onde n&o ha registo de posi¢cdes
da despromogdo de ETCs, nem consequentemente esqueleto. Dada a regido
temporal a que se torna interessante avaliar o diametro capilar, foi resolvido que o
didmetro bem como o nimero de ramificacdes sejam considerados nulos sempre
gue nao é detetado qualquer esqueleto (instantes de tempo iniciais).
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Capitulo 6

Resultados

A semelhanca dos estudos levados a cabo por Travasso et al. em [8], foram
criadas véarias combinagfes de parametros para estudar o comportamento da rede
vascular formada. Para cada conjunto de input, a rede capilar resultante pode ser
caracterizada por valores distintos de densidade de ramos e de didmetro capilar
médio.

A taxa de proliferacé@o celular e a resposta quimiotatica sdo dois elementos
gue se mostraram em [8] muito influentes no padrdo vascular formado. Por este
motivo, decidiu-se comparar, através da avalizagdo dos seus efeitos, a
performance do programa antes e depois das intervencgdes que |Ihe foram feitas.
Neste contexto o grande destaque deve ser atribuido a incorporacdo do fluxo
sanguineo e consequente probabilidade de formagdo de anastomoses, nédo
menosprezando as restantes consideracdes. Assim sendo, foram realizados
estudos entre duas variantes do novo algoritmo, nas quais a totalidade da rede ou
apenas 0s vasos com sangue ditam o desaparecimento do estado de hipOxia
celular. Testando o0 mesmo conjunto de parametros de entrada no programa antigo
e nas duas variantes do mais recente programa (“sem fluxo” e “com fluxo”),
torna-se possivel avaliar a significancia quer da totalidade das alteracdes feitas,

quer de cada delas individualmente (Figura 37).

A comparacado das trés versdes do programa baseia-se essencialmente na
avaliacao do diametro capilar médio bem como do ndmero de ramificacdes da rede
final, produzida por diversos conjuntos de parametros potencialmente influentes.
Para cada caso, através do programa descrito no Capitulo 5, mediu-se o diametro
capilar médio em um e o nimero de ramos por mm?, sendo que um Unico ramo
compreende o capilar entre dois pontos de ramificagdo consecutivos. Para além
destes juizos, sdo feitas analogias aos resultados experimentais encontrados na
literatura.
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Figura 37 — A comparacédo de trés versdes de implementacdo computacional do modelo de
angiogénese serve para avaliar a influéncia das consideracdes assumidas em cada uma
delas. O programa “antigo” é o implementado em [8], sendo por isso o primordial das trés
versdes. O programa “com fluxo” é o fruto deste projeto, considerando a via de sinalizagéo
Delta-Notch, o fluxo sanguineo e outras alteragdes mais pequenas. Por Gltimo, o programa
“sem fluxo” resulta da omissao da implementagéo do fluxo sanguineo do programa “com
fluxo” e portanto coleciona todas as alteragdes feitas ao modelo computacional, exceto
essa.

Para o efeito foram estudadas vinte amostras de rede, correspondentes a
diferentes seeds que determinam a aleatoriedade das fontes de VEGF. Apesar de
em [8] Travasso et al. terem concluido que a disposicdo das fontes de fator
angiogénico ndo € significativamente influente as medidas de diametro e
ramificagdes, resolveu-se ainda assim incrementar (de trés para vinte) o nimero de
amostras estudadas no artigo, para minimizar o impacto que possa resultar desse
processo. Assim, para que a comparacao entre as trés versdes do programa fosse
justa no que toca a esse aspeto (disposicao inicial das fontes) foram repetidas as
simulagdes feitas em [8] com o programa “antigo” para as mesmas vinte seeds
testadas com “sem fluxo” e “com fluxo”.

Assim, para transmitir o comportamento da rede vascular final, calculou-se,
para cada valor dos trés parametros sob estudo (a,, x € T;), a mediana das

medidas de diametro capilar médio e de densidade de ramificacdo da rede obtidos
nas 20 seeds. Representou-se graficamente, para cada um dos trés programas,
esse valor em funcdo dos pardmetros em analise e atribuiu-se-lhe como incerteza

L
VN
A mediana foi escolhida para tratar estes dados, por se mostrar insensivel a
outliers que possam eventualmente acontecer para determinada disposicao inicial

das fontes.

0 erro padrdo da mediana g,,cq4iana = 1,253 — onde o representa o desvio padrao.

De forma a aumentar a legibilidade dos gréficos resultantes, os resultados
de cada uma das versdes estdo representados a cores diferentes, sendo o verde a
cor carateristica do programa “antigo”, o vermelho do programa “com fluxo” e por
ultimo, o azul de “sem fluxo”. Estas cores prevéem-se rapidamente interpretaveis ja
gue apenas ao “com fluxo” se associam vasos com sangue (também representado
a vermelho nos ficheiros .ppm) e se relembra a predominéncia da cor verde nos
resultados de “antigo”.

68



6.1 Influéncia da maxima taxa de proliferacao celular — por
variagao de a,,

Em primeiro lugar, variou-se a maxima taxa de proliferacédo das ESCs (a,T,), por
alteracdo do valor do parametro a,no modelo. Observou-se, pelas trés variantes
do algoritmo da angiogénese, que o aumento da proliferacdo das células
endoteliais leva a um aumento claro da densidade de ramos. Por sua vez, o
didmetro capilar médio ndo evolui de um modo téo claro, como se pode averiguar
na Figura 38.
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Figura 38 — Evolucdo geral do diametro capilar médio (em cima) e do nimero de
ramificagbes vasculares (em baixo) resultantes da variagdo da taxa de proliferacdo celular

ao nivel dos trés algoritmos — “antigo”, “sem fluxo” e “com fluxo”.
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Ao contrario do que era esperado, o programa “antigo” ndo ofereceu um
padrdo nitidamente crescente do didmetro capilar (Figura 39A). Seria de esperar
que uma taxa de proliferacéo baixa por parte das ESCs conduzisse a um diametro
capilar pequeno devido a menor contribuicdo do termo a,(T)$ @(¢) na
Equacédo (3). No entanto, as figuras 39A e 39B (exemplos tipicos de padrdes
observados para baixas e elevadas taxas de proliferacdo celular) sugerem o
contrario, sendo que para valores de a, pequenos 0s vasos capilares
apresentam-se extremamente finos.

500

450 b

10p 4 E 3B0F
Lot
7_ 250 P
i}
_ 150 |

100 b

0

Figura 39 — Variacdo do diametro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “antigo” consoante o valor da taxa de proliferacdo celular. C e D
apresentam padrdes vasculares resultantes de taxas méximas de proliferacdo celular baixa
(a,T, = 0,77 x 107*s ') e elevada (a,, T, = 4,23 x 10~*s™'), respetivamente.

Para melhor entender a discrepancia entre a informacao retirada destas
imagens (Figura 39C e Figura 39D) e a informacao extraida do grafico apresentado
na Figura 39A, explorou-se em detalhe os resultados intermédios do programa de
céalculo. Sabendo-se que o diametro depende do ndmero de pontos pertencentes
aos vasos e do esqueleto que através deles é tracado, extraiu-se o esqueleto da
rede correspondente a rede da Figura 39C relativo ao instante temporal em que o
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namero de ramificacdes € maximo (ja que é dele que resulta o valor do diametro
apresentado na Figura 39A). O resultado obtido esta representado na Figura 40.

Figura 40 — Esqueleto pelo qual o algoritmo de célculo do didmetro capilar médio se baseou
para obter o valor de didmetro correspondente a rede vascular apresentada na Figura 39C.

Como se pode ver pela sua falha central, o esqueleto ndo abrange todas as
ramificacdes representadas na Figura 39C. A razao pela qual isto acontece € que
as ramificagbes correspondentes, ao contrario do normal, apresentam uma
descontinuidade desde o vaso principal. Enquanto cresciam, estas ramificacdes e
0 vaso principal perderam a ligacéo.

A explicacdo para este facto é que quando a ETC esta a puxar o vaso, 0
valor de ¢. é baixo porque o valor de a também o €. Esta situacdo ocorre
principalmente no inicio, onde o valor de T € baixo também. Logo, quando
acontece o rearranjo de ¢ de modo a obter-se ¢ = 1 dentro do capilar, acontece
este "pinching-off" no inicio dos capilares.

Desta forma, tendo em conta a area capilar (Figura 39C) e o esqueleto
(Figura 40) que integra o calculo do didametro médio dessa rede, torna-se
compreensivel a informacgéo apresentada na Figura 39A, j4 que também os pontos
das ramificacdes “flutuantes” séo redistribuidos pelo esqueleto, incrementando
seriamente o didmetro capilar medio. Por outro lado, como também pela avaliacéo
visual dos ficheiros .ppm, € constatado que para valores altos de a, essa
desconexdo das ramificacBes ao vaso principal ndo ocorre tdo frequentemente,
resulta um valor para o didmetro capilar mais confiavel. E de notar ainda, que o
tamanho da barra de erro associada ao menor valor de a,testado (na Figura 39A)
traduz uma grande dispersdo de resultados para este valor do par@metro. Posto
tudo isto, aceita-se como sendo vélida a conclusdo de que o didametro dos vasos
aumenta com a proliferacédo celular, ainda que o grafico da Figura 39A transmita a
ideia contréria.

A situacdo de existirem ramificacfes desconectadas do vaso principal ndo
esta prevista no programa de célculo do diametro, ficando prometida particular
atencao a este assunto num préximo trabalho futuro.
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Naturalmente, o numero de ramificacdes nao € tdo afetado por esta falha
guanto o didmetro, pois aqui tem-se em conta o numero de liga¢des do esqueleto e
ndo o numero total de pontos que as constituem (este cria um racio maior quando
as ramifica¢cfes flutuantes sdo grandes). Assim sendo, o numero de ramificaces
respeita a tendéncia prevista, verificando-se um crescimento bem demarcado do

namero de ramificacbes a medida que a taxa de proliferacdo celular aumenta
(Figura 39B).

Atentando novamente o padrdo vascular da Figura 39C, verifica-se que,
para valores de a,, muito pequenos, os capilares sdo tao finos que dificilmente a
sua espessura permite a ativacdo de uma ETC. Sendo assim, para uma taxa de
proliferacdo celular baixa as ramificacdes estdo em menor ndmero relativamente
aos casos em que a, € elevado (ver padrdo da Figura 39D). No entanto,
relembrando que as ligagbes desconectadas do vaso principal sdo mais frequentes
para valores menores de a;, € ndo sdo contabilizadas no esqueleto, o resultado
justo seria uma curva do numero de ramificagdes por taxa de proliferagdo mais
suave que a apresentada na Figura 39B.

De seguida, apresentam-se os resultados relativos ao algoritmo “sem fluxo”,
onde novamente se verifica uma curva de didametro capilar médio pouco de acordo
com o que seria 6bvio (Figura 41A): o aumento do diametro médio capilar com a,,
jé que o termo de proliferagdo no modelo corresponde a um aumento da area do
vaso por unidade de tempo.

Da mesma forma que no programa “antigo”, também neste caso € possivel
constatar para taxas de proliferacdo baixas (Figura 41C) a presenca de
ramificacbes que durante a sua evolugdo se desconectaram do vaso principal.
Assim, e da mesma forma que em “antigo”, € encontrada a razdo pela qual néo é
claro na Figura 41A um crescimento do didmetro dos vasos por aumento da taxa
de proliferacéo das ESCs.

45
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Figura 41 — Variacdo do didmetro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “sem fluxo” consoante o valor da taxa de proliferacao celular. C e
D apresentam padrdes vasculares resultantes de taxas méximas de proliferacéo celular
baixa (a,T, = 1,15 x 107*s~') e elevada (a,T, = 4,23 x 10~*s~!), respetivamente.

Quanto as ramificagbes, o grafico da Figura 41B exibe um aumento
acentuado no seu numero em funcdo do aumento da taxa de proliferagéo celular. A
Figura 41D néo deixa margem para dividas que quando as ESCs proliferam mais,
maior € o numero de ramificagdes da rede resultante.

Neste contexto, € de elevada importancia a informacgéo contida na Figura
38, onde sdo comparados os resultados oferecidos por cada algoritmo. Assim, para
0 maior valor de a, testado, verificam-se aproximadamente 450 ramificagdes por
mm?, em contraste com os resultados obtidos utilizando o programa “sem fluxo”,
onde o numero de ramificacdes atinge sensivelmente o dobro desse valor (800
ramificacdes por mm?).

Quanto ao diametro, apesar de as quantidades apresentadas nao
inspirarem confianga para serem retiradas conclusdes a partir delas, seria normal
que os varios eventos de migracdo capilar conjunta, tipica de valores de a,
elevados, no programa “antigo” produzissem um didmetro capilar maior que em
“sem fluxo”. Como nesta versao do programa a via Delta-Notch é considerada para
situacdes de convergéncia dos vasos, ndo é permitido o seguimento de capilares
lado a lado (repare-se nos eventos de fusdo da Figura 41D), resultando
automaticamente num didmetro capilar médio inferior ao correspondente no
programa “antigo”. Assim, € normal que para valores de a, grandes se obtenham
didmetros ligeiramente menores na Figura 41B quando comparados com os da
Figura 39B.

Para melhor compreender a razdo de ser deste comportamento imprevisto
do didmetro dos vasos, mais testes serdo realizados. A discrepancia entre a
densidade de vasos criados pelos algoritmos “antigo” e “sem fluxo” também sera
investigada.
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Por altimo, por analise dos resultados fornecidos pelo programa “com fluxo”
€ verificado um aumento no didmetro capilar médio bem como no numero de
ramificagdes em fungéo de valores maiores de «,T,, de acordo com os graficos da
Figura 42 (A e B).
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Figura 42 — Variagdo do diametro capilar médio (A) e da ramificagdo (B) de redes
produzidas pelo programa “com fluxo” consoante o valor da taxa de proliferagcéo celular. C e
D apresentam padrdes vasculares resultantes de taxas méaximas de proliferacéo celular
baixa (a,T, = 1,15 x 107*s~") e elevada (a, T, = 4,23 x 10~*s~'), respetivamente.

Neste caso, em que é considerado o fluxo sanguineo, a célula em hipoxia
desaparece mais tardiamente devido a ndo contribuicdo de certas zonas capilares
para a eficiente oxigenacio dos tecidos. E necessario esperar a ocorréncia de uma
anastomose perto das células em hipdxia para que interrompam a producdo de
fator. Deste modo, resulta mais tempo para a proliferacdo das ESCs, para além de
qgue, continuando as fontes de producdo ativas por mais tempo, sdo também
ativadas mais ETCs e induzidas mais novas ramificacbes. Consequentemente,
tanto o diametro capilar médio quanto o numero de ramificacdes apresentam 0s
maiores valores na Figura 38. Segundo este raciocinio, torna-se normal que ambos
os resultados (diametro capilar médio e taxa de ramificacdo) relativos ao programa
gue considera o fluxo sanguineo se apresentem maiores que nas situacdes
correspondentes “sem fluxo” e “antigo”, qualquer que seja o estudo em causa.

74



maxima -

6.2 Influéncia da velocidade celular
variacao de y

por

A velocidade maxima de migracdo das ETCs no tecido também foi variada no
modelo, desta vez por alteracdo do valor de y. Todas as trés versbes do
programa produziram resultados de onde se observam mudanc¢as no padréo
vascular, e de entre as quais sdo dramaticas as do algoritmo que considera o
fluxo sanguineo, como € evidente nos graficos da Figura 43.
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Figura 43 - Evolucdo geral do didmetro capilar médio (em cima) e do nimero de
ramificacBes vasculares (em baixo) resultantes da variacao da resposta quimiotatica celular
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ao nivel trés algoritmos — “antigo”,
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Para o programa “antigo” verificou-se que, de uma forma geral, um
aumento da velocidade das ETCs conduz a uma rede menos ramificada e
cujos vasos tém menor diametro (Figura 44A e Figura 44B). As figuras 44C e
44D apresentam exemplos tipicos de padrdes observados para baixas e altas
velocidades das ETCs. Para uma velocidade méxima baixa (Figura 44C), 0s vasos
sdo ligeiramente mais grossos e ramificados. Como a ETC se move muito
lentamente, mais tarde o vaso se torna proximo da célula em hipdxia, atrasando a
difusdo do oxigénio até ela. Assim, o tempo de producdo de VEGF nas fontes é
maior, sendo difundido através da ECM num intervalo de tempo também maior. A
sua concentragdo torna-se consequentemente mais alta junto ao capilar.
Concentracdes elevadas de VEGF levam a ativacio de ETCs e ao
consequentemente aumento do numero de ramificacdes na rede. O tempo
decorrido até que as fontes desaparecam é também suficiente a proliferacdo das
ESCs, 0 que provoca um aumento substancial do diametro capilar médio. O
contrario se passa para altos valores de y testados, onde as ETCs se movem
rapidamente fazendo desativar a producdo de VEGF nas fontes. O tempo torna-se
insuficiente quer para difuséo de fator até junto do capilar, quer para proliferagéo
das ESCs. Para além disto, para ramificag6es muito finas, o espaco é limitado para
fazer “arrancar” uma ETC (lider da ramificagdo). O resultado € um numero de
ramificacdes e valor de diametro capilar médio menores (ver rede da Figura 44D).
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Figura 44 — Variacdo do didmetro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “antigo” consoante o valor da resposta quimiotatica celular. C e

D apresentam padrbes vasculares resultantes de velocidade celular maxima baixa (yGy =
0,10 um/min) e elevada (yG, = 0,55 um/min), respetivamente.
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Do mesmo modo, também o algoritmo “sem fluxo” resulta em que, para
baixos valores de y das ETCs, o didmetro dos vasos médio € maior. Neste
caso, as ETCs caminham tdo devagar que o tempo € demasiado para ocorrer
consumo de fator angiogénico nas ESCs e proliferacdo. Pelo padrdo apresentado
na Figura 45C nota-se que 0S vasos Sd0 espessos e a estrutura € moderadamente
ramificada. E possivel que a concentracéo de fator em redor do vaso se mantenha
inferior & necessaria para ativacdo de ETCs e consequentemente de ramificacao.

Ao contrario, elevados valores de x conduzem a vasos mais finos, sendo
que a densidade de vasos ndo é muito diferente da verificada para velocidades
celulares muito baixas (Figura 45D). A este propdsito é de notar o pico de
ramificacdes presente na curva da Figura 45C, que sugere que para valores de
velocidade intermédios se verifica 0 maior nimero de novos capilares produzidos
na rede final. O facto de as ESCs (que constituem a maior parte da area capilar)
manterem um consumo elevado para valores de velocidade de migracéo vascular
pequenos, explica que a concentracdo de VEGF junto ao capilar mais dificilmente
atinja um valor minimo para ativar as ETCs. Por sua vez, sendo a velocidade
celular muito elevada, rapidamente é interrompida a difusdo de VEGF, néo
havendo tempo suficiente para difusdo de VEGF até ao capilar, resultando também

num ndmero de NovVos ramos pequeno.

No entanto, apesar de terem sido encontradas ligeiras diferencas no
comportamento das redes produzidas pelo algoritmo “antigo” e pelo “sem fluxo”,
essas diferencas tornam-se minimas por analise da Figura 43. De facto,
comparativamente aos resultados apresentados pelas redes onde é considerado o
fluxo, estes dois algoritmos apresentam resultados muito semelhantes,
especialmente os relativos ao didmetro capilar. Conclui-se entdo que, tal como se
previa, as restantes alteracdes feitas ao modelo ndo provocam variacfes
significativas no padrdo vascular tanto quanto a incorporagdo do fluxo
sanguineo.
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Figura 45 — Variagdo do diametro capilar médio (A) e da ramificagdo (B) de redes
produzidas pelo programa “sem fluxo” consoante o valor da resposta quimiotética celular. C
e D apresentam padrdes vasculares resultantes de velocidade celular maxima baixa
(xGy = 0,10 um/min) e elevada (yG, = 0,55 um/min), respetivamente.

Quanto ao programa que considera o fluxo sanguineo, a curva dos
didmetros segue a mesma tendéncia (decrescente) mas muito mais acentuada que
as outras (ver Figura 43). Para valores de velocidade méaxima celular baixos,
verifica-se uma espessura muito maior dos capilares (sensivelmente o dobro).
Tendo presente a formacao de anastomoses, sabe-se que nem sempre 0S vasos
contribuem para o desaparecimento do estado de hipoxia, mantendo-se a
producdo de VEGF por mais tempo relativamente aos outros dois algoritmos.
Assim, nesse caso, as ESCs proliferam mais e durante mais tempo que nos outros
dois. Para além disso, ao se dilatarem, os vasos estdo constantemente a
aproximar-se das fontes, mantendo a concentracdo em seu redor ainda maior.
Portanto, € normal que, havendo anastomose, as alteragbes na forma da rede
capilar sejam mais acentuadas a medida que se varia o valor de velocidade celular.

Em relacdo a ramificacdo (Figura 46B), também essa € uma curva muito
mais acentuada. As redes para as quais os valores de y sdo baixos (Figura 46C)
apresentam poucos ramos. Tendo em conta o elevadissimo didmetro dos vasos,
deixa de haver tanto espaco para se ramificarem, além de que o consumo nas
ESCs é grande, mantendo uma concentracdo de VEGF fora do capilar inferior a
necessaria para ativacao celular. Por outro lado, para valores de y elevados, as
redes sdo muito ramificadas e os seus vasos sao finos (Figura 46C). Significa isto
que o consumo de VEGF nas ESCs néo faz decair de forma significativa a sua
concentracdo no exterior, resultando na ativagcdo de um maior nimero de ETCs.
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Figura 46 - Variacdo do diametro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “com fluxo” consoante o valor da resposta quimiotatica celular. C
e D apresentam padrdes vasculares resultantes de velocidade celular maxima baixa
(xGy = 0,10 um/min) e elevada (yG, = 0,55 um/min), respetivamente.

A grande concluséo acerca deste estudo é que a presenca de fluxo nas
redes contribui para uma intensificacdo dos padrbes observados em ambos
0s casos em que o fluxo ndo é considerado. Entre estes dois Ultimos, ndo sédo
relevantes as diferencas na morfologia vascular final, o que realgca o impacto da
presenca do fluxo sanguineo. Para os mesmos valores de teste, as redes formadas
podem ser tdo diferentes quanto as apresentadas na Figura 46C e 44C, que
representam casos onde o fluxo € e ndo é considerado, respetivamente.
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6.3 Influéncia da quantidade de fator angiogénico — por
variacao de T

Por ultimo, avaliou-se o impacto no padréo vascular por influéncia da quantidade
de fator angiogénico produzido nas células em hipdxia. Para o efeito, foi simulada a
formacdo de uma rede de vasos capilares na presenca de diferentes valores do
parametro T;. Para todas as variantes do programa observou-se uma tendéncia
clara tanto na evolugdo dos diametros vasculares como no numero de
ramificacdes, de acordo com a Figura47, sendo que os resultados obtidos através
de “com fluxo” atenuam as diferencas entre os outros dois algoritmos.
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Figura 47 - Evolucao geral do diametro capilar médio e do numero de ramificagcbes
vasculares (em baixo) resultantes da variagcdo da concentragdo de fator angiogénico nas

fontes, ao nivel dos trés algoritmos — “antigo”, “sem fluxo” e “com fluxo”.
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Observa-se, para o algoritmo estudado no artigo [8], que quanto menor for
a concentracao do fator de crescimento, maior é a escassez de vasos narede
obtida (Figura 48A). Para além disso, uma evoluc¢do calma do sistema leva a que
a quantidade de VEGF que chega ao capilar seja praticamente toda consumida
pelas ESCs, intensificando a proliferacdo e provocando o espessamento dos
vasos. Contudo, ainda que o VEGF seja praticamente todo consumido, a sua
concentracdo ndo é alta o suficiente para resultar um engrossamento capilar
abismal. Assim, no que diz respeito ao didmetro dos vasos que crescem por
inducdo de fator produzido em baixas quantidades, eles sdo espessos mas nao

demasiado, como se pode verificar pela Figura 48C.

Um padrdo oposto, em que 0s vasos sao bastante mais finos e a rede é
mais ramificada, é apresentado na Figura 48D. De facto, a medida que se testaram
niveis mais altos de fator angiogénico, verificou-se uma brusca diminuicdo da
espessura dos vasos (de notar que o didmetro varia de entre aproximadamente
~ 18um e ~ 10um.). No entanto, para além de uma certa concentracao de fator
angiogénico (T; = 1), o didmetro dos vasos mantém-se praticamente constante, o
gque comprova uma diminuicdo desta quantidade ainda mais acentuada para
valores pequenos de T;.

Quanto a densidade de ramos da rede formada, para valores baixos de Ty
resulta uma rede vascular com poucos novos vasos, sendo o seu valor tdo
pequeno quanto for a concentracdo de fator produzido. Abaixo do valor de teste
T, < 0,8 torna-se muito dificil observar ramificagfes, ja que a evolucao do sistema
se da a um ritmo extremamente lento. Este resultado esta de acordo com as
observacdes experimentais, na medida em que uma reducao severa dos niveis de
producdo de VEGF-A resulta na auséncia de uma rede vascular funcional,
podendo inclusive acontecer mortalidade precoce em organismos em
desenvolvimento [8].

a

Didmetr
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Figura 48 - Variacdo do diametro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “antigo” consoante o valor da concentracdo de fator
angiogénicos nas fontes. C e D apresentam padrdes vasculares resultantes de uma
concentracao baixa (T; = 0,9) e elevada (T = 1,6), respetivamente.

Relativamente aos resultados apresentados, o programa “sem fluxo”
produz redes cuja morfologia se comporta de maneira idéntica ao “antigo”,
consoante se variam 0s niveis de VEGF produzidos nas fontes. Esta concluséo
pode ser investigada através das figuras 49A e 49B. No entanto, importa referir a
suavidade com que o didmetro dos vasos destas redes decai. De facto, pelas
figuras 49C e 49D pode afirmar-se que o diametro capilar se mantém
aproximadamente constante para niveis minimos e méaximos da quantidade de
fator produzido testados.

Da andlise destes dois padrbes € curioso também o espessamento
acentuado do capilar principal para niveis baixos de fator nas fontes (Figura 49C).
Sublinha-se assim a importancia do corte do capilar principal durante o calculo dos
didmetros, sendo que se esse desconto ndo fosse considerado resultaria um
didmetro capilar médio superior ao atualmente obtido para valores de concentragao
de VEGF nas fontes pequeno.

Quanto ao numero de ramificacbes, este evolui com o0 aumento da
producdo dos niveis de VEGF a um ritmo crescente, ligeiramente mais acentuado
do que nas redes resultantes do programa “antigo” (ver ultimo grafico da Figura47).
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Figura 49 — Variagdo do diametro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “sem fluxo” consoante o valor da concentracdo de fator
angiogénicos nas fontes. C e D apresentam padrBes vasculares resultantes de uma
concentracado baixa (T; = 0,9) e elevada (T = 1,6), respetivamente.

Relativamente a consideracao de fluxo sanguineo no modelo, os resultados
para a variacdo da concentracdo de fator angiogénico mantida nas fontes também
se manifestam de um modo mais apelativo. Mais uma vez se esta perante uma
situacdo que é influenciada pelo desaparecimento tardio dos estados de hipoxia,
desencadeado pela formacéo de anastomoses e corrente de sangue. Assim, para
valores pequenos desta quantidade, geram-se redes com vasos muito espessos
(incluindo o capilar principal), semelhantes a apresentada na Figura 50C. Se a
guantidade de fator angiogénico nas fontes é pequena, menor é o gradiente criado
na ECM e menos ETCs serdo ativadas. Resulta daqui um nimero menor de vasos
na rede final. Para além disto, um gradiente pequeno propicia a lenta migragéo dos
vasos em dire¢do as células em hipdxia, acontecendo que mais tempo se dedica
ao consumo de fator a nivel endotelial e a proliferagédo celular. Os vasos aumentam
de espessura, mais ainda que nas situagBes correspondentes onde ndo é
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considerado o fluxo sanguineo, jA que o crescimento das pontas capilares néo
trava essa tendéncia.

Ao contrario, valores de T, elevados conduzem a redes muito
ramificadas, onde os vasos sdo bastante finos, como se verifica na Figura 50D.
Uma migracdo mais rapida dos vasos (devido ao gradiente de fator) faz com que
as pontas capilares rapidamente se posicionem perto das fontes de VEGF, sendo
induzida, nesses locais, a ativagdo de um maior numero de ETCs, 0 que se traduz
num maior nimero de ramificacBes. Nesse caso, também a proliferacdo é maior
comparativamente a dos outros algoritmos, resultando que na Figura 47, apesar de
estar em constante crescimento, a curva relativa a densidade de ramos é sempre
superior as dos outros algoritmos. Para niveis elevados de fator, o didmetro dos
vasos resultantes de “com fluxo” ndo baixa ao nivel do dos vasos que nao
consideram a passagem de sangue, ainda que esta distdncia ndo seja muito
evidente.
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1600 |
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Figura 50 - Variagdo do diametro capilar médio (A) e da ramificacdo (B) de redes
produzidas pelo programa “com fluxo” consoante o valor da concentracdo de fator
angiogénicos nas fontes. C e D apresentam padrfes vasculares resultantes de uma
concentracao baixa (T, = 0,9) e elevada (T, = 1,6), respetivamente.
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Neste contexto, é interessante fazer referéncia ao estudo levado a cabo por
Haigh et al. em [36], onde é relatado o efeito de médias e abruptas redu¢cbes dos
niveis de VEGF-A na vascularizacdo. Este ponto constitui uma ferramenta valida
de teste ao presente modelo teérico, por comparacao dos resultados experimentais
com os apresentados nesta seccao.

Os autores constataram, neste estudo, que uma diminuicdo do VEGF-A na
retina de ratos resulta numa escassez de vasos quando comparado com 0 grupo
de controlo e que, surpreendentemente, a espessura desses vasos nao varia.
Concluem ainda que esta diminuicdo da vasculatura e consequente estado de
hipéxia resultam na falta de uma rede vascular funcional, o poderd conduzir a
degeneracao dos tecidos e mortalidade embrionaria precoce.

De facto, para os trés algoritmos testados, é verificado que o aumento da
concentracdo de fator angiogénico nos tecidos leva a uma maior densidade de
ramos, 0 que estd de acordo com os resultados experimentais referidos. No
entanto, ao contrario das observagfes experimentais, quanto ao didmetro dos
vasos, verifica-se uma diminui¢cdo significativa na espessura das estruturas a
medida que € aumentada a concentracdo de fator nos tecidos.
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Capitulo 7

Conclusdes e Trabalho Futuro

No sentido de estudar computacionalmente a morfologia das redes vasculares,
este projeto deu continuidade ao trabalho apresentado por Travasso et al. no artigo
[8]. Nesse trabalho encontra-se desenvolvido um modelo matematico hibrido de
interface difusa que simula o processo de angiogénese e que tem a capacidade de
produzir virtualmente redes vasculares capazes de serem inspecionadas de um
ponto de vista morfolégico. Com intuito de explorar e enriquecer os resultados
apresentados no artigo foi dada continuag&o aos topicos apontados como trabalho
futuro, entre os quais se encontravam a completa implementacdo da via de
sinalizacédo Delta-Notch e a inclusdo do fluxo sanguineo.

Para o efeito, foram sequencialmente implementadas novas alteracbes ao
algoritmo de previsdo das redes vasculares, das quais se destaca a inclusdo do
fluxo sanguineo e consequente probabilidade de formacao de anastomoses.

Como ferramenta de estudo da influéncia das alteracdes implementadas,
usou-se a comparacdo da morfologia das redes geradas a partir do algoritmo
antigo (que reproduz as redes do artigo) e do novo algoritmo, que inclui a completa
regulacdo das ETCs mediada por sinalizacdo Delta Notch e a passagem de
sangue, entre outras alteracbes, como a independéncia do gradiente na regulagcéo
da manutencao do fendtipo de ETC.

No entanto, perante varias alteracdes feitas, achou-se que seria dificil a
associacao de cada uma delas as diferencas observadas no padréo vascular. Por
esta razdo, estudou-se um terceiro algoritmo (“sem fluxo”), baseado no mais
recente (‘com fluxo”) e de onde apenas foi excluida a contribuigdo do fluxo
sanguineo. Dessa forma, tornar-se-ia mais facil a avaliacdo da influéncia de
apenas este tépico, bem como o impacto individual das restantes modificacdes.

Neste contexto, simularam-se 0s principais mecanismos responsaveis pela
formacédo dos padrbes vasculares, sendo que a morfologia das redes resultantes
constituiu funcado dos niveis de fator angiogénico nas fontes, da velocidade de
migragdo das ETCs e da taxa de proliferacdo celular. Cada um destes trés
parametros foi variado individualmente numa certa gama de valores, tendo-se
mantido fixos cada um dos outros dois (os valores considerados como wild type
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para cada um dos parametros foram T; = 1, xGy = 0,35 um/min e a,T, = 2,69 X
10~*s~1, respetivamente).

Para cada um dos casos analisados, estudou-se como € quantitativamente
alterada a morfologia final da rede capilar por variacdo do respetivo parametro. A
partir desta analise, ficou claro que os melhoramentos entre o programa “antigo” e
o programa “sem fluxo” (nos quais se insere a via de sinalizacdo Delta-Notch) nédo
alteraram significativamente a morfologia das redes observada. Por sua vez, da
inclusdo do fluxo sanguineo tornaram-se claras as tendéncias de padréo das redes
ja verificadas em [8].

E impressionante que relativamente pequenas variagcbes na grandeza de
alguns parametros no modelo levem a tdo dramaticas diferencas na morfologia da
rede vascular, especialmente naquelas em que é considerado o fluxo sanguineo.
Por exemplo, um fator de 2 na concentracdo de fator angiogénico leva a
morfologias da rede tao diferente quanto as observadas nas seguintes imagens.

Figura 51 — Morfologia de redes vasculares, para concentracdes de fator angiogénico
diferentes. Do lado esquerdo T, = 0,9 e a direita T, = 1,6.

Este facto realca a sensibilidade do algoritmo aos parametros de teste.
Assim se comprova que a angiogénese é o resultado de um delicado equilibrio
entre diversos parametros, como sugerido na literatura, e que variagcdes dos seus
valores podem ser responsaveis pelas diferencas observadas nos padrdes
vasculares de tecidos em diferentes condi¢des fisioldgicas e patoldgicas.

Os estudos realizados confirmam (tal como sugerido em [8]) que a taxa de
proliferagcéo celular, a velocidade das ETCs, e a concentragdo de fator produzido
nas fontes desempenham um papel importante e complementar na padronizacéo
das redes vasculares, ao nivel da espessura e do grau de ramificacdo dos vasos.
Existem ainda, no entanto, resultados menos bem compreendidos, sendo
necessario mais estudos para que se possam relacionar muitas das observacdes
com os mecanismos modelados. Alguns deles estdo ja em curso.
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J& em contexto de trabalho futuro, o célculo da varidncia e o histograma sao
estudos importantes a referir, ja que forneceriam uma perspetiva da distribuicéo
espacial dos ramos em funcéo do seu diametro.

A comparacdo sistematica dos resultados teéricos e laboratoriais serve de
guido a este tipo de estudos, requerendo um trabalho exaustivo de ambas as
partes. Neste sentido, fica agendada a correlacéo entre os resultados obtidos pelo
novo algoritmo, sendo que concordancias encontradas poderdo fornecer uma
ferramenta relevante de previsao e diagndstico precoce, podendo ainda ajudar a
definir novas terapias. Neste ambito, o modelo apresentado pode ser usado
também no estudo de muitas outras configuracbes experimentais para validar e
sugerir diferentes hipéteses biolégicas. Seria interessante estudar a influéncia de
alguns outros aspetos como a agdo das metaloproteinases e a acdo de regulacéo
das angiopoietinas (ja previstas pelo modelo de [8]) numa rede vascular onde é
considerado o fluxo sanguineo.

A experiéncia clinica demonstra que pacientes com cancro a seguirem
terapias de inibicdo de VEGF (mesmo que em combinacdo com quimioterapia)
ainda morrem, sugerindo que esta estratégia € insuficiente ou que evoca
resisténcia [4]. Neste caso, seria oportuno estudar a resisténcia a esse tratamento,
tornando por exemplo variavel a quantidade de fator angiogénico produzido nos
tecidos ao longo do tempo.

Existem, no entanto, ainda varios pontos do cddigo a melhorar antes de se
prosseguir para este tipo de estudos mais complexos do padrdo vascular. O
programa de calculo dos didametros é um exemplo, sendo fulcral uma determinagéo
fiel do diametro capilar médio e da densidade de ramos das redes vasculares.

O melhoramento das propriedades mecéanicas do sistema € outro tépico
gue ajudaria a resolver algumas situagbes, como a constante minimizacdo das
interfaces vasculares (por reducdo da energia), que nem sempre acontece nos
processos biolégicos. Este assunto esta a ser resolvido em paralelo a este projeto
e espera-se gue no final seja possivel incorporar no mesmo sistema todas as
modificagdes levadas a cabo pelas duas vias.

Paralelizar o codigo constituiria uma vantagem no que toca ao aumento da
velocidade de obtencdo resultados, fator que teve uma influéncia limitante na
guantidade de estudos tratados ao longo deste projeto.

Por fim, estender as alteracdes feitas para o modelo tridimensional
desenvolvido por Margarida [17] também seria um ponto interessante a seguir,
conduzindo os resultados para versdes mais realistas do processo de
angiogénese.
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Apéndice A
Deducao das Equacoes (1) e (2)

[8,17]

A Equacdo (1) modela a evolugdo do fator angiogénico T interveniente na
angiogénese.

Sabendo que uma equacdo de continuidade descreve a alteracdo nha
densidade de qualquer parte integrante de um sistema devida a entrada ou saida
de particulas do sistema, entdo pode partir-se da seguinte equacdo para modelar a
evolucéo de T;:

6Ti__ ._’
Tz —v-],, (14)

onde J, é o fluxo de particulas em difuséo.

Conhecendo a Lei de Fick a duas dimensdes ]_;= —D;(r) VT;(#,t), a
Equacéo (14) pode ser reescrita na forma:

aT; r
= - V- (—Di(r) VT;(7, t))

(15)

Considerando D;(r) = D uma constante, como se faz para obter a Equacao
(2), entdo a constante de difusdo pode ser “movida” para fora dos parénteses.
Daqui, resulta a aplicacdo do operador divergente ao gradiente de T, que
corresponde ao seu Laplaciano:

oT _ 2
at_DVT'

(16)

A Equacao (2) fica completa com a adicdo a DV2T do termo que descreve
o consumo dos fatores angiogénicos. Este termo é composto pela taxa de
consumo do fator angiogénico a;(T), pelos valores do parametro de ordem ¢ e
pela funcéo de Heaviside, obtendo-se:

9,T = V.(DVT) — a;T ¢ O(¢)
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Apéndice B
Deducao da Equacao (3) .17

A Equacéo (3) descreve a evolucdo do parametro de ordem ¢ que caracteriza as
fases do sistema. Travasso et al. considera a existéncia de dois grandes dominios,
sendo um deles o interior dos capilares e o outro a regido fora deles. Dentro do
capilar ¢ = 1 e fora dele ¢ = —1. As duas zonas sdo separadas por uma interface,
para a qual ¢ = 0.

A evolugdo dos valores de ¢ esté associada a energia livre do sistema, devendo ser
penalizados com energia todos aqueles valores de ¢ diferentes dos que caraterizam os
grandes dominios, = —1 e ¢ = 1. Neste modelo em concreto, considerou-se a energia

livre funcional Ginzburg-Landau — Equacéo (17):

Flg] = [ |f(¢) - 5IvgI?]dr, (17)
> | o*
em que f(¢p) = - + e é uma funcdo composta de duas pardbolas, capaz de resolver o
problema de penalizacdo dos valores de ¢ diferentesde ¢ = —-1e ¢ = 1.
Para o demonstrar, resolva-se 2—(}; =0 ©-¢+¢3=0,obtendo-se ¢ =0V
¢ =—1 V¢ =1como extremos da fungdo f(¢). Prosseguindo, pela segunda derivada
2
de f(¢), gz—i = —1+ 3¢? sabe-se que dos extremos encontrados, apenas ¢ = —1 V

¢ = 1sdo valores minimos de f(¢), correspondendo a zonas de grande equilibrio no
sistema. O contrario acontece com a interface capilar, descrita por ¢ = 0, e que constitui
um maximo da funcdo. Sendo uma zona de transicdo entre duas fases, caracteriza-se como

uma zona de instabilidade, sendo-lhe portanto atribuida uma penalizacdo energética,

. € . .
descrita pelo termo > |V |?. € representa a largura da interface capilar.

Quando o parametro de ordem ¢ ndo é conservado, uma equagdo apropriada para

a sua evolucgdo temporal é:

d¢p  OF

a 8¢ (18)

na qual o sinal negativo é devido a evolucdo do sistema com vista a minimizacao
da energia livre. No caso de ¢ ser um valor grande e fizer baixar a energia, tem-se
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que o funcional g—; < 0, 0 que se traduz numa diminuicdo de ¢ ao longo do tempo,

devido a existéncia do sinal negativo.

No caso particular de o parametro de ordem ¢ ser conservado, entdo a sua
evolucado temporal € governada pela seguinte equacao de continuidade:

09 _ " (19)
ot Ve

com j= M(—Vu) , onde u é o potencial quimico dado por:

_ S Fl¢] -
w=g (20)

Desta forma, demonstra-se que a evolucdo temporal do parametro de
ordem ¢ depende da constante M que representa a mobilidade das ECs:

op 5 Flg] ’1
E—M(Vz—&p ) (21)

Sabendo da seguinte propriedade das derivadas funcionais, a equacgéo
anterior pode ser reescrita:

8
Fl¢ +6¢] - Fl¢] = %&l)dr- (22)

Para tal, recorre-se a Equacao (17) para obter:

H_(¢+5¢>2+(¢+5¢>4_e
2

Fl¢ + 6¢] = 7 579 + V62| dr. (23)

Resolvendo a equacao anterior, tem-se:

2

N d* + (6)* + 642 (6h)* + 4935 + 4¢(5¢)3
4

2 5 5 2
F[¢+5¢]:H_¢ + 2854 + (5¢) 24

_ % (V)2 + 2VpVEp + (VEp)?]| dr
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A Equacdo (24) pode ser simplificada ao serem desprezados todos os
termos d¢ de ordem superior a 1:

P>+ 205 P* 4+ 4935¢
B 2 + 4

Fl¢ + 6¢] = f —%[(vfp)z + 20pVse]| dr

(25)

Assim e recorrendo mais uma vez a Equacéao (17) , a Equacéo (22) pode
ser reescrita na forma:

Fl¢ +8¢] — Fl¢p] = [[-p5¢ + p>5¢ — eVpVS¢] dr. (26)

Sendo que o termo que se pretende deduzir é ‘Sg—f] entdo é necessario

primitivar por partes o termo eV¢Vé¢p e de seguida colocar o termo 6¢ em
evidéncia. Efetuando estes passos, obtém-se:

Flg + 6] = Flgp]l = [[(—¢ + ¢° — eVZ¢)5¢] dr. (27)

Daqui, comparando com a Equacgéo(22), resulta que

§ F¢]
¢

= —p+P3 — V2. (28)

Esta expressao pode ser substituida na Equacéo (21), resultando em:

aa—f = M(V2(—¢ + ¢> — €V29)) (29)

O termo M(V2(—¢ + ¢> — eV?¢)) da equacao anterior é o primeiro termo da
segunda equacdo do modelo e descreve a dindmica da interface entre o capilar e o
meio que o envolve.

A segunda equacdo (Equacao (3)) do modelo fica completa ao considerar-
se um termo de proliferacdo celular endotelial, composto pela taxa de proliferacéo
a,(T), pelos valores do parametro de ordem ¢ e pela fungdo de Heaviside:

2= MV (= + ¢° — €7°9) + @, (T)$ O(¢).
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