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Resumo

Nesta tese de doutoramento, apresentamos uma nova proposta para simular o cres-
cimento de tumores. Essa proposta, consiste em associar regras microscopicas es-
tocésticas, que descrevem a dinamica celular, com equacoes de reagao-difusao macros-
copicas, que descrevem as concentragoes das diversas substancias (nutrientes, fatores
de crescimento, drogas quimioterapicas) no tecido. Aplicamos esse método para simu-
lar a dinamica e, principalmente, a morfologia de tumores in situ. Especificamente,
usamos modelos cinéticos efetivos para simular a divisao, morte e movimento celular
dependentes das concentracoes citadas acima. Primeiramente, um modelo no qual
interacoes entre células cancerosas sao mediadas por fatores de crescimento que deter-
minam as agoes celulares foi estudado. Esse modelo exibe uma grande diversidade de
morfologias para os tumores que evoluem no tempo seguindo leis de Gompertz. Em
seguida, um novo modelo, no qual a competicao por nutrientes determina as agoes
celulares, foi estudado com intuito de gerar morfologias papilares e ramificadas obser-
vadas em tumores reais e que nao foram obtidas considerando-se somente os fatores
de crescimento. Por fim, os efeitos de diferentes estratégias quimioterdpicas, usando
drogas citotoxicas ou antimitéticas, no modelo com competi¢ao por nutrientes foram
estudados. Varios resultados interessantes foram encontrados nesses modelos, como,
por exemplo, uma ampla diversidade de padroes, transicoes morfoldgicas, leis de es-
cala e de crescimento, reproducao qualitativa de comportamentos e morfologias de
tumores reais, etc. e, além disso, o modelo sugere novos experimentos para determi-
nar comportamentos ainda nao observados em tumores reais. Para complementar a
tese, estudamos um modelo puramente estocastico que é uma generalizacao do modelo
classico de crescimento de tumores proposto por Williams & Bjerknes, usando tanto

simulagoes quanto métodos analiticos.



Abstract

In this doctoral thesis, we present a new approach for the simulation of tumor growth.
This approach consists in associate stochastic microscopic rules, which describe the cell
dynamics, with macroscopic reaction-diffusion equations, describing the concentration
of several chemicals (nutrients, growth factors, drugs, etc.) in the tissue. We applied
this method for simulate the dynamics and, mainly, the morphology of tumors in
situ. Specifically, we use effective kinetic models in order to simulate cell division,
death, and motility depending on the above-cited concentrations. Firstly, a model in
which the interactions among cancer cells are mediated by growth factors and controls
the cell actions was studied. This model exhibits a wide morphology diversity for
tumors, which evolve in time as Gompertz laws. Secondly, a new model, in which
the nutrient competition determines the cell actions, was studied in order to generate
the ramified and papillary morphologies commonly observed in real tumors, but not
obtained in the model that just considers the growth factors. Finally, the effects
of distinct chemotherapeutic strategies, using cytotoxic or antimitotic drugs, in the
nutrient limited model were studied. Several interesting results emerge from these
models such as wide pattern diversity, morphology transitions, scaling and growth
laws, qualitative reproduction of tumor behaviors and morphologies, suggestions for
new experiments in order to determine possible behaviors not yet observed in real
tumors, etc. In order to complement the thesis, we studied, through simulations and
analytical methods, a stochastic model that is a generalization of the classical model

for the growth of tumors proposed by Williams & Bjerknes.
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Capitulo 1
Introducao

O cancer! é uma doenca derivada, com excecao das células germinativas, de mutacoes
em células somaticas individuais que desobedecem o controle normal de proliferacao,
alteram o microambiente ao seu redor, invadem tecidos normais adjacentes, e geram
tumores secundérios (metastases) em sitios diferentes da sua origem priméria [1].
Mesmo sendo extremamente diversos e heterogéneos, um pequeno niimero de passos
basicos, associados com proliferacao celular desregulada, supressao da morte celular e
replicagao ilimitada, é necessario para o desenvolvimento de todo e qualquer tumor.
De fato, todo neoplasia se desenvolve de acordo com um esquema universal [2, 3].
Células neoplasicas acumulam uma série de mutagoes genéticas e transformacgoes
epigenéticas ao longo da progressao tumoral em resposta a selecao natural e a um
programa de defesa, similares aos observados em colonias de bactérias em condigoes
de estresse [4]. Mas, ao contrario do crescimento de bactérias, a progressao tumoral
envolve uma rede complexa de interacoes entre células cancerosas e seu microambiente
hospedeiro [5]. Por outro lado, é um fato conhecido que colonias de bactérias em si-
tuagoes severas de competi¢ao podem formar uma grande diversidade de padroes [6, 7]
que vao de compactos, como no modelo de Eden [8], a ramificados, como os padroes de
agregacao limitada por difusdo (DLA) [9]. Varios trabalhos mostram que modelos de
equacoes de reacao-difusao sao capazes de reproduzir qualitativa e quantitativamente
as morfologias observadas em colonias de bactérias [6, 7]. Recentemente, padroes de
celulas tumorais #n vivo e in wvitro foram caracterizados por suas dimensoes fractais
e distribui¢oes de tamanho de agregados [10, 11, 12|, reforcando o grande interesse

atual pela procura dos principios basicos de crescimento em organismos vivos, que sao

ITermos em negrito tem significado descrito no glossirio do apéndice A.



os mais complexos e desafiadores sistemas auto-organizados.

Em particular, para o crescimento do cancer, um dos fendmenos mais agressi-
vos em biologia, numerosos modelos mateméticos focando diversos aspectos do cresci-
mento neoplasico foram recentemente propostos. Em especial, modelos baseados em
equacoes diferenciais classicas tém recebido grande atencao da comunidade cientifica.
Entre muitos, podemos destacar o estudo do crescimento de esferdides tumorais [13],
da evolucao do cancer e sua interagdo com o sistema imunoldgico [14], de terapias
recentes para o cancer [15], e do problema fundamental de angiogénese tumoral
[16, 17]. Em geral, todos estes trabalhos pressupdem uma simetria, normalmente
esférica, e restringem-se ao estudo das curvas de crescimento e de distribuicao das
populagoes cancerosas. Contudo, tumores podem exibir uma grande variedade de
padroes complexos (compactos, desconexos, papilares, etc.) que ndo sdo considera-
dos nos modelos anteriores. Modelos nos quais as morfologias emergem naturalmente
também foram estudados e alguns deles serao discutidos nas secoes 3.1 e 3.2. Mais
especificamente, modelos referentes a formacao de morfologias complexas em tumo-
res foram recentemente propostos na literatura de Fisica e dois deles [18, 19] serao
apresentados separadamente na secao 3.3.

O principal objetivo desta tese é estudar a influéncia de diversos aspectos do
crescimento de tumores tn situ por meio de modelos matematicos e computacionais,
nos quais as agoes celulares sao controladas por regras microscopicas locais que de-
pendem das concentracoes das diversas substancias presentes nos tecidos como, por
exemplo, fatores de crescimento, nutrientes e drogas quimioterapicas. O formalismo
da simulagao do crescimento de tumores introduzido nesta tese é inovador e os resul-
tados sao muito promissores. No entanto, nao é o nosso objetivo, e nem seria possivel,
esgotar todas as possibilidades de modelos para o crescimento de tumores usando a
proposta desta tese. Resta ainda uma imensa gama de problemas a serem estudados,
o que torna este trabalho ainda mais relevante, pois ele abre uma nova porta para a
modelagem do crescimento dos tumores.

Embora os tumores sejam essencialmente tridimensionais, ficamos limitados ao
estudo de modelos bidimensionais para o crescimento de tumores. Os principais fatores
para estas limitagoes sao: (1) as simulagoes envolvem diversas solugdes estacionarias
de equagoes de difusao o que gera um custo computacional muito elevado, mesmo
em duas dimensodes; (2) existem alguns tipos de tumores epiteliais cujo crescimento
é quase bidimensional como, por exemplo, alguns tipos de melanomas; (3) a grande

maioria dos modelos que estudam a formacao de padroes em tumores publicados



¢ bidimensional, por exemplo, os trabalhos de Scalerandi et. al. [21], Sander &
Deisboeck [18], Reis et. al [19], Tohya et. al. [20] e Williams & Bjerknes [22].

Os dois capitulos seguintes sao dedicados a revisao de literatura, enquanto os
capitulos restantes referem-se aos trabalhos da tese propriamente dito. No capitulo 2,
é apresentada uma revisao geral sobre a biologia do cancer com o objetivo de familia-
rizar os fisicos com o tema do trabalho. No capitulo 3, alguns modelos de crescimento
de tumores, que consideramos importantes para a tese, sao revisados e discutidos e,
para cada um desses modelos, procuramos mostrar um andlise critica destacando suas
virtudes e limitagoes. Basicamente, cada um dos capitulos, que nao sao de revisao,
referem-se a um trabalho publicado e portanto sao escritos no formato de artigo. No
capitulo 4, é apresentada a primeira parte da tese, referente aos artigos [23, 24] nos
quais estudamos a formagao de padroes em um modelo que tem como principal carac-
teristica a interacao entre células cancerosas mediada por fatores de crescimento.
No capitulo 5, é apresentado o segundo trabalho [25] da tese que estuda a competigao
por nutrientes na formacao de tumores avasculares através de um modelo de reacao-
difusao que inclui proliferacao, mobilidade e morte celular. Este tultimo artigo foi
selecionado pela pagina Virtual Journal of Biological Physics Research [26], que reine
publicagoes consideradas de destaque na area de fisica biolégica. Também é incluida
uma rapida discussao sobre efeitos de fatores de crescimento no modelo. O capitulo
6, que corresponde ao artigo [27], apresenta uma continuagao natural do modelo dis-
cutido no capitulo 5, na qual o efeito de diversas estratégias quimioterapicas sobre os
padroes tumorais é estudado. No capitulo 7, fugimos dos modelos de reagao-difusao
analisados apenas com simulagoes e estudamos, tanto por métodos analiticos quanto
numéricos, uma generalizagdo do modelo de Williams e Bjerknes [22] que inclui a
saturacao do crescimento dos tumores. Consideramos este capitulo, que mostra os re-
sultados do artigo [28], importante para complementar uma tese em Fisica, pois nele,
resultados de simulagoes sao reproduzidos por calculos e aproximacoes analiticas. No
capitulo 8 os resultados obtidos até agora e as perspectivas futuras sao discutidos. A
apéndice A contem um glossario com termos técnicos em biologia que estao desta-
cados em negrito ao longo do texto. Finalmente, todas as referéncias bibliograficas

encontram-se no final da tese.



Capitulo 2
Biologia do cancer

Neste capitulo é apresentada uma revisao dos principais aspectos biolégicos envol-
vidos no crescimento do cancer. A secao 2.1 explica a origem do cancer com base,
principalmente, nos trabalhos de Weinberg e Hanahan [1, 29, 30], que sao excelentes
referéncias para a revisao dos aspectos fundamentais do comportamento das células
cancerosas. Estes autores propoem que as células de um tumor completamente de-
senvolvido precisam adquirir, entre outras, seis propriedades: (1) auto-suficiéncia nos
sinais de crescimento, (2) insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento, (3)
evasao da morte celular programada (apoptose), (4) potencial de replicacao ilimi-
tado, (5) angiogénese auto-sustentada e (6) capacidade de invadir tecidos adjacentes e
produzir tumores secundarios ou metastases. A secao 2.2 trata separadamente os dois
ultimos aspectos citados e usa, além das referéncias anteriores, os artigos de revisao
de Liotta & Kohn [5], Ruoslahti [31] e Liotta [32], como referéncias sobre invasao e
metdstases, e os artigos de Folkman [33, 34] e Carmeliet & Jain [35], como referéncias
para angiogénese tumoral. Além das referéncias anteriores, os capitulos 9 do livro de
Brasileiro Filho [36] e o capitulo 10 do livro de Cotran et. al. [37] foram usados como
referéncias basicas auxiliares. Por isso, as citagoes serao omitidas no decorrer deste

capitulo.

2.1 O inicio do cancer

O termo cancer refere-se a mais de 100 formas de doencas que podem se manifestar
em quase todos os tecidos do corpo humano, sendo que alguns tecidos podem desen-
volver varios tipos distintos. O cancer é diferente da maioria das outras doencas. Ele

nao é um agente externo que invade o nosso corpo atacando tecidos e 6rgaos, mas
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ao contrario, o cancer é composto pelo mesmo material que nos constitui: células
humanas. Um adulto possui cerca de 30 trilhoes de células individuais que vivem
em uma sociedade complexa onde as célula controlam mutuamente o crescimento
umas das outras. Esse comportamento coletivo permite que células mortas sejam re-
postas ao mesmo tempo em que crescimentos inapropriados sao inibidos, mantendo,
portanto, a integridade e funcionalidade do 6rgao. Os principais mecanismos regu-
ladores desse controle mutuo estao relacionados com a producao e processamento de
fatores de crescimento: proteinas produzidas por diferentes células que tém a capa-
cidade de estimular ou inibir a multiplicagao celular. Logo, quando os mecanismos
de regulacao de crescimento funcionam corretamente e as células tém comportamento
coletivo harmonico, o resultado é o funcionamento normal do organismo. Mas, se
por acaso, uma célula desenvolver mecanismos autonomos de sobrevivéncia, as con-
seqiiéncias para o organismo poderao ser fatais.

Experimentos recentes mostraram que todas as células de um tumor descendem
de uma célula ancestral comum que, em algum momento, em geral décadas antes do
tumor tornar-se detectavel, iniciou um programa de reproducao inapropriado. Na
verdade, as células cancerosas sofrem sucessivas transformacoes antes de tornarem-se
completamente malignas. Estas transformacoes tornam possivel que o tumor supere as
barreiras impostas pelo organismo que inibem o crescimento neoplasico. Um modelo
de progressao de um tumor epitelial maligno, carcinoma, o tipo mais comum de tumor,
¢ mostrado esquematicamente na figura 2.1. O tumor da figura 2.1 resulta de quatro
transformacoes, mas este nimero poder ser maior. Estas transformacoes sao causadas
por mutacoes em classes especificas de genes que estao presentes no DNA das células.

Genes sao pacotes de informacgao contidos em cada célula do corpo que deter-
minam todas as caracteristicas do individuo. Os genes sao carregados nas moléculas
de DNA contidas no nucleo celular. Um determinado gene é especificado por uma
sequiéncia de bases nucleotidicas no DNA, e cada gene que pode estar ativo ou nao, de-
termina a seqiiéncia de aminoacidos que devem ser ligados para compor uma proteina
especifica. Cada célula possui todos os genes do individuo, mas nem todos estao
ativos. Quando um gene estd ativo, a célula responde sintetizando a sua respectiva
proteina: as proteinas determinam as caracteristicas e agoes celulares. Mutagoes em
genes especificos podem perturbar a célula mudando as quantidades ou as atividades
das proteinas produzidas e conseqiientemente as propriedades celulares fundamentais.

Dois tipos de genes desempenham papéis fundamentais no surgimento do cancer:

os protooncogenes e os genes supressores de tumor. Quando moficadas, estas



) CANCER INVASIVO _
CELULA GENETICAMENTE ALTERADA -

HIPERPLASIA

Figura 2.1: Multiplos estdgios da carcinogénese. (a) Uma célula geneticamente alterada
(laranja) surge na populacao de células normais (bege) e comega a proliferar-se quando
normalmente nao o faria. (b) A célula alterada e suas descendentes continuam aparente-
mente normais, mas proliferando excessivamente gerando uma hiperplasia. Apds anos,
uma destas células (rosa) em um milhao sofre novas mutagoes e o seu crescimento fica ainda
mais descontrolado. (c) Agora, além da proliferagao acelerada, a prole da célula que sofreu
uma nova série de mutacoes comeca a mostrar anormalidades na sua forma e orientacao
no tecido; este tipo de crescimento é chamado de displasia. Novamente, apds um tempo,
outras mutagoes vao se somando e alteram o comportamento de uma célula (roxa). (d) O
acumulo progressivo de mutacoes aumenta ainda mais a anormalidade no crescimento e na
aparéncia da célula. O tumor ainda estd confinado numa regido limitada do tecido e pode
permanecer neste estado por muito tempo (periodo de laténcia). Neste caso, o tumor é
chamado de cancer in situ. Contudo, com a instabilidade genética células adquirem novas
mutagoes progressivamente (azul). (e) Se as mudangas genéticas permitem ao cancer inva-
dir o tecido adjacente, possibilitando que células entrem na corrente sanguinea o tumor é
considerado maligno. As células que caem no sistema vascular poderao formar novos tu-
mores (metdstases) através do corpo, o que na maioria das vezes é letal. Figura adaptada da

referéncia [29].

duas classes de genes saos as principais responsaveis pelo crescimento celular desre-
gulado da maioria dos canceres. Protooncogenes moficados podem tornarem-se on-
cogenes que provocam a proliferacao excessiva promovendo a produgao anormal de
proteinas estimuladoras de crescimento, processando sinais de crescimento inexisten-
tes e levando a diminuicao de diferenciacao celular no tecido tumoral. Por outro
lado, genes supressores de tumor, quando inativos devido a mutagoes, contribuem
para o cancer por eliminar o controle de divisao das células cancerosas e suprimir
apoptose. Para compreender como protooncogenes e genes supressores de tumor mo-
ficados contribuem para o cancer, é necessario estudar os papéis desempenhados por

suas versoes normais.



2.1.1 Auto-suficiéncia dos sinais de crescimento

Numerosas evidéncias indicam que as fungoes de muitos protooncogenes estao relacio-
nadas com processos de transmissao de sinais do exterior da célula para o seu ntcleo.
Esta sinalizacdo comega quando moléculas do meio extracelular (fatores de cresci-
mento liberados por outras células, moléculas de adesao e interacao intercelular, etc.)
se prendem a receptores especificos presentes na superficie celular. Estes receptores
atravessam a membrana celular de modo que uma extremidade permaneca no espaco
extracelular e a outra se projeta no interior da célula, no citoplasma. Quando uma
destas moléculas ligantes se prende a um receptor, este receptor emite sinais, por
meio de proteinas, que propagam no citoplasma até alcancar o nicleo celular onde
vao desencadear diferentes respostas, entre elas o crescimento e a diferenciacao celu-
lar. Dentro do nicleo, proteinas conhecidas por fatores de transcrigao respondem
a estes sinais, ativando os protooncogenes que conduzem a célula ao longo do seu
ciclo celular. Estas seqiiéncias de reacoes envolvendo proteinas sao chamadas de rotas
estimuladoras de crescimento.

O crescimento da célula torna-se desregulado quando mutagoes nos protoon-
cogenes (que se transforma em oncogene) mantém as rotas estimuladoras constante-
mente ativas mesmo quando deveriam estar inativas. Estas mutacoes podem levar
a varios tipos de comportamento aberrantes nas células. Alguns oncogenes forcam
as células a produzirem quantidades excessivas de fatores de crescimento como, por
exemplo, fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) que sao liberados
em grandes quantidades por sarcomas e gliomas e fatores de crescimento transfor-
mante alfa (TGF-a) liberados por muitos outros canceres. Esses fatores geralmente
atuam em células da vizinhanga da célula que os produziu (estimulagao paricrina)
e, 0 que é mais importante, também podem atuar na prépria célula que os gerou
(estimulagao autécrina). Também foram identificadas versoes oncogénicas dos ge-
nes que codificam os receptores das células. Os receptores anormais liberam sinais
proliferativos para o citoplasma mesmo na auséncia de fatores de crescimento exter-
nos. Por exemplo, células cancerosas da mama, de glandulas salivares e do ovario
freqiientemente exibem receptores moleculares codificados pelo gene Erb-B2' que se
comportam desta maneira anomala. Outra classe importante de oncogenes, os genes
da familia ras, perturbam parte da cascata de sinais que se propaga no citoplasma,

mantendo a transcricao de sinais estimuladores constantemente ativa, mesmo quando

! Genes sdo escritos em itdlico e seus produtos, as proteinas, sdo escritos em formato normal.



nenhum dos receptores esta ativo. Proteinas ligadas ao gene ras sao encontradas na
maioria dos tumores humanos, incluindo carcinomas de célon, pancreas e pulmao.
Existem ainda oncogenes, tais como os da familia myc, que alteram as atividades dos
fatores de transcricao dentro do nucleo. As células normalmente s6 produzem os fato-
res de transcricao Myc quando estimuladas por fatores de crescimento externos. Uma
vez produzidas, as proteinas Myc ativam genes que fazem as células seguir em seu
processo de crescimento. Altas concentracoes da proteina Myc s@ao encontradas em

varios tumores malignos mesmo quando nenhum fator de crescimento esta presente.

2.1.2 Insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento

No entanto, para tornarem-se malignas, as células devem, além de estimular sua ma-
quinaria promotora de crescimento, evadir ou ignorar sinais para cessar o crescimento
emitidos por suas vizinhas normais, entre outros varios tipos de resposta adaptativa.
Os processos envolvidos nas mensagens de inibi¢ao de crescimento em células normais
sao iguais aos descritos para os sinais estimuladores, e sao chamados de rotas inibido-
ras de crescimento. Sinais inibidores de crescimento podem bloquear a proliferacao de
maneiras distintas. As células podem ser mantidas fora do ciclo ativo de proliferacao
em um estado quiescente do qual ela pode emergir novamente quando os sinais ex-
tracelulares permitirem ou ai permanecerem por toda a vida. Alternativamente, as
células podem ser induzidas a entrar em estados pos-mitoticos geralmente associados
com a aquisicao de propriedades especificas associadas com diferenciagao ou ainda
serem eliminadas por apoptose.

Nas células cancerosas, alguns genes supressores de tumor importantes estao
inativos ou ausentes, de modo que a célula nao responde aos sinais de interrupcao do
processo de divisao. Um dos mais bem estudado destes sinais é o gerado pelo fator
de crescimento transformantes beta (TGF-3) que pode interromper o crescimento de
células normais. Contudo, varios tipos de tumores sao indiferentes a esta substancia
como, por exemplo, canceres de colon e de pancreas. Proteinas supressoras de tumor
podem coibir a proliferacao de muitas outras maneiras. Algumas, por exemplo, blo-
queiam o fluxo de sinais ao longo das rotas estimuladoras de crescimento. Um destes
supressores é a proteina NF-1 que pode anular a proteina Ras antes que ela emita
sinais estimuladores de crescimento. A auseéncia dos genes supressores de tumor é im-
portante no surgimento do cancer é comprovada por varios estudos que mostram que

a introducgao destes genes em células cancerosas pode restaurar o grau de normalidade



da célula. Uma esquema dos processos de sinalizagao é mostrado na figura 2.2.
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Figura 2.2: Rotas sinalizadoras em células normais levam sinais externos estimuladores
ou inibidores de crescimento até o nucleo da célula. Na figura sao esquematizados dois
tipos de rotas: estimuladoras (esquerda) e inibidoras (direita). Estas rotas constituem
uma cascata de reagoes moleculares, produzindo proteinas e outras substancias que chegam
até o nucleo onde existe um mecanismo molecular, conhecido por relégio do ciclo celular,
que coleta esses sinais e decide se a célula deve ou nao se dividir. Células cancerosas
proliferam excessivamente quando mutacoes genéticas perturbam estas rotas fazendo que as
rotas estimuladoras estejam constantemente ativas (caiza d esquerda) ao mesmo tempo em

que as rotas inibidoras estao inativas (caiza a direita).

Ao atingir o nucleo da célula, as rotas sinalizadoras atuam no ciclo celular,
um mecanismo molecular complexo que regula as vérias etapas do desenvolvimento
da célula. Tal ciclo é desregulado em todos os tipos de cancer conhecidos. Assim,
antes de prosseguirmos, ¢ importante entendermos o funcionamento basico do ciclo
celular. O ciclo é composto por quatro estagios durante os quais ocorre uma série de
reacoes envolvendo proteinas. Na fase G; (‘gap’ 1), a célula aumenta de tamanho e
produz as proteinas necessarias para copiar o seu DNA. Essa copia é feita no proximo

estagio, chamado S (sintese de DNA), quando a célula duplica precisamente seus
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cromossomos. Apoés a fase S, ocorre um segundo periodo, chamado G5, no qual
a célula se prepara para a mitose, a fase M, na qual ela divide-se para gerar duas
copias idénticas de si mesma. As duas células filhas entram imediatamente na fase
(g1 e poderao seguir todo o ciclo novamente ou, alternativamente, interromper o ciclo
temporéria ou permanentemente, entrando numa fase denominada Gy (figura 2.3),
estado no qual encontra-se a maioria das células no nosso corpo. Existem ainda
varios pontos de restricao no ciclo celular, nos quais determina-se se a célula deve
prosseguir o ciclo ou interrompe-lo para que erros sejam corrigidos. Na figura 2.3,
ilustramos dois pontos de restricdo, G1/S e Gy/M, que controlam as passagens da
fase inicial G; para a fase S e da fase G5 para a fase M, respectivamente. No primeiro
ponto de restricao verifica-se, por exemplo, se a célula atingiu tamanho suficiente e
no segundo verifica-se, por exemplo, se a cépia do DNA foi feita corretamente. O
controle do ciclo celular é feito principalmente por duas classes de proteinas: as cdk
(cinases dependentes de ciclina) e as ciclinas, que se ligam as cdk e juntas controlam
a taxa de ativagao das proteinas responsaveis por inimeros fenomenos que ocorrem

na divisao celular, como por exemplo a replicacao de DNA.

Ocorre
a mitose

Inicio
do ciclo

Célula aumenta

seu tamanho
¢ produz

novas proteinas

Célula
se prepara
para dividir

Célula
quiescente GO

Replicagdo

do DNA

Figura 2.3: Etapas do ciclo celular: na fase G; a célula aumenta seu tamanho e produz as
proteinas necessarias para a duplicacdo do DNA, que ocorre na fase S; na fase seguinte, Go,
a célula prepara-se para a fase M na qual ela divide-se em duas (mitose). A célula pode
ainda entrar num estado quiescente denominado Gqy. Existem varios pontos de restrigao no

ciclo celular, dois dos quais sao 0 G1/S e o Ga/M.

Dois genes supressores de tumor tém papel fundamental na controle da divisao

durante o ciclo celular, especialmente nos pontos de restricao. Sao eles os genes Rb e
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p53. A pRb ativa, presente nas células quiescentes, se liga aos fatores de transcricao
impedindo a agao destes na divisao celular. Quando a célula recebe sinais mitogénicos,
as cdk promovem a inatividade da pRb, tornando os fatores de transcricao livres para
se ligar ao DNA e estimular a divisdo. Apods a mitose, a pRb retorna ao seu estado
ativo. A pRb atua na progressao da fase Gy para a fase S do ciclo celular e, portanto,
constitui um freio da divisao celular. Agora, fica claro como a perda de funcao do
gene pRb leva a proliferagao descontrolada, fato observado freqiientemente em muitos
canceres, como carcinomas da mama, pulmao, bexiga e préstata. A segunda proteina
citada (p53) estd envolvida em diversos processos do ciclo celular. Sua fungao mais
conhecida esta relacionada com a fidelidade da replicacao do DNA. Quando as células
sao agredidas por agentes mutagénicos (substancias quimicas, radiagoes, etc.), a p53
induz a sintese da proteina p21, uma inibidora do complexo cdk-ciclina; a inibicao
de cdk mantém a pRb ativa e nao permite a liberacao de fatores de transcrigao,
bloqueando a célula na fase (G; do ciclo celular. Esta parada permite que os sistemas
de reparo de DNA corrijam o defeito provocado, impedindo a sua propagacao para
as geracoes seguintes. Quando os danos do DNA nao podem ser reparados, a pb3
induz a morte celular programa (apoptose), que serd discutida a seguir. Devido a esta
funcao de preservar a integridade do DNA, o gene p53 é conhecido como o “guardiao
do genoma”. Embora uma tnica mutacao nao seja suficiente para gerar uma célula
transformada, a privacao da rota de sinalizacao pbH3 predispoe células a mutagoes
adicionais gerando instabilidade no genoma e, conseqiientemente, a transformagao em

uma célula maligna.

2.1.3 Evasao da morte celular programada (apoptose)

Até aqui, foi discutido como falhas no sistema de estimulacao e inibicao de proli-
feracao podem levar a divisdoes que nao deveriam ocorrer. Contudo, as células do
corpo humano sao dotadas de um sistema programado de seguranca gravado no seu
genoma que leva a morte celular programada (apoptose) se alguns dos seus compo-
nentes essenciais sao danificados ou seus respectivos controladores sao desregulados.
Por exemplo, danos no DNA, criacao de oncogenes, desativacao de genes supressores
de tumor e falhas na transcricao durante a fase S do ciclo celular podem levar a apop-
tose. O programa de apoptose estd presente de forma latente em virtualmente todos
os tipos celulares do nosso corpo. Quando disparado por uma grande variedade de

sinais fisiolégicos, os respectivos genes do programa apoptético sao ativados e resul-
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tam em uma seqiiéncia precisa de eventos apds os quais a célula morta é fagocitada
pelas vizinhas no tecido e desaparece dentro de 24 horas.

Embora a destruicao da célula danificada seja ruim para a propria célula, é boa
para o organismo como um todo, pois o risco pertinente as mutacgoes carcinogénicas
é muito maior que o pequeno preco pago pela perda de uma tunica célula. A im-
portancia da apoptose no surgimento dos tumores torna-se evidente em experimentos
com camundongos transgénicos nos quais o gene pRb foi inativado. Observou-se que
os tumores cresciam lentamente, exibindo uma alta taxa apoptotica; a inativacao adi-
cional da proteina p53 (essencial na sinalizagao de apoptose) gera tumores que crescem
rapidamente e com baixas taxas de apoptose. Células cancerosas desenvolvem varias
maneiras de superar os mecanismos de apoptose, como a desativacao das proteinas
que disparam o suicidio celular, entre elas a p53, e a producao excessiva de outras
proteinas, destacando-se a Bcl-2, que diminuem a eficiéncia da apoptose. No entanto,
a fonte mais comum de evasao de apoptose envolve mutagoes no gene supressor de
tumor p53. De fato, a proteina p53 é inativa em mais de 50% dos canceres humanos.
Uma conseqiiéncia da deficiéncia dos mecanismos de apoptose em células cancerosas
¢ o aumento da sua resisténcia a radiagdo e/ou a quimioterapia: tratamentos con-
vencionais que visam destruir células cancerosas através de danos no seu DNA. Na
verdade, os danos provocados por estes tratamentos sao, na maioria das vezes, apenas

capazes de induzir a apoptose e nao de destruir a célula diretamente.

2.1.4 Potencial de replicagao ilimitado (telomerases)

Existe ainda um segundo mecanismo fundamental de defesa contra proliferacao ace-
lerada bastante distinto do programa de apoptose. Este mecanismo limita o niimero
total de vezes que uma célula pode se reproduzir. O aparato molecular que limita o
numero de divisoes esta relacionado com segmentos de DNA nas extremidades dos cro-
mossomos conhecidos telomeros. A funcao dos telomeros é proteger as extremidades
dos cromossomos impedindo a fusao entre eles, o que levaria a uma desordem genética
certamente fatal para a célula. A cada divisao, os telomeros sao encurtados um pouco
durante a replicacao dos cromossomos que ocorre na fase S do ciclo celular. Quando
o comprimento dos telomeros fica menor do que um determinado limiar, é disparado
um sinal que instrui a célula para entrar em um estado denominado senescéncia,
onde ela cessa suas proliferagoes. Quando as células conseguem evitar a senescéncia e

continuam se dividindo e conseqiientemente diminuindo o comprimento dos telomeros,
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elas entram num estado chamado crise, no qual os cromossomos comecam a se fundir
provocando a morte da célula. Seria de se esperar que células com crescimento des-
regulado deveriam interromper seus ciclos de divisao antes do tumor tornar-se muito
grande, ja que experimentos com células embrionarias humanas em cultura mostram
que as células podem se dividir no maximo de 50 a 60 vezes antes de entrar na
senescéncia ou crise. Mas esses mecanismos de defesa sao inativados durante o desen-
volvimento da maioria dos canceres, em razao da ativagao de um gene que codifica a
enzima telomerase. Esta enzima, ausente na maioria das células saudaveis, repoe os
segmentos de DNA dos telomeros que foram perdidos durante cada ciclo de divisao
celular. Assim, células cancerosas mantém a integridade dos seus telomeros e por isso
sao capazes de replicar-se indefinidamente.

Nesta secao foram discutidos alguns dos aspectos bioldgicos, bioquimicos e
moleculares, que explicam a proliferacao desregulada e a capacidade de sobrepujar as
defesas impostas pelo organismo contra este crescimento excessivo que é caracteristico
dos estagios iniciais de progressao do cancer. Contudo, duas outras caracteristicas sao
determinantes para definir o grau de agressividade da doenca. Sao elas: as metastases

e a angiogénese tumoral auto-sustentada discutidas separadamente na proxima secao.

2.2 Aspectos fundamentais do cancer

2.2.1 Invasao e metastases

Células cancerosas tornam-se completamente malignas quando desenvolvem meca-
nismos que lhes permitem superar todas as barreiras fisiologicas impostas pelo or-
ganismo contra o seu desenvolvimento. Uma das caracteristicas mais importantes
para se determinar o grau de malignidade de um tumor ¢ a invasividade e capacidade
de produzir metastases, nome dado a disseminacao de células cancerosas em vérias
partes do corpo, formando tumores secundérios em tecidos e 6rgaos distantes do sitio
de origem do tumor. Se um tumor primario ¢ identificado precocemente e removido
antes que ocorram metdastases, o cancer sera erradicado completamente. Contudo, se
metastases microscopicas, ou tumores secundarios, ja estiverem presentes na época do
diagnéstico o prognostico é grave e essas metastases provavelmente irao desenvolver-se
e tornar-se fatais. De fato, metdstases sao a causa de 90% das mortes causadas por
cancer em humanos.

A producao de metdstases é um processo ativo e nao uma conseqiiéncia aciden-
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tal do crescimento do tumor. Para metastatizar com sucesso, as células cancerosas
precisam superar uma série de barreiras fisiolégicas que dividimos em trés etapas. As
células cancerosas precisam (1) modificar suas propriedades de perder adesao e coesao,
(2) promover invasao local e (3) invadir o sistema circulatério (sangiiineo ou linfatico)
e posteriormente sair dele. Esta divisao é meramente ilustrativa pois todas estas eta-
pas estao fortemente correlacionadas e envolvem aspectos genéticos e bioquimicos que
ainda nao sao completamente compreendidos.

Em tecidos normais, as células aderem-se umas as outras e também a ma-
triz extracelular (MEC). A MEC, ou intersticio, é constituida principalmente por
colageno que fica misturado com outras substancias entre elas a fibronectina e a
lamina, as principais moléculas de adesao entre células e a MEC. A adesao entre
células depende de varios fatores, entre eles, de uma categoria de proteinas chamadas
de caderinas, das quais a caderina E (de epitélio) é das mais estudadas em relagao
as células malignas. Ambas as interagoes de adesao levam sinais reguladores que in-
fluenciam as atividades celulares para o interior da célula. Por exemplo, a auséncia
de adesao com a MEC inibe a proliferacao celular ao mesmo tempo que a privacao
de adesao com o intersticio de origem pode disparar a apoptose (fenémeno conhecido
por dependéncia de ancoragem). Nas células cancerosas ambos os mecanismos de
adesao sao desregulados. Por exemplo, varios tipos de cancer perdem parte ou todas as
moléculas caderina E. A importancia da caderina E é demonstrada por experimentos
i vitro em que o seu bloqueio transforma uma linhagem de células nao invasivas em
invasivas. Por outro lado, em experimentos in vivo com camundongos, a restauragao
de caderina E em células cancerosas que nao a expressam pode remover sua habilidade
de produzir tumores secundérios. Células cancerosas também mostram-se capazes de
ignorar a dependéncia de ancoragem devido a aquisicao de oncogenes cujos produ-
tos emitem mensagens falsas para o ntcleo, indicando que a célula esta devidamente
ancorada ou que lhe permitem multiplicar sem depender da ancoragem.

Dependéncia de ancoragem ¢é apenas uma das barreiras que a célula cancerosa
deve superar para se disseminar pelo corpo. Por exemplo, células epiteliais, a fonte
mais comum de cancer, sao separadas do restante do corpo por uma membrana ba-
sal, uma camada fina e resistente de coladgeno tipo IV (veja figura 2.1), que forma uma
barreira impenetravel para a maioria das células normais, mas que pode ser rompida
por células cancerosas. Além disso, para gerar tumores secundarios, células cancerosas
precisam invadir uma segunda camada de MEC (o intersticio conjuntivo) até atingir

os vasos sanguineos (ou linfaticos), onde encontram outra membrana basal revestindo
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o vaso. Esta membrana separa as células endoteliais, que formam a parede interna
dos vasos do restante do estroma. Penetrando esta segunda membrana basal e a ca-
mada de células endoteliais, a célula cancerosa tem acesso a corrente sanguinea e pode
ser levada para outras partes do corpo. No esquema dos tecidos epiteliais mostrado
na figura 2.1, o estroma representa todo tecido abaixo da membrana basal.

O processo de invasao da MEC, que precede as metastases, envolve a producao e
ativacao de uma série de enzimas e também a reestruturagao do citoesqueleto para a
formacao de pseuddpodes nas células cancerosas. Estas enzimas sao responsaveis pela
degradagao da MEC. Entre as principais substancias que participam do processo de
invasao, destacam-se as metaloproteinases da matriz (MMP), enzimas que degra-
dam a MEC; os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP), substancias
que inibem metaloproteinases; uPAs, enzimas inertes produzidas por células endote-
liais e fibroblastos do estroma normal; entre outras. Ao invadir a MEC, a célula
cancerosa forma pseudopodes. A ponta deste pseudépode contém a MMP ativa cha-
mada MT1 (MT1-MMP) que, na presenca de um determinado TIMP, conhecido por
TIMP-2, torna-se um receptor e ativador de uma outra metaloproteinase (MMP-2)
produzida por fibroblastos e células endoteliais do estroma. Algo semelhante acon-
tece com a proteinase uPA que torna-se ativa devido a uma cooperacao entre o
seu receptor (WPAR) e integrinas localizados na superficie do pseudépode. Por ou-
tro lado, a protedlise (degradacao) da MEC libera fatores de crescimento e outras
proteinas que alteram a adesao, a ancoragem e a arquitetura do citoesqueleto, e li-
beram moléculas sinalizadoras tais como as cinases de adesao local (FAKs). Este
complexo confina o campo enzimatico a parte da frente da célula invasora, mantendo
intacta o restante da célula e preservando as moléculas de adesao necessarias para
tracao celular. Enquanto a célula invasora migra através da MEC, o complexo de en-
zimas, moléculas inibidoras e receptoras da frente de invasao alternam entre adesao,
liberacao e protedlise. Além disso, a direcao de invasao pode ser influenciada por
quimio-atratores e pela construcao de rotas preferenciais de adesao. Atratores locais
incluem fatores de crescimento de hepatécitos (HGF), que estimulam a mobilidade
celular quando se prendem ao receptor Met; fragmentos de matriz degradados, que sao
reconhecidos pelas integrinas; ou citocinas e fatores de crescimento, tais como fator
de crescimento epidérmico (EGF) e TGF-4, liberados pela matriz degradada (figura
2.4). Este ultimo paragrafo demonstra a grande complexidade envolvida nos proces-
sos de invasao das células cancerosas, nos quais tanto células cancerosas quanto as

normais (induzidas pelas cancerosas) participam. Além dos produtos da degradagao,
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células cancerosas produzem um fator de motilidade autécrino que auxilia a sua
locomocao. Estes fator se liga a receptores especificos na superficie celular e estimula
a movimentagao dessas mesmas células. A principal propriedade desta substancia,
observada apenas em células neoplésicas, é a capacidade de estimular movimento nas
proprias células que a produz, ao contrario do que ocorre na migragao de células nor-
mais como linfécitos do sistema imunolégico que precisam ser estimuladas por outros

tipos celulares.

P

célula endotelial

Mobilidade
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Figura 2.4: Exemplos de mediadores presentes nas interagoes entre o tumor e o estroma
hospedeiro. Fibroblastos produzem quimio-atratores tais como SF/HGF, que estimulam a
mobilidade de células cancerosas ao se ligarem ao receptor Met. Células cancerosas produ-
zem fatores de angiogénese como VEGF e bFGF, que se ligam aos receptores das células
vasculares do estroma e causam aumento na permeabilidade vascular, proliferacao, migracao
e invasao endotelial. Fibroblastos e células endoteliais elaboram enzimas latentes, incluindo
MMP e uPAs, que se ligam na superficie do pseudépode invasor e tornam-se ativas degra-
dando, portanto, a MEC. A degradacao da MEC libera fatores de crescimento como TGF-3
e EGF, que se ligam aos respectivos receptores (TGF-SR e EGFR) na célula cancerosa.

Figura adaptada da referéncia [5].

Apés invadir o intersticio conjuntivo e ganhar uma via de disseminacao, as
células neoplésicas podem ser transportadas para outros sitios do tecido ou 6rgaos. A
ultima etapa na formacao das metastases consiste na chegada das células neoplésicas
a um setor do organismo e sua proliferacao, o que implica que as células devem deixar
0 vaso e penetrar nos tecidos. Este processo inicia-se pela adesao das células tumorais

a moléculas especificas no endotélio vascular (tecido que reveste as paredes internas
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dos vasos sangiiineos) e tem grande semelhanga com a exsudagao de leucéceitos que
ocorre durante a reacao inflamatéria. Entao, as células devem penetrar novamente
a parede do vaso, escapando do sistema circulatério com a possibilidade de produzir
um novo tumor secundério. No entanto, menos que uma em 10* células que deixam o
tumor priméario e entram no sistema circulatorio conseguem sobreviver para originar
uma nova massa tumoral em outro tecido. Dentro do sistema circulatorio, células

cancerosas sao particularmente vulneraveis a destruicao pelo sistema imunologico.

CIS

linfatico

-
=

_Transporte

Figura 2.5: Formagao de metéstases por via sanguinea ou linfatica. MB=membrana basal;

CIS=carcinoma in situ; MEC=matriz extracelular. Figura retirada da referéncia [36].

Os fatores que determinam onde as células malignas devem deixar o vaso e se

implantar em um certo érgao nao sao totalmente conhecidos. Parte destes fatores
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estao relacionados a localizagao anatomica do tumor primario e outra parte sao fa-
tores inerentes a célula neoplasica. Por exemplo, subpopulagoes celulares que geram
metastases pulmonares parecem ser capazes de reconhecer componentes especificos
desse 6rgao. Quando injetadas na circulacao, estas células dao metastases no pulmao
e em enxertos de parénquima pulmonar implantados em diferentes locais, mas nao
originam metastases em enxertos de outros orgaos. A figura 2.5 ilustra a processo de

formacao de metastases a partir de um carcinoma.

2.2.2 Angiogénese tumoral auto-sustentada

Outra caracteristica fundamental das células cancerosas é sua capacidade de induzir
o crescimento de capilares para suprir a escassez de nutrientes dentro do tumor e
aumentar os niveis de fatores de crescimento estimuladores de divisao trazidos pelos
capilares. Esta proliferacao de novos capilares é chamada de angiogénese ou neovas-
cularizacao. Tumores que medem até 1 — 2 mm podem receber nutrientes somente
por difusao. A partir deste tamanho, os tumores dependem de vasos sangiiineos
proprios, pois sem eles suas células entram em degeneracao e necrose. Ao lado disso,
as metastases sao facilitadas pela grande abundancia de vasos préoximos as células
cancerosas aumentando em muito a chance delas penetrarem no sistema circulatério.
Por tudo isso, a angiogénese assume papel de grande importancia no desenvolvimento
e disseminacao do cancer.

Em condi¢oes normais, o tamanho ou nimero de capilares nos tecidos nao
aumenta pois as células endoteliais que os revestem nao se dividem. Mas em alguns
casos - por exemplo, durante a menstruacao ou cicatrizacao de feridas - estes vasos
proliferam rapidamente. Estes processos sao de curta duracao e desativados apds um
determinado tempo. Células cancerosas também podem promover angiogénese. De
fato, a neovascularizagao ¢ um passo crucial na transicao do tumor de um aglomerado
pequeno e inofensivo de células moficadas para a neoplasia maligna, capaz de se
espalhar para outros 6rgaos do corpo. A figura 2.6 ilustra o crescimento do tumor a
medida que ele se torna vascularizado.

Tumores induzem o crescimento de novos vasos, a partir de vasos pré-existentes,
por meio de um mecanismo molecular no qual as células tumorais liberam fatores
angiogénicos de tumor (TAFs), e paralelamente reduzem os niveis de inibidores
de angiogénese, proporcionando a divisao das células endoteliais que revestem os

vasos sanguineos. De fato, a neovascularizagao em tumores resulta das diferencas
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Células endoteliais
nos capilares liberam
fatores de crescimento

O tumor continua
Capilares proliferam; a se expandir, eventualmente
o tumor comeca se espalhando
a se expandir para outros orgaos

CANCER IN SITU

Células tumorais liberam
proteinas angiogénicas
¢ diminuem os niveis de
inibidores de angiogénese

Figura 2.6: Angiogénese tumoral: tumores que nao induzem neovascularizagao atingem
apenas tamanhos pequenos que nao oferecem riscos ao paciente. Ao liberar fatores de
angiogénese tumoral e suprimir os inibidores angiogénicos, um tumor induz o crescimento
de novos capilares que lhe fornecerao nutrientes e fatores de crescimento necessarios para o
seu crescimento. Com grande disponibilidade de capilares préximos as células cancerosas,

as metastases tornam-se iminentes. Figura adaptada da referéncia [34].

entre as concentracoes de moléculas pro e antiangiogénicas que podem ser produzidas
por células cancerosas, células endoteliais, células do estroma, sangue e pela matriz
extracelular. Como na invasao de células cancerosas, a angiogénese tumoral envolve
contribuigoes tanto das células neoplasicas quanto de células do estroma hospedeiro.

Os mensageiros angiogénicos mais estudados sao o fator de crescimento de fi-
broblastos basico (FGFb) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). O
FGFb é quimiotatico e mitogénico para células endoteliais, além de induzir enzimas
que favorecem a penetracao de brotamentos endoteliais no estroma. O VEGF es-
timula o crescimento de células endoteliais, sendo produzido por diversos estimulos
como hipéxia, deficiencia de glicose e citocinas. Essas moléculas ligam-se a recep-
tores especificos nas células endoteliais dos capilares e as informam que elas devem
reproduzir-se e mover-se em dire¢ao ao tumor. Seguindo essas instrucoes, células en-
doteliais se combinam para formar um broto, que cresce e se re-arranja para levar ao
tumor as estruturas de nutricao necessarias. Assim, a distribuicao temporal e espa-
cial de nutrientes é fortemente afetada pela neovascularizacao dos tumores. Existem
inimeros fatores antiangiogénicos, entre os quais destacam-se a trombospondina,
endostatina e a angiostatina.

Quanto a sua arquitetura, os vasos tumorais sao estrutural e funcionalmente
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anormais. Ao contrario dos vasos normais, a vasculatura do tumor é altamente de-
sorganizada, os vasos sao tortuosos e dilatados, sem diametro definido, com excesso
de ramificagoes. Conseqiientemente, o fluxo nestes capilares é desordenado e variavel
levando a formacao de regioes acidas e hipoxicas no tumor. Essas condi¢oes dimi-
nuem a eficiéncia terapéutica, modulam a producao de estimuladores e inibidores

angiogenicos e selecionam células cancerosas mais agressivas e aptas para metastatizar.

2.3 Consideracoes finais

Neste capitulo descrevemos seis propriedades que devem ser adquiridas ao longo da
progressao de um tumor maligno. As evidéncias disponiveis sugerem que a maioria
destas propriedades é adquirida, direta ou indiretamente, por meio de mudancas no
genoma das células. Embora sejam muito freqiientes, mutagoes de genes especificos
tornam-se processos pouco eficientes devido a constante manutencao da integridade do
genoma por meio do monitoramento e reparo de DNA que corrige ou elimina células
moficadas. No entanto, canceres aparecem com freqiiéncia consideravel na populagao
humana, o que leva a crer em uma componente adicional, além da agressao repe-
tida e o desgaste do sistema imunoldgico com o tempo, que provoca o aumento das
mutagoes que resultam em uma célula cancerosa. O mau funcionamento de compo-
nentes especificos do sistema de vigilancia do genoma pode ser usado para explicar este
aumento na mutabilidade. O membro mais proeminente deste sistema é a proteina
supressora de tumor phH3 que, em resposta a danos no DNA, determina se o ciclo
celular é suspenso para o reparo do DNA ou se a célula sofre apoptose quando o dano
é excessivo. De fato, o funcionamento da sinalizagao de danos no DNA pela proteina
pH3 esta ausente na maioria, se nao em todos, os canceres humanos. Mesmo assim
um tumor levaria algumas décadas para sofrer todas as mutacoes necessarias para ele
tornar-se completamente desenvolvido. No entanto, alguns individuos desenvolvem
cancer precocemente. Em muitos casos, este aparecimento precoce é explicado por
genes mutantes envolvidos com cancer herdado do seu pai ou da sua mae. Quando o
ovulo fertilizado comeca a dividir-se, esse gene mutante sera transmitido para todos
as outras células do corpo. Assim, um evento tipicamente raro torna-se ubiquo, pois a
mutacao é implantada em todas as células do corpo e nao meramente em uma célula
a0 acaso.

Esperamos que os principais mecanismos da progressao do cancer descritos até

aqui estejam claros, principalmente para pessoas pouco familiarizadas com o tema, e
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que estes conhecimentos auxiliem a compreensao do restante da tese, que é dedicada
ao estudo de modelos matemadticos e/ou computacionais relacionados com a formagao,

crescimento e desenvolvimento de tumores.

21



Capitulo 3
Modelos de crescimento de tumores

Modelos que descrevem o crescimento de tumores sempre despertaram o interesse dos
cientistas. Os primeiros modelos s@o equagoes diferenciais ordinérias (EDOs) que des-
crevem a evolucao temporal do tamanho do tumor. Um dos mais simples é a equacao
diferencial de Gompertz [38] que descreve qualitativa e quantitativamente o cresci-
mento de muitos tumores. Modelos mais completos de equagoes diferenciais parciais
(EDPs) e/ou equagoes integro-diferenciais sdo atualmente os tipos mais estudados pe-
los matematicos [14]. Com o aparecimento e aperfeicoamento dos computadores, as
simulagoes computacionais tornaram-se uma ferramenta muito usada no estudo desses
modelos e, além disso, proporcionaram o estudo de modelos discretos de grande inte-
resse na Fisica, tais como os modelos de Eden [8] e de Willians & Bjerknes [22]. Neste
capitulo, dividido em trés secoes, serao apresentados alguns modelos de crescimento
de tumores que consideramos importantes para a tese. Na secao 3.1, modelos discretos
sao apresentados enquanto os modelos continuos sao apresentados na segao 3.2. Na
secao 3.3, dois modelos recentes da literatura de Fisica, que estudam a formacao de

morfologias fractais em tumores, sao descritos e seus resultados discutidos.

3.1 Modelos discretos

3.1.1 A classe de modelos de Eden

O primeiro modelo discreto para descrever o crescimento de tumores foi proposto por
Eden em 1961 [8]. O modelo ¢ definido numa rede de dimensao d onde sitios ocupados
representam as células cancerosas e sitios vazios representam as células normais. Todos

os sitios estao inicialmente vazios, exceto o centro da rede, simulando o crescimento a
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partir de uma tnica célula maligna. Os sitios de interface sao definidos como aqueles
que possuem pelo menos um vizinho de tipo oposto. Existem trés variagoes basicas
nas regras de crescimento do modelo de Eden. Na versao Eden A, sitios da periferia
do tumor (sitios de interface pertencentes ao tumor) sao escolhidos ao acaso, com
igual probabilidade, e um dos seus vizinhos vazios, também escolhido ao acaso, é
ocupado. Na versao original, conhecida por Eden B, células normais da interface sao
escolhidas com igual probabilidade e substituidas por células cancerosas. Finalmente,
na versao Eden C, um sitio da periferia do tumor é escolhido com igual probabilidade
e todos os seus vizinhos vazios sao ocupados. O procedimento de adicionar sitios
ao aglomerado ¢ repetido até se atingir o ntimero de células desejado. Todas as
versoes geram padroes esféricos com borda rugosa que possuem buracos e reentrancias
(figura 3.1(a)). Verifica-se que as propriedades de escala das superficies independem da
versao particular usada mas que a taxa de aproximacao do comportamento assintético
depende [39].

As quantidades importantes para esse modelo sao o nimero de células cance-
rosas na borda do tumor (5), o raio de giragdo (R,) e a espessura da superficie (W).
R, ¢ definido por

1 n 2
RQ = |- Z(f; - ch)2 ) (31)
i=1

onde a soma se estende sobre todas as n células cancerosas, 7; a posicao da i-ésima
célula cancerosas e 7, € o centro de massa do tumor (conjunto de sitios ocupados).
Espera-se uma relacao de escala 2, ~ n”, onde v ¢ o inverso da dimensao fractal dy
[39]. Por outro lado, W é definido por

2

1S N
W= E;(”—T) : (3.2)

onde a soma ¢é feita sobre todos os S sitios de periferia, r; é a distancia do i-ésimo

sitio de periferia ao centro de massa e 7 é o raio médio do padrao

_ 1
T=g Z’I“Z (3.3)

Novamente, sao esperadas leis de escala W ~ n’ e S ~ n°. A simetria esférica

dos padroes de Eden leva aos expoentes triviais v = ¢ = 1/2. Contudo, o valor

23



do expoente ¢ indica a existéncia de vérias escalas relevantes [40]. Por exemplo,
simulacoes de aglomerados com n < 10% gerados com o modelo Eden B na rede
quadrada indicam o valor § ~ 0.18 [41] enquanto simulag¢oes com grandes aglomerados
(n =5 x 10%) [40] mostram que W escala assintoticamente com a raiz quadrada de n,
ou seja, 6 = 1/2.

Outros modelos de crescimento de tumores foram construidos a partir de ge-
neralizagoes da proposta de Eden. Willians & Bjerknes construiram um modelo [22]
(modelo WB) para descrever o crescimento de tumores na camada basal de um epitélio.
Nele, as células da borda do tumor, além de dividir-se (ocupar um sitio vizinho nor-
mal), também podem ser substituidas por células normais. As células cancerosas
dividem-se mais freqiientemente que as normais por um fator x, que representa a
vantagem carcinogénica. A regra de crescimento, como no modelo de Eden, é muito
simples: uma das ligagoes entre dois tipos opostos é escolhida aleatoriamente com
igual probabilidade; a célula normal dessa ligacao é substituida por uma célula can-
cerosa, com probabilidade g, ou a célula cancerosa é substituida por uma normal com
a probabilidade complementar »r = 1 — g. Em termos da vantagem carcinogénica k,

estas probabilidades podem ser escritas como

= 3.4
I k41 (34)
e
1
- 3.5
TR (3.5)

onde usamos g = kr. O limite £ = oo corresponde ao modelo de Eden B, quando
g=1ler=0.

Nos estudamos uma outra generalizacao do modelo Eden na rede quadrada
que inclui, além de morte e divisao celular, a migracao das células cancerosas para
os sitios vizinhos [23]. Nesse modelo uma célula da periferia é escolhida com igual
probabilidade e podera morrer, dividir ou mover-se com probabilidades pge;, pain OU
Pmov, Te€Spectivamente, que obedecem a condicao de normalizacao pge;+ Paiv + Pmov = 1.
Na morte celular, a célula cancerosa é substituida por uma normal. Na divisao, a célula
cancerosa gera um clone de si mesma que invade um sitio vizinho ocupado por célula
normal escolhido ao acaso. Por fim, quando a célula se move ela troca de posi¢ao com
uma vizinha normal escolhida ao acaso.

Tanto o modelo WB quanto o modelo com movimento celular fornecem os
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mesmos expoentes v e o encontrados para modelo de Eden. O valor assint6tico 6 = 1/2
nao foi obtido nas simulacoes desses modelos, mas as comparacoes com os valores
obtidos para 0 no modelo de Eden em varias escalas mostram um comportamento
semelhante, de onde espera-se que o valor assintético de 6 também deva ser 1/2 [23].
Na figura 3.1 sao mostrados padroes de crescimento para os trés modelos descritos até
aqui. Note a diferenca nas estruturas das bordas de cada padrao, e que a inclusao de

morte e/ou movimento aumenta a fragao de células de periferia.

(a) (b)

Figura 3.1: Modelos estocasticos discretos de crescimento de tumores. Padrdes com 10°
células gerados pelos modelos de (a) Eden A, (b) Willians & Bjerknes com k£ = 0.53 e (c)
Ferreira & Martins com pge; = 0.24, pgiv = 0.26 € Py = 0.50.

Esses modelos explicam a formagao de tumores em condigoes favoraveis de
crescimento (por exemplo, abundancia de nutrientes), nas quais os tumores formam
estruturas compactas aproximadamente esféricas que crescem exponencialmente com
o tempo. Contudo, limita¢oes de recursos (nutrientes, oxigénio, etc.), interagao de
células cancerosas com outras células (normais e cancerosas), entre outros fatores,
levam a formacao de estruturas nao esféricas que, em geral, nao podem crescer inde-
finidamente. Para suprir esta deficiéncia, outros modelos discretos modelando mais

aspectos biolégicos foram propostos.

3.1.2 O modelo de Smolle & Stettner

Smolle & Stettner [42] propuseram um modelo estocéstico na rede quadrada onde
células também podem executar trés acgoes: divisao, morte e movimento com pro-
babilidades pgiv, Pdet € Pmov, Te€Spectivamente, onde pgiy + Pager + Pmov = 1. Contudo,

a implementagao das agoes é diferente do modelo de Ferreira et.al. [23]. Todas as
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células podem se dividir: quando as células da periferia dividem-se, as células filhas
ocupam um dos vizinhos vazios com igual probabilidade (vizinhos correspondem aos
oito sitios mais préximos); quando as células nao sao da periferia, as células filhas
ocupam um dos vizinhos e empurram todas as demais células tumorais na direcao
desse vizinho até um sitio da borda do tumor ser encontrado. Na morte, a célula é
excluida e todas as células numa direcao escolhida ao acaso sao puxadas no sentido do
sitio que foi excluido até o primeiro sitio da borda ser encontrado. Este procedimento
impede a formacao de buracos dentro do tumor. Por fim, se a acao escolhida é o
movimento, as células de periferia (apenas as células periféricas podem se mover) se

movem x sitios, no intervalo 1 < z < DIST, em uma direcao aleatéria.

escolhe uma célula

e

escolhe uma agéo

escolhe um diregiio

executa a agéo

ACABOU?
sim

Figura 3.2: Simulagdo computacional do crescimento de um tumor. O termo “OK?” estd

perguntando se todas as condigoes foram satisfeitas.

Outro aspecto biolégico desse modelo é a inclusao de fatores de crescimento
influenciando as agoes celulares. Como foi dito no capitulo 2, fatores de crescimento
(GF's) sao substancias produzidas pelas células e responsdveis pela comunicagao entre
elas. Para cada uma das trés acoes, um fator de crescimento, derivado das préprias
células tumorais (estimulagao autécrina) ou do estroma (estimulagao paracrina), é
considerado. A concentracao local de fatores de crescimento ¢, pertencente ao intervalo
0 < ¢ <1, é definida como a razao entre o nimero de sitios fontes de GFs (isto é, de
células tumorais para fatores autécrinos e de sitios do estroma para fatores paracrinos)
e o numero total de sitios dentro de uma distancia DI (distancia de influéncia).
Quando uma acao é escolhida ela serd executada ou nao com probabilidade local
dada por

Py = | (3.6)

26



onde PI é um parametro chamado de poder de influéncia e ¢ é a concentracao de GF's
no sitio da célula escolhida para realizar a acao. A figura 3.2 mostra o esquema da
simulagao.

As simulacoes mostram uma diversidade de padroes que variam de estrutu-
ras compactas a padroes com células disseminadas, dependendo dos conjuntos de
parametros usados (figura 3.3). Por exemplo, simulagoes com alta mobilidade e DI.ST
grande geram padroes desconexos enquanto simulagoes com alta probabilidade de di-
visao geram padroes compactos com interface rugosa. Os parametros que controlam

a influéncia dos GFs levam a uma diversidade de padroes semelhante.
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Figura 3.3: Padroes gerados pelo modelo de Smolle & Sttener. Figuras retiradas da referéncia
original [42].

A diversidade dos padroes desse modelo é interessante ja que morfologias des-
conexas e compactas sao observadas em tumores reais. Contudo, o modelo possui um
nimero grande de parametros (12) dificultando o seu controle. No artigo de Smolle &
Stettner nenhuma caracterizacao dos padroes é mostrada. Além disso, existem outras
morfologias observadas em tumores que nao sao reproduzidas por esse modelo como,

por exemplo, padroes papiliferos.

3.1.3 Modelos discretos de automatos celulares

Recentemente, muitos trabalhos tém usado automatos celulares [43] para modelar o
crescimento de tumores. Qi et al. [44] consideraram um modelo bidimensional de
automatos celulares que reproduz a lei crescimento de Gompertz, na qual o ntimero

de células do tumor N depende do tempo ¢ de acordo com a expressao

N(t) = Nyexp {%[1 — exp(—Bt)]} : (3.7)
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onde Ny é o volume em t = 0 e A e B sao parametros. Qualitativamente, esta equacao
¢ um crescimento exponencial para tempos curtos e satura para tempos longos.

Como nos trés primeiros modelos descritos nesta secao, Qi et al. assumem que
as células podem dividir-se somente se pertencerem a periferia do tumor levando a
uma situacao nao realista em que apenas uma pequena fracao das células do tumor
podem dividir-se. Além disso, assume-se que as células mortas sao simplesmente dis-
solvidas em lugar de se acumularem em um ntcleo necrético. Outro ponto contra esse
modelo é que a transicao do estado de proliferacao para a quiescéncia celular é imple-
mentado de maneira puramente estocastica, sem considerar hipéteses biologicamente
mais razoaveis como, por exemplo, a limitacao por nutrientes.

Mais recentemente, Kansal et al. [45] propuseram um automato celular tri-
dimensional para descrever a dinamica de crescimento de tumores no cérebro. As
células no tecido sao representadas por mosaicos de Voronoi. Este formalismo ele-
gante permite a preservacao da natureza discreta das células e remove a anisotropia
das redes regulares. Resultados interessantes emergem desse modelo, tais como, leis
de Gompertz para a evolucao do tamanho do tumor e a formacao de trés regioces dis-
tintas dentro do tumor: uma estreita camada externa de células proliferativas, uma

segunda camada interna de células quiescentes e um nicleo necrético central.

3.2 Modelos continuos de crescimento de tumores

3.2.1 Modelos de equacoes diferenciais classicos

A maioria dos modelos de crescimento de tumores é constituida de conjuntos de
equagoes diferenciais parciais (EDPs) e/ou equagoes integro-diferenciais acopladas que
descrevem a evolugao das populagoes de células do tumor como variaveis continuas,
excluindo, portanto, o carater discreto das células. Em geral, esses modelos envolvem
um numero grande de parametros que se torna maior a medida que novos aspectos
biologicos sao incluidos. Por outro lado, modelos simples de equacoes diferenciais
ordinarias para o crescimento e tratamento de tumores podem ser tteis na captura
da esséncia de interagoes complexas [46]. O exemplo de EDO mais comum incluindo

a limitacao do crescimento dos tumores é a equacao logistica generalizada
dN N N\’
—=f(N)=— ) [1-|(—= K>0 3.8
Gt = (") (%) ] weo (35)
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onde N é o niimero de células do tumor e u, v e K sao parametros reais. Esta equagao
possui um atrator global, para a regiao N > 0, no ponto N = K. O caso particular

v = 0 fornece a equacao de Gompertz

F(N) = —puN'n (%) | (3.9)

cuja solugdo é dada pela equagao (3.7) com os parametros A e B re-escritos em
termos de K e u. Modelos de uma EDO sao freqiientemente usados para descrever o
crescimento de tumores experimentais, clinicos e em cultura [46].

Para modelar o tratamento de tumores, uma hipétese muito comum é adicionar

um termo extra a equagao (3.8)

dN

— = —ac(t)N + f(N). (3.10)

Aqui, a é uma constante positiva, a eficiéncia do agente quimioterdpico, e c(t) é a
dose de drogas administrada ao tumor.

Os modelos de EDOs nao incluem um fator determinante no desenvolvimento
dos tumores: a distribuicao espacial das células. Na verdade, a quantidade de nu-
trientes, fatores de crescimento, drogas, etc., que chega até a célula depende da sua
posicao. Por isso, modelos mais realistas sao formulados com EDPs. Nesses modelos,
normalmente define-se uma geometria, geralmente esférica, para os tumores. Entao, a
evolugao e distribuicao das diversas subpopulagoes de células cancerosas dentro deste
tumor é estudada. Os tumores avasculares sao geralmente divididos em trés partes
[14]: um nucleo necrético central, uma camada intermedidria de células quiescentes e
uma camada estreita de células proliferativas (figura 3.4).

A literatura devotada a esses modelos é muito vasta, contudo, alguns trabalhos
recentes merecem destaque. Um deles é o artigo de Bellomo & Presiosi [14] que des-
creve um formalismo geral para a construcao de modelos de EDPs para a dinamica
de tumores e suas interacoes com o sistema imunolégico. Neste trabalho sao consi-
deradas todas as escalas envolvidas no aparecimento e desenvolvimento de tumores -
os niveis sub-celular, celular e macroscépico - bem como a conexao entre cada uma
destas escalas com base na chamada teoria cinética celular que fornece uma descri¢ao
estatistica da evolugao de grandes populagoes celulares. Por sua vez, Levine et al. [16]
propuseram um modelo de EDPs para descrever os efeitos da angiogénese tumoral no

desenvolvimento do céncer e Pettet et al. [13] estudaram a migragao celular em
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Figura 3.4: Exemplo de uma geometria usual das simulagoes de modelos de EDPs para o
crescimento de tumores. O tumor é dividido em trés regioes esféricas: um nticleo necrético

central, uma camada de células quiescentes e uma camada externa de células proliferativas.

tumores esferdides.

Wu et al. [15] analisaram o tratamento de tumores com virus que replicam
seletivamente em células cancerosas usando um modelo de EDPs. Os virus se pren-
dem a receptores especificos na superficie das células cancerosas, invadem-nas e pas-
sam a proliferar-se exponencialmente causando, posteriormente, a morte celular (lise).
Quando ocorre a lise, as novas particulas de virus sao liberadas e tornam-se disponiveis
para infectar novas células cancerosas adjacentes. Nesse modelo o tumor é represen-
tado por um esferdide radialmente simétrico contendo células cancerosas infectadas
e nao infectadas por virus, células necréticas e virus livres. As equagoes do modelo
consideram crescimento exponencial para o tumor na auséncia de virus, infeccao de
células cancerosas e a morte de células infectadas que se transformam em células
necroticas. Os virus sao administrados em doses nicas e a sua difusao ocorre apenas
durante a lise quando as particulas de virus liberadas sao uniformemente distribuidas
na vizinhanca da célula recém destruida. O modelo prediz curvas de evolucao que
dependem das condicoes iniciais e principalmente do método de injecao usado. Por
exemplo, no caso de injecao uniforme, na qual todo o tumor recebe uma certa quanti-
dade de virus, o tumor cresce inicialmente e, em seguida, decresce exponencialmente.
Além disso, a distribuicao de células cancerosas (infectadas e nao infectadas) e de
virus permanecem constantes ao longo do tumor. No entanto, quando apenas uma
fragao central ou na borda externa do tumor recebe virus, comportamentos comple-
x0s, tanto na dindmica quanto na distribuicao espacial de células, emergem. Agora,

a evolugao depende sensivelmente das condigoes iniciais usadas, que podem levar ao
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crescimento exponencial, desaparecimento ou laténcia do tumor. Um dos resultados
mais relevantes deste modelo é a observacao de duas ondas de infecgao: uma partindo
do centro do tumor em direcao a borda e outra no sentido oposto. Essas ondas se-
cundarias, que surgem espontaneamente no modelo, sao muitas vezes as responsaveis

pelo controle do tumor.

3.2.2 Modelos com condigoes de contorno livres

Modelos de EDPs onde a geometria dos tumores é obtida espontaneamente sao mais
interessantes do ponto de vista dos fisicos. Um bom exemplo é o modelo proposto
por Tohya et al. [20] para estudar o crescimento de tumores que formam padroes
papiliferos (ramificados). Esse modelo se destaca pela simplicidade envolvendo apenas
4 parametros apos as mudancas de variaveis adequadas. O principal aspecto biolégico
do modelo é a competicao por nutrientes como o fator determinante na divisao celular.
O tecido é representado por uma regiao retangular toda ocupada por células normais
exceto em uma linha de espessura y, localizada na parte superior do retangulo, onde ha
uma concentragao cq de células cancerosas. Os nutrientes sao fornecidos por um capilar
localizado na parte inferior do retangulo que possui uma concentragao constante ny.
Os nutrientes se difundem pelo tecido até as células cancerosas. A concentracao de

nutrientes n obedece a equacao de difusao

?9_? = D, V*n — f(n,c). (3.11)

Aqui, o laplaciano é o termo cldssico de difusdo e f(n,c), o consumo das células
cancerosas é dado por f(n,c) = knc onde k é uma constante e ¢ a concentragao de
células cancerosas.

As células cancerosas consomem nutrientes para realizar mitose. Assim, a

equagao proposta para descrever a concentracao das células cancerosas é

dc

gl V(D.NVc)+6f(n,c), (3.12)
na qual o primeiro termo do lado direito é um termo de difusao nao linear com coefi-
ciente de difusao D, = onc e o outro termo é taxa de producao de células cancerosas
proporcional a quantidade de nutrientes consumida. 6 e o sao parametros do modelo

que controlam a reproducao e difusao das células cancerosas, respectivamente.

As simulagoes geram padroes ramificados observados em tumores epiteliais (fi-
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gura 3.5(b)). A quantidade e a espessura dos ramos nestes padroes dependem somente
da concentracao de nutrientes. O resultado mais interessante é a existéncia de uma
transicao morfolégica que depende de ny: para altas concentracoes iniciais de nutrien-
tes o tumor fica localizado formando uma interface sem ramificagoes, por outro lado,
quando o valor de ng é baixo o tumor forma estruturas ramificadas (figuras 3.5(a) e
(b)). Embora o modelo mostre resultados interessantes, indicando que a competigao
por nutrientes é um fator fundamental na formacao dos padroes tumorais, ele nao
considera dois fatores fundamentais: a morte das células cancerosas e o consumo de

nutrientes pelas células normais.

70 e S ==

(@)

Figura 3.5: Resultados dos modelos de (a), (b) Tohya et al. e de (c), (d) Scalerandi et
al.. Na figuras (a) e (b) o capilar estd localizado na parte de baixo e as regides escuras
representam maiores densidades de células cancerosas. Nas figuras (c) e (d) o capilar estd
no lado esquerdo e as regioes mais claras representam concentracoes de células cancerosas
mais altas. Os casos com alta ((a) e (c)) e baixa ((b) e (d)) disponibilidade de nutrientes

em ambos os modelos sao mostrados. Figuras retiradas das referéncias [20] e [21]
Modelos de tumores tem aparecido com freqiiéncia na literatura recente de
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Fisica. Particularmente, Scarelandi et al. propuseram uma série de modelos continuos
usando o método de simulacao de interacoes locais para simular o crescimento de
neoplasias [21, 47, 48, 49, 50, 51]. Este método, conhecido pela sigla LISA (local
interaction simulation approach), consiste em dividir o espa¢o em uma rede regular e
o tempo em intervalos discretos. O valor de uma grandeza ®, no sitio 7, no instante
t+7, representada por ®,(t+7), dependerd somente do seu préprio valor e dos valores

dos seus primeiros vizinhos no instante t. Matematicamente tem-se

onde A é um operador espacial que atua nos sitios da rede e depende somente do
proprio sitio e dos primeiros vizinhos. Por exemplo, se A é o operador Laplaciano na

rede quadrada temos a seguinte regra para a evolugao de ®

T

Bt +7) = Bi(t) + T D [Dult) — Bi(2)], (3.14)

onde a soma é feita sobre os quatro primeiro vizinhos do sitio i. Este método permite
usar condigoes iniciais e de contorno arbitrérias. O primeiro trabalho desta série [21]
descreve um modelo onde a competicao por nutrientes é o fator determinante para o
desenvolvimento do cancer. O modelo considera trés tipos celulares, células normais,
cancerosas e mortas, ocupando o tecido que é representado por uma rede quadrada.
Células normais e cancerosas competem entre si pelos nutrientes fornecidos por um
vaso capilar. As células mortas sao inertes. Células cancerosas podem morrer, dividir-
se e difundir-se pelo tecido. A regra de crescimento envolve um grande nimero de
equagdes e parametros descritos em detalhes na referéncia [21]. O modelo gera tumo-
res com morfologias, taxas de crescimento e estados finais (morte, metéastase, laténcia
e crescimento ilimitado) distintos, indicando que o crescimento de tumores depende
sensivelmente das condigoes do microambiente celular. Em trabalhos subseqiientes,
Scarelandi et al. usaram o método LISA para estudar com detalhes a regiao no espago
de parametros do modelo descrito anteriormente na qual a laténcia do tumor é obser-
vada [48]; efeitos anatomicos no crescimento de tumores [49]; o desenvolvimento de
angiogénese tumoral [50, 51]; e os efeitos de terapias antiangiogénicas no crescimento

de tumores [52].
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3.3 Modelos para a formacao de padroes fractais

em tumores

Padrdes fractais sao encontrados em diversos sistemas biolégicos. Em particular, al-
guns tipos de tumores, tais como gliobastomas [53], melanomas [54] (tumores do
cérebro e da pele, respectivamente) e tumores da mama [55], podem exibir formas
complexas e, possivelmente, fractais. Por esta razao, esta secao destaca dois mode-
los recentes da literatura de Fisica que propoem novos mecanismos para explicar a

morfologia complexa observada nestes tumores.

3.3.1 Um modelo para o crescimento de tumores malignos do

cérebro

Sander & Deisboeck propuseram recentemente um modelo matemético para descre-
ver o crescimento de gliobastomas em cultura [18]. O modelo foi estudado de duas
maneiras. Na primeira, um conjunto de equacgoes de reagao-difusao foi usado para
descrever as concentracoes de células cancerosas, nutrientes e fatores de atracao ho-
motipica produzidos por células méveis do tumor. Os autores mostraram que estas
equacoes possuem instabilidades que levam a formacgao de padroes ramificados na
zona de invasao do tumor. Na segunda versao, descrita com detalhes nesta se¢ao, um
modelo discreto substituiu as equagoes de difusao para as células cancerosas e fatores
homotipicos, possibilitando a visualizagao dos padroes simulados.

Em certas culturas de tecido tridimensionais, tumores humanos altamente ma-
lignos podem formar padroes de crescimento complexos que consistem em uma regiao
central de proliferacao e uma expansao invasiva na periferia. Em estagios iniciais o
tumor cresce mais ou menos simetricamente até a fase invasiva ser disparada. Entao,
as células moveis, fornecidas continuamente pelo nticleo proliferativo central, iniciam
uma invasao rapida da regiao que circunda o tumor formando cadeias de células iso-
ladas que podem se ramificar. Na figura 3.6 dois gliobastomas em culturas com gel
de matriz extracelular transparente sao mostrados. O modelo de Sander & Deisboeck
tenta explicar os mecanismos para a formacao destas estruturas ramificadas.

O modelo é estudado em uma rede quadrada 128 x 128 com constante de
rede igual ao diametro celular a. A concentracao de nutrientes é tratada como uma
variavel continua e as células cancerosas como varidveis discretas que assumem os

valores ¢ = 1, se o sitio é ocupado por uma célula cancerosa, ou ¢ = 0, caso contrario.
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Figura 3.6: Duas imagens microscépicas de gliobastomas humanos com ¢ = 120 h (ap6s
a inoculacado em gel transparente 3D). O raio do ntcleo central (a regidao mais escura) é
aproximadamente 0.4 mm. A invasdo em ambos os experimentos é predominantemente

bidimensional devido ao tipo de ensaio usado nos experimento. Figura retirada da referéncia

[18].

Todos os nutrientes sao substituidos por um tinico campo escalar n dado pela solucao

estacionaria da seguinte equacao de difusao

on
— = DV?n — a(n)c, (3.15)
ot
na qual o ultimo termo corresponde ao consumo de nutrientes por células cancerosas
e a(n) é dado por

apn/ng, n < ng

a(n) = , (3.16)
Qp, n > ny

onde ny é uma concentracao de saturacao caracteristica. Assume-se que o consumo
no nucleo central é muito maior devido a presenca de um grande nimero de células
altamente proliferativas. Por simplicidade, a condigao de contorno na superficie do
nucleo central é n = 0 e longe do tumor n = n.,, onde ny é a concentracao de nutrien-
tes introduzida no inicio do experimento. A concentracao de nutrientes é normalizada
por N =n/ns.

Os vérios processos da dinamica celular sao representados por probabilidades
de migragao. Cada célula mével pode migrar para qualquer sitio vazio adjacente com

taxa w(0) = 1, exceto se ela estd em um gradiente de N ou se ela é submetida a
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atragao homotipica. No primeiro caso, a taxa de transicao é
w(N) =v3(3N +1)2AN, (3.17)

se AN, o gradiente numérico de N em uma dada direcao, é positivo. O parametro
adimensional v3 é um agrupamento de outros parametros fisicos e o seu valor é esti-
mado na ordem de 100. O segundo fator vem da lei dos receptores. Para incluir a
atracao homotipica os rastos dos lugares previamente visitados por qualquer célula
sao mantidos e as taxas de migragao nestes sitios sao multiplicadas por um fator ;.
Este dltimo parametro nao é conhecido experimentalmente, nem mesmo em magni-
tude. A medida que a simulagao é implementada os processos sao escolhidos de acordo
com suas taxas de migracao relativas. O ntcleo proliferativo é representado por um
disco de células imoveis e as simulagoes comecam com um grupo de 100 células méveis
distribuidas em torno deste disco. Ao longo do crescimento, células iméveis proximas
a sitios vazios podem se dividir e ocupa-los, com uma certa probabilidade relativa.

Os resultados apresentados no artigo original sao mostrados na figura 3.7. Em
todos os casos, as simulagoes comecam com um raio de 20 células para o nicleo central
mais 100 células liberadas para iniciar a invasao. Os parametros envolvidos na equacao
(3.15) podem ser agrupados e a concentragao de nutrientes é controlada por um tinico
parametro v, = apa®/Dn.,, estimado no artigo original [18] como sendo da ordem de
0.1. Em todas as simulagoes foi usado 75 = 0.3. As trés imagens representam trés
regimes referentes aos outros dois parametros relevantes (7, e ;). Na figura 3.7(a),
ambos quimiotaxia e atracao homotipica estao praticamente ausentes: y; = v3 = 5.
Neste caso, temos um resultado tipico de difusao: movimentos aleatérios compactos
em duas dimensoes e a nuvem de células préxima ao disco central nao representa os
padroes invasivos da figura 3.6. Na figura 3.7(b), quimiotaxia intensa (y3 = 100)
e atracao homotipica forte (73 = 25) foram implementadas. Neste padrao, similar
ao tumor da figura 3.6(b), observamos uma zona dispersa de células invasoras que
apenas sugere a formacao de cadeias celulares. Para reproduzir as estruturas de
cadeias bem definidas mostradas na figura 3.7(c), foi necessario introduzir atragao
homotipica muito forte (y; = 250) e também quimiotaxia muito intensa (cerca de 10
vezes mais intensa do que o valor previamente estimado).

O trabalho apresentado nesta secao possui muitos aspectos interessantes, tais
como a constru¢ao do modelo considerando apenas aspectos biolégicos bem funda-

mentados e a utilizagao de parametros determinados experimentalmente. Entretanto,
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Figura 3.7: Trés regimes observados nas simulagoes de Sander & Deisboeck. Os padroes
sao referentes aos casos onde ambos os efeitos da quimiotaxia e da atragdo homotipica (a)

estao ausentes, (b) s@o intensos e (c¢) sdo muito intensos. Figura retirada da referéncia [18].

como os préprios autores mencionam [18], ainda faltam estudos mais detalhados dos
parametros envolvidos, uma descrigao mais realista da atracgao homotipica e a inclusao
de aspectos importantes negligenciados no modelo, como, por exemplo, a produgao
de fatores de crescimento que degradam a matriz extracelular e os efeitos nao-lineares

da elasticidade do meio.

3.3.2 Papel da adesao celular na morfologia dos tumores

Reis et. al. propuseram recentemente um novo modelo para explicar a formacao
de morfologias complexas em tumores in vivo [19]. O modelo considera a adesao
intercelular diferenciada e a rigidez do tecido normal como os fatores que determinam
a morfologia dos tumores. O modelo possui dois tipos celulares: células normais
(n) e tumorais (t), representadas por particulas interagentes distribuidas em uma
regiao quadrada com condigoes de contorno periddicas. Nao existe rede, as células
sao visualizadas através da construgao de poligonos de Voronoi (vide Ref. [19] para
maiores detalhes). O movimento celular resulta do equilibrio das forcas de interagao
entre células adjacentes. Esta forca de interacao repulsiva é modulada por um termo

associado a adesao e definida por

11— 1-— 7,7 ) S
franpy =4 LT mann) S0 (3.18)
0, r >
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onde r é a distancia entre uma célula e uma de suas vizinhas e rp = 3.6 x (4/N)/?

(A é érea total da simulagao e N o numero total de células). O termo (1 —r/ry) da
equagao (3.18), definida apenas no intervalo 0 < r < ry, representa a repulsao entre
células vizinhas. Quando r > 1y, as células nao sao consideradas vizinhas e, portanto,
nao interagem. No segundo termo, o, € [0, 1] é um parametro associado a adesao
celular diferenciada e modula a forca de interacdao, aumentando ou diminuindo a
repulsao entre células dos tipos 7 e 7/. Assim, a, ~ 1 e a, ~ 0 representam
adesoes alta e baixa, respectivamente. Os parametros relacionados a adesao celular
SA0 trés: auy,, ay (adesdes homotipicas) e oy (adesao heterotipica).

A implementacao do modelo é a seguinte. No inicio da simulacao, as células
normais sao distribuidas aleatoriamente no tecido e uma unica célula cancerosa é
introduzida no centro desse tecido. A cada passo de tempo o sistema é atualizado
simultaneamente: todas as células sao deslocadas por uma distancia proporcional e
na diregao das forgas resultantes agindo sobre elas, de acordo com a equagao (3.18).
A cada T}, = 30 passos de tempo, as células do tumor dividem-se e suas descendentes
sao colocadas em uma posicao aleatéria bem proxima da célula progenitora a uma
distancia ry < ro. Este intervalo de tempo é necessario para o sistema relaxar antes
que um novo ciclo de divisdes ocorra. O modelo nao considera morte celular e as
células normais sao quiescentes.

Outro aspecto do modelo ¢ a resisténcia imposta pelo tecido normal ao cres-
cimento do tumor que resulta da adesao de células normais a matriz extracelular,
denominada rigidez. Assume-se que as células cancerosas perderam completamente
a adesao a matriz extracelular- uma hipétese razoavel, principalmente nos estagios
avangados da doenga (capitulo 2). A rigidez é implementada da seguinte maneira. Os
deslocamentos (Az’ e Ay’) que as células normais sofrem durante a atualizagao do
sistema correspondem a uma fracao dos deslocamentos correspondentes na auséncia

de rigidez (Ax e Ay), ou seja

Axr' = (1 - R)Ax

: (3.19)
Ay’ = (1 - R)Ay

onde R € [0, 1] é o parametro que controla a rigidez. Em particular, R = 0 corresponde
a auséncia de rigidez e R = 1 implica que as células normais sao totalmente iméveis.
Os resultados apresentados por Reis et. al. sao mostrados nas figuras 3.8

e 3.9. Na figura 3.8, a,, e a,; foram fixados em 0.5, enquanto os parametros que
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Figura 3.8: Padroes de crescimento de tumores gerados pelo modelo de Reis et. al. com
aproximadamente 5000 células. Os parametros usados foram oy = 0.25, 0.5 e 0.75 na
primeira, segunda e terceira linhas, respectivamente, e R = 0.6 e 0.9 na primeira e na

segunda coluna, respectivamente. Figura retirada da referéncia [19].

controlam a rigidez (R) e a adesdo entre células cancerosas (ay) foram variados. O
aumento da rigidez do tecido normal favorece a formacao de padroes com contorno
irregular que podem apresentar protuberancias (figuras 3.8(c) e (d)). De fato, quando
o tecido normal torna-se muito rigido, o tumor cresce principalmente por invasao,
uma caracteristica observada em muitos tumores malignos. Quando oy, é variado, os
padroes tumorais mudam de desconexos (baixa adesao celular) para compactos (alta
adesao celular) passando por padroes ramificados quando oy ~ «,,. Note que quanto
menor a adesao entre células cancerosas mais invasivo é o tumor.

Na figura 3.9, sao mostradas simulacoes onde ambos ay e «,; sao variados.
Também leva-se em conta a perda de adesao intercelular das células cancerosas e,
portanto, ay e au,; sao menores que «,, = 0.5. Na primeira linha, onde a adesao
entre as células cancerosas é menor, os tumores mostram-se mais invasivos que os da
segunda linha. Novamente observamos que o aumento da rigidez propicia a formagcao

de padroes mais ramificados. Note a semelhancga da figura 3.9(c) com o tumor da
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Figura 3.9: Padrdes de crescimento de tumores gerados pelo modelo de Reis et. al. com
aproximadamente 15000 células. Na primeira linha «a,; = 0.4 e ayz = 0.25 e, na segunda
linha ay; = ay = 0.4 foram fixados. A rigidez do tecido normal também foi variada usando-
se R = 0.4, 0.6 e 0.9 na primeira, segunda e terceira colunas, respectivamente. Figura retirada

da referéncia [19].

figura 3.6(b), um gliobastoma altamente maligno e invasivo em uma cultura de gel de
coldgeno (neste caso o gel representa o tecido normal).

Mesmo sendo possuindo poucos ingredientes, o modelo de Reis et. al. ¢ ca-
paz de gerar diversas morfologias de tumores considerando apenas a adesao celular.
No entanto, alguns pontos merecem ser discutidos. (1) A dindmica do modelo néao
pode ser associada a evolugao de tumores reais pois, de acordo com as regras usadas,
a populagado de células cancerosas simplesmente dobra a cada T, = 30 passos. (2)
O tamanho do sistema é um parametro que determina a capacidade de suporte do
tecido, que é finita devido as condig¢oes de contorno periddicas, e, certamente, in-
fluencia a morfologia dos padroes. Em outras palavras, para uma mesma densidade
inicial de células normais, as tensoes sobre um tumor localizado em um sistema maior
sao menores que as tensoes sobre este mesmo tumor inserido em um sistema menor.
Note que nao se trata de um problema de tamanho finito freqientemente estudado
em Fisica Estatistica, mas sim de um problema de acomodagao das células no tecido.
(3) A morte celular ndo é importante apenas para o estudo da formagao de necroses
como dizem os autores. Ela também pode reduzir a massa tumoral e, conseqiien-
temente, influenciar a distribui¢do de tensdes no tecido. (4) Descartar os processos

quimiotaticos é uma aproximacao que parece contrariar os fundamentos biolégicos
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basicos envolvidos na invasao de células cancerosas discutidos no capitulo 2.
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Capitulo 4

Um modelo para o crescimento de
de tumores: o papel dos fatores de

crescimento na morfologia tumoral.

Neste capitulo é apresentado um modelo de crescimento de tumores primadrios [23,
24] no qual uma nova estratégia de simulacao é proposta. Os principais aspectos
biolégicos incluidos sao divisao, morte e mobilidade celular junto com interagoes entre
células mediadas por fatores de crescimento. O modelo usa um esquema de simulagao
semelhante ao de Smolle & Sttener [42]. A diferenga fundamental é que fatores de
crescimento sao produzidos somente por células cancerosas e obedecem a uma equagao
de difusao classica com termos de fonte e de degradacao natural. As fungoes de
resposta a concentragao de fatores de crescimento também sao diferentes, e incorporam
aspectos biolégicos mais realistas que os usados no modelo de Smolle & Sttener.

O primeiro dos trabalhos citados anteriormente [23] pode ser dividido em duas
partes. A primeira consiste na generalizacao do modelo de Williams e Bjerknes por
meio da inclusao da mobilidade celular, o que ja foi discutido na secao 3.1.1. Ja na
segunda parte, os fatores de crescimento e sua influéncia nas agoes celulares sao in-
cluidos no modelo puramente estocdstico. O segundo artigo [24] é uma continuagao
do primeiro e inclui novas regras e algumas generalizagoes, como a possibilidade de
divisao e morte de células cancerosas em todos os sitios do tumor e nao somente na-
queles pertencentes a sua borda. Por esse motivo, apenas os resultados do artigo [24],

que tem como casos particulares os modelos estudados em [23], serdo apresentados.
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4.1 O modelo

No capitulo 2, vimos que o desenvolvimento de tumores envolve diversas proteinas,
sendo que muitas delas sao produzidas pelas préprias células cancerosas. Entre ou-
tras proteinas, destacam-se os fatores de crescimento autdcrinos que estimulam a
divisao celular, os fatores de motilidade autocrinos que estimulam e direcionam a mi-
gragao celular, as metaloproteinases que degradam a matriz extracelular e, conseqiien-
temente, facilitam a invasdo de células cancerosas, etc. [1]. Nesse modelo, todas estas
substancias produzidas por células cancerosas sao tratadas como um unico campo
escalar ¢(Z), denominado genericamente de concentracao de fatores de crescimento
(GF).

O tecido ¢é representado por uma rede quadrada cujos sitios podem estar ocu-
pados (o(#) = 1) ou vazios (0(Z) = 0), designando células cancerosas e normais,
respectivamente. Aqui, & representa a posi¢ao do sitio na rede. A condicao inicial
sao todos os sitios ocupados por células normais, exceto no centro da rede onde uma
Unica célula cancerosa ¢ inserida, de acordo com a teoria de origem clonal do cancer
[57]. Cada célula do tumor pode realizar uma das trés agoes: divisao, morte e movi-
mento celular com probabilidades pY, , pY,; e P2, Estes parametros representam o

comportamento intrinseco de células isoladas e obedecem a condi¢ao de normalizagao

pgiv +pgel +p9nov =L (41)

A implementagao de uma agao dependera ainda de uma probabilidade p,. (onde act
pode ser div, del ou mov) que depende da concentracao local de fatores de cresci-
mento ¢(Z). Os dois tipos de curvas para pu., sigmdide e sino, usadas no modelo sao

mostradas na figura 4.1. A expressao que descreve a curva sigméide é
0 = *
pact se C($) S Cact7

o(Z) — oy . (4.2)
- caso contrario.
At + ¢(Z) — ¢y

pact(f) =
pgct + [1 - pgct]

¢k € um limiar de concentragao de fatores de crescimento acima do qual a probabi-
lidade intrinseca p?,, ¢ influenciada pelo microambiente celular, ou seja, a cooperagao

efetiva mutua, e A, € o parametro que controla esta influéncia. A curva em “forma
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sino” é descrita por

7

pgct se C(f) S Cth € C(‘f) Z 5020757
1—pY 3’ —1
L) P @+ T se ey < o) < Bl
Pact(T) = 2c 2 (4.3)
0. —1 5— 3pY
Pact — )+ 2 Paa 3¢k < c(X) < 5k,
\ ZCth

A curva em sino usada é uma aproximacao de uma curva Gaussiana e sua largura foi

Sk
fixada em 4c} ;.

1.0

—e—— sigmoide

—o——sino

05—

pact

D
Pant

0.0

Clit 3cs, 5¢;,

act
C

Figura 4.1: Probabilidades das agoes celulares como fungoes da concentragao local de fatores
de crescimento. Dois tipos de fungoes sao consideradas no modelo: funcoes sigmoéides e em

forma de sino.

Na regra sigmoéide, as probabilidades para todas as agoes (Paiv, Pdel € Pmov)
sao curvas sigmoéides simulando que a divisao e migracao celular sao estimuladas por
fatores de crescimento e que a taxa de morte celular aumenta com a concentracao
de fatores de crescimento. Nesta ultima hipotese assume-se que, quanto maior a
concentracao de fatores de crescimento, maior a densidade populacional de células
cancerosas e, conseqiientemente, menor é a quantidade de recursos disponiveis para a
célula. Na regra sino, a competicao entre as células cancerosas ¢ intensificada usando-
se curvas tipo sino somente para pg;, € mantendo as curvas sigmoéides para pger € Prmov-
Isto representa a inibicao da divisao em altas densidades populacionais como uma
resposta a competicao por recursos entre células cancerosas.

A concentragao de GF em cada sitio da rede é determinada de acordo com o
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seguinte procedimento. Todos os sitios da rede tém sua concentracao de GF reduzida
por uma fragao I', simulando a degradacao natural dos GF; paralelamente todos os
sitios ocupados por células cancerosas recebem uma quantidade cy. Operacionalmente,
tem-se que

(@) = (1 = T1)e(Z) + coo(Z). (4.4)

Apoés este passo, determina-se a solucao quasi-estacionaria da equacao de difusao

classica para a concentracao de GF

Je(Z,t)
ot

= DV?c(Z,1), (4.5)

onde o termo do lado direito representa uma difusao linear de GF com constante de
difusdo D. A condicao de contorno satisfeita pelo campo de concentragao é ¢(7,t) = 0
em um circulo de raio R, muito maior que o raio do tumor, centrado no centro da
rede. A equagdo (4.5) é resolvida através de métodos convencionais de relaxagao
usando a mesma rede que representa o tecido. Assim, a equacgao de diferencas finitas

[60] referente & equagao (4.5) é

(&t + 6t) = (@) + (?f; S [el@) - o), (4.6)
(Z,2")

onde Jt e dx sao parametros de discretizacao do tempo e do espaco, respectivamente,
que devem obedecer a condi¢ao de convergéncia Dot/dx < 1/4, e (Z,2") representa a
soma sobre os primeiros vizinhos de . Em todas as simulagoes, a cota superior da
razao (1/4) foi usada. Por fim, as solugoes quasi-estaciondrias sao encontradas quando
a maior diferenca relativa entre duas iteragoes consecutivas da equagao (4.6) é menor
que um valor pré-determinado fixado em 1072,

A regra de crescimento é a seguinte. Em cada passo de tempo, as equagoes
(4.4) e (4.6) sao resolvidas numericamente para calcular a concentragao de GF em
cada sitio da rede. Entao, N(T') células cancerosas sao selecionadas ao acaso com
igual probabilidade, onde N(T') é o niumero total de células do tumor no inicio do
passo T'. Note que qualquer célula pode ser selecionada mesmo as que se dividiram
durante o passo T'. Para cada uma das células selecionadas, uma agao (divisdo, morte
ou movimento) ¢ escolhida com suas respectivas probabilidades intrinsecas (p3;,, P9,
e p2.,). Esta agao serd implementada ou nao com a correspondente probabilidade

local p,s. Cada uma das agoes serd implementada da seguinte maneira:
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1. Diwvisao. Se a célula selecionada divide-se, entao o primeiro vizinho com menor
concentracao de fatores de crescimento serda ocupado por sua célula-filha. Se
nesse sitio existe uma célula cancerosa, entao uma outra célula da periferia
do tumor, que pertenca ao mesmo aglomerado de células cancerosas do sitio
invadido, ocupard uma vizinha normal escolhida ao acaso, simulando que todas

as células foram empurradas até a borda do aglomerado.

2. Migracao. As células cancerosa movem-se para o sitio vizinho normal (se ele
existir) com menor concentracao de fatores de crescimento e, simultaneamente,
seu sitio de origem é ocupado por uma célula normal. Caso a célula nao tenha

uma vizinha normal ela ndo se move.

3. Morte Se a célula cancerosa morre entao seu sitio sera ocupado por uma célula

normal.

Ao fim desta seqiiéncia de N(T') tentativas, um novo passo de tempo comega e o
procedimento inteiro (solugao da equacao de difusdo e aplicagdo das regras de cres-
cimento) é realizado. O movimento celular contra o gradiente de GF na divisao e
na migragao ¢ adotado para simular a propriedade das células cancerosas de invadir
tecidos normais subjacentes, que ¢é auxiliada pela destruicao progressiva da matriz ex-
tracelular préxima a borda do tumor promovida por uma série de enzimas (também
representadas pelo campo de GF nesse modelo) incluindo colagenases, metalopro-
teinases, entre outras, liberadas por células cancerosas [5, 32]. Portanto, supomos
que as migracao das células cancerosas para sitios distantes do tumor é uma resposta
quimiotatica a producao autocrina de varias substancias.

Nesse modelo, as probabilidades pY., representam as propriedades intrinsecas
das células cancerosas, enquanto os parametros D, co, I', ci., e A, caracterizam a
difusao de GF responsaveis pelas interacoes quimiotaticas entre as células cancero-
sas e as respostas celulares a estes fatores. Assim, a principio, o modelo possui 12
parametros, mas este nimero pode ser reduzido por meio de mudanca de variaveis e
algumas simplificagoes. Fazendo as transformacoes ¢ — c/cy, t — Dt/dz* e T — T/0x
obtemos um novo conjunto de variaveis adimensionais no qual os valores ¢y = 1 e
D = 1 sdo definidos em todas as simulagoes. Fixando a relagao pJ, = 0.9p%, e
usando a condigao de normalizagao (4.1), apenas o valor de p?  precisa ser fornecido
para determinarmos as demais probabilidades intrinsecas. Esta tltima relacao é uma
simplificacao na qual fixamos a vantagem carcinogénica e é justificavel pois no mo-

delo sem GF as morfologias e relagoes de escala sao independentes desta razao [23].
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Além disso, a probabilidade de morte deve ser menor que a probabilidade de divisao
pois, caso contrario, o tumor sempre morreria. A segunda hipotese é que o limiar de
concentracao a partir do qual os GF influenciam as agoes celulares é independente da
acgao escolhida, isto ¢, ¢}, = c*.

O modelo possui agora 6 parametros: a taxa de degradacao de GF I', o limiar
de concentragao para os GF influenciarem as agoes celulares ¢*, os parametros Ag;,,
Agel, Amow que controlam as probabilidades de divisao, morte e movimento, respec-
tivamente, e a probabilidade intrinseca de movimento p? . Note que, Ay, existe
apenas na regra sigméide. As simulagoes indicam que apenas trés destes parametros
sao realmente relevantes: a razao a = Age/Adgiv, png e I', lembrando que a é defi-
nido apenas na regra sigméide. Os demais parametros foram fixados em c¢* = 0.5 e

Apmov = Age = 5 para todas as simulagoes mostradas na préxima secao.

4.2 Resultados

O modelo foi estudado em redes contendo 1400 x 1400 sitios. Este tamanho garante
que a regiao onde a equacao de difusao é resolvida (um circulo de raio R = 3 X Ryymor)
estd sempre confinada & rede. Os parametros p’, , e I' mostram-se fundamentais, e
por isso, nos concentraremos aqui na analise detalhada de dois valores para cada
um deles: baixa e alta mobilidade (p?,, = 0.10 e p°_, = 0.50, respectivamente) e
baixa e alta degradacao (I' = 0.1 e I' = 0.3, respectivamente). Para estes valores o
modelo apresentou comportamentos bastante distintos. Por outro lado, o parametro
a, definido apenas para a regra sigmoide, foi variado em uma ampla faixa de valores.

O modelo gera padroes tumorais diversificados que dependem dos detalhes
funcionais e, também, do conjunto de parametros usados. Ambas as regras exibem
transicoes morfologicas. No caso da regra sigmoéide, esta transicao depende da razao
a, que determina a taxa com que as probabilidades pge; € pgir atingem o valor 1. Acima
de uma razao critica a., que é uma funcao crescente da probabilidade de movimento
celular p¥ = os padroes de crescimento sdo assintoticamente compactos, enquanto
que abaixo de a,, sao desconexos (constituidos por células isoladas ou em pequemos
aglomerados) como ilustra a figura 4.2.

Um estudo mais detalhado dessa transicao pode ser feito através dos graficos
S x N, onde S é o numero de células cancerosas na borda do tumor. O caso a > 1
significa que pgipy > Paer, independentemente de ¢, e o modelo deve produzir padroes

compactos onde S ~ N2 no limite assintético. Logo, a. < 1. Para a < a,, os
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Figura 4.2: Padrdes de crescimento de tumores gerados pela regra sigméide com p2,,, = 0.10
(baixa mobilidade celular) e I' = 0.1 (baixa degradacio de GF). Tumores contendo 5 x 10? e
10° células cancerosas para (a) a = 0.5 < a. e (b) a = 0.56 > a, sao mostrados. No primeiro
caso (a < a.), os padroes sao sempre desconexos, enquanto no segundo caso (a > a.), os

padroes comecam desconexos e tornam-se compactos a medida que o tumor cresce.

tumores sao dispersos e, conseqiientemente, S ~ N. Ja para a > a., o tumor é
inicialmente disperso (S ~ ) e torna-se compacto a medida que a tumor cresce. De
acordo com a figura 4.3(a), S atinge um pico seguido de um crescimento de lei em
poténcia dado por S ~ N2 Este pico pode ser associado com o tempo caracteristico
do comportamento transiente desses padroes. Sendo T, o instante em que o pico
ocorre, verifica-se que ele diverge no limite e = a — a, — 0% como T, ~ &7 (figura
4.3(b)). Os resultados fornecem a, ~ 0.51 para baixa mobilidade e a. ~ 0.80 para
alta mobilidade, isto é, p2 = = 0.10 e 0.50, respectivamente, e sugerem 7y =~ 1.6.
O aumento na mobilidade promove um prolongamento do comportamento transiente,
aumentando o tempo caracteristico da compactagao do tumor. Evidentemente, a taxa
de degradacao natural I' também influencia a morfologia e a dinamica dos padroes de
crescimento, uma vez que esse parametro determina a concentracao de GF no tecido.
De fato, os valores de a., T. e v mudam com I' mas, o comportamento é similar ao
descrito acima tanto para alta quanto para baixa degradacao.

Para a regra sino uma transicao morfolégica que depende principalmente da
taxa de degradacgao natural dos fatores de crescimento I' foi observada. No caso de
altas taxas de degradagao, os padroes tumorais resultantes sao conexos com muitos

buracos internos, e para baixas taxas de degradagao os padroes gerados sao descone-
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Figura 4.3: Transicao morfolégica em tumores gerados com a regra sigméide. (a) Gréfico e-
xibindo um pico caracteristico no nimero de células cancerosas na periferia do tumor seguido
de um crescimento em lei de poténcia S ~ N/2. (b) Divergéncia no tempo caracteristico

de saturacao T, quando a — a.. Estes graficos sao referentes aos padroes da figura 4.2(b).

x0s, como mostra a figura 4.4. Os padroes conexos exibem uma interface compacta
entre o tecido normal e o interior do tumor que torna-se mais estreita e definida
quando a mobilidade celular p?  aumenta (figuras 4.4(a) e (b)). De fato, essa mo-
bilidade influencia a quantidade e o tamanho dos buracos no interior do tumor. O
tumor da figura 4.4(d) exibe uma regiao periférica bem definida na qual as ilhas de
células sao maiores que as do interior da lesao. Tal aspecto é observado em padroes
histopatoldgicos de carcinomas de células basais [20]. J& o tumor da figura 4.4(c)
sugere a formagcao de protuberancias freqiientemente observadas em diversos tumores
como melanomas [54] e tumores do ovéario [56].

Os padroes de crescimento para alta mobilidade e alta degradacao de GF mos-
tram um comportamento transiente similar ao observado na regra sigmoéide como
mostra a figura 4.5. No inicio, um forga repulsiva atua entre células cancerosas, pois
os fatores de crescimento estao inicialmente mais concentrados em torno do centro do
tumor e o movimento celular é contra o gradiente destas substancias. Posteriormente,
as células cancerosas (as fontes de fatores de crescimento) tornam-se disseminadas no
tecido invadido, a concentragao de GF torna-se mais homogénea e as células tendem a
mover-se isotropicamente, o que favorece a formacao de padroes mais compactos. No

entanto, um ponto interessante é que para ambas as regras usadas, o fim destes tran-

49



Figura 4.4: Padroes tumorais gerados com a regra sino na qual a divisao é governada
pela equacdo (4.3). Na primeira linha, tumores com 10° células obtidos em simulacoes com
alta degradacio de GF (I' = 0.3) para (a) baixa e (b) alta mobilidade (p2,,, = 0.10 e
0.5, respectivamente) sdo mostrados. A segunda linha contém padrdes com 5 x 10* células

gerados com baixa degradagao de GF (I' = 0.1) para (c) baixa e (d) alta mobilidade.

sientes coincide com o fim da fase lenta e o inicio do crescimento rapido das curvas de
crescimento N(77). Neste estdgio do crescimento, as simulagbes mostram a presenga
de picos para os valores do niimero de sitio na periferia S e para as flutuagoes (desvio
padrao) oy de N e g de S. Estes picos ocorrem quando a concentracao média de GF
nos sitios ocupados ultrapassa o limiar ¢*. Assim, até as células cancerosas iniciarem
a cooperagao mitua efetiva, isto é paet > pl,, 0 tumor cresce lentamente. Apds este
periodo transiente o cancer inicia um crescimento agressivo, previsto pela curva de
progresso de Gompertz que descreve o crescimento dos tumores simulados.

Contudo, quando a < a. na regra sigmdide e I' = 0.1 na regra sino, os padroes
desconexos nao sao transientes. Isso ocorre porque a concentracao média de GF no
interior do tumor fica saturada em um nivel alto o suficiente para que a probabilidade
de morte se iguale a probabilidade de divisao enquanto as células na borda do tumor
continuam se dividindo e migrando na dire¢ao contraria ao gradiente de GF. Por
conseqiiéncia, um nova classe de universalidade, diferente da observada nos modelos

de Eden e Williams & Bjerkness, deve ser associada a estes padroes desconexos.
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Figura 4.5: Comportamento transiente dos padroes tumorais gerados com a regra sino.
Os padroes sao gerados para alta mobilidade e alta degradacao de fatores de crescimento e

contém (a) 5 x 103, (b) 104, (c) 2 x 10* e (d) 10° células cancerosas.

A evolucao no tempo do numero total de células cancerosas N, do raio de
giracao R, e do nimero de células na periferia do tumor S, bem como os expoentes
das leis de escala R, ~ N” e S ~ N7 para o modelo sao resumidos na tabela 4.1. R,
escala com N do mesmo modo que o modelo de Eden independentemente da regra
usada. Por outro lado, S é proporcional a N para os padroes conexos e desconexos.
Ja os padroes compactos observados na regra sigmoéide exibem leis de escala iguais
as do modelo de Eden, ou seja, 0 = v = 0.5. A progressao no tempo do nimero de
células cancerosas N é descrita por curvas de Gompertz (equagao (3.7)) para ambas
as regras usadas. Portanto, os mecanismos microscopicos do crescimento dos tumores
tém pouca influéncia nas curvas de crescimento. Além disso, o crescimento linear
com o tempo do raio de giracao do tumor ¢é suportado por observagoes experimentais

recentes de tumores do cérebro [58].

4.3 Conclusoes

Neste capitulo, estudamos o crescimento de tumores primdarios usando um modelo
no qual proliferacao, morte e movimento celular sao localmente regulados pela con-
centracao de fatores de crescimento produzidos pelas células cancerosas. Duas regras
microscopicas distintas, sigmdide e sino, foram usadas. Os resultados das simulagoes
mostram que os comportamentos de certas quantidades, tais como o ntiimero de células
cancerosas e o raio de giracao do tumor, sao independentes dos detalhes das fungoes
que definem as probabilidades locais e regulam as acgoes celulares. O progresso no
tempo do ntimero de células cancerosas é descrito por curvas de crescimento de Gom-

pertz e o raio de giracao do tumor escala como no modelo de Eden para um ntimero
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Crescimento no tempo Expoentes
Regra Morfologia N R, S v o

Compacto Gompertz Linear Linear 0.5 0.5

Sigméide  (Ager/Adgiv > ac)

Desconexo Gompertz Linear Gompertz 0.5 1
(Ager/Adgiv < ac)
Desconexo Gompertz Linear Gompertz 0.5 1
Sino (T" baixo)
Conexo Gompertz Linear Gompertz 0.5 1
(T" alto)

Tabela 4.1: Resultados para o crescimento no tempo da populagao de células cancerosas,
do raio de giracao, do nimero de células da periferia e para os expoentes que caracterizam

os padroes gerados pelas duas regras usadas.

assintoticamente grande de células. Assim, a lei de Gompertz, que descreve com éxito
a cinética do crescimento de muitos tumores, pode ser uma conseqiiencia robusta de
regras microscopicas distintas que modelam as interagoes quimiotaticas entre células
cancerosas.

Padroes gerados por diferentes regras microscépicas podem exibir morfolo-
gias similares, como mostram os padroes desconexos observados tanto para a regra
sigmoide quanto para a regra sino, suportando as contradi¢oes observadas na relagao
entre os detalhes do comportamento maligno e o crescimento de tumores. Além disso,
o modelo exibe transicoes morfologicas entre padroes de crescimento compacto e des-
conexos quando parametros bioldgicos, tais como a taxa de degradacao de GF ou
suscetibilidade celular a divisao ou morte, sao variados em ambas as regras usadas.
Assim, provavelmente nao ha uma relacao simples entre dimensao fractal e a malig-
nidade das lesoes sugerindo que dimensao fractal pode ser uma ferramenta 1til mas
incompleta em histopatologia.

As morfologias compacta, conexa e desconexa observadas sao caracterizadas
por diferentes leis de escala para o nimero de células da periferia do tumor. Em
padrdes compactos S escala como no modelo de Eden (S ~ N'/2) e é proporcional
a N para os padroes conexos e desconexos. Portanto, alguns aspectos biologicos
parecem influenciar particularmente a estrutura da borda do tumor, enquanto o raio
de giracao e curvas de progresso sao descritos por fungoes mais robustas. A diversidade

biolégica originada das regras microscépicas é o aspecto mais interessante do mo-
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delo. Contudo, a competicao por nutrientes, um aspecto biolégico fundamental do
crescimento de tumores, nao é considerada. Motivados por este trabalho, propusemos
um novo modelo de equagoes de reagao-difusao acopladas com regras microscopicas
estocédsticas para estudar o crescimento de tumores considerando a competicao por
nutrientes entre células cancerosas e normais. Este trabalho é o tema do préximo

capitulo.
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Capitulo 5

Um modelo de reacao-difusao para

o0 crescimento de tumores 2n situ.

Do ponto de vista da biologia, os fatores de crescimento autécrinos estudados no
capitulo anterior desempenham papel fundamental no desenvolvimento dos tumores.
Contudo, nutrientes e outras substancias (hormoénios, GF, etc.) trazidas pelo sistema
vascular sao tao ou mais essenciais para a proliferacao de células cancerosas quanto
a propria estimulacao autdcrina, tanto que tumores precisam promover angiogénese
para desenvolver-se com sucesso [33, 35]. De fato, a taxa de proliferacdo de células
com escassez de nutrientes essenciais para a sintese das proteinas necessérias para
a mitose depende da sua capacidade de competir por esses nutrientes. Tais pontos,
negligenciados no modelo do capitulo anterior, sao os aspecto principais do modelo
descrito neste capitulo [25].

Limitar-nos-emos ao estudo de tumores confinados ao tecido de origem, ou
seja, que nao romperam a membrana basal e nao tiveram acesso ao sistema vascu-
lar, denominados carcinomas in situ (figuras 2.1 e 2.5). Carcinomas in situ sdo
caracterizados por atipia citolégica, necrose, mitose freqiiente e descontrolada, e mor-
fologias tumorais nas quais as células sao organizadas em diversos padroes distintos
[61]. A geometria do tecido usada no modelo é particularmente adequada para tu-
mores epiteliais (figura 2.1), de onde originam-se 90% dos canceres, pois esse modelo
considera que as células recebem nutrientes somente por difusao. Contudo, a esséncia

do modelo pode ser estendida a outros canceres.
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5.1 O modelo de crescimento

Os principios biolégicos bésicos incluidos no modelo sao a proliferacao, o movimento
e a morte celular junto com a competicao por nutrientes entre células normais e can-
cerosas. Os nutrientes (oxigénio, aminoacidos, glicose, metais i6nicos, etc.) difundem
de um vaso capilar através do tecido em diregao as células (normais e cancerosas).
Em condigoes de escassez de nutrientes, a taxa de crescimento das células cancerosas
é limitada pela sua habilidade de competir por nutrientes com as células normais.
Nesse modelo a divisao, migracao e morte de cada célula cancerosa sao controladas

pela concentragao de nutrientes existentes no seu microambiente local.

5.1.1 O tecido

O sistema estudado consiste de um tecido alimentado por um vaso capilar (figura 5.1).
O tecido é representado por uma rede quadrada de tamanho (L+1)x (L+1) e constante
de rede A. O vaso capilar, localizado no topo da rede em z = 0, é a tnica fonte de
nutrientes para as células do tecido. Embora uma massa tumoral contenha diferentes
subpopulagoes [2], nés iremos considerar apenas trés tipos: células normais, cancerosas
e necréticas. Qualquer sitio com coordenadas ¥ = (1A, jA), 4,5 = 0,1,2,..., L, é
ocupado por somente um destes tipos celulares. Ao contrario das células normais,
uma ou mais células cancerosas podem empilhar-se em um mesmo sitio. Por outro
lado, células necréticas sao inertes e, por simplicidade, serao sempre consideradas
como uma tunica célula morta. Assim, cada sitio da rede pode ser visto como um
grupo de células no qual as populagoes de células normais, necréticas e cancerosas
assumem um dos possiveis valores 0,(Z,t) = o4(Z,t) = 0,1 e o.(Z,t) = 0,1,2,...,
respectivamente.

Como “semente” inicial uma célula cancerosa localizada no meio da rede (y =
LA/2) a uma distancia X do vaso capilar é introduzida no tecido normal, de acordo
com a teoria de origem clonal do céncer [57]. Condic¢oes de contorno periddicas ao
longo do eixo horizontal sao usadas. A linha z = 0 representa o vaso capilar e os sitios

com z = (L + 1)A constituem a borda externa do tecido.

5.1.2 Os nutrientes

Como considerado no modelo de Scalerandi et al. [21], nés assumimos que as células

cancerosas sao especialmente vulneraveis a alguns nutrientes criticos, tais como o
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Y capilar

Figura 5.1: Representagao esquemadtica do tecido.

ferro, essenciais para a sintese de DNA e, portanto, para a divisao celular. E suposto
que muitos outros nutrientes necessarios para as células afetam principalmente a mo-
bilidade e morte das células cancerosas. Portanto, os nutrientes sao divididos em dois
grupos: essenciais e nao-essenciais para a proliferacao celular, descritos pelos campos
de concentracao N(Z,t) e M(Z,t), respectivamente. Contudo, é assumido que os dois
tipos de nutrientes tem os mesmos coeficientes de difusao e taxas de consumo por

células normais. Estes campos de concentracao obedecem as equacgoes de difusao

8N(§f,t) = DV’N(Z,t) — YN (Z,t)0n(Z,t) — AvyN(Z, t)oc(Z, 1) (5.1)
’ OM (Z
a(zﬂ,t) = DV2M(Z,t) — yM(Z, )0, (Z,t) — Ay M(Z, t)o (Z,t),  (5.2)

nas quais os termos de absorcao de nutrientes sao proporcionais as populagoes de
células presentes em cada sitio e as taxas de consumo das células cancerosas diferem
das normais por fatores Ay e Ay E importante notar que esse modelo assume a
forma mais simples para os fenomenos de difusao de nutrientes, isto é, equagoes li-
neares com coeficientes constantes. Esta suposicao é uma primeira aproximagao pois
somente os estagios avasculares iniciais do crescimento do tumores, envolvendo um
numero relativamente pequeno de células, sao considerados. Assim, espera-se que
efeitos nao lineares no processo de difusao sejam minimos. Além disso, Ay > Ay €

usado, refletindo a maior afinidade das células cancerosas pelos nutrientes essenciais.
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As condigoes de contorno satisfeitas pelos campos de concentragao de nutrientes
sao N(x = 0) = M(x = 0) = Ky, representando o fornecimento continuo e fixo de
nutrientes trazidos pelo vaso capilar; N(y =0) = N(y = LA) e M(y =0) = M(y =
LA), correspondendo a condigdes de contorno periédicas ao longo do eixo y; por fim,
condigbes de contorno de Neumann, ON(z = LA)/0x = OM(x = LA)/0x = 0, sao
impostas a borda do tecido, o que significa que os nutrientes nao podem atravessar
a borda externa (parte inferior da figura 5.1) do tecido. A hipétese de que o vaso
sangiiineo proporciona um fornecimento constante de nutrientes as células cancerosas
é uma simplificacao que negligencia as respostas complexas do sistema vascular as
mudancas metabdlicas que ocorrem no comportamento celular [47].

Para reduzir o nimero de parametros nas equagoes 5.1 e 5.2, as seguintes

varidveis adimensionais sao definidas

Dt - i N M
:Eam/_x N/:_,M/:—QO[:A l (53)

t = —
A’ Ky Ky D

Usando estas novas variaveis nas equagoes 5.1 e 5.2 e omitindo as plicas, obtemos

ON
e V2N — o*No, — Ava*No, (5.4)

‘ oM
W = V2M — OéZMO'n — )\MCEZMO'C (55)

para as equagoes de difusao que descrevem os campos de concentracao de nutrientes.
Temos ainda que a condi¢ao de contorno no vaso capilar torna-se N(z =0) = M(x =
0) =1 e o valor A =1 é definido.

A concentracao estacionaria de nutrientes na auséncia de células cancerosas
pode ser calculada exatamente usando-se 0.(Z) = 0, 0,(Z) = 1 e a simetria ao longo
do eixo y que garante que N e M sao fungoes apenas de z. Resolvendo as equagoes

—

5.4 ¢ 5.5 com estas restrigoes teremos N(Z) = M(Z) = ¢(x), figura 5.2, onde

ar —Qaxr

e
- 1+€2aL + 1+e—2aL'

e

¢(z) (5.6)
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Figura 5.2: Concentracao de nutrientes na auséncia de células cancerosas para um tecido
de tamanho L = 500. Note que o parametro a determina a quantidade inicial de nutrientes

no tecido.

5.1.3 Dinamica celular

Cada célula cancerosa do tumor pode ser selecionada ao acaso, com igual probabili-

dade, e executar uma das trés acoes:

1. Divisao. As células cancerosas dividem-se por mitose com probabilidade Pj;,.
Se a célula escolhida estd dentro do tumor, seu clone ird empilhar neste mesmo
sitio, e 0.(¥) — o.(Z) + 1. Mas se a célula selecionada pertencer a borda do
tumor, seu clone ocupara ao acaso um dos seus sitios primeiros vizinhos 7
contendo uma célula normal ou necrética e, portanto, o (') = 1 e o, 4(2) =
0. A probabilidade de mitose é determinada pela concentracao de nutrientes

essenciais N presentes no microambiente da célula selecionada

Pun(#) = 1 — exp | (%)2 | (5.7)

O termo gaussiano ¢ incluido para produzir uma curva sigmoéide que satura na

unidade, e o parametro 0,4, controla a forma desta sigméide (figura 5.3(a)).

2. Migracao. Células cancerosas migram com probabilidade P,,,,. Uma célula
selecionada dentro do tumor, no sitio Z, mover-se-a para o sitio vizinho mais
préximo a’ escolhido ao acaso. Portanto, o.(z’) — o.(2’) + 1 e, obviamente,

0.(Z) — 0.(Z) — 1. Por outro lado, se a célula selecionada estd na borda do
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tumor, a invasao do sitio vizinho normal ou necrético dependerd do ntimero de
células cancerosas presentes no sitio da célula selecionada. Se neste sitio existe
uma unica célula cancerosa, ela migra trocando sua posi¢ao com a célula do sitio
invadido. Se existem outras células cancerosas no mesmo sitio da célula seleci-
onada para o movimento, esta célula ocupara o sitio de uma das suas primeiras
vizinhas normais ou necréticas, que, por sua vez, desaparece. Em termos da
populagao celular a migragao de uma célula na borda do tumor corresponde as
seguintes operacoes: oo(z') = 1, 0o(F) — 06(F) — 1, 0na(z’) = 0 € 04(F) = 1 se
o.(Z) = 1. A probabilidade de migracao P,,,, tem a mesma forma funcional de
Py, mas depende da concentracao dos nutrientes nao-essenciais M presentes
no microambiente da célula selecionada e aumenta com a populacao local de

células cancerosas. Assim,

M(2)\?
Pmov(f) =1- exp _Jc(f) <#) (58)
com o parametro 6,,,, controlando a forma desta sigmdide. o.(#) no numerador
indica que a probabilidade de uma célula migrar daquele sitio cresce com o

nimero de células cancerosas presente nele.

Morte celular. Células cancerosas morrem se transformando em células necréticas
com probabilidade Py. Assim, 0.(%) — 0.(¥) — 1 e, quando o, = 1, 04(Z) = 1.
A probabilidade de morte celular Py, é determinada pela concentracao de nu-

trientes nao-essenciais M presentes no microambiente da célula selecionada

Pua(F) = exp —(%)2 , (5.9)

uma distribuigdo Gaussiana cuja variancia depende do parametro 6y (figura
5.3(b)).

As regras da dinamica celular usadas nesse modelo levam em conta que, com

o progresso do crescimento do cancer, a migracao celular aumenta préxima da borda

do tumor devido a alta disponibilidade de nutrientes e ao aumento no niimero de

células cancerosas que liberam uma série de enzimas (colagenases, metaloproteinases,

etc.) responsdveis pela destruicdo da matriz extracelular (segdo 2.2). Além disso,

nas regioes onde ha uma alta densidade populacional e um fornecimento ineficiente
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Figura 5.3: Probabilidades de divisao e morte.

de nutrientes via processo de difusao, a divisao celular ¢é inibida e, ao mesmo tempo,
a probabilidade de morte celular aumenta. Contudo, nestas regras o crescimento e
migracao celular sao possiveis mesmo dentro do tumor. Finalmente, os parametros
Odivys Omov € Baer, que caracterizam a resposta das células cancerosas a concentragao de
nutrientes e incorporam processos genéticos e metabdlicos, devem ser interpretados
em termos da bioquimica e da biologia molecular. Este problema ainda esta aberto.
Os outros trés parametros do modelo «, Ay e A7, associados com o consumo de
nutrientes por células normais e cancerosas, podem ser mais facilmente determinados
em experimentos bioldgicos (veja, por exemplo, [59]).

E importante notar que do ponto de vista da chamada teoria cinética celular,
que fornece uma estrutura geral para a descrigao estatistica da dinamica de células
interagentes [14], as probabilidades locais Py, Pnov € Pie; podem ser interpretadas

como um modelo celular cinético efetivo.

5.1.4 Algoritmo de simulagao

As simulagoes do modelo foram implementadas usando-se o seguinte procedimento.
Em cada passo de tempo T, as equagoes de difusdo (5.4) e (5.5) s@o resolvidas nu-
mericamente no estado estacionario (ON/0t = OM /0t = 0) através do método de
relaxacdo de Gauss-Siedel [60], fornecendo a concentragao de nutrientes em todos
os sitios da rede. Entao, No(T') células cancerosas, o nimero total dessas células no

inicio do passo T', sao selecionadas ao acaso com igual probabilidade. Para cada célula
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selecionada, uma acao (divisao, morte ou movimento) é escolhida com igual probabili-
dade. A acao selecionada sera implementada ou nao de acordo com as correspondentes
probabilidades locais dadas pelas equagoes (5.7), (5.8) e (5.9). Se a célula selecionada
divide ou morre, mudando, portanto, o nimero de células cancerosas que consomem
nutrientes, as equacoes de difusao sao resolvidas numa pequena rede de tamanho li-
near [ = 20 centrada nos sitios alterados. Isto é feito para considerar as pertubacoes
locais e acelerar o algoritmo computacional, desde que o numero de iteracoes ne-
cessarias para encontrar a solucao estacionaria das equagoes de difusao é proporcional
a L? [60]. No fim desta seqiiéncia de No(T) tentativas, um novo passo comega e todo
o procedimento (solugao das equagoes de difusao e aplicacao da dinamica celular) é
iterado. As simulagoes terminam quando um célula cancerosa atinge o vaso capilar.
A concentragao de nutrientes no inicio da simulacao (7" = 0) é dada pela solugao das
equagoes de difusdo na auséncia de células cancerosas, ou seja, pela equagao (5.6). A

figura 5.4 mostra um fluxograma com o algoritmo do modelo de crescimento.

INICIO

< ow > :

4 ndo

w ACABOU?
sim

Figura 5.4: Algoritmo do modelo de crescimento. k é um contador do niimero de tentativas
de executar um agao. Apds N¢o(T) tentativas, o tempo é incrementado em um passo,
as equacoes de difusao sao resolvidas e o contador k£ é reiniciado. O termo ‘OK?’ estd

perguntado se a célula executara a acao escolhida.
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5.1.5 Estimativa do valor de alguns parametros

As simulagoes envolvem passos de tempo com unidades arbitrarias. No entanto, para
uma comparagao com dados reais é necessario associar o passo a uma escala de tempo
real. De acordo com a dinamica celular do modelo, em média, todas as células do
tumor podem dividir-se durante um passo. Por isso, é adequado relacionar o passo de
tempo do modelo com o tempo de duplicagao (“doubling time”) do tumor, que é da
ordem de 10? h ou 4 dias. Como nem todas as células dividem-se durante um passo,
este corresponderd a uma fracao do tempo de duplicacao e foi definido em 1 dia. Note
que o tempo de duplicacao pode ser variado através do parametro 64, que controla a
taxa de divisao celular. O parametro de rede A é definido como um tamanho celular
tipico da ordem de 5 — 20 ym. Em todas as simulagoes usamos redes 500 x 500 e a
“semente cancerosa’ inicial localizada a 300 sitios de distancia do vaso capilar. Assim,
a distancia do vaso a borda inferior do tecido e a semente inicial seriam da ordem
de 1 mm, ou seja, o limite da distancia que células podem sobreviver com nutrientes

recebidos apenas por difusdo (0.1 — 1 mm).

Quantidade Valor estimado Referéncia
tempo de duplicagao ~10% h Rew & Wilson (2000) em [59]
tempo de difusao ~ 10 s Rew & Wilson (2000) em [59]
comprimento de difusao 0.1 —1 mm Carmeliet & Jain [35]
tamanho celular 5—20 pm Cross et. al. [54], Brasileiro [36]
constante de difusao 9.1 x 107° cm?/s  Crone & Leviit (1984) em [59]
constante de difusao ~ 1076 ecm?/s Jain (1987) em [18]
consumo cel. normal 1076 — 5 x 107*/s  Casciari et. al. (1992) em [59]
consumo cel. cancerosa 1075 —1073/s Casciari et. al. (1992) em [59]

Tabela 5.1: Dados usados para estimar a ordem de grandeza de parte dos parametros do
modelo. Os dados referem-se a difusdo e ao consumo de glicose. As referéncias completas

nao citadas na tese podem ser encontradas nos artigos mencionados.

Adotamos o valor da constante de difusao de glicose como um valor carac-
terfstico para D. Patel et. al. [59] usaram D = 9.1 x 107> cm?/s. Por ou-
tro lado, a taxa de consumo das células normais e cancerosas sao estimadas em
107%/s< v < 5 x 1074 /s e 107°/s< Ay < 1073 /s [59], respectivamente. Portanto,
podemos assumir que Ay y estao na ordem de 10 a 100. Usando as constantes forne-

cidas por Patel et. al. [59] estabelecemos duas cotas para o parametro o« = A/~/D

62



dadas por aj,s ~ 1074 e Ogyp ™~ 1073. Medidas mais recentes usadas por Sander
& Deisboeck [18] (D ~ 1075 e¢m?/s) fornecem um cota maior (g, ~ 107%). Por-
tanto, em todas as simulagoes, « esté no intervalo [1073,1072]. Os parametros citados
anteriormente fornecem um tempo de difusao na ordem de 10 s, justificando a apro-
ximacao com solucoes estacionarias das equacgoes de reacao-difusao. Estes dados e os

parametros estimados sao resumidos nas tabelas 5.1 e 5.2.

Parametros Valores usados Interpretacgao
adimensionais  nas simulacoes biolégica
passo de tempo 1 1 dia
A 1 5 pm
L 500 2.5 mm
Y 300 1.5 mm
o 0.002 — 0.008 consumo cel. normal
AMm 10— 25 metabolismo acelerado
AN(> Awr) 25 — 200 metabolismo acelerado

Tabela 5.2: Parametros usados no modelo e o seu significado bioldgico com base na tabela
5.1

Como foi mencionado anteriormente, as parametros da dinamica celular 6y;,,
Oger € Omop nao podem ser estimados experimentalmente e, portanto, precisam ser

ajustados a partir das préprias simulagoes.

5.2 Resultados

Na figura 5.5, as morfologias mais comuns observadas em tumores como papila-
res, compactas e desconexas sao mostradas. Padroes desconexos, tipicos de neoplasias
de células redondas tais como linfomas, mastocitomas e plasmocitomas, correspon-
dem aos padroes de crescimento transientes nos quais as células cancerosas tem alta
mobilidade mas uma taxa mitotica baixa. Por outro lado, se a migracao celular é
muito pequena e a taxa de consumo dos nutrientes essenciais é alta, entao os padroes
formam dedos similares as morfologias papilares encontradas em tumores epiteliais,
tais como carcinomas basal e de pele, e hepatomas. Se a disponibilidade de nutrientes
no tecido é reduzida ainda mais pelo aumento no consumo celular, os padroes papila-

res tornam-se progressivamente finos formando filamentos de células que constituem
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(b)

¢

(h)

Figura 5.5: Morfologias comuns observadas no crescimento de tumores. (a) Padroes pa-
pilares de um papiloma escamoso, (c¢) um carcinoma basocelular sélido e compacto, (e)
um padrao disseminado de um plasmocitoma e (g) filamentos caracteristicos de um triclo-
bastoma. Todos estes padroes histolégicos foram retirados de caes. Os padroes simulados

correspondentes s@o mostrados em (b), (d), (f) e (h), respectivamente.

uma das principais caracteristicas da morfologia dos triclobastomas. Finalmente, em
altas disponibilidades de nutrientes, que no modelo significa baixo consumo celular de
ambos os tipos de nutrientes, os padroes simulados sao compactos como os observados
para tumores solidos.

Como o modelo possui 6 parametros (o, An, Aur, Qaiv, Gaer € Omov), a influéncia
de cada parametro nos padroes de crescimento foi estudada cuidadosamente, dentro
das faixas definidas na tabela 5.2. O consumo de nutrientes por células normais e can-
cerosas, controlados pelos parametros a, Ay e Ay, desempenham um papel central
na formagao de morfologias fractais. Padroes de crescimento tipicos gerados pelo mo-

delo sao mostrados na figura 5.6. Nesta figura pode-se ver morfologias nao-esféricas
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Figura 5.6: Resultados do modelo de crescimento de cancer limitado por nutrientes. Os
padroes sao organizados como funcao da taxa de consumo de nutrientes a para células
normais e o fator multiplicativo Ay para a taxa de consumo pelas células cancerosas dos
nutrientes essenciais para mitose. Os quatro parametros restantes foram fixados em Ay =
10, B4 = 0.3, 00y = 00 (auséncia de migracao celular) e f4; = 0.01. Os padroes sao
mostrados em escala de cinza onde as regidoes mais escuras representam populagoes celulares
mais altas. O nimero total de células cancerosas depende da morfologia do tumor e atinge

até 2 x 10° para padroes compactos.

crescendo em dire¢ao ao vaso capilar, em concordancia com resultados rigorosos de
problemas de contorno mdveis para o crescimento de tumores [62] e resultados ex-
perimentais para tumores do cérebro [63]. Para valores pequenos destes parametros,
correspondendo a condicoes de crescimento nas quais células individuais precisam de
menos nutrientes que o disponivel no tecido, os padroes tendem a ser compactos e
circulares. Contudo, se a taxa de reproducao é baixa devido a necessidade de uma
quantidade de nutrientes para a divisao maior que a presente no tecido, gerando, por-
tanto, uma competicao por nutrientes significativa, os padroes compactos assumem
progressivamente morfologias papilares. Quando os nutrientes tornam-se ainda mais
escassos devido a maiores taxas de consumo, os padroes papilares tornam-se mais

ramificados, transformando-se continuamente em filamentos ou cadeias de células.

65



O aumento da mobilidade celular, controlada pelo parametro 6,,,,, homoge-
neiza os padroes destruindo as morfologias fractais como as observadas na figura 5.6.
Como o movimento € feito ao acaso, em condicoes de alta mobilidade celular as células
estao em constante caminhada aleatéria ocupando com igual probabilidade os sitios
da sua vizinhanca. De fato, em tecidos moles, onde as células tem grande liberdade
de movimento, os padroes tumorais sao sempre homogéneos ou desconexos como no
caso dos linfomas e plasmocitomas. Além disso, tumores muito invasivos sao estrutu-
ralmente desorganizados e nao possuem bordas bem definidas [32]. A homogeneizagao

de um tumor papilar é mostrada na figura 5.7.

(a) (b) (c) (d)

Figura 5.7: Influéncia da mobilidade celular nas morfologias dos tumores. O aumento da
taxa de movimento celular destréi gradativamente os dedos e ramificagoes dos padroes. No
tumor (a) as células nao podem mover-se (0,0, = o0), no tumor (b) a mobilidade existe
mas é muito baixa (e = 2), no tumor (c) a mobilidade é baixa (0, = 0.5) € no tumor
(d) a taxa de movimento é alta (0,00 = 0.05). Os demais parametros foram fixados em
AN =200, Ay =10, a = 2/L, 04, = 0.3 € O4¢; = 0.

Os padroes tumorais gerados pelo modelo foram caracterizados por seu raio de
giracao 4, numero total de células cancerosas N¢ e ntimero de sitios da periferia do
tumor S (incluindo a superficie dos buracos internos). O raio de giragao é definido pela
equagao (3.1), na qual n é o ntimero de sitios ocupado pelo padrao (sitios necréticos e
ocupados por células cancerosas). De modo semelhante, sitios da periferia do tumor
sao definidos como sitios necréticos ou ocupados por células cancerosas que possuem
pelo menos um sitio vizinho ocupado por célula normal. Estas quantidades podem
ser relacionadas a critérios clinicamente importantes tais como curvas de progresso,
taxa de crescimento (tempo de duplicagao do volume) para um certo raio, fra¢oes pro-
liferativas, quiescentes e necroticas do tumor. Em medicina, estes dados sao usados
para determinar a malignidade do tumor e o seu prognéstico. Os resultados obtidos
sao resumidos na tabela 5.3.

Quanto aos mecanismos microscopicos de crescimento, para todos os padroes

simulados a evolugao no tempo da populacao de células cancerosas segue curvas de
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Crescimento no tempo Expoentes

Morfologia Caracteristicas N R, S v o

Baixo consumo
Compacto de nutrientes; Gompertz Gompertz Gompertz 0.5 0.5

Baixa mobilidade

Alto consumo
Papilar de nutrientes; Gompertz Gompertz Gompertz 0.5-0.6 0.6-1

Baixa mobilidade

Pouca divisao;
Disseminado  Alta mobilidade; Gompertz Gompertz Gompertz 0.5 1

Transiente

Tabela 5.3: Morfologias, curvas de progresso e leis de escala para os padroes gerados pelo

modelo com competicdo por nutrientes.

Gompertz, equacao (3.7), como ilustra a figura 5.8. Além disso, o raio de giracao do
tumor R, e o nimero de células cancerosas na periferia do tumor S também exibem
um crescimento de Gompertz, ao contrario dos regimes lineares observados para R, e
mesmo S em nosso modelo anterior sem limitacao por nutrientes (capitulo 4). Assim, o
modelo atual indica que a lei de crescimento de Gompertz para a populacao de células
cancerosas ¢ um aspecto robusto que emerge da dinamica cancerosa com competicao
por nutrientes. E importante notar que ajustes lineares ou de lei de poténcia para o
crescimento no tempo de R, e S também podem ser muito satisfatérios (r? > 0.999)
para varios padroes simulados explicando, portanto, os resultados do nosso modelo
com fatores de crescimento e obervacoes experimentais recentes de tumores do cérebro
crescendo in vitro [58]. Contudo, somente a lei de Gompertz fornece bons ajustes para
todas as trés quantidades N¢, Ry e S.

O modelo reproduz uma observagao biolégica conhecida na qual canceres que
crescem rapidamente, tais como tumores do figado, tendem a formar padroes circula-
res, em contraste com a morfologia ramificada de muitos tumores epiteliais caracte-
rizados por crescimentos lentos. Por exemplo, o tumor compacto da figura 5.6 onde
a=2/L e Ay = 25 levaria cerca de 170 passos de tempo (em torno de 7 meses) para
atingir um tamanho equivalente a 1 mm, enquanto o tumor ramificado, para o qual
a=4/L e Ay = 200, levaria em torno de 1700 passos (quase cinco anos) para atingir
o mesmo tamanho.

Por outro lado, como funcao do ntimero total de sitios ocupados pelo padrao,
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Figura 5.8: Crescimento de Gompertz da populagao de células cancerosas. Os parametros
foram fixados em Ay = 25 (200), a = 2/L, Apy = 10, 045y = 0.3, o = 2 € O3 = 0.03
para a curva com circulos preenchidos (vazios). As linhas sélidas correspondem aos ajustes

nao-lineares com 72 > 0.9995.

ambos R, e S obedecem leis de escala dadas por R, ~ n” e § ~ n?, respectivamente.
Para padroes solidos estes expoentes sao os mesmos encontrados para o modelo de
Eden, v ~ 0.5 e 0 ~ 0.5, correspondendo a padroes circulares e nao-fractais (figura
5.9(a)). Quando o consumo de nutrientes aumenta os padrdes tendem a formas papi-
lares e as leis de escalas para R, e S mudam. Quando o tumor ainda é pequeno os
nutrientes sao abundantes e os tumores crescem como o modelo de Eden. Contudo,
a medida que o tumor torna-se maior e os niveis de nutrientes nos tecidos tornam-se
mais baixos, a morfologia papilar emerge junto com uma mudanca nas leis de escala.
Assim os gréaficos R, X n e S X n possuem um ‘crossover’ separando duas leis de
poténcia: abaixo do tamanho critico v = ¢ = 0.5 e acima deste tamanho o € [0.6,1] e
v € [0.5,0.6], indicando uma morfologia fractal para o tumor pois a dimensao fractal
é o inverso do expoente do raio de giracao, isto é, dy = 1/v [39] (figura 5.9(b)).

Um resultado interessante, mostrado na figura 5.10, é a existéncia de um nucleo
necrético no centro dos padroes simulados para alto consumo de nutrientes ou taxas
de divisao celular. Como observado em tumores reais e esferéides multicelulares in
vitro [13], os padroes simulados sdo constituidos de trés regides distintas: um ntcleo
necrotico central, um faixa interna de células cancerosas quiescentes e uma camada
externa estreita de células proliferativas. Estas regioes diferentes sao evidentes na
figura 5.11 na qual a densidade de células cancerosas e a taxa de divisao média sao

tragadas para um corte longitudinal através do padrao de crescimento. Como pode-
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Figura 5.9: Leis de escala para R, (curvas de baixo) e S (curvas de cima) para tumores
(a) compactos e (b) papilares. Nos padroes compactos, R, e S sempre escalam com a
raiz quadrada do ntimero de sitios ocupados enquanto nos padroes papilares esta lei muda
acima de um tamanho critico. Os expoentes na regiao acima do crossover do grafico (b) sao
v=20.54e0=0.93.

se ver, ambas, a densidade de células cancerosas e a taxa de divisao, tém maximos
nitidos nas bordas do tumor, a frente e oposto ao vaso capilar. Note que os picos
na taxa de divisao sao significativamente mais estreitos que os picos na densidade de
células cancerosas, demonstrando que a fracao proliferativa compreende apenas uma
pequena parte das células cancerosas localizadas na borda do tumor. Além disso,
quanto menor os valores de o e Ay, maior é a fracao de sitios necrdticos para uma
resposta a morte celular (controlada por 6,4) fixa. Em particular, esta fragdo é menor
para os padroes papilares que para os padroes compactos (figura 5.10), sugerindo que a
morfologia mais eficiente para o crescimento sob forte limitagao de nutrientes é fractal.
Finalmente, quanto maior é a migracao celular, mais homogéneos sao os padroes, mais
rapido é o crescimento do tumor e menor ¢é a fracao de células necroticas.

Contudo, nesse modelo limitado por nutrientes, os padroes desconexos comuns
em canceres de células redondas (figura 5.5(e)) correspondem a comportamentos tran-
sientes do modelo para baixas taxas de divisao e alta mobilidade das células cancero-
sas. Além disso, a morfologia ramificada de um triclobastoma visto na figura 5.12(d)
nao pode ser qualitativamente reproduzida pelo modelo. Um aspecto interessante
deste padrao é a presenca de “ folhas”, com o crescimento de cada uma claramente

influenciando as outras. A simples introducao de mobilidade celular sensivel aos gra-
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Figura 5.10: Padroes de crescimento exibindo um ntcleo necrético (em preto). Os
parametros do modelo sdo a = 2/L, Ay = 25, 04ip, = 0.3, 0oy = 00 (sem mobilidade
celular) e 04 = 0.03. A fragao de células necréticas é menor nos padroes papilares que
nos padroes compactos, sugerindo que a morfologia mais eficiente sob forte limitacao de

nutrientes é fractal.

dientes de nutrientes nao é capaz de gerar padroes estacionarios desconexos ou rami-
ficados. Portanto, além do campo de nutrientes, parece que interagoes quimiotaticas
entre as células guiando sua migracao devem ser consideradas. A natureza destas

interacoes bioldgicas e seus resultados serao discutidos na proxima segao.

5.3 Fatores de Crescimento

Do ponto de vista bioldgico a resposta quimiotatica a fatores de crescimento liberados
por células cancerosas parece ser, juntamente com a disponibilidade de nutrientes,
outro aspecto central no desenvolvimento do cancer. A influéncia reciproca entre
células cancerosas mediada por fatores de crescimento autécrinos e paracrinos, fatores
de mobilidade, etc., bem como a producao de enzimas que degradam a matriz extra-
celular alteram o microambiente das células cancerosas e portanto seu comportamento.
Assim, ambos campos difusivos (nutrientes e fatores de crescimento) determinam
as probabilidades locais para a divisao, movimento e morte das células cancerosas.
Como no capitulo 4, o termo fatores de crescimento refere-se genericamente a todos

os produtos liberados pelas células cancerosas.

5.3.1 O modelo

Para investigar o papel dos fatores de crescimento no crescimento limitado por nutrien-

tes, simplificamos nosso modelo considerando um 1nico campo de nutrientes descrito
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Figura 5.11: (a) Densidade de células cancerosas o. e (b) taxa de divisao wg;,, como fungdes
da distancia ao vaso capilar através de um corte longitudinal no tumor. Os parametros do
modelo sdo « = 2/L, A\yy = 25, Ay = 50, 0gi, = 0.3, Oy = 00 (sem mobilidade celular) e
Oger = 0.03. Os méaximos na borda do tumor, préximo e oposto ao vaso capilar em x = 0,
sao evidentes. Portanto, a fracao proliferativa de células cancerosas estd distribuida em uma

camada fina na borda do tumor.

pela equacao de difusao

ON
E = DNVQN — ’}/NO'n — )\")/NUC, (510)

na qual v e Ay sao as taxas de consumo de nutrientes de células normais e cancerosas,
respectivamente. As condigoes de contorno sao as mesmas descritas na se¢ao 5. Por
outro lado, a concentracao de fatores de crescimento (GF) produzidos pelas células

cancerosas obedece a equacao de difusao

%_f = DeV’G — K*G +To.N(Gy — G) | (5.11)

que inclui a degradagao natural de GF, impondo um comprimento caracteristico ~ 1/k
para a difusao de GF, e um termo que cresce linearmente com a concentragao local de
nutrientes até um valor de saturacao GGj;. Portanto, nés assumimos que a liberacao de
GF envolve processos metabdlicos complexos mantidos pelo consumo de nutrientes.
As condicoes de contorno satisfeitas pela concentracao de GF é G(Z,t) = 0 a uma

grande distancia (d > 2/k) da borda do tumor.
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Figura 5.12: Padrdes de crescimento de cancer limitado por nutrientes incluindo a influéncia
entre células cancerosas mediada por fatores de crescimento. Morfologias (a) compacta
(k =0.1 € Oy0p = 1), (b) ramificada (k = 0.025 € 0,0, = 1) e (c) disseminada (k = 0.025
€ Omoy = 0.1). Os demais parametros do modelo foram fixados em o = 3/L, 04, = 0.5,
N* =04 =0.01, A\ =5 eI =10. O ntmero total de células cancerosas de cada padrao é
5x 10*. Para uma comparacdo, uma padrao ramificado real observado em um triclobastoma

é mostrado em (d).

Novamente, o nimero de parametros nas equacoes 5.10 e 5.11 pode ser reduzido

usando novas variaveis adimensionais

t,:D]\;t7 ,I/:E, NI:_u G/:ﬁua: ’7_,
A A KO GM DN
A2 A2 Dq
W=k 2 '=-2 p==6 512
Dy Dy Dy ( )

Usando essas novas varidveis nas equagoes 5.10 e 5.11 e omitindo as plicas

obtemos N
5 = V2N — a’No, — A\a’No, (5.13)
€
oG 9 5
EZDV G—-kG+To.N1-G) (5.14)

para as equacoes de difusdao. A condicao de contorno para os nutrientes no capilar
torna-se N(z = 0) = 1 e o valor A = 1 é definido. Temos ainda que no estado

estaciondrio o parametro D na equacao (5.14) pode ser feito igual a unidade re-
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escalando os parametros k e I'. Assim, as equacoes de difusao para nutrientes e GF
envolvem quatro parametros: a, A, ke I'.

Por outro lado, a dinamica celular tem essencialmente as mesmas regras usadas
na subsecao 5.1.3, mas com as probabilidades das agoes diferentes. A primeira mudan-
¢a introduzida é que, apés a divisao celular, a célula-filha permanece no mesmo sitio
ocupado pela sua mae, independentemente da célula estar na borda do tumor ou nao.
Essa mudancga foi adotada para que o movimento celular fique restrito a quimiotaxia
guiada pelo gradiente de GF que introduziremos no movimento celular e, portanto,
acentuar o efeito da quimiotaxia. Desde que os nutrientes sao essenciais para a sintese
de grandes proteinas e DNA necessarios para a mitose e GF sao indutores de divisao,

a forma proposta para Py, €

Puntd) =1 = exp |~ (215 - ") G<_~””>] | (5.15)

Oc (f) 962iw

O parametro N* determina o nivel de escassez de nutrientes abaixo do qual a re-
producao das células cancerosas é inibida.

A migracao celular envolve grandes reorganizacoes do citoesqueleto que con-
somem energia e sao facilitadas por enzimas que destroem a matriz extracelular e as
estruturas de adesao entre células normais, além da estimulagao do migracao pelos

fatores de motilidade autocrinos. Assim, P,,,, ¢ dado por

, (5.16)

Prow(Z,2") =1 —exp

} [N(f)G(a?) [G(a7) — G(7)]

Hmov

implicando que uma célula migra guiada pelo gradiente e em direcao aos sitios nos
quais a concentracao de GF é menor que a do sitio de partida. Obviamente, se
G(2') > G(&) entdo Py = 0.

Finalmente, a morte celular continua sendo causada pela falta de nutrientes

Puu(Z) = exp [_ (%)1 . (5.17)

5.3.2 Resultados

Na figura 5.12 padroes simulados compactos, ramificados e desconexos sao mostrados.
A estrutura ramificada mostrada na figura 5.12(b) pode ser comparada com o padrao

de um triclobastoma exibido na figura 5.12(d). Em contraste aos dedos compactos
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dos padroes papilares da secao anterior, nestas morfologias ramificadas o tumor tem
fiordes e pontas similares aquelas observadas em padroes DLA. Nés enfatizamos que
sem interagoes quimiotaticas entre células cancerosas o modelo limitado por nutrien-
tes nao pode gerar padroes desconexos estacionarios. Ja a presenca de quimiotaxia
GF guia, na média, a migracao celular para fora do tumor, promovendo sua expansao
e, consequientemente, gerando padroes desconexos para alta mobilidade celular. No-
vamente, os padroes foram caracterizados por seus raios de giracao I?,, numero total
de células cancerosas e numero de sitios na periferia do tumor. Essencialmente os
mesmos resultados foram obtidos para progresso no tempo do cancer, relacoes de es-
cala e estruturas espaciais exibindo um ntcleo necrético, uma faixa interna de células

quiescentes e uma camada externa de células proliferativas.

5.4 Conclusoes

Um modelo com limitacao por nutrientes para o crescimento de tumores avasculares
foi investigado através de simulagoes numéricas. Na sua versao original a proliferacao,
migracao e morte celular sao localmente controladas pela concentracao de nutrientes
fornecidos por um vaso capilar. Estes nutrientes sao divididos em dois grupos, o pri-
meiro associado as necessidades metabdlicas usuais das células e o segundo essencial
para a sintese de proteinas e acidos nucléicos envolvidos na divisao celular. Os campos
de concentracao de nutrientes sao determinados resolvendo-se as respectivas equagoes
de difusao numa rede quadrada que modela o tecido primério. Nossas simulacoes mos-
tram que o progresso no tempo do nimero total de células cancerosas, raio de giracao
do tumor e ntimero de sitios na periferia do tumor é descrito por curvas de Gompertz.
As morfologias compactas e papilares geradas obedecem diferentes leis de escala para

1/2 ¢omo no modelo

o numero de sitios de periferia. Para padroes compactos S ~ n
de Eden, enquanto para padroes papilares o expoente na lei de poténcia cresce em
direcao a unidade quando o consumo de nutrientes aumenta, indicando uma morfolo-
gia fractal para o tumor. Nesta versao do modelo a migracao nao é guiada por sinais
quimiotaticos secretados pelas células cancerosas e, como conseqiiéncia, a mobilidade
celular contribui para arredondar e homogeneizar os padroes de crescimento. Além
disso, os tumores simulados incorporam um estrutura espacial composta de um nticleo
necrético central, uma faixa interna de células quiescentes e uma camada externa de

células proliferativas de acordo com dados biolégicos.

Para simular padroes desconexos e ramificados, tipicos de tumores de células
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redondas e triclobastomas, uma interacao quimiotatica entre células cancerosas me-
diadas por fatores de crescimento foi adicionada ao modelo com competicao por nu-
trientes. Novamente, resultados similares foram obtidos para o progresso no tempo
do cancer e relagoes de escala. Assim, a lei de Gompertz emerge como um aspecto
robusto do modelo de crescimento de cancer com limitagao por nutrientes.

Além dos resultados encorajadores para as curvas de progresso, leis de es-
cala e padroes de crescimento, incluindo simetrias nao-esféricas, o principal aspecto
deste trabalho é a tentativa de conectar as equagoes de difusao macroscépicas para
nutrientes e/ou fatores de crescimento as respostas celulares e interagoes na escala
microscopica através de um modelo cinético celular efetivo. Na verdade, as proba-
bilidades locais Py, Pnow © Pge descrevem de um modo estocdstico os processos
dinamicos que ocorrem nas populacoes celulares como uma resposta a campos difusi-
vos de nutrientes e fatores de crescimento.

Por fim, um ponto que precisa ser discutido é o problema da dimensao do
modelo. Embora na literatura recente a maioria dos modelos para descrever as mor-
fologias de tumores seja em duas dimensées [18, 19, 20, 21, 59], tumores reais sao
essencialmente tridimensionais. No entanto, como aquele aqui proposto, esses modelos
envolvem solugoes numéricas de equacoes de reacao-difusao através de métodos de
relaxagao. Em geral, estas equagoes precisam ser resolvidas até dezenas de milhares de
vezes (como é o caso desse modelo) o que torna o problema em 3d computacionalmente
impraticavel, desde que o niimero de interagoes para a convergéncia é proporcional a
L? [60], onde L ¢ o tamanho do sistema e d a sua dimensdo. No entanto, tais modelos
permitem estudar qualitativamente diversos aspectos fisicos e bioldgicos importantes,

mesmo que as comparagoes quantitativas sejam limitadas.
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Capitulo 6

Simulando quimioterapias para

para tumores in situ

Neste capitulo, analisamos os efeitos de estratégias quimioterapicas distintas nos
padroes, leis de escalas e de crescimento obtidas para o modelo do capitulo anterior.
O objetivo aqui nao é construir modelos de terapia que incluam numerosos detalhes,
mas sim modelos efetivos que sejam os mais simples possiveis e que permitam estudar
a sensibilidade das varias morfologias encontradas no modelo com limitacao de nu-
trientes aos diversos tratamentos. Dois tipos de quimioterapias foram considerados,
aquelas que matam células cancerosas e aquelas que bloqueiam a mitose celular, mas
permitem a célula sobreviver por algum tempo. O contetido deste capitulo refere-se
aos resultados do artigo [27], que é um evolugao natural do artigo anterior [25] descrito

no capitulo 5.

6.1 Introducao

No combate contra o cancer, remogao cirtrgica, quimioterapia e/ou radioterapia sao
os tratamentos mais comuns para a erradicacao completa da massa tumoral. No en-
tanto, atualmente, novos tratamentos, tais como terapias imunotéxicas [64], genéticas
[65], antiangiogénicas [34] e com virus [66] estdo sendo desenvolvidas e usadas com
sucesso em diversos tipos de tumores experimentais e humanos. Embora exista uma
grande perspectiva de que estas novas estratégias de tratamento substituam os trata-
mentos convencionais, que provocam muitos efeitos colaterais, quimioterapia é ainda

um método amplamente usado. Além disso, do ponto de vista da ciéncia bésica, com-
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preender como os diversos tratamentos podem alterar as propriedades de tumores é
um problema fundamental. Assim, ao lado da vasta literatura devotada ao cresci-
mento de tumores, muitos artigos cientificos relativos a modelos de terapia do cancer
foram recentemente publicados. Particularmente, a dinamica de células cancerosas
sob tratamento com agentes antimitéticos [67, 68]; radioterapia [46, 69]; virus que
replicam seletivamente em células cancerosas [15]; drogas antiangiogénicas [52]; bem
como os efeitos da resisténcia de tumores as drogas e da vasculatura dos tumores na
quimioterapias [70]; foram estudados usando modelos matemdticos. Neste trabalho,
estudamos explicitamente os efeito de um modelo de quimioterapia sobre as morfolo-
gias geradas pelo modelo do capitulo 5. A principal idéia aqui nao é apenas determinar
as condigoes em que o tratamento tera ou nao sucesso, mas também estudar o com-
portamento destes tumores sob tratamentos brandos que permitam que eles cresgam,
mesmo que lentamente. Estas andlises sao facilmente implementadas no modelo com
difusao de nutrientes e, como veremos, sugerem comportamentos complexos descritos
nas segoes seguintes, que tratam de quimioterapia com drogas citotdxicas (se¢ao 6.2)

e drogas antimitéticas (segao 6.3).

6.2 Tratamento com drogas citotéoxicas

O principal objetivo dos tratamentos antitumorais com drogas quimioterapicas é ma-
tar ou ao menos parar a proliferacao de células cancerosas. Em geral, as drogas
deveriam agir somente nas células proliferativas, principalmente as cancerosas. Con-
tudo, drogas citotoxicas também destroem células normais proliferativas, provocando
vérios efeitos colaterais [71]. De fato, células epiteliais dos sistemas respiratério e
gastro-intestinal, as quais reproduzem-se freqiientemente para repor suas contrapar-
tidas mortas, sao fortemente afetadas. Nesta secao, analisamos um modelo quimio-
terapico simples no qual os detalhes complexos das respostas de células cancerosas
em fases diferentes do ciclo celular as drogas sao substituidos por um modelo cinético

efetivo.

6.2.1 O modelo

Como usado em outros modelos [72], a quimioterapia é modelada por uma liberagao
periddica de drogas citotoxicas. As drogas sao fornecidas através do mesmo vaso ca-

pilar que fornece nutrientes ao tecido. Varias drogas citotoxicas e suas propriedades

7



foram exaustivamente estudadas, tais como amsacrina, cisplatina, ciclofosfamida, ci-
tarabina, mustina, e antraclicina [73]. Aqui, as numerosas barreiras envolvidas na
liberacao de drogas aos tumores [74] nao foram consideradas, e o tratamento comega
quando a massa tumoral contém N, células cancerosas. Quando uma dose é apli-
cada, a concentragao de drogas no capilar assume um valor maximo @0, que decresce
progressivamente devido a eliminacao gradual das drogas pelo organismo. Por isso,
novas doses sao periodicamente administradas em intervalos de tempo 7 na maioria
das estratégias quimioterdpicas [73]. Vaérias formas funcionais para a evolucao da
concentragao foram consideradas em modelos de terapia [72]. No entanto, adotamos
um modelo realista no qual a concentracao de drogas no capilar, @ (T'), é uma funcao

do tempo dada por

~ 0, T < Ty
QT) =19 ~ , (6.1)
Qoexp [—(T' —Ir)/Tx], To+Ir <T <To+(I+1)r
onde [ = 0,1,2..., Ty é o tempo caracteristico de eliminacao das drogas pelo orga-

nismo, e Ty € o instante em que o tratamento comeca. A forma funcional de @(T) é

mostrada na figura 6.1.
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Figura 6.1: Evolugao temporal da concentragao de drogas no vaso capilar.

Do mesmo modo que os nutrientes, as drogas difundem do vaso capilar em
direcao as células no tecido, e a concentracao de drogas Q(Z,t) em cada sitio da rede

em cada passo de tempo é dada pela solucao estacionaria da equacao de difusao

%—? = DoV?Q — T’Q — \o[*Qo, (6.2)
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que é andloga as equacoes usadas para a difusao de nutrientes. O primeiro, segundo
e terceiro termos do lado direito representam para as drogas a difusao, degradacao
natural e a absorcao por células cancerosas, respectivamente. Como as equacoes que
descrevem a concentracao de nutrientes, esta equacgao é a mais simples que descreve o
fenomeno de difusdo. A equacao (6.2) é escrita com as mesmas variaveis adimensionais
de (5.4) e (5.5). Além disso, usando a transformagao @@ — @/ Qo e lembrando que
a equacao (6.2) sempre é resolvida no estado estaciondrio, os parametros @0 e Dg
podem assumir o valor unitario sem qualquer perda de generalidade. As condicoes de
contorno sao as mesmas usadas para os campos de nutrientes, exceto no vaso capilar
onde a concentracao em cada passo de tempo é dada pela equagao (6.1).
Finalmente, um tnica mudanca é introduzida na dinamica celular descrita na
subsecao 5.1.3: uma probabilidade adicional de morte ocorre sempre que uma célula
cancerosa sofrer mitose. Assim, cada vez que uma célula cancerosa divide-se , cada

uma das células geradas pode morrer com probabilidade

Pi(@) =1—exp |- (%) : (6.3)

O parametro 6&2) controla a sensibilidade da célula as drogas. Além disso, desde que
no modelo original as células normais nao fazem parte da dinamica celular, isto é,
elas nao se dividem e nem morrem, desconsideramos os efeitos quimioterapicos sobre

o tecido normal.

6.2.2 Resultados

Morfologia Ay Ay Ao « ' Oaiw Oaa T«
Compacta 25 10 10 2/L 2/L 0.3 0.03
Papilar 200 10 10 2/L 2/L 0.3 0.03
Ramificada 200 10 10 3/L 2/L 0.3 0.01
Necrética 50 25 10 3/L 2/L 0.3 0.03

N

Tabela 6.1: Parametros fixos usados na simulac¢oes do crescimento dos tumores sob

tratamento quimioterapico para cada tipo morfolégico.

O principal objetivo deste trabalho é investigar os efeitos de tratamentos nas
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varias morfologias, leis de escala e de crescimento observadas no modelo original. As-
sim, para cada morfologia, determinada pelos parametros fixos descritos na tabela 6.1,
os parametros do tratamento, mais precisamente 7 (o periodo da dose), 923) (eficiéncia
da droga) e Ny (tamanho do tumor no inicio do tratamento) foram variados. Tais
parametros podem ser diretamente testados no laboratério. Os demais parametros
(Mg, I' e Ty) associados com a difusdo de drogas também foram fixados em todas as

simulagoes.

i

()

Figura 6.2: Padroes de crescimento de tumores gerados pelo modelo limitado por nutri-
entes. Dois padroes tipicos, sem (esquerda) e com tratamento leve (direita) sao indicados,
para morfologias (a) compactas, (b) papilar, (c) ramificada, e (d) padrées com um nicleo
necrético central. Os parametros fixos usados para gerar estas morfologias sao listados na
tabela 6.1. Tratamento leve significa que o periodo entre as doses é grande (7 = 20) e, por-
tanto, os tumores crescem continuamente. Os outros parametros sao 9&3) =0.1e Ny = 10%
A interpretacao das escalas cinza e o tamanho do tecido sdo os mesmos indicados na figura
5.6.

Na figura 6.2, os padroes correspondentes as morfologias compacta, papilar e

ramificada com e sem quimioterapia sao mostrados. Os parametros usados para obter
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os padroes mostrados nessa figura sao os de um tratamento leve, ou seja,o tratamento
nao é capaz de cessar o desenvolvimento do tumor. Como pode-se ver, as morfo-
logias dos padroes tumorais nao mudam significativamente sob tratamento brando.
Contudo, as regioes ocupadas pelos tumores tratados sao maiores que as ocupadas
por tumores sem tratamento. Estes resultados sugerem que o ataque direto ao tumor
pode ser uma estratégia inadequada de tratamento. De fato, quanto mais invasivo
¢ o tumor, maior ¢é a possibilidade das células cancerosas atingirem o vaso capilar e,
portanto, metastatizarem com sucesso. Tal resultado esta de acordo com a teoria de
Israel [4], segundo a qual canceres disparam mecanismos de adaptagdo em situagoes
adversas similares aos observados em colonias de bactérias. Além disso, nesse modelo
nenhuma mudanca genética ou epigenética é necessaria para explicar o aumento da
agressividade do tumor. Ela emerge naturalmente das regras de crescimento do mo-
delo. Um tumor submetido a sucessivos tratamentos quimioterapicos que nao levam a
sua completa erradicacao, pode progressivamente tornar-se mais resistente, agressivo
e maligno.

Foram observadas leis de escala R, ~ n” e S ~ n? muito similares para tumores
tratados e sem tratamento (valores de v e o s2o mostrados na tabela 5.3). As pequenas
diferencas nos valores dos expoentes para o numero de sitios na periferia do tumor
desaparecem no limite assintético do tamanho do tumor (figura 6.3). Esta invariancia
de expoentes sugere que a morfologia fractal é um aspecto robusto destes tumores e nao
pode ser mudada por pequenas perturbacoes no microambiente celular. Obviamente,
as leis de escala para R, e S nao sao definidas para os tumores que cessam seu
crescimento.

Também estudamos a influéncia dos parametros do tratamento (7, 0&3), Ny) nas
curvas de crescimento dos tumores. Na figura 6.4, a evolucao no tempo do niimero de
células cancerosas de padroes compactos é mostrada. Dependendo do periodo da dose
T, 0s tumores podem desaparecer, saturar seu crescimento ou progredir seguindo uma
lei de poténcia. Na verdade, o intervalo de tempo entre duas doses consecutivas é um
aspecto clinico fundamental que determina o sucesso do tratamento. O regime de lei
de poténcia observado quando 7 é grande significa um crescimento lento, contrastando
nitidamente com o crescimento exponencial presente na lei de Gompertz que descreve
o progresso dos tumores sem quimioterapia.

O tamanho do tumor no inicio do tratamento é outro fator importante. De fato,
os expoentes das leis de poténcias do crescimento dos tumores sao menores quando o

tamanho inicial do tumor é maior, ou seja, a taxa de eliminagao das células cancerosas
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Figura 6.3: Comparacao entre as leis de escala para tumores papilares com (circulos) e
sem (cruzes) tratamento. Os parametros do tratamento usados sao 7 = 20, Hc(lgl) =01le
Ny = 10%. Os expoentes das curvas S x n sdo o =~ 0.97 e o ~ 0.92 para os padroes com e
sem tratamento, respectivamente, enquanto os expoentes de raio de giragao tém o mesmo

valor v ~ 0.53.

cresce com o aumento tamanho inicial do tumor. Esse cenario parece ser universal.

As vezes, como ilustra o destaque da figura 6.4, tumores compactos que come-
caram a receber drogas em intervalos regulares 7 = 5 quando continham N, = 10*
células podem ser eliminados mais lentamente que outros tumores que comecaram a
ser tratados com Ny = 5 x 10* células cancerosas. Contudo, isto ndo é uma regra.
Por exemplo, simulagoes de tumores papilares indicam que os tumores menores sao
eliminados mais rapidamente, embora os expoentes das leis de poténcia continuem
sendo menores para os tumores maiores. Finalmente, como os expoentes das leis
de crescimento dependem do conjunto de parametros usado, eles nao sao universais.
Quanto ao parametro Qfl?l), ele apenas modifica a eficiéncia do tratamento, ou seja,
quanto maior o seu valor menor a taxa de eliminagao do tumor.

Padroes de crescimento de tumores compactos sob tratamentos mais agressivos
sao mostrados na figura 6.5. Nesses padroes, os tratamentos nao foram capazes de
eliminar completamente o tumor, mas impediram que eles continuassem a crescer. O

tratamento citotéxico pode levar a formagao de necrose nos padroes simulados, prin-
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Figura 6.4: Curvas de crescimento para padroes compactos (linhas pontilhadas). Trés
intervalos entre as doses foram testados (7 = 5,10,20) em tumores com dois tamanhos
iniciais distintos: No = 10* e Np = 5 x 10 (destaque). Os expoentes das leis de poténcia
(inclinagdo das retas no grafico log x log) sdo 1.3 (0.98) para tumores com Ny = 10* (Ny =

5 x 10%) quando 7 = 20, e 0.05 (-0.09) quando 7 = 10.

cipalmente nos tumores em que os tratamentos iniciaram-se quando eles continham

5 x 10* células cancerosas.

Figura 6.5: Padroes de crescimento de tumores compactos tratados com estratégias qui-
mioterapicas distintas. O tratamento foi capaz de cessar o crescimento destes tumores sem
elimina-los. Os parametros do tratamento usados foram (a) Ng = 10%, 7 =10 e 9&2) =0.1;
(b) No =5x10%, 7 =10 6% = 0.1; (c) No = 104, 7 = 20 ¢ 8% = 0.03; ¢ (d) No = 5x 10%,
7=20¢ 69 =0.03;

Tumores com morfologias fractais sao mais resistentes aos tratamentos. Na
figura 6.6, as curvas N¢o X T sao mostradas para as morfologias compacta, papilar,
ramificada e necrética exibidas na figura 6.2 sob tratamentos intensos (7 =5 e 9226[ =
0.1). Note que quanto mais fractal é o tumor, maior é o tempo necessario para elimina-

lo. Realmente, as taxas de crescimento mais lentas dos tumores fractais implicam
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em uma fracao maior de células cancerosas mantidas no estado quiescente. Assim,
como as drogas quimioterapicas consideradas nesse modelo agem somente em célula
que se dividem, o tratamento torna-se ineficiente quando a maior fracao das células

cancerosas ¢ quiescente.

T F
. ramificado
8x10"— -
6x10° i
5 | i
Z
4x10° i
sy papilar
B necrotico compacto
0 T \ Ty ‘
0 2x10° 40" 6x10 810’ 10°
T

Figura 6.6: Curvas de crescimento para as diferentes morfologias tumorais. As doses foram

aplicadas em intervalos 7 = 5 em tumores com tamanhos iniciais Ng = 10%, com 9&2) = 0.03.

Para complementar, estudamos os padroes tumorais que exibem um ntcleo
necrotico central. Os resultados para o crescimento do cancer e as correspondentes
leis de poténcia sao similares aos encontrados para os padroes compactos. A densidade
de células cancerosas e sua taxa de divisao média ao longo dos padroes de crescimento
nao sao significativamente alteradas quando os tumores sao submetidos a tratamen-
tos brandos (intervalos de tempo longos entre doses consecutivas e baixa eficiéncia
das drogas). Além disso, os padroes de crescimento sdo muito parecidos com os en-
contrados para tumores com nucleo necrético sem tratamento. Finalmente, tumores
que formam necrose central sao mais facilmente eliminados quando os intervalos mais

curtos entre a administragdo das doses sao considerados (figura 6.6).

6.3 Drogas quimioterapicas antimitdticas

Diversas drogas usadas em quimioterapias para o cancer nao visam matar as células
cancerosas. Em vez disso, elas tem como objetivo parar o ciclo celular em pontos
especificos. Como uma conseqiiéncia, as células cancerosas cessam ou desaceleram

suas taxas de crescimento. Exemplos destas drogas incluem o agente antimitético
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curacina A que bloqueia a ciclo celular na fase M, mitomicina C, doxorubicina, e
aclarubicina entre outras [73]. Para analisar os efeitos das drogas que inibem a divisao
celular nos padroes tumorais, introduzimos uma mudanca muito simples na dinamica
celular do modelo descrito na segao anterior. Em vez de uma probabilidade adicional
de morte dada pela equacao (6.3), a probabilidade de divisao é modificada com a
inclusdo de um termo adicional na equagao (5.7). Assim, a nova probabilidade de

divisao torna-se

N \? Q
Py, =1—exp |— (Ucedw) + ing}) ) (6.4)

na qual o primeiro e o segundo termo no argumento da exponencial competem entre si
estimulando e inibindo a mitose celular, respectivamente. O parametro 0((11%) controla a
influéncia das drogas na divisao celular. Obviamente, se o argumento da exponencial
é maior que zero entao Py, = 0.

A interpretagao bioldgica desse modelo é bastante diferente da considerada
na ultima secao. Agora, as drogas alteram as caracteristicas intrinsecas das células
cancerosas e, conseqiilentemente, os tumores devem comportar-se diferentemente da-
queles tratados com agentes citotéxicos. De fato, como se pode ver na figura 6.7, uma
transicao morfologica para os padroes tumorais quando os periodos entre as doses
diminuem ¢é observada. Nessa figura, um padrao que é compacto quando intervalos
longos sao considerados (7 = 20) torna-se progressivamente fractal, passando por mor-
fologias papilares (7 = 4) e ramificadas (7 = 2). Se o periodo ¢ suficientemente curto
(1 = 1), o tumor transforma-se em um pequeno aglomerado cujo tamanho permanece
constante durante a terapia.

Obviamente, o periodo critico depende de outros parametros do modelo, es-
pecialmente do parametro (95,%. Para ver esta dependéncia, o valor critico de eflff}*
para o qual o tumor cessa seu crescimento com probabilidade 1 como uma fungao
do intervalo 7 foi avaliado. Uma andlise de campo médio das equagoes (6.1) e (6.4)

fornece
div p( / X ) ) ( . )

em concordancia com as simulagoes, como indicado pela figura 6.8. Assim, foi encon-
trado um decaimento exponencial com o comprimento caracteristico Ty que € inde-
pendente dos outros parametros do modelo. Esta lei, relacionando dois parametros

clinicos importantes, é valida para um amplo conjunto de parametros. Além dos tu-
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Figura 6.7: Padroes compactos sob tratamento com agentes antimitdticos. O intervalo entre
as doses 7 foi variado e Hég}) = 0.3 fixado. Os outros parametros do modelo sao indicados
na tabela 6.1. Tumores tornam-se cada vez mais fractais a medida que o intervalo entre as
doses diminui. No periodo critico os tumores atingem um estado quiescente no qual seus

tamanhos permanecem constantes durante todo o tratamento.

mores compactos mostrados na figura 6.7, também foram simulados tumores papilares
sob tratamento antimitotico, e uma transicao morfoldgica similar foi observada.
Para provar a relagao (6.5) fazemos uma aproximacao de campo médio na qual
os nutrientes, as drogas e as células cancerosas estao uniformemente distribuidos ao
longo dos tumores que cessam seu crescimento, isto é, independem da posicao. A
segunda hipdtese é que o nimero de células cancerosas e a quantidade de nutrientes
nao variam no tempo. Sendo a concentracao de drogas uniforme ao longo tumor,
espera-se que ela seja proporcional a quantidade de drogas liberada no capilar, ou
seja, é(T) (equacao (6.1)). Desprezando a probabilidade de morte, a condi¢ao em

que nenhum crescimento ocorre é Py, = 0 ou, segundo a equacao 6.4,

QT) _ N
div

Lembrando que a cota inferior para Q(7T') é proporcional ao valor minimo da equagao
(6.1), isto é
min Q(7T) ~ exp (—7/T%),

e considerando a igualdade em (6.6) juntamente com as hipdteses anteriores, encon-

tramos a relagao 6.5.
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Figura 6.8: Valores criticos Qégj)* como uma funcao do periodo da dose 7 em uma escala

mono-log. Os simbolos representam os dados das simulacoes e as retas os respectivos ajustes
exponenciais. Os circulos abertos referem-se as simulagoes que usam os parametros para
os tumores compactos listados na tabela 6.1. Os quadrados (circulos preenchidos) repre-
sentam as mesmas simulagoes exceto que Ty = 6 (0, = 0.1). Além disso, as inclinagoes

1/4 (circulo) e 1/6 (quadrado) s@o indicadas. Para estimar Héﬁ)* realizamos 20 simulagdes

)

independentes para cada valor de 0((1?1} e consideramos que a falha do crescimento em todas

estas tentativas significa a laténcia do tumor.

A figura 6.9 mostra que estas transicoes morfolégicas ocorrem em valores bem
definidos de Qc(lg}). Préximo do ponto critico, instabilidades nas equacoes de reacao-
difusao levam a crescimentos ramificados, como foi discutido por Sander & Deisboek
[18]. Abaixo deste limiar, a taxa de morte celular iguala-se & taxa de divisao celular e
o crescimento do tumor efetivamente para. Este comportamento qualitativo préximo
a transicao provavelmente nao sera observado em tumores experimentais, ja que uma
determinacao muito precisa de 96(% é muito dificil. Por outro lado, experimentos
exibindo ambos os regimes, acima e abaixo do valor critico, sao atualmente factiveis
devido aos grandes avancos no controle de administracao de drogas. Tais ensaios
poderiam corroborar os comportamentos complexos previstos pelo nosso modelo.

O tratamento antimitotico afeta ambas as leis de crescimento e de escala. Os
padroes compactos no modelo original, nos quais o raio de giracao e nimero de sitios
ocupados na borda do tumor escalam com a raiz quadrada do niimero total de sitios
ocupados (i. e. ¥ = ¢ = 1/2), tornam-se progressivamente mais fractais quando os

intervalos entre as doses sao reduzidos. Conseqiientemente, foram obtidos v > 1/2 e

87



0.25 0.26 0.28 0.29

Figura 6.9: Transigoes morfologicas em 9((121)*. Os padroes eram originalmente compactos e

os parametros do modelo sao listados na tabela 6.1. O periodo da dose foi fixado em 7 = 2

e 9&% variado em torno do seu valor critico e os valores usados sao indicado abaixo de cada

padrao.

o > 1/2 indicando tumores fractais com dimensao fractal d; = 1/v. Em geral, todos
os tumores tornam-se mais fractais quando submetidos a tratamentos antimitoticos.
Logo, existe um contraste nitido com a invariancia da dimensao fractal dos tumores
sob tratamentos brandos com drogas citotoxicas descrito na secao anterior. Na figura
6.10 o aumento do nimero de células cancerosas em relacao ao inicio do tratamento
(Nc — No) é mostrado, para intervalos entre doses distintos, como uma fung¢ao do
tempo apds o inicio do tratamento (T — Tp). Estas curvas sugerem leis de poténcia
para a evolugao no tempo do niimero de células cancerosas com uma fraca dependéncia
do parametro 7. De fato, temos que (Ng— Ny) ~ (T'—Tp)? com 3 € [1.2,1.4]. Quando
7 diminui, o niimero de células cancerosas inicialmente decai por um certo tempo, mas
subseqiientemente retoma seu crescimento (destaque da figura 6.10). Abaixo de um
dado intervalo entre as doses, N¢ decresce monotonicamente até um valor constante.

Para analisar as taxas de divisao através do tumor, computamos a densidade
média de células cancerosas ((o.)) e a taxa de divisdo celular (wg;,) ao longo de
um corte longitudinal no padrao de crescimento, como fizemos no capitulo 5 para
os tumores com ntcleo necrético. Na figura 6.11 esses graficos sao mostrados para
padroes compactos tratados com valores de 7 distintos. Para valores de 7 maiores (Fig.
6.11(a)) ambos, taxa de divisao e densidade de células cancerosas, tém maximos acen-
tuados na borda do tumor, em frente e oposto ao vaso capilar. Note que os picos para
a taxa de divisao sao significativamente mais estreitos que os picos da densidade de
células cancerosas, demonstrando que a fragao proliferativa do tumor abrange apenas
uma pequena faixa localizada na borda do tumor. A medida que o tratamento é in-

tensificado (valores menores de 7 sdo considerados) as densidades celulares ao longo
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Figura 6.10: Curvas de crescimento (linhas pontilhadas) para padrdes papilares sob terapia
antimitotica. Os intervalos entre as doses usados foram 7 = 20,10,7,6,5,4, 3,2 e as curvas
superiores representam intervalos maiores. Para os intervalos entre doses grandes (1 > 5),
o crescimento do tumor segue leis de poténcia com expoentes no intervalo [1.2,1.4]. Para
intervalos mais curtos (7 < 4), as curvas sao mostradas em um grafico semi-log (destaque).

Nestas simulacoes 9&% = 0.3 foi usado junto com os respectivos parametros da tabela 6.1.

do tumor tornam-se mais uniformes, enquanto as taxas de divisao continuam exibindo
maximos acentuados nas bordas dos tumores (figuras 6.11(b) e (c)). Se 7 é suficiente-
mente pequeno para impedir o crescimento do tumor, a taxa de divisao e a densidade
de células cancerosas tornam-se uniformes ao longo ao tumor (figura 6.11(d)). Assim,
neste ultimo caso as taxas de divisao sao contrabalancadas pelas taxas de morte, le-
vando a uma taxa de crescimento liquida nula. Todos estes resultados mostram que os

tumores sao muito alterados quando as propriedades mitéticas das células cancerosas

sao modificadas por agentes externos.

6.4 Conclusoes

Neste capitulo, o modelo de reacao-difusao do capitulo 5 foi usado para estudar os
efeitos de quimioterapias no crescimento de carcinomas in situ. O modelo inclui, além
de divisao, movimento e morte celular, competicao por nutrientes entre células can-
cerosas e normais e administragao periddica de drogas. Dois tipos de quimioterapias,
usando drogas citotéxicas e antimitéticas, foram modeladas.

No modelo com drogas citotéxicas os tumores podem ser completamente er-
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Figura 6.11: Densidade de células cancerosas o, (linhas continuas) e taxas de divisdo wgj,
(linhas pontilhadas) como uma funcao da distancia ao vaso capilar ao longo de um corte
longitudinal do tumor. Os pardmetros usados sao aqueles referentes a morfologia compacta
indicados na tabela 6.1 e 0&%) = 0.3. Os gréficos correspondem aos intervalos (a) 7 = 20,
(b) 7=05, (c) T=2e (d) 7 = 1. Os eixos verticais esquerdo e direito representam < o, > e

Wyiv, TeSpectivamente.

radicados, cessar seu crescimento ou crescer continuamente. O tltimo caso ocorre
quando o tratamento é pouco eficiente ou os intervalos consecutivos entre as doses
de drogas sao longos. Além disso, as morfologias e as leis de escala dos tumores que
continuam crescendo mesmo sob tratamento sao preservadas. Em contraste, para as
terapias que usam agentes antimitoticos uma transicao morfolégica foi observada. Os
padroes de crescimento tornam-se progressivamente mais fractais quando tratamen-
tos mais efetivos (intervalos entre doses consecutivas e/ou drogas mais eficientes) sao
considerados.

Essas transi¢coes morfolégicas sao similares a estudos recentes mostrando que
colonias de bactérias expostas a concentragoes nao letais de antibidticos exibem mu-
dangas drasticas em seus padrdes de crescimento [75]. Para bactérias, estas mudangas

foram atribuidas as variacoes nas propriedades das bactérias, tais como taxas me-
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tabolicas e quimiotaxia. Por outro lado, células normais e cancerosas cultivadas em
monocamadas e gel de coldgeno exibem uma transicao dinamica nos seus regimes
de agregacao como uma resposta adaptativa as restri¢coes no crescimento impostas
por alta densidade ou células ou longa permanéncia em cultura [12]. Os resultados
obtidos neste capitulo estao de acordo com o ponto de vista que células cancerosas
podem desenvolver um programa integrado de defesa contra situacoes de estresse si-
milar a resposta de colonias de bactérias frente a situagoes adversas. Contudo, dentro
do nosso conhecimento, nao ha relatos na literatura devotada ao cancer relativos a
transicoes morfologicas no padroes histolégicos de tumores submetidos a quimiote-
rapia. Portanto, modelos formais como o proposto neste capitulo, geralmente nao
familiares para a maioria dos pesquisadores biomédicos [76], podem guiar e refinar
novos experimentos direcionados para analisar tais transicoes morfolégicas. Atual-
mente, experimentos in vitro com células cancerosas estao sendo projetados em nos
laboratorios de estudo do cancer do Departamento de Biologia Animal da Universi-
dade Federal de Vicosa para investigar estas transicoes morfolégicas.

E importante mencionar que, usualmente, tratamentos reais efetivos empregam
vérios métodos simultaneamente [71]. Assim, um modelo quimioterdpico mais realista
poderia considerar tratamentos citotoxicos e antimitoticos combinados. No entanto,
nesses casos, aspectos relevantes tais como a robustez da fractalidade dos tumores e
as transi¢oes morfologicas podem ser mascaradas. Para finalizar, estamos modelando
outras estratégias terapéuticas para o cancer usando modelos de reacao-difusao como

o considerado neste capitulo.
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Capitulo 7

Modelo de Williams e Bjerknes

com limitacao de crescimento

Nos tultimos capitulos da tese tratamos modelos de crescimento e de terapias para
tumores primarios que, excluindo raras excegoes em algumas etapas do estudo, sé
puderam ser tratados numericamente devido ao alto grau de complexidade envolvido.
No entanto, modelos mais simples que possam ser estudados por métodos analiticos
junto com as simulagoes sao de grande interesse em Fisica Estatistica. Por esse motivo,
achamos que a inclusao de um trabalho que use tanto métodos analiticos quanto
computacionais para modelar o crescimento de tumores seria de grande importancia
para completar esta tese. Assim, neste capitulo apresentamos uma generalizacao do
modelo de Williams & Bjerknes, apresentado sucintamente na secao 3.1.1, na qual a
possibilidade do tumor cessar o seu crescimento ¢ incluida para explicar a observagao
biologica de que tumores podem permanecer por um longo tempo em um estado
quiescente, no qual o seu tamanho nao aumenta. O conteudo deste capitulo é uma
versao ampliada do artigo [28] que trata da evolu¢ao no tempo do nimero de células
cancerosas e suas flutuacoes para ambos os modelos original e estendido, estudados

por métodos numéricos e analiticos.

7.1 Introducao

A dinamica de populagoes, incluindo o crescimento de células normais e cancerosas, é
um problema tradicional investigado em Fisica e Biologia [38]. No seu trabalho origi-

nal, Williams e Bjerknes [22] formularam um modelo (modelo WB) para descrever o
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crescimento de tumores na camada subjacente de um epitélio. Nesse modelo, as células
cancerosas crescem mais intensamente que as normais por um fator x, a vantagem
carcinogeénica. Esse modelo apresenta dois comportamentos distintos: crescimento
ilimitado (k > 1) e regressao completa do tumor (x < 1). No caso especial Kk = 1, o
tumor sempre desaparece devido as flutuacoes. Como veremos adiante, definindo um
passo de tempo adequado, o modelo WB pode ser interpretado com um processo de de
um passo [77] com taxas de divisdo e morte constantes. Portanto, todos o resultados
conhecidos para este tipo de processo estocastico podem ser usados para compreender
o modelo WB.

Em geral, a taxa de crescimento de tumores esta relacionada com o nivel de
diferenciacao das células que o constitui e, portanto tumores mais agressivos, em
geral menos diferenciados, crescem mais rapidamente. Existe, contudo, uma ampla
variedade de comportamentos. Alguns tumores crescem lentamente por anos e repen-
tinamente disparam seu crescimento causando a morte em poucos meses apds a sua
deteccao. Acredita-se que este comportamento resulta do surgimento de um subclone
agressivo de células transformadas. No outro extremo estao os tumores que cres-
cem mais lentamente que as neoplasias benignas e podem até entrar em periodos de
dormeéncia durante anos. Ocasionalmente, sao observados canceres que diminuem seu
tamanho e até mesmo desaparecem [78]. Assim, tumores reais exibem, além dos dois
comportamentos distintos do modelo WB, um estado quiescente no qual o tamanho
do tumor permanece constante por um longo tempo.

Este problema foi estudado numericamente em um modelo limitado por nu-
trientes [47] que exibe um espago de diagramas é dividido em quatro regides de
acordo com o estado final do tumor: crescimento ilimitado, regressao total, laténcia
ou metastases. De acordo com esse modelo, os aspectos basicos da diversidade da
biodinamica dos tumores envolvem um conjunto complexo de processos bioquimicos
e limitagoes do microambiente celular tais como disponibilidade local de nutrientes,
pressao mecanica, respostas imunes, etc., que podem ser controladas por um conjunto
de parametros. Para realizar um estudo similar em modelo puramente estocéastico
mais simples, propomos uma generalizacao do modelo WB na qual as taxas de di-
visao e morte das células cancerosas dependem do seu niimero total. Especificamente,
a probabilidade de divisao celular diminui ao passo que probabilidade de morte celular

aumenta com o numero de células cancerosas.
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7.2 O modelo de WB estendido

Relembrando a secao 3.1.1, no trabalho original de WB o tecido é representado por
uma rede bidimensional na qual sitios ocupados representam células cancerosas e sitios
vazios células normais. Todos os sitios estao inicialmente vazios, exceto no centro da
rede, onde uma tunica célula cancerosa ¢ introduzida, de acordo com teoria de origem
clonal do cancer [57]. As células da interface sdo definidas como aquelas que tem
pelo menos um sitio vizinho mais préximo de tipo oposto. A regra de crescimento
¢ muito simples: uma das ligagoes entre duas células de tipos opostos é escolhida
com igual probabilidade; entao a célula normal desta ligacao é substituida por uma
célula cancerosa com probabilidade g (de growth), ou a célula cancerosa é substituida
por uma normal, com a probabilidade complementar » = 1 — g (de regression). Em
termos da vantagem carcinogénica k, estas probabilidade sao dadas pelas equagoes
(3.4) e (3.5) do capitulo 3.

O limite k = oo corresponde ao modelo de Eden [8], mais especificamente, o
modelo de Eden tipo B de acordo com as definigdes dadas por Vicsek [39]. Além
disso, k > 1 (k < 1) significa que a probabilidade de divisdo (morte) de uma célula
cancerosa supera de morte (divisao).

Existem muitas variagoes do modelo WB [79], mas nos concentraremos somente
nos casos que excluem passos que nao modificam a configuracao do padrao. Portanto,
a cada passo de tempo o nimero de células cancerosas aumenta ou diminui por uma
unidade com probabilidades g ou r, respectivamente. Particularmente, estudaremos
a seguinte variagao do modelo original: em cada passo de tempo um tipo celular é
escolhido, canceroso, com probabilidade r, ou normal, com probabilidade g. Entao,
uma célula de interface do tipo escolhido, selecionada ao acaso, serd convertida para
o seu tipo oposto. O resultado desta regra é que em cada passo de tempo, a di-
visao ou a morte de uma tnica célula cancerosa ocorre, com probabilidades g ou r,
respectivamente.

Agora, introduzimos um novo modelo assumindo que as probabilidades de di-
visao e morte dependem do ntmero total de células cancerosas do tumor n e seguem
fungoes de Michaelis-Mentem [38]:

g(n) =1- (7.1)
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_an
T +n

r(n)

Aqui, 0 < @ < 1 eI > 0 sao parametros que controlam a forma das curvas. Estas

(7.2)

fungoes foram usadas por serem as mais simples que variam monotonicamente com n
e satisfazem a condigdo de normalizagdo g(n) + r(n) = 1. Estas curvas sao ilustradas
na figura 7.1. O parametro « é a probabilidade assintdtica de morte e I' controla as
taxas com que as fungoes g e r atingem seus valores assintoticos. Do ponto de vista
biolégico, I' pode ser interpretado como barreiras fisiolégicas impostas pelo organismo
ao desenvolvimento do cancer e « representa uma propriedade intrinseca das células

cancerosas que descreve sua agressividade.

-—-— divisio | (b) ---- divisio (€ s, | il

morte morte

morte !

T(n). g(n)
1
1

n n n

Figura 7.1: Probabilidades de divisdao e morte no modelo WB estendido. (a) Quando
a < 1/2 a probabilidade de divisdo é sempre maior que a probabilidade de morte. (b)
Mas, se a« = 1/2, r se aproxima monotonicamente de g quando n — oo, embora g > r

independente de n. (c) Por fim, se @ > 1/2 existe um ponto a partir do qual r supera g.

7.3 Analise de modelos WB através de métodos

estocasticos

As regras estocasticas usadas nos modelos WB envolvem probabilidades g e r que sao
explicitamente independentes do tempo. Conseqiientemente, como € o caso de cadeias
de Markov, a possibilidade desses modelos gerar um dado padrao em um certo instante
depende somente da sua configuragao no instante imediatamente anterior. Assim, os
processos de crescimento de WB podem ser descritos através da equacao de transi¢ao

de probabilidades [80] ou da equagdo mestra [77], dependendo do cardter discreto ou
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continuo do tempo.

A equagao de probabilidades de transi¢ao [80] é dada por
P(n,t+1) =Y TpmP(m,t), (7.3)

onde T, , sao os elementos da matriz de transicao 7. T, , fornece a probabilidade
de transi¢ao de um estado contendo m células cancerosas para um estado contendo n
células cancerosas no passo seguinte. A versao continua da equacao (7.3) é dada pela
equagdo mestra [77]

d

P01 =Y W P(m,1) = W P(n. 1)}, (7.4)

m#n

na qual W, ,, é interpretado como uma probabilidade por unidade de tempo ou uma
taxa de transicao.

Para comegar, o modelo WB com tempo discreto seré considerado. Na verdade
os modelos WB sao definidos para tempos discretos mas podem ser generalizados para
tempos continuos, o que muitas vezes facilita os calculos algébricos. Um passo de
tempo € definido como a selecao aleatéria de um sitio da interface para implementar

uma acao. Com esta definicao, a matriz de transicao para o modelo WB ¢é

g sen=m+1
Tom=< 17 sen=m-—1 . (7.5)

0 seln—m|>1

Esta expressao é valida somente para n > 2, pois o modelo WB é um tipo especial
de processo de um passo [77] com um estado absorvente em n = 0, isto é, quando
todas as células do tumor desaparecem. Logo, para n < 2 teremos Tp; =re T = 0.

Substituindo a matriz de transigdo (7.5) na equacao (7.3) temos

Pn,t+1)=gP(n—1,t)+rP(n+1,t) sen>2

: (7.6)
P(n,t+1)=rP(n+1,t) sen=0,1

Nesta secao, estamos interessados em quantidades que dependem somente do
numero de células cancerosas e nao da distribuicao destas células no tecido. Assim, a

dependéncia no tempo do ntmero de células cancerosas (n(t)) e o seu desvio padrao
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o(t), definidos como

sao calculados. Obviamente,
(n(t)) =Y n’P(n,t). (7.9)
n=0

Usando a equagao (7.6) e iterando as expressoes para < n(t) > e < n?(t) >, encon-

tramos
(n(t)) = no + = 1 ‘- ;Po(t’) (7.10)
(1) = [1 ~(55) [ mO+ S T {2 + - RO R,
o = (7.11)

onde ng é o nimero de células cancerosas em t = 0 e Py(t) é a probabilidade do sistema
estar no estado absorvente (n = 0) no instante ¢. A equagao (7.10) mostra que (n(t))
decresce com o tempo se k < 1 e cresce se k > 1, pois Py(t) < 1 satura em um valor
menor que a unidade e, conseqiientemente, a expressao entre colchetes da equacao
(7.10) é uma funcao positiva e crescente no tempo. Logo, se k > 1 entao (n(t)) cresce
linearmente com t no limite assintético. Entretanto, nesse limite, o desvio padrao
(7.11) cresce com a raiz quadrada do tempo. Assim, para qualquer x > 1 existe uma
probabilidade nao nula do tumor crescer indefinidamente ja que o/(n(t)) — 0 quando
t — oo. Mas, se k = 1, (n(t)) é constante, o desvio padrao cresce assintoticamente
com a raiz quadrada do tempo e, portanto, independentemente da populacao inicial,
o estado absorvente n = 0 sera alcancado. Além do mais, pode-se mostrar que a
variancia (7.11) é méxima exatamente em k = 1.

Para determinar as probabilidades Py(t) definimos a fungao geratriz

F(z,t) =Y P(n,t)z", (7.12)
n=0
cujos coeficientes da expansao em série de poténcias fornecem as probabilidades P(n, t).
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Particularmente, F'(0,t) = P(0,t) = Py(t). Multiplicando a equagao (7.6) por z" e so-
mando sobre todos os valores de n encontramos, apos alguma manipulacao algébrica,

a seguinte equacao para a funcao geratriz

gz2+7’
z

F(z,t+1) = [F(z,t) — Py(t)]. (7.13)
A equagao (7.13) pode ser iterada a partir da condic@o inicial P(n,0) = 0pn,, que
leva a F'(z,0) = 2™ e Fy(0) = 0. Os polinomios e as respectivas probabilidades de

atingir o estado absorvente obtidos para ny = 1 sao mostrados na tabela 7.1.

t  F(z1) Py(t)
0 =z 0

1 g22+r r

2 g2+ gar 0

3 P2t +2¢%2%r +1r%g r2g
4 2P¢+323¢3r 4+ 229712 0

5  25¢° +424gtr 4 522¢g3r% + 2r3g2 213 g2
6 27g0 +52°¢°r + 923g%r? + 526303 0

7 28¢7 +620¢5r + 1422652 + 1422¢%3 + 5rigd 5rt g3
8 2% +727g"r +202°¢5r2 + 2823¢513 + 142¢%? 0

9 21999 4 828¢8r 4+ 2720¢7r2 + 4824 ¢0r3 + 4222¢%r* + 1410 g* 14r°g*
10 2M1g10 +929¢% + 3527¢8r2 4+ 7525¢97r3 4 9023 g0 + 422951 0

Tabela 7.1: Os primeiros polinomios da fungao geratriz do modelo WB com ny = 1.

A dinamica do modelo WB descrito nesta segao é idéntica a dinamica do pro-
blema tradicional de uma caminhada aleatéria em tempo discreto com uma fronteira
absorvente na origem e, conseqiientemente, os diversos resultados conhecidos na lite-
ratura de caminhadas aleatérias (vide [77, 80], por exemplo) podem ser imediatamente

aplicados ao modelo WB original.

7.4 O modelo WB modificado

Nesta secao, estudaremos o modelo WB generalizado previamente descrito (equagoes
(7.1) e (7.2)), o qual inclui a possibilidade de saturac¢ao do crescimento. Na subsegao
7.4.1 os resultados exatos obtidos para o modelo generalizado sao mostrados, enquanto

o restante da secao é dedicado aos resultados macroscépicos obtidos na aproximagao
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de tempo continuo, baseados na equagao mestra [77, 80]. Novamente, o passo de

tempo é definido como o nascimento ou a morte de uma unica célula cancerosa.

7.4.1 Resultados exatos do modelo WB estendido

Usando as defini¢oes (7.1) e (7.2), a equagdo de probabilidades de transicdo para
modelo WB estendido é

Pn,t+1)=gn—1)Pn—1,t)+r(n+1)P(n+1,t) sen>2

. (7.14)
P(n,t+1)=r(n+1)P(n+1,%) sen=0,1

Usando (7.7), (7.9) e (7.14), temos que o primeiro e o segundo momento de n serao

dados por @
n(t
(2t +1)) = (n2(8)) + 1 + 2 <”(’5)[F ; 117;(30‘)”(”] > _Ry(1), (7.16)

respectivamente. Note que as duas equagoes anteriores nao sao lineares e nao po-
dem ser resolvidas por métodos analiticos ou numéricos. Na proxima subsecao, estas
equacoes serao estudadas com uma aproximacao de campo médio onde as flutuagoes
sao negligenciadas.

Como na se¢ao anterior, a probabilidade Py(t) que aparece nas equagoes (7.15)
e (7.16) pode ser determinada através da funcdo geratriz F(z,t). Usando (7.12) e

(7.14), apds alguma manipulagao algébrica, encontramos
all —22) &N,
F(z,t+1) = 2[F(z,t) — F(0,t)] + ———= E 2"r(n)P(n,t).
z
n=1

Usando

temos

F(z,t+1) = z[F(z,t) — F(0,t)] + (1 — 22)% [zr Z ;TFP(n, t)

Finalmente, usando

2n+F z
= 1y
n + F 0

99



encontramos

a(l — 2?)

F(z,t+1) = 2[F(z,t)— F(0,t)]+ .

F z
{F(z,t) - —F/ xr_lF(:U,t)dw} (7.17)
= Jo
A equagao (7.17) poder ser resolvida recursivamente usando a condigao inicial F'(z,0) =
z™  onde ng é o nimero inicial de células. Os primeiros polinomios gerados no caso

ng = 1 sao mostrados na tabela 7.2.

t F(z,t) Py(t)
0 =z 0
1 (1) +g(1)22 r(1)
2 g(1)r(2)z+9(1)g(2)2* 0

3 g(M)r(2)r(1) + [g(1)r(2)g(1) + 9(1)g(2)r(3)]2* + 9(1)g(2)g(3)z*  g(1)r(2)r(1)

Tabela 7.2: Os primeiros polindmios da fungao geratriz do modelo WB estendido com

77/0:1.

Embora todas as probabilidades possam ser determinadas através da equagao
(7.17), os resultados exatos do modelo WB estendido fornecem poucas informagoes
sobre as propriedades dinamicas do modelo, pois nao encontramos uma forma fechada
para as probabilidades. No entanto, tais resultados sao tteis para determinar as
probabilidades dos tumores progredirem ou serem extintos, um problema fundamental
na carcinogénese. Para entender as propriedades dinamicas do modelo, estudaremos

o limite macroscépico e de tempo continuo do modelo WB estendido.

7.4.2 A equacgao macroscopica

As versoes em tempo continuo das equagoes (7.15) e (7.16), obtidas a partir da res-

pectiva equagao mestra (7.4), sao

d<7;§t)> =1- 2« <%> — Py(t) (7.18)

d(ndt(t)> o <n(t)[Fv;Er1;(t2)a)"(t)]> _By). (7.19)

Note que (7.18) e (7.19) sdo equagdes nao lineares que nao podem ser resolvidas
por métodos analiticos ou numéricos. Consideraremos apenas o limite macroscopico

destas equagoes no qual Py(t) ~ 0. Em geral, esta aproximacao nao é vélida para
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tumores com poucas células, nos quais as probabilidades de regressao completa nao

sao despreziveis.

CRESCIMENTO LATENCIA
ILIMITADO

Figura 7.2: Diagrama de campo médio no espago de parametros para o comportamento
assintético do niimero médio de células cancerosas. Sao encontradas trés regioes distintas:
crescimento ilimitado, laténcia e regressao total do tumor. O eixo vertical inclui qualquer

valor positivo de I'.

Usando uma aproximagao de campo médio, a equac¢ao macroscopica para (7.18)
é obtida substituindo n(t) por uma func¢ao deterministica N(t). Assim, as equagoes

correspondentes para o primeiro e segundo momentos sao

dN(t) B N(t)
¢ dNZ(t) N@)[T + (1 —2a)N(t)]
T T+ N(t) ’ (7.21)

respectivamente. O asterisco é usado para distinguir entre N? e N2, o segundo mo-
mento.

A equagao (7.20) exibe trés comportamentos assintéticos distintos:
e N(t) cresce sem limite se () >0 V ¢
e N(t) = 0se((t)<0 V t

e N(t) atinge um valor nao nulo se ((¢) = 0 em algum instante.
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O diagrama de fases no espago de parametros (I', a) é mostrado na figura
7.2. Esta andlise revela a existéncia de uma transicao de fase bem definida em o =
1/2, isto é, para o < 1/2, o nimero médio de células cancerosas cresce sem limite,
enquanto que, para a > 1/2; este numero atinge um valor constante 0 > 0. Além
disso, o segundo regime acima define uma regiao no diagrama de parametros na qual
I' < 2a—1. Contudo, para determinar a regiao de regressao total devemos considerar
as flutuagdes em torno do valor médio N(t), pois o nimero de células cancerosas
sempre atinge o estado absorvente n = 0 se as flutuagoes sao maiores que o valor
médio. Assim, usando o desvio padrao o, calculado na préxima subsegao (equagao
(7.35)) como uma estimativa para as flutuagoes, a regido de regressao completa é,
de fato, definida por 2 < o, resultando em I' < a. Ambas as linhas I' = 2a— 1 e
I' = a sao tracadas no diagrama de fases. E importante mencionar que esta analise
macroscopica é uma aproximacao grosseira da verdadeira regiao de regressao total do
tumor, ja que o termo Py(t) foi desprezado. O terceiro comportamento acima requer
uma solugao estdvel [77], que sempre existe para a > 1/2 como mostra a andlise

grafica de estabilidade da figura 7.3.

dN/dt

0
Q\N

Figura 7.3: Anélise de estabilidade da equagao (7.20) para a > 1/2. O ponto N = Q é um
ponto de equilibrio estavel pois dN/dt é decrescente e positiva para N < ) e negativa para

N > ), mostrando que as solugdes sempre tendem para o ponto de equilibrio.

Na regiao de crescimento ilimitado (o < 1/2), N(t) cresce linearmente e a
variancia cresce com a raiz quadrada do tempo, de acordo com (7.20) e (7.21) no limite
de N assintoticamente grande. Portanto, o modelo comporta-se assintoticamente

como o modelo WB original. A linha de transicio v = 1/2 deve ser considerada
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separadamente. Felizmente, a equacdo (7.20) tem uma solugao fechada para a = 1/2,
N1 (t), dada por

Ni(t) = /(ng +T)2+ 2Tt — T. (7.22)

1
Nitidamente, N 1 tem o comportamento assintético N 1 (t) = V2I't. Substituindo
(7.22) em (7.21), a aproximagao macroscépica assintética para N2 é obtida e, usando
este resultado, encontramos ¢ = /¢, para t — co. No entanto, simulacoes numéricas
sugerem que o = \/t/_2, e esta diferenca sera explicada na subsecao 7.4.4, na qual

levamos em conta correcoes para a equagao macroscopica.

o=0.49
1E+ —|
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t

Figura 7.4: Solugbes numéricas da equagao macroscopica para o modelo WB estendido em
torno do valor critico &« = 1/2 e T' = 20, fixado arbitrariamente. As formas qualitativas
destas curvas sao independentes de I'. O valor de saturagdo e o seu tempo caracteristico
para estes parametros também sao indicados. O método de integragdo numérica usado foi

o Runge-Kutta de quarta ordem [60].

A solugao da equacao macroscépica (7.20) na regido onde ocorre a saturagao
do crescimento, denotada por Ng(t), atinge uma valor de saturag¢iao ) para tempo

longos. Este valor pode ser encontrado fazendo ((t) =0

r
Q= (7.23)

Além disso o tempo caracteristico de saturagao, (ty), é avaliado por meio da expansao

de N,(t) em torno de Q em tempos longos. Substituindo Ny(t) = Q + pu(t), em que
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ln(t)] < Q, em (7.20) e expandindo a equagao resultante obtemos

dp (20— 1)? 2
% = TH + O(,u ) (724)

Mantendo o termo de primeira ordem em u, a solucao é um decaimento exponen-
cial p(t) ~ exp(—t/tx), ou seja, a solugdo se aproxima exponencialmente do valor

assintotico €2. Assim, o tempo caracteristico de saturagao é dado por

2al

ty = .
(2o —1)2

(7.25)
Na figura 7.4 as integragoes numéricas de (7.20) em torno do parametro critico a = 1/2
e I' = 20 fixo sao mostradas.

Para testar as previsoes da aproximacao da equacao macroscopica, seus resulta-
dos foram comparados com os resultados de simula¢oes de Monte Carlo. Foi observada
uma boa concordancia entre resultados analiticos e simulados para a < 1/2. Contudo,
quando a > 1/2, pequenas diferengas, que se tornam significativas quando I' < 10
emergem. Todas estas comparagoes sao mostradas na figura 7.5. Como se pode ver,
existe uma diferenca constante entre as curvas analiticas e as simuladas na regiao de
crescimento limitado. Esta diferenca pode ser determinada usando uma expansao da

equagdo mestra [77], também chamada de ezpansao §.

7.4.3 A expansao (2

Sistemas estocésticos discretos sao caracterizados por duas escalas distintas. A primei-
ra é o tamanho das flutuacoes microscopicas e a segunda ¢é a escala macroscopica, na
qual as propriedades dos sistema sao medidas. E esperado que os efeitos da primeira
escala tornem-se pequenos quando o tamanho do sistema cresce, e as probabilidades
de transicao tornem-se dependentes de varidveis intensivas. Estas idéias sao usadas
para obter a expansao 2 [77]. A expansao () consiste em expandir a equagao mestra
em poténcias do tamanho caracteristico (macroscépico) do sistema. No nosso caso,
este tamanho caracteristico é Q em (7.23), pois ele representa um limite superior
para o tamanho da populacao de células cancerosas. De fato, esta foi a razao para
denotarmos o valor de saturacao por €2.

Assume-se que as probabilidades P, tém um maéaximo pronunciado em torno

da solucdo macroscépica com uma largura da ordem de Q2/2. Esta hipétese é explici-
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Figura 7.5: Comparagao entre resultados analiticos e simulados. As curvas continuas e
suaves sao obtidas por meio de integracao numérica da equacao macroscépica enquanto
simulagoes forneceram as outras curvas. Duas mil amostras foram usadas nas simulagoes

com os parametros (a) ' =20 e a =0.49, (b)'=20e a=1/2¢, (c) I' =50 e o = 0.60.

tamente usada na mudanca de variavel

n = Q¢(t) + V2%, (7.26)

na qual £ é uma nova variavel aleatéria e ¢(f) é uma fungao deterministica. Além

disso, a expansao assume que as taxas W(n|m) = W, ,, podem ser escritas na seguinte

forma

Wa(n|m) = f(Q) {@0 (g;s> O, <%;s> 029, (g;s> v } (7.27)

na qual f e ®; sao fungao arbitrarias e s = n —m. Os detalhes técnicos envolvidos na

expansao podem ser encontrados nas referéncias [77, 81].

105



Introduzindo a notagao usada por Van Kampen [77]

oua(x) = /s”@,\(x; s)ds, (7.28)

a expansdo até as ordens de QY2 e QO resulta nas seguintes equacoes para ¢, &) e

(€%)

% = ¢10(0), (7.29)
K oo (7.30)
) — 2,0 + an(o). (731

com 7 = f(2)/Q. A equagao (7.29) é a equagao macroscépica do sistema dividida
por , (7.30) d4 a correcao para (n(t)) na ordem Q'/2 e (7.31) representa a primeira
aproximagcao para as flutuagoes em torno da média. As condigoes iniciais para (7.30)
e (7.31) sao (£(0)) = (€2(0)) = 0, pois P(n,t = 0) = d,,,,, i. €., em t = 0 a populagao
é ny.

Para o modelo WB estendido, as taxas de transicao podem ser escritas como

ap ap
Walp;s)=|1——— | d(s—1 — ] 1 7.32
o) = (1= 50 Yol -1+ (50 ot v n. (1)
em que p = m/S2. De acordo com a notagao de (7.27), encontramos f(Q) = 1,
®;, =0sei#0edyé definido como o lado direito da equagao (7.32).

Aqui, nosso objetivo é calcular as correcoes assintéticas no tempo e as dife-
rengas mostradas na figura 7.5. Resolvendo (7.30) e (7.31), usando (7.32), encontra-

mos

(§(7)) ~ exp (— 20;; 17) =30 (7.33)

Q@
20— 1"

Portanto, as corregoes para (n(o0)), dadas por (7.33), anulam-se, pois n = Q¢(t) +

() — (7.34)

Q/2¢(t). No entanto, (7.34) mostra que a primeira correcio para a variancia atinge

um valor constante

T'a

o’ =& (r)) = a1

(7.35)
Na figura 7.5(c) a variancia medida foi o,eqi00 = 27.5, enquanto o valor analitico
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calculado com (7.35) é 0 gpaiico = 27.4. Assim, hd uma excelente concordancia entre os
resultados analiticos e os simulados para a variancia. Como as flutuagoes atingem um
valor constante menor que o valor de saturagao, o tumor certamente nao desaparecera
como no modelo WB original com x = 1.

A diferenca entre os valores de saturacao obtidos pelas simulacoes e calculados
pela equacao macroscopica nao pode ser explicada levando-se em conta apenas termos
de ordem Q°. A primeira correcdo nao nula para (£) envolve termos da ordem /2
[77]

Q_1/2
(&) = 520~ 1) (7.36)
Conseqiientemente, a primeira corre¢ao em (n) é
A =QY% = _t (7.37)
2(2a — 1)

Usando (7.37), a corregao calculada é Aguumico = 2.5 € 0 valor medido na
figura 7.5(c) é Apnedidzo = 2.51, que estao em excelente concordancia. Vérios outros
valores dos parametros do modelo foram testados e uma concordancia muito boa entre
resultados analiticos e simulados foi observada.

Resumindo, nesta subsecao usamos a expansao §) para corrigir as discrepancias
entre a analise de campo médio e simulacoes de Monte Carlo observadas e, calcular as
flutuagdes para a > 0.5 (quando o tamanho do tumor satura). Embora as corregoes
sejam pequenas se comparadas com o tamanho dos tumores latentes clinicamente
detectaveis, elas podem tornar-se significativas nos estdgios iniciais da progressao
tumoral, nos quais as flutuagoes no nimero de células pode representar a diferenca

entre o crescimento ou a regressao do tumor.

7.4.4 Correcgoes assintéticas para a = 1/2

A expansao {2 nao pode ser aplicada a sistemas sem um tamanho caracteristico. Este
é o caso da equagao (7.22) que fornece uma solugdo que cresce sem limites e, con-
seqiilentemente, nao se pode definir o tamanho caracteristico do tumor. Contudo,
é possivel fazer uma expansdo em torno da solugdo macroscépica (7.22). Definindo
n(t) = Ny (t) + €(t), em que € é a nova varidvel aleatéria satisfazendo a condigao

le(t)] /N% (1) < 1 e mantendo termos até segunda ordem em g/N%, encontramos a
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seguinte equagao para &(t)

d<e>___<e>Jr <e?>
a2 g3(t)

+ O(?), (7.38)

na qual g(t) = v/no + 2I't. Para resolver (7.38) é necessério conhecer a relacao entre
o primeiro e o segundo momentos de €. A equagao (7.21) fornece N2(t) = N?(t) + ¢
2

e a expansao de n? = (N% +¢)?, com a aproximacao < n? >~ N2, resulta em
< >mt—2Ni<e>. (7.39)

Substituindo esta relagao aproximada para < 2 > na equagao (7.38) e tomando o

limite assintético para t, obtemos

d<e> 3 1
—_—t =< e > — =0. 7.40
dt 2t 2¢/2T't (7.40)

<elt) >= ‘/32%' (7.41)

Considerando a corre¢ao dada por (7.41), as curvas analiticas e simuladas na figura

Sua solucao exata é

7.5(b) tornam-se indistinguiveis. Agora, podemos usar o resultado (7.41) para en-
contrar a correcao para a variancia. Usando as definicoes acima, é possivel mostrar
que 02 = (£2) — (¢)?. Usando (7.41) e (7.39), encontramos que o valor assintético da

variancia, consistente com as aproximagoes usadas acima, ¢ dado por

oL __L
=51 16r (7.42)

A equagao (7.42) é capaz de explicar o fator 1/2 presente nas simulagoes mostradas
na figura 7.5(b). Novamente, os resultados analiticos e simulados concordam muito

bem para uma ampla faixa de parametros.

7.5 Padroes geométricos

As se¢oes anteriores foram dedicadas ao estudo analitico do modelo WB e a sua versao
estendida. Agora, nesta secao os resultados de simulagoes focando as propriedades
geométricas dos padroes gerados pelo modelo WB estendido sao apresentados. Os

padroes associados com o modelo WB original sao assintoticamente esféricos, com-
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pactos e com bordas rugosas. Para o modelo estendido, os padroes exibem trés mor-
fologias distintas: compacta com uma borda rugosa, conexa com buracos internos e,
desconexa com células isoladas umas das outras ou em pequenos aglomerados. Es-
tas morfologias sao mostradas nas figura 7.6. Na regiao de crescimento ilimitado, i.
e., a < 1/2, os padroes tornam-se compactos. Esta compactagdo ocorre porque a
probabilidade de divisao é sempre maior que a de morte (figura 7.1) e, como uma con-
seqiiéncia, todos os sitios internos vazios serao ocupados em tempos suficientemente
longos. Os padroes desconexos aparecem na regiao de crescimento limitado (a > 1/2).
A razao é que quando o crescimento satura, as probabilidades de divisao e morte os-
cilam em torno do mesmo valor ¢ = r = 1/2 e as células cancerosas comportam-se
qualitativamente como caminhantes aleatérios nao direcionados, ou seja, o resultado
liquido das divisoes seguidas da ocupacao de sitios vizinhos normais e mortes de
células cancerosas é uma migracao direcionada para fora do tumor. Finalmente, os
padroes conexos sao gerados apenas na linha de transigao o = 1/2. A diferenga entre
padroes compactos, desconexos e conexos é que no primeiro (fig 7.5(a)) existe uma
percolagao de sitios ocupados por células cancerosas, no segundo (fig 7.5(c)) uma
percolagdo de sitios ocupados por células normais e no terceiro (fig 7.5(b)) nao e-
xiste percolagao. Aqui, observamos uma transicao de fase similar aquela encontrada
na percolagao por ligagoes [9]. Neste problema as ligagoes entre dois sitios de uma
rede sao preenchidas com probabilidade p. Na rede quadrada, a probabilidade critica
pe = 1/2 para a qual um aglomerado de percola¢do emerge é conhecida exatamente.
Por outro lado, para a classe de modelos WB, as mudancgas ocorrem somente nas
ligagoes entre células normais e cancerosas e as probabilidades assintéticas de divisao
e morte 1 — a e «, respectivamente, mapeiam esses modelos dinamicos no problema
estatico de percolacao por ligagoes. Assim, a transicao de padroes compactos para
conexos observado em o = 1/2 pode ser compreendida através do problema cldssico
de percolacao por ligagoes.

Os padroes gerados pelo modelo WB estendido foram caracterizados pelo seu
raio de giracdo R, definido pela equacao (3.1) e o nimero de células cancerosas na
periferia do tumor S. Como vimos no capitulo 3.1, no modelo WB original R, e S
escalam assintoticamente com a raiz quadrada do nimero de células do tumor [23].
No entanto, apenas os padroes compactos (a < 0.5) do modelo estendido mostram o
mesmo comportamento assintético para I, e S. Para o > 0.5 as leis de escala mudam
e sao dependentes do parametro I'. De fato, S ~ n e R, ~ n”, com v(I') > 1/2,

indicando que os padrdes sao fractais com dimensao dy = 1/v [39]. Note que, na
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(a) (b) (©

Figura 7.6: Padroes tipicos gerados pelo modelo WB estendido: (a) compacto, (b) conexo
e (c¢) desconexo. Para estes padroes I' = 1000 foi usado. o = 0.45, 0.50 e 0.51 em (a), (b)
e (c), respectivamente. As simulacoes foram feitas em redes 1200 x 1200 e paradas quando

uma célula cancerosa alcancga a borda da rede.

regiao de crescimento limitado, n nao cresce indefinidamente e as leis de poténcia sao
definidas antes da saturacao do crescimento. Contudo, desde que as células cancerosas
tornam-se progressivamente mais distantes umas das outras, I, cresce continuamente
com o tempo de acordo com uma lei de poténcia. Alguns resultados numéricos sao

resumidos nas tabela 7.3.

I a<1/2 a=1/2 a=0.51

v o v v v vy

o o
102 0.50 0.50 064 1 0.18 062 1 0.64
1 1
1 1

10®  0.50 0.50 0.60 0.18 0.60 0.64
10 0.50 0.50 0.54 0.25 0.52 0.63

Tabela 7.3: Resumo dos expoentes encontrados para o modelo WB estendido. Os expoentes

v, o e 7y sao definidos por Ry ~ n”, S ~n? e p ~ t7, respectivamente.

A transicao de padroes compactos para desconexos foi estudada através da den-
sidade p de buracos internos no padrao. p é definida como a razao entre o nimero de
sitios vazios e ocupados limitados por um circulo de raio R,. Esta definigao foi usada
com o intuito de descartar a contribuicao da borda do tumor, onde a compactacao
nunca ocorre. Para a < 1/2, p decresce, anulando-se para tempos suficientemente lon-
gos. Em contraste, para o > 1/2, p cresce assintoticamente como uma lei de poténcia
p ~ t7. Para testar como o expoente « varia com o parametro ', simulagoes foram

feitas usando-se trés valores distintos de T' (10%,10%,10*). Paral' = 10 e a = 1/2 a
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densidade é menor que para I' = 103, mas a correspondente lei de poténcia é maior.
Contudo, os graficos log x log de p x t obtidos das simulacoes para I' = 10* sao line-
ares em apenas uma década, em contraste as trés ou mais décadas observadas para
os outros parametros na tabela 7.3. Portanto, acreditamos que a curva obtida para
este caso deve ser um comportamento transiente, pois o nimero maximo de passos
de tempo usados nas simulacoes nao é suficiente para alcancar o limite assintético.
Conseqiientemente, supomos que, para a = 1/2; 0 expoente v ~ 0.18 é independente
de I'. Além do mais, esta hipdtese é reforcada pelas simulagoes para a > 0.5. p(t) é

mostrado na figura 7.7 para I' = 10% e diferentes valores de «.

<p=>

Goglpd 1111

T T T T T TTI] T T T T T T T
1E+6 TE+7 1E+8 1E+9 1E+10
t

Figura 7.7: Evolugao temporal da densidade de buracos internos. Claramente, p(t) segue
uma lei de poténcia. Trés curvas sao mostradas para o = 0.5,0.51,0.52 e I' = 103, bem
como seus respectivos ajustes de lei por poténcia. As inclinagoes @ = 1/2 e a@ > 1/2 sao

independentes de I' e indicadas pelas duas linhas sélidas.

Os padroes observados no modelo estendido sao similares as morfologias ge-
radas pelo modelo de crescimento do capitulo 4. Esse modelo considera uma rede
complexa de interacoes entre células cancerosas mediadas por fatores de crescimento
e, em contraste a esse modelo, envolve véarios parametros. Os resultados atuais sao
mais robustos que os observados no capitulo 4, pois os dois parametros usados no
modelo WB estendido nao sao associados com propriedades do microambiente do
tumor. Na verdade, eles sao relacionados diretamente com quantidades macroscopicas
tais como o tamanho de saturacao do tumor. Contudo, o modelo WB estendido tem

limitacoes. Todos os tumores compactos tém crescimento ilimitado e os padroes des-
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conexos sempre cessam seu crescimento. A razao é que o crescimento ocorre somente
na interface entre o tumor e o tecido normal, enquanto em tumores reais as células
internas também dividem-se. Por outro lado, a auséncia de mobilidade celular pode
ser um fator determinante para as morfologias tumorais. Além disso, a dinamica
é definida a priori através das equagoes (7.1) e (7.2) e, obviamente, ndo emerge
naturalmente de regras microscopicas. A obtencao das probabilidades de divisao e
morte a partir de teorias mais fundamentais é um tema aberto, atualmente tratado

pela teoria cinética celular [14].

7.6 Conclusoes

Neste capitulo propomos uma versao estendida do modelo de Williams e Bjerknes
(WB) inicialmente usado para descrever o crescimento de tumores. Nesse modelo
estendido, as probabilidades de divisao e morte correspondem a fungoes monotoni-
camente crescentes e decrescentes do nimero total de células cancerosas n, respecti-
vamente. Os valores médios de n para o modelo de WB original e estendido, bem
como suas variancias, foram analiticamente calculados usando métodos de processos
estocédsticos. O modelo original revela duas possibilidades para < n >: crescimento
ilimitado ou regressao total do tumor. Contudo, tumores reais exibem trés com-
portamentos possiveis, os quais também sao observados no modelo WB estendido:
os previamente descritos e um estado quiescente no qual o tamanho do tumor per-
manece constante por tempos longos. As diferencas observadas entre resultados do
limite macroscépico para o modelo estendido foram calculadas usando-se expansoes
das equagoes envolvidas. Entre estas expansoes, mostramos uma aplicacao muito in-
teressante do formalismo elegante da expansao da equacao mestra, também conhecida
por expansao 2. Além disso, a geometria dos padroes de crescimento gerados pelo
modelo estendido foi analisada. Trés morfologias distintas foram observadas: com-
pacta, conexa e desconexa. Todos os padroes foram caracterizados pelo seu raio de
giracao R, e pelo nimero de células na borda do tumor, S. Para os padroes compac-
tos, R, ~ v/n e S ~ y/n. Para os padroes conexos e desconexos R, ~ n” ¢ S ~ n,
com v > 1/2, indicando que estes padroes sdo fractais.

Vérios estudos ainda devem ser realizados com o modelo deste capitulo. Com
relagao as propriedades dinamicas do modelo WB estendido, primeiramente pretende-
mos estudar com mais cuidado o diagrama no espago de parametros que define a regiao

em que o tumor ird crescer sem limites, saturar o crescimento ou regredir totalmente.
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Neste caso, adicionaremos a aproximacao macroscopica uma analise numérica dos re-
sultados exatos encontrados para a fungao geratriz do modelo bem como simulagoes
intensivas de Monte Carlo. O passo seguinte é usar o modelo WB estendido para
formular um modelo para carcinogénese, no qual o tumor é constituido por células em
varios estagios de malignidade, em concordancia com a teoria de multiplos estagios
de progressao do cancer [1, 29]. Com relacao a geometria dos padrdes, pretendemos
incluir dois pontos: possibilidade de divisao para todas as células do tumor (e nao
somente na borda como no modelo WB original) e a inclusdo da mobilidade celular.

Finalmente, falta mencionar que este capitulo foi fruto de um trabalho apre-
sentado como requisito da disciplina Processos estocdsticos em Fisica oferecido pelo
professor Ronald Dickman do Departamento de Fisica da UFMG. Certamente, este
trabalho nao seria possivel sem os conhecimentos obtidos nesta disciplina e, portanto,
eu gostaria de fazer um agradecimento especial neste capitulo ao professor Ronald

Dickman.
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Capitulo 8
Conclusoes e perspectivas

Nesta tese apresentamos uma nova proposta para a simulacao do crescimento de tu-
mores. O principal aspecto dessa proposta é a associacao de regras microscépicas es-
tocésticas para descrever a dinamica de células individuais com equagoes macroscopi-
cas de reacao-difusao que descrevem as concentragoes nos tecidos das diversas substan-
cias envolvidas (nutrientes, fatores de crescimento, drogas quimioterdpicas, etc.). A
dinamica celular, que inclui divisao, movimento e morte de células cancerosas, ¢é
simulada através de probabilidades que dependem das concentracoes das diversas
substancias no tecido. De acordo com a teoria cinética celular, que fornece uma
estrutura geral para a descricao estatistica de células interagentes [14], essas pro-
babilidades podem ser interpretadas como modelos cinéticos efetivos. Contudo, nesta
tese, a forma funcional das probabilidades é heuristica e reproduz qualitativamente a
resposta celular esperada a uma dada condicao do microambiente. Nesses modelos,
ao contrario do que acontece nos modelos de equacoes diferencias parciais, a carac-
teristica discreta das células é preservada e, além disso, as morfologias dos tumores
emergem naturalmente.

Especificamente, os modelos de reacao-difusao estudados nesta tese foram di-
vididos em trés trabalhos correspondendo, respectivamente, aos capitulos 4, 5 e 6. No
primeiro desses trabalhos, estudamos um modelo bidimensional para o crescimento
de tumores primdrios no qual as agoes celulares (divisdo, movimento e morte) sao
localmente controladas por fatores de crescimento produzidos pelas préprias células
cancerosas do tumor. Analisamos a formacao de padroes, curvas de crescimento, leis
de escala e transi¢oes morfolégicas para duas regras microscopicas distintas. O modelo
fornece uma ampla diversidade morfolégica, que inclui padrdes compactos, conexos

e desconexos, para os tumores que evoluem no tempo seguindo leis de Gompertz,
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independentemente da regra microscépica considerada. O raio de giracao R, de to-
dos os tumores escala com a raiz quadrada do numero total de células cancerosas,
enquanto as leis de escala para nimero de células cancerosas na superficie do tumor
S depende dos parametros e da regra microscopica. No entanto, outras morfologias
tumorais observadas em tumores epiteliais, tais como papilar e ramificada, nao foram
produzidas por esse modelo. Por isso, fomos levados a estudar um novo modelo que
inclui a competicao por nutrientes entre células cancerosas e normais.

Nesse modelo, que corresponde ao segundo trabalho da tese, as acoes celulares
passam a depender da concentracao local de nutrientes fornecidos por um vaso capilar
localizado no topo da rede. Os nutrientes sao divididos em dois grupos, o primeiro
associado as necessidades metabdlicas usuais das células e o segundo essencial para a
sintese de proteinas e acidos nucléicos envolvidos na divisao celular. Nossas simula-
¢oes mostram que o progresso no tempo do nimero total de células cancerosas, raio
de giragao do tumor e niimero de sitios na periferia do tumor é descrito por curvas de
Gompertz. As morfologias compactas e papilares geradas obedecem a diferentes leis
de escala para o niimero de sitios de periferia. Para padrées compactos S ~ n'/? como
no modelo de Eden, enquanto para padroes papilares o expoente na lei de poténcia
cresce em direcao a unidade quando o consumo de nutrientes aumenta, indicando uma
morfologia fractal para o tumor. Nessa versao do modelo a migracao nao é guiada por
sinais quimiotaticos secretados pelas células cancerosas e, como conseqiiéncia, a mo-
bilidade celular contribui para arredondar e homogeneizar os padroes de crescimento.
Por isso, estudamos também o modelo que considera simultaneamente nutrientes e
fatores de crescimento. Além disso, os tumores simulados incorporam uma estrutura
espacial composta de um nicleo necrético central, uma faixa interna de células quies-
centes e uma camada externa de células proliferativas de acordo com dados bioldgicos.

Por fim, usamos o modelo com competicao por nutrientes para estudar os efei-
tos de quimioterapias no crescimento de carcinomas in situ. O modelo inclui, além
de divisao, movimento e morte celular, competicao por nutrientes entre células can-
cerosas e normais e administracao peridédica de drogas. Dois tipos de quimioterapias,
usando drogas citotoxicas e antimitéticas, foram modelados. No modelo com drogas
citotéxicas os tumores podem ser completamente erradicados, cessar seu crescimento
ou crescer continuamente. O ultimo caso ocorre quando o tratamento é pouco efici-
ente ou os intervalos entre doses consecutivas de drogas sao longos. Além disso, as
morfologias e as leis de escala dos tumores que continuam crescendo mesmo sob trata-

mento sao preservadas. Em contraste, para as terapias que usam agentes antimitoticos
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uma transicao morfoldgica foi observada. Os padroes de crescimento tornam-se pro-
gressivamente mais fractais quando tratamentos mais efetivos (intervalos entre doses
consecutivas e/ou drogas mais eficientes) sao considerados.

Para complementar a tese, estudamos uma versao estendida do modelo de Wil-
liams e Bjerknes (WB) inicialmente usado para descrever o crescimento de tumores.
Nesse modelo estendido, as probabilidades de divisdao e morte correspondem a fungoes
monotonicamente crescentes e decrescentes do nimero total de células cancerosas n,
respectivamente. Os valores médios de n para o modelo de WB original e esten-
dido, bem como suas variancias, foram analiticamente calculados usando métodos de
processos estocasticos. O modelo original revela duas possibilidades para < n >: cres-
cimento ilimitado ou regressao total do tumor. Contudo, tumores reais exibem treés
comportamentos possiveis, os quais também sao observados no modelo WB estendido:
os previamente descritos e um estado quiescente no qual o tamanho do tumor per-
manece constante por tempos longos. As diferencas observadas entre resultados do
limite macroscopico para o modelo estendido foram calculadas usando-se expansoes
das equagoes envolvidas. Entre estas expansoes, mostramos uma aplicacao muito in-
teressante do formalismo elegante da expansao da equacao mestra, também conhecida
por expansao ). Além disso, a geometria dos padroes de crescimento gerados pelo
modelo estendido foi analisada. Trés morfologias distintas foram observadas: com-
pacta, conexa e desconexa. Todos os padroes foram caracterizados pelo seu raio de
giragao R, e pelo numero de células na borda do tumor, S. Para os padroes compac-
tos, R, ~ v/n e S ~ y/n. Para os padroes conexos e¢ desconexos R, ~ n” ¢ S ~ n,
com v > 1/2, indicando que estes padrdes sao fractais.

Um ultimo trabalho [82], que estd em fase de redacgao e por isso nao foi in-
cluido na tese, consiste na simulagao de tratamento de cancer com virus que replicam
seletivamente em células cancerosas usando o nosso modelo com competicao por nutri-
entes [25]. Este tipo de tratamento é uma das terapias mais promissoras no combate
contra o cancer [83] e configura um problema extremamente interessante do ponto
de vista da Fisica. Este tipo de terapia foi estudada por Wu et. al. [15] usando
um modelo de equagoes diferencias parciais. Os virus, manipulados geneticamente,
prendem-se a receptores especificos na superficie das células cancerosas, invadem-as
e passam a proliferar-se exponencialmente causando, posteriormente, a morte celular
(lise). Quando ocorre a lise, as novas particulas de virus sao liberadas e tornam-se
disponiveis para infectar novas células cancerosas adjacentes. Assim, teoricamente,

ciclos sucessivos de infeccao de células cancerosas e liberagao de virus levariam a con-
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taminacao do tumor inteiro. O mnosso modelo inclui, além da infeccao e liberagao
de virus, a difusao dessas particulas pelo tecido. O modelo exibe comportamentos
complexos para a dinamica de crescimento do tumor. O tratamento pode elimi-
nar completamente o tumor, ou fracassar e, com isso, o tumor continuar crescendo
de acordo com leis de Gompertz; ou provocar um comportamento oscilatério e nao
peridédico que definimos como um comportamento complexo. Esta fase complexa é
caracterizada por ondas de infecgao que se propagam de dentro para fora do tumor.
Os mecanismos que geram estas ondas estao relacionados com a difusao e a taxa de
eliminagao dos virus, mas ainda nao estao completamente compreendidos. Alguns
pontos fundamentais estao sendo esclarecidos com simulacoes adicionais. Esse mo-
delo, além de reproduzir qualitativa e quantitativamente experimentos com tumores
reais, permite estudar algumas questoes fundamentais sobre o tratamento com virus,
tais como o papel do sistema imunoldgico nesse tipo de terapia.

Além do tratamento com virus, temos vérios projetos para aplicar esse modelo
no estudo de outros fenomenos do crescimento neoplasico. Especificamente, preten-
demos incluir a produgao de fatores de angiogénese pelo tumor quando este estiver
com baixa disponibilidade de nutrientes. Assim, novos vasos sangiiineos cresceriam
a partir do capilar localizado na borda do tecido. Outro trabalho seria estudar com
detalhes o processo de degradacao da matriz extracelular por enzimas produzidas por
células cancerosas e, consequentemente, o processo de invasao das células cancero-
sas aos tecidos vizinhos. Ainda, o papel das interacoes entre o tumor e o estroma
hospedeiro é outro processo complexo que abordaremos. Pretendemos também usar o
modelo Williams & Bjerknes estendido para estudar um modelo teérico para descrever
os multiplos passos da carcinogénese.

Para finalizar, gostaria de destacar o carater interdisciplinar desta tese. A
cooperacao cientifica entre pesquisadores de areas que muitas vezes sao separadas
academicamente, como por exemplo as ciéncias biologicas e exatas, tem se mostrado
um dos caminhos mais promissores na compreensao de fenomenos complexos como
o cancer. Eu particularmente acredito que um sistema complexo como esse nao sera
completamente entendido meramente catalogando-se suas partes e as normas que re-
gem suas interagoes. Portanto, acredito que a participacao de fisicos, com sua visao
de buscar os mecanismos mais relevantes que determinam a dinamica e as carac-
teristicas de um sistema, e bidlogos, com sua capacidade descritava minuciosa, é um
caminho que podera levar a compreensao mais profunda de diversos pontos obscuros

no processo de crescimento de tumores.
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Apeéendice A
Glossario

Neste glosséario apresentamos os termos destacados em negrito ao longo da tese de uma
forma simplificada e organizados em ordem alfabética. A maior parte do conteudo

deste glossario foi retirado de diciondrios [84, 85] e paginas da internet [86, 87].

Angiogénese tumoral: indugao do crescimento de vasos sangiiineos pelos tumores
para suprir a deficiéncia de nutrientes. Essa inducao é promovida por substancias
produzidas pelas proprias células cancerosas denominadas fatores de angiogénese tu-
moral.

Angiostatina: forte agente anti-angiogénico que, na sua forma natural, é produzido
por tumores primérios e induz apoptose.

Apoptose: processo de morte celular programada que ocorre naturalmente como
parte do desenvolvimento normal, manutencao e renovagao de tecidos dentro do orga-
nismo. As instrugoes do programa de controle da apoptose estao presentes no préprio
genoma celular. Também mecanismo também estd presente em células cancerosas
mas com funcionamento comprometido.

Caderina: proteinas de adesao intercelular presentes, principalmente, na membrana
de células epiteliais.

Cancer: tumor maligno - qualquer crescimento que resulta na invasao e destruicao de
tecido saudavel por células anormais. Células cancerosas surgem de células normais
cujas propriedades foram alteradas por sucessivas mutagoes genéticas provocadas por
agressoes repetidas de agentes quimicos, radiagao, etc. Em geral, elas multiplicam-se
mais freqiientemente que as suas contrapartidas normais, nao sao sujeitas ao controle

normal do organismo e mostram perda de diferenciagao celular. Elas podem se disse-
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minar via sistema sanguineo ou linfatico para outras partes do corpo, nas quais elas
podem produzir tumores secundarios. Tumor maligno é outro nome dado ao cancer.
Carcinoma: tumor maligno derivado de tecido epitelial.

Carcinoma de células basais: tipo de cancer de pele que origina-se de células basais
(células redondas encontradas na parte inferior (ou base) da epiderme, a camada
externa da pele).

Carcinoma @n sttu: cancer confinado ao seu tecido de origem e que nao se espalhou
pelos tecidos vizinhos.

Células endoteliais: células que revestem as paredes dos vasos sangiiineos.
Células epiteliais: células do tecidos de revestimento como, por exemplo, a pele. As
células destes tecidos sao constantemente agredidas e, por isso, dividem-se freqiiente-
mente para repor as suas contrapartidas mortas, o que leva a uma alta freqiiéncia de
tumores neste tipo de tecido.

Células somaticas: todas as células do corpo, exceto os gametas (espermatozdides
ou évulos).

Ciclina: proteinas que controlam as varias fases do ciclo celular. Suas concentragoes
flutuam durante o ciclo, fornecendo as condicoes para que as distintas fases do ciclo
sejam completadas. Elas atuam em conjunto com cinases dependentes de ciclina.
Cinase: enzimas que podem adicionar grupos de fosfato a outros moléculas. A adi¢ao
de grupos de fosfato a uma proteina pode alterar suas atividades e é freqiientemente
usada como um mecanismo molecular de ativacao-desativagao de proteinas.
Citocinas: classe de substancias produzidas por células do sistema imunolégico que
podem afetar a resposta imune.

Citoesqueleto rede de fibras presente em células eucariotas que fornece um estrutura
de suporte para as organelas, ancora a membrana celular, facilita o movimento celular,
entre outros fatores.

Citosol: parte solivel do citoplasma celular que exclui as organelas celulares.
Colageno: proteina fibrosa insolivel encontrada extensivamente no tecido conectivo
(responsavel pela sustentacao do érgao) da pele, tendodes e ossos.

Colagenase: enzima que degrada colageno.

Crise: estado celular caracterizado por desordem genética que leva a morte da célula
provocada pelo encurtamento excessivo dos telomeros.

Cromossomo: estrutura do nicleo de células eucariotes composta de DNA e proteina.
Cromossomos carregam a informacao genética da célula em seu DNA organizado em

arranjos lineares de genes. Cada espécie tem um nimero constante de cromossomos;
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particularmente, humanos téem 23 pares de cromossomos.

Dependéncia de ancoragem: fenomeno no qual células animais necessitam estar
presas a uma superficie para proliferarem.

Diferenciagao celular: processo durante o qual células imaturas (ndo especiali-
zadas) adquirem caracteristicas individuais e atingem sua forma e fun¢ao maduras
(especializadas).

Displasia: células anormais, tanto na forma quanto na organizacao do tecido, mas
que ainda nao sao cancerosas, ou seja, nao podem invadir tecidos adjacentes ou pro-
duzir metastases. Essas células podem ser pré-cancerosas.

Endostatina: droga que esta sendo estudada pela sua habilidade de prevenir o cres-
cimento de vasos sangiliineos em tumores sélidos. A endostatina pertence a familia
das drogas chamadas inibidores de angiogénese.

Epigenético: vide transformacoes epigenéticas.

Estimulacao autécrina: quando as células produzem substancias capazes de esti-
mularem a si proprias.

Estimulagao paracrina: estimulacao celular gerada por sinais quimicos secretados
por outras células ou tecidos da vizinhanga.

Estroma: tecidos constituidos por varios tipos celulares responsaveis pela sustentacao
do orgao; tipicamente tecido conjuntivo.

Fagocitar: realizar fagocitose, o processo pelo qual particulas estranhas ao organismo
ou particulas mintsculas de alimento sao engeridas e quebradas por um certo tipo de
célula denominada fagécito.

Fagécito: tipo de célula animal do sistema imunoldgico capaz de capturar e quebrar
particulas estranhas, fragmentos celulares e microorganismos nocivos ao corpo.
Fator de crescimento: proteinas produzidas por células para controlar a reproducao
celular estimulando a divisao celular ou, as vezes, a inibindo.

Fator de motilidade autdécrino: proteina produzida por células cancerosas que
estimula e auxilia o seu proprio movimento celular.

Fator de transcrigao: proteinas que controlam a ligacdo de polimerases (enzimas
que unem monomeros que constituem biomoléculas como o DNA e o RNA) do RNA
as moléculas de DNA durante o processo de transcrigao (cépia da informagao genética
para o RNA mensageiro).

Fibroblastos: tipo celular que libera as fibras presentes no tecido conectivo. Estas
células sao longas, achatadas e se localizam proximas as fibras de coldgeno.

Genes supressores de tumor: genes responsaveis pela produgao de sinais con-
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troladores de crescimento e diferenciacao celular. Estes genes previnem crescimentos
inapropriados e o aparecimento de células anormais. A inativagao desses genes (por
mutagao ou auséncia) ocorre na maioria dos canceres.

Glioma: cancer do cérebro que inicia-se em células gliais (células que cercam e su-
portam as células nervosas).

Gliobastoma: tumor do cérebro que origina-se de células gliais (de suporte) do
tecido cerebral. Este tipo de tumor cresce muito rapidamente e suas células sao muito
diferente de suas contrapartidas normais.

Inibidores de angiogénese: substancias que tém a capacidade de inibir a formacao
de vasos sanguineos.

Inibidores teciduais de metaloproteinases: enzimas que neutralizam as metalo-
proteinases da matriz e, com isso, inibem a invasao de tecidos.

Integrinas: moléculas de adesao celular a matriz extracelular.

Intersticio: espaco entre células preenchido por fibras do tecido conjuntivo, vasos
sangiiineos, células de defesa, etc.

In situ: na localizagdo original (primario).

In vitro: no laboratério (fora do corpo).

In vivo: no corpo.

Hepatoécito: célula epitelial especializada que é o tipo mais abundante de célula
no figado. Os hepatdcitos sao envolvidos com varias fungoes do figado, incluindo
metabolismo, desintoxicacao e producao da bile.

Hepatoma: tumor benigno do figado. A variante maligna é o hepatocarcinoma.
Hiperplasia: crescimento anormal no niimero de células em um 6rgao ou tecido mas,
diferentemente da displasia, nao exibe alta desorganizacao do tecido.

Hipoéxia: deficiéncia de oxigénio.

Hormonio: substancia quimica produzida por células que alteram as atividades de
outras células. Essas substancias podem ser lipidios, tais como testosterona e es-
trogenio, ou proteinas como insulina. Hormonios podem agir em células distantes do
seu sitio de origem. Estrogénio, por exemplo, é produzido por células do ovario mas
agem nas células da mama.

Linfoma: cancer com origem no sistema linfatico. Os sitema linfatico é uma grande
rede de vasos que levam fluidos e células do sistema imunoldgico através do corpo.
Lise: em biologia, refere-se a ruptura de um célula causada por danos a sua membrana
plasmatica. A lise pode ser causada por agentes fisicos, quimicos ou por uma infecgao.

Macréfago: tipo de fagdcito.
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Mastocitoma: tumor de mastdcitos (um tipo de glébulo branco), que podem se
desenvolver na pele, em tecidos subcutaneos e, as vezes, em musculos.

Matriz extracelular: rede de proteinas fibrosas, principalmente coldgeno, que for-
nece sustentagao mecanica as células dos varios tecidos; o mesmo que intersticio.
Melanoma: cancer de pele que surge em melanécitos (células que produzem pig-
mentagao). Um melanoma comega normalmente em nevos.

Membrana basal: camada fina e resistente de matriz extracelular que separa tecidos
de revestimento (epitelial, endotelial, etc.), constituida principalmente de coldgeno.
Mesénquima: o mesmo que tecido conjuntivo ou conectivo; refere-se ao tecido que
proporciona a sustentagao mecanica e forma os vasos sanguineos.
Metaloproteinases da matriz: enzimas que degradam componentes da matriz
extracelular.

Metastase: aparecimento de focos cancerosos em partes do érgao ou do corpo dis-
tantes do local de origem do tumor. Células cancerosas entram nos vasos sangiiineos
e viajam pelo corpo podendo se prender nos estreitamentos dos vasos, penetra-lo e
formar um novo tumor.

Mitose: tipo de divisao celular que resulta em duas células filhas, cada uma tendo
um nucleo que contém o mesmo numero e tipo de cromossomos que a célula mae.
Mutacao genética: qualquer mudanga no DNA de uma célula. Mutagoes podem
ser causadas por erros durante a divisao celular ou pela exposicao a agentes danosos
ao DNA.

Necrose: expressao morfoldgica da morte celular causada por uma grande variedade
de substancias, agentes toxicos e hipoxia.

Neoplasia: formacao e crescimento de um novo tecido.

Oncogene: protooncogenes moficados que levam a transformacao de células normais
em cancerosas.

Papilar: vide tumor papilar.

Papiloma escamoso: tumor benigno com origem no epitélio de mucosas.
Parénquima: a porgao de um érgao que desempenha a funcao desse 6rgao; cada te-
cido é composto de parénquima e tecido que fornece suporte conhecido como estroma.
Plasmocitoma: cancer de plasmécitos (células derivadas de linfécitos B que produ-
zem anticorpos).

Proteinase: enzima que catalisa a quebra de proteinas em peptideos (seqiiéncia de

aminodcidos) menores ou aminodcidos, um processo também conhecido como protedlise.
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Protooncogenes: genes normais que se moficados podem transformar um célula
normal em cancerosa.

Quimiotaxia: locomocao orientada das células em direcao a um gradiente de con-
centracao de uma substancia.

Sarcoma: cancer de tecidos conjuntivos ou de sustentacao.

Senescéncia: estado de quiescéncia celular causado pelo encurtamento dos telomeros.
Telomerase: enzima capaz de reconstruir os telomeros.

Telomeros: seqiiéncias de DNA nas extremidades dos cromossomos que evitam a
fusao entre eles e controlam o nimero maximo de divisdes permitidas em células
normais.

Tempo de duplicagao: tempo necessario para o tumor dobrar o seu volume.
Transformacgao epigenética: transformacao celular em que as expressao e producgao
de proteinas sao alteradas sem a modificacao do DNA.

Tricoblastoma: tumores epiteliais consistindo principalmente de células foliculares.
O tumor é caracterizado por ninhos e cordas de células epiteliais em uma relacao
organizada com o estroma.

Trombospondina: agente inibidor de angiogénese em tumores.

Tumor papilar: tumor que forma protuberancias semelhantes a dedos.

Tumor primario: tumor original.

Tumor secundario: vide metéstases.
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