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RESUMO

SOARES., Mauricio Moreira, Acoplamento do fluxo sanguineo e o crescimento
vascular em trés dimensoes 2015, 84p. Dissertacao (Mestrado em Fisica) - Programa
de Pos-Graduacgao em Fisica, Departamento de Fisica, Instituto de Fisica e Matematica,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

O crescimento de vasos sanguineos, ou angiogénese, ¢ um processo com um importante
papel na determinacao da malignidade em tumores. De forma a melhor entender esse
mecanismo, propomos um novo modelo computacional que acopla a angiogénese com o
fluxo sanguineo, utilizando um modelo de interface difusa em trés dimensoes. Para isso,
nos utilizamos um método de processamento de imagens para extrair as linhas médias das
redes vasculares. Esse método preserva a morfologia inicial e déd-nos a rede hidraulica equi-
valente. Nesse modelo, o fluxo sanguineo regula a desativagao das fontes de crescimento
devido a uma efetiva entrega de oxigénio e nutrientes, ao invés de considerar apenas a
distancia entre as fontes e os capilares. Este trabalho fornece um cédigo open-source, fun-
cional e eficiente, para a pesquisa acerca do crescimento de vasos sanguineos e a influéncia
da irrigacao nesse mecanismo. Além disso, o algoritmo de thinning permite-nos obter
dados quantitativos da implementacao tridimensional. Nossos resultados estao de acordo
com o comportamento biolégico esperado para angiogénese e experimentos in silico ante-
riores. Por conseguinte, essa promissora implementacao permite-nos explorar uma ampla
perspectiva sobre a angiogénese, exigindo assim mais simulagoes e andlise de dados nos
proximos tempos.

Palavras-Chave: angiogénese, crescimento tumoral, modelo de interface difusa






ABSTRACT

SOARES., Mauricio Moreira, Coupling blood flow and growing vasculature in
three dimensions 2015, 84p. Dissertation (Master Degree in Physics) - Programa de
Pés-Graduacao em Fisica, Departamento de Fisica, Instituto de Fisisca e Matematica,
Universidade Federal de Pelotas, 2015.

Angiogenesis, or blood vessel growth, is a process which plays an important role in deter-
mining the degree of malignancy in tumours. In order to better understand this mechanism
we propose a new computational model that couples angiogenesis and hydrodynamics of
blood flow, using a hybrid phase-field model in 3D . For this, we use an image processing
method to extract the medial lines of the vascular network, preserving the initial morpho-
logy and obtaining the equivalent hydraulic circuit. In this model blood flow regulates
the deactivation of the growth factor sources due to effective oxygen and nutrient sup-
ply, instead of consider this regulation to be based on the distance between the capillary
and the sources. This work provides a functional and efficient open-source code to inves-
tigate blood vessel growth and the influence of irrigation in this mechanism. Moreover,
the thinning algorithm enables us to obtain quantitative data from the three dimensional
implementation. Our results are in accordance with the expected biological behaviour
for angiogenesis and also in silico previous experiments. Furthermore, this promising im-
plementation enables us to explore a wide perspective of angiogenesis, demanding more
simulations and data analysis in the near future.

Keywords: angiogenesis, tumor growth, phase-field model
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1 INTRODUCAO

A angiogénese, termo cunhado em 1787 por John Hunter para denotar o crescimento de
vasos sanguineos a partir de vasos existentes [1], tem estimulado a curiosidade de cientistas
devido a sua complexa fisiologia e a vasta presenca em fenomenos bioldgicos, e.g., proces-
sos inflamatdrios, cicatrizagao, morfogénese, entre outros. A angiogénese é particularmente
relevante quando os mecanismos reguladores sao alterados, ocasionando desordens como
a hipervascularizacao, observado no caso de patologias como a retinopatia diabética, a
esclerose multipla ou o crescimento de tumores sélidos. Noutras patologias uma deficiente
angiogénese leva a insuficiéncia de vascularizagao, como na doenga de Alzheimer [2]. Atu-
almente existem mais de meia centena de patologias catalogadas onde a angiogénese exerce
um papel fundamental [2]. Existe, assim, uma busca incessante pelo desenvolvimento de
novos tratamentos baseados na supressao ou promog¢ao da angiogénese, através do uso
de proteinas e farmacos pré e antiangiogénicas [3]. No entanto, é necessario cautela na
aplicacao destes tratamentos em ambiente clinico, pois em muitos casos as consequéncias

a médio e longo prazo ainda nao estao compreendidas [4].

A associacao do cancer com a angiogénese foi proposta inicialmente por Folkman no
comeco da década de 1970, baseado em experimentos que mostraram a dependéncia da
malignidade de vérios tumores na neo-vascularizacao [5,6]. Atualmente, esta correlagao
entre o crescimento tumoral e o aparecimento de novas vasculaturas esta bem estabele-
cida [7]. A angiogénese assume um papel importante na medida em que trabalha para
suprir as reservas de oxigénio, nutrientes e de enzimas proteoliticas no tumor, além de
promover a disseminagao de células tumorais pela corrente sanguinea [7-9]. Estudos mos-
tram que, em geral, tumores alimentados por elevadas densidades de vasos sanguineos e
apresentando uma elevada concentracao de fatores pro-angiogénicos, correspondem a um

estdgio patogénico avangado associado a um mau prognédstico clinico [7,10].

Existe ainda uma classe de patologias oculares que sao de interesse para este trabalho.
Especificamente, a degeneracao macular associada a idade (DMI) e a retinopatia e ma-
culopatia diabéticas. A degeneragao macular foi descrita pela primeira vez na literatura
médica em 1874, sendo uma doenca com incidéncia em pessoas com idade a partir dos
50 anos que afeta a mécula, uma pequena regiao da retina responsavel pela visao cen-
tral [11]. A Organizacao Mundial da Satude (OMS) estima que essa seja uma das principais
causas de cegueira em idosos nos paises desenvolvidos, ficando atras apenas da catarata
e do glaucoma [12]. A retinopatia é, em geral, associada como uma manifestacao local
de patologias sistémicas, ocasionada por alteragoes no fluxo sanguineo e convergindo em
zonas de hipoxia, ou seja, areas do tecido em que a oxigenagao € insuficiente. Agrega uma

série de lesoes na retina e, em casos avancados da doenca, leva também a maculopatia. Os
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diabéticos contribuem expressivamente nas estatisticas do niimero de pessoas acometidas
pela retinopatia, nesse caso conhecida como retinopatia diabética. A angiogénese faz parte
dos mecanismos fisiopatolégicos, tanto da retinopatia como da maculopatia, apresentando
elevada concentracao de fatores angiogénicos (VEGF e TGF-) no epitélio pigmentar da

retina bem como nas novas membranas vasculares [13-16].

O aumento da capacidade de obtencao de dados empiricos através dos avancos em biologia
celular e das técnicas modernas para a quantificacao de sistemas biolégicos, como a micros-
copia de alta resolucao, em conjunto com a evolucao tecnologica computacional, possibilita
abordar a angiogénese através de modelos computacionais e simulacoes que proporcionam
uma nova perspectiva para a compreensao dos mecanismos por tras desse processo [17].
A imagiologia, apresentando a possibilidade do acompanhamento do crescimento vascu-
lar [17], combinada com modelos matemadticos realisticos, tornam-se ferramentas essenciais
para previsoes e diagnodsticos precoces, bem como auxiliares de estratégias terapéuticas
que maximizem a entrega correta de farmacos no sistema alvo. Como consequéncia, abre-
se uma nova demanda multidisciplinar no estudo da angiogénese, integrando a fisica,

biologia, quimica, engenharia biomédica e computacao.

Os modelos para angiogénese foram inicialmente desenvolvidos e classificados dentro
de duas grandes abordagens: macrocelulares e microcelulares, também conhecidos como
continuos e discretos. A caracteristica dos modelos continuos esta em tratar o tecido en-
dotelial e a matriz extra-celular como densidades de células, tendo seu comportamento
regido, em média e em larga escala, por um sistema de equagoes diferenciais parciais. Um
exemplo cléssico desse tipo de modelo é apresentado em Balding e Mcelwain [18], onde se
realiza uma descricao da rede vascular tratando células de ponta e as ramificagoes como
densidades de células, obtendo o crescimento da rede devido a respostas quimiotaticas
introduzidas no sistema. Por outro lado, os modelos continuos sao restritos por nao se-
rem capazes de predizer a morfologia das redes vasculares. Assim, faz-se necesséria a
introducao de modelos discretos, que podem ser classificados em trés tipos: automata
celular, baseado em agentes (Agent-based) e Cellular Potts (CP). Um dos modelos pionei-
ros em descrever a angiogénese como um processo discreto foi introduzido por Stokes et
al. [19], utilizando um modelo do tipo baseado em agente. Esses modelos sao particular-
mente importantes pois permitem determinar a morfologia vascular como a distribuicao
de nutrientes, oxigénio e farmacos através dos vasos sanguineos, preenchendo a lacuna
deixada pelos modelos continuos. No entando os modelos discretos sao exigentes do ponto
de vista computacional e incluem uma grande quantidade de parametros que descrevem

a interacao entre diferentes agentes (células).

Pensando na necessidade de um modelo completo que fosse capaz de predizer a morfologia
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das redes vasculares, bem como os mecanismos fisiolégicos das mesmas, criou-se um novo
tipo de modelo para angiogénese: os modelos hibridos. O primeiro modelo hibrido foi
desenvolvido por Milde et al. [20], modelando a angiogénese através de uma série de
equacoes diferenciais que descrevem o comportamento de proteinas especificas presentes
nesse fenomeno. As principais proteinas modeladas sao a fibronectina, que é tida como
o representante quimico da matriz extracelular, o Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular (VEGF), conhecido como proteina pré-angiogénica e as Metaloproteinases de
Matriz (MMPs), que funcionam na ruptura da matriz extracelular durante o movimento
das células de ponta. A descricao microcelular é introduzida tratando as células de ponta
individualmente, sendo cada uma delas regida por uma equagao de movimento que é
escrita em funcao do gradiente de concentragao proteica no meio extracelular, realizando

a conexao entre o continuo e o discreto.

Neste trabalho utiliza-se o modelo hibrido para a angiogénese, proposto por Travasso
et al. [21], que consiste na utilizagdo da teoria de campo para tratar os problemas de
fronteira, encontrados quando trabalha-se com morfologias complexas como as de uma
rede vascular. Partindo do funcional de energia livre de Ginzburg-Landau derivamos a
equagao de Cahn-Hilliard [22] e adicionamos um termo empirico de proliferacao celular.
Essa equacao sera responsavel pela manutencao das interfaces entre as vasculaturas e a
matriz extracelular. Descreve-se ainda a difusao e consumo da concentragao de proteinas
na matriz extracelular, através de uma equacao associada a cada isoforma das diferentes
proteinas, como o VEGF e as MMPs. Em relagao a componente discreta, utiliza-se um
modelo do tipo baseado em agentes, escrevendo as equagoes de movimento de cada uma
das células endoteliais de ponta em funcao da resposta quimiotatica do sistema, sendo a
velocidade das células de ponta (agentes) proporcional ao gradiente de concentracao de
VEGF na matriz extracelular. A conexao entre o continuo e discreto é realizada através
da determinacgao do parametro de ordem no interior das células de ponta, dado pela razao
entre o tecido endotelial produzido e a area percorrida pela célula de ponta por unidade

de tempo, sendo inversamente proporcional a velocidade de quimiotaxis da mesma.

Por conseguinte, propos-se melhorias para o modelo e sua implementacao computacional.
Em particular, a passagem para um sistema tridimensional, a utilizagao de rotinas otimi-
zadas do projeto Octopus de Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo [23]
para o calculo de laplacianos e gradientes, bem como a discretizacao em malhas e o ge-
renciamento multiprocessadores realizado por Message Passing Interface (MPI). A nivel
fisico, propos-se a utilizacao de um método simplificado para o calculo do fluxo sanguineo,
em virtude da extrema dificuldade em manusear equacoes como Navier-Stokes em topo-

logias irregulares. O método consiste na transformacao dos vasos sanguineos obtidos por
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simulagao em uma rede de tragos, de forma a possibilitar o tratamento da rede vascular
como um circuito elétrico, aplicando a lei de conservacao e calculando as pressoes nos

nodos através da lei dos nés.

Através da implementacao computacional proposta foi possivel obter pela primeira vez
dados quantitativos para o modelo tridimensional, utilizando-se a técnica de thinning.
Realizou-se o mapeamento dos parametros do modelo, determinando como o niimero de
nodos, ramificagoes e calibre dos vasos modificam-se em funcao da taxa de proliferacao
celular, resposta quimiotatica e concentracao de VEGF nas fontes. Esse trabalho é a
continuagao do trabalho de Guerra [24], onde implementou-se pela primeira vez o mo-
delo tridimensional para angiogénese e realizou-se o seu estudo qualitativo. O modelo de
Guerra, no entanto nao trouxe a implementacao do método de processamento de imagem
e nem o célculo de fluxo sanguineo, sendo essas as nossas principais contribui¢oes neste
trabalho.

A estrutura desta dissertacao é a seguinte: no capitulo 2 discute-se alguns dos principais
mecanismos bioldgicos presentes na angiogénese. No capitulo 3, é introduzido o formalismo
matematico necessarios para o desenvolvimento do modelo. O capitulo 4 apresenta a
implementagao computacional e algoritmos utilizados. No capitulo 5 ¢ feita a discussao e
apresentacao dos resultados obtidos, fazendo referéncia a dados da literatura. O capitulo

6 apresenta uma breve retrospectiva do trabalho realizado e as perspectivas do mesmo.
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2 MECANISMOS BIOLOGICOS

Neste capitulo serao apresentados os principais mecanismos biolégicos inerentes a an-
giogénese em tumores. E realizada uma descricao sobre os principais estagios da an-
giogeénese e a introducgao de conceitos importantes para o entendimento da simulagao desse
sistema, tais como: a via de sinalizacao Delta-Notch, células de ponta, matriz extracelular

e os mecanismos reguladores.
2.1 Angiogénese Tumoral

A angiogénese é o processo pelo qual novos vasos sanguineos crescem a partir de uma
vasculatura existente, sendo considerado um processo essencial na satide e na doencga [25].
Esse processo é primordial em espécies animais complexas, pois as redes vasculares sao
responsaveis por transportar oxigénio e nutrientes para todas as células desses organismos.
Por isso, um dos primeiros mecanismos ativados pela morfogénese durante o desenvolvi-
mento embriondrio é a vasculogénese, que é responsavel pela formacao da nova rede vas-
cular, ao contrario da angiogénese que parte de um vaso ou rede ja formada para a criacao
de uma nova vasculatura [26]. Além disso, a angiogénese apresenta um papel fundamental
em muitas doencas devido as alteragdoes nos mecanismos regulatorios desse processo. A
Fig. 2.1 mostra uma rede vascular normal como referéncia e uma rede hipervascularizada,
alimentando um tumor. Apds a administracao de farmacos antiangiogénicos é alcancada a
normalizagao e posteriormente a destruicao quase completa da rede vascular, tornando-a
inadequada. Esse experimento mostra que a angiogénese na saide depende de um ténue

equilibrio entre fatores pré e antiangiogénicos [27].

H& mais de quatro décadas, desde que foi estabelecida a correlagao entre o crescimento
tumoral e o aumento de vascularizacao, que os sistemas vasculares sao considerados como
fundamentais e indispensaveis para a compreensao e acompanhamento do processo de
evolugao de canceres [28]. O processo da angiogénese é altamente complexo e envolve uma
série de mecanismos regulatérios, integrando intiimeras proteinas promotoras e supresso-
ras da angiogénese, bem como vias de sinalizacao de processos inerentes ao crescimento
endotelial. No entanto, foi demonstrado que existe um fator principal responsavel pela
angiogénese, assumindo o controle de diversos processos necesséarios para a formagao dos

vasos sanguineos: o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF).

O VEGF também ¢é referido na literatura como uma familia de genes da angiogénese
e linfangiogénese, compreendendo em sete proteinas: o VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E, e Fator de Crescimento Placentario (PIGF) -1 e -2 (sendo o VEGF-A

comumente referido apenas por VEGF). Além disso, cada uma destas proteinas pode as-
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Anormal Normalizado Inadequado

Figura 2.1 - a) Terapias antiangiogénicas agressivas podem destruir demasiados vasos e tornar ineficaz a oxi-
genagdo e entrega de medicamentos, reativando a producdo de fatores pré-angiogénicos. b) Da
esquerda para direita: vasculatura normal, evolugcdo apds terapia com bloqueadores VEGFR-2 para
carcinoma humano in vivo, para 0, 3 e 5 dias. c) Balango entre proteinas. Adaptado de [27].

sumir diferentes isoformas, formando uma complexa familia de fatores [7,29-31]. O VEGF
tem a capacidade de promover todos os estagios da angiogénese nas células endoteliais.
Embora existam outras proteinas com potencialidades especificas para promover cada um
dos processos, devido a essa caracteristica global do VEGF, é natural, em uma primeira
abordagem, estudéd-lo de forma minuciosa isoladamente de outros fatores presentes na

angiogénese.

A angiogénese é iniciada quando as células endoteliais (ECs) ganham o fendtipo de células
de ponta (ETCs), sob agdo de um conjunto de proteinas produzidas pelo tumor e secre-
tadas para a matriz extracelular e tecidos adjacentes, processo induzido geralmente por
mecanismos de hipoxia. As células de ponta difundem pelo tecido através de um meca-
nismo quimiotatico, fazendo com que células endoteliais adjacentes ganhem o fenétipo de
células do estame, ao seguirem as células de ponta pelo tecido, formando o novo vaso. A
velocidade quimiotatica das células de ponta é diretamente proporcional ao gradiente de
concentracao de fator angiogénico, nesse caso o VEGF. O VEGF age sobre as células en-
doteliais em varios niveis: primeiramente, aciona um mecanismo de permeabilidade para
os vasos capilares e subsequentemente a ativacao das células de ponta; também, promove a
migragao das ETCs em direcao ao gradiente quimico; promove a proliferagao e viabilidade
celular das células com fenétipo stalk. Os mecanismos acionados pelo VEGF podem ser
inibidos e/ou amplificados através de outros fatores existentes no meio extracelular. Na

tabela 2.1 pode-se ver um resumo das fungoes e mecanismos acionados pelo VEGF [21].
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Funcao Mecanismo

Proliferacao Ativacao de proteinas de quinase por meio da mitogénese ativa.

Permeabilidade Abertura de janelas nos vasos através das juncoes entre células endoteliais.

Invasao Indugao de Metaloproteinase de Matriz (MMPs).

Migragao Ativacao de FAK, p38 e éxido nitrico.

Viabilidade Inibicao de fatores de sinalizacao de apoptose e inibigao da caspase.
Ativagao Regulacao da expressao de integrina; alteracao no citoesqueleto celular.

Tabela 2.1 - Sumadrio de fun¢des do VEGF em células endoteliais. Adaptado de [7].

A migracao celular é associada com a produgao de Metaloproteinases de Matriz (MMPs),
responsaveis pela remodelacao da matriz extracelular em regioes onde ha sua maior con-
centracao. A presenca de MMPs altera também a afinidade entre as diferentes isoformas de
VEGF e a matriz extracelular, levando a um coeficiente difusivo do VEGF que depende
da localiza¢do na matriz da concentragao de MMPs e da isoforma em questao [21, 32].
As diferentes isoformas de VEGF sao distinguidas de acordo com a interagdo com as
moléculas negativamente carregadas da ECM ou da superficie celular [33], com as MMPs
apresentando relevante func¢ao no balango dessas espécies de VEGF. A presenca de di-
ferentes isoformas é fundamental para a criagdo de vasos sanguineos funcionais e para a

determinagao de morfologias especificas da angiogénese [21,34, 35].

Em resumo, as MMPs abrem caminho através da matriz extracelular, auxiliando na mi-
gragao das células de ponta. Consequentemente, é ativado o fenodtipo stalk as células
endoteliais da rede pré-existente fazendo com que essas movam-se seguindo a ETC. Essas
células formam o limen, que posteriormente requer outras células para o amadurecimento
do novo vaso sanguineo, e.g., pericitos, células do musculo liso, entre outras componentes
do estroma. A ETC é desativada quando o gradiente quimiotatico é abaixo de um minimo
e a densidade de fator angiogénico se torna baixa, devido ao consumo das células endo-
teliais e a desativagao das fontes de VEGF ocasionada pela irrigacao do tecido pela nova
rede formada. Além disso, outros processos como a anastomose! (conexao entre diferentes
ramos da rede), a acdo das forgas de pressao e propriedades mecanicas intrinsecas do te-
cido, contribuem para a formagao da nova rede endotelial e sao essenciais para determinar

a morfologia final da rede [36].

! Anastomose consiste na ligacdo de um ou mais canais, como vasos sanguineos e veias em uma folha
de arvore.
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2.2 Via de Sinalizagao Delta-Notch

Na angiogénese as células endoteliais tém um fenoétipo especifico que guiam a migracao
e proliferacao celular, levando assim ao crescimento dos novos vasos sanguineos sob a
influéncia de proteinas como o VEGF. A ativacao das ETCs ¢ resultado do mecanismo
de sinalizacao Notch. Esse mecanismo seleciona as células endoteliais que se apresentam
como boas candidatas a serem células de ponta. Na Fig. 2.2 sao apresentados de forma

esquematica alguns detalhes sobre a ativacao das células de ponta na angiogénese tumoral.
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Figura 2.2 - E mostrada a sinalizagcdo Notch na angiogénese. O tumor realiza a secre¢do de VEGF, induzindo
a ramificacdo de novos vasos. As células de ponta aumentam a sua concentracdo de DLL4 em
resposta ao VEGF. Assim, a DLL4 envia sinais Notch para as ECs adjacentes suprimindo a
producdo de VEGFR-2 e inibindo a angiogénese. Adaptado de [37].

A sinalizacao Notch funciona de forma a suprimir a ativacao de outras células proximas a
células ja ativas, levando a diminuicao da concentracao da proteina Receptor 2 de Fator
de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGFR-2) nas células endoteliais vizinhas a ETC,
através de sinalizagoes da proteina Delta-like 4 (DLL4) que é expressado na membrana
das ETCs [37,38].
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3 MODELAGEM MATEMATICA

Neste capitulo iremos apresentar alguns dos conceitos matematicos que estao por tras
do modelo da angiogénese, bem como uma breve revisao sobre os modelos encontrados
na literatura. E apresentada também a abordagem hidrodinamica utilizada para obter o

fluxo sanguineo nos capilares e a técnica de thinning necessaria para esse calculo.
3.1 Modelos Matematicos na Literatura

Os modelos para angiogénese conhecidos atualmente podem ser classificados, de acordo
com a forma em que apresentam-se as células endoteliais e redes vasculares, em trés tipos:

continuos, discretos e hibridos.

Os métodos continuos trabalham em escala mesoscépica, descrevendo as redes vascu-
lares como densidades de células endoteliais e modelando fluxos de produtos quimicos,
baseando-se no principio da conservagao de massa [39,40]. Por outro lado, os modelos dis-
cretos utilizam a descricao microscépica do sistema, modelando individualmente células
endoteliais com posicoes espaciais bem definidas, sendo as novas ramificagoes estabeleci-
das pelas trajetérias das ETCs, perdendo assim a informacao sobre o calibre dos vasos e
detalhes da morfologia. Essa abordagem é importante por possibilitar observacoes ao nivel
celular de experimentos in vitro [41]. No entanto estes modelos apresentam um elevado
numero de parametros e sao de dificil aplicacao a sistemas maiores do que quatro ou cinco

ramificagoes vasculares.

Os modelos hibridos usam aspectos continuos, no que diz respeito a morfologia das re-
des vasculares e da matriz extracelular, e também aspectos discretos, tratando as células
endoteliais individualmente, permitindo unir as vantagens dos dois tipos de modelos. As-
sim, ao pensar-se em um modelo hibrido, faz-se necessario o entendimento das ligacoes
fundamentais entre os eventos macroscépicos e microscopicos envolvidos na angiogénese.
Esse tipo de modelo foi proposto recentemente, inicialmente por Milde et al. [20], e pos-
teriormente por Travasso et al. [21]. Nosso trabalho baseia-se neste tltimo, e sera descrito

a seguir.
3.2 Teoria de Ginzburg-Landau Aplicada a Angiogénese
3.2.1 Transicoes de Fase e Parametro de Ordem

O modelo utilizado neste trabalho é fundamentado na metodologia de campos de fase,
tendo essa recebido importantes contribuicoes provenientes da teoria de campo médio

para transicoes de primeira e segunda ordem. Transformacoes de primeira ordem incluem
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a solidificacao de liquidos e a condensacao de vapor. Essas transicoes sao caracterizadas
pela existéncia de calor latente e a descontinuidade na primeira derivada da energia livre.
Por outro lado, as transformacoes de segunda ordem sao continuas e nao ha troca de calor
latente [42].

Ao trabalhar-se com transicoes de fase um importante conceito aparece: o parametro de
ordem. O parametro de ordem ¢ utilizado em diversos contextos para definir e distinguir os
dominios de um dado sistema, em coexisténcia de fases. Esse parametro pode assumir-se
como diferentes grandezas, de acordo com o sistema a tratar-se. Em transicoes de fase do
tipo fluido-fluido, por exemplo, é conveniente definir o parametro de ordem como sendo a
densidade! p, tornando possivel dizer em qual estado da matéria encontra-se determinada

regiao do sistema. Em um sistema magnético escolhe-se a magnetizagao M [43].

Em outros sistemas, o parametro de ordem pode nao ter um significado fisico per se, como
é o caso do sistema bioldgico abordado neste trabalho. Nesse caso, o parametro de ordem
¢ descreve dois grandes dominios e a esses dominios atribuem-se significados: um deles
(¢ > 0) descreve os vasos sanguineos, enquanto o outro (¢ < 0) descreve a matriz extra

celular.
3.2.2 Modelo Hibrido de Interface Difusa

O método de interface difusa adequa-se perfeitamente para o estudo da angiogénese. Ao
caracterizar o parametro de ordem para esse sistema, é feito o primeiro passo para a
utilizagao do formalismo de Ginzburg-Landau para derivacao do modelo. Partindo do

funcional de energia livre

riel = [ [vio)+ Sivor] an 3.1)

sendo ¢ a espessura da interface, ¢ o parametro de ordem e a func¢do V(¢) escolhida como

sendo o potencial de pogo duplo (similar ao potencial de Higgs)

2 4
V(o) = —% + % , (32)

e representada pela Fig. 3.1.

No estudo de fenémenos criticos, o parametro de ordem ¢ definido de forma que anule-se no ponto
critico. Por isso, para o estudo de transicoes de fase, o parametro de ordem é definido como a diferenca
das densidades. Neste trabalho ndo hé interesse na criticalidade, mas na distinguibilidade das fases longe
do ponto critico, por isso definimos a densidade como parametro, nao a diferenca.
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Figura 3.1 - Poco de potencial duplo simétrico.

A escolha da funcao V' (¢) foi realizada de acordo com o problema a ser abordado, exigindo
assim um potencial que permitisse a coexisténcia de duas fases para simular os vasos
sanguineos e matriz extracelular, como pode-se constatar através da diferenciacao de
(3.2)

9 3
0—¢V(¢) =—¢0+¢ . (3.3)
Assim,
Plo+1)(¢—1)=0, (3.4)

ou seja, as solugoes estaveis para esse potencial sdo ¢ = +1 (¢ = 0 é instédvel), identi-
ficando assim a fase positiva como tecido endotelial, a fase negativa como estroma e 0
para a interface entre as duas fases. O modelo é chamado de interface difusa devido a

caracteristica continua da transicao entre as duas fases, como ilustrado na Fig. 3.2.

0

+1 /

Y=

A
™
Y

Figura 3.2 - Parametro de ordem ¢ em fungdo de r, salientando-se a espessura da interface €.
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A equagao de Cahn-Hilliard, Eq. (3.5), é obtida ao introduzir-se a derivada funcional de
F[¢], que representa o potencial quimico p, na Lei de Fick para continuidade (detalhes

sobre a derivagdo no Apéndice A), obtendo-se

00 = V3 (—¢ + ¢° — 2V?9). (3.5)

A Fig. 3.3 auxilia o entendimento de como a equacao de Cahn-Hilliard apresenta a possi-
bilidade, mesmo sem conter todos os elementos necessarios, de ser ponto de partida para
modelar o crescimento de vasos sanguineos. Ilustra ainda a separacao das duas fases e a

evolucao da interface em funcao do tempo, no momento inicial e final.

Figura 3.3 - A esquerda, condicdo inicial do sistema com valores dados por —1 < ¢ < 1 escolhidos aleatoria-
mente. A direita, a representacdo do sistema durante a simulagdo: o sistema evolui para a solucdo
estavel, dada por dois grandes dominios de ¢ = +£1.

Soma-se ainda um termo proliferativo & Eq. (3.5), com uma taxa de proliferagao celular
dada por a,(T) = a,T para T" < T, sendo T a concentracao de fator angiogénico,
assumindo-se constante para o valor de concentracao de fator angiogénico maximo 7,

(ver Fig. 3.4), obtendo-se entao
0ip = MV + ay(T)9O(9) (3.6)

onde p é o potencial quimico dado pela expressao,

oF
h=Gg = o+ ¢* —eV2o, (3.7)

e M ¢é a constante de mobilidade das células endoteliais (ECs), T' é a soma da concentracao
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de fator angiogénico para todas as isoformas e O(¢) é a funcao de Heaviside, dada por

0sep<O0;
O(¢) = (3.8)
1se¢p>0.

O termo £2V?¢ da Eq. (3.7) é a consequéncia no potencial quimico da penalizagao
energética para variagoes topolégicas de ¢, de forma ao sistema convergir para a mi-
nimizagao da quantidade de interfaces (assim ¢ é também uma medida da tensao super-
ficial).

op(T) &

ﬂ'.nTp ---------

Tp T

Figura 3.4 - Taxa de proliferacdo celular em funcdo da concentracdo de VEGF. A concentracdo de VEGF para

ploriferacdo maxima T, é apresentada na Secdo 4.5

Desta forma, necessita-se ainda descrever a dinamica da concentracao de fator angiogénico,
ou seja, uma equacgao que regule a producao, a difusao e o consumo de proteinas origi-
nadas na matriz extracelular por células que requerem oxigénio. Essa equagao sera uma
equacao de difusao, como citado acima, com uma constante de difusao que, em geral,
ird depender das isoformas proteicas estudadas, dada por D;(r) (ver detalhes sobre a de-
rivacao no Apéndice B). Essas isoformas dividem-se em dois grupos: ligantes de heparina
e difusiveis. Proteinas heparinas-ligantes implicam em uma maior aderéncia a matriz ex-
tracelular, devido a capacidade de ligagoes dos peptideos com a heparina, refletindo-se
em uma constante de difusao que é funcao da posicao no tecido, visto depender tanto da
concentracao de heparina como de outras proteinas que quebram a ligagao entre o fator
angiogénico e a heparina. Por outro lado, a isoforma difusivel é mais simples, dada por

uma constante de difusdo definida igual para toda a matriz (D;(r) = D).

Assim, levando em conta as consideragoes acima, a equagao para a dinamica da concen-
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tracao de VEGF (7') no tecido é dada por
T = V(Di(r)VT;) — arTi¢O(9), (3.9)

onde o indice ¢ simboliza o nimero da isoforma considerada, pois o VEGF subentende
uma familia de proteinas contendo manifestagoes diferentes de fatores de crescimento de
acordo com o sequenciamento de nucleotideos. Assim, dependendo do sistema de estudo

pode-se utilizar mais de uma equacao para a evolucao de cada concentragao T;.

Até aqui, definiram-se os mecanismos de manutencao do sistema macroscopico,
apresentando-se as caracteristicas continuas do modelo hibrido. A partir de agora, faz-
se necessario a insercao das caracteristicas microscopicas e discretas do sistema, para a
modelagem relativa a ativacao e proliferacao das células endoteliais de ponta. Primeira-
mente, as células endoteliais sao definidas por esferas caracterizadas por um raio celular
R. e um parametro de ordem ¢.. Essas células sao ativadas através da via de sinalizacao
Delta-Notch, realizando a comunicacao através da producao e inibicao de proteinas na
vizinhanga da célula ativa, evitando assim que outras células endoteliais sejam ativas
proximas de uma célula de ponta [38,44]. A sinalizacao Notch é traduzida em algumas
condi¢oes matematicas: a célula candidata a ser uma ETC deve estar a uma distancia
minima de 4R. de outra célula ja ativada, deve possuir parametro de ordem elevado
¢ > 0,9, a concentracao de fator angiogénico deve ser maior que 7T, e, ainda, o valor
absoluto do gradiente de VEGF deve atingir um valor minimo |VT| > G,, (necessario

para levar a quimiotaxis da ETC).

As células ativas sao deslocadas individualmente sob agao de uma equacao de movimento
particular, descrita pela velocidade v, que é proporcional ao gradiente de concentracao de

fator angiogénico,

Gy
=xVT |1+ | == —1)0(VT| -G : 3.10
v =39 |14 (2~ 1) €(9T] - Gun) (3.10)
sendo y a constante de resposta quimiotatica das ECs e G o gradiente de maxima difusao
para o qual a ETC atinge velocidade maxima yG)js. Os valores dos parametros x e Gy

sao apresentados na Secao 4.5.

A partir dessa velocidade pode-se realizar a ponte entre o discreto e o continuo, calculando
o parametro de ordem ¢. no interior da célula de ponta com um valor inversamente
proporcional ao valor absoluto da velocidade da célula ativa. Essa expressao é obtida
pela razao entre a variagao de material endotelial produzido na regiao da célula de ponta

por unidade de tempo (a,(T)7R?) e a drea percorrida pela célula por unidade de tempo
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(2RZ|V]),
a,(T) TR,

(bC: 2|V|

(3.11)

Uma caracteristica do modelo é apresentar a espessura do novo vaso em funcao do
parametro de ordem ¢, da ETC. Ou seja, se ¢. for menor do que 1, a vasculatura tera
uma espessura menor do que 2R., a nao ser que as células proliferativas preencham a
ramificacao. Em contrapartida, se ¢, for maior do que 1, a nova vasculatura se torna mais
espessa do que 2R,.. O valor de ¢. nao descreve a densidade de células na ponta, nao tendo
significado per se, mas a densidade de stalk cells na vizinhanca. Por conseguinte, ¢. pode

ser tido como uma condicao de fronteira mével, delimitando a ETC.

A forma como a velocidade quimiotatica estd escrita tem como consequéncia o estabeleci-
mento de uma velocidade maxima, pois devido a func¢ao de Heaviside o termo (|VT'|—G,,)
se torna zero quando |VT| > Gy, ou seja, a velocidade méxima é dada por xyG,s. Esse

comportamento esta descrito na Fig. 3.5.

v(G) A

¥Gm oo

Gm G
Figura 3.5 - Comportamento da velocidade quimiotatica em fun¢do do valor absoluto do gradiente de VEGF
(G = V7).

As condicoes iniciais e de fronteiras do sistema sao dadas de acordo com a patologia de
interesse. Para realizar uma simulagao onde o caso de estudo é a retinopatia diabética,
utiliza-se um sistema em que uma das dimensoes espaciais seja muito menor que as outras
duas, de forma a simular a geometria quase planar da vasculatura na retina humana. Além
disso, é utilizado uma rede vascular preexistente como condicao inicial, pois no caso da
retinopatia, inicialmente os vasos sanguineos fisiologicamente normais comecam a nao
suprir as demandas de oxigénio e nutrientes para a retina, de forma a ocorrer a producao

de fatores pré-angiogénicos e, entao, uma nova vasculatura patoldgica é criada. Para
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sistemas como tumores, é exigido um sistema de dimensao espacial muito maior que a
estudada na retinopatia, mas as condigoes iniciais em geral sao mais simples, apresentando
apenas uma rede vascular tridimensional de baixa densidade envolta por células tumorais
a produzirem fator angiogénico. Dessa forma, a rede vascular criada é considerada na
totalidade de cunho patoldgico e gerada para suprir as necessidades de nutrientes das

células danificadas.

Em resumo, obteve-se iterativamente a topologia dos vasos resolvendo simultaneamente
as equagoes acopladas (3.6) e (3.9), sendo essas solucionadas sem levar em consideragao se
as células endoteliais eram ou nao células de ponta. Posteriormente, realiza-se a evolucao
temporal das ETCs através de equagoes de movimento individuais. Por fim ¢ calculado
o valor de ¢., Eq. (3.11), para o parametro de ordem no interior das ETCs, levando em
consideracao a velocidade quimiotatica obtida previamente pela integragao das respectivas
equacoes de movimento. O termo de consumo de VEGF é armezanado para todo o espago
e posteriormente corrigi-se a concentracao nas regioes pertencentes as ETCs, somando-se

esse termo, pois nao hé consumo de VEGF no interior dessas células.
3.3 Hidrodinamica do Fluxo Sanguineo

A angiogénese é desencadeada pelas células usualmente em consequécia de uma deficiéncia
no recebimento de oxigénio e nutrientes, conhecido como processo de hipoxia. Tratando-se
de tumores observa-se que, devido ao tamanho que podem alcancar e a pressao em seu
interior, eles recebem uma ineficiente manutencao em fluxo sanguineo, o que ocasiona a
producao descontrolada de fatores pro-angiogénicos. Os vasos sanguineos criados apresen-
tam uma estrutura fragilizada, nao sendo incomum a falta de células do musculo liso em
sua constituicao, podendo ocasionar a regressao dos vasos, tornando-se assim a presenca

de fluxo sanguineo crucial para a estabilizacdo de novas vasculaturas duradouras [2].

Na angiogénese tumoral a determinagao da irrigacao dos vasos sanguineos da rede formada
é importante para conhecer a eficacia com que um determinado farmaco serd absorvido
pelo tumor. Em uma rede vascular podem haver ramos que nao recebem fluxo sanguineo
apropriadamente de forma que nao contribuem para o fornecimento de drogas ou oxigénio.
Estudos mostram que farmacos antiangiogénicos podem normalizar a estrutura vascular
tumoral, de forma a potencializar o efeito terapéutico da quimioterapia e radioterapia [27].
Somando a isso, ¢ ainda importante determinar a irrigacao dos vasos sanguineos durante
a simulagao para se ter conhecimento sobre quais células estao efetivamente recebendo
oxigenagao. Dessa forma, ganha-se um controle mais realista da ativagao e desativacao
das fontes de fator de crescimento endotelial que, in vivo, sao desativadas somente quando

o fluxo sanguineo ¢ eficaz e nao apenas pela presenca de um vaso nas proximidades.
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Assim, é imprescindivel a utilizacao de um método eficiente para determinar a irrigacao
e o fluxo sanguineo das redes vasculares obtidas por simulagao. A principio foi levantada
a hipotese de resolver-se a equacao de Navier-Stokes. Sabendo que o sangue apresenta-
se como um fluido de baixa viscosidade, tipicamente 4 x 1073Pa.s, e comportando-se
como um fluido Newtoniano, é possivel reduzir a equacao para um caso de fluxo laminar.
Entretanto, mesmo para uma equacao simplificada de Navier-Stokes o tratamento das
condicoes de fronteira para uma topologia complexa como a de uma rede vascular torna
a sua implementacao custosa e problematica. Como abordagem inicial, adotou-se um
método conhecido em biofisica que consiste em tratar a rede vascular como um circuito
elétrico, escrevendo uma lei de Ohm analoga para o fluxo sanguineo em funcao do gradiente
de pressdao no vaso sanguineo principal e uma resisténcia efetiva [45]. Esse método é
derivado de uma solucao particular da equacao de Navier-Stokes, conhecida como Lei de
Hagen-Poiseuille, que sera descrito na subsecao a seguir. E importante ainda salientar que
a aplicacao dessa aproximacao depende do ntimero de Reynolds do sistema, para o fluxo
sanguineo no corpo humano pode variar entre 100 (nas irrigagoes cerebrais) e 1000 (na
aorta), ainda em regime laminar. No entanto, a microfluidica de tumores apresenta um
regime ainda menor de nimero de Reynolds (Ry < 1), permitindo assim a utilizagao do

método proposto [46].

Embora, em principio, pelas razoes expostas seja desejavel retroalimentar nas simulagoes
a condicao de existéncia ou nao de fluxo sanguineo nos vasos, nos limitaremos aqui a uma
verificacdo da presenca ou auséncia desse fluxo ao final da simulacao. A realizacdao das
simulagoes com o fluxo sanguineo, e as respectivas andlises, serao realizadas posteriormente

ao encerramento desse trabalho e publicadas em forma de artigo cientifico.
3.3.1 Lei de Hagen-Poiseuille

Partindo da equagao de Navier-Stokes para um fluido Newtoniano e incompressivel, o
que é razoavel quando se descreve o fluxo sanguineo, nao considerando forcas externas,
encontrar-se-a a solugao analitica para um vaso cilindrico de raio R, sujeito a uma diferenca
de pressao Ap, com fluxo @, descrito pela Fig. 3.6. Devido a simetria do problema, o

desenvolvimento serd realizado em coordenadas cilindricas (r, 0, z)

0
p (8_1751 +u- Vu) = —Vp+nViu (3.12)

A equagao (3.12) foi obtida a partir da equacdo completa de Navier-Stokes, tomando-se
as premissas supracitadas, onde u é o vetor velocidade de um segmento de fluido, p ¢é a

pressao, p a densidade do fluido e ) é a viscosidade.
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Figura 3.6 - O fluxo sanguineo é dado por Q1 e (D2, as pressdes internas por p; € ps € o volume V. Baseado
em [45].

Assume-se ainda que o fluxo é constante no tempo, ou seja dyu = 0, e como consequéncia
do regime laminar, apenas a componente axial da velocidade serd nao nula, com simetria

azimutal (Jpu = 0) e constante na diregdo z. Assim, a equacao (3.12) resume-se a

0=—Vp+nViu (3.13)

Em coordenadas cilindricas, sabendo que u = (u,,0,0), teremos

_Op md (0
0= ER + T (0ruz> . (3.14)

Realizando uma dupla integracao em r, obtém-se a solugao geral para a equagao, dada

por

r? (0
u, = E (a—];) +cylnr + co. (3.15)

Como u, deve ser finito em r = 0, a primeira constante deve assumir valor nulo. Aplicando
a condicao de contorno para um tubo cilindrico, as bordas devem ter velocidade nula, ou

seja, u(r = R) = 0. Assim:

R? (0p

Substituindo a equagao (3.16) na equagao geral (3.15), obtém-se finalmente a solucao

particular
U= o (&) (r* — R?). (3.17)
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A equagao (3.17) ainda nao é util para o fim desejado, uma vez que ainda é necessario
encontrar uma equagao que relacione o fluxo com a diferenca de pressao no vaso. Para

isso, calcula-se a média da velocidade

I 1 (/0
u=— u2mrdr = —— (_p) R?. (3.18)
mr? Jo 8n \ 0z
A velocidade média u estd relacionada com o fluxo volumétrico médio da area da segao

transversal do cilindro, Q = 7R?u. Assim

@ _ 1 (0P po
QL) o

Assumindo que o gradiente de pressao é uniforme ao longo do cilindro, pode-se escrever
0.p = Ap/L, sendo L o comprimento do cilindro, onde finalmente obtém-se a Lei de

Hagen-Poiseuille 2

TR Apl

C=—5

(3.20)
Define-se ainda uma resisténcia hidraulica Ry, como uma constante de proporcionalidade

entre o fluxo através do canal e a diferenca de pressao. Essa resisténcia é dada por

B 8nL

Ri= .

(3.21)
Logo, a Lei de Hagen-Poiseuille assume uma relagao andloga a Lei de Ohm para circuitos
elétricos, onde a diferenca de pressao assume o papel da diferenca de potencial e o fluxo
hidrodinamico como o correspondente a corrente elétrica. Do mesmo modo que na corrente
elétrica, o fluxo do liquido tem o sentido das pressoes mais elevadas para as pressoes mais

baixas.

Ap = RpQ. (3.22)

Com essa descricao é possivel utilizar as leis dos nodos e de Kirchoff para determinar

2 possivel encontrar na literatura a equagao de Hagen-Poiseuille de duas formas: com ou sem o sinal
negativo. As duas formas estao corretas, pois utilizamos a diferenca de pressao, que pode ser negativa ou
positiva. Neste trabalho o sinal negativo é absorvido pela utilizacao do médulo de Ap.

39



a pressao e fluxo sanguineo em cada ponto de bifurcagao do sistema hidraulico obtido.
Entretanto, existe ainda um desafio na determinacao dessas regides: identificar exatamente
onde comega um segmento de vaso sanguineo e onde termina nao é uma tarefa trivial em
um espaco tridimensional. Assim esse problema serd contornado utilizando-se um método

para a extragao das linhas médias, mantendo a topologia da rede.
3.3.2 Meétodo de Thinning

Os métodos de thinning consistem em algoritmos de processamento de imagem, utilizados
para reduzir uma determinada imagem a sua representagao minimalista, através das linhas
médias de cada segmento da topologia apresentada inicialmente. Esse processo é também
conhecido por esqueletizacao e surgiu na década de 60. Existem dois tipos de métodos de
thinning: os que conservam a topologia inicial e os que nao conservam. Para esse trabalho
interessam apenas os métodos conservativos [47]. A Fig.3.7 é um exemplo da aplicagao de

algoritmos de thinning em biomedicina.

Figura 3.7 - Visao parcial de um vaso sanguineo e o esqueleto topoldgico equivalente em vermelho. Adaptado
de [48].

Na literatura é possivel encontrar muitos algoritmos para a extracao das linhas médias de
uma imagem. O método escolhido aqui foi apresentado por Paldgyi et al. [49], consistindo
em um método paralelo de 6-subiteracoes. Primeiramente, sao definidos dois tipos de
pontos, os pontos de fronteira que nao fazem parte da imagem, mas servem para definir
onde a mesma termina e sao definidos matematicamente pelo parametro de ordem sendo
¢ < 0. Os outros pontos sao conhecidos simplesmente por pontos objeto, definidos por
um parametro de ordem com ¢ > 0. Os pontos objetos sao ainda distinguidos em duas
classificacoes: pontos essenciais topologicamente ou pontos simples. Os pontos simples
serao identificados através de uma série de regras topoldgicas e removidos a cada iteracao.

Sucessivas varreduras da rede, com a eliminacao dos pontos objetos simples restantes em

40



cada varredura, sao necessarias até que, na etapa final, nao aparecam mais pontos simples,

de forma a restar apenas o esqueleto topoldgico procurado.

'.Fl 'e_i/o
e v

Figura 3.8 - As adjacéncias frequentemente utilizadas. Os pontos 6-adjacentes sio marcados pelas direcdes

U, N, E S, W e D; os pontos 18-adjacentes sdo marcados pelos pontos com preenchimento; os

pontos 26-adjacentes sdo definidos pelos circulos ndo preenchidos. Adaptado de [49].

Para determinar se um ponto p é simples ele devera satisfazer a duas condi¢oes ma-
temaéticas, definidas em fungdo dos pontos vizinhos contidos em um cubo (3 x 3 x 3),
como representado na Fig. 3.8, ou seja, os 26 vizinhos mais préximos. E utilizado um
sistema de camadas para distinguir os vizinhos, utilizando o médulo da distancia entre o
ponto p, situado em x = (x1, z9, x3), e cada um dos pontos adjacentes y = (y1, yo,y3). Os
vizinhos 6-adjacentes sdo definidos por |x —y| < 1, o 18-adjacentes por 1 < |x —y| < V2
e os 26-adjacentes por v2 < |x — y| < v/3 [49,50].

Definicao: Um ponto p sera simples se e somente se as seguintes condigoes forem satis-
feitas [47]:

e p ¢é 26-adjacente somente a um ponto objeto e;

e p é 6-adjacente somente a um ponto de fronteira, nao havendo outros pontos de

fronteira nos 18 pontos mais proximos.

De forma a otimizar a verificacdo dos pontos, Paldgyi et al. [49] propds um algoritmo
baseado em 6 maéascaras de verificagao topoldgica, apresentadas na Fig. 3.9. Verifica-se
para cada ponto da imagem cada uma das 6 mascaras e suas rotagoes em cada uma
das 6 diregoes principais (U, N, E; S, W e D). Se o ponto satisfizer pelo menos uma
das mascaras, ele é definido como ponto simples e podera ser removido. O procedimento
resumido estd descrito no Algoritmo 1, onde 7 (Y, x) é a subrotina que verifica os pontos

simples da imagem de entrada Y na direcao dada x.
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Figura 3.9 - A base de mascaras M1-M®6 e suas rotagdes em torno do eixo vertical formam o conjunto de
mascaras M na direcdo U. Os pontos marcados com 0 s3o pontos de fronteira, os marcados com

non

1 s3o pontos objetos, os pontos "-" podem ser tanto pontos objetos como pontos de fronteira. As
mdscaras M1 e M5 devem ter pelo menos um dos pontos marcados com x como ponto objeto.

Adaptado de [49].

Algoritmo 1: Algoritmo de Thinning
Entrada: matriz topoldgica X

Saida: matriz contendo o esqueleto topoldgico Y
Inicio
inicializa as matrizes M1 — M6;

obtém as matrizes nas restantes direcoes e reflexoes;

copia a matriz de entrada Y = X;

Para assegurar a funcionalidade da implementagao foram realizados diversos testes com
topologias variadas. Primeiramente, partiu-se de imagens simples e altamente simétricas,
de forma que poucas mascaras foram utilizadas e em apenas algumas direcoes. A seguir
foram realizadas transformagcoes como rotacoes, reflexdes e deslocamentos, de forma a

diminuir a simetria da imagem. Além disso, testamos o algoritmo para formas geométricas
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variadas (esferas, paraboloides cilindricos, entre outras).

Figura 3.10 - Cilindros em intersec¢do como topologia de teste. A esquerda, a topologia inicial e, a direita, o

resultado apds passar pelo algoritmo de thinning.

A Fig. 3.10 mostra a dois cilindros intersectados em forma de cruz e o esqueleto topolégico
obtido pela nossa implementacao. A imagem obtida foi a esperada, apenas duas linhas

médias cruzadas.

Como era suposto aplicar o algoritmo em estruturas altamente vascularizadas, resolveu-se
aumentar o nivel de complexidade da topologia adicionando varios cilindros e deslocando-
os da posicao central, mantendo ainda simetria com os eixos principais. Os resultados

continuaram consistentes, como visto na Fig. 3.11.

Figura 3.11 - Cilindros em interseccdo e deslocados da origem como topologia de teste. Foram introduzidos
dois cilindros fora do eixo principal, cada um intersectado por cilindros horizontais (além de
conexdes tangenciais com o cilindro do centro). A esquerda, a topologia inicial e, a direita, o

resultado apds passar pelo algoritmo de thinning.
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Assim, passou-se para outro nivel de teste, quebrando a simetria com os eixos princi-
pais através de rotacoes. Assim comegaram a ser solicitadas mais mascaras e em outras
direcoes, pelo algoritmo. Dessa forma pode-se diagnosticar problemas, pois resultados
como o da Fig. 3.12 apareceram, o que indicava problemas com a definicao das mascaras.

O resultado correto dessa topologia é mostrado na Fig. 3.13.

Figura 3.12 - Cilindro rotacionado para testes fora de simetria. O grafico apresentado a direita é tipico de
quando alguma das mascaras estd mal definida, ndo apresentando o resultado esperado.

Foram criados algoritmos de diagnéstico para identificar a origem do problema, uma das
técnicas consistiu em criar um histograma com a frequéncia com que cada maéascara era
utilizada. Dessa forma pode-se comparar diretamente os casos em que o algoritmo falhava

com os que eram bem sucedidos, restringindo assim a procura.

Também foi utilizado um programa para vizualizagdo de estruturas atomicas (PyMol),
definindo-se cada tipo de ponto das méascaras como um tipo de atomo, ajudando assim a
visualizar se alguma delas estava mal definida. Descobriu-se assim que haviam algumas
falhas sutis na definicao das matrizes principais, corrigindo esse problema os resultados

melhoraram, mas ainda nao foi suficiente para obter a topologia completamente correta.

Por conseguinte, investigando cuidadosamente o algoritmo percebeu-se que a ordem com
que as direcoes sao aplicadas é imprescindivel para que o método funcione corretamente.
Chegou-se a essa conclusao pois foi identificado que o problema estava quando aplicava-se
as mascaras no espaco das reflexoes. Dependendo da matriz de transformacao escolhida
para passar para o espaco das reflexoes essa também muda a direcao da mascara, levando
a um erro no algoritmo. E importante que, quando se aplique a transformacao de reflexao
nas mascaras, essa seja feita com a matriz adequada, de forma a nao mudar a direcao da

mesma. Ou seja, se deseja-se transformar a mascara M1 na diregao U, deve-se utilizar a
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Figura 3.13 - Cilindro rotacionado em dois planos simultaneamente. Nesse grafico apresenta-se o resultado
correto para o um cilindro rotacionado em dois eixos. No interior do cilindro estd a topologia
final, ap6s o algoritmo de thinning

matriz de reflexdo na diregao ortogonal a essa (E; W, N ou S).

Resolvendo esse problema passou-se a obter resultados consistentes, como o da Fig. 3.13.
Os pontos pertencentes a linha média obtida estao no interior do cilindro. Apds esses
testes, o algoritmo também foi aplicado a morfologia de redes vasculares complexas, sendo

também bem sucedido na obtencao das linhas médias.
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4 METODO COMPUTACIONAL

Neste capitulo ird apresentar-se a descricao do método computacional utilizado. As
condigoes iniciais e de fronteira, o projeto Octopus, os métodos de integracao e dife-
rencia¢ao, a implementacao da lei dos nodos para circuitos hidraulicos, bem como a pa-

rametrizagao do modelo.
4.1 Condigoes Iniciais e de Fronteira

As condicbes iniciais utilizadas para realizar as simulacGes consistem em um vaso ou
uma rede sanguinea pré-estabelecida rodeada por fontes de VEGF (Fig. 4.1), inseridas

aleatoriamente com o auxilio de um gerador de nimeros pseudoaleatdrios (implementagao
ran2 [51]).

O vaso sanguineo foi definido através do parametro de ordem ¢, sendo ¢ = 1 em seu inte-
rior e ¢ = —1 para a matriz extracelular. As fontes de VEGF mantém valor constante de
concentragao T = 1, ndo sendo integradas pela equacao (3.9). Quando os vasos sanguineos
estiverem a uma distancia da fonte menor que o raio de difusao de oxigénio a fonte sera

desativada.

Existe ainda uma série de parametros que devem ser definidos para a realizacao da si-

mulagao. Esses valores sao descritos derivados na secao 4.5.

Figura 4.1 - Configurac3do inicial utilizada nas simulacdes. No centro vé-se o vaso sanguineo inicial, em ver-
melho, rodeado por fontes de fator angiogénico (azul). Cada fonte € inicializada com T = 1,
mantendo esse valor até que uma ramificagdo aproxime-se desativando-a e consumindo o fator

produzido.

As condigoes de fronteira utilizadas sao periddicas nas trés dimensoes espaciais, consistindo

na replicacao da caixa de simulagao em todas as diregoes. Ou seja, se um vaso sanguineo
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atravessar o limite da caixa principal ele continuara seu percursos através da outra face

do cubo, como pode ser observado na figura 4.2.

Figura 4.2 - Condi¢c3o de fronteira periddica. O vaso sanguineo atravessa para a outra face da caixa de si-

mulacdo quando o limite da caixa principal é extrapolado.

4.1.1 Conciliando as Pressoes e as Condicoes Periédicas de Contorno

O método utilizado para o calculo do fluxo sanguineo apresenta uma incompatibilidade
com as condicoes de fronteira periddicas utilizadas para o sistema. Ha uma situacao em
que o método falha, quando uma ramificacao proveniente do vaso sanguineo principal
cresce paralelo a ele, atravessa os limites da caixa de simulagao e torna a ser absorvido

pelo vaso principal (anastomose). Essa situagao esté representada na Fig 4.3.

—__
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Figura 4.3 - Incompatibilidade das condicdes periédicas com as pressdes. Quando uma ramificacdo cresce
paralela ao vaso principal, extrapolando as fronteiras e realizando a ligagdo com o vaso principal,

ocorre um paradoxo no célculo do fluxo nesse ramo (o sangue tem fluxo inverso ao do vaso

principal).

A incompatibilidade estd em nao utilizarmos as mesmas condicoes para a pressao, como

48



¢ necessario um gradiente, fixam-se as pressoes de entrada e saida. Quando ocorre si-
tuacoes semelhantes a descrita acima, o nodo com pressao p; esta conectado a outro com
pressao mais baixa ps, ocasionando um fluxo contrario ao do vaso sanguineo principal.
Uma possivel solucao é impor que todos os vasos sanguineos da fronteira estao sob a
mesma pressao. No entanto, mesmo essa traz problemas, pois pode ocasionar a presenca
de vasos com auséncia de fluxo devido a alta pressao imposta na fronteira para todos
os vasos. Outra solugao é desligar as condi¢oes de contorno periddicas para as ETCs na
direcao paralela ao vaso principal, nao permitindo situagoes como as descritas acima.

Neste trabalho utilizar-se-4 este ultimo método.
4.2 Projeto Octopus

O projeto Octopus consiste em um software livre para simulacoes ab initio utilizando
métodos de DFT (Teoria do Funcional da Densidade) e TDDFT (Teoria do Funcional
da Densidade Dependente do Tempo), com cédigo open-source, distribuido sob licenga
GPL. O Octopus é mantido por um grupo de desenvolvedores localizados em varias uni-
versidades e paises diferentes, como Espanha, Estados Unidos, Portugal, Bélgica, entre

outros.

A ideia de utilizar o Octopus como base para o projeto angiogénese surgiu da necessi-
dade de otimizar o processamento, pois quando estuda-se sistemas da ordem de grandeza
de tumores, tipicamente podendo alcangar os milimetros, o custo computacional torna-se
elevado. As rotinas de calculo de laplaciano, gradiente e da obtencao da discretizacao
espacial estao bem concebidas e os resultados de eficiéncia ja sao conhecidos na litera-
tura. Primeiramente, implementou-se o cédigo da angiogénese para utilizar essas rotinas
de calculo vetorial, o que ja demonstrou uma melhora no tempo de processamento rela-
tivamente a versoes anteriores do coédigo, e depois implementou-se um versao do codigo

utilizando MPI, aproveitando o suporte do Octopus a essa ferramenta. [52]

O cbédigo em paralelo ainda estd instdavel, necessitando alguns ajustes. Assim, nesse
trabalho apresentar-se-4 apenas as simulacoes realizadas com o programa em série.
Pode ser realizado o download do coédigo da angiogénese através do repositério SVIN:
http://www.tddft.org/svn/angio3d/.

4.3 Método das Diferencas Finitas

As equagoes diferenciais parciais descritas neste trabalho sao lineares no tempo e tém as
mesmas caracteristicas de equagoes do tipo difusao, permitindo a utilizacao do método
das diferencas finitas. O método consiste em discretizar o espaco formando uma rede,

descrita por um parametro que dé a minima unidade entre dois pontos do espaco discreto,
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permitindo a avaliagao das fungoes em cada ponto da rede. Desse modo, utilizam-se os
pontos posteriores e anteriores a um determinado ponto p, nas trés direcoes espaciais, para
a obtencao do laplaciano e gradiente. O operador laplaciano discreto, em duas dimensoes,

¢ dado por

f(ZL‘—h,y)—f—f(l’—f—h,y)—f-f(fb,y—h)—f—f(l’,y—f-h)—4f(l’,y)

V2f(x,y) ~ o ,(41)

sendo f(z,y) a funcao a ser aplicada o operador laplaciano V2 e h o parametro de rede.

As duas maiores fontes de erro neste método estao no erro de arredondamento, ou seja,
as casas decimais desconsideradas pelo computador durante o calculo, e o erro de trun-
camento pela discretizagao, dado pela diferenca entre a solucao continua exata e a com
aproximacao discreta. No entanto, o método das diferencas finitas é ao mesmo tempo
versatil, sendo possivel melhorar a precisao adicionando mais pontos ao calculo e vari-

ando os coeficientes, tanto para o calculo do laplaciano como para o gradiente. [53]

O Octopus possui rotinas com equagoes mais complexas do que a expressa na Eq. (4.1),
inserindo mais pontos em seu calculo e otimizando os coeficientes de forma a minimi-
zar o erro de arredondamento. Dessa forma, a equacao mencionada é apenas ilustrativa,
para expor a logica utilizada na construgao do método. Mais detalhes sobre os métodos

utilizados no Octopus podem ser obtidos através da documentagao do mesmo.

Além disso, é necessario realizar uma integracao temporal para evoluir o sistema, tanto
para T', Eq. (3.9), como para ¢, Eq.(3.6), e para a velocidade das ETCs. Para esse fim, foi
utilizado o método de Euler, verificando-se estabilidade e alta convergéncia para o sistema

utilizado.

Por conseguinte, esse método esta bem estabelecido, conhecendo-se sua alta convergéncia
e estabilidade para equagoes do tipo difusao [54]. Frisa-se ainda, que o método possui
maleabilidade, ao permitir aumentar a precisao dos resultados apenas adicionando-se mais
pontos da rede ao calculo. Assim, o método das diferencas finitas é simples e eficiente,

sendo o método eleito para este trabalho.
4.4 Implementagao da Lei dos Nodos para Circuitos Hidraulicos

A Lei dos Nodos permite a obtencao das pressoes em cada nodo da rede vascular e,
consequentemente, o fluxo sanguineo para os respectivos segmentos. Apos a aplicacao do
algoritimo de thinning, varreu-se a rede para identificar cada um dos nodos (pontos com
mais de dois vizinhos pertencentes ao circuito). Em seguida, percorreu-se a rede a partir de

cada um dos nds, de forma a identificar as ligacoes entre cada nodo. A Fig. 4.4 apresenta
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uma rede obtida pelo método e os respectivos nodos.

Figura 4.4 - Esqueleto de rede vascular obtido pelo método de thinning. Os nodos foram identificados e

numerados, as respectivas distancias entre os nodos foram armazenadas na matriz A.

A distancia entre os nodos foi adicionada em uma matriz quadrada, de tamanho igual ao

nimero de nodos,

0 148 0 0

14 0 0 0 0
L= 008 0]. (4.2)

0 8 0 20

0 020 0

Ou seja, a distancia entre os nodos ¢ e j é dada pelo elemento L;; da matriz L, sendo

assim também uma matriz simétrica (L;; = Lj;) e de diagonal nula (Tr(L) = 0).

A partir dessa matriz pode-se obter um sistema de equagoes lineares que permite deter-

minar as pressoes em cada nodo da rede. De forma condensada,

1 0 0 0 Pin
Xo1 Qi X2j Xaz vt X2n Py 0
' - , (4.3)
0 0 1 0 Pout 0
Xm1 X'm2 Xm3 -+ .- Z?:l Xmyj P’n 0

sendo x;; a condutividade hidrdulica, dada pelo inverso do ntimero de pontos entre os
nodos (x;; = L;jl). O lado direito da equacgao é escrito de acordo com as condicoes de

fronteira do sistema. Escolhe-se dois pontos da rede para assumirem as pressoes P, e
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P,ut, que em unidades reduzidas serao 1 e 0, respectivamente. A matriz da condutividade
hidrdulica é obtida através da aplicacao da Lei dos Nodos e da Lei de Kirchhoff, cujos
detalhes podem ser encontrados em Neiva [40]. Ressalta-se ainda que o célculo das pressoes
é realizado independente da Lei de Hagen-Poiseuille, sendo posteriormente utilizadas para

o calculo do fluxo () pela respectiva lei.

Para a resolugao do sistema (4.3), do tipo Ax = B, utilizou-se 0 método numérico de
decomposicao PLU com pivotagem parcial e troca de linhas matriciais [55], consistindo
em separar a matriz em duas matrizes triangulares, inferior (L) e superior (U), e uma
matriz de permutacao (P). A forma fatorada da matriz A é utilizada para resolver o

sistema,

A=PLU . (4.4)

Para o caso particular apresentado na Fig. 4.4, obtivemos o seguinte sistema

1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 P 1
0.07 —0.07 0.00 0.00 0.00 Py 0
0.12 0.00 -0.25 0.12 0.00 Pl =10 (4.5)
0.00 0.00 0.12 —-0.17 0.05 Py 0
0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 Ps 0
Apés a aplicagdo do método PLU, otivemos a solucao para as pressoes
P 1.00
Py 1.00
Pl =1077] . (4.6)
Py 0.55
Ps 0.00

Em uma rapida analise, verifica-se que o resultado é coerente com o esperado, pois sabe-
se a priori que o nodo 1 e 2 estao sob o mesmo potencial, nao havendo assim gradiente
de pressao (P, = P,). Para os nodos subsequentes observa-se uma queda gradativa de
pressao, imposta pelos valores escolhidos para P;, e P,,;. Finalmente, obtém-se o fluxo

sanguineo aplicando a equagao (3.22).
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4.5 Obtencao de Resultados Quantitativos

Nesta simulacao computacional trabalhamos com grandezas adimensionais. A tabela 4.1
apresenta a relacao entre os valores in wvivo e os valores adimensionais da simulacao.
Assim pode-se traduzir os resultados gerados computacionalmente de forma a utilizé-los

em comparagoes com valores experimentais.

As células endoteliais podem apresentar-se de diversas maneiras, assumindo funcoes e for-
mas diferentes em razao de diferentes contextos. Por essa razao, é importante a utilizagao
de valores apropriados para os parametros de simulagao, ajustando-os de acordo com o
sistema de estudo. E possivel encontrar alguns dos parametros na literatura, como por
exemplo, o raio celular, a constante de difusao de VEGF, a mobilidade das células en-
doteliais e o coeficiente de resposta quimiotatica. No entanto, neste trabalho realiza-se a
variacao de cada um desses parametros individualmente, de forma a entender a influéncia

de cada um deles na morfologia vascular.

Por outro lado, coeficientes como T, valor minimo de concentracao de fator angiogénico
para ramificacdo, e o ar, a taxa de consumo de VEGF, sao obtidos através calculos
tedricos analiticos. Para isso, resolve-se uma versao simplificada da equacgao diferencial

(3.9), utilizando apenas uma dimensao e avaliando condig¢oes de contorno especificas.

Parametro  Significado in silico in Vivo
Unidade de rede 1 1,25um
Unidade de tempo 1 26min

R, Raio celular 4 Spum [56]

D Constante de difusao de VEGF 100 107¥m? /s [57]

M Mobilidade de células endoteliais 1 107m? /s [57]

d Distancia de difusao de oxigénio 20 25pm

ar = D/R? Taxa de consumo de fator ang. 6,25 0,004s~*

€ Espessura da interface 1 1,25um

X Constante de Resposta Quimiotatica 200 ~ 2000

T Conc. de VEGF na fonte 0,82~ 2,0

T, Conc. de VEGF para proliferacao maxima 0,3

T. Conc. de VEGF para ramificagao 0,15~ 0,32

Gy Grad. de VEGF para velocidade méaxima 0,03 0,0375a.u/pum

Gm Grad. de VEGF para ramificagao 0,01 0,0125a.u/pum

Tabela 4.1 - Valores dos parametros utilizados na simula¢do, em unidades reduzidas e reais. Os pardmetros x,

Ts e T, foram definidos dentro dos intervalos indicados acima, para cada simulag3o.
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4.6 Fluxograma

Apresenta-se abaixo, na Fig 4.5, o fluxograma resumido do programa implementado para

a simulacao da angiogénese.

Inicia-se as
células em hipdxia
e o capilar inicial.
i=0

Yy

Desativa fontes de
VEGF proximas a
capilares.

Escolher a célula
com maior
Encontradas parametro de
ordem.

Procura Novas
ETCs

Verifica-se
a concentragdo de
fator angiogénico e o
gradiente nas
ETCS

menores ETC passar a ter
que os cut-off fendtipo Stalk

Niﬂ

Move as ETCs de
acordo com a
velocidade
quimiotatica

— V¥ @

Atualiza-se Te o
parametro de

ordem.

i=i+l

Encerrao
programa

Escreve os dados
em um arquivo

Figura 4.5 - Fluxograma minimo utilizado para o cédigo da angiogénese.
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5 DISCUSSOES E RESULTADOS

Neste capitulo apresentar-se-a os resultados obtidos e as respectivas discussoes. Para obter
os resultados aqui expostos, utilizou-se a configuracao inicial descrita na Secao 4.1, ou
seja, um vaso sanguineo inicial rodeado por fontes de VEGF. As condigoes de fronteira
sao periddicas em todas as direcoes e a parametrizacao padrao utilizada foi a descrita
na Tabela 4.1, com excecao da concentracao critica de VEGF para ramificagao que foi
alterada para T, = 0,15, de modo a observarem-se varios eventos de ramificacao. Para
estudar o comportamento do sistema em funcao dos parametros, apenas um parametro
¢é variado em cada simulacao, mantendo-se os outros fixos. As simulagoes tiveram uma
duracao in vivo de aproximadamente 11h, o que é razoavel pois em experimentos com
culturas ha o aparecimento de estruturas com elevada densidade de ramificagao em apenas
24h. Com 11h ja observa-se o crescimento de vasculaturas, sendo recomendado simulagoes

entre 8h e 48h. Valores acima de 48h apresentam saturagao de vasos sanguineos [58].

Na simulagao, é observado que as células em hipoxia produzem VEGF e esse difunde pelo
tecido, aumentando a concentracao ao redor do vaso inicial. Em um determinado ponto,
o VEGF consegue atingir as primeiras camadas no interior do vaso sanguineo, alcangando
a concentragao critica para ramificacao 7. Neste momento, as células endoteliais atingem
um dos critérios para ativagao do fendtipo ETC, sendo preciso ainda haver um gradiente
minimo para ramificacao G,,. Ao atingirem esses valores, células do tecido sao ativadas
e migram pela ECM em resposta quimiotatica. Simultaneamente a migracao, as células
endoteliais proximas a célula ativa proliferam e seguem a ETC pelo tecido, assumindo
assim o fendtipo ESC. Os novos ramos estabelecidos consomem o VEGF, diminuindo
assim a sua concentragao na ECM (Fig. 5.1). Apds o estabelecimento de fluxo sanguineo
nas novas vasculaturas, sao desativadas as fontes de VEGF. A curva de desativacao das
fontes em funcao do tempo esta relacionada com a taxa de invasao das ramificacbes no
tecido (Fig. 5.2).

Para uma determinada combinacao de parametros, hé a promocao de morfologias fractais,
com vasculaturas cada vez mais finas partindo de vasos de maior calibre. Além disso,
anastomoses sao recorrentes, quando duas ou mais ETCs migram em direcao a mesma
fonte de VEGF proporcionando a uniao dos ramos formados. Por outro lado, quando
a velocidade quimiotatica é elevada, ou quando a taxa de proliferacao celular é baixa,

estenoses! sdo comuns conduzindo ao rompimento de ramificagoes (Fig. 5.3).

O comportamento descrito acima, sugere que as morfologias resultantes da angiogénese

IEstenose pode ser a constricio de um vaso sanguineo, de um orgao ou de uma estrutura tubular do
corpo.
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sao consequéncia de um delicado balanco entre a taxa de proliferacao celular e resposta
quimiotatica das ETCs, sendo esses parametros complementares um ao outro. Os dois
parametros agem diretamente sobre a espessura dos vasos e na densidade de ramificagoes,
bem como na manutencao de redes vasculares funcionais. Esses resultados estao de acordo

com dados experimentais [59,60] e com anteriores estudos sobre o modelo [21,24,40].

A concentragao de VEGF nas fontes (75) também tem um importante papel: o seu valor
estd diretamente relacionado com o niimero de ramificacoes da rede. Valores elevados de
T, conduzem a uma maior densidade de ramificagoes. Apesar desse parametro nao con-
tribuir diretamente para o calibre dos vasos, a alta densidade de vasos proporcionada por
concentracoes elevadas de VEGF favorece a fusao de ramos paralelos préximos, criando
assim alguns vasos de maior calibre que a média (fenomeno observado em experiéncias
in vivo com alta concentracao de VEGF [61,62]). Todavia, para baixa concentracao de
VEGF nao é observada a ativacao de células de ponta e nenhum ramo é formado. Nesse
trabalho determinou-se esse valor como sendo Ty < 0,84 para o modelo tridimensional,
sendo que Travasso et al. [21] determinou Ty < 0,7 para a implementagao bidimensional.
Para valores baixos de T, mas suficientes para ativar ETCs, verifica-se ramos esparsos e
poucas ativagoes. Esses comportamentos também foram reportados por Haigh et al. [59],

em seu trabalho experimental in vivo .

OO0 -
=W ho N

Figura 5.1 - Da esquerda para a direita, de cima para baixo, o grafico mostra a evolugdo da concentragio de
VEGF no meio para um plano do sistema tridimensional. A regido de mais baixa concentracdo de

VEGF coincide com a presenca de vasos sanguineos.
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Figura 5.2 - A curva de desativagdo de VEGF em fun¢do do tempo da a taxa de invasdo da nova vasculatura na
ECM. Os dados apresentam um bom ajuste para uma curva de decaimento exponencial. Varia¢coes
na velocidade do decaimento d3o-se devido a novas ativacbes de ETCs, que fazem com que mais
fontes sejam desativadas em um curto espaco de tempo.

5.1 Estudo Qualitativo dos Parametros

Foi observado que para um valor baixo de proliferacao celular (o7, = 0, 20hr_1) as novas
ramificagdes sdo mais finas (Fig. 5.3) e menos ramificadas, enquanto que para valores
mais elevados (a,7}, = 1,03hr™') hd um aumento de calibre (Fig. 5.4) e ocorréncia de
mais ramificagbes (comparar Fig. 5.5 e Fig. 5.6). Além disso, os resultados sugerem um
valor minimo critico para ay,, em que os novos vasos deixam de ser funcionais ao romperem

a sua ligagao com o vaso principal.

Além de a), os resultados também mostram uma dependéncia entre a espessura dos vasos
sanguineos e a resposta quimiotatica y. Quanto menor o valor de Y, ou seja, quanto menor
a velocidade das ETCs, mais espessas sao as ramificagoes resultantes da migracao celular.
Para xGj; = 0,28um/min, um valor considerado baixo, as ETCs quase ndo migram pela
ECM e geram vasos com uma espessura mais elevada (Fig. 5.7). Em contrapartida, para
XGu = 2,88um/min as ETCs migram mais rapidamente pelo tecido e produzem vasos

mais estreitos (Fig. 5.8).

Existe um balanco entre x e «, para a produgao de vasos sanguineos funcionais, pois se
a velocidade quimiotatica for muito elevada e a taxa de proliferacao for baixa, pode nao
ocorrer o estabelecimento do vaso. A célula pode difundir com uma velocidade em que o
volume percorrido é muito maior do que o volume de material endotelial produzido. Além

disso, as figuras 5.9 e 5.10 sugerem que com valores de y mais altos observam-se mais
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ramificacoes e bifurcagoes do que com valores mais baixos.

A anélise realizada para a concentracao de VEGF nas fontes (7) mostra que a variagao
desse parametro nao influencia no calibre das novas ramificagoes. No entanto, o seu valor
esta relacionado com o nimero de ETCs ativas e, consequentemente, com o nimero de
ramificagoes originadas dessa migragao. Valores elevados de VEGF sao responsaveis por
produzirem redes sanguineas funcionais, sendo recorrente o aparecimento de anastomoses.
Como pode-se observar comparando a Fig. 5.11 e a Fig. 5.12. O ntimero de ramificagoes
¢ diretamente proporcional a T, para Ty = 2,0 observa-se uma rede de grande comple-
xidade, enquanto que para Ty = 0,85 o niimero de ramificagoes é infimo e nao funcional
(comparar Fig. 5.13 e Fig. 5.14).

5.1.1 Proliferacao Celular «,

Os resultados desta secao foram obtidos para os parametros T, = 1,0, x = 1000 e foram

feitas duas realizagbes para o, = {0,3;1,5}.

A Fig. 5.3, relativa a oy, = 0, 3, apresenta poucas ramificacoes e muitos vasos defeituosos.
E possivel notar o estreitamente e consequente rompimento de varias vasculaturas, de-
monstrando que a taxa de proliferacao celular tem uma relacao direta com o calibre dos

vasos e a sua funcionalidade.

DI T T 1
40 i i 1

o J |
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20 [ .

-40 L

-40 -20 0 20 40

Figura 5.3 - Morfologia obtida para o, T}, = 0,20hr . Para um valor baixo de proliferacio celular é recor-
rente o estreitamento e consequente rompimento dos vasos sanguineos. Isso ocorre pois as ETCs
migram com uma certa velocidade e ndo ha tempo suficiente para a producdo de tecido endotelial
necessario para o amadurecimento do vaso, devido a baixa taxa de proliferacdo. A esquerda, a
rede vascular estd em perspectiva e a direita utilizou-se a vista superior para facilitar a medida do
calibre dos vasos.

Por outro lado, verifica-se que o aumento da taxa de proliferagao celular para «,, = 1,5,
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conduz também ao aumento do calibre das novas vasculaturas (ver Fig. 5.4). No entanto,
nao verifica-se a presenca de vasos sanguineos funcionais, indicando que a proliferagao

celular nao age sozinha no amadurecimento dos vasos.

0.8
0.6 (p
0.4

0.2

-40 40 i I i i 0

Figura 5.4 - Morfologia obtida para a,T), = 1,03hr . O aumento de calibre dos vasos sanguineos é carac-
teristico de valores elevados de taxa de proliferacdo celular. Taxas elevadas favorecem também a

fusdo de ramificagbes, como as observadas na figura.

Os graficos obtidos pelo método de thinning, Fig. 5.5 e Fig. 5.6, ressaltam os efeitos
observados nos graficos anteriores. A variacdo no numero de vasos sanguineos gerados

nao ¢ significativa, bem como a maturidade dos mesmos.

401

20

-20

Figura 5.5 - Morfologia obtida para a, T, = 0, 20hr . O esqueleto topoldgico para baixos valores da taxa de
proliferacdo salienta a falta de funcionalidade da rede. Foram formadas poucas ramifica¢des e as

poucas formadas sofreram o rompimento do vaso sanguineo principal.
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Figura 5.6 - Morfologia obtida para o, T, = 1, 03hr~*. O niimero de ramificacBes para valores mais elevados
de proliferacdo celular aumenta, podendo-se observar ainda a formagdo de ramificagdes partindo
das novas ramificagGes. Isso indica que a taxa de proliferagdo é essencial para a criagdo de redes

funcionais.

5.1.2 Resposta Quimiotatica y

Os resultados desta secao foram obtidos para os parametros Ty = 1,0, o, = 0,3 e foram

feitas duas realizagbes para y = {200, 1000}.

A Fig. 5.7 apresenta a morfologia obtida para uma resposta quimiotatica de xy = 200,
demonstrando resultados semelhantes aos obtidos para uma taxa de proliferacao celular
de o, = 1,5. Ou seja, os vasos sanguineos sao de elevado calibre e nao recebem fluxo

saguineo.

Figura 5.7 - Morfologia obtida para xG s = 0, 28m/min. E notdrio o aumento do calibre dos vasos com a

diminuic3o de x, alcangando em torno de 27um de didmetro.

Em contraste, a rede vascular obtida para y = 2000 (Fig. 5.8) ¢ semelhante a rede obtida
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para oy, = 0, 3, com vasos sanguineos de menor calibre e mais longos. No entanto, para esse
caso as ramificagoes obtidas sao mais maduras e, inclusive, apresentam fluxo sanguineo
nao nulo devido a ocorréncia de anastomose. Esse comportamento indica que a qualidade
das novas vasculaturas ¢ consequénncia de um equilibrio entre os dois parametros a,, e ¥,

sendo esses complementares um ao outro.
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Figura 5.8 - Morfologia obtida para xGp; = 2,88um/min. E possivel observar que para x elevado o calibre
dos vasos sanguineos diminui consideravelmente, apresentando ramificagbes com didmetros em
torno de 17um. Esse comportamento esta relacionado com a redugdo do tempo para proliferagdo

celular enquanto a ETC migra a uma velocidade elevada.

Ao comparar as figures 5.9 e 5.10, pode-se constatar um maior nimero de ramificagoes,
para um maior valor de y. Isso deve-se pois, para uma velocidade quimiotatica maior, ha
o estabelecimento de mais ramos em um menor intervalo de tempo. Ressalta-se ainda que
para xy = 200 nao ha anastomose, enquanto que para y = 2000 ocorre uma anastomose,

permitindo assim irrigacao sanguinea no tecido.

Figura 5.9 - Esqueleto topoldgico para x = 0, 28um/min. Apresenta baixa taxa de ramificagdo (7 novos vasos)

devido as ETCs ndo migrarem com velocidade suficiente.
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Figura 5.10 - Esqueleto topoldgico para xGps = 2, 8um/min. O ndmero de ramificagdes aumenta considera-

velmente com x (13 novos vasos).

5.1.3 Concentracao de VEGF nas Fontes T;

Os resultados desta secao foram obtidos para os parametros x = 1000 e o, = 1,
apresentando-se duas simulagoes para Ty = {0,85;2,00} (mais simulagoes foram reali-

zadas para determinar o valor minimo de T que ainda permite ativagoes de ETCs).

As morfologias obtidas para as variacoes de «,, e x mostraram que esses dois parametros
nao sao decisivos no numero de ramificacoes, mas agem na determinacao da funcionalidade
dos vasos, i.e, no comprimento e largura dos mesmos. Contudo, deve haver um parametro
responsavel pelo numero de ETCs ativas e, consequentemente, na densidade de vasos

sanguineos.

Assim, ao realizar a variacao de Ty verificou-se que esse mantém um importante papel na
ativacao das células endoteliais, requerendo um valor minimo de VEGF nas fontes para
a ocorréncia de ETCs ativas (aqui determinado por Ty = 0,84). A Fig. 5.11 corrobora
com o observado experimentalmente: para um baixo valor de VEGF nas fontes, ha pouca

densidade de ramificagoes.
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Figura 5.11 - A rede foi obtida para T = 0, 85, préximo ao minimo de concentracdo nas fontes para que ainda
haja ramificacdes. Com baixa concentragdo o nimero de ETCs ativas diminui, pois o VEGF é o
principal catalisador da angiogénese. Em destaque, a fusdo de dois vasos sanguineos paralelos,

fendmeno ocorre também in vivo e in vitro.

De uma outra forma, ao aumentar-se o valor para a concentracao de VEGF nas fontes,
o numero de ativagoes de ETCs aumenta, concomitante ao nimero de vasos sanguineos
formados. Todavia, nao se verifica a alteracao do calibre dos vasos, nem no comprimento
médio dos mesmos. Ou seja, o parametro T, é responsavel por outra parte da dinamica

da angiogénese, diferente do observado para «, e x.

Figura 5.12 - Valores elevados de concentracdo de VEGF (75 = 2,00) nas células em hipéxia conduzem a
muitas ativagoes de ETCs. A migracdo das células ativas leva a criagdo de um elevado niimero

de vasos sanguineos.

As topologias obtidas por thinning auxiliam na contabilizacdo de vasos sanguineos e na
observacao de anastomoses. A Fig. 5.13 apresenta poucos vasos e nenhuma anastomose,
enquanto que a Fig. 5.14 apresenta uma elevada densidade de vasos e também uma anas-

tomose, indicando a presenca de fluxo sanguineo.
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Figura 5.13 - Valores baixos de concentracdo de VEGF (Ts = 0, 85) nas células em hipdxia conduzem a poucas
ativacdes de ETCs, consequentemente poucos ramos sdo estabelecidos. No entanto, variagles

nesse parametro ndo remetem a alteragdo no calibre dos vasos.

Figura 5.14 - Através das linhas médias é possivel uma melhor visualizagdo da morfologia na presenca de muitos
vasos. Nesse grafico, obtido para Tx = 2, hd a presenca de anastomoses, de dificil constata¢ao

na imagem completa.

5.2 Acoplamento do Fluxo Sanguineo

O acoplamento do fluxo sanguineo foi realizado, apresentando resultados preliminares pro-
missores. A Fig. 5.15 mostra a irrigagdo em duas redes vasculares, uma simples e outra
mais complexa. Na primeira, o fluxo sanguineo () mantém-se apenas no ramo principal,
nao sendo o novo ramo funcional. E possivel realizar os cdlculos analiticas para veri-
ficar esse resultado, sendo essas consistentes com o resultado numérico apresentado. A
segunda rede tem um nivel de complexidade elevado, mesmo assim o algoritmo foi capaz
de determinar o fluxo no ramo principal e em um vaso secundario que atravessa a caixa
de simulacao de um lado ao outro. Os outros ramos aparentemente nao recebem fluxo

sanguineo.
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Figura 5.15 - Duas redes vasculares e suas respectivas irrigacdes sanguineas, representadas pelo fluxo @ na
barra de cores. A esquerda, uma rede simples apenas com o vaso sanguineo principal com fluxo
sanguineo. A direita, uma rede complexa com mais ramificagdes, ha fluxo no vaso principal e em

uma ramificagdo que completou a anastomose.

5.2.1 Desafios Encontrados

O método para extrair as linhas médias apresentou um problema para a sua aplicacao neste
trabalho. Como o método utilizado preserva a topologia tridimensional, ele esta preparado
para extrair nao apenas linhas médias, mas também superficies. Isso torna-se um problema
quando combinado com a angiogénese, pois nas simulagoes podem ocorrer flutuagoes do
parametro de ordem no interior dos vasos sanguineos, as vezes ocasionadas pela ativacao
de ETCs ou a formacao de anastomose entre dois ou mais vazos. Essas flutuagoes fazem
com que hajam “buracos” dentro dos vasos, o que faz com que o algoritmo de thinning
crie superficies em torno deles. Quando isso acontece o programa identifica esses pontos
com muitos vizinhos como nodos, fazendo um calculo erroneo do fluxo sanguineo naquela

regiao. A Fig. 5.16 ilustra uma dessas situagoes.

Figura 5.16 - Os graficos mostram o esqueleto morfoldgico, resultado de uma simulag3do, a partir de duas pers-

pectivas. Os circulos salientam a superficie indesejada extraida pelo algoritmo de esqueletizacio.
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Esse problema pode ser contornado identificando quando essa situacao ocorre e fazendo
com que a simulacao continue por mais passos de tempo, suficientes para que essa flutuacao
seja eliminada pela proliferacao celular. Vale lembrar ainda que a ocorréncia desse tipo

de estrutura é rara, portanto nao traz muitos transtornos na obtencao de dados.
5.3 Teste de Eficiéncia Computacional

Ao implementar-se a angiogénese sobre o projeto Octopus, proporcionou-se um ganho
de desempenho extraordinario. Realizando a implementagao sem o Octopus, o tempo
computacional de uma simulacao para um sistema 100x100x60 para 11h in vivo demora
em torno de 1h reais. Na atual implementagao, em série, conseguiu-se diminuir esse tempo
para apenas 26min. Ambas as implementacoes comparadas foram testadas em um Intel
Core i7-2600 CPU 3.40GHz. Além disso, com a implementagao em paralelo pode-se reduzir

ainda mais esse tempo.
5.3.1 Implementacao em Série

E importante determinar a curva que relaciona o tempo computacional com o tamanho
do sistema (Fig. 5.17), pois busca-se alcangar sistemas de ordens de grandeza elevadas,
assim é imprescindivel uma estimativa prévia acerca do recurso computacional necessario.
Os dados foram obtidos em um computador Intel Core i5 M480 CPU 2.67 GHz com 4

nucleos de processamento, meméria RAM de 4Gb e sistema operacional Debian.
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Figura 5.17 - Determinacdo dos recursos computacionais necessarios em func¢ao do nidmero de pontos utiliza-
dos na rede discreta. O niimero de pontos estd normalizado pelo maximo utilizado no grafico
(4096000 pontos). Foram realizadas um milh3o de iteracdes para cada simulag3o.
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5.3.2 Implementacao em Computagao Paralela

A implementacao em paralelo traz um notavel ganho computacional utilizando MPI,
podendo-se diminuir para a metade do tempo o custo computacional exigido para efetuar

os calculos.

A Fig. 5.18 apresenta um padrao do tipo dente de serra, com uma periodicidade no niimero
de processadores. Isso ocorre pois a topologia utilizada no sistema é ctibica, logo a forma
mais eficiente para dividir o sistema é em pequenos cubos, minimizando as interfaces e o
tempo de overhead?.

A implementacao realizada em paralelo apresentou problemas relativos a alocagao de
memoria para sistemas com uma ordem de grandeza elevada. Esse problema pode ser
em virtude da replicacao de matrizes globais em todos os processadores. Atualmente,
os desenvolvedores do projeto Octopus estao removendo todas as matrizes replicadas do
c6digo, de forma a evitar esse tipo de problemas. Com base nestes resultados, a finalizacao

do cédigo em paralelo em um futuro proximo se torna altamente recomendada.

3.5

25F 1

Tempo Computacional (s)

0.5 L !
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Numero de Processadores

Figura 5.18 - Tempo computacional em funcdo do nimero de processadores utilizados em paralelo. As curvas
em vermelho s3o apenas linhas auxiliares.

2Qverhead é o termo cunhado para referenciar o tempo de comunicacio entre os processadores.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho realizou-se um estudo multidisciplinar acerca da angiogénese. Foi realizada
uma breve revisao sobre os aspectos biolégicos do processo em estudo, assim como a sua
contextualizacao no meio clinico e cientifico. Discutiu-se ainda uma abordagem fisica do
problema, utilizando um modelo de interface difusa para modelar o crescimento dos vasos

sanguineos.

Foram propostas melhorias ao modelo e também a nivel de optimizacao computacional.
Uma delas foi a implementacao do programa para angiogénese sobre o projeto Octopus,
tendo como motivacao o aumento de eficiéncia computacional para o estudo de sistemas
com a ordem de grandeza de tumores. Essa implementacao demonstrou resultados pro-
missores, diminuindo em até 50% o tempo computacional de cada simulagao em relacao a
cédigos anteriores. As melhorias a nivel do modelo consistiram na implementagao de um
método para extracao das linhas médias, permitindo melhores andlises das morfologias
obtidas e a quantificacao de parametros como a densidade de ramificagao. Além disso,
utilizou-se esse método para a determinagao do fluxo sanguineo na rede, acoplando essa

informacao com a desativagao das fontes de VEGF.

Foram realizadas analises qualitativas e verificadas as dependéncias morfolégicas da an-
giogénese em fun¢ao dos parametros do modelo, tais como: a taxa de proliferacao celular
o, a velocidade quimiotatica x e a concentragao de VEGF nas fontes T;. Mostrou-se que
os parametros x e o, funcionam de forma a complementarem-se, agindo em conjunto na
determinacao do calibre e densidade das novas vasculaturas. Por outro lado, a disponibi-
lidade de VEGF no tecido através da concentracao Ty age diretamente sobre o ntimero de
ativagoes de ETCs e na densidade de ramificagao. Maiores concentracoes de VEGF levam
a redes mais vascularizadas e funcionais. Esses resultados estao de acordo com os dados
experimentais da literatura e também com implementagoes anteriores do modelo. Além

disso, demonstrou-se a funcionalidade do algoritmo na determinacao do fluxo sanguineo.

Por conseguinte, este trabalho apresenta um vasto horizonte de novas perspectivas para o
estudo da angiogénese patolégica, permitindo explorar anélises quantitativas e a influéncia
do fluxo sanguineo nesse fenomeno. Os resultados obtidos estao em concordancia com
dados experimentais e demonstram uma descricao mais precisa do sistema de estudo,

indicando que a abordagem utilizada é promissora.
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A - EQUACAO DA INTERFACE E PROLIFERACAO CELULAR

Neste apéndice realizar-se-4 a deducao da Eq. (3.6), que modela a dinamica da inter-
face entre os vasos sanguineos e a matriz extracelular, através da evolucao temporal do
parametro ¢ que caracteriza a fase do sistema. Além disso, a proliferacao celular esta des-
crita pelo segundo termo da equagao. O primeiro termo dessa equagao é escrito através

de uma lei de conservacao

ohp=-V-j, (A.1)

. 5F[¢)
j=-Vu, M:W

onde p é o potencial quimico proveniente de F[¢], o funcional de energia livre do parametro
de ordem ¢.

(A.2)

A energia funcional de Ginzburg-Landau é dada por

2
Pl = [ |Vio) + S190f] ar (A3
sendo a func¢ao V(¢) dada pelo potencial
¢* ¢
V(gb)——?—kz. (A.4)

As solucgoes estaveis do potencial sao obtidas realizando a diferenciacao,
0V =—¢+¢>=0, (A.5)
ou seja, os extremos do potencial sdo dados para ¢ = {£1,0}.

Para obter o potencial quimico p sera necessario realizar a derivada funcional da energia

livre, substituindo o potencial V' na Eq. (A.3)

¢ ¢t & 2
Flo] = Y LY s A.
o= [ |-5+5 +5Iver|ar, (A6
assim, a derivada funcional sera obtida fazendo
oF
/ S00dr = Flo+ d0] = Flo (A7)
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onde F[¢ + d¢] é dado por

/[_<¢+5¢)2 N <¢+5¢)4+§|V(¢+5¢)‘21 dr | (A8)

2 4

desenvolvendo os expoentes

/ {_ ¢% + 2066 + 6¢* N '+ 6ot + 49300 + 6259 + 4pdg?

2 1 (A.9)

2
+5 [(Vo)* +2V¢- Vip + (Vécb)ﬂ dr,

considerando que d¢ é muito pequeno, pode-se considerar apenas expoentes de primeira

ordem, assim

/ [_ 0+ 2000 o' +46%50

82
5 I +5 [(Vo)® + 2v¢v5¢]] dr, (A.10)

Deste modo,

2 S — 2 4 35 — 4
F[qb—l—égb]—F[gb]:/[_(b +2¢2¢ L9 +4¢4¢ o'

, (A.11)
S [(V6)? +2V6v0 - (V9)?] | dr.

Flp +0¢] — F[p] = / (600 + ¢°0¢ + >V eV ig| dr, (A.12)

Integrando o termo £2V¢Vd¢ por partes e considerando que o primeiro termo dessa

integragao 0¢pV¢ ¢é nulo, devido as condigoes de fronteira periddicas, temos

Flop+d¢] — Fl¢] = / [(—¢ + ¢° — 2V¢)d0] dr, (A.13)

retomando a Eq. (A.7), a derivada funcional sera entao

OF

=g = —¢ + ¢* — V3. (A.14)

Inserindo a Eq. (A.14) na Eq. (A.1), obtemos a equac¢ao de Cahn-Hilliard
b = VX (—p+ & — 2V9). (A.15)
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O termo proliferativo foi elaborado de acordo com um modelo logistico [63] considerando
duas populacoes: a concentracao proteica 1" e as células endoteliais representadas por
¢ > 0. Para garantir que a proliferacao sera apenas das ECs, nao permitindo proliferar a
ECM (¢ < 0), foi introduzida a funcao de Heaviside ©O(¢). Assim, a equacao completa é
dada por

0ip = MV (= +¢° — £°V?¢) + 0, (T)¢0() . (A.16)

onde a,(T) = o, T, com um maximo em o,7),.
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B - DEDUCAO DA EQUACAO DOS FATORES ANGIOGENICOS

Neste apéndice vamos demonstrar a obtengao da Eq. (3.9) que descreve a evolugao tem-
poral da concentracao de fatores angiogénicos na matriz extracelular. Para isso, parte-se
da segunda Lei de Fick para a continuidade, que relaciona a difusao de concentragao no

meio com a variacao temporal da mesma, dada pela equacao diferencial parcial
0T +V-J=0. (B.1)
Lembrando ainda, da primeira Lei de Fick, o fluxo J é dado por
J=-DVT, (B.2)

podendo-se substituir (B.2) em (B.1) e obtém-se assim

oT -V -(DVT) =0, (B.3)

ou seja
oT —DV*T =0, (B.4)
o,T = DV*T , (B.5)

onde T' ¢ a concentracao de fator angiogénico, D é a constante de difusao e V2 é o operador

laplaciano.

O segundo termo da Eq. (3.9) ¢é inserido a posteriori na Eq. (B.5), modelando o consumo

de fator angiogénico pelas células endoteliais. Esse termo é dado por

— arT9O(9), (B.6)

sendo O(¢) a funcao de Heaviside, que garante que o consumo é dado apenas no interior
dos vasos sanguineos, e os termos lineares 1" e ¢ provenientes de uma aproximagao logistica
[63].
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