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Resumo

FUMIA, Herman Fialho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2015.
Um modelo multiescala para a carcinogénese. Orientador: Marcelo Lobato
Martins. Coorientadores: Silvio da Costa Ferreira Junior e Marcio Santos Rocha.

Nesta tese de doutoramento, desenvolvemos um modelo multiescala para o pro-
cesso de carcinogénese. Permitido pela existéncia de mutagoes, o cancer emerge
das interacoes entre diversas células em varias escalas de tempo e espaco. Ini-
cialmente, desenvolvemos um modelo para a escala microscopica do cancer, ou
seja, para o que ocorre “dentro das células”. Um sistema dinamico booleano
integrando as principais rotas de sinalizagao envolvidas no cancer foi construido.
O sistema produz padroes estaciondrios de expressao génica — atratores — depen-
dendo do microambiente celular. Agrupamos os atratores da rede em distintos
fenotipos celulares e determinamos mutacoes drivers que promovem transicoes
fenotipicas. As mutacoes apontadas estdo em acordo com aquelas catalogadas
nos diversos censos de genes associados ao cancer. Empregamos o modelo para
avaliar o efeito de terapias molecularmente direcionadas. Descobrimos que as
monoterapias sao aditivas em seus efeitos e que a associacao de diversas drogas

é necessaria para a erradicacao do cancer.

No modelo multiescala, as células, representadas pelo sistema dinamico booleano,
interagem entre si e com um microambiente permeado por substancias quimicas
(nutrientes, oxigénio, fons HT, e varios fatores pardcrinos). A dinamica do modelo
revela que, pressionadas pela competicao por recursos e por um microambiente
em permanente mudanca, as células selecionam mutagoes que as tornam progres-
sivamente mais agressivas. No estagio final, elas sao autossuficientes em fato-
res de crescimento, insensiveis a fatores inibidores de crescimento, evadiram da
apoptose, e possuem um potencial replicativo ilimitado; caracteristicas de células

cancerosas. Nossos resultados suportam a hipdtese da aquisicao de um fenétipo

vil



mutador pelo cancer. Também sugerem que as células glicoliticas permanentes
surgem como consequéncia de mutagoes selecionadas por outros processos, nao

havendo mecanismo de selecao especifico para esse fenotipo.
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Abstract

FUMIA, Herman Fialho, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2015. A
multiscale model of carcinogenesis. Adviser: Marcelo Lobato Martins. Co-
adivisers: Silvio da Costa Ferreira Junior and Mércio Santos Rocha.

In this doctoral thesis, we developed a multiscale model for the process of carcino-
genesis. Allowed by the existence of mutations, cancer emerges from interactions
between different cells in different scales of time and space. Initially, we develo-
ped a model for the microscopic scale of cancer, i.e., about what occurs “inside
the cells”. A Boolean dynamical system integrating the main signaling pathways
involved in cancer was constructed. This system exhibits stationary gene ex-
pression patterns — attractors — dependent on the cell’s microenvironment. We
grouped the network attractors into distinct cell phenotypes and determined dri-
ver mutations that promote phenotypic transitions. The predicted drivers are
in agreement with those pointed out by diverse census of cancer genes recen-
tly performed for several human cancers. Finally, the Boolean network model
was employed to evaluate the outcome of molecularly targeted cancer therapies.
The major find is that monotherapies are additive in their effects and that the

association of targeted drugs is necessary for cancer eradication.

In the multiscale model, cells, represented by their Boolean dynamical systems,
interact among them and with a microenvironment permeated by chemicals (nu-
trients, oxygen, H' ion, and several paracrine factors). The model’s dynamics
shows that, pressured by competition for resources and by an ever-changing mi-
croenvironment, the cells select mutations that make them progressively more
aggressive. In the final stages, the cells have acquired the following capabili-
ties: self-sufficiency in growth signal, insensitivity to anti-growth signals, evading
apoptosis, and limitless replicative potential;, characteristics shared by cancer

cells. Our results support the hypothesis of a mutator phenotype in cancer. Also

X



they suggest that permanent glycolytic cells appear as a consequence of mutations

selected by other processes. Therefore, there is no selection for this phenotype.



Capitulo

Introducao

ANCER é um nome genérico para mais de 100 doencas que possuem como
caracteristica comum a proliferacao celular desordenada. O cancer invade
tecidos préximos de onde surge e coloniza regioes distintas do organismo por meio
da corrente sanguinea e dos vasos linfaticos. Com uma alta taxa de mortalidade,

as chances de cura dependem do tipo de cancer e do estagio em que se encontra.

O objetivo principal dessa tese é estudar o desenvolvimento do cancer, processo
denominado carcinogénese. Para isso, precisamos levar em conta fendmenos
que ocorrem tanto dentro quanto fora das células. No Capitulo 2, explicamos
os principios basicos da Biologia do Cancer. Como se vera, as células precisam
adquirir varias caracteristicas na sua jornada em direcao a malignidade. Estas
caracteristicas sao obtidas por meio de mutagoes em determinados genes. No
Capitulo 3, apresentamos a teoria por tras dos modelos de redes booleanas. Essa
explicacao é uma introducao para o Capitulo 4, no qual apresentamos um mo-
delo booleano para as rotas do cancer. Pesquisando na literatura especializada,
propomos uma rede minima de interagao regulatoria. Essa rede engloba os genes
pertencentes as rotas de sinalizacao que sao frequentemente alteradas no cancer.
Com esse modelo, pretendemos compreender qual o efeito das mutagoes no ge-
noma celular e como isso esta relacionado a aquisicao das diversas caracteristicas
pelas células tumorais. No que diz respeito ao desenvolvimento do cancer, esse
modelo pretende descrever o que ocorre “dentro das células”. No Capitulo 5, apre-
sentamos um modelo multiescala para o processo de desenvolvimento do cancer.
Da mesma forma que nao é possivel compreender totalmente um material apenas

através da anadlise individual de seus atomos formadores, nao se pode entender
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o cancer analisando uma tunica célula; o mistério esta escondido na interacao.
Por isso, no modelo multiescala, inimeras células estao presentes, influenciando
e sendo influenciadas pelo microambiente. As células competem entre si e, como
resultado dessa luta Darwiniana, células mais adaptadas podem surgir. As fre-
quentes adaptagoes necessarias, eventualmente culminam em células com varias

das caracteristicas das células cancerigenas.

O Apéndice A é um complemento ao Capitulo 4. Nele, apresentamos a rede
utilizada dividida por rotas e os valores dos parametros do modelo. Também

definimos algumas grandezas importantes na caracterizagao de redes complexas.

O Apéndice B é um complemento ao Capitulo 5. Nele, apresentamos as melho-
rias e modificacoes feitas na rede do Capitulo 4, que foi a versao utilizada no
modelo multiescala. As rotas da rede melhorada e alguns resultados também sao

apresentados.



Capitulo

A Biologia do Cancer

Este capitulo, apresentamos os aspectos basicos da biologia do cancer que
julgamos indispensaveis para a compreensao dos modelos que desenvolvemos.
Nossa breve apresentacao se baseia na teoria da origem clonal do cancer, de longe
a que goza de maior credibilidade. Excelentes informacgoes sobre a biologia do

cancer podem ser encontradas em [1-3].

2.1 O que é o cancer?

Um organismo multicelular pode ser pensado como uma grande comunidade
de células cujos comportamentos sao estritamente controlados. Todos os dias
milhares de células morrem e outras milhares sao produzidas para ocupar o lugar
das que se foram. Em situagoes normais esse equilibrio de morte e proliferacao
é meticulosamente mantido. Contudo, por mais eficiente que seja, esse controle
nao é perfeito. Uma vez ou outra uma célula escapa e inicia um processo desen-
freado de divisoes que pode culminar na formagao de uma massa celular. Essa

aglomeracao de inimeras células “rebeldes” é denominada de tumor.

Longe de ser um observador passivo do caos em expansao, o organismo impoem
varias barreiras para a progressao tumoral: o reconhecimento pelo sistema imu-
nolégico, os fatores inibidores de crescimento e a sinalizacao apoptética sao ape-
nas alguns exemplos. A maior parte dos tumores acaba sendo vencida por uma
barreira ou outra. A grande preocupacao recai naquela pequena parte que se

adapta e continua a sua marcha evolutiva. Ao tumor que atinge o apogeu de

3



Capitulo 2. A Biologia do Cancer 4

sua evolugao, contornando todos os obstaculos que lhe foram impostos, reserva-
mos o nome de cancer ou tumor maligno. O que difere o cancer dos outros
tumores, ditos tumores benignos, é a capacidade de invadir os tecidos proximos
(invasao local) e também de colonizar regides distintas do organismo através da
corrente sanguinea e vasos linfaticos, processo denominado metastase. Devido a
essas caracteristicas, os tumores malignos sao extremamente mais mortais do que
os benignos. Em 2010, nos EUA, por exemplo, os tumores malignos responde-
ram por quase 98% das mortes devido a tumores (574.743 mortes por tumores

malignos e 14.917 por tumores benignos) [4].

Em principio, existem tantos tipos de cancer quanto sao os tipos de células do
organismo (cerca de 200 [5]). Na prética, alguns tipos sdo muito mais frequentes
que outros. Diferentes tipos podem destoar muito em suas caracteristica his-
tologicas, na sua evolugao ou na chance de morte do paciente. Infelizmente, isso
torna improvavel a possibilidade de se encontrar um tunico tipo de cura para todos

canceres. E mais provavel que sejam necessarias varias curas.

Os diferentes tipos de cancer podem ser agrupados em quatro grandes grupos
dependendo dos tecidos nos quais surgem. Os carcinomas sao originarios das
células epiteliais da pele ou que revestem os orgaos internos. E o tipo mais
frequente de cancer, representando 80% dos casos diagnosticados a cada ano.
Os sarcomas sao originarios dos ossos, cartilagem, gordura, musculos, vasos
sanguineos ou outros tecidos conectivos ou de suporte. As leucemias originam-
se em tecidos responsaveis pela formagao das células sanguineas como a medula
Ossea, levando a formagao de um nimero anormal de células sanguineas. Por

ultimo, os linfomas sao originérios das células do sistema imune [3].

2.2 Cancer: uma doenca de origem genética

Os genes sao partes do DNA nas quais estao codificadas as informagoes ne-
cessarias para a producao de uma ou mais proteinas. Quando a informagao de
um gene esta sendo lida e executada, dizemos que o gene esta sendo expresso.
As proteinas sao as responsaveis por executar todos os processos que uma célula
realiza. Dessa forma, o conjunto de todos os genes, denominado genoma, fun-
ciona como uma central que comanda a célula. Se uma célula se encontra em

uma condi¢ao em que necessita, por exemplo, de captar mais glicose do meio, os
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genes relacionados a esse processo passarao a ser expressos (Ou Serao expressos

com maior intensidade).

Ao falarmos sobre o cancer, dissemos que ele adquire novas caracteristicas com
o intuito de contornar as varias barreiras impostas pelo organismo. Hoje sabe-
mos que essas caracteristicas sao obtidas por meio de alteragoes na forma como
os genes da célula sao expressos. Essas alteragoes sao chamadas de mutacoes
e podem corresponder a modificacoes diretas na informagao codificada no gene,
por exemplo, através da dele¢ao ou insercao de novas bases, ou podem ser modi-
ficacoes epigenéticas, que alteram a forma como o gene é expresso modificando a

estrutura da cromatina (sem alterar o gene em si).

[©N

Nem todos os genes estao associados ao cancer. Ao contrario, a estimativa

[N

que um pouco mais de 1% dos genes humanos entrem nesse grupo [6]. Nao
estranho que seja dessa forma. Os genes controlam uma miriade de processos no
organismo, varios dos quais nao tém nenhuma relagao com o controle de processos

associados ao cancer, tais como proliferacao, morte celular e migracao.

As alteragoes genéticas associadas ao cancer podem ser adquiridas de trés formas:
(1) herdadas dos pais, (2) espontancamente via mutagoes somaticas ou (3) via in-
fecgoes virais. Canceres associados com mutacoes herdadas dos pais representam
entre 0,1% e 10% dos casos dependendo do tipo de cancer. As mutacoes devido
a infeccoes virais ' sao bem mais raras e parecem estar limitadas a um ntimero
relativamente pequeno de tipos de cancer [2]. Portanto, as mutagoes sométicas

obtidas espontaneamente sao responsaveis pela grande maioria dos canceres 2.

Os genes do cancer podem ser divididos em trés grupos: oncogenes, genes
supressores de tumor e genes de estabilidade. Os oncogenes sao a forma
mutada de genes normais chamados de proto-oncogenes, que estao associados a
regulacao de processos fundamentais como a proliferagao e a diferenciacao celu-
lar. Em geral, as mutacoes fazem que os oncogenes sejam sempre expressos ou
que sejam expressos em condicoes que normalmente nao o seriam. O gene Ras,

por exemplo, é um proto-oncogene que normalmente é expresso quando existem

T Alguns virus que tem um papel bem definido na sua associaciio com o cancer sdo os virus
Epstein-Barr, do papiloma humano, da hepatite C e B, HHV-8 (associado ao sarcoma de Ka-
posi), HTLV-II (associado a leucemia de células T) [7]

20 termo mutacdes sométicas significa que essas mutacoes afetam os genes das células
somdticas. As células somaticas sdo todas as células do corpo com excegao das células ger-
minativas (espermatozoides no homem e 6vulos na mulher). Como consequéncia, mutagoes
somaticas nao podem passar para os descendentes do organismo.
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fatores que estimulam a proliferagao, os chamados fatores de crescimento. Con-
tudo, mutagoes em Ras podem fazer com que ele seja expresso mesmo na auséncia

desses fatores, o que pode induzir a célula a se dividir.

Diferentemente dos oncogenes, os genes supressores de tumor sao inativados pelas
mutacoes. Esses genes estao envolvidos no controle de processos como a manu-
tencao da integridade genética, a progressao do ciclo celular, a diferenciagao, as
interagoes célula-célula, e a apoptose [2]. O papel desses genes como reguladores
desses importantes processos faz com que a inativacao dos mesmos represente
uma vantagem para o cancer. O gene supressor de tumor p53, por exemplo, é
responsavel por interromper a proliferacao celular ou induzir a célula a morrer por
apoptose em condi¢oes anomalas como hipoxia, danos no genoma, proliferacao
celular excessiva, entre outras. A sua inativagao permite que a célula continue a

se proliferar ou permanecer viva mesmo nessas condicoes adversas.

Mutacoes nos genes de estabilidade auxiliam o cancer de uma forma distinta. Os
genes de estabilidade sao responsaveis pela correcao de danos ocorridos no DNA,
tanto os que ocorrem naturalmente no processo de replicagao celular como aqueles
induzidos por mutagénicos. Dessa forma, mutagoes nos genes de estabilidade
auxiliam o cancer através do aumento da taxa de ocorréncia de mutagoes em

outros genes, que doutra forma é mantida no minimo.

2.3 A carcinogénese

O processo de desenvolvimento do cancer é chamado de carcinogénese. As
evidéncias sugerem que a maior parte dos tumores sao originarios de uma tunica
célula que em um passado remoto, devido a uma mutacgao, adquiriu uma certa
vantagem proliferativa em relacao as células normais. A célula mutada produz
clones que também carregam a mutagao e que, portanto, também possuem uma
vantagem proliferativa. Como ja foi citado, existem varias restri¢coes impostas
pelo organismo ao desenvolvimento tumoral. Quanto maior o nimero de clones
maior sera a probabilidade de que haja uma outra mutacao em alguma célula da
massa clonal que confira a mesma a capacidade de ultrapassar mais uma barreira.
Essa célula e os clones que ela vier a gerar estarao em vantagem em relacao as
outras células do tumor com apenas uma mutagao e, obviamente, com relagao as

células normais. O processo de desenvolvimento tumoral continua nessa mesma
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linha, com novas mutacoes produzindo populacoes celulares com maior vantagem
adaptativa em relacao as anteriores. Eventualmente, a evolugao culminara em
uma populacao celular que ultrapassou todas as restricoes que lhe foram impostas
e se encontra apta a invadir e colonizar outros tecidos, ou seja, cancer (Figura
2.1).

Ficgura 2.1: Evolugao clonal. Uma tnica célula em um tecido normal

adquire uma alteracao que confere uma vantagem proliferativa (preta). Essa

célula se divide dando origem a varios clones. Uma célula entre os clones ad-

quire uma segunda mutagao que confere uma vantagem proliferativa adicional

(vermelho). O tumor é o resultado de varios estdgios de mutacoes e expansao
clonal.

Devido a necessidade da aquisi¢cao de um conjunto de mutagoes, o processo de
carcinogénese ¢ demorado. Um cancer descoberto hoje pode ter tido sua origem
em uma célula mutada a décadas atras. Essa evolugao do cancer em multiplos
estagios explica porque a chance de um individuo ter cancer aumenta quase ex-

ponencialmente com a idade (Figura 2.2).
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FiguraA 2.2: Taxa de incidéncia. Numero médio de novos casos por ano
para todos os canceres (Reino Unido, 2009-2011). Dados obtidos em [8].

2.3.1 As capacidades adquiridas pelo cancer

Em doengas genéticas como a doenca de Huntington, a fenilcetonuria ou
a doenca de Tay-Sachs podemos encontrar um determinado gene ou conjunto
de genes a quem atribuir a causa da patologia. O cancer é diferente nesse as-
pecto. Observe a Tabela 2.1, que apresenta as cinco mutacoes mais frequentes
nos canceres de mama, pancreas e de pele. Como podemos observar as mutacoes
nao sao as mesmas e, como a propria expressao “mutagoes mais frequentes” su-
gere, mesmo em canceres do mesmo tecido o conjunto de mutacoes nao precisa
ser necessariamente igual. Como compreender o processo de evolucao do cancer

com todo esse pantedao de mutagoes possiveis?

Em seu artigo seminal [9], Hanahan e Weinberg propdem uma explicagao interes-
sante: as diferentes mutagoes sao caminhos distintos para se alcancar o mesmo
objetivo. Segundo Hanahan e Weiberg “o wasto catdlogo de gendtipos das células
cancerosas € a manifestacao de sets alteracoes essenciais na fisiologia da célula
que coletivamente ditam o crescimento maligno: autossuficiéncia em fatores de
crescimento, insensibilidade a sinalizacao de inibidores de crescimento, evasao da
morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogénese

sustentada, e invasao dos tecidos e metdstase”. Cada uma dessas caracteristicas
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obtidas significa que uma das barreiras impostas pelo organismo foi superada. A

seguir, explicaremos essas caracteristicas em mais detalhes.

Cancer de mama  Cancer de pancreas Cancer de pele

Pi3k (25%) Ras (57%) Raf (42%)

D53 (25%) p53 (35%) D53 (26%)
E-caderina (12%)  CDKN2A (18%) PTCH1(24%)

Gata3 (7%) Smad4 (17%) hTert (23%)

MLL3 (7%) [-catenina (16%) CDKN2A (20%)

TABELA 2.1: Mutagoes frequentes. As cinco mutagoes mais frequentes em
trés tipos de cancer. Dados disponiveis no banco de dados COSMIC [10].

2.3.1.1 Autossuficiéncia em fatores de crescimento

As células normais s6 proliferam quando moléculas presentes no meio extra-
celular, denominadas fatores de crescimento, se ligam a receptores especificos
presentes na superficie celular. Esse receptores sao internalizados levando consigo
os fatores de crescimento, os quais, ja dentro da célula, geram uma cascata de
eventos intracelulares que ativam varios genes envolvidos no processo de proli-
feracao celular. A necessidade desses fatores para que a divisao ocorra permite

que o organismo controle quando as células devem se dividir.

As células cancerosas conseguem burlar essa necessidade de fatores de crescimento

através de pelo menos trés mecanismos [9]:

1. Aumentando o nimero de receptores na superficie da célula: Em
condic¢oes normais nas quais nao exista a necessidade de proliferacao celular,
a concentragao basal de fatores de crescimento nao é suficiente para que haja
a ligacao dos mesmos com a quantidade de receptores requerida para que
se desencadeie uma resposta proliferativa. Entretanto, se a quantidade de
receptores na superficie celular for aumentada, a concentracao minima de
fatores de crescimento requerida é diminuida. Isso pode ser obtido através
de mutagoes em genes envolvidos na sintese desses receptores e é um evento
comum em muitos canceres. Em média, 50% a 70% dos carcinomas de

pulmao, célon e mama sintetizam os receptores EGFR e ErbB-3 [11].

2. Alterando algum gene envolvido na transmissao do sinal proli-

ferativo: Genes como Ras, NF1 e Raf, por exemplo, pertencem a rota
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envolvida na transmissao do sinal proliferativo. Mutacoes em genes desse
rota podem fazer com que a sinalizacao através dela seja iniciada sem a
presenca de fatores de crescimento no meio extracelular. Estima-se que a
ativacao constitutiva de Ras por mutacgoes, por exemplo, esteja presente em

cerca de 20% de todos os tumores humanos [12].

3. Produzindo seus proprios fatores de crescimento: As células can-
cerosas podem gerar seus proprios fatores de crescimento de uma forma
direta ou indireta. Na forma direta, a célula cancerosa produz fatores de
crescimento que sao liberados no meio intercelular e ativam os recepto-
res da propria célula, esse é um exemplo do que chamamos de sinalizacao
autécrina. Na forma indireta a célula produz fatores que estimulam outras
células, como as células normais da matriz extracelular, a produzirem os

fatores de crescimento de que ela necessita [13].

2.3.1.2 Insensibilidade a fatores inibidores de crescimento

Os fatores inibidores de crescimento atuam no sentido de interromper a pro-
liferacao celular. Similarmente aos fatores de crescimento, na superficie celular

existem receptores especificos para esses fatores.

Um dos fatores inibidores de crescimento mais conhecidos é o TGF-5. Quando
TGF-S encontra-se presente no meio intercelular; a sua ligacao com os recepto-
res especificos na superficie da célula leva a expressao de genes que codificam
proteinas do grupo Smad que, por sua vez, ativam a expressao de genes que

interrompem o ciclo celular como p15 e p21 [14].

Existem distintas formas através das quais o cancer pode se tornar insensivel a
sinalizagao inibidora. A diminuicao da quantidade de receptores especificos na
superficie celular [15] ou a producao de receptores disfuncionais é um exemplo
[9]. Mutagoes em genes pertencentes as rotas que transmitem a sinalizagdo dos

fatores inibidores também é uma possibilidade [16].

2.3.1.3 Evasao da apoptose

A apoptose é uma forma de morte celular programada que envolve a eli-

minagao da célula de uma forma “limpa”, por assim dizer. Durante o processo
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de apoptose a célula sofre uma contracao; o citoplasma se torna mais denso e as
organelas celulares aproximam-se uma das outras. Apesar disso, a integridade
das organelas ¢ mantida e a célula ainda possui uma membrana plasmatica in-
tacta e, dessa forma, nenhum dos constituintes celulares extravasa para o meio.
Depois que a apoptose é concluida os “restos mortais” da célula sao rapidamente

fagocitados sem desencadear nenhuma resposta inflamatoria.

A apoptose é um processo fundamental ao organismo. Varios processos incluindo
a renovacao tecidual, o desenvolvimento e funcionamento correto do sistema
imune, a atrofia normal de tecidos hormonio-dependentes tais como a prostata e
o utero pos-gravidico, o desenvolvimento embriondrio e a morte celular induzida
por substancias quimicas sao processos dependentes da apoptose. Um funciona-
mento incorreto, seja por um aumento ou diminuicao na taxa de apoptose leva a

inumeras doengas, entre elas o cancer [17].

A apoptose atua como um empecilho para a carcinogénese de varias formas. Em
uma delas ela ataca o cancer na sua esséncia, tentando impedir o estabelecimento
de mutagoes. Grosso modo, podemos dizer que quando uma mutagao ocorre a
célula a detecta e tenta conserta-la. Dependendo da extensao da mutacao a célula
pode nao ser capaz de arrumar o dano e, como alternativa, ela inicia o programa
de apoptose para que a célula mutada seja eliminada . Dessa forma, a apoptose

atua impedindo que alteracoes no material genético sejam passadas adiante.

A apoptose também atua eliminando as células que se encontram em condi¢oes
longe da normalidade como, por exemplo, sujeitas a um estimulo proliferativo ex-
cessivo, situagao que pode ocorrer em células com mutagoes em oncogenes; ou em
um meio com baixa concentracao de oxigénio, condicao enfrentada pelas células
quando o tumor se expande; ou ainda quando existem no meio determinadas
substancias como fatores de morte e inibidores de crescimento, que podem surgir

devido a uma resposta inflamatéria desencadeada pelo tumor.

Existem intimeras formas das quais o tumor se vale para evadir da apoptose.
Como ja dito, a apoptose é uma morte programada, o que significa que existe
um conjunto de genes que determinam essa acao. A forma como esses genes in-

teragem para executar esse processo ¢ altamente complexa e sofisticada e muito

3E claro que todo esse processo nao é perfeito, doutra forma as células mutadas sempre
seriam eliminadas ou “consertadas” e o cancer nao existiria. O fato é que o processo de reparo
do DNA nao funciona corretamente sempre. As vezes ele mais estraga do que conserta, levando
a delegbes de pequenas partes do DNA ou mesmo a translocagoes [18].
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FiguraA 2.3: O gene p53 e a divisao celular. O gene p53 normal monitora

o DNA destruindo células com danos no DNA que nao podem ser reparado.

Quando p53 estd anormal ele nao consegue parar a divisao celular ou reparar

o DNA. Conforme as células danificadas se proliferam, o cancer pode vir a se
desenvolver (figura adaptada de [19]).

ainda permanece desconhecido. Entretanto, parece bem estabelecido a existéncia
de duas rotas principais de sinalizacao através das quais a apoptose pode ser
desencadeada: a rota extrinseca e a intrinseca. A rota extrinseca, como o
nome sugere, ¢ iniciada através da ligacao de fatores de morte presentes no meio
extracelular, como TNF-a, Fasl, Apo2L, Apo3L, a receptores especificos pre-
sentes na superficie da célula. A cascata de sinalizacao decorrente dessa ligacao
culmina na ativacao da caspase-8, que inicia a fase de execucao da apoptose. A
rota intrinseca ou rota mitocondrial da apoptose estd intimamente associada com
genes da familia Bcl-2, que engloba genes com papel pré-apoptético (e.g. Bax,
Bak) ou anti-apoptético (e.g. Bel-2, Bel-Xy, Bel-w). Quando o “balango” entre
os estimulos proé e anti-apoptéticos tende para o primeiro, a integridade da mem-
brana da mitocondria é comprometida, o que resulta na liberacao de proteinas
soliveis, incluindo citocromo ¢, que agem iniciando a ativagao de caspases no

citosol que induzem a apoptose [20].
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Vérios genes tem um papel ativo no controle da apoptose, mas nenhum deles é tao
proeminente quanto o pb3, cognominado de o “guardiao do genoma”. Quando um
dano no DNA ¢ percebido pela célula os niveis de expressao de pb3 aumentam, o
que leva inicialmente a uma parada do ciclo celular para que haja uma tentativa
de reparo do dano. Se o dano nao puder ser reparado, o gene pb3 ativa as rotas
de apoptose para que a célula seja eliminada (ver Figura 2.3). A delegao de p53
faz com que a célula nao entre em apoptose, o que permite que as mutagoes se

estabelecam.

Além de p53, mutagoes em outros genes permitem que a célula evada da apop-
tose. Alteragdes em genes como Ras, Pten ou Akt, por exemplo, aumentam a

intensidade dos sinais anti-apoptdticos [9].

2.3.1.4 Potencial replicativo ilimitado

A maior parte das células humanas em cultura é capaz de se dividir ape-
nas um determinado numero de vezes apds o qual elas entram em um estado
nao-proliferativo chamado senescéncia (Figura 2.4). Essa limitagao replicativa
nao é observada na maior parte das células cancerosas que, por se dividirem

indefinidamente, sao ditas imortalizadas.

Por que as células normais apresentam essa limitacao no potencial replicativo?
Acredita-se que a resposta esteja no encurtamento progressivo dos telomeros. Os
telomeros correspondem as extremidades dos cromossomos e servem, entre outras
funcoes, para evitar que haja a fusao entre cromossomos vizinhos. Descobriu-
se que a enzima DNA polimerase, responsavel pela replicacao do DNA, nao é
capaz de sintetizar completamente a extremidade final do mesmo. O cromossomo
¢ basicamente uma longa fita de DNA enrolada e as extremidades dessa fita
correspondem a regiao dos telomeros no cromossomo. Dessa forma, a cada vez
que a célula se divide os telomeros vao se encurtando. Apds um nimero critico
de divisoes celulares, os telomeros se tornam tao curtos que a célula identifica
esse encurtamento como um dano no DNA [21]. A resposta celular a esse dano
é a ativacao de genes que impedem a célula de se proliferar, levando-a ao estado
senescente. Fibroblastos humanos entram nesse estado tipicamente depois de 50
a 70 divisoes [22].
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FiGurA 2.4: Limite de Hayflick. Nuamero de vezes que uma populagao

de fibroblastos em cultura dobra em funcao do tempo. Quando a populagao

dobra por volta de 60 vezes as células param de se dividir, mas ainda podem
permanecer vidveis por muito tempo. Figura adaptada de [1].

Ultrapassar a senescéncia é a primeira das duas etapas que as células tumorais
precisam vencer para adquirir um potencial replicativo ilimitado. A senescéncia
parece estar associada a ativagao das rotas pb3 e Rb, ambas responsaveis pelo
controle da proliferacao celular. Inativagoes em genes pertencentes a essas rotas,
tais como Rb, p53 e p16, permitem que a célula escape da senescéncia e continue
se dividindo. Contudo, isso significa que os telomeros continuam se encurtando,
o que nao pode continuar indefinidamente. Apds algumas divisdes um estagio
denominado crise ¢ alcancado, caracterizado por massiva instabilidade cromos-
somal e morte celular. As células tumorais precisam evitar a fase de crise e, para
isso, devem impedir que os telomeros continuem se encurtando. Isso pode ser
alcancado obtendo uma capacidade caracteristica de células germinativas e algu-
mas células-tronco: a producao da enzima telomerase, que consegue estabilizar

o tamanho dos teléomeros compensando o que é perdido durante cada divisao [23].

Entre 85% e 90% dos tumores humanos expressam a telomerase. O percentual
restante encontra uma forma alternativa ainda nao muito bem compreendida
para interromper o encurtamento dos telomeros, o mecanismo ALT (alternative
lengthening of telomeres), que é telomerase-independente. Esses fatos somente
corrobaram a hipdtese de que a obtencao do potencial replicativo ilimitado é

fundamental para o cancer [1].



Capitulo 2. A Biologia do Cancer 15

2.3.1.5 Angiogénese sustentada

Os tecidos normais possuem uma rede de vasos sanguineos distribuida de tal
forma que cada célula receba por difusao uma quantidade adequada de nutrientes
e oxigénio. Ao surgir em um tecido, o tumor utiliza os recursos provenientes dessa
rede. Entretanto, essa fonte limita o crescimento do tumor, ja que a partir de
um certo volume (por volta de 1-2 mm?) a quantidade de oxigénio que chega por
difusao até as células tumorais é insuficiente 4. Nesse estdgio, o tumor é dito

avascular.

FI1GURA 2.5: Processos envolvidos na angiogénese. (1) HIF-1 é ativado
em células nas regices de hipéxia. Como consequéncia HIF-1 ativa a transcrigao
de VEGF que passa a ser secretado pelas células. (2) VEGF liga-se ao receptor
VEGFR na superficie dos capilares. (3) A permeabilidade dos vasos muda.
(4) Uma célula endotelial que serve como guia (tip cell) é ativada e quebra a
membrana basal. (5) Novas células proliferam atrds da célula-guia formando
a haste do vaso. (6) Células vizinhas & célula-guia liberam MMPs no meio, o
que leva a protedlise da matriz celular e permite que as células migrem. Figura
retirada da referéncia [24].

Para o tumor continuar evoluindo é necesséario que ele induza o organismo a ex-
pandir a rede de vasos sanguineos com intuito de suprir suas demandas. Esse pro-

cesso é denominado angiogénese e representa uma fase de transicao na evolucao

40 primeiro limitante é oxigénio, j4 que nutrientes como a glicose, por exemplo, possuem
um maior comprimento de difusao
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tumoral: de uma lesao localizada e relativamente inofensiva para uma doenca

sistematica e potencialmente fatal [25].

A angiogénese é um processo complexo que envolve varias etapas como a de-
gradacao da matriz extracelular, a migragao e proliferacao das células endoteli-
ais, a formacao de loops pelos capilares (anastomose), a maturacao dos vasos e
o estabelecimento do fluxo sanguineo [26]. Embora vérios fatores de crescimento
distintos sejam necessarios para que a angiogénese ocorra, a familia de fatores de
crescimento VEGF (vascular endothelial growth factors) estd associada ao inicio
do processo. Em resposta a baixa oxigenacao presente em determinadas regioes
do tumor, o gene HIF-1 das células tumorais dessas regioes torna-se ativo e induz
a liberagao de VEGF no meio intercelular. O VEGF difunde através do tecido
até alcancar a vasculatura pré-existente, na qual age estimulando as células en-
doteliais dos vasos sanguineos a se proliferar formando novos vasos sanguineos

em diregao ao tumor [27]. Veja a Figura 2.5.

2.3.1.6 Invasao dos tecidos e metastase

Os tumores benignos estao confinados aos tecidos em que se originam. Por
isso motivo, normalmente nao causam a morte do organismo e sao frequente-
mente operaveis. Os tumores malignos sao invasivos, eles se espalham para os
tecidos proximos e, eventualmente, para tecidos muito distantes do local onde se

originam. KEsse processo é denominado de metastase.

A capacidade de sofrer metastase requer a aquisicao de iniimeras habilidades por
parte das células tumorais. Alguns exemplos sao a capacidade de migrar, de de-
gradar a membrana basal e de sobreviver sem estar em contato com a mesma, e
de sobreviver em um tecido distinto daquele de origem. Embora algumas habi-
lidades possam ser adquiridas diretamente por mutacoes, o processo de invasao
e metastase envolve a colaboragao de varios tipos de células, muitas das quais
sao perfeitamente normais. As células do estroma, por exemplo, podem ser in-
duzidas pelas células tumorais a produzirem uma série de fatores de crescimento
que garantem a sobrevivéncia e induzem a migracao das células tumorais. Os
macrofagos na periferia do tumor, por exemplo, podem acelerar a invasao local
liberando enzimas que degradam a matriz extracelular, tais como metaloproteina-

ses e catepsinas, em resposta a fatores produzidos pelas células tumorais [28, 29].



Capitulo

Redes Booleanas: Modelando a

Regulacao Genica

Este capitulo, apresentamos os conceitos de regulacao génica e de redes de re-
gulacao génica. Introduzimos os modelos de rede booleanas, que se apresen-

tam como uma alternativa simples e eficaz na modelagem de redes de regulacao.

3.1 A regulacao génica

Os genes sao partes do DNA em que estao codificadas informagdes que po-
dem ser utilizadas para a producao de uma ou mais proteinas. Quando essas
informacoes estao sendo “lidas” e “executadas” dizemos que o gene esta sendo
expresso. O conjunto de todos os genes que estao sendo expressos em uma dada
célula é denominado padrao de expressao génica. Diferentes tipos de células,
como por exemplo, uma célula do coragao e outra do pancreas, possuem os mes-
mos genes, mas diferentes padroes de expressao. Alteragdes no ambiente em que
uma célula se encontra também podem ocasionar uma mudanga no padrao de
expressao dos genes. A diminuicao dos niveis normais de oxigénio, por exemplo,
leva a inibicao e a ativacao da expressao de varios genes relacionados a adaptacao

a esse novo ambiente.

Essa flexibilidade no padrao de expressao é possivel devido a existéncia de me-

canismos de regulacao. Entre a leitura da informacao em um gene até a sintese
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da(s) proteina(s) associada(s) ao mesmo, existem varios pontos nos quais a ex-
pressao pode ser regulada (para mais informagoes ver [30]). No entanto, como
a sintese proteica ¢ energeticamente dispendiosa, o principal ponto de regulagao
ocorre no inicio do processo, ou seja, na leitura da informacgao. Essa etapa de

leitura denomina-se transcrigao génica.

A transcrigao inicia quando uma enzima denominada RINA polimerase se liga a
uma regiao do DNA que fica proxima ao gene que vai ser transcrito, denominada
promotor. Contudo, a RNA polimerase possui pouca afinidade com o promotor,
o que significa que essa ligacao ocorre a uma taxa muito baixa. E aqui que um
conjunto de proteinas denominadas fatores de transcricao entram em cena; elas
sao capazes de alterar a taxa com que a RNA polimerase se liga ao promotor. Essa
alteracao pode ser tanto um aumento quanto uma diminui¢ao. No primeiro caso,
dizemos que o fator ativa (ou induz) e, no segundo, que ele inibe a transcrigao.
Cada gene ¢é regulado por um conjunto variavel tanto em tipos quanto em niimeros
de fatores de transcricao. Genes responsaveis por processos celulares essenciais,
por exemplo, podem estar sujeitos a uma regulacao complexa que requer a agao

de inimeros fatores de transcricao.

A complexidade da regulacao génica aumenta consideravelmente quando consi-
deramos varios genes. Tomemos um determinado fator de transcricao a, por
exemplo, que regule n genes. Como os fatores de transcrigdo sao proteinas, a
estd presente na célula quando o gene A que o codifica esta expresso. Ora, mas
o gene A também é regulado por fatores de transcricao que, por sua vez, sao
produzidos por outros genes também regulados por fatores de transcricao. Dessa
forma, podemos pensar no genoma como uma grande rede de genes que se co-
nectam através de interacoes regulatérias mediadas pelos fatores de transcricao.

Esse entendimento esta na base da modelagem das redes genéticas.

3.2 Modelando redes genéticas

Suponha que tenhamos uma pequena rede de regulacao formada pelos genes
A, B e C que codificam os fatores de transcricao a, b e ¢, respectivamente.
Digamos que o fator a ative os genes B e C' e que o gene A seja ativado pelo
fator b e inibido pelo fator ¢. Uma forma de representar essa rede é através de

um grafo direcionado, ferramenta muito utilizada na Ciéncia da Computacao.
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Um grafo direcionado consiste de um conjunto N de nds (ou vértices) e um
conjunto A” de arestas ou ligagoes. Em nosso caso, o conjunto de nés é o conjunto
dos genes N = {A, B,C}. As arestas correspondem as interagoes regulatérias
entre os genes. Por exemplo, para o gene B que sintetiza o fator de transcri¢ao b
que ativa o gene A, temos a aresta (B, A, +). A primeira coordenada indica qual
gene é o regulador, a segunda, qual gene é o regulado e, a terceira, se a interacao
¢ ativadora ou inibidora. Portanto, o conjunto das arestas no presente caso ¢é
A" ={(B,A,+),(C, A =), (A B,+),(A, C,+)}. O grafo pode ser representado
como na Figura 3.1, na qual os nds sao representados por circulos e as arestas por
linhas com setas ou linhas perpendiculares na extremidade préxima aos nés que

estao sendo regulados. As setas representam ativagao e as linhas perpendiculares

inibicao.

FIGURA 3.1: Rede de regulagao. Os circulos representam os nés (genes),
as arestas (interacoes regulatdrias) sdo linhas com setas (4) ou linhas perpen-
diculares (—) na extremidade préxima aos nds que estao sendo regulados

3.3 Redes booleanas

A concentragao celular de uma dada proteina [P] é uma medida da inten-

sidade da expressao do gene que a codifica !. Essa concentracao estd direta-
mente associada a concentragao dos fatores de transcricao que regulam o gene

em questao. Como estas duas grandezas estao relacionadas?

Existe uma extensa documentacao experimental apontando que a intensidade da

expressao génica pode se relacionar de forma sigmoidal com a concentracao dos

Desde que o principal ponto de regulacio seja a transcricio.
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fatores de transcri¢ao [31]

Os modelos matematicos sugerem que em situagoes

em que ha cooperatividade entre diferentes fatores de transcri¢ao [32], em que os
fatores de transcricao do mesmo tipo formam dimeros, trimeros ou multimeros,

ou em que os fatores de transcrigdo sdo rapidamente degradados [33], essa res-

posta sigmoidal é observada. Acredita-se que essas situagoes sejam comuns em

organismos eucariotos

Através da Figura 3.2, vemos que uma funcao sigmoidal pode ser aproximada por
uma func¢ao do tipo degrau, o que é denominado de aproximagao booleana.

Aceitando-a, um gene i pode ser representado por um elemento binario o; que

esta no estado 1 quando o gene esta expresso e no estado 0 quando nao esta. Con-

sequentemente, uma rede de regulagao genica com N genes torna-se um conjunto

{01,09,...,0n} de N elementos bindrios interconectados

-

1.0

0.0

2

[FT]

F1cura 3.2: Aproximacao booleana. A concentracao de uma determinada

proteina (intensidade de expressdo do gene) é uma funcao sigmoidal da con-
centragao de fatores de transcricao. Essa funcao pode ser aproximada por uma

fungao do tipo degrau.

Em uma rede de regulacao, cada gene ¢ possui um ntimero k; de outros genes que
o regulam, nimero que depende da topologia da rede em questao. A dinamica
da rede ¢ obtida pela atualizacao simultanea de todos os genes da rede em um

tempo t + 1 de acordo com

oi(t+1)=F, (a (£) iy () s 0y, (t)) ,

(3.1)
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em que F; é uma regra especifica para o gene i que combina todos os seus regu-

ladores.

Para um gene ¢ com k; reguladores existem 92t regras logicas. Portanto, o espaco
de regras possiveis é enorme mesmo para pequenos valores de k;. Salvo alguns
poucos casos, nao se pode determinar uma tnica regra adequada para um gene,
mas sim um conjunto delas. Isso ocorre porque as rede bioldgicas ainda nao sao

muito bem compreendidas e os dados disponiveis sao limitados [34].

Varias hipoteses adicionais sao propostas para limitar o conjunto de regras possiveis.
Exemplos de conjuntos de regras bastante utilizados, que derivam da adocao de
determinadas hipdteses, sao as regras canalizadoras e as regras do tipo li-

miar.

3.3.1 Regras canalizadoras

Na Biologia, o termo canalizagao refere-se a estabilidade fenotipica dos
organismos em relacao as mutacoes e as alteracoes ambientais 2. Em outras pala-
vras, as células dos organismos conseguem se comportar da mesma forma apesar
das pertubacoes externas e internas. As regras ditas canalizadoras produzem uma
dinamica estavel em relacao as alteracoes nos genes da rede, o que justifica sua

denominacao.

Seja ¢ um gene regulado por k outros genes. Seja j um gene pertencente ao
conjunto de reguladores de 7. Se o gene j no estado a determina que o gene i
esta no estado b independentemente do estado dos demais reguladores de 7, temos
uma regra canalizadora. Denominamos o gene j de gene canalizador e dizemos

que a regra possui valor canalizador a e saida canalizada b.

Seja A um gene regulado por dois outros genes B e C. Existem 22 = 16 regras
légicas possiveis (Figura 3.3), mas quais destas s@o canalizadoras? As regras
podem ser canalizadoras com valor canalizador 0 ou 1 e em relacao aos genes B
ou C'. Para exemplificar, tomemos C' como gene canalizador e o valor canalizador
como 1. Note que se o = 1, as Regras 13, 15 e 16 determinam que 04 = 1, e

as Regras 1, 2, 3 e 4 determinam que 04 = 0, independentemente do estado do

2Essa estabilidade se deve a mecanismos como redundéncia genética, regulacio por feedback,
e interagoes bioquimicas cooperativas.
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gene B. Logo, todas sao regras canalizadoras, sendo que as Regras 13, 15 e 16

possuem saida canalizada 1, e as Regras 1, 2, 3 e 4 possuem saida canalizada 0.

B C Regra 1 Regra 2 Regra 3 Regra 4 Regra 5 Regra 6 Regra 7

0 0 0 1 0 1 0 1 0

1 0 0 0 1 1 0 0 1

0 1 0 0 0 0 1 1 1

1 1 0 0 0 0 0 0 0
Regra 8 Regra9 | Regra 10 | Regra 1l | Regra 12 | Regra 13 | Regra 14 | Regra 15 | Regra 16

1 0 1 0 1 0 1 0 1

1 0 0 1 1 0 0 1 1

1 0 0 0 0 1 0 1 1

0 1 1 1 1 1 1 1 1

FicurA 3.3: Regras Légicas

. Todas as 16 regras possiveis para um gene A
que ¢ regulado por dois outros genes B e C.

Pode-se mostrar que 14 das 16 regras logicas sao canalizadoras. Embora nesse

caso a maior parte das regras sejam canalizadoras, a razao entre o numero de

regras canalizadoras C' e o numero de regras possiveis R diminui rapidamente

com o numero de reguladores k do gene (Figura 3.4).
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FicuraA 3.4: Numero de Regras Canalizadoras.
canalizadoras C' aumenta com o numero k de reguladores do gene. Contudo,
a razdo entre o numero de regras canalizadoras C' e o numero total de regras
R diminui bruscamente. A informagao sobre o nimero de regras canalizadoras

até k = 10 pode ser obtida em [35].

O ntmero de regras
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Em uma rede real os genes frequentemente possuem varios reguladores. Se um
gene com k reguladores tem a dinamica controlada por uma regra canalizadora,
alteragoes em qualquer um dos k& — 1 genes, com excecao do gene canalizador,
produzem a mesma saida canalizada. Portanto, quanto maior o niimero de genes

na rede associados a regras canalizadoras, maior a estabilidade da mesma.

3.3.2 Regras do tipo limiar

A hipétese central das regras do tipo limiar é que a interacao entre os dis-
tintos fatores de transcricao na requlacao de um dado gene € do tipo aditiva. Um
gene j que regula um gene 4, o faz com um determinado peso Jj;. Se o gene j
ativa a expressao do gene ¢ temos que Jj; > 0. Se ele a inibe, temos que Jj;; < 0.
O estado final do gene i é determinado somando as contribuicoes de todos os seus

reguladores (Regra 77).

L, ose D5 Jiuoy(t) > 0,
O'Z(t + ].) = 0, se Zf;l inO'j(t) < 0; (32)
O'Z'(t), se 25;1 inO'j (t) = 61

Certamente, um dos pontos fortes das regras do tipo limiar é a descricao das
interagoes regulatérias como ativadoras ou inibidoras, o que a aproxima da no-
menclatura biolégica. Apesar da sua hipétese central restritiva, as regras do tipo
limiar foram utilizadas com sucesso para descrever a sequéncia bioldgica correta
dos eventos no ciclo celular das leveduras S. cerevisiae® e S. pombe* [36, 37].
Esses resultados sugerem que, pelos menos em determinados casos, as interacoes

regulatérias podem ser consideradas como puramente aditivas [38].

3 Saccharomyces cerevisiae é um fungo unicelular. E utilizado na producao de pao, cerveja
e etanol.

4Schizosaccharomyces pombe também é um fungo unicelular. E utilizado como organismo
modelo em biologia molecular e celular.



Capitulo 3. Redes Booleanas: Modelando a Regulacao Génica 24

3.4 A dinamica dos modelos booleanos

3.4.1 Os atratores

Seja uma rede com N nods que esta sujeita a uma determinada regra de
atualizacdo. Sendo o; o estado de ativa¢ao (0 ou 1) do né i, dizemos que uma
configuragao é um conjunto {0y, 09, ..., o5 } com N elementos que indica o estado
de todos os nés da rede. Ao conjunto de todas as configuracoes possiveis (2V

configuragoes), denominamos de espago das configuragoes.

Se escolhermos uma configuracao A aleatoria e aplicarmos a regra de atualizagao,
uma nova configuracao B é produzida®. Se tornarmos a aplicar a regra na confi-
guracao B, produziremos uma outra configuracao C. Ao executarmos esse pro-
cedimento inimeras vezes estaremos gerando “caminhos” ou “fluxos” no espago
das configuragoes. Entretanto, como o espaco de configuracoes é finito, o fluxo
das configuracoes também serda. Em algum momento, a aplicagao da regra de
atualizacao produzird uma configuragao que ja foi produzida. Denominemos a
configuracao antecedente a configuragao ja produzida de I. Existem apenas duas
possibilidades para a configuracao sucessora de I; ou ela é uma configuragao an-
terior pertencente a algum ponto do fluxo (por exemplo, a configuragdo D na

Figura 3.5) ou ela é a prépria configuragao 1.

Observe que no caso da Figura 3.5(a), se a regra de atualiza¢ao continuar a ser
aplicada, as configuracoes D, E, I vao se repetir indefinidamente na sequéncia
{D,E,I,D,FE,I,...}. No caso da Figura 3.5(b), a configuracao produzida é sem-
pre a [.

Ao conjunto de configuracoes para o qual a dinamica do sistema converge de-
nominamos de atrator. O periodo de um atrator corresponde ao nimero de
configuragoes que ele possui. Atratores que possuem periodo maior que 1, como
o da Figura 3.5(a), que possui periodo igual a 3, sdo denominados de ciclos li-
mites. Atratores de periodo 1 sdo denominados pontos fixos (como o da Figura
3.5(b)).

Distintamente do caso ilustrativo anterior, o espaco de configuracoes pode ser
muito complexo. Em geral, existem varios fluxos de configuragoes que convergem

para um ou mais atratores. A Figura 3.6 ilustra um caso em que o espago de

5A nao ser no caso de escolhermos justamente um ponto fixo.
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FIGURA 3.5: Fluxos de Configuragoes. Em (a), o fluxo de configuragoes
culmina em um ciclo limite de perfodo 3. Em (b), o fluxo de configuragoes
atinge o ponto fixo I.

configuracoes possui dois atratores. Um deles é um ciclo limite de periodo 7
(configuragées em azul) e, o outro, um ponto fixo (configuragdo em vermelho).
Observe que cada atrator possui um determinado nimero de configuracoes as
quais ele atrai. Denominamos esses conjuntos de configuragoes atraidas de bacias
de atragao. O tamanho da bacia de atracao de um atrator estd diretamente
relacionado a sua importancia na dinamica do sistema. Quanto maior for, maior

a probabilidade de que a dinamica culmine no dito atrator.

3.4.2 As células “funcionam” nos atratores

Uma configuragao é um conjunto {oy,09,...,0n} com N elementos que
indica o estado de todos os nds da rede. Em outras palavras, uma configuracao
representa um determinado padrao de expressao génica. Portanto, um atrator
com p configuragoes (periodo p) representa um conjunto limitado de padroes de

expressao genica que se repetem ciclicamente.
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FicuraA 3.6: Bacias de atragao. No espago de configuragoes, conjuntos de
configuractes sao atraidos pelos atratores. Denominamos esses conjuntos de
bacias de atragao.

Os atratores assemelham-se ao que se observa nas células. As células sao sistemas
estaveis, caso nao hajam modificagoes nas condigoes ambientais ou mutacoes

genéticas, o seu comportamento nao se altera °, ou seja, o seu padrao de expressao.

Essas consideragoes levaram Stuart Kauffman a admitir como hipétese que as
células operam nos atratores do sistema [39]. Portanto, um atrator representa
um determinado comportamento celular. Dessa forma, espera-se que uma célula
em ciclo esteja em um atrator distinto de uma célula que nao esté se dividindo,

por exemplo.

Independentemente da rede de regulagao ou da regra adotada, todos os modelos
booleanos produzem atratores no espaco das configuragoes. Contudo, o niimero,
o tamanho da bacia de atracao, e o periodo dos atratores produzidos dependem
tanto da rede quanto da regra. Essas quantidades sao importantes na analise da
adequabilidade do modelo para descrever um problema em questao. E razodvel

esperar, por exemplo, que o atrator com a maior bacia de atracao descreva um

6Salvo as flutuacdes inerentes ao mecanismo de regulacao
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comportamento bem conhecido do sistema, ja que, segundo a hipdtese de Kauft-

man, é o comportamento celular mais provavel.

3.5 Consideracoes finais

O modelo de redes booleanas é uma abordagem simples para o estudo das
redes de regulagao. Ele exige poucas informagoes (informagoes experimentais
qualitativas costumam ser suficientes), é de facil implementagao computacional
e facil de ser analisado mesmo para grandes sistemas. Além disso, os resultados
obtidos geralmente permitem a obtencao de varias informacoes tuteis sobre a

dindmica do sistema [40].

Naturalmente, a adequabilidade do modelo de redes booleanas depende do nivel
em que se quer estudar o problema. Informagoes mais “finas” sobre a dinamica
da regulacao, tais como a concentragao das proteinas e dos fatores de transcricao,
demandam uma outra abordagem como, por exemplo, modelos de equagoes dife-
renciais. Esses modelos sao baseado em hipdteses mais realistas e produzem re-
sultados mais precisos. Como esperado, o prego por querer mais ¢ oferecer mais;
a quantidade de dados experimentais necessarios para se determinar as variaveis
do modelo aumenta muito, assim como a dificuldade de andalise do modelo. Para
redes que incluem varios elementos, essa abordagem mais “fina” torna-se impra-

ticavel [41].



Capitulo

Um Modelo de Rede Booleana para as

Rotas do Cancer

MBORA o cancer seja um fenomeno complexo cujo desenvolvimento ocorre em
E varias escalas e envolve milhares de células em uma batalha Darwiniana,
fundamentalmente ele é uma desordem de fundo genético. Se é um fato que uma
andalise apenas nessa escala nao é capaz de explicar o cancer, também ¢é verdade

que ela nao pode ser desprezada.

Neste capitulo, apresentamos o modelo desenvolvido para a escala genética ou mi-
croscopica do cancer. Nesse modelo, propomos uma rede de regulagao génica que
engloba partes do genoma humano que sao frequentemente alteradas no cancer,
conjuntamente com uma regra de evolucao que determina a forma como os mem-

bros da rede interagem entre si.

4.1 A construcao da rede

Redes biolégicas como as de regulacao génica e de interacao de proteinas
exibem uma estrutura modular, na qual cada mddulo é formado por elementos
(genes, proteinas) que interagem preferencialmente entre si e estdo associados
conjuntamente ao controle de um ou mais processos celulares [42]. A rede que
propomos para o cancer ¢ um exemplo de uma rede com estrutura modular.

Optaremos por utilizar o termo rota de sinalizagao ao invés de modulo.

28
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A metodologia utilizada na construcao da rede pode ser dividida em trés eta-
pas. Inicialmente, identificamos as rotas de sinalizacao que sao frequentemente
alteradas em diversos tipos de cancer. Na sequéncia, identificamos os principais
elementos de cada uma das rotas isoladamente e, por ultimo, a forma como as
rotas interagem entre si. Para obter essas informagoes, realizamos uma extensa
busca na literatura especializada e utilizamos o banco de dados KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kegg/).

Identificamos um total de 8 rotas de sinalizagao, a saber:

o Rota RTK: associada a regulagao da proliferacao, diferenciacao, promogao

da sobrevivéncia, e modulagao do metabolismo celular;

o Rota PI3K-Akt: associada com sinalizacao dependente da concentracao
de fatores de crescimento. Fortemente associada com a sinalizacao para a

sobrevivéncia celular e captacao de glicose [43];

o Rota Wnt: envolvida na regulacao do processo de desenvolvimento em-
brionario. No organismo adulto estd associada a homeostase e a renovagao
tecidual [44];

o Rota TGF-$-Smad: associada a percepcao e sinalizacao de fatores de

inibigao proliferativa;

o Rota Rb/E2F: associada a regulagao da iniciagao da replicagao do DNA
[45];

o Rota HIF-1: associada a percepcao da concentragao de oxigénio no meio

e as mudangas metabdlicas adequadas [46];

o Rota de apoptose: associada a decisao celular de entrar ou nao em apop-

tose;

o Rota ATM/ATR: associada a percep¢ao e reparo de danos no DNA.

Os elementos da rede ou nods, podem ser classificados em internos e externos.
Os nds externos sao entradas que informam as condi¢oes presentes no meio extra-
celular. Existem cinco nds externos que agem como sensores das concentracoes de

oxigénio, nutrientes, fatores de crescimento, fatores de morte e de mutagénicos.


http://www.genome.jp/kegg/
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Os nés internos sao os nos restantes da rede, sendo que a maior parte deles repre-
sentam genes. Alguns nds internos representam complexos de proteinas e outros
sao saidas abstratas como os nés “Apoptose” ou “Reparo do DNA”, que indicam

processos que estao ocorrendo.

A rede resultante é apresentada na Figura 4.1. Para uma melhor visualizacao
dos nés constituintes da rede, todas as 8 rotas de sinalizacao sao apresentadas

em detalhe no Apéndice A.

FiGura 4.1: Rede para o cancer. Os nés correspondentes as condigoes

ambientais (nds externos) estao em vermelho, os nés internos estao em amarelo

e branco. Ligagoes regulatérias ativadoras sao representadas por uma seta e
as inibidoras por uma linha com uma barra perpendicular a ela.

4.1.1 A caracterizacao da rede

Caracterizamos a rede proposta de acordo com algumas propriedades to-

polégicas usualmente utilizadas. Comparamos os valores dessas propriedades
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com aqueles obtidos de um ensemble de redes aleatérias com o mesmo nimero de
nos e o mesmo nimero médio de arestas. Como pode ser visto através da Tabela
B.1, a rede para o cancer possui um caminho médio pequeno (efeito small-world)
assim como o ensemble de redes aleatérias. Contudo, diferentemente das redes
aleatorias, a rede para o cancer exibe um alto valor para o coeficiente de aglo-
meragao. As distribuigdes de conectividades de entrada (P (k;,)) e saida (P (kout))
podem ser vistas na Figura 4.2 e, como pode ser notado, se aproxima de uma
distribuigao livre de escala para P(k;,). De fato, estas trés caracteristicas: cami-
nho médio pequeno, alto coeficiente de aglomeracao e distribuicao livre de escala

parecem ser onipresentes em redes bioldgicas [47].

Propriedades da Rede Cancer Aleatoria
Nos 96 96
Arestas 249 249+ 12
Conectividade média 2,59 2,59 +£0,12

Menor caminho médio 3,14 2,91+ 0,08
Coeficiente de aglomeracao 0,178 0,026 + 0,005

TABELA 4.1: Propriedades topdlogicas da rede: para o cancer e para um
ensemble de redes aleatérias.
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FIGURA 4.2: Distribuicao de conectividades da rede. (a) Distribuigoes
de conectividades de entrada P(k;,) e (b) de saida P(koyt).

Uma rapida definicao dessas propriedades é apresentada no Apéndice A.
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4.2 Propondo uma dinamica para a regulacao

Admitimos que os nés da rede sé podem assumir dois valores (abordagem
booleana), 0 ou 1, que representam os estados inativo e ativo, respectivamente.
No caso dos nés que representam genes, o estado ativo significa que o gene esta
sendo expresso e, o estado inativo, que ele nao estd !. No caso dos complexos
proteicos, o estado ativo significa que o complexo é formado e o inativo que nao
ha formagao do mesmo. Os nds externos ou ambientais seguem a mesma linha,
se 0o nd associado aos nutrientes estiver ativo, por exemplo, isto significa que a
concentracao de nutrientes no meio extracelular é maior ou igual a concentracao

adequada para a célula.

Nos propomos uma regra ou funcao de atualizacao deterministica do tipo limiar
que nos permite obter o estado de todos os nés em um instante ¢ + 1 desde que

saibamos o estado de todos os nds no tempo t. A regra utilizada é a seguinte:

ki
j=1
1 se >0
Sgn(x) = 4.2
gn(z) 0 se <0 (4.2)

A constante de acoplamento .J;; assume valores inteiros negativos ou positivos.
O seu valor informa como o né j regula o né 4, inibindo (sinal negativo) ou
ativando (sinal positivo), e o peso dessa regulagao, dado pelo médulo de Jj;.
Sendo assim, o que a regra nos diz é que para decidir o seu estado em um tempo
t+ 1 um no6 soma todos os estimulos devido aos nds que o regulam e a si mesmo
(Jioi(t) + Z?:l J;jioj)(t)) em um tempo t. Se essa soma for maior que um
determinado limiar de ativacao caracteristico de cada né 6;, esse né estara ativo
em t + 1, caso contrario estara inativo. Observe que mesmo se um né j fizer
parte dos reguladores de um gene i ele somente estara exercendo efetivamente
a regulacao se estiver ativo. A regra de atualizacao somente se aplica aos nos
internos, os nos externos nao sao modificados por ela, uma vez que representam

as condigoes do ambiente celular.

I Admitimos que se o gene estd sendo expresso, a proteina associada ao mesmo se encontra
presente na célula. Ou seja, desprezamos qualquer tipo de regulagao pés-transcricional.
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4.2.1 Os atratores

O conceito de atratores e a sua associacao com os fendtipos celulares é de
fundamental importancia em nosso modelo. Para compreendermos o que sao

atratores, imaginemos o seguinte procedimento:

1. Defina um conjunto de valores para os nés da rede que representam as
condicoes ambientais, por exemplo: Hipdxia=0, Fator de Crescimento=0,

Nutrientes=1, Mutagénicos=0, Fator de Morte=0.

2. Escolha aleatériamente um conjunto de valores 0 ou 1 para todos os outros
noés da rede, ou seja, os nés chamados internos. Essa sera a configuracao

da rede no tempo t = 0.

3. Aplique a regra de evolucao 4.1 sobre a rede com a configuracao escolhida
na etapa anterior. Salve a nova configuracao obtida através da aplicacao

da regra.

4. Repita as etapas 2 e 3 iniumeras vezes.

Para representar graficamente a nossa experiéncia, associemos a cada configuracao
da rede, tanto a escolhida aleatoriamente quanto a obtida depois da aplicacao da
regra, uma bolinha (ou um né). Se uma configuracdo leva para outra depois da
aplicacao da regra de evolugao, nés desenharemos uma seta partindo desta confi-
guracao e apontando para a configuracao a qual ela leva. A Figura 4.3 exemplifica

os resultados obtidos quando executamos o procedimento proposto 10.000 vezes.

Observe que existe um fluxo de configuragoes em direcao a dois conjuntos desta-
cados no gréfico (configuragoes azuis e vermelha). Cada um desses conjuntos de
configuragoes é chamado de atrator. Um atrator que possui p configuragoes é dito
de periodo p, no caso em que p = 1 dizemos que o atrator é um ponto fixo. A
Figura 4.3 apresenta dois atratores, observe que cada atrator atrai um determi-
nado conjunto de configuracgoes que lhe é proprio, ou seja, uma dada configuracao
flui para apenas um atrator. O conjunto de todas as configuracoes atraidas por

um atrator é chamado de bacia de atracao.

Como uma configuracoes do sistema se constitui no estado de ativacao dos nos

da rede, dizemos que cada configuracao representa um padrao de expressao
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FIGURA 4.3: Atratores.

génica. Embora essa identificacao associe o modelo booleano com a biologia da

regulacao, ainda precisaremos assumir as seguintes hipoteses:

1. As células operam nos atratores do sistema;

2. A quantidade de configuragoes atraidas por um dado atrator é uma medida

da probabilidade de ocorréncia do mesmo no contexto celular.

4.2.2 Os fenétipos celulares

O gendtipo ¢é o conjunto de todos os genes de um organismo. Em nosso

caso, o genétipo corresponde aos nés da rede proposta 2. O fenétipo corresponde

as caracteristicas fisicas e bioquimicas observadas na célula, sendo um resultado

2Com excecdo daqueles nés que nao representam genes e dos nés associados as condicoes

ambientais
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da interacao entre o ambiente celular e o gendtipo da mesma. Essa interacao
leva a expressao de determinados genes e de outros nao. Através da analise do
conjunto de genes expresso podemos identificar o tipo de comportamento celular

exibido.

Utilizamos o conceito de fenétipo para interpretar o comportamento celular as-
sociado aos atratores produzidos pela dinamica do problema. Definimos os
fenaotipos como o estado de ativacao de um determinado grupo de genes ao longo

do periodo de um dado atrator. Definimos os sete fendtipos a seguir:

o Apoptético: o fendtipo apoptético é aquele das células em apoptose. Para
verificd-lo, analisamos o estado de ativagao de dois nés, a saber: Caspase 8
e Caspase 9. A ativacao de algum deles (0casps = 1V 0caspy = 1) em alguma
configuracao pertencente ao atrator é suficiente para que o fenétipo seja dito
apoptotico. O fendtipo apoptotico exclui todos os outros. Portanto, todos
os fendtipos definidos a seguir s6 terao significado se o fenétipo apoptotico

nao for observado.

o Proliferativo: o fendtipo proliferativo é aquele das células em processo de
divisao. Analisamos o estado de ativacao de 3 nds da rede, a saber, Ciclina
A, B, e E. Como as ciclinas sao expressas de forma diferente ao longo do
ciclo celular, a ordem de ativacao dos nés é importante. As ciclinas precisam

ser expressas na ordem Cliclina F, Ciclina A, e Ciclina B.

o Quiescente: o fenétipo quiescente ¢ aquele das células que nao estao em
divisao. Todos os atratores nos quais as ciclinas estao inativas ou ativadas

em uma ordem incorreta possuem esse fenotipo.

o Migratorio: o fenétipo migratorio é aquele das células que podem se mover
no tecido. Esse fenotipo é observado se o ndé E-caderina estiver inativo

(0E-caa = 0) ao longo de alguma configuragao do atrator.

o Imortalizado: a maior parte das células sé pode se dividir um determinado
nimero de vezes, o que é chamado de limite de Hayflick. Quando esse
limite é alcancado elas entram em um estado dormente chamado senescéncia
e posteriormente morrem. As células que conseguem vencer o limite de
Hayflick e podem se dividir um nimero indeterminado de vezes possuem o
fenétipo imortalizado. Esse fenétipo é observado se o né correspondente a

hTert (ontert = 1) estiver ativo em alguma configuracao do atrator.
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o Glicolitico: células que utilizam a rota anaerdbica para a producao de
ATP mesmo na presenca de oxigénio possuem o fendtipo glicolitico. Se o
no HIF-1 estiver ativo e o né associado a condicao ambiental de hipozia
estiver inativo (opin = 1 A opip = 0), dizemos que o atrator possui esse

fenotipo.

o Mutatoério: células com defeitos nos mecanismos de reparo do DNA apre-
sentam um aumento na taxa de mutagoes, o que caracteriza o fendtipo
mutatorio. Se o né associado a condicao ambiental de mutagénicos esti-
ver ativo e o nd associado ao processo de reparo do DNA estiver inativo

(Omut = 1 A 0rep = 0), dizemos que o atrator possui o fenétipo mutatério.

Como ja dito, o fendtipo apoptotico exclui todos os outros. Naturalmente, o
fenotipo quiescente e o proliferativo sao mutuamente excludentes. Os demais

fendtipos podem ser observados conjuntamente.

4.2.3 As escolhas dos pesos e limiares da regra de atua-

lizacao

Como ja vimos, a regra de evolucao 4.1 contém dois conjuntos de parametros:
o conjunto dos pesos J = {J;;} e o conjunto dos limiares de ativacao © = {6;}.
Obviamente, diferentes conjuntos de parametros implicam diferentes regras de
evolucao. Como escolher uma regra adequada entre as intimeras possibilidades?
Antes de apresentar a metodologia utilizada, é necessario definir o que entendemos

como adequado.

Definigcao 1. Uma regra serd dita adequada se os resultados produzidos pela
dinamica do modelo reproduzirem qualitativamente os resultados conhecidos em

determinadas condi¢oes ambientais para as células normais.

Utilizamos a seguinte metodologia para encontrar uma regra que satisfaca essa
definicao: Inicialmente, adotamos como conjuntos-base os valores de todos os
pesos J;; como +1 ou —1, conforme a interacao seja ativadora ou inibidora, e os
valores de todos os limiares como 0. Procuramos alterar esses conjuntos-base de
parametros aos poucos, comparando os resultados produzidos com aqueles espe-

rados para uma célula normal. Utilizamos duas fontes para fazer modificacoes
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nos conjuntos-base, o que podemos chamar de (I) imposi¢oes decorrentes da es-
trutura da rede e, (II) informagoes experimentais qualitativas sobre o estado de

ativacao dos nos.

As imposigoes decorrentes da estrutura da rede observam-se nos casos em que
temos um né i que é regulado por apenas um outro né j. Se j ativa i, entao ¢
s6 deve estar ativo se j estiver. Ao contrario, se j inibe 4, entao 7 s6 deve estar
inativo quando j estiver ativo. Qualquer outro resultado significa que o né j nao

tem efeito sobre o nod i, o que contraria a premissa de que j é regulador de 7.

Alguns exemplos de informacoes qualitativas utilizadas sao as seguintes: o né
HIF-1 é expresso quando a concentracao de oxigénio diminui no meio extracelular
[48]; é necessario que NF1 esteja inativo para que Ras se ative [49]. Informagoes
similares a estas nos permitem modificar pesos e limiares dos nés envolvidos até

que a dinamica produza os resultados esperados.

Através da metodologia explicada escolhemos os seguintes valores para os parametros:

e Todos os pesos J;; sao iguais a +1 ou —1, com excecao daqueles apresenta-
dos na Tabela A.1 do Apéndice A;

e Todos os limiares 6; sao iguais a 0, com excecao daqueles apresentados na
Tabela A.2 do Apéndice A.

E necessério ressaltar que existem outros conjuntos de parametros que também
produzem uma resposta aceitavel. Alguns desses conjuntos sao equivalentes ao
conjunto adotado. Esse é o caso quando a modificacao do modulo de um peso
é irrelevante ou entao pode ser contrabalancada pelo modificacao de um limiar.
Entretanto, existem conjuntos de parametros que sao essencialmente distintos.
Estes conjuntos de parametros também geram respostas aceitaveis porque modi-

ficam apenas aspectos quantitativos da resposta do modelo 3

3Por exemplo, sabemos que a hipéxia pode induzir a apoptose em células normais. Contudo,
o quanto a apoptose é induzida depende, entre outros fatores, do tipo celular e do tempo de
permanéncia nessa condicao. Nao temos motivos plausiveis para dizer que um conjunto de
parametros que leva a 100% de apoptose é menos ou mais adequado do que um que leva 50%.
Entretanto, podemos dizer que os dois conjuntos sao mais adequados do que um que leva a 0%
de apoptose, ja que essa resposta é observada.
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4.3 Os resultados

4.3.1 A célula normal

A rede proposta e a regra de atualizacao 4.1 com os valores dos parametros
definidos na se¢ao anterior representam uma célula normal no modelo. Por esse
motivo, apresentamos nessa secao justificativas dessa identificacao através da
comparacao dos resultados produzidos pela dinamica do modelo com aqueles
observados em células normais. Determinamos também a estrutura do espago
de estados da célula normal, o que inclui a andlise do nimero e do fenétipo dos

atratores contidos nesse espago.

Como ja dito, existem 5 nods associados as condigoes ambientais, logo nés temos
um total de 32 (2°) condigoes ambientais distintas. Para cada condigao ambiental
existem 2! estados ou configuracoes possiveis. Devido as condicoes ambientais
serem fixas, o espaco de estados é subdividido em 32 subconjuntos de condi¢oes
iniciais. Por sua vez, cada subconjunto é subdivido nas bacias de atragao de seus

atratores.

Para estudarmos o espaco de estados, sorteamos para cada uma das condigdes am-
bientais um milhao de estados iniciais e determinamos os atratores, os fenotipos
associados e o tamanho da bacia de atragao de cada atrator. Determinamos que
o espaco de estados é formado por 62 atratores. Quais sao esses atratores, o
tamanho das suas bacias de atracao, o seu fenotipo, e a condicao ambiental a

qual pertencem sao apresentados no Apéndice A.

A comparacao dos atratores de todas as condicoes ambientais entre si, excluindo
dessa comparagao os nés associados as condigoes ambientais, revela que todos
eles sao distintos. Dessa forma, o repertorio de atratores é determinado univo-
camente pelo microambiente celular. Apesar de distintos, varios desses atratores
compartilham o mesmo fendtipo, ou seja, fundamentalmente estao associados ao
mesmo comportamento celular *. Entre os 62 atratores, 47 sao apoptéticos, 3
sao proliferativos e 12 sao quiescentes, os quais atraem 87,4%, 3,1% e 9,5% de
todas as condigoes iniciais testadas (32 milhoes). A Figura 4.4 ilustra o que con-
vencionamos chamar de espago de fenotipos, nela observamos a quais tipos de

fenotipo cada condicao ambiental conduz.

4Dentro dos fenétipos estabelecidos. Como existe diferenca na expressio de alguns genes,
outras caracteristicas fenotipicas nao analisadas podem diferir nos dois atratores.
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FI1GURA 4.4: Espaco de fenétipos. Trés fendtipos (apoptético, proliferativo
e quiescente) sao gerados em resposta a todas as 32 condigdes ambientais dis-
tintas. Na Figura, um microambiente é especificado por uma sequéncia binaria
de valores associados ao seus nés de entrada (mutagénicos, fatores de cresci-
mento, suprimento de nutrientes, fatores de morte, hipéxia). Por exemplo, o
microambiente (11000), correspondente & presenca de mutagénicos e fatores
de crescimento, pode levar a célula a um fenétipo apoptético (em 99,8% dos
estados iniciais) ou a um fenétipo quiescente (raramente, 0,2%). Em nossa
rede, mutagénicos geram danos no DNA e TNF-« é o fator de morte.

A seguir, comentamos em detalhes os resultados produzidos para algumas des-
sas condigoes ambientais. A condi¢ao ambiental (00100) corresponde a presenga
de oxigénio e nutrientes em concentragoes adequadas e a baixas concentracoes

de fatores de crescimento, morte ou mutagénicos. Para todos os estados iniciais
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testados, a dinamica do modelo leva para um ponto fixo associado a um fendtipo
quiescente. Se, em adicao a normoxia e a abundancia de nutrientes, existem fa-
tores de crescimento (01100), a rede sempre evolui para um ciclo limite associado
a um fendtipo proliferativo. Dessa forma, como esperado, células normais sao
totalmente dependentes de sinais mitogénicos para a sua proliferagao [50]. Além
disso, sob hipéxia, suprimento adequado de nutrientes e auséncia de fatores de
crescimento (00101), para todos os estados iniciais testados a rede é atraida para
um ponto fixo correspondente a um fendtipo apoptético. De forma consistente, a
morte celular programada é uma resposta tipica das células somaticas a muitas

formas de estresse, tais como hipéxia e privacao de nutrientes [50].

Em um ambiente de hipoxia com concentracao adequada de nutrientes e presenca
de fatores de crescimento (01101), a rede exibe biestabilidade. Isto é, ela pode
ser atraida para um fendtipo quiescente (em 2% dos estados iniciais) ou para
um fendtipo apoptdtico (98% dos estados iniciais). De fato, é conhecido que a
ativacao por hipdéxia de HIF-1 inibe Myc, levando & parada do ciclo celular (qui-
escéncia)[51]. Sabe-se também que HIF-1 pode se ligar a p53 e estabilizé-lo, o
que pode levar a apoptose ou a interrupcao do ciclo celular [52]. A biestabili-
dade também ¢ observada se um dano no DNA (mutagénicos) ¢ introduzido em
um cendario de normoxia, nutrientes e sinaliza¢gdo mitogénica (10100): cerca de
99, 35% dos estados iniciais compativeis sao atraidos para um fendtipo apoptético,
enquanto uma fragdo muito pequena (0,65%) alcanca um fenétipo proliferativo.
Novamente, é bem conhecido o fato de que o ciclo celular pode ser facilmente
interrompido e a apoptose deflagrada em resposta a danos no DNA de células
normais. Contudo, uma resposta proliferativa, embora rara, confere as células
somaticas alteradas uma capacidade de se proliferar. Em nosso modelo, essa res-
posta proliferativa é associada a dois ciclos limites distintos. Em um deles os
sinais antiapoptoticos — Bcl-2, Bel-X;, e Mdm2 — estao sempre ativos enquanto
os sinais pro-apoptoticos — Bad, Bax, pb3 — estao inativos. No outro ciclo
limite, Bad e Bax estao inativos, mas p53 e os sinais antiapoptoticos oscilam
de tal forma que quando p53 estd ativo o mesmo ocorre com Bcl-2, Bel-X e
Mdm2. Dessa forma, as caspases, que sao quem de fato deflagram a apoptose,

permanecem inativas ao longo desses ciclos limites.

Em resumo, a rede como um todo gera respostas coerentes com aquelas observa-
das em células normais sob diferentes condigoes ambientais, o que sugere que o

modelo esta qualitativamente correto.
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4.3.2 As mutacgoes

Agora que ja definimos o que é uma célula normal no modelo, podemos estu-
dar o efeito das mutagoes nessa célula. Com esse intuito, definimos as seguintes

formas de mutacoes que podem ser aplicadas a um no ¢ da rede:

e Delecao: o né i é mantido sempre inativo (o; (t) = 0,V?);
e Ativacao constitutiva: o né i ¢ mantido sempre ativo (o; (t) = 1, Vt);

e Superexpressao: o né ¢ é mantido sempre ativo e o peso com o qual ele
regula os seus nds-alvo é multiplicado por um fator a (o;(t) = 1,J;; =
OéJw‘,Vt).

Como estamos interessados em estudar o processo de desenvolvimento do cancer,
procuramos mutacoes cujo efeito seja conferir algum tipo de vantagem seletiva a
célula mutada em relagao as células normais, como por exemplo, proliferacao na
auseéncia de fatores de crescimento ou a evasao da apoptose. Essas mutagoes sao
denominadas “drivers”. O estudo estd centrado em duas condigoes ambientais,
(00100) e (00101). Como explicaremos posteriormente, essas sao duas condigoes

inicialmente enfrentadas por grande parte dos tumores.

Inicialmente, supomos que os mecanismos de deteccao de mutagoes no DNA estao
funcionais. Para modelar isto, mantemos sempre ativo um né presente na rede
nomin no n . m qu mutacoes n nao sa
denominado “Dano no DNA” °. O caso e e as mutagoes no DNA nao sao

detectadas também ¢é estudado.

4.3.2.1 Condigao ambiental (00100)

Ao surgir em um tecido normal é provavel que uma célula mutada se encontre
em um meio com concentragao adequada de nutrientes e oxigénio. Excetuando-se
0s casos nos quais o tecido em que a célula surja esteja enfrentando um processo
inflamatorio ou esteja se recuperando de uma lesao, é provavel que a concen-
tracao de fatores de morte e de crescimento também seja minima. Portanto, a

condi¢ao ambiental (00100) é enfrentada frequentemente por uma célula mutada

5Isso é equivalente a alterar a condicio ambiental mutagénicos para 1, uma vez que o né
externo “Mutagénicos” ativa tnica e diretamente o né “Dano no DNA”.
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que inicia o processo de carcinogénese. Como ja exposto, nessa condicao ambi-
ental a célula normal do modelo possui o fenétipo quiescente. Dessa forma,
qualquer mutacao que leve essa célula a exibir um fenétipo proliferativo é uma

candidata em potencial a estar associada ao processo de carcinogénese.

Para todos os nés da rede que representam genes, estudamos o fenétipo produ-
zido pelos trés tipos de mutacao. A Tabela 4.2, apresenta os genes que quando
mutados conferem a célula uma vantagem proliferativa. O tipo de mutacao é
apresentado, assim como o que denominamos de eficacia da mutacao. A eficdcia
corresponde ao percentual de estados iniciais que sao atraidos para algum atrator

que possui o fenotipo almejado, no caso presente, o fenotipo proliferativo.

Gene mutacao eficacia
Egfr ativacao 0,91%
superexpressao  0,91%

Gli ativacao 0, 08%
superexpressao 0, 35%

hTert ativacao 0,07%
superexpressao  0,07%

Nf1 delecao 0,03%

Nf-kB  superexpressao 0, 13%
PI3K ativagao 0,14%
superexpressao 0, 73%

Pkc ativacao 0, 48%
superexpressao 1, 34%
Pten delecao 0,51%
Ras ativacao 0,16%
Wt ativacao 0,6%

superexpressao  0,6%

TABELA 4.2: Mutacoes driver na condigao de normoxia. Genes afeta-

dos e mutagoes correspondentes que levam a rede a um fendtipo proliferativo

na condicao de normoxia e abundancia de nutrientes. Na superexpressao ado-
tamos o = 2.

4.3.2.2 Condigao ambiental (00101)

Um suprimento inadequado de oxigénio é uma condicao enfrentada pelo
tumor ao longo de todo o seu desenvolvimento. Na fase inicial, denominada avas-

cular, o oxigénio que o tumor recebe difunde a partir da vasculatura pré-existente
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no tecido. Como a partir de uma certa distancia dos vasos sanguineos a quanti-
dade de oxigénio que chega até as células neoplasicas é inadequada, o crescimento
do tumor se encontra limitado. Para seguir adiante, o tumor precisa estimular
a producao de novos vasos sanguineos para suprir a sua demanda, fenomeno co-
nhecido como angiogénese. Entretanto, mesmo em tumores que ja desenvolveram
uma vasculatura propria existem regioes de hipdxia. Isso ocorre porque a vas-
culatura produzida pelo processo de angiogénese é irregular, e ineficiente para

suprir as necessidades das células tumorais.

Devido a importancia da condi¢cao ambiental de hipéxia, estudamos o efeito das
mutagoes na condi¢do (00101), que corresponde a presenga de nutrientes em
condicoes adequadas e a escassez de oxigénio 9. Segundo o modelo, a resposta
de uma célula normal nessa condigao é a apoptose. Portanto, qualquer mutacao
que confira a célula alguma capacidade de evadir da apoptose pode ser conside-
rada como potencialmente associada ao cancer. Os genes com essa caracteristica

apontados pelo modelo sao aqueles da Tabela 4.3.

Gene mutagao eficacia
Akt  superexpressao  100%
Bcl-2 ativacao 100%

superexpressao  100%

Bel-X;,  superexpressao  100%
Ikk  superexpressao 88,7%
Nf-xB ativacao 91, 7%
superexpressao  100%

p53 delecao 100%
Snail  superexpressao 83,6%

TABELA 4.3: Mutacoes driver na condigao de hipéxia. Genes afetados e
mutagoes correspondentes que capacitam a rede a evadir da apoptose induzida
por hipéxia. Na superexpressao adotamos a = 2.

4.3.2.3 Quando os sensores de integridade nao estao funcionais

Nos casos anteriores, supomos que 0s genes que agem como sensores de
integridade do DNA estao funcionais. Contudo, isso nem sempre é verdade. In-

dividuos que herdam mutacoes nesses genes, tal como o gene ATM, possuem uma

5Embora os nutrientes também difundam a partir dos vasos sanguineos o seu comprimento
de difusao é bem superior, de sorte que o primeiro limitante é a escassez de oxigénio.
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chance até 100 vezes maior de desenvolver cancer [53]. Sugere-se que as mutagoes
nesses genes possam estar intrinsecamente associadas a propria ocorréncia do
cancer. Existem sugestoes de que a taxa normal de mutacao celular nao pode
responder pela frequéncia de canceres observada. Uma solucao proposta é que
o cancer precisa adquirir um fenétipo mutador [54], caracterizado por um au-
mento consideravel da probabilidade de mutagao, obtido justamente através da

alteracao de genes que fazem o papel de sensores de integridade do DNA.

Haveria alguma alteracao nos genes preditos como potencialmente associados ao
cancer nas secoes anteriores se a rota de reparo do DNA estiver avariada? Para
responder essa questao infligimos uma delecao ao principal gene de reparo da
rede proposta, o gene ATM, e refizemos a busca por mutagoes nas condicoes
ambientais (00100) e (00101). Os resultados sao apresentados nas Tabelas 4.4 e
4.5.

Gene mutacao eficacia
Akt  superexpressao 54, 3%
Egfr ativacao 100%
superexpressao  100%
Gli ativacao 100%
superexpressao  100%
hTert ativacao 100%
superexpressao  100%
Nf1 delecao 100%

Nf-kB superexpressao  2,1%
Pdkl superexpressao  36%

PI3K ativacao 100%
superexpressao  100%

Pke ativacao 100%

superexpressao  100%

Pten delecao 100%
Ras ativacao 100%

superexpressao  100%

Whnt ativacao 100%

superexpressao  100%

TABELA 4.4: Mutacoes driver quando existem avarias nos sensores

(normoxia). Novas mutagoes driver sob normoxia e suprimento adequado

de nutrientes no contexto em que os sensores de integridade do DNA estao
avariados. Na superexpressao adotamos o = 2.

Na condicao ambiental em que héa oxigénio e nutrientes em concentracoes ade-

quadas (00100), a delegao do gene ATM resulta em um aumento de 10 para 12 no
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nimero de mutagoes drivers associadas a obtencao de um fenétipo proliferativo
(Tabela 4.4). Mais expressivo ¢ o aumento observado na eficicia dessas mutagoes,

muitas delas sdo 100% eficazes em induzir a célula a proliferacao.

Na condicao de hipéxia e concentracao adequada de nutrientes (00101), a delegao
de ATM tem como efeito principal o aumento do nimero de mutagoes driver

associadas a evasao da apoptose, de 7 para 22 (Tabela 4.5).

Dessa forma, os resultados indicam que alteragoes nos sensores de integridade
tornam a célula mais propensa a sofrer mutacoes, ou em outros termos, a exibirem

um aumento na instabilidade génica.

4.4 Mutacoes driver e a topologia

Nesta secao, investigamos se os nds cujas mutagoes podem conferir vantagens
seletivas a célula transformada possuem caracteristicas proeminentes na topologia
da rede. Para todos esses nds a centralidade de intermediacao B e a conecti-
vidade total k (k = ki, + koue) foi determinada. A centralidade de intermediagao
B de um né 7 é definida como o nimero de menores caminhos entre todos os
pares de nés da rede que passam através de ¢ dividido pelo niimero de menores
caminhos da rede. Sendo assim, se um né 7 tem um grau de intermediacao de

B = 0,25, por exemplo, 25% dos menores caminhos da rede passam através dele.

Dividimos os nés em trés grupos de acordo com a sua centralidade de interme-
diagao (Tabela 4.6). O primeiro grupo é o de alta centralidade, formado por
nés que possuem mais do que duas vezes a centralidade média da rede (B). O
grupo contém oito nés, a saber, Akt, HIF-1, hTert, Ikk, mTor, Myc, Nf-kB e
pH3. Esse grupo também é altamente conectado, possuindo uma conectividade
média (k), quase duas vezes maior que a conectividade média da rede (k). Esses
resultados indicam o papel central desses nés na rede, ja que muitas rotas con-
vergem para estes nds (alta conectividade) e muitas rotas encontram nesses nés o
caminho mais curto para atingir outros nds da rede (alta centralidade de interme-
diagao). O segundo grupo é formado por nés com centralidade intermediaria
((B) < B < 2(B)) e contém apenas dois nés, Mdm2 e Pdkl. A conectividade
média do grupo é ligeiramente menor do que a conectividade média da rede.
Por tltimo, o terceiro grupo é formado por nés com pequena centralidade

(B < (B)), os quais também possuem pouca conectividade. Esse grupo é o
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Gene mutagao eficacia
Akt  superexpressao  100%
Bcl-2 ativacgao 100%

superexpressao  100%
Bel-X;,  superexpressao  100%

Egfr ativagao 2,6%
superexpressao  2,6%

Gli ativacao 0,7%
superexpressao 3, 05%

HIF-1 delecao 100%
hTert ativacao 0,09%

superexpressao 0, 09%
Ikk  superexpressao  99%
Mdm?2 superexpressao  100%
mTor superexpressao  19%

Myc ativacao 0,03%

superexpressao 0, 02%

Nf1 delecao 0,08%
Nf-xkB ativacao 99%
superexpressao  100%

p53 delecao 100%
Phd  superexpressao  100%
Pke ativacao 2,6%
superexpressao  9,1%

PI3K ativacao 0,18%

superexpressao 17, 3%

Pten delecao 14, 8%

Ras ativacao 0,17%

superexpressao 0, 17%
Snail  superexpressao  98%

Vhl ativacao 100%
superexpressao  100%
Wnt ativagao 3,5%

superexpressao  3,5%

TABELA 4.5: Mutacgoes driver quando existem avarias nos sensores

(hipéxia). Novas mutagoes driver sob hipéxia e suprimento adequado de nu-

trientes no contexto em que os sensores de integridade do DNA estao avariados.
Na superexpressao adotamos a = 2.

maior de todos, contendo treze nds: Bcel-2, Bel-X, Egfr, Gli, Nfl, Phd, PI3K,
Pkc, Pten, Ras, Snail, Vhl e Wnt.

Os resultados sugerem que as caracteristicas topolégicas de um né influenciam

diretamente na probabilidade do mesmo estar relacionado a uma mutacao driver.
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Um né com centralidade maior que duas vezes a centralidade média da rede, por
exemplo, possui 57% de chance de ser um driver, contra 26% para um né com
centralidade menor que a centralidade média da rede. Mesmo as mutagoes drivers
topologicamente menos importantes (segundo e terceiro grupo) parecem se valer
da importancia dos nds mais centrais pois tendem a ser reguladores diretos dos

nés do primeiro grupo (todos os 2 do segundo grupo e 7 dos 13 do terceiro grupo).

Grupo genes do grupo (B)y/(B) (k)g/(k) Puariver
B>2(B)  Akt, HIF-1, hTert, Ikk, mTor, 4,84 1,80 5%
Myc, Nf-kB e p53
(B) < B < 2(B) Mdm2 e Pdkl 1,48 0,84 33%
Bcl-2, Bel-Xp, Egfr, Gli, Nfl,
B < (B) Phd, PI3K, Pkec, Pten, Ras, 0,38 0,53 26%

Snail, Vhl e Wnt

TABELA 4.6: Centralidade e conectividade média das mutacoes dri-
ver. Observe que quanto mais central e mais conectado é um dado né, maior
a probabilidade que o mesmo esteja associado a uma mutagao driver.

4.5 A carcinogénese colorretal

Uma rapida consulta a bancos de dados como o COSMIC ou ICGC nos per-
mite obter informacoes sobre a frequéncia com a qual diversos tipos de mutacoes
ocorrem em diferentes tipos de canceres. Obtemos informacoes, por exemplo, de
que o gene pb3 é inativado em 22% dos tumores do sistema nervoso central, ou
de que o gene Ras é ativado em 17% dos tumores do pulmao. O préximo passo
é compreender como um determinado conjunto de mutagoes predominante em
um dado tipo de tumor estd associado a evolugao do mesmo, ou seja, precisamos
responder questoes como: existe uma ordem na qual as mutagoes devem ocorrer?
Se sim, esse ordenamento ¢é tnico? Infelizmente, as informagoes dessa natureza

Sa0 mais escassas.

Escassas mas nao inexistentes. De todos os tipos de cancer, o colorretal é aquele
sobre o qual possuimos mais informagoes acerca da sua evolucao, o que se deve
a sua alta frequéncia e acessibilidade. A Figura 4.5 é conhecida informalmente

como Vogelgram, ela combina os estdgios do cancer colorretal juntamente com as


http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/
https://icgc.org/
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mutagcoes que se acredita estarem envolvidas na passagem de um estagio a outro

[2].

APC/ K-RAS/ SMAD4/ PIK3CA
CTNNB1 BRAF TGFBR2 PTEN P53 PRL3

T UTICIC

Small Large
tissue || adenoma ["| adenoma [ Cancer [—»{ Metastases

FicUrA 4.5: Vogelgram. Alteracoes genéticas associadas a evolugdo do
cancer colorretal. Retirado de [2].

Estudamos a consequéncia no nosso modelo de se fazer mutacoes na sequéncia
do Vogelgram, com excecao da tultima mutagao em PRL3 que nao se encontra
presente na rede proposta. Espera-se que a sequéncia de mutacoes torne o tumor
cada vez mais apto a contornar as diversas barreiras que lhe sdo impostas pelo
organismo. A nossa analise consiste em determinar as caracteristicas adquiridas
pelo espaco de fase (todas as condi¢bes ambientais) a cada nova mutagao, o que
inclui o nimero de atratores, os fentipos dos mesmos e o tamanho das bacias de
atracao. Em alguns casos essa analise global nao é suficiente para determinar as
novas caracteristicas obtidas pela rede, podendo estas serem inferidas através da

analise especifica do efeito provocado em determinadas condicoes ambientais.

A delegcao de Apc provoca uma modificacao no espaco de fases global, agora
existem 58 atratores, 47 apoptoticos, 7 proliferativos e 4 quiescentes, os quais
atraem 87,36%, 12,52% e 0,12% dos estados iniciais testados, respectivamente.
O ntumero de atratores proliferativos e o tamanho de suas bacias de atracao
aumenta as custas dos atratores quiescentes. Dessa forma, o principal papel da
delecao de Apc é aumentar as situagoes na qual a célula entra em ciclo. Isso se
torna mais claro se analisarmos a condi¢ao ambiental (00100) de um tecido em
condicoes normais, correspondente a um ambiente com concentracao adequada
de nutrientes e oxigénio mas sem fatores que estimulam a proliferagao (fatores
de crescimento). A rede normal apresenta o fendtipo quiescente nesse estado,
mas a rede com delecao em Apc apresenta um fendtipo proliferativo, o que pode
dar inicio a uma expansao clonal. A delecdo em Apc nao resulta em nenhuma
vantagem antiapoptética para a rede, em condicoes em que reina a hipoxia, por

exemplo, a morte celular ainda é a regra.
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A ativagao de Ras altera o espaco de fases aumentando o nimero de atrato-
res para 72, dos quais 58 sao apoptdticos, 8 sao proliferativos e 6 quiescentes.
Contudo, a fracao de estados iniciais atraidos por cada tipo de fendtipo é es-
sencialmente a mesma (87,36% apoptdticos, 12,53% proliferativos e 0, 11% qui-
escentes). As verdadeiras vantagens dessa mutacao tornam-se claras quando se
analisa o efeito provocado na condicao de hipdxia e nutrientes em quantidades
ideais (00101). Essa condigao ambiental é frequentemente enfrentada tanto por
tumores incipientes, que carecem de oxigénio em regioes distantes do capilar que
os alimenta, quanto por tumores com vascularizagao prépria, que mesmo assim
possuem regioes de hipéxia. Devido a essa mutacao, a rede agora apresenta um
fendétipo quiescente para 0,10% das condicoes iniciais testadas enquanto outrora
a Unica resposta possivel era a apoptose. Outra vantagem é observada em um
ambiente com nutrientes em condigdes ideais, normoxia e mutagénicos (10100).
Enquanto antes s6 havia apoptose, a ativacao de Ras garante a presenca do

fen6tipo proliferativo para 0,07% das condigbes iniciais testadas.

A delecao de Smad4 aumenta para 75 o ntimero de atratores; 60 apoptdticos,
6 proliferativos, e 9 quiescentes. Essa mutacao torna-se de suma importancia
quando existe TGF-f no ambiente. Em nosso modelo, se considerarmos que
TGF-3 estd sempre ativo’, independentemente das condicoes ambientais esco-
lhidas as respostas possiveis sao sempre atratores com fendtipos apoptoticos ou
quiescentes. A delegao de Smad4 torna o sistema insensivel a essa sinalizagao

inibidora, permitindo que a célula prolifere nessa condicao adversa.

A delegao de Pten tem como consequéncia o aumento no nimero de atratores
para 80; 40 apoptdticos, 16 proliferativos e 24 quiescentes, que atraem 50%, 27, 9%
e 22,1% dos estados iniciais testados, respectivamente. Embora a resposta seja
dependente da condicao ambiental, podemos dizer que a mutagao em Pten torna
o tumor bem mais agressivo. Na condi¢cao de normoxia e nutrientes em quantida-
des ideais, por exemplo, a rede sempre exibe o fenétipo proliferativo, glicolitico
e imortalizado. Se a hipdxia substitui a normoxia, em adicao aos fenotipos pro-
liferativos, glicoliticos e imortalizados, que passam a atrair 70,8% dos estados
iniciais, aparecem atratores quiescentes, que atraem 29,2% dos estados iniciais.

Na condig¢ao em que temos normoxia, nutrientes e um microambiente mutageénico,

70O n6 TGF-B ndo é tratado em nossa rede como uma condicdo ambiental explicitamente
por ele ser ativado por HIF-1. Contudo, ele de fato pode estar presente no ambiente, entrando
portanto como uma condigao ambiental. Para todos os efeitos, manter o né6 TGF-3 sempre
ativo é uma simulagao desse seu papel como condigao ambiental
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51,2% dos estados iniciais sao levados a atratores com fenétipos proliferativos,
glicoliticos e imortalizados; o percentual restante de 48, 8% leva a atratores com
fenotipos quiescentes. Observe que embora agressivo o tumor ainda encontra
barreiras a sua proliferagao ( os atratores quiescentes) nas condigoes em que ha

falta de nutrientes ou ambiente mutagénico.

A delecao de p53 resulta em um decréscimo no nimero de atratores para 48,
sendo 24 apoptoticos e 24 proliferativos. Ambos os fendétipos atraem um total
de 50% dos estados iniciais testados. De fato, a apoptose para 50% dos estados
iniciais é o valor minimo que pode ser obtido sem mutacoes na rota de TNF-q,
uma vez que esta rota culmina na ativagao direta da Caspase 8. Nao obstante, o
principal resultado é que a rede sempre exibe o fendtipo proliferativo, glicolitico
e imortalizado em ambientes com suprimento adequado de nutrientes, normoxia
ou hipéxia; o mesmo vale se o ambiente for genotéxico ou contiver inibidores de
crescimento. Quase todas as barreiras impostas ao tumor foram sobrepujadas

através dessa sequéncia de poucas mutacoes.

Em resumo, como mostrado na Figura 4.6, nossas simulagoes revelam que cada
mutacao driver na rota canonica para o cancer colorretal [2] contribui para um
aumento na capacidade proliferativa ou de resisténcia a apoptose da célula trans-
formada. Além disso, o modelo indica que outras mutagoes fora desta rota classica
para a carcinogenese colorretal também podem levar a fendtipos proliferativos e
resistentes a apoptose. Esse é o caso, por exemplo, de dele¢oes de Pten, ou pb3,
ou ATM, ou Fadd, ou Chk depois das mutacoes em Apc e Ras. Alternativamente,
a ativacao de PI3K, ou Akt, ou Bcl-2, ou Mdm2 novamente depois das mutacoes

em Apc e Ras decrescem a apoptose e aumentam a proliferagao.

4.6 A terapia molecularmente direcionada

A terapia molecularmente direcionada consiste na inibicao ou ativacao de
genes que produzam a interrupcao do estado tumorigénico induzindo a célula,
por exemplo, a apoptose, necrose, senescéncia ou diferenciacao. Nao existe uma
forma simples de predizer a priori quais genes serao alvos indicados para a terapia,
ponto no qual modelos similares ao nosso talvez sejam de alguma valia. Outra

grande dificuldade envolve a producao das drogas. A descoberta de inibidores de
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FiGURrA 4.6: Resposta da rede a mutagoes driver da carcinogénese co-

lorretal. Fracao de estados iniciais que culminam em atratores com fendtipos

apoptdéticos, proliferativos ou quiescentes (para todas as condigdes ambientais)
depois da acumulagao sequencial de mutagoes do cancer colorretal.

EGFR, BCR-ABL, e HER2, por exemplo, foi um sucesso, mas a de inibidores de
Ras e Myc ainda nao [55].

Nesta se¢ao, utilizamos o modelo para o cancer colorretal para estudar a terapia
molecularmente direcionada. Adotamos trés abordagens: (1) uma busca sobre to-
dos os nés para encontrar alvos em potencial para a terapia direcionada; (2) o es-
tudo do efeito de inibidores comuns ao longo dos varios estagios da carcinogénese;

(3) e 0 uso de terapias combinadas (apenas para o estdgio mais agressivo).

Na primeira abordagem empreendemos uma busca por nés no modelo cuja inibigao
ou ativagao (reintrodugao do tipo selvagem) provoca um aumento da bacia de
atracao dos fendtipos quiescentes e/ou apoptdticos com um decréscimo do fendtipo
proliferativo, ou seja, estamos a procura de nds que funcionem como alvos em
potencial para a terapia direcionada. Todos os nds foram atacados (entenda-
se inativados ou ativados) individualmente. Nossos simulag¢oes revelam que a
inibicao de Pdk1, Akt, E2f, ciclinas D e E, e Mdm2 aumentam o fenétipo quies-
cente (37,5% para Pdkl e Akt, e 50% para E2f, ciclinas e Mdm2) e diminuem o
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fenétipo proliferativo (12,5% para Pdkl e Akt, e 0% para E2f, ciclinas e Mdm?2).
O mesmo ¢é observado com a ativagdo de p53, Rb, Cdhl, p21, p27 e Smad4 (a
quiescéncia aumenta para 50% e a proliferagao cessa para p53, Rb, Cdhl, p21 e
p27, enquanto para Smad4 ambas as fragoes mudam para 25%). Por sua vez, a
ativacao de FADD e caspases aumentam a apoptose para 100% de chance. Pa-
radoxalmente, o modelo prediz que tanto a ativacao ou a inibicao de ciclinas A
e B bem como Cdc20 aumentam a quiescéncia e diminuem a proliferagao (50% e

0%, respectivamente) (ver Figura 4.7).

Legenda
B Apoptético

B Proliferativo
(-) Pdk1, Akt 38% ¥ Quiescente
12%

Cancer -
Colorretal (-) E2f, ciclinas, Mdm2 5 '
(+) p53, Rb, Cdh1, p21, p27, cdc20, ciclinas Ae E - .

(+) FADD, caspases

(+) Smad4 25% '

FicuraA 4.7: Genes-alvo. Efeito do ataque a genes-alvo no cancer colorretal.

No que diz respeito a aplicacao combinada de drogas atualmente em testes clinicos
[55], o efeito de vérios inibidores direcionados sobre nosso modelo de cancer co-
lorretal foi investigado em trés condigoes ambientais, a saber, normoxia e su-
primento adequado de nutrientes (00100); hipéxia e suprimento adequado de
nutrientes (00101); suprimento adequado de nutrientes e estresse carcinogénico
(10100). Nessas condigoes, o modelo de cancer colorretal é sempre atraido para
um fendtipo proliferativo, imortalizado e glicolitico. De acordo com as simulagées,
o uso combinado de inibidores de mTor e Cdks previne a glicélise e entrada no
ciclo celular; e a combinacao de Cdks e inibidores de hTert previne a proliferacao

e a imortalizacao. Sendo assim, uma vez que em nosso modelo as monoterapias
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com inibidores de mTor, Cdks, e hTert previnem a glicdlise, proliferacao celular
e imortalizacao, respectivamente, a terapéutica parece ser linear. Por sua vez,
a associacao de reativadores de p53 e de inibidores de Bel-2/Bcl-X, provoca a
interrupgao do ciclo celular nas condi¢oes de hipéxia e abundancia de nutrientes;
normoxia, abundancia de nutrientes e estresse carcinogénico. Contudo, nao tem
efeito na condicao de normoxia e abundancia de nutrientes. Outra associacao
envolvendo reativadores de pb3 e inibidores de VEGF bloqueia o ciclo celular
em 29% dos estados iniciais testados. Em nosso modelo, a acao dos inibidores
de VEGF ¢ simulada forcando a hipéxia e a falta de nutrientes sobre os nés de

entrada.

Finalmente, nés testamos terapias com uma e duas drogas combinadas usando ini-
bidores de mTor, VEGF, Ras e Pkc em células que estao em diferentes estagios
de malignidade. Novamente, o nosso modelo para o cancer colorretal foi con-
siderado. O melhor resultado obtido para uma célula completamente maligna
(rede carregando mutagoes em Apc, Ras, Smad4, Pten e p53) foi a inibigao do
fenotipo glicolitico através da utilizacao de inibidores de mTor. Nenhuma di-
minuicao na proliferacao celular pode ser alcancada. Em contraste, uma célula
no estagio anterior da carcinogénese (rede carregando mutagdes em Apc, Ras,
Smad4, Pten) pode ter a sua chance de proliferagao diminuida por meio da uti-
lizagao de terapias com uma e duas drogas combinadas. De fato, a fracao do
fenétipo proliferativo decresce de 100% para 70%, 63%, e 67% usando inibidores
de VEGF, mTor + VEGF, e Pkc + VEGF, respectivamente. Também observa-
mos que o resultado da terapia depende das condi¢coes ambientais. Por exemplo,
a combinacao de inibidores de mTor e Pkc reduz a chance de proliferacao de cerca
de 51% para 8% na condicao de normoxia, abundancia de nutrientes e estresse
carcinogénico. Contudo, essa mudanca ¢é significativamente menor na condigao
de hipdxia e abundancia de nutrientes, indo de 71% para 63%. Dessa forma,
os resultados demonstram que cada tratamento afeta distintamente células que

estao em diferentes estagios da malignidade.

4.7 Discussao e conclusao

Nos construimos um sistema dinamico booleano integrando as principais ro-

tas de sinalizacao associadas ao cancer em uma rede simplificada. A dinamica
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desta rede é controlada por atratores associados aos fendétipos apoptéticos, pro-
liferativos e quiescentes que qualitativamente reproduzem o comportamento de
células normais sobre diversas condigoes ambientais. E valido ressaltar que a res-
posta da rede é altamente restrita com 87,4%, 3,1%, e 9,5% dos estados iniciais
sendo atraidos para atratores com fendétipos apoptdéticos, proliferativos e quies-
centes, respectivamente. Dessa forma, sob estresse persistente a apoptose ou a
parada do ciclo celular é o comportamento padrao. Além disso, a proliferacao
celular ¢ rigidamente regulada, ocorrendo quase somente em um ambiente com
oxigenacao adequada (normoxia) e que possua fatores de crescimento. Como ob-
servado em nosso modelo, a sinalizacao através das rotas associadas aos fatores de
crescimento, seja devido a presenca de fatores de crescimento no meio ou mutacao
genética, aumenta a estabilidade dos fenétipos associados a sobrevivéncia celular
(proliferativo e quiescente), levando a uma diminui¢ao do fendtipo apoptdtico.
Esse resultado é consistente com os achados de Mai e Lieu [56] que, usando redes
booleanas integrando as rotas extrinseca e intrinseca para apoptose com a rota
associada a sinalizacao por fatores de crescimento, demonstraram que a indugao
da apoptose é dependente do balanco entre a sinalizacao pré-apoptética e pro-

sobrevivéncia.

Os resultados de nossas simulacoes demonstraram que perturbagoes em alguns
nos da rede levam a uma transicao fenotipica. Nés interpretamos esses nés como
mutacoes driver. As mutagoes associadas podem ser ativacOes constitutivas ou
inativacoes dos nés ou, ainda, um aumento na forga de interacao com o qual os nés
interagem com os outros nés, o que chamamos de superexpressao. Na condicao
de normoxia e suprimento adequado de nutrientes, observamos que mutagoes em
Egfr, Gli, Nfl, Nf-xB, PI3K, Pkc, Pten, Ras e Wnt transformam uma célula
normal, anteriormente quiescente, em uma célula proliferativa. A expansao clo-
nal resultante muitas vezes leva a hipdxia. Mutagoes adicionais em Akt, Bcl-2,
Bel-X, TIkk, Nf-xkB, pb3 e Snail permitem que a célula transformada evada da
apoptose induzida pela situacao de hipéxia. Estas 17 mutagoes drivers preditas
pelo nosso modelo estao incluidas nos aproximadamente 2% dos genes do genoma
humano implicados na progressao tumoral segundo diversos censos recentes [57—
59]. Alguns dos genes sugeridos pelo modelo sao mutados de forma significativa
em varios tumores: PI3K, Pten, e Akt em cancer de mama [59, 60]; Ras e p53 em
cancer de mama e cancer colorretal [59, 61]; p53 e Nfl em carcinoma do ovario
[62]; p53 e Pten em cancer de pulmao de pequenas células [63]; e Egfr, p53, Nfl,

e PI3K em glioblastoma humano[64]. Por sua vez, Gli é alvo de translocacoes
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e amplificagdes em canceres de mama e colorretal [61], Bel-2 é amplificado em
cancer de células escamosas do pulmao [65] e a rota de sinalizagdo Wnt ¢é alterada
em 93% de todos os canceres de célon e retais [66]. Outra predi¢ao em relagao a
esses genes driver em nosso modelo é a de que eles nao precisam ser topologica-
mente centrais na rede, mas precisam pelo menos ser reguladores diretos de nés

que sao centrais.

Nosso modelo booleano para as rotas do cancer nos permite explorar a carci-
nogénese em nivel molecular. Células de tumores nascentes estao enfrentando
continuamente estresses ambientais frequentemente em resposta a inflamacao. A
inflamacao promove hiperplasia induzida por citocinas, genotoxicidade, e morte
celular induzida por ROS. No epitélio hiperpléasico, a proliferacao anormal das
células leva inicialmente a hipdxia e a selegao do fenétipo glicolitico, resultando
em um aumento da acidificacao do meio e na falta de nutrientes e fatores de
crescimento. A hipéxia severa seleciona células resistentes a apoptose e promove
a acumulacao de mutacoes. O baixo pH pode gerar danos no DNA e a falta de
glicose reforga fortemente a selecao de células com oncogenes ativados. Assim,
como foi demonstrado pela nossa simulacao da carcinogénese colorretal, como
regra para evoluir, as células cancerosas empreendem uma busca aleatéria por
solucgoes fenotipicas que as permitam ultrapassar as barreiras impostas pelo seu
microambiente frequentemente em alteracao. Finalmente, cada mutacao driver
na jornada rumo a carcinogénese contribui para um aumento na capacidade pro-
liferativa e/ou de resisténcia a apoptose. Enquanto isso varias mutagdes que
nao contribuem diretamente para o cancer, ditas passenger, podem se acumular.
Nosso modelo booleano suporta distintas rotas para a carcinogénese, caracteriza-
das por um conjunto especifico de mutacoes criticas misturadas com um espectro
variado de mutagoes irrelevantes (passenger). Assim, como observado na andlise
genomica de diversos canceres, diferentes combinagoes de genes mutados existem

e a maior parte das amostras de um dado tumor difere de todas as outras [59)].

O desenvolvimento de terapias direcionadas que sejam eficazes lida com um
grande desafio. De um ponto de vista experimental é muito dificil determinar
quais sao os genes que tem um papel critico na progressao tumoral. E nesse
aspecto que modelos matematicos integrando diversas rotas associadas ao cancer
podem ser uteis. Usando o nosso modelo, nés encontramos que a inibicao de
alguns nés (Pdkl, Akt, E2F, ciclinas D e E, e Mdm2) ou a ativacao de outros
(p53, Rb, Cdhl, p21, p27 e Smad4) aumenta o fenétipo quiescente e diminui o
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fenotipo proliferativo. Contudo, todas as terapias testadas foram inefetivas para
simultaneamente reverter todas as caracteristicas malignas e parecem ser aditi-
vas ou “lineares” em seus efeitos. Dessa forma, nossas simulagoes indicam que
a associacao de mais de uma droga ¢ necessaria para a erradicacao ou controle
do cancer. Além disso, nés achamos que cada tratamento afeta distintamente
as células se elas estao em diferentes estagios de desenvolvimento rumo a ma-
lignidade ou em diferentes condigoes ambientais. As implicacoes disso sao que,
embora uma terapia combinada possa erradicar um conjunto determinado de
células tumorais com um dado fendtipo, eventualmente clones de outras células
que nao puderam ser eliminadas pela terapia irao surgir, tornando o tratamento
ineficaz. Sendo assim, estes resultados fornecem um suporte adicional ao ponto
de vista de que se deve utilizar uma série de drogas combinadas, que devem ser
aplicadas concomitantemente para bloquear vérias rotas do cancer aliadas a uma

modificagdo do ambiente tumoral [55].

Por 1ltimo, comentaremos brevemente acerca das limitagoes do modelo e nossas
perspectivas futuras. Na forma atual, a rede para o cancer e a dinamica bo-
oleana ¢é capaz de reproduzir algumas caracteristicas biologicamente relevantes
da carcinogénese. E certamente verdadeiro que melhorias na topologia da rede
podem levar a melhores resultados e predi¢oes. Contudo, existem limitacoes que
recaem na propria natureza do modelo, que esta limitado ao nivel molecular de
uma tunica célula. Ora, as interagoes célula-célula em um ambiente permanen-
temente em mudanca é que determinam os possiveis clones que serao gerados e
selecionados ao longo da progressao tumoral e, em consequéncia, a eficacia de
terapias direcionadas molecularmente. Dessa forma, o modelo baseado em rede
booleanas pode ser adequado para se descrever a escala microscépica em modelos
multiescala para o desenvolvimento do cancer e de terapias [67], o que fazemos

na capitulo a seguir.



Capitulo

O Modelo Multiescala para a

Carcinogenese

O capitulo anterior, desenvolvemos um modelo para o que podemos denominar

de escala microscopica do cancer, ou seja, para os eventos mutacionais que
ocorrem no genoma das células. Embora fundamental, a analise apenas nessa
escala nao pode explicar a carcinogénese. O cancer é um fendmeno que emerge
como resultado da interacao entre diversas células em varias escalas de tempo e

espaco. Portanto, necessitamos de um modelo multiescala.

5.1 Introducao

E possivel dividir os fenomenos relacionados ao cancer em trés escalas: mi-

croscopica, mesoscopica e macroscopica.

A escala microscépica ou subcelular é aquela dos fenomenos que ocorrem den-
tro da célula ou em sua membrana. Mutacoes genéticas, absor¢ao de nutrientes,
mudancas no padrao de expressao genica, reorganizagao do citoesqueleto sao to-

dos fenomenos pertencentes a essa escala.

A escala mesoscopica ou escala celular é aquela da interacao local entre as
células. Mediante a liberacao de moléculas sinalizadoras, tais como fatores de
crescimento, citocinas, e fatores de morte, as células tumorais afetam e sao afe-

tadas por células vizinhas (sinalizagao pardcrina). Nessa escala também ocorre

d7
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a interacao da célula com a matriz extracelular. A degradacao dessa matriz é
necessaria para a migragao celular, fenomeno fundamental para o processo de

metastase e invasao.

A escala macroscépica compreende fendmenos que ocorrem no nivel do tecido.
O processo de angiogénese, a metastase, o crescimento de uma massa tumoral
multicelular, a difusao de substancias como oxigénio e glicose, sao exemplos de

fenomenos que ocorrem nessa escala.

As escalas encontram-se interconectadas. Isso torna impossivel descrever com-
pletamente o fenomeno do cancer analisando apenas uma escala. Como exemplo,
suponha que uma célula sofra uma mutacao genética que lhe confira uma van-
tagem proliferativa. Isto é, um fenomeno que ocorre na escala microscopica.
Como consequéncia dessa mutacao, varios clones da célula mutada sao produzi-
dos. Com o aumento no numero desses clones, as concentragoes de oxigénio e
nutrientes disponiveis no tecido diminuem (alteragdo na escala macroscépica).
Em um ambiente com falta de oxigénio, tanto as células normais quanto as
células com a mutacao comecam a morrer. A morte dessas células libera no meio
vérias substancias que agem nas células vizinhas (escala mesoscopica). A falta
de oxigénio também altera a expressao génica das células (escala microscdpica),
induzindo-as a produzir fatores angiogénicos que atuam na formacao de novos

vasos sanguineos (escala macroscopica).

As consideragoes acima nos motivam a busca de um modelo multiescala para o
cancer. Utilizamos como inspiracao o modelo desenvolvido por Ferreira et al.
[68]. Nesse trabalho, os autores propuseram um modelo que combina equagoes
de reacao-difusao para descrever os campos de concentracao de nutrientes com
regras estocasticas que descrevem as agoes executadas pelas células. O tecido
onde ocorre a simulacao ¢ representado por uma rede quadrada de tamanho
(L+1) x (L +1). Funcionando como fonte de nutrientes, existe um capilar em

= 0. O modelo engloba trés tipos de células; normais, cancerosas e necréticas.
As células normais e cancerosas competem pelos nutrientes disponiveis. As células
necroticas sao o resultado da morte das células cancerosas e nao influenciam na
dinamica do modelo. De acordo com probabilidades que dependem da concen-
tracao local dos nutrientes, as células cancerosas podem executar trés tipos de

agoes celulares: morte, divisao, ou migracao.
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O modelo reproduz com sucesso as morfologias mais comuns observadas em tumo-
res, como as papilares, compactas e desconexas (Figura 5.1). O modelo também
explica as caracteristicas dos tumores que geram essas morfologias. Os padroes
desconexos surgem de células cancerosas com baixa mobilidade mas alta taxa de
proliferacao. Os padroes papilares sao caracteristicos de células com baixa mo-
bilidade e alto consumo de nutrientes. Os padroes compactos surgem quando a

taxa de consumo de nutrientes pelas células é baixa.

Ficgura 5.1: Morfologias comuns observadas no crescimento de tu-
mores. (a) Padrdes papilares de um papiloma escamoso, (c) um carcinoma
basocelular sélido e compacto, (e) um padrao disseminado de um plasmocitoma
e (g) filamentos caracteristicos de um tricoblastoma. Todos estes padroes his-
tologicos foram retirados de caes. Os padroes simulados correspondentes sao
mostrados em (b), (d), (f) e (h), respectivamente. Figura retirada de [69].

Embora o modelo de Ferreira et al. nao englobe explicitamente a escala mi-
croscopica, os efeitos tangiveis das alteracoes nessa escala estao presentes nas
agoes celulares. Com maior ou menor eficiéncia, todas as células cancerosas sao
capazes de proliferar e de migrar. Como as células s6 morrem por necrose, pode-
mos supor que elas ja evadiram a apoptose. Dessa forma, as células cancerosas
descritas no modelo ja devem possuir diversas alteracoes genéticas que lhes con-

ferem essas capacidades.
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Um modelo que inclua explicitamente a escala microscépica talvez permita a
compreensao de como as diversas capacidades sao gradualmente adquiridas pelas
células cancerosas. Sabemos que as mutagoes genéticas sao os motores dessas
capacidades, mas quais mutacoes, quantas e em qual sequéncia? Como o ambi-
ente influencia nas mutagoes adquiridas? Essas sao perguntas que procuramos

responder.

O modelo que desenvolvemos esta limitado ao estudo de tumores nos estagios ini-
ciais, nos quais o tumor encontra-se preso ao tecido de origem e ainda nao induziu
a formacao de uma vasculatura prépria. A arquitetura utilizada é particular-
mente adequada para tumores epiteliais, de onde originam-se 90% dos canceres.
Contudo, como acredita-se que todos os canceres precisam adquirir capacida-
des similares ao longo do seu desenvolvimento, esperamos captar a esséncia dos

mesmos.

5.2 0O modelo

5.2.1 O tecido

O tecido onde a simulagao ocorre consiste de uma rede quadrada (L+1)x (L+
1) com parametro de rede igual a A. Localizado em x = 0 encontra-se um capilar
que funciona como fonte de nutrientes N(Z), oxigénio O(Z) e, eventualmente,
como meio de retirada do acimulo de 4cido no tecido H(¥) (fons H') (Figura
5.2). Consideramos quatro tipos de populagoes celulares: células normais o,
células mutadas o,,, células necréticas o, € células apoptéticas o,,. Em cada
sitio ¥ da rede pode haver no méximo uma célula normal (0,(Z¥) =0,1), o que
modela o controle preciso do organismo na manutencao da arquitetura do tecido
normal. Admitindo que as células mutadas escapam a esse controle, supomos
que elas possam empilhar-se em um mesmo sitio (0, (Z) = 0,1,2...). As células
necroticas oy, € apoptdticas o,, originam-se da morte das outras populagoes

celulares e permanecem no tecido por um tempo ¢, antes de desaparecem.

Inicialmente, o tecido é formado predominantemente por células normais e algu-
mas poucas células apoptéticas e necroticas que resultam da morte dessas. Essas
células apoptoticas e necréticas sao substituidas por meio da divisao de células

normais e, nesse processo, eventuais mutacoes sofridas pelas células normais dao
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> Capilar

Figura 5.2: Tecido. Oxigénio e nutrientes difundem do capilar localizado
em x = 0. Se houver acimulo de acido no tecido, ele serd retirado através do
capilar.

origem as populagoes de células mutadas. Quais células sao mutadas e os tipos

de mutacoes que ocorrem sao eventos aleatérios.

5.2.2 As populacgoes celulares: células vivas sao redes

No capitulo anterior, propusemos um modelo de redes booleanas para a
regulacao geénica. Agora, utilizaremos esse modelo para representar as células
normais e mutadas. Portanto, células sao redes de regulacao sujeitas a regras
de atualizacao. E importante ressaltar que a rede de regulacao foi melhorada,
incluimos novos nos e interagoes regulatorias. Também definimos quatro novos
fendtipos: necrotico, senescente, produtores de Tgf-5 e produtores de Tnf-a.

Explicamos as modificagoes feitas no Apéndice B.

Cada uma das células normais o, estd associada a uma rede de regulacao
idéntica que funciona como o seu genoma. As células mutadas o,,, correspondem

a rede das células normais com no minimo um dos seus nds alterados.

As populacoes das células apoptéticas o,, e necréticas o0, nao estao as-
sociadas a nenhuma rede pois representam os restos post-mortem das células

que morreram por apoptose ou necrose, respectivamente. Sao importantes na
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dinamica do sistema porque liberam substancias quimicas no meio que influen-

ciam as células vivas (normais e mutadas).

5.2.3 As populacoes celulares divididas por fenétipos

O fenétipo celular refere-se ao comportamento exibido pela célula. Por exem-
plo, em um dado tempo uma célula mutada o,, pode estar se dividindo ou nao;
pode estar gerando grandes quantidades de &cido latico ou sintetizando Tnf-«.
Por esse motivo, definiremos alguns subconjuntos das populacoes normais e mu-

tadas caracterizados pelos fenétipos exibidos.

O subconjunto de células com fendétipo quiescente 0({ é constituido por células
que nao estao em processo de divisao celular. Células normais ou mutadas podem

pertencer a esse grupo.

O subconjunto das células com fenétipo proliferativo O'IJ: é constituido por
células que estao se dividindo. Apenas células mutadas podem pertencer a esse
grupo. Embora surjam novas células normais no tecido, estamos supondo que

essas células sao origindrias das células-tronco®.

O subconjunto das células com fendétipo glicolitico e proliferativo ag é
formado por células que, além de estarem se dividindo, também possuem um
fenétipo glicolitico. Essas células possuem caracteristicas metabdlicas distintas
das demais células mutadas, como o aumento na captacao de nutrientes (glicose)

e na eliminagao de acido lactico.

O subconjunto das células com fenétipo senescente o/ é formado por células
pertencentes a populacao das células mutadas. As células senescentes nao estao
em divisao, mas liberam no meio substancias quimicas que podem influenciar as

demais células (IL-1 e ROS).

O subconjunto das células que liberam Tgf-3 cri; ¢ € formado por células per-

tencentes a populacao das células mutadas que ativam a sintese de Tgf-£.

O subconjunto das células que liberam Tnf-o thnf ¢ formado por células

pertencentes a populagao das células mutadas que ativam a sintese de Tnf-a.

1Ou seja, elas vém de “fora” do tecido.
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Alguns dos subconjuntos ou fenétipos podem se sobrepor. Células que liberam
Tgf-8 e/ou Tnf-a, por exemplo, também podem ser quiescentes, glicoliticas, pro-

liferativas ou senescentes.

5.2.4 As substancias quimicas e as condigoes ambientais

Existem nove tipos de substancias quimicas no modelo. Trés delas, nutrientes
N(Z), oxigénio O(¥) e fons HT H(Z), sao descritas por equagoes de difusao. As
seis restantes, Tgf-g (tgf-5(7)), Tnf-a (tnf-a(Z)), Wnt (wnt(z)), IL-1 (il-1(Z)),
HMGB1 (hmgbl1(Z)) e ROS (ros(Z)) s@o governadas por equagoes de dispersao

locais.

5.2.4.1 Equacoes de difusao

O capilar, em x = 0, atua como fonte de nutrientes e de oxigénio e como sumi-
douro dos fons H*. Admitimos que os coeficientes de difusao dessas substancias
sao constantes e que as taxas de producao e consumo sao lineares. Contudo, essas

taxas modificam-se em funcao do fenétipo exibido pelas células.

Seja a({ (Z,t) o nimero de células com fendétipo quiescente no tempo ¢ e na
posicao Z. Essas células consomem nutrientes a uma taxa ~,N (Z,t), oxigénio a

uma taxa (1,0 (Z,t) e ndo produzem fons HT.

Seja of(Z,t) o nimero de células com fenétipo senescente no tempo t e na
posicao Z. Essas células consomem nutrientes e oxigénio a mesma taxa das
células quiescentes e, também, nao produzem fons HT. Portanto, com relacao

as dinamicas de N, O e H, essas células sao equivalentes as quiescentes.

Seja O'IJ; (Z,t) o numero de células com fendtipo proliferativo no tempo ¢ na
posicao . Essas células consomem nutrientes a uma taxa ), vezes maior que
a das células quiescentes, oxigénio a uma taxa k, vezes maior que a das células

quiescentes, e nao produzem fons H* (\, > 1,x, > 1).

Seja ag (Z,t) o nimero de células com fendtipo proliferativo e glicolitico no
tempo t na posicao #. Essas células consomem glicose a uma taxa A\, vezes maior

que a das células quiescentes, oxigénio a uma taxa k4 vezes maior que a das células
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quiescentes, e produzem fons HT a uma taxa . Temos que \, > )\, devido
ao maior consumo de nutrientes, especialmente glicose, observado em células

glicoliticas.

Propomos as seguintes equacoes para a concentracao das substancias citadas:

81\76(:’,15) = DNVPN(Z, )= [0l (Z,t) + ol(Z,t) + \o] (Z,1) + Aol (Z,1)] 7N (1)
(5.1)

aOa(fat) — DOV2O(fa t)— [Ug(f, t) + O'g(f, t) + "pr,]; (f’ t) + KgUf (l‘ t)] MqO (f’ t)
(5.2)
B0 _ vt (7.4) + o] (7.1 5.9

Utilizamos condig¢oes de contorno de Dirichlet em x = 0 para todas as substancias,
ie, N(x =0) = Ny, O(x =0) = Ope Hx =0) = H). Emy =0ey =
AL utilizamos condic¢oes de contorno peridédicas para todas as equagoes, ou seja,
Niy=0)=N{y=AL),0y=0)=0(y=AL)e Hly=0) = H(y =AL). Na
borda externa do tecido, ou seja, em x = AL, utilizamos condicoes de contorno
de Neumann (0f (z = AL) /0x = 0) para todas as substancias, o que significa

que nao ha fluxo de nenhuma delas nessa diregao.

Para reduzir o nimero de parametros nas Equacgoes 5.1, 5.2, 5.3, utilizamos as

seguintes variaveis adimensionais:

’ Dot ]
t:F,ZE: ,N:—,O:—7H:— (54)

Dy Dy [ [ | B
dy = —, dy = — =A,/=L =A,/ =L =A 5.5
N .DO , WH DO , N DO , QO DO , O HoDO ( )

2A taxa de producdo de fons H pelas células glicoliticas é entre 20 e 200 vezes maior do
que as que nao o sao [70]. Isso justifica a simplificagido de colocé-las como as tnicas produtoras
de fons H* no modelo
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Com as substitui¢oes e omitindo os apdstrofes, temos as seguintes equacgoes:

aNé(,f Y VN - [0(Z,8) + 0L (T, 8) + Mo (F,8) + Aol (7, 1)] Q3N (7,8)
(5.6)
90 6(;; t) _ V2O(Z,t) — [o)(Z,t) + ol (Z,1) + kol (Z,1) + Keol (Z,1)] 30 (1)
(5.7)
oz
0 ;;v,t) = dgV*H (Z,t) + ajo! (7,1) (5.8)

As condigoes de contorno no capilar tornam-se N(z = 0) = O(x = 0) = H(z =
0)=1

5.2.4.2 Equacgoes locais

Quando proteinas sintetizadas por uma célula difundem por pequenas distancias
para induzir mudangas nas células vizinhas, o evento é chamado de interacao
paracrina, e as proteinas que difundem de fatores paracrinos. As proteinas
Wnt, Tgf-5, Tnf-a, 1L-1, e HMGB1 sao fatores paracrinos atuantes em diversos
processos como, por exemplo, o controle da divisao celular, o desencadeamento

da resposta imune, e a formacao de matriz extracelular [71].

As espécies reativas de oxigénio (ROS) constituem-se de um grupo de moléculas
reativas e radicais livres produzidas como decorréncia do metabolismo celular.
No meio extracelular, ROS pode agir como um fator parédcrino, influenciando

processos como a apoptose e a expressao genética [72, 73].

Consideramos esses seis fatores paracrinos no modelo. As fontes desses fatores

sdo as seguintes (ver Figura 5.3):
Wnt: liberado pelas células apoptdticas a uma taxa ry [74];

Tgf-3: liberado pelas células apoptéticas a uma taxa ro [75]. Também pode ser

liberado, a uma taxa rs,,, por células que adquiram um fenoétipo produtor de
Tgt-p;
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Tnf-a: liberado a uma taxa rs,, por células que adquiram um fenétipo produtor

de Tnf-a
IL-1: liberado por células com um fendtipo senescente a uma taxa 7y, [76];
HMGB1: liberado pelas células necréticas a uma taxa ry [77];

ROS: liberado pelas células necroticas a uma taxa rg. Também pode ser liberado

por células com fendtipo senescente a uma taxa g, [78].

Tgf-B
Célula com mutagGes o® L
% <:| Apoptética
@ . Wt
o ® ROS
'o
HMGBl
o ®
%
Tnf-a
Necrética
IL-1
Senescente

FiGUuRA 5.3: Fatores Paracrinos. Fontes de fatores paricrinos no modelo.

Como os fatores pardcrinos agem localmente, descrevemos as concentracoes desses
fatores por equacoes recursivas locais. A grande vantagem dessa abordagem em
relacao as equacgoes de reacao-difusao é o tempo de simulacao substancialmente

menor.

As concentragoes na posi¢ao Z no tempo t para os fatores pardcrinos Wnt, Tgf-/3,
Tnf-a, IL-1, HMGBI1, e ROS sao dadas, respectivamente, pelas seguintes equacoes

recursivas:



tef-B (£,t) = (1 - M) tef-B (Zt—1) + > (fz(ocz,ra)e_”(f_f>20ap(f/,t) + fzm(azm,ram)e_o‘Qm(f_fl)Z)a{gf(f',t)

o (7,8) = (1— Ng) tnfa (7,6 — 1) + Fom (@tsmm, ram)e 7 ) ol (7 1)

|7-2"| <2

1 (70) = (1= A 1(E = 1)+ 3 fam(am, ram)e ) ol (7 1)

f—f’]g2
hmgbl (7,1) = (1 — As) hmgbl (£ ¢ — 1) + Folag,r)e ) o (& 1)

r i) / —a -7 g "
ros (Z,t) = (1 — \g) ros (Z,t — 1) + Z (fG(aﬁ, 7“6)67%(1793) Onec(T ;1) + fom(Qom, Tom )€ o (#-7) ol (& ,t)>
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s . — —/ N I .
Nos somatoérios, o termo |x — ’ < 2 refere-se a vizinhanca de Manhattan de raio
2 em torno do ponto & (Figura 5.4). Dessa forma, todos os fatores paracrinos
atuam em 13 sitios da rede. Observe que os fatores paracrinos liberados na

« o~ —/ . . .
posicao ¥ no tempo t distribuem-se com um perfil Gaussiano:

2

c(rya) = fla)e™ " (5.16)

em que ¢(r, ) é a concentracao nos sitios localizados a um distancia r (na métrica

de Manhattan) do ponto Z.

A concentracao de todos os fatores paracrinos no tempo ¢t = 0 ¢é igual a 0
(wnt (Z,0) = tgf-5 (Z,0) = tnf-a (Z,0) = il-1 (Z,0) = hmgbl (Z,0) = ros (#,0) =
0).

(i-2,73)
(i-1,3-1) (i-1,3) (1-1,3+1)
(i,3-2) (i,3-1) (1,3+1) (1,3+2)
(i+1,3-1) | (i+1,3) | (i+1,3+1)
(i+2,5)

FigurA 5.4: Vizinhanca de Manhattan. Na métrica de Manhattan, a

distancia entre dois pontos Pj(z1,y1) e Pa(x2,y2) é dada por r = |xe — x| +

ly2—y1|. Em relagao ao sitio (7, j) (em azul), os sitios em amarelo se encontram

a uma distancia r = 1 e, os sitios em rosa, a uma distancia r = 2. Todos os

sitios da Figura, incluindo o sitio (7,j) (r = 0), constituem-se na vizinhanca
de Manhattan de raio 2 do ponto (i, j).

5.2.5 As condicoes ambientais

A condi¢ao ambiental que uma célula na posicao & encontra é determinada

a partir dos valores das concentracoes das diversas substancias quimicas nessa
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posicao. Admitimos que os nés da rede de regulagao associada a célula, a saber,
Hipoxia, Nutrientes, Tqf-B, Tnf-oc, Wnt, IL-1, ROS, HMGBI1, Acidose, e Acidose

—
?

Extrema adotam o valor 1 de acordo as probabilidades P, (), Pput(Z), Pigr(Z)

Ponf(Z), Punt(Z), Pir(Z), Pros(Z), Pucia(Z), Pacia+(Z), respectivamente. Essas

2) , (5.17)
Prut() = 1 — exp <_9n (N (f)f) , (5.18)
2) , (5.19)
2) , (5.20)
%@)j’ 20
)2> , (5.22)

) , (5.23)
)

probabilidades sao definidas como:

(5.24)

) 0 se H(Z) < Hy
&MU_{l—mN4MM@—%H se H(Z) 2 Hy o
P ) { 0 se H(Z) < Hot (5.26)
aci 1 — exp (—6ny (H(Z) — Hoy)?) se H(Z) > Hoy
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em que 0,(7) = 0,(Z) + 0, (%) é a populagao total de células vivas no sitio Z.

A forma funcional adotada para a probabilidade de ativacao do né Hipdzia
(Equagao 5.17), produz uma curva que possui o seu valor maximo quando nao

hé oxigénio (Figura 5.5).

0@

o,

FicuraA 5.5: Probabilidade de ativacao. A probabilidade de ativagao do
noé Hipoxia é tanto maior quanto menor for a quantidade de oxigénio disponivel
por célula.

A forma funcional adotada para a probabilidade de ativacao dos nds relacionados
aos fatores pardcrinos e aos nutrientes (Equagoes 5.18-5.24), produzem curvas

sigmoidais que saturam na unidade (Figura 5.6).

A forma funcional das probabilidades de ativacao dos nés Acidose e Acidose
Extrema sao iguais a dos nutrientes, mas deslocadas para a direita. Em geral,
H0+ > Hy.

Na Figura 5.7, é apresentado o comportamento de uma célula normal em diversas

condicoes ambientais.

5.2.6 A dinamica das populacoes

A cada passo de simulacao, uma célula pertencente a populacao das células
normais ou mutadas é selecionada ao acaso. As condi¢oes ambientais na posi¢ao
Z sao calculadas e, com essa informacao, determina-se o fendtipo exibido pela

célula. Existem trés acoes celulares que podem ser executadas: a morte por
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FicUrA 5.6: Probabilidade de ativagao. A probabilidade de ativacao

do né Nutrientes é tanto maior quanto maior for a quantidade de nutrientes

disponivel por célula. As probabilidades de ativacdo dos nds relacionados aos
fatores paracrinos possuem a mesma forma funcional dos nutrientes.

apoptose, a morte por necrose, ou a divisao celular. Cada agao celular passa por
uma rotina prépria para sua execugao. As rotinas para a morte por apoptose e
morte por necrose sao aplicadas da mesma forma tanto para as células normais

quanto para as células mutadas.

1. Divisao para as células normais:

(a) Condigoes para a divisao: a divisao ocorre se a célula nao tiver um
fenotipo apoptotico ou necrético e se houver algum sitio vazio entre os seus

primeiros e segundos vizinhos 3.

(b) Mutagoes: modelando os possiveis erros de replicacdo, existe uma pro-
babilidade P,,,; de que um né da rede seja mutado. Entre os nés da rede
representando genes, um ¢é escolhido aleatoriamente de forma equiprovavel.
O né pode ser deletado ou superexpresso (com o peso das regulagoes au-
mentado por um fator ) e ambos os tipos de mutagoes possuem a mesma
chance. Modelando os mecanismos de detecgao e correcao de erros no DNA,

admitimos que hé uma probabilidade P, > 0 da mutagao ser corrigida.

3A célula que ocupa o vizinho vazio ndo é resultado da divisdo da célula escolhida. Ela é
proveniente das células tronco do tecido que se encontram fora do tecido simulado. O requisito
de que a célula escolhida nao seja apoptdtica ou necrética e que haja espago vazio entre os seus
vizinhos, significa que ela é capaz de sinalizar para a renovagao tecidual.
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Ficura 5.7: Condicoes ambientais. Fenétipo exibido por uma célula nor-
mal em diversas condigoes ambientais. Os fatores paracrino Wnt e Hmgbl
atuam como indutores da proliferacao celular. IL-1, Tnf-«, e Tgf-8 induzem a
apoptose ou a quiescéncia. Ros, Hipdxia, Acidose e Acidose Extrema induzem
a apoptose e/ou necrose. Nos casos em que uma condi¢ao ambiental pode levar
a dois fendtipos distintos, indicamos o percentual de estados iniciais atraido
por um dos fenétipos. As linhas tracejadas que apontam tanto para o fendtipo
apoptotico quanto para o fenétipo necrético, indicam que os dois fendtipos sao
observados simultaneamente. Na condicdo ambiental Normoxia e ROS, por
exemplo, dos estados iniciais sao levados a atratores com esses dois fendtipos
simultaneamente.

Dessa forma, a probabilidade de uma mutacao se estabelecer na célula é
dada por Py (1 — Prep)-

(c) A divisao: satisfeitas as condigbes, um sitio entre os primeiros e se-
gundos vizinhos da célula normal é escolhido aleatoriamente de forma equi-
provavel. Se nenhuma mutacao ocorreu ou se ocorreu e foi corrigida, o
sitio escolhido recebe uma célula normal (o,(Z) — 1). Se uma mutacio se

estabeleceu, o sitio escolhido recebe uma célula mutada (o,,(Z) — 1).

2. Divisao para as células mutadas (Figura 5.8):

(a) Condigoes para a divisao: a divisao ocorre se a célula tiver o fenétipo

proliferativo.

(b) Mutagoes: o mesmo processo das células normais. Contudo, se algum

dos nés envolvidos no reparo do DNA (Atm/Atr, Brcal ou Brca2) estiver
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deletado ou se o nimero maximo de divisoes n,,q, tiver sido alcancado, e
a célula nao for imortal (ver (d)), temos que P, =0 *. Se o dano nao for
reparado, a célula se divide e a célula-filha carrega consigo a mutagao que
ocorreu. Se o dano for reparado, a divisao ocorre como se nunca tivesse

havido uma mutagao, ou seja, mae e filha possuem a mesma rede.

(c) A divisao: existem nove sitios que sao acessiveis a célula-filha; os
primeiros e segundos vizinhos da célula-mae e o préprio sitio da célula-mae.
Entre esses nove sitios, determinam-se aqueles que possuem o menor nivel
de ocupagao, isto é, a populagdo total do sitio 0,(Z) = 0, (Z) + 0,(Z).
Desse grupo, um sitio é escolhido aleatoriamente com igual chance para ser
ocupado pela célula-filha.

(d) O encurtamento dos telomeros: cada célula mutada possui um
contador do nimero de divisoes efetuadas ®>. Toda vez que ocorre uma
divisao, a célula-mae e filha aumentam uma unidade nesse contador. Se
o n6 hTert nao estiver ativo, quando o contador atinge um valor 7.,
o n6é Dano no DNA é ativado. Essa etapa modela o processo natural de
encurtamento dos telomeros a cada ciclo de divisao. Quando hTert se torna
ativo, através de mutacoes em hTert ou em outros genes que o regulam, a
enzima telomerase passa a ser produzida e o encurtamento dos telomeros é

interrompido ©.

3. Morte por apoptose: se a célula tiver o fendtipo apoptético ela mor-
rerd. Sendo assim, temos as seguintes operagoes: 0,(¥) — 0 ou 0,,(Z) —
Om(Z) — 1 € Oupop(T) = Tapop(Z) + 1. A célula apoptética permanece no
tecido durante um tempo t., depois ela desaparece (Gqpop(Z) = Tapop(T) —1)
7. Obs.: Eventualmente, algumas células mutadas podem obter outras

mutagcoes que nao a ativacao de hTert que as permitem dividir mesmo apds

o numero de divisoes n,,q, ter sido alcancado. Nesse caso, supomos que elas

podem se dividir mais n.,.;s vezes. Se entre essas divisoes a célula mutada

nao ativar o né h7ert, ela morrera por apoptose quando o nimero n..;s de

divisoes for alcancado.

4Estamos admitindo que o caos genético produzido nessa situacao impede que o reparo seja
efetivo.

5Como as células normais sdo provenientes das células tronco, elas surgem no tecido com os
teldbmeros intactos.

6Essa etapa ndo se aplica as células normais. Estamos supondo que as células normais que
renovam o tecido sao origindrias das células-tronco.

"As células apoptéticas sdo fagocitadas.
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4. Morte por necrose: se a célula tiver o fenétipo necrético ela morrera.
Sendo assim, temos as seguintes operagoes: 0, (Z) — 0 ou 0,,(Z) — 0, () —
1 € 0pee(T) = Opee(Z) + 1. A célula necrdtica permanece no tecido durante
um tempo t., depois ela desaparece (Gpee(Z) = Onee(Z) — 1) 8. Obs.: Apop-
tose e necrose sao processos necessariamente excludentes apenas quando
nao ha producao de ATP, caso em que s6 pode ocorrer necrose. Como pode
ser visto da Figura 5.7, em alguns casos o fenétipo apontado é apoptotico
e necrético ao mesmo tempo (linhas tracejadas). Nesses casos, escolhemos

aleatoriamente com igual probabilidade a apoptose ou a necrose .

Inicio
'

Determina o
fendtipo

Divisdo ndo
ocorre

fendtipo
proliferativo ?

Célula mantém a
mutagdo

mutacdo
reparada?

fendtipo
imortalizado?

Telémero se
encurta

Divisdo ocorre

FicurA 5.8: Rotina de divisao. Fluxograma das etapas seguidas na rotina
da agao de divisao para as células mutadas.

5.2.7 Algoritmo da simulacao

No modelo, um passo de simulacao (1 MCS %) corresponde a uma tentativa

de executar uma acao celular sobre uma célula escolhida aleatoriamente. Suponha

8 Ainda ndo é muito claro como as células necréticas siao removidas do tecido. Sabe-se que
a fagocitose participa nesse processo, embora nao seja tao efetiva quanto na eliminacao das
células apoptoticas [79)].

9Nesses casos, acreditamos que a escolha de um tipo de morte ou outra dependa da intensi-
dade com a qual as rotas de sinalizacdo sio ativadas. Como em nosso modelo os nés s6 admitem
dois estados, essa ambiguidade ocorre.

OMonte Carlo step.
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que em um determinado tempo ¢ o nimero total de células normais e mutadas
seja N(t). Definimos um passo de tempo ¢t = 1 como N(t) passos de simulagao,
i.e., N(t) MCS.

A simulagao pode ser dividida em duas etapas. Na primeira, o tecido encontra-se
preenchido completamente apenas com células normais (0, (Z) = 1 para cada sitio
da rede). Sem permitir que hajam mutagdes, evoluimos o sistema um nimero
de passos de simulacao suficientes para que a populacao de células normais se
estabilize em torno de uma média. O tecido assim obtido corresponde a um

tecido normal em homeostase.

A partir desse momento, t = 0, permite-se que as mutagoes ocorram e, eventual-
mente, células mutadas com mutagoes aleatorias surgem em posicoes aleatérias.
As equacoes de reacao-difusao para os nutrientes, oxigénio e fons H' sdo resolvi-
das sempre que a soma de células que dividem e morrem ultrapassa um percentual
¢ do ntimero de células totais (utilizamos € = 1%). Fazendo isso, aceleramos con-
sideravelmente a simulacao e, desde que € seja pequeno, nao esperamos grandes
variagoes nos resultados. As equagoes sao resolvidas numericamente no estado
estaciondario (ON/0t = 00 /0t = OH /0t = 0) através do método de Gauss-Siedel
[80]. O tempo de difusao para essas substancias ao longo do tecido é da ordem

de segundos, o que justica a aproximacao estacionaria.

Devido ao rapido tempo de decaimento e a pequena demanda computacional, as
equagoes recursivas para os fatores paracrinos sao solucionadas a cada passo de
simulac¢ao (MCS).

5.2.8 Estimativa dos valores dos parametros

Nesta se¢ao, estimamos os valores para os parametros do modelo. Para uma

melhor apresentacao, dividimos os parametros em duas subsegoes.

5.2.8.1 Nutrientes, oxigénio, H"

Na Tabela 5.1, apresentamos os valores estimados para alguns parametros. A

seguir, comentamos brevemente sobre a estimativa de alguns desses parametros.
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Segundo Casciari et al. [81], a constante de consumo de glicose por células nor-
mais estd entre [107% — 5 x 107*] s7!. Como as células normais estao predo-
minantemente em um estado nao-proliferativo, utilizamos esse intervalo para a
constante de consumo de nutrientes por células com um fendtipo quiescente ou

senescente ,.

Calculamos a constante de consumo de oxigénio para as células quiescentes ou
senescentes j, a partir da constante de consumo de nutrientes (glicose) v,. Como
essas células utilizam a rota aerdbica para a producao de ATP, para cada mol
de glicose consumido sao necessarios 6 mols de oxigénio. Dessa forma, a taxa de
consumo de oxigénio por célula p,O(Z) é seis vezes maior que a taxa de consumo
de glicose v,N (). Utilizando a concentracdo de oxigénio Oy e de nutrientes N
no capilar ', obtemos que y, = 67,No/Op. Dessa forma, o valor de p, encontra-
se entre [5 x 107 — 2,4 x 107!] s71. Nas simulagoes, com objetivo de diminuir

um dos parametros, dada a constante de consumo ,, utilizamos vy, = Ogt,/6No.

Segundo Casciari et al. [81], a constante de consumo de nutrientes (glicose) por
células cancerosas estd entre [107° — 1073] s7'. Como a maior parte do canceres
sao glicoliticos, podemos estimar o valor de A, entre [10—100]. Utilizando medidas
mais recentes de Sander & Deisboeck [82], Ferreira et al. [68] estimam o valor de

Ag entre [10 — 200]. Adotaremos esse intervalo para A,.

O tempo t. que as células apoptoticas e necrdticas permanecem no tecido é dificil

de estimar. Assumimos que seja igual a um passo de tempo (¢ = 1).

Conforme utilizado por Dairkee et al. [83], células nao resistentes a acidose
morrem quando o pH estd por volta de 6,8. Por volta de 6,0, mesmo as células
resistentes irao morrer. No modelo, utilizamos o pH de 6,8 como o limiar H,.
Os parametros das probabilidades ) e 6, precisam ser ajustados a partir das
simulagoes. Entretanto, devem ser tais que as probabilidades de ativagao dos nés
Acidose e Acidose Extrema sejam significativas quando o pH é igual a 6,8 e 6,0,

respectivamente.

Os valores para os parametros #, e 6, nao puderam ser estimados e, portanto,

precisam ser ajustados através das simulacoes.

1 Nas concentracoes ideais de oxigénio e glicose essas relacdo é particularmente vélida.
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Parametro Significado Valor
adotado
Dy Constante de difusao 5 x 107 cm? /s [84]
dos nutrientes (dy =~ 0,34)
Do Constante de difusao 1,46 x 107° cm?/s[81]
do oxigénio
Dy Constante de difusao 1,1 x 1075 cm?/s [70]
dos fons H* (dy =~ 0,75)
Ny Concentracao de nutrientes 5,5 mM [70]
no capilar
Oy Concentragao de oxigénio 0,0695 mM [70]
no capilar
H, Concentracao de H 3,98 x 1075 mM, pH=7, 4[81]
no capilar
Hy, Concentracao de H' na 15,84 x 107°> mM, pH=6, 8 [83]
qual as células
nao resistentes morrem
Yq Constante de consumo de nutrientes 1075 —5 x 107* s71 [81]
por células quiescentes (ay = 0,00026 — 0,0059)
e senescentes
Ap Quantas vezes as células proliferativas 2 [85]

consomem mais nutrientes
que as quiescentes

Ag Quantas vezes as células glicoliticas [10 — 200] ([68],[81])
consomem mais nutrientes
que as quiescentes
Lhg Constante de consumo de oxigénio 5x107* —2,4x 107t 57!
por células quiescentes(,) (o = 0,0059 — 0, 128)
e senescentes
Kp Quantas vezes as células proliferativas 2 [85]
consomem mais oxigénio
que as células quiescentes
Kg Quantas vezes as células glicoliticas Ky [85]
consomem mais oxigénio
que as células quiescentes
te Tempo de eliminacao das células 1 dia
necroticas e apoptéticas (1 passo de tempo)
B Taxa de produgao fons H+ 107° — 10~*mM s~ [70]
(o ~ 0,131 — 0, 415)
Nmaa Numero méximo de replicacoes 50 — 70 [86]

TABELA 5.1: Parametros I: Notacao, significado e estimativa dos valores de
alguns parametros usados no modelo.
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5.2.8.2 Fatores paracrinos

Na farmacologia, uma dose efetiva (ED50) é quantidade de uma determi-
nada substancia ou radiacao que produz uma resposta esperada em 50% de uma
populagao em teste. Vamos tornar adimensionais as concentragoes dos fatores

paracrinos dividindo-as pelo seu ED50:

tgf-g nf oo — tnf-av

wnt = ———: tof -8 = : = 5.27
wnt g pso s tefmpso tnfzpso (5:27)
/ il-1 / hmgbl /
il-1= ,l—; hmgbl = L; ros = — > (5.28)
11‘1ED50 hmgblED50 TOSE D50

Vamos admitir que na concentracao correspondente ao ED50 de um determinado
fator pardcrino, a probabilidade de ativar o né em questao é igual a 50%. Em ter-
mos dessas concentragoes adimensionais e como as probabilidades de ativagao de
todos os nés associados aos fatores paracrinos possuem a mesma forma funcional,

assumimos que:

thf = etnf = ant = eill = 97"05 = ehm - 111(2)7 (529)

de modo a garantir que P(ED50) =0, 5.

Na Tabela 5.2, estimamos os valores de alguns parametros do modelo. Os que
nao puderam ser estimados permanecem como parametros a serem variados no

modelo.
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Fator Parametro Significado Valor
paracrino estimado
wnt
A1 Taxa de degradacao
r1 Taxa de producao
por células apoptoticas
wnt g pso ED50 0,2 ng/mL [87]
wE s
Ao Taxa de degradacao 10 dia™! [88]
o Taxa de producao 0,15 dia~'ng/mL [89]
por células apoptoticas
Tom Taxa de producao (0,5 —990) dia~'ng/mL ([90],[88])

pelas células capazes
de sintetiza-lo

tefpso ED50 0,1 ng/mL [91]
tnf-a
A3 Taxa de degradacao 14 dia™! (meia-vida: 70 min) [92]
T3m Taxa de producao (150 — 8000) dia~'ng/mL ([93],[94])
pelas células capazes
de sintetiza-lo
tnfED50 ED50 O, 5) ng/mL [95}
il-1
Ay Taxa de degradagao 10,5 dia™! (meia-vida: 95 min) [96]
T4m Taxa de producao ?
por células senescentes
-1 5150 ED50 12 pg/mL [97]
hmgbl
A5 Taxa de degradacao 5,5 dia™! (meia-vida: 180 min) [98]
s Taxa de producao ?
por células necréticas
hmgb1 ;50 ED50 14 pg/mL [99]
ros
6 Taxa de degradacao 76 dia~! (meia-vida: 13 min) [100]
e Taxa de producao ?
por células necréticas
T6m Taxa de producao ?
por células senescentes
rOSED50 ED50 86 mM [100]

TABELA 5.2: Parametros II. Notagao, significado e estimativa dos
parametros associados aos fatores pardcrinos. Aqueles que ndo puderam ser
estimados estdo com uma interrogagao (7).
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5.2.8.3 Outras consideragoes sobre os parametros

Em média, durante um passo de tempo t do modelo, todas as células podem
se dividir uma vez. Isso nao ocorre porque fatores como a concentracao local das
substancias e o espaco disponivel para a divisao (células normais) influenciam
na capacidade das células dividirem. Contudo, se todas as células do tecido
estivessem em condicoes ideais, a média de uma divisao por célula por passo de
tempo seria observada. Dessa forma, associamos ao passo de tempo t a duracao
de 24 horas. Esse é o tempo tipico que células humanas em cultura necessitam

para se dividir [101].

A taxa de erro no processo de replicacao estd por volta de 10~® erros por par
de base. As enzimas de reparo consertam por volta de 99% desses erros [102].
Como o niumero médio de bases por gene estd entre 10 — 15 kbp [103], a taxa de
mutacao P, é estimada em 10™* e a de reparo P,ep, em 0,99. Nas simulagoes,
utilizamos P, = 0,99, como o estimado. Contudo, o valor estimado para a taxa
de mutacoes mostrou-se computacionalmente proibitivo. O valor utilizado foi de
P = 1072

O parametro de rede A estd associado ao tamanho celular tipico (5 — 20 pm)
[104]. Adotamos o valor de A = 10 pm.

Devido ao grande niimero de parametros a serem variados, definimos o que de-
nominamos de Conjunto Base (CB) (Tabela 5.4). Sempre que especificarmos o
valor de um ou mais parametros utilizados em uma simulagao, fica subentendido

que os demais parametros nao especificados sao aqueles do Conjunto Base (CB).

5.3 Resultados

Na primeira parte da simulacdo, preenchemos o tecido (rede quadrada (L +
1)x (L+1)) totalmente por células normais o,,. Sem permitir que hajam mutagoes,
o sistema é evoluido um numero de passos de simulacao k suficientes para que a
populagao de células normais o,, se estabilize (Figura 5.9). O tecido final encon-
trado é formado predominantemente por células normais o, e por algumas células
apoptéticas o,,. Células necréticas o,.. nao sao observadas. Essa distribuigao

final de células é interpretada como um tecido normal em homeostase.
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Parametros Valores usados Interpretacao bioldgica
na simulacao
Passo de tempo (t) 1 1 dia
A 1 10 pm
L 300 3 mm
ao 0,0059 — 0,128 ~ Consumo de oxigénio por
(~ % — 470) células quiescentes e senescentes
g 0,131 — 0,415 =~ Producao de {fons H
(= 2 — 120 por células glicoliticas
Ag 10 — 200 Metabolismo acelerado
P 0,01 Probabilidade de mutacao
Prep 0,99 Probabilidade de reparo da mutacao

TABELA 5.3:

10000

Parametros III: Alguns parametros e sua interpretacao

bioldgica.

80000

60000f

Normais

40000}

20000f

100000 200000

300000 400000 500000

FicUura 5.9: Tecido normal. Apdés um nimero suficiente de passos de si-
mulagao k, o nimero de células normais o, atinge um valor estacionario. Nesse
estagio, assumimos que temos um tecido normal em homeostase.

O tecido normal obtido é sempre similar; a densidade de células normais o,

diminui conforme as células ficam mais distantes do capilar localizado em x = 0.
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Parametro Valor
0, 50
0, 50
0, 0,52
O 0,01
(676 10/L
Ag 10
A1 10
™ 5
Tom 100
T3m 300
T4m 100
Ts 1
T6 1
T6m 1
a1 =g =..=0ag, 1,D
Nomax 70

TABELA 5.4: Conjunto Base: Os parametros estao em sua forma adimensio-
A~ / /
nal. O parametro r, por exemplo, corresponde a r, em que 1y = 71 /wWntgpso.
Os apéstrofes sao omitidos.

Isso ocorre devido ao aumento na taxa de apoptose, que é desencadeada pela
diminui¢ao da concentracdo de oxigénio O(Z) com a distancia do capilar. Essa
diminuicao é mais abrupta do que a diminuicao na concentracao dos nutrientes
N(Z) 2. Sendo assim, o oxigénio O(Z) atua como o principal determinante da
distribuicao final das células normais o,, no tecido. Na Figura 5.10, podemos ver

como a constante de consumo de oxigénio o afeta o tecido normal obtido.

Para acelerar as simulacoes, utilizamos a seguinte estratégia. A partir do tempo
t = 0, sempre que nao houver nenhuma célula mutada o,, no tecido, a probabi-
lidade de mutagao P, se torna igual a 1. Assim que surge uma célula mutada

om, ela retorna ao seu valor anterior.

As simulagoes empreendidas apenas quando a populagao de células mutadas o,
atingem um estado estaciondrio (Figura 5.11) formado por células imortais. Como
veremos posteriormente, nesse estado, as células alcancam o apice da agressivi-

dade possivel no modelo.

12Isso ocorre porque a concentracio de oxigénio no capilar Oy é muito menor do que a de
nutrientes Ny (No/Op = 79), e a constante de consumo de oxigénio em condi¢do de normoxia
é seis vezes superior a de nutrientes.
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FiGUuRA 5.10: Tecido normal para diferentes constantes de consumo

de oxigénio. Nos tecido normais cujas células possuem maiores constantes

de consumo de oxigénio ap, as células normais permanecem mais proximas ao
capilar.

A menos que seja dito o contrario, todas as grandezas medidas foram valoradas

200 passos de tempo ¢ ap6s o inicio do estado estaciondrio (Figura 5.11).

5.3.1 A dinamica de crescimento

Mesmo para parametros idénticos, a evolucao temporal da populagao de
células mutadas o, pode ser bastante distinta (Figura 5.12). Isso é um reflexo
da aquisicao estocastica das mutagoes no modelo e sugere que cada tumor tem a
sua propria histéria evolutiva. Apesar dessas diferencas, constatamos a existéncia
de esquemas de evolugao similar em todos os casos analisados. Esses esquemas
tornam-se compreensiveis ao enxergamos a evolugao tumoral como uma aquisicao
progressiva de determinadas caracteristicas fenotipicas pelas células mutadas o,,.

Por esse motivo, vamos definir as seguintes caracteristicas fenotipicas:
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Ficura 5.11: Estado estacionario. A simulagdo termina quando a po-

pulacao de células mutadas o, atinge um estado estaciondrio formado por

células imortais. Todas as grandezas sao valoradas no tempo t. = 200 contado
a partir do inicio do estado estacionario.

sso0F . . . — 35000F" . r .
(a) (b)
30000F ] 30000f
25000f ] 25000F
£ 20000 £ 20000}
g g
=1 =
S 15000f S 15000f
10000f ] 10000f
5000F 3 5000F
of ] oF; : : \ , , , .
0 500 1000 1500 2000 0 100 200 300 400 500 600 700

Ficura 5.12: Evolugao temporal. Evolucao temporal para a populacao de
células mutadas o, em duas simulagoes distintas com os mesmos valores para
0s parametros.

Autossuficiéncia em fatores de crescimento (ASFC): a célula possui um
fenétipo proliferativo se houver Nutrientes N (Z) e Oxigénio O(Z) em quantidades
adequadas. Em outras palavras, se o n6 Nutrientes estiver ativo e as demais
entradas ambientais '? estiverem inativas, a dinamica da rede conduz a um atrator
com fenétipo proliferativo. Nessa situacao, uma célula normal o, tem um fenétipo

quiescente. Obs.: Os termos célula e rede devem ser entendidos como sinénimos.

I3Relembrando, as estradas ambientais consideradas no modelo sdo: Hipdwia, Nutrientes,
Tgf-B, Tnf-a, IL-1, Hmgbl1, Ros, Acidose, e Acidose Extrema.
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Evasao da apoptose induzida por hipéxia (EAH): se os nés Nutrientes e
Hipoxia estiverem ativos e as demais entradas ambientais inativas, a dinamica da
rede conduz a um atrator com fendtipo quiescente. Nessa situagao e na proxima,

uma célula normal o, tem um fenétipo apoptdtico;

Proliferativa em hipéxia (PH): se os nés Nutrientes e Hipdria estiverem
ativos e as demais entradas ambientais inativas, a dinamica da rede conduz a um

atrator com fendtipo proliferativo;

Evasao da apoptose induzida por hipéxia e acidose (EAHA): se os nds
Nutrientes, Hipoxia, e Acidose estiverem ativos e as demais entradas ambientais
inativas, a dinamica da rede conduz a um atrator com fenétipo quiescente. Nessa

situagao e na préxima, uma célula normal o,, tem um fenétipo apoptético;

Proliferativa em hipéxia e acidose (PHA): se os nés Nutrientes, Hipdzia,
e Acidose estiverem ativos e as demais entradas ambientais inativas, a dinamica

da rede conduz a um atrator com fenétipo proliferativo;

Evasao da senescéncia programada (ESP): se o né Dano no DNA estiver
ativo, a entrada ambiental Nutrientes estiver ativa e as demais entradas ambien-
tais inativas, a dinamica da rede conduz a um atrator com fenétipo proliferativo.
O né Dano no DNA é ativado quando a célula atinge o niimero maximo de re-

plicacoes Nynaz;

Fenétipo mutador (FM): se os nés Atm/Atr, Brcal, ou Brea?2 estiverem dele-

tados 4, a rede possui o fenétipo mutador;

Fenétipo imortal(FI): se o né hTert estiver ativado, a rede possui o fendtipo

imortal.

Insensibilidade a fatores inibidores de crescimento (IFIC): se o n6 Nu-
trientes e o nd correspondente a um determinado fator inibidor de crescimento
(Tnf-a, Tgf-5, IL-1, ou Ros) estiver ativo, e as demais entradas ambientais estive-

rem inativas, a dinamica da rede conduz a um atrator com fenétipo proliferativo.

Em todas as simulacoes, no estado estacionario, as células sempre possuem as
seguintes caracteristicas fenotipicas: ASFC, EAH, PH, EAHA, PHA e FI. Na
maior parte dos casos, elas também possuem um fendétipo mutador (FM) e in-

sensibilidade a todos os fatores inibidores de crescimento (IFIC), com excegao de

140u seja, inativados permanentemente por mutacoes.
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Ros. Dessa maneira, o estado estacionario representa um estagio avancado da

tumorigénese.

Na Tabela 5.5, apresentamos algumas sequéncias de mutacoes obtidas nas si-
mulagoes. Associamos cada mutacao com a caracteristica fenotipica obtida pela
célula. Por exemplo, na primeira linha, a superexpressao de Pdkl, identificada
por Pdkl1(+), é responsavel pela aquisigao de ASFC e EAH. Por sua vez, a delegao
de Atm/Atr, identificada por Atm/Atr(-), é responsével pela aquisicao de ESP e
FM.



Hsp70(4)—Mdm2(+)

Sequéncia de mutacoes ASFC EAH ESP FM FI PH EAHA PHA \ IFIC

Esquema 1

(1) Pdkl(+)—Atm/Atr(-)— 1# 1# PAREEEVA I & 42 42 53 (IL-1, Tnf-cr, Ros) —Nao
hTert(+)—Akt(+)—Mdm2(+) Tgf-8 — 4*

(2) Ras(+)—Atm/Atr(-)— 12 12 22 9a 3o 42 — 5o (IL-1, Tnf-o, Tgf-B)— 5°
hTert(4)—Myc(+)—p53(-) Ros—Nao

(3) Slug(+)—Atm/Atr(-)— 1= 1@ 92 92 38 42 5 52 (IL-1, Tnf-a)— 5
hTert(4)—Mxil(-)—p53(-) (Ros, Tgf-5)—Nao
Esquema 2

(4) Tcf/Lef/Cbp(4)—Chk1/2(-)— 1# 1* 22 Tp. 4* 3*(24%) 1# 3* (24%) | (IL-1, Tnf-a, Tgf-g) — 1°
Myc(+)—Akt(+) 4* (100%) 4% (100%) | Ros—Nao

(5) Pke(+)—Chk1/2(-)— 1# 1* 22 Tp. 3 42 42 52 (IL-1, Tnf-o, Tgf-8) — 42
hTert(+)—Akt(+)—Mdm2(-) Ros—Nao

Esquema 3

(7) Slug(+)—Akt(+)— 12 1* 22— 2° 22 3* (11,5%) | (IL-1, Tnf-a, Tgf-p5)— 2*
Nf-xkB(+)—p53(-) 4* (100%) | Ros—Nao

(8) hTert(+)—p27(-)— COS LU RN 92 32 42 (IL-1, Tnf-a, Tgf-8)— 4

Ros—Nao

TABELA 5.5: Sequéncias de mutagoes. As simulagoes sugerem que existem pelo menos trés esquemas distintos de evolugdo. Os
nameros 1?2, 22, ..., indicam qual mutacao de uma dada sequéncia confere a caracteristica fenotipica. Os percentuais indicam o quanto
a caracteristica fenotipica é observada (estados iniciais atraidos pelos atratores). Se nenhum percentual é indicado, entenda-se que é

100%.
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Os trés esquemas da Tabela 5.5 nao sao equiprovaveis. O Esquema I é o mais
frequente, sendo observado em 81,5% das simulacoes. Os Esquemas II e III

aparecem em 11,1% e 7,4% das simulagoes, respectivamente.

Devido a sua importancia, faremos uma andlise detalhada de uma simulacao
pertencente ao Esquema I. Nessa andlise, explicaremos como as modificagoes no
microambiente agem como pressao seletiva para aquisicao de novas caracteristicas
e, também, discorreremos sobre outros aspectos da dinamica do modelo. Poste-
riormente, discutiremos onde os Esquemas II e III afastam-se do I e porque sao

menos provaveis.

5.3.1.1 Esquema I

A Figura 5.13, apresenta a evolugao da populacao de células mutadas o, em
funcao do tempo t para o caso a ser analisado. A figura esta dividida em regices
que marcam onde, nesse caso, surgem populagoes com novas caracteristicas fe-

notipicas.

50000f

40000F

30000F

Mutadas

20000f

10000F

0 200 400 600 800 1000

FiGuraA 5.13: Células mutadas. Evolucao temporal da populacao de células

mutadas. Cada uma das regides esta associada a aquisicao de novas carac-

teristicas fenotipicas. (a, = 10/L; A\, = 100;ay = 40/L). O restante dos
parametros sao aqueles do Conjunto Base apontado no Apéndice B.
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Regiao (1) - A mutagao iniciadora: Uma célula normal o,, sofre uma tnica
mutacao, denominada mutacgao iniciadora, que lhe confere um fenétipo prolife-
rativo na condigdo de normoxia (ASFC). A célula normal torna-se uma célula
mutada o,,. Essa célula produz clones que também possuem um fendétipo prolife-
rativo nessa condicao e, dessa forma, o nimero de células mutadas o, no tecido
aumenta. Como consequéncia desse aumento, temos uma diminuicao na quanti-
dade de oxigénio O(Z) disponivel por célula. Como pode ser visto da Tabela 5.5,
a mutacao iniciadora confere a capacidade de evasao da apoptose induzida por
hip6xia (EAH), mas nao a de proliferagao nessa condigdo (PH). Dessa forma, as
células em regioes com oxigenacao insuficiente entram em um estado quiescente.
O aumento no numero de células mutadas o, também implica em um encurta-
mento progressivo dos telomeros. Quando as células efetuam o nimero maximo
de replicagoes N4, 0 encurtamento critico dos telomeros ativa a rota de Dano
no DNA. Dependendo do tipo de mutacao iniciadora, essa ativacao desencadeia
a apoptose e/ou a quiescéncia. Observamos que o encurtamento dos telomero é
um limitante mais importante que a disponibilidade de oxigénio O(Z) nessa fase

da progressao tumoral.

O numero de mutagoes iniciadoras depende da probabilidade de mutacao P,
adotada. Para P,,,; = 0,01, valor adotado em nossas simulacoes, é comum o
aparecimento de mais de uma mutagao iniciadora. Na presente simulagao, por
exemplo, quatro mutagoes iniciadoras surgem em tempos distintos na Regiao (1);
Gabl(+), Slug(+), Pten(-), e Ras(+) (Figura 5.14).

Slug(+)

..

Gabl(+) Gabl(+) Gabl(+)

t= 100 t =300 t =600

FiGurA 5.14: Mutacgoes iniciadoras. Densidade de células mutadas oy,

em trés tempos distintos na Regido (1). As mutagoes iniciadoras responsaveis

por cada sub-populacao estao indicadas. A densidade de células mutadas oy,

estd em escala de cinza, quanto mais escuro, maior a densidade. O capilar
encontra-se localizado no topo da figura.
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A primeira mutagao iniciadora é Gabl(+). Ela surge por volta de ¢t = 25 e
permanece sendo a unica até por volta de ¢ = 200. A Figura 5.15, mostra a
populagao de células mutadas o, originadas da mutagdo em Gabl(+) em trés
instantes de tempo. Em vermelho, temos células com fenétipo proliferativo (TIJ: e,
em preto, com fendtipo quiescente a(f; . Quanto mais proximo ao capilar, maior é
a concentragao de oxigénio O(Z) e, consequentemente, maior a chance de que as
células tenham um fenétipo proliferativo. Aliado ao fato de que ao se dividirem
as células ocupam preferencialmente sitios com menor densidade de células, isso
explica porque o crescimento do tumor ocorre preferencialmente em diregao ao

capilar.
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250) . 250) 250)

200] 200] 200]

~150f . - =150 . > 150
100 100 100
50 50] 50| ’
t=50 t =100 t =200
<
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Ficura 5.15: Células proliferativas e quiescentes. Populagao de células
com fenétipos proliferativo ag, em vermelho, e quiescente 0'5 , em preto, para

diferentes tempos. Observe que o tumor cresce em direcao ao capilar localizado
f

em z = 0. Note também que a maior parte das células proliferativas oy
concentra-se proxima a borda do tumor mais perto do capilar.

Na Figura 5.13, podemos notar que em t = 200 a populagao de células mutadas
om aproxima-se de um estado estacionario. Isso ocorre pelo encurtamento dos
telomeros. Como podemos ver da Figura 5.16, em ¢ = 200, um grande percentual
de células mutadas o, ja efetuou ou esta perto de efetuar o nimero maximo de
replicagoes n,,q.. = 70. Essas células encontram-se, principalmente, nas regioes
do tumor mais préximas ao capilar. A medida que essas células vao atingido o
numero critico de replicagoes n,,q, €las morrem ou entram em um estado quies-

5

cente 1. As células que replicaram poucas vezes encontram-se em regioes com

5Para Gabl(+), a chance de apoptose ¢ de 99,4% e de quiescéncia é 0,6%. Como com-
paracdo, para a segunda mutagao Slug(+), a chance de apoptose é de 60,1% e de quiescéncia
é de 39,9%.
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pouca concentracao de oxigénio O(Z) e, dessa forma, estdo em um estado qui-

escente. Sendo assim, a populacao de células mutadas o,, aproxima-se de um

estado estacionario 6.
6F ¢
é 4_ . .0 oo o.. ° .o i
8 ° °
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FiGUurA 5.16: Numero de replicagoes. Percentual de células mutadas o,

pelo nimero de replicagoes executadas em dois tempos distintos. Para t = 50,

nenhuma célula atingiu o niimero critico de replicagoes. Para t = 200, 24, 84%
das células ja se replicaram mais que 65 vezes.

A segunda mutacdo iniciadora, Slug(+), surge a partir de ¢ = 200. Na Fi-
gura 5.13, podemos observar o aumento na populacao de células mutadas o,
decorrente dessa nova mutacao iniciadora. Similarmente a populacao resultante
de Gabl(+), a populagao de Slug(+) também é freada pelo encurtamento dos
telomeros. A terceira e a quarta mutacao iniciadora, respectivamente, Pten(-) e
Ras(+), surgem a partir de ¢ = 500. Novamente, podemos observar o aumento na
populacao de células mutadas o, decorrente dessas novas mutagoes iniciadoras.
Contudo, algo novo ocorre. Como veremos a seguir, um dos clones da populagao

de Pten(-) adquiri uma nova caracteristica fenotipica, o que nos leva a Regiao
(2).

Regiao (2) - O fenétipo mutador e a imortalizagao: A delecao do gene

Atm/Atr(-) confere a célula mutada o, a capacidade de evadir da senescéncia

16Esse estado ndo é realmente estaciondrio. Se nenhuma nova mutacao surgir, a longo prazo,
todas as células irao alcangar o niimero maximo de replicagoes N,q. €, eventualmente, morrer.
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programada (ESP). Isso quer dizer que mesmo quando o nimero maximo de re-
plicacoes n,,q. € alcancado, a célula ainda continua com um fenoétipo proliferativo.
Entretanto, a célula nao pode se dividir indefinidamente. Apés a evasao da se-
nescéncia programada (ESP), ela é capaz de se dividir apenas um nimero n..; de
vezes antes de entrar no estado de crise e morrer por apoptose. Portanto, antes
que esse numero adicional de replicacoes seja alcangado, é necesséario que a célula
se torne imortal (FI). A imortalizacao celular é alcangada através da ativagao
do n6 hTert. Essa ativacao pode ser direta, através da mutagao em hTert, ou

indireta, através da mutacao em genes que controlam hTert.

A chance de obtencao do fenétipo imortal (FI) apés a ESP é aumentada devido
a aquisicdo do fendétipo mutador (FM) que, necessariamente, é obtido conjun-
tamente com a ESP. Tanto a delecao de Atm/Atr quanto o encurtamento dos

telomeros além do limite n,,,, conferem esse fenétipo.

Um testemunho eloquente da vantagem oferecida pela imortalizagao (FI) apés a
evasao da senescéncia (ESP) pode ser visto na Figura 5.17. Em azul, temos células
que evadiram da senescéncia programada (ESP) e, em amarelo, células que, além
da ESP, também adquiriram um fendtipo imortal. Observe que enquanto as
subpopulacoes apenas com ESP permanecem praticamente estacionérias '7, a

subpopulacao imortal aumenta rapidamente.

Regiao (3) - A capacidade de proliferar em hipéxia e acidose: Como con-
sequéncia do aumento da taxa de estabelecimento das mutacoes, surgem células
capazes de dividir em hipéxia (PH). A capacidade de dividir em hipéxia im-
plica em um fendtipo glicolitico nessa condicao, ou seja, as células mutadas o,
tornam-se células glicoliticas a}; quando em regiao de hipéxia. Como subproduto
do metabolismo glicolitico, as células glicoliticas ag produzem fons H™, o que
produz a acidificagao do meio. Como podemos ver da Tabela 5.5, a aquisi¢ao da
capacidade de dividir em hipdxia pode vir ou nao com a capacidade de evadir da
apoptose induzida por hipéxia e acidose (EAHA). Dessa forma, a diminuigao do
pH induz a apoptose das células nao-resistentes e a quiescéncia das células resis-

tentes a acidose. De qualquer forma, a acidose limita o aumento da populacao.

O ambiente acidificado age como pressao seletiva para mutacoes que confiram
as células a capacidade de proliferagdo na condi¢ao de acidose e hipéxia (PHA).

Células que adquirem essa capacidade formam uma populacao crescente. Como

1"Na verdade populacoes apenas com ESP se extinguem com o tempo.
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Figura 5.17: ESP e FI. Em azul, temos populagoes que adquiriram a ESP.
Em amarelo, populagoes que adquiriram a ESP e o FI.
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Ficura 5.18: pH médio. Ao longo do tempo de simulagao, apresentamos o
(pH) do tecido. Observe que a diminuigao do (pH) ocorre apés o aparecimento
das células capazes de dividir em hipéxia (PH).
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efeito adverso, o aumento dessa populagao diminui ainda mais o pH, o que desen-
cadeia a necrose. Como nao ha mutagao que confira resisténcia a necrose induzida
por acidose, a populacao alcanca um estado estacionario. Todas as populacoes
que nao se adaptam, ou seja, nao adquirem a caracteristica fenotipica PHA, sao

eliminadas.

Na Figura 5.19, mostramos em diferentes tempos ao longo da Regiao (3) po-
pulacoes com distintas caracteristicas fenotipicas. Em verde, temos células capa-
zes de dividir na condi¢ao de hipéxia (PH). Observe que elas surgem por volta
de t = 700 em meio a populacao de células imortalizadas (ver Figura 5.17). Essa
populagao se expande ocasionando uma diminui¢ao do pH (Figura 5.18). A dimi-
nuicao do pH seleciona células capazes de dividir na condicao de hipdxia e acidose

(EAHA), que estao em marrom na Figura 5.19.

300

300

250

200

> 150

100

t=1750

O g =700
e

0 50 100 150 200 250 300

0 . ,,
0 50 100 150 200 250 3

X X X

00

250

200

100

08 t =775 t = 800 50 t = 1000
0 S S POt s spms stms sy (P54 .
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
X X X

Ficura 5.19: PH e PHA. Em verde, temos células capazes de dividir em

hipéxia (PH) e, em marrom, células capazes de dividir em hipéxia e acidose

(PHA). Observe que a caracteristica fenotipica PHA surge em meio a células
que possuem PH.

Embora quatro mutagoes iniciadoras tenha surgido, a populagao final é originéria

apenas de Pten(-) (Figura 5.20). Em todas as simulagoes analisadas, apenas duas
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produziram tumores finais coexistente originarios de mutacoes iniciadoras distin-
tas. Provavelmente, esses casos serao ainda mais raros para simulacoes em que

P,ut seja menor. Dessa forma, o modelo produz tumores que sao, essencialmente,

monoclonais.
100f i ) ) p " W
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FicuraA 5.20: Mutagoes. Percentual da populacao de células mutadas o,
com uma determinada mutacao iniciadora. Observe que a populacao final é
origindria de Pten(-).

5.3.1.2 Os Esquemas II e 111

A diferenga entre os Esquema I e II estd na forma como evasao da senescéncia
programada (ESP) ocorre. Tanto a dele¢ao de Atm/Atr, no Esquema I, quanto
a delegao de Chkl1/2, no Esquema II, permitem essa evasdo. Contudo, duas
diferencas tornam o Esquema I mais provavel. A primeira delas é que a delecao
de Atm/Atr é mais eficaz em conferir a ESP. Como pode ser visto na Figura
5.21, o nimero de mutagoes iniciadoras que adquirem a ESP quando Chk1/2 é
deletado é bem menor do que as que adquirem através da delecao de Atm/Atr(-).
Uma consequéncia disso é que existem sequéncias “proibidas” de mutagoes para

o Esquema II.

A segunda diferenca é que o fenétipo mutador (FM) obtido através da delegao

de Chkl/2 é apenas temporario. Ele se deve a instabilidade genética gerada
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Ficura 5.21: Atm/Atr(-) e Chkl/2(-). Percentual de evasdo da se-
nescéncia programada (ESP) para diferentes mutagoes iniciadoras quando a
segunda mutagao é em Atm/Atr(-) ou em Chk1/2(-).

pela encurtamento progressivo dos telomeros depois que o niimero maximo de re-
plicagoes N4, é ultrapassado. Quando a célula se torna imortal (FI), o fenétipo
mutador (FM) é perdido. No Esquema I, ele permanece porque a delecao de
Atm/Atr também confere esse fendtipo. Dessa forma, apds a imortalizagao, a
taxa de mutagoes no Esquema I é muito maior do que no Esquema IT (100 vezes
no modelo). Consequentemente, a probabilidade das células no Esquema I ad-
quirirem um fendtipo proliferativo em hipéxia (PH) e um fenétipo que divide em

hipdxia e acidose (PHA) na sequéncia é muito maior.

No Esquema III, o fenétipo mutador nao é adquirido. De fato, as células se tornam
imortais antes que o nimero maximo de replicagoes n,,q.. seja atingido. Nesse
esquema, a mutacao iniciadora deve ser em hTert ou, entao, as duas primeiras
mutacoes devem ser tais que ativem hTert. Dessa forma, as possibilidades para
o Esquema III sao mais limitadas que as do Esquema I, onde varias mutacoes
iniciadoras sao possiveis e nao ha a necessidade de conjunc¢ao de duas mutacoes

para a imortalizagao.
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5.3.2 A frequéncia das mutacgoes

Para identificar os principais genes mutados no modelo, analisamos 100 si-

18 Determinamos a frequéncia

mulacoes com diversos valores de parametros
f das mutacoes e o que denominamos de penetrancia p. A penetrancia p de
uma mutacao corresponde ao percentual de células mutadas o,,, no estado esta-

cionario, em que ela esta presente.

Para diminuir o nimero de mutacoes passengers, em cada simulagao, catalogamos
apenas as mutacoes com penetrancia p maior que 25%. Embora essa abordagem
elimine muitas mutagoes passengers, muitas ainda permanecem. Por exemplo,
nas 100 simulacoes, identificamos um total de 58 mutacoes distintas do tipo su-
perexpressao. Desse nimero, 41 tem frequéncia f menor que 5, sendo que 27 tem

frequéncia f igual a 1.

Na Figura 5.22, temos a frequéncia f e penetrancia média (p) das mutagdes do
tipo superexpressao para as quais f > 5. Na Figura 5.23, temos o mesmo para

as mutagoes do tipo delecao.

As mutacoes em Rage, Jak, Grb2, Slug, Ras, Gabl, Pkc, e Pten, possuem uma
alta penetrancia média (p) e uma baixa frequéncia f. Isso ocorre por serem
mutagoes iniciadoras (Tabela do Apéndice B). Como existem véarias mutacoes
iniciadoras, a frequéncia é baixa; mas por iniciarem a progressao tumoral, estao
presentes em quase todas as células do tumor final. A alta penetrancia média (p)
e alta frequéncia f de Atm/Atr e hTert devem-se a forte selegao para a obtengao
do fenétipo mutador (FM) e imortal (FI). Por outro lado, a penetrancia média
(p) e frequéncia f intermediaria das mutagdes em Tcf/Lef/Cbp, p53, Akt, Ni-
kB, Mdm2, Myc, p27, e Ciclina D, devem-se ao fato dessas mutagoes surgirem,
principalmente, apds a obtencao do fenétipo mutador (FM), que permite o tumor
selecionar mais de uma saida para evadir da apoptose induzida por hipdxia e pela

acidose (Figura 5.24).

180 nimero de simulagoes para cada parametro foi: ap = 10/L (20 simulagoes); ap =
20/L (5 simulagbes); ap = 30/L (3 simulagoes); ap = 40/L (20 simulagoes); oy = 80/L
(2 simulagoes); ay = 120/L (20 simulagdes); ra, = 1000 (3 simulagdes); 73, = 3000 (3
simulagoes); 15 = 1000 (3 simulacoes); 74, = 3000 (3 simulagbes); rg = 100 (7 simulagdes);
r¢ = 1000 (7 simulagoes); Ay = 200 (4 simulacdes).
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FIGURA 5.22: Superexpressao. Frequéncia f e penetrancia média (p) para

mutacoes do tipo superexpressao. O valor maximo possivel para a frequéncia

f e a penetrancia média (p) é 100 (sao 100 simulagoes e a penetrancia p, por
definigao, tem o valor maximo de 100%).
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FIGURA 5.23: Delegao. Frequéncia f e penetrancia média (p) para mutagoes
do tipo delecao.

5.3.2.1 Caracteristicas metabdlicas versus mutagoes

A constante de consumo de oxigénio ap depende do tecido em questao. A

constante de producao de fons HT também é varidvel, assim como vérios outros



Capitulo 5. O Modelo Multiescala para a Carcinogénese 99

Mdm2

: Tef/Lef/Cbp

®

Atm/Atr

Rage

FiGurA 5.24: Sequéncia de mutagoes. O grafo representa a sequéncia de
mutacoes sofridas pelas células do tumor final para uma dada simulagdo. Os
nods representam as mutacoes presentes e as arestas apontam para uma nova
mutacdo que aparece em acréscimo a anterior. Dessa forma, inicialmente, to-
das as células possuem apenas uma mutagdo em Rage. A partir dai, gragas a
aquisicao do fenétipo mutador, uma parte das células sofre uma mutagdao em
Mdm?2 e a outra em Myc, que sao seguidas, respectivamente, por mutagoes em
Ciclina D e Tcf/Lef/Cbp. Nesse ponto, as células ji encontram-se no estado es-
tacionario. Naturalmente, novas mutagoes continuam ocorrendo. Entretanto,
como o tumor j& atingiu o estdgio maximo de agressividade possivel no modelo,
essas mutacoes sao passengers ou mutagoes deletérias. Mutacoes que ocorrem
a partir de Tcf/Lef/Cbp estao em vermelho e, a partir de Ciclina D, em verde.

parametros do modelo. Isso nos levanta a pergunta; tumores originarios de teci-
dos com diferentes caracteristicas metabdlicas selecionam diferentes conjuntos de

mutacoes ao longo do seu desenvolvimento?

Para lancar alguma luz sobre essa questao, comparamos as mutagoes selecionadas
em dois casos. No primeiro caso, comparamos a frequéncia f e a penetrancia
média (p) das mutagbes quando as constantes de consumo de oxigénio sdo ap =
10/L e ap = 40/L. Como podemos ver da Tabela 5.6, o conjunto de genes
mutados, a frequéncia f, e a penetrancia média (p) das mutagoes sao similares
nos dois casos. As diferencas significativas recaem em trés genes. Os dados
parecem sugerir que a delecao de p27 é um evento mais provavel em tecidos com
maior consumo de oxigénio e, a superexpressao de Nf-kB e Tcf/Lef/Cbp, em

tecidos com menor consumo de oxigénio.
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Mutacao Natureza ‘ fao=10/L  fao=10/L ‘ (P)ag=10/z (70)  (P)ap—aosr (%)
Atm/Atr Del. 18 18 100 £ 10 100+ 0
Nf-xB Super. 16 7 70 + 20 60 £ 30
Akt Super. 13 14 70 + 30 90 + 20
hTert Super. 13 13 60 £ 30 90 £ 20
p53 Del. 12 10 70 +20 90 + 20
Tcf/Lef/Cbp | Super. 12 8 80 % 20 70 £ 30
Mdm?2 Super. 7 6 60 £ 20 70 £ 30
p27 Del. 0 5 — 80 £+ 30
Myc Super. 5 5 50 %+ 30 80 % 30
Mxil Del. 4 3 50 % 30 60 £ 40
[-catenina Super. 4 3 40 £+ 10 70 + 40
Pi3k Super. 3 2 100+ 0 70 £ 50
Ras Super. 3 Z 100£0 100£0
Jak Super. 3 2 90 + 20 100£0
Pke Super. 3 1 50 40 100
Chk1/2 Del. 3 2 90 £+ 20 100+ 0
Phds Del. 3 2 3242 40 + 10
Slug Super. 2 3 100+ 0 100 =0
Grb2 Super. Z 1 100£0 100
Gabl Super. 2 0 100+ 0 —
Irei Super. 2 0 30 + 40 —
RalGap Del. 2 0 3T+1 —
Takl Del. 2 0 80 + 10 —

TABELA 5.6: Conjunto de mutagoes observadas em 20 simulagoes para

duas constantes de consumo de oxigénio ap distintas: Observe que o

conjunto de mutagoes observadas, a frequéncia f e a penetrancia média (p) sao

similares nos dois casos. As diferencas recaem nas mutagoes em p27, Nf-xkB, e
Tcf/Lef/Cbp.

No segundo caso, fizemos a mesma comparacao para as constantes de producao
de fons H" ay = 40/L e ay = 120/L. Novamente, da Tabela 5.7, observamos
similaridades no conjunto de genes mutados, na frequéncia f, e na penetrancia
média (p) das mutagoes. As diferengas que parecem mais significantes surgem em
Nf-kB, que é mais frequente para g = 40/L; e em hTert, que é mais frequente
para ay = 120/ L.
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Mutacao Natureza fo,—10/L  fauy=120/2. May=10/r.(%) May=120/1(%)
Atm/Atr Del. 18 17 100 + 10 100 £+ 15
Nf-xB Super. 16 7 70 + 20 80 + 30
Akt Super. 13 10 70 £ 30 40 £ 20
hTert Super. 13 19 60 + 30 90 + 20
p53 Del. 12 11 70 + 20 60 + 20
Tecf/Lef/Cbp  Super. 12 14 80 £ 20 50 £ 25
Mdm?2 Super. 7 8 60 + 20 60 + 20
p27 Del. 0 2 — 70 £+ 40
Myc Super. 5 2 50 4+ 30 50 4+ 30
Mxil Del. 4 4 50 + 30 34+7
[-catenina Super. 4 1 40+ 10 60
Pi3k Super. 3 0 10040 —
Ras Super. 3 5 100£0 90 £ 20
Jak Super. 3 1 90 + 20 100
Pke Super. 3 2 50 £ 40 1004+ 0
Chk1/2 Del. 3 3 90 + 20 90 + 20
Phds Del. 3 0 3242 —
Slug Super. 2 2 100£0 80 £ 30
Grb2 Super. 2 3 100+ 0 60 + 30
Gabl Super. 2 5 100+ 0 90 + 20
Irei Super. Z 0 30 £40 —
RalGap Del. 2 0 37+1 —
Tak1 Del. 2 0 80 £ 10 —
Vhl Del. 1 2 31 34+ 2
Pten Del. 0 7 — 100
Rankl Del. 0 2 — 37+6

TABELA 5.7: Conjunto de mutagoes observadas em 20 simulagoes para

duas constantes de producgao de fons H™: Observe que o conjunto de

mutagoes observadas, a frequéncia f e a penetrancia média (p) sao similares
nos dois casos. As diferencas recaem nas mutacoes em Nf-xB, e hTert.

5.3.3 Oxigénio, nutrientes, e H*

Uma caracteristica geral do estado estaciondrio é a presenca, em grande quan-
tidade, de células mutadas o,, e necréticas o,... As células normais o,, sao inexis-
tentes nessa fase e as apoptdticas o,, sdo raras (tipicamente, menos de 2 células
apoptéticas para cada 100 mutadas). A auséncia de células normais o, ocorre

porque essas células nao sobrevivem no novo ambiente acidificado e com baixa
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concentragao de oxigénio. A presenca de poucas células apoptoticas o,, é expli-
cada pela resisténcia adquirida pela maior parte das células tumorais. As células
necréticas o,,. estao presentes devido a diminuicao do pH e da concentracao de

nutrientes N ().

Outro aspecto geral observado é a coexisténcia de células com fendtipos qui-
escente 05 , proliferativo a;f , e glicolitico ag . Para um determinado conjunto de
parametros, o percentual dessas populagoes permanece fixo. Esses percentuais de-
pendem apenas dos parametros relacionados ao oxigénio O(Z), nutrientes N (%),

e fons HT.

Na primeira linha da Tabela 5.8, temos o percentual das populacoes supracitadas
para o conjunto de parametros do Conjunto Base (oo = 10/L; ag = 40/L;
Ag = 10, e os demais listadas na Tabela 5.4). Nas outras linhas, variamos um
determinado parametro e mantivemos os outros fixos. Dessa maneira, essas linhas

devem ser comparadas com a primeira.

Parametros (o] (a]) (of)

ap =10/L; oy = 40/L: Ay =10 | (43,6 £0,4)% (30,44+0,1)% (26,0 £ 0,4)%

(Controle)

ao = 40/L (49,1 0,4)% (25,7+0,4)% (25,2+0,5)%
am = 120/L (28 £ 3)% (40 + 1)% (32 + 1)%
Ay = 200 (39,4+0,2)% (33,5+0,3)% (27,1+0,4)%

TABELA 5.8: Percentual das populagoes: Percentual médio das populagoes

com fendtipos glicolitico <o§ >, proliferativo <of; >, e quiescente <a£ > no estado

estacionario. Na primeira linha, os parametros sao aqueles do Conjunto Base.
As demais linhas devem ser comparadas a primeira.

Da primeira e segunda linha, observamos que o aumento de ap = 10/L para
aop = 40/ L produz um acréscimo no percentual de células com fendtipo glicolitico
a!/; . Isso ocorre as custas de uma diminuicao, principalmente, no percentual das
células proliferativas O’IJ: . O motivo do aumento das células glicoliticas ag estd
na queda abrupta na concentragao de oxigénio O(Z) resultante do aumento no
consumo (Figura 5.25). Embora a populacdo de células mutadas o, diminua
(Figura 5.26) e, consequentemente, a densidade de células mutadas o, (Figura
5.32), a quantidade de oxigénio disponivel por célula cai, o que obriga mais células

a adotarem o fendtipo glicolitico.
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FIGURA 5.25: Oxigénio. Concentragao média de oxigénio (O) ao longo de Y
em fungao da distancia ao capilar em X = 0 para diferentes parametros.

Populagao Final

Ficgura 5.26: Populacao final em funcao de ap. O aumento no con-
sumo de oxigénio implica em um menor nimero de células no estado esta-
cionario. Dessa forma, tumores originarios de tecidos com maiores demandas
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por oxigénio irao produzir tumores de menor dimensao.

Da primeira e terceira linha, vemos que o aumento de oy = 40/L para ayg =

120/ L produz um decréscimo no percentual de células com fenétipo glicolitico

g

ol. Uma das consequéncias do aumento em ay é a diminuicio do pH (Figura

5.27). Essa diminui¢ao aumenta a chance de morte por necrose, o que se reflete
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na diminui¢ao da populagao de células mutadas o, (Figura 5.28). Por outro lado,
uma populag¢do menor implica em uma maior concentragao de oxigénio O(Z) no
tecido (Figura 5.25). Mais oxigénio O(Z) significa menos células em regioes de

hipéxia e, portanto, menos células com um fenétipo glicolitico O'g :

T T T T T T T
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—— )\g=200
72 —v—0,=120/L |
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7.0+ —=—0,=40/L i
N
L 68
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Fraura 5.27: pH. pH médio (pH) ao longo de Y em fungao da distancia ao
capilar em X = 0 para diferentes parametros.
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FiguraA 5.28: Populagao final em fungao de ay. Quanto maior apy, maior
o potencial de acidificacao do tecido por célula. Como a diminuicao do pH leva
a necrose, a populacao de células diminui.
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Da primeira e quarta linha, observamos que o aumento de A\; = 10 para A\, = 200
produz uma diminuicao na populacao de células glicoliticas ag . Essa diminuicao
ocorre porque o aumento de A, provoca uma diminui¢ao na concentracao de
nutrientes N(Z) ao longo do tecido (Figura 5.29). Essa diminuigdo aumenta a
taxa de necrose, o que diminui a populacdo de células mutadas o, (Figura 5.30).
Com uma populagdo menor, temos uma maior quantidade de oxigénio O(Z) por

célula e, consequentemente, menos células glicoliticas.

05 —o—A =200 | A
A —v—a,=120/L
z
v —e— 0 =10/L |

—=— 0, =40/L
0,6 -
0'4 LR | T T LA | T T L |
1 10 100
X

F1curA 5.29: Nutrientes. Concentracao média de nutrientes (N) ao longo
de Y em funcao da distancia ao capilar em X = 0 para diferentes parametros.

Na Figura 5.31, apresentamos o percentual das populagoes O’IJ: , ag; , € (T(J; ao longo
do tempo para uma simulacao. Conforme o tumor adquire novas mutagoes, o
percentual de células quiescentes 05 torna-se menor, enquanto o percentual de
células em divisao (a;f e ag ) aumenta. Portanto, as mutagoes sofridas ao longo

da progressao tumoral procuram maximizar a capacidade de proliferacao celular.

5.3.4 Os fatores paracrinos

Nesta secao, analisaremos o papel dos fatores paracrinos na progressao tumo-
ral. Como vimos na Figura 5.7, Tgf-a, IL-1, Tgf-3, e ROS, agem sobre as células
normais o, induzindo a morte por necrose ou apoptose. Se tiverem o mesmo

efeito nas células mutadas o,,, é possivel que atuem como supressores tumorais.
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F1GURA 5.30: Populacgao final em funcgao de ),. Talvez de forma pouco
intuitiva, o aumento em A, diminui apenas ligeiramente a populacao final.
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FicuraA 5.31: Populagoes no tempo. O percentual de células quiescentes

0({ diminui ao longo da progressao tumoral. Por outro lado, o percentual de
fo

células em divisdo (op e 0y) aumenta. (CB)
Por outro lado, Hmghl e Wnt estimulam a proliferagao e a sobrevivéncia das
células normais o,. Pelo mesmo raciocinio, é possivel que auxiliem a progressao

do tumor.
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F1GURA 5.32: Densidade. Densidade média (p) ao longo de Y em funcao da
distancia ao capilar em X = 0 para diferentes parametros.

Tnf-a: No modelo, a tnica fonte de Tnf-a sao as células que adquirem a ca-
pacidade de sintetiza-lo an ;- Verificamos no modelo, que o aparecimento dessas
células estd associado a ocorréncia de uma mutacao do tipo superexpressao em
Nf-xB . 0 que pode ou nao ocorrer (ver Tabela 5.22). Por esse motivo, em
muitas simulagoes nao observamos a presenca de Tnf-a no meio. Apesar disso,
no estado estaciondrio, quase todas as células possuem insensibilidade a Tnf-«

(IFIC) (em média, 91%).

Na Figura 5.33, temos um grafico do percentual de células mutadas o,, que sao
insensiveis & Tnf-a versus a probabilidade média de ativagao dessa entrada (P, ).
Cada ponto representa uma simulagao. Como podemos ver, nao parece existir
correlacao entre a concentracao de Tnf-a no meio e a aquisicao da insensibilidade
ao mesmo. Isso sugere que as células nao se tornam insensiveis a Tnf-a por
adaptacao, mas como consequéncia das mutacoes sofridas ao longo da evolugao

tumoral.

Portanto, em nosso modelo, Tnf-a nao apresenta um papel relevante na supressao

tumoral. Contudo, ha evidéncias de que o cenédrio pode mudar se forem inseridos

19Mutacoes em Foxo e Creb também conferem esse fenétipo. Contudo, quase nio aparecem
nas simulagoes.
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Gene Sem FIC Tnf-a Tgf-p -1 Ros
Akt 100% 16, 6% — 6,5% —
Gli 100% — — — —

hTert 100% 1,2% — 0,5% —
Nf-xB 100% 90, 6% — 92,7"% —
Pdk1 100% 6,0% — 2,9% —
Pi3k 100% 1,4% — 0,6% —
Pkc 100% — — — —
Pten 100% 5,2% 2,0% —
Ras 100% 0, 8% — 0,3% —
Abl 42% — — — —
Erk1/2 35% — — — —

Fak 100% — — — —
FosJun 0,23% — — — —
Frizzled 93% — — — —

Gabl 100% 1,3% — 0,5% —

Grb2 100% 0,8% — 0,3% —
Jak 100% 0, 7% — 0,3% —
Myc 84% — — — —

pl30Cas 100% 1,0% — 0,5% —

Slug 0% 10,2%  —  4,0% —
Snail 97% 2,3% — 0,2% —
SOS 100% 0, 7% — 0,3% —
Src 100% — = — —

Tef/Lef/Cbp 95% 77,3%  72,3%  92,3% —

Rage 100% 0,3% — — —

Twist 44% — — — —
Dsh 4% — — — —

Hsp27 55% 1,3% — 0,6% —
Raf 0,06% — — — —

E-caderina 100%  37,97% — 14,0% —

TABELA 5.9: Mutacoes iniciadoras na presenca dos fatores inibidores.
As mutacoes capazes de conferir um fenétipo proliferativo as células variam
com a presenga dos fatores inibidores no meio. Comparando a situacao sem
fatores inibidores (Sem FIC) com aquela em que hé Tgf-53, por exemplo, vemos
que apenas as mutagoes em Tcf/Lef/Cbp e Pten continuam conferindo um
fenétipo proliferativo. Os percentuais indicados correspondem ao percentual
de estados iniciais atraidos por atratores com um fendtipo proliferativo.

mais elementos. Na maior parte dos casos, a primeira mutacao nao torna as

células insensiveis a Tnf-a (ver Tabela 5.9). Isso é irrelevante no modelo porque,
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Fiaura 5.33: IFIC (Tnf-a). Percentual de células mutadas oy, insensiveis

a Tnf-o em fungao da probabilidade média de ativacao dessa entrada (Py,y).

Cada ponto representa uma simulagao. Os valores sao calculados 200 passos
de tempo t apds o inicio do estado estacionédrio.

nessa etapa, também nao hé células que sintetizem essa substancia. Entretanto,
o Tnf-a proveniente de outras fontes nao incluidas no modelo, como o sistema

imune, poderia exercer um papel supressor nessa fase.

IL-1: No modelo, a tnica fonte de IL-1 sao as células com fendtipo senescente
o!. Essas células surgem, principalmente, quando as células mutadas o, atingem
o numero maximo de replicagoes n,,... Observamos nas simulagoes que, apds a
evasio da senescéncia programada (ESP), o nimero de células senescentes o/

diminui e, no estado estacionario, anula-se (Figura 5.34).

As células senescentes o/ surgem em apenas 32,1% das simulacoes. Contudo,
considerando todas as simulacoes, em média, 94,6% das células mutadas o,
sao insensiveis a I.-1 no estado estacionario. Além disso, considerando apenas
as simulagoes em que as células senescentes of aparecem, em 89% dos casos
a insensibilidade a IL-1 aparece antes dos surgimento das células senescentes
of. Portanto, nao identificamos relacio de causalidade entre o surgimento de
células senescentes o/ e a selecio de células insensiveis a IL-1. Similarmente

a Tnf-a, a insensibilidade é consequéncia das mutacoes selecionadas por outros
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F1auRrA 5.34: Células senescentes e IFIC (IL-1). Em vermelho, temos a
populagao total de células mutadas o, e, em preto, aquelas que sao insensiveis
a IL-1. Em azul, temos as células com fendtipo senescentes af: e, em verde,
células que evadiram da senescéncia programada (ESP). Nesse caso, as células
resistentes a IL-1 surgem antes das células senescentes 05 . Isso sugere que a
resisténcia nao é selecionada pelo o aumento de IL-1 no meio (produzido pelas
f

)

células senescentes o

processos. Ainda semelhantemente a Tnf-, IL-1 pode ter um efeito supressor

quando atuando no inicio da progressao tumoral (ver Tabela 5.9).

Tgf-3: No modelo, a tnica fonte de Tgf-3 sao as células que adquirem a capaci-
dade de sintetiza-lo af or O aparecimento dessas células estd associado a mutagoes
em Creb e HIF1. Como podemos ver das Tabelas 5.22 e 5.23, essas mutacoes nao
sao mutacgoes selecionadas frequentemente no modelo. Dessa forma, no geral,
a concentragao de Tgf-g permanece baixa ((P,r) < 1%). Entretanto, a maior
parte das células no estado estacionério sao insensiveis a Tgf-5 (em média, 91, 8%
das células). Como a pressao seletiva para a insensibilidade a Tgf-§ é pratica-
mente nula, a insensibilidade adquirida pelas células é um “efeito colateral” das

mutacoes selecionadas ao longo da carcinogénese.

Similarmente a Tnf-a e IL-1, é possivel que Tgf-5 aja como supressor tumoral

no inicio da carcinogénese. Pela Tabela 5.9, pode-se ver que Tgf-3 é o supressor
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tumoral mais potente do modelo; de todas as mutagoes iniciadoras, apenas as

mutagoes em Tcf/Lef/Cbp e Pten conferem alguma insensibilidade a Tgf-5.

ROS: No modelo, as duas fontes de ROS sdo as células senescentes ol e as

células necréticas o,,... Como as células senescentes o/ aparecem ocasionalmente

sen
nas simulagoes e o seu tempo de permanéncia é efémero, as células necréticas o,..
constituem-se na principal fonte. Diferentemente dos outros fatores inibidores, a
insensibilidade & ROS é selecionada. Quando a taxa de producao de ROS é baixa
(r¢ = r6m = 1, por exemplo), menos de 1% das células sdo insensiveis a ROS no
estado estaciondrio. Contudo, para simulacoes com altas taxas de producao de
ROS (76 = rem = 1000, por exemplo), mais do que 99, 9% das células tornam-se

insensiveis.

A andlise do perfil de mutacoes das células insensiveis a ROS no modelo, revela
que a insensibilidade é alcancada através da delecao de Parpl ou da superex-
pressao de SOD2. De fato, Zhou e Du [105] mostraram que em células insensiveis
a ROS, SOD2 é superexpresso. Herceg e Wang [106] observaram que em fibro-
blastos nos quais Parpl é deletado, nao ocorre necrose ou a deplecao de ATP.
Como ROS desencadeia a necrose através da ativagao de Parpl, a delecao de

Parpl confere resisténcia a necrose induzida por ROS [107].

O papel da insensibilidade & ROS nao pode ser subestimado. Zhou e Du [105]
sugerem que canceres resistentes a radioterapia e a quimioterapia, como o cancer
pancreatico, devem essa resisténcia a mutagoes nas proteinas mitocondriais. Es-
sas mutagoes, supostamente, sao selecionadas com o intuito de tornar as células

insensiveis a ROS.

Hmgbl: No modelo, a tunica fonte de Hmgbl sao as células necréticas o,ec.
Comparamos simulagoes em que as taxas de producao de Hmgbl r5 sao iguais a
1 e a 1000. No estado estacionario, para r5 = 1, a concentracao de Hmgb1 ¢ tal
que a probabilidade média de ativacao dessa entrada (Pp,g) ¢ de (0,63£0,03)%,
enquanto para r5 = 1000 é de (99,49 £ 0,03)%. Excetuando-se a concentragao

de Hmgbl, nenhuma outra diferenca foi observada; populacao final de células
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mutadas o,,, percentual de células glicoliticas Jg , necroticas g,.., pH médio, etc,
nada se altera. Dessa forma, os resultados sugerem que Hmgb1 nao influencia a
carcinogénese atuando diretamente nas células tumorais, pelo menos nao na fase

avascular.

Embora, aparentemente, irrelevante no modelo atual, Hmgb1 pode ser um compo-
nente importante se o sistema imune for incluido. Sabe-se que a secrecao de fato-
res como Tnf-a e IL-1 ativam a secrecao de Hmgb1 por monécitos e macréfagos, o
que ativa outras células envolvidas na resposta imune ou nas reagoes inflamatérias
[108]. Hmgb1 pode ser atuante também em fases posteriores da progressao tumo-
ral, j& que existem evidéncias de que ele estimula a migragao, secrecao de MMPs,

e a metdstase das células tumorais [109].

Wnt: No modelo, a unica fonte de Wnt sao as células apoptoticas o,,. Obser-
vamos que valores altos para a taxa de producao de Wnt r; resultam em con-
centracoes elevadas mesmo no inicio da progressao tumoral. Diferentemente das
células necréticas o,.. que aparecem posteriormente devido ao aumento da po-
pulacao de células mutadas o,,, as células apoptéticas o, estao presentes desde o
inicio, ainda que em menor nimero. Como resultado, observamos que a alta con-
centragao de Wnt seleciona mutagoes iniciadoras outrora “esquecidas”. Mutacoes
iniciadoras como Raf, FosJun, Erkl/2 e Hsp27 que atraem, respectivamente,
0,06%, 0,23%, 35%, e 55% das condicoes iniciais para atratores com fendétipo
proliferativo em baixas concentracoes de Wnt, atraem, respectivamente, 47, 6%,
78,0%, 65,0%, e 100% em altas concentracoes.

5.3.5 Células glicoliticas permanentes

As simulagoes revelam que, eventualmente, podem surgir no grupo das
células glicoliticas JIJ; , células que sustentam esse fendtipo mesmo na condigao
de normoxia. Essas células sao o que podemos chamar de glicoliticas perma-

nentes ou de glicoliticas no sentido do efeito Warburg.

Em geral, as células glicoliticas permanentes surgem nas proximidades do estado

estaciondrio e, para 85% das simulacoes analisadas, representam uma parcela
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20 Simulacoes em tempos

menor que 3% da populacao de células mutadas o,,
longos demonstram que a populacao de células glicoliticas nao se torna dominante;
ela coexiste com as demais populagoes (Figura 5.35). Dessa forma, essas células

nao sao mais adaptadas ao meio.
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FicuraA 5.35: Glicoliticas permanentes. Populagoes mais adaptadas ao

meio rapidamente dominam sobre as demais. Isso nao ocorre com a populacao

de células glicoliticas permanentes. No inset, temos um histograma do percen-
tual de células glicoliticas permanentes nas simulacoes.(ay = 120/L)

Comparamos a frequéncia f das mutacgoes com penetrancia p maior que 25% entre
o conjunto de todas as células mutadas o,, e o subconjunto de células glicoliticas
permanentes. Analisamos um total de 49 simulacoes. Na Figura 5.36, vemos as

mutagoes do tipo delegao e, na Figura 5.37, as mutagoes do tipo superexpressao.

A maior frequéncia de delecoes em Phds e Vhl sugere que essas mutagoes podem
estar associadas a aquisi¢ao do fenétipo glicolitico permanente. Da mesma forma,
a superexpressao de Myc, Pke, Xbpl, e EIF4E também podem estar relacionadas.
Por outro lado, mutagdes em Tcf/Lef/Cbp, Akt, Nf-xB, e Mdm2, parecem ser

menos frequentes nessas células.

20Valoradas a 200 passos de tempo t apds o inicio do estado estaciondrio
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FicuraA 5.36: Delegao. Comparacao das mutagoes do tipo delecao entre o
conjunto de todas as células mutadas oy, (Todas) e o subconjunto de células
glicoliticas permanentes (Permanentes).
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FiGURrA 5.37: Superexpressao. Comparacao das mutagoes do tipo superex-
pressao entre o conjunto de todas as células mutadas oy, (Todas) e o subcon-
junto de células glicoliticas permanentes (Permanentes).

5.4 Discussao e conclusao

Propusemos um modelo multiescala para o processo de carcinogénese restrito
a fase avascular. Os nossos resultados estao em concordancia com a hipdtese de

Knudson [110], segundo a qual uma série de eventos mutacionais sao necessarios
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para que uma célula normal se torne cancerosa. Pressionado por um microam-
biente em permanente mudanca, as células tumorais selecionam mutacoes que as
tornam progressivamente mais agressivas. No estagio final, observamos que as
células sao autossuficientes em fatores de crescimento, insensiveis a fatores inibi-
dores de crescimento, evadiram da apoptose, e possuem um potencial replicativo
ilimitado. Segundo Hanahan e Weinberg, essas sao quatro das seis capacidades
adquiridas pelo cancer [9]. As duas restantes, a saber, angiogénese sustentada,
invasao dos tecidos e metastase, estao associadas a fase vascular do tumor, que

serd inserida futuramente no modelo.

Segundo nosso modelo, para adquirir as capacidades supracitadas, o tumor pode
seguir trés esquemas em sua evolucao. Esses esquemas diferem na forma pela
qual as células contornam o problema do encurtamento dos telomeros e a con-
sequente senescéncia, fenomenos que ocorrem no inicio da progressao tumoral.
Nos Esquemas I e II, que conjuntamente representam 92, 6% dos casos, as células
desativam os nés Atm/Atr e Chkl/2, respectivamente. Em ambos os casos um
fenétipo mutador é adquirido. Todavia, no Esquema I, a delecao de Atm/Atr
confere esse fendétipo permanentemente. No Esquema II, o fenétipo mutador é
transiente, sendo observado apenas entre a evasao da senescéncia programada e
a imortalizacao. No Esquema III, o fenétipo mutador nao é adquirido; as células

se tornam imortais antes que os telomeros encurtem-se a um nivel critico.

Em concordancia com nossos resultados, trabalhos recentes para varios tipos de
tumores indicam que o encurtamento dos telomeros ocorre nos estagios iniciais
da progressao tumoral ([111], [112]). Similarmente, acredita-se que o fenétipo
mutador também seja adquirido nos estagios iniciais [113]. E proposto que a de-
ficiencia em telomerase contribui para as etapas iniciais da carcinogénese através
da instabilidade cromossomal que ela permite. Porém, a ativacao posterior da te-
lomerase pode ser necessaria para permitir o crescimento tumoral e a progressao

em diregao a estados de maior malignidade [114].

E interessante notar que embora genes como Brcal e Brca2 também confiram o
fenotipo mutador no modelo, esses genes nao sao frequentemente mutados. Isso
ocorre porque nao ha pressao seletiva para o fendtipo mutador, mas sim para
a evasao da senescéncia. O gene Atm/Atr é selecionado com essa finalidade, o
fenotipo mutador é uma vantagem que vem ‘“no pacote”. Os resultados experi-

mentais parecem dar suporte ao nosso resultado. Os genes Brcal e Brca2 sao
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frequentemente mutados em canceres hereditarios. Nesse caso, as mutacoes nes-
ses genes sao herdadas e, portanto, nao ha nenhuma selecao. Por outro lado,
em canceres esporadicos, as mutagoes em Brcal e Brca2 sao raras [115]. Dis-
tintamente, mutagoes em Atm/Atr sdo frequentes nos canceres esporadicos, es-
tando associadas tanto ao fenétipo mutador quanto a evasao da apoptose e da

senescéncia [116].

Em conclusao, nossos resultados concordam com as observacoes de que quase
todos os tumores exibem um fendtipo mutador [116]. O “quase todos”, permi-
tido pelo Esquema III, é uma ressalva importante. Segundo Bodmer [117], os
adenomas nao apresentam o fenétipo mutador, assim como muitas leucemias e

linfomas 2!. Nesses casos, o modelo sugere que h4 uma imortalizacao precoce.

Grande parte das mutagoes catalogadas nas simulagoes (Figuras 5.22 e 5.23),
correspondem a mutagcoes ja bem conhecidas. Os genes supressores de tumor pH3,
Pten, p27 e os oncogenes Akt, Myc, Mdm2, Ras, e Pi3k podem ser consideradas
mutacoes “classicas”. pb3, por exemplo, é o gene mais frequentemente mutado

em todos os tipos de cancer [1].

Tentamos confirmar o envolvimento na carcinogénese de todas as mutagoes apon-
tadas pelo modelo. Com esse intuito, acessamos o banco de dados COSMIC [10],
que mantém um censo de inliimeras mutacoes associadas ao cancer. As mutacoes

que nao puderam ser encontradas no COSMIC, foram procuradas na literatura.

Na Tabela 5.10, apresentamos as mutagoes do tipo dele¢ao, que ocorrem em genes
de estabilidade e genes supressores de tumor, conjuntamente com informacoes
sobre o tipo de cancer em que sao observadas. Na Tabela 5.11, o mesmo é feito

para mutagoes do tipo superexpressao, que correspondem a oncogenes.

21De fato, Bodmer se opoem a hipétese do fenétipo mutador. Segundo Bodmer, os partiddrios
dessa hipétese repetem o mesmo erro de De Vries ao argumentar que a forga motriz da evolugao
sdo as mutagoes e nao a selecdo. Supostamente, a forca da selecao estaria sendo novamente
subestimada.
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Mutagao (delecao) Tipo de cancer
Atm/Atr Leucemia, linfoma, meduloblastoma, glioma
po3 Muiltiplos tipos de tumores.

Mutado em 42% de todos os tumores [116]

p27 Mama; tumores neuroenddcrinos, intestino delgado

Mxil Préstata (53%) [118], neurofibrosarcoma [119]
Chk1/2 Mama

Pten Glioblastoma multiforme (20 — 30%), pancreas (40%)

prostata (20%) [120], todos os canceres (9,7%)[116]

Phds Nenhuma informacao encontrada

TABELA 5.10: Mutagoes (delecao). Mutagoes do tipo delegao apontadas

pelo modelo conjuntamente com as informagoes encontradas acerca do seu

envolvimento no cancer. Entre parénteses, temos a frequéncia da mutacao

em um determinado tipo de tumor. A menos que a referéncia seja apontada,
entenda-se que a fonte foi o COSMIC [10].

A nossa analise do papel dos fatores paracrinos no modelo revela a necessidade
de considerar a interacao tumor-estroma. O estroma, tecido de suporte a uma
estrutura em particular, é formado por diferentes tipos de células, tais como
macrdfagos, mondceitos, fibroblastos, células endoteliais, pericitos, etc [129]. Po-
dendo representar mais que 80% da massa tumoral [130], o estroma influencia e é
influenciado pelo tumor. Essa interacao é mediada por intiimeros fatores de sina-
lizacao, entre eles, os fatores paracrinos considerados no modelo. Os macréfagos,
por exemplo, possuem um papel importante na sintese de Tnf-a e IL-1 [131]. Os
fibroblastos associados ao tumor secretam toda sorte de fatores de crescimento,

horménios e citocinas, entre os quais se encontra Tgf-8 e Wnt [129].

A inclusao da interacao tumor-estroma pode, entre outras coisas, auxiliar a res-

3

ponder qual o papel da imunovigilancia?® no cancer. Como a maior parte das

23Imunovigilancia é um termo usado para descrever o processo pelo qual as células do sistema
imune procuram e reconhecem agentes patogénicos estranhos, tais como bactérias e virus, ou
células pré-cancerosas e cancerosas no corpo. Traduzido de [132].
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células tumorais exprimem moléculas anormais ou quantitativamente anormais
em sua superficie, é natural esperar que as células tumorais sejam atacadas pelos
sistema imune. Contudo, ainda nao é claro se a imunovigilancia desempenha um

papel importante na protegao contra os tumores [131].

A maior parte das células com fenétipo glicolitico no modelo s@o o que podemos
denominar de glicoliticas ocasionais. Como conseguem sobreviver em condicao de
hipéxia, elas mudam para esse fenétipo quando enfrentam essa condigao. Con-
tudo, uma vez em normoxia, elas abandonam o fendtipo glicolitico e utilizam
a rota mais eficaz da fosforilacao oxidativa. Isso difere do fenoétipo glicolitico
observado nas células cancerigenas. Nessas células, o fenétipo glicolitico é uma

aquisicao permanente, mesmo em situacao de normoxia.

Embora quase 60 anos tenham se passado desde a descoberta desse fendomeno por
Warburg [133], o fato é que ainda nao se sabe quando esse fen6tipo permanente
surge e quais as vantagens do mesmo. Segundo nosso modelo, esse fenétipo pode
surgir na fase avascular. Contudo, ele nao ¢é selecionado. O acimulo de mutacoes
que ocorre apés a obtencao do fendtipo mutador é o responsavel pelo apareci-
mento eventual de células glicoliticas permanentes. Os motivos desse fenétipo se
tornar dominante no cancer devem ser encontrados em etapas posteriores da car-
cinogénese, onde, certamente, devem representar algum tipo de vantagem para o

1mMesIno.
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Mutagao (superexpressao)

Tipo de cancer

hTert Sistema nervoso central (43%), bexiga (59%),
tireoide (10%), pele (melanoma, 29%) [121]
Tef/Lef/Cbp Colorretal
Akt Ovario (12%), pancreas (10%) [120]
Nf-xB Linfoma nao-Hodgkin B
Mdm?2 Sarcomas, gliomas, colorretal,
outros tipos de tumor.
Myc Linfoma de Burkitt, leucemia linfoide cronica
Jak Leucemia mielbide aguda, leucemia linfocitica aguda,

neoplasias mieloproliferativas

Ciclina D 22

Mama, leucemia linfocitica cronica e aguda

Pkc Mutado em tumores da tireoide [122]
[-catenina Colorretal, ovario, adenoma, outros tipos de tumor
Gabl Mama [123], colorretal [124]
Ras Pancreas (90%), colorretal (45%), tireoide(55%)
melanoma (15%), bexiga (10%), figado (30%) [120]
todos os canceres (6,7%)[116]
Slug Exerce um papel critico na patogénese de
tumores mesenquimais [125]
Pi3k Mama (33%), endometrial (56%) [10],
ovario (40%) [120], todos os canceres (17,8%)[116]
Mecl-1 Canceres hematolégicos
e tumores solidos [126]
Grb2 Mama, bexiga, e préstata [127]
Rage Géstrico, cdlon, varios outros [128]

TABELA 5.11: Mutagoes (superexpressao). Mutagoes do tipo delegao

apontadas pelo modelo conjuntamente com as informacoes encontradas acerca

do seu envolvimento no cancer. Entre parénteses, temos a frequéncia da

mutacdo em um determinado tipo de tumor. A menos que a referéncia seja
apontada, entenda-se que a fonte foi o COSMIC [10].
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Conclusao e Perspectivas Futuras

Objetivo dessa tese foi o desenvolvimento de um modelo multiescala para a
carcinogénese. Para isso, fez-se necessério a construcao de um modelo para a
escala microscopica. Dessa forma, propusemos um modelo booleano que engloba
as principais rotas de sinalizagao alteradas no cancer. Esse modelo descreve com
sucesso o comportamento celular conhecido em diversas condigoes ambientais.
Além disso, os resultados mostraram que perturbacgoes em alguns nés da rede sao
capazes de conferir as células caracteristicas observadas nas células cancerosas,
tais como: autossuficiéncia em fatores de crescimento, insensibilidade a sinais
inibidores e evasao da apoptose. Associamos essas alteracoOes as mutagoes dri-
vers. Varias dessas mutacoes identificadas sao observadas no cancer, conferindo
as células mutadas as mesmas caracteristicas apontadas pelo modelo. Também
estudamos o resultado produzido quando a rede sofre a sequéncia de mutacoes
associada ao desenvolvimento do cancer colorretal. Como resultado, observa-
mos que cada uma dessas mutagoes contribui para um aumento na capacidade
proliferativa e/ou de resisténcia a apoptose. Dessa forma, as células cancerosas
empreendem uma busca por solugoes fenotipicas que as permitam tornar-se cada
vez mais adaptadas ao seu microambiente em frequente modificagao. Por 1ltimo,
estudamos o efeito da terapia molecularmente direcionada através da inibicao
e/ou ativagao de determinados nés da rede. Alteragdes em alguns nés sdo capa-
zes de diminuir a proliferacao celular. Contudo, nenhum né alterado foi capaz de
reverter todas as caracteristicas da malignidade. Dessa forma, o modelo suporta a
ideia de que varias drogas devem ser utilizadas concomitantemente para bloquear
diversas rotas do cancer. Os resultados do modelo booleano foram publicados na
revista PLOS ONE [134].
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No meio tempo entre a conclusao do modelo booleano e a construcao do modelo
multiescala, melhorias foram implementadas na rede. As principais modificacoes
referem-se a inclusao da rota metabdlica e a inclusao da necrose na rota de apop-
tose (agora denominada rota de apoptose-necrose). A necrose regulada, denomi-
nada necroptose, ¢ uma descoberta recente que quebra o pensamento classico da

necrose como o resultado apenas de estresse celular (anoxia, acidose, etc.) [135].

No modelo multiescala proposto, a competicao entre as células e um microambi-
ente em permanente alteracao produzem a selegao de populagoes com fendtipos
cada vez mais agressivos. No estado final, as células selecionadas possuem carac-
teristica fenotipicas tipicamente associadas a células cancerosas. O modelo su-
gere inumeras sequéncias de mutacoes que podem levar as células até esse estagio.
Contudo, todas essas sequéncias podem ser classificadas em apenas trés esquemas

de evolucao, sendo um dos esquemas muito mais frequente que os outros dois.

Células que mudam permanentemente para o fenétipo glicolitico também surgem
no modelo. Aparecendo apds a obtencao de um fendétipo mutador pelas células
tumorais, o fendtipo glicolitico permanente nao é produto da selecao. Ele é con-
sequéncia das mutagoes em oncogenes e genes supressores de tumor selecionadas

com o objetivo de evadir da apoptose induzida por hipdxia e acidose.

As limitagoes inerentes a um modelo de dois estados, nos motivam a procurar
outras possibilidades para descrever a dinamica da regulacao. Nesse sentido,
modelos que se apresentam como um meio termo entre a descricao booleana e a
descricao continua podem ser um alternativa. Analisamos a viabilidade do uso

das Maquinas de Estado Finito para esse fim [136].

O modelo multiescala na forma atual é adequado para o estagio avascular da car-
cinogénese. Contudo, as sementes da sua extensao ja estao presentes no modelo.
Embora ignorado no modelo atual, a rede utilizada ja descreve a producao de
Vegf. Esse é o fator que atua nas células endoteliais estimulando a angiogénese
tumoral, o que nos permite ir além da fase avascular. A rede também ja possui a
rota associada a migracao celular e a producao de MMPs que degradam a matriz
extracelular. Dessa forma, esses processos essenciais para a invasao e metastase
podem ser incluidos. Por tltimo, é necessario a inclusao das células do estroma
no modelo. Sabe-se que o ambiente tumoral é muito heterogéneo, com a presenca
de macroéfagos, mondcitos, fibroblastos entre outros. Torna-se cada vez mais claro

que essas células possuem um papel preponderante na carcinogénese [129, 137].
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Complemento ao Capitulo 4

A.1 Rotas de Sinalizacao

Rede proposta pode ser dividida em 8 rotas de sinalizagao. Cada uma dessas
rotas é apresentada a seguir. Os nods que pertencem a rota em questao
correspondem a elipses amarelas, nos de outras rotas que influenciam a rota em
questao sao representados por retangulos cinzas, e nés de outras rotas que sao

regulados pelos nds da rota em questao sao representados por octégonos azuis.

CyclinD |«

(a) Rota Wnt (b) Rota TGF-B-Smad

Frcura A.1: (a) Envolvida na regulacao do processo de desenvolvimento

embriondrio. No organismo adulto estd associada a homeostase e a renovagao

tecidual [44]. (b) Associada & percepgao e sinalizagao de fatores de inibicao
proliferativa.
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GFs

BAD

ERK 1/2

PYORSK @

TSC1/TSC2

(a) Rota RTK (b) Rota PI3K-Akt

FIGURA A.2: (a) Associada a regulacao da proliferacao e diferenciacao celu-

lar, promocao da sobrevivéncia da célula, e modulagao do metabolismo celular.

(b) Associada com sinalizagdo dependente da concentragao de fatores de cres-

cimento. Fortemente associada com a sinalizacao para a sobrevivéncia celular
e captacao de glicose [43].



Apéndice A.

124

| FOXO | | FosJun

| b-catenin | J GSK-3 |

AKT | Myc/Max

Smad_Miz

TCF/LEF
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& \\
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(a) Rota Rb/E2F

FOXO
= 2 @
NF-kB @
Myc/Max @

@

«

Ficura A.3: (a) Associada a regulagao da iniciagao da replicagdo do DNA
(b) Associada & percepcao da concentragdo de oxigénio no meio e as

[45].

(b) Rota HIF1

mudangas metabdlicas adequadas a essa situagao [46].
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(a) Rota de apoptose

DNA Damage

DNA Repair

(b) Rota ATM/ATR

FIGURA A.4: (a) Associada a decisao celular de entrar ou nao em apoptose.

(b) Associada & percepcao de danos no DNA.

A.2 Propriedades Topoldgicas

Definiremos as seguintes propriedades topologicas: conectividade, distribuicao

de conectividade, coeficiente de aglomeragao, menor caminho médio e centrali-

dade de intermediacao.
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A.2.1 Conectividade

Chamamos os elementos da rede que se conectam uns com os outros de
vértices ou nos, e as ligacoes de arestas ou arcos. Cada nd 7 em uma rede
possui um numero k; de arestas. Chamamos esse nimero de conectividade ou
grau do no. Dizemos que uma rede é direcionada se as arestas que ligam os
nos possuem uma direcao. Por isso, para redes direcionadas cada né ¢ tem dois
tipos de conectividade: uma que mede o nimero de arestas direcionadas do no
i para os outros n6s (keu, ou seja, saindo do né), e uma que mede o nimero de
arestas vindas de outros nés para o né i (k;,, ou seja, entrando no né). Em redes
nao-direcionadas as arestas nao possuem uma direcao, consequentemente sé

temos um tipo de conectividade.

s W N
[N S N
_ = =W

FicurAa A.5: Conectividade em uma rede direcionada. Observe que os

nos possuem dois tipos de conectividade. O né 1, por exemplo, possui uma

conectividade de entrada k;, igual 2 ja que arestas vindas do n6 2 e 4 apontam

para ele. A conectividade de saida k., é igual a 3 ja que arestas saindo do né
1 apontam para os nés 3, 2 e 4.

A.2.2 Distribuicao de conectividade

A conectividade de um né é um informacao local importante. Contudo,
uma informacao global da conectividade da rede também pode ser necessaria. A
distribuigao de conectividades P (k) nos fornece essa informagao. Essa medida

informa qual a probabilidade de um noé ¢ possuir um grau k;. Redes aleatérias,
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por exemplo, possuem uma distribuicao de conectividades do tipo Poisson com
um pico na conectividade média dos nés. Para varias redes reais a distribuicao de
conectividades ¢ do tipo lei de poténcia ou exponencial !. Para redes direcionadas
podemos calcular dois tipos de distribuigdo de conectividades: (I) aquela das

arestas que entram nos nés P (k;,); (II) aquela das arestas que saem dos nds

P (kout)'

P(k)

10 [ @

10° | 1k Sy 4

10‘6 "l 1l ol o L 1l
10

Ficura A.6: Distribuicao de conectividade de algumas redes reais.

(a) Internet no nivel de roteadores; (b) rede de co-atuagao de atores; (c¢) rede de

co-autoria de fisicos de alta-energia; (d) rede de co-autoria de neurocientistas.
Figura retirada de [? ]

A.2.3 Coeficiente de aglomeragao

Uma caracteristica notada na maioria das redes reais ¢ que os nés tendem a
criar grupos que sao muito conectados entre si. Um exemplo é uma rede formada
por lagos de amizade, na qual observamos uma grande chance de varios amigos
serem amigos entre si. O coeficiente de aglomeracao é uma quantificacao de quao
coeso um determinado grupo de nés esta. Ele é definido para um né i, como a
razao entre o numero de arestas entre os vizinhos desse né, denotado por A;, e o
nimero maximo possivel de arestas entre esses vizinhos, dado por (k;(k; —1))/2

(veja a Figura A.7).

O coeficiente de aglomeracao médio da rede é definido como:

Informacdo que nos permite concluir que essas redes nao sio aleatérias, como ja se pensou.
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1 1 24,
(C) :N CZ:NZW—D (A.1)

i=1 i=1

em que N é o numero de nés da rede.

Ficura A.7: Exemplos do valor do coeficiente de aglomeragao do né

i para trés redes. (a) Os nds estao totalmente conectados,(C) = 1. Em (b),

(C) = 3/10. Em (c),(C) = 0, ja que os vizinhos ndo possuem conexoes entre
si. Figura retirada de [? ]

A.2.4 Menor caminho médio

A distancia entre os nés de uma rede é uma informacao relevante. Na rede da
Internet, por exemplo, a perda de pacotes trocados entre computadores aumenta
com a distancia entre eles. Quanto maior a distancia, maior o nimero de rotea-
dores no caminho e, consequentemente, maior a probabilidade da ocorréncias de

falhas ou congestionamentos [? |.

O menor caminho que leva de um né a outro é, de todos os caminhos possiveis,
aquele que passa pelo menor nimero de arestas. Na Figura A.8, o menor caminho
que liga o vértice n1 ao vértice nb é aquele que faz o trajeto n1-n2-n5. Portanto,

o menor caminho de nl1 a n5 tem valor 2, j& que passa por duas arestas.

Geralmente, estaremos interessados no menor caminho médio. Para calculé-lo,
temos que tomar a média sobre o menor caminho entre todos os pares de vértices

1 e 7 da rede.

Um fenomeno interessante, presente em muitas redes reais, é o chamado efeito
mundo pequeno ( “small world”). Redes com esse efeito podem apresentar milha-
res de vértices e, apesar disso, ter um menor caminho médio muito pequeno. A

mais popular manifestacao do efeito mundo pequeno é o conceito dos “seis graus
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FiGUurA A.8: Menor caminho médio. O menor caminho médio entre dois
nés quaisquer de uma rede é aquele que passa pelo menor niimero de arestas.

de separagao”, descoberto pelo psicélogo social Stanley Milgram (1967), que con-

cluiu que em média quaisquer duas pessoas nos EUA estao separadas através de

lagos de familiaridade por seis outras pessoas [? |.

A.3 Valores dos parametros utilizados

Peso Natureza  Interacao regulatoria
+2 Ativagao  Nf-kB — Bcl-2
Ikk — Nf-xB
—2 Inativaggo Gsk-3 — Cyclin D
Rb — E2f
Vhl — Hifl

TABELA A.l: Pesos das interagoes com valores especiais.
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Limiar N¢6 Comentario
-3 Gsk-3 Ativo na auséncia de FCs.
E-caderina Ativo em células epiteliais nao-transformadas
Rb Ativo em células que nao estao em ciclo.
-2 Foxo Ativo a menos que Akt esteja superexpressado.
Hif1l Ativo em hipéxia.
Max N6 sem reguladores.
Ras Ativado por FCs ou pela inativagao de Nfl.
E2f Ativado por FCs.
p21 Ativo em células nao-transformadas
que nao estao em ciclo.
po3 Inativo em células que nao estao sob estresse.
Ampk
Mdm?2 Ativo em células nao-transformadas
Phds que nao estao sob estresse.
-1 Vhl
p27 Ativo em células que nao estao em ciclo
Apc N6 sem reguladores.
Nf1 Ativo em células nao-transformadas
que nao estao em ciclo.
Pip3 Ativado por FCs.
Tscl/2 Ativo em células nao-transformadas
na auséncia de FCs e estresse.
Ciclina B, Rheb Regulado apenas por inibidores. O no é
[-catenina, Cdhl ativado apenas se os inibidores estao inativos.
eEf2, Miz-1, Pten
Bad, Bcl-X1, AMP/ATP
p53/Pten, Myc/Max, Complexo binéario formado somente
Gsk-3/Apc, E2f/Cyclin E, se suas partes estao ativas.
Cdh1/UbcH10, Smad/Miz-1,
p53/Mdm2
Akt Demanda que ambos reguladores estejam ativos.
+1 mTor Ativo em células nao-transformadas
em proliferacao.
Glutl Inativo em normoxia e na auséncia
de sinais proliferativos.
Nf-xB Inativo em células nao-transformadas
livres de FCs.
Myc Inativo em células nao-transformadas
livres de FCs.
Ldha Inativo em normoxia, células nao-transformadas.
Snail Ativado por TGF-f e sinais proliferativos.
+3  pl4ARF Ativado quando E2f é superexpressado.
+4 hTert Inativa em célula nao-imortalizadas.

TABELA A.2: Limiares de ativagao com valores especiais.
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Complemento ao Capitulo 5

B.1 Propriedades topolégicas da rede

A Figura B.1, apresentamos a nova rede proposta. A Tabela B.1 compara
algumas caracteristicas topoldgicas da rede com as de um ensemble de redes
aleatorias com o mesmo numero de nés e arestas. Nas Figuras B.2 e B.3 temos,

respectivamente, as distribuigoes de conectividades de entrada P (k;,) e saida
P (kout)-

Propriedades da Rede Cancer  Aleatoria
Nés 253 253
Arestas 646 637 £+ 20
Conectividade média 2,56  2,524+0,08

Menor caminho médio 3,77 3,55£0,06
Coeficiente de aglomeracao 0,122 0,09 0,02

TABELA B.1: Propriedades topdlogicas da rede: para o cancer e para um
ensemble de 500 redes aleatorias.

B.2 As rotas de sinalizacao

A rede proposta pode ser dividida em 9 rotas de sinalizacao. Cada uma
dessas rotas é apresentada a seguir. Os noés que pertencem a rota em questao

correspondem a elipses amarelas, nés de outras rotas que influenciam a rota em
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Ficura B.1: Rede para o cancer: Quanto maior o ng, maior é o seu grau
de entrada k;,. A intensidade do vermelho com a qual os nés sdo coloridos
estd associada ao seu grau de saida kgyt; quanto mais intenso, maior é kqy.

100 4

P(k,)
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1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

F1aurA B.2: P (kj,): Distribuicdo de conectividades de entrada P (ki) para

a rede proposta.
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100 4 °

FIGURA B.3: P (kgy): Distribuicao de conectividades de saida P (k;y,) para a
rede proposta.

questao sao representados por retangulos cinzas, e nés de outras rotas que sao

regulados pelos nds da rota em questao sao representados por octégonos azuis.
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FIGURA B.4: Rota ATM/ATR.
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Ficura B.5: Rota TGF-5-Smad.
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Ficura B.6: Rota RTK.
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Ficura B.8: Rota PI3SK-Akt.
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FicuraA B.9: Rota HIF1.
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B.3 Novos fendétipos
Os seguintes fenotipos foram definidos na nova rede:

o Necroético: aquele das células em necrose. A ativacao do né Necrose em al-
guma configuracao pertencente ao atrator é condigao necessaria e suficiente

para que esse fenétipo seja observado.

o Senescente: Se em todas as configuragoes do atrator, os nés ps3, p21, e
Dano no DNA estiverem ativos e o ndé Rb estiver inativo, esse fenotipo é

observado.

o Necrdtico: aquele das células em necrose. A ativacao do né Necrose em al-
guma configuracao pertencente ao atrator é condi¢ao necesséria e suficiente

para que esse fendtipo seja observado.

o Sintese de Tnf-a: se 0 n6 de mesmo nome estiver ativo em alguma con-

figuracao pertencente ao atrator, esse fenotipo é observado.

o Sintese de Tgf-3: se 0 n6 de mesmo nome estiver ativo em alguma con-

figuracao pertencente ao atrator, esse fenétipo é observado.

Redefinimos o fendtipo glicolitico da seguinte forma:

o Glicolitico: Se em todas as configuracoes do atrator, o né Lactato esta

ativo e o né6 TCA /02 esta inativo, esse fendtipo é observado.

B.4 Limiares e pesos para a nova rede

Na Tabela A.1, apresentamos os valores dos pesos adotados na nova rede e,

nas Tabelas A.2 e A.3, os valores dos limiares.
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Peso Natureza

Interacao regulatoria

+3  Ativagao

+2  Ativacao

—2 Inativagao

—3 Inativacao

Myc/Max — PKM2
FasL. — Fas
Acidose — p53
Nf-kB — Bcl-2

Ikk — Nf-kB

Hifl — Vegf

Hifl — Ldha
Cytoc/Apaf9 — Caspase9
pH3 — Noxa

Ldha — Lactato
AcetylCoA — TCA
Tef/Lef/Cbp — Myc
Gsk-3 — Cyclin D
Rb — E2f

chk1/2 — cdc25
Hipéxia — PHDs
Ros — PHDs

Parpl — Atp
PHDs — Hifl
Tecf/Lef/Cbp — pb3
Vhl — Hifl

Mdm2 — pb3

Dsh — Gsk-3

TABELA B.2: Pesos das interagoes com valores especiais.
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Limiar No Limiar No
+1 -1
Glucose Glut1
Glucose+ Hk2
G6P Ptkfb3
G6P+ Pfk1
RibosebP Pkm1
Fru26BP Max
Fru26BP+ Ras
PEP p21
PEP+ p53
Pyruvate Mdm?2
Pyruvate+ [-catenina
AcetylCoA E2f
Ldha Rheb
Glutamato Apc
Glutamina Nf1
GLS cdhl
TCA Bad
Akt Bel-Xp,
Ciclina A Pip3
Myc/Max Pten
Gsk-3/Apc Tscl/2
E2f/CiclinaE eEF2
cdh1/UbcH10 Miz-1
Foxo Vhl
Nf-xB Lkb1
Smad-Miz 4EBP1
p53/Mdm2 Egfr
p53/Pten Puma
Brcal Perk
Pke Ruptura Membrana
Fak pro-Casp8
Ras
abl
Vegt
p140Cap

Flip/Caspase 8
Complexo IIb

TABELA B.3: Limiares das interacoes com valores especiais.
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TABELA B.4: Limiares das interagoes com valores especiais.

Limiar N6

+2
Lactato
MMPs
mTor
p-catenina/Foxo
Ik
elF4E
Rac
Fas
Slug
Complexo Ila
Apoptossomo
SintTgf-3
SintILs
SintTnf-o
Foxo

Pdh
Hifl
Snail
Phds
Flip

Gsk-3
p27
E-caderina

pl4ARF
Ros

hTert
Myc
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B.5 Mutacoes drivers na nova rede

Nesta secao, comparamos as mutacoes driver produzidas pela nova rede com
as da rede anterior. Na superexpressao adotamos o = 2. Analisamos 100.000

condicoes iniciais para cada no.

B.5.1 Normoxia: condigao (00100)
B.5.1.1 Sensores funcionais

Na condigao de normoxia e nutrientes adequados (00100) e com os sensores de
integridade do DNA funcionais, a rede anterior aponta 10 genes como mutacoes
driver (Tabela 4.2). Para a rede anterior, mesmo quando o dano é detectado
ainda existe uma pequena chance (< 1%) da mutacao se estabelecer. Na rede
atual nao existe nenhuma mutacao que confira um fenétipo proliferativo para
a célula nessa condicao. Dessa forma, se a mutacao for detectada ela nunca se
estabelecera. Portanto, de acordo com a nova rede, as falhas no processo de
deteccao do dano no DNA sao as unicas responsdveis pelo estabelecimento das

mutacoes.

B.5.1.2 Sensores avariados

Na condigao de normoxia e nutrientes adequados (00100) e com os sensores
de integridade do DNA avariados, a rede anterior aponta 12 genes como mutacoes
driver. Na Tabela B.5, comparamos o efeito na nova rede das mutacoes driver
da rede anterior. Na Tabela B.6, apresentamos novas mutacoes driver apontadas

pela nova rede.
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Gene mutagao eficdcia(rede anterior) eficicia(nova rede)
Akt ativacao — 56,01%
superexpressao 54, 3% 100%
Egfr ativacao 100% 100%
superexpressao 100% —
Gli ativacao 100% 59, 44%
superexpressao 100% 86, 24%
hTert ativacao 100% 100%
superexpressao 100% 100%
Nf1 delecao 100% —
Nf-kB  superexpressao 2,1% 100%
Pdkl superexpressao 36% 100%
PI3K ativacao 100% 100%
superexpressao 100% 100%
Pke ativacgao 100% —
superexpressao 100% 100, 00%
Pten delecao 100% 100, 00%
Ras ativacao 100% 100, 00%
superexpressao 100% 100, 00%
Wnt ativagao 100% 92,94%
superexpressao 100% 92,94%

TABELA B.5: Mutagoes driver nas duas redes (00100). Na nova rede, 11
das 12 mutacoes driver da rede anterior também sao mutagoes driver.
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Gene mutagao eficacia
Abl superexpressao 41, 86%
Erk1/2 ativacao 0,05%
superexpressao 35, 07%
Fak ativacao 100%
superexpressao  100%
FosJun superexpressao 0, 23%
Frizzled ativagao 92, 84%
superexpressao 92, 84%
Gabl ativacao 100%
superexpressao  100%
Grb2 ativacao 100%
superexpressao  100%
Jak ativacao 100%
superexpressao  100%
Myc ativacao 80, 43%
superexpressao 83, 75%
p130Cas ativacao 100%
superexpressao  100%
Slug ativacao 32,65%
superexpressao 69, 67%
Snail superexpressao 97, 42%
SOS ativacao 75,0%
superexpressao  100%
Src superexpressao  100%
Tcf/Lef/Cbp superexpressao  95,49%
Rage ativacao 100%
superexpressao  100%
Twist ativacao 0,03%
superexpressao 43, 56%
Dsh superexpressao  4,29%
Hsp27 superexpressao 54, 99%
Raf ativacao 0,06%
superexpressao 0, 06%
E-caderina delecao 100%

TABELA B.6: Novas mutagoes driver (00100). Aqueles nés ja existentes

na rede anterior estao em negrito.
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B.5.2 Hipéxia: condicao (00101)
B.5.2.1 Sensores funcionais
Na condigao de hipdxia e nutrientes adequados (00101) e com os sensores

de integridade do DNA funcionais, a rede anterior aponta 7 mutagoes driver. Na

Tabela B.7, comparamos o efeito dessas mutacoes nas duas redes.

Gene mutagao eficicia(rede anterior) eficdcia(nova rede)
Akt  superexpressao 100% 100%
Bel-2 ativacao 100% —
superexpressao 100% —
Bcl-X;,  superexpressao 100% —
Ikk  superexpressao 88, 7% —
Nf-xB ativacao 91, 7% —
superexpressao 100% 100%
p53 delecao 100% 100%
Snail  superexpressao 83,6% 63, 86%

TABELA B.7: Mutagoes driver nas duas redes (00101). Genes afetados e
mutagoes correspondentes que capacitam a rede a evadir da apoptose induzida
por hipéxia. Na superexpressao adotamos a = 2.

Na Tabela B.8, apresentamos as novas mutacgoes driver apontadas pela nova rede.
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Gene mutacgao eficdcia(nova rede)

Egfr ativacao 72,85%
Superexpressao 74,05%

Hsf1 ativacao 100%

Superexpressao 100%

Hsp70 ativacao 100%

superexpressao 100%

Mdm?2 superexpressao 100%
Pdk1 superexpressao 48, 59%
Pkc superexpressao 38,23%
Slug ativacao 27,22%
superexpressao 96, 96%

Tcf/Lef/Cbp superexpressao 100%
Twist SUperexpressao 18,40%
Snail Superexpressao 62,06%

Xiap ativacao 100%

superexpressao 100%

Caspase 9 delecao 100%
E-caderina delecao 89, 78%

TABELA B.8: Novas mutacgoes driver na condigcao de hipdxia. Genes
afetados e mutagoes correspondentes que capacitam a rede a evadir da apoptose
induzida por hipéxia. Os nés ja existentes na rede anterior estao em negrito.

Na superexpressao adotamos a = 2.
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B.5.2.2 Sensores avariados

Na condigao de hipdxia e nutrientes adequados (00101), mas com os sensores
de integridade do DNA avariados, a rede anterior aponta 22 mutacoes driver. Na
Tabela B.9, comparamos o efeito dessas mutacoes nas duas redes. Na Tabela

B.10, apresentamos as novas mutacoes driver apontadas pela rede.
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Gene mutacao eficdcia (anterior) eficdcia (nova)
Akt ativacao — 100%
Superexpressao 100% 100%
Bcl-2 ativacao 100% —
superexpressao 100% 100%
Bel-X;,  superexpressao 100% —
Egfr ativacao 2,6% 100%
superexpressao 2,6% 100%
Gl ativacao 0, 7% —
Superexpressao 3,05% —
HIF-1 delecao 100% 100%
SUperexpressao — 3, 84%
hTert ativacao 0,09% 100%
Superexpressao 0,09% 100%
Ikk ativacao — 100%
superexpressao 99% 100%
Mdm2 ativacao — 100%
SUperexpressao 100% 100%
mTor ativacao — 100%
Superexpressao 19% 100%
Myc ativacao 0,03% 9,26%
SUperexpressao 0,02% 9,26%
Nfl delecao 0,08% —
Nf-xB ativacao 99% 100%
SUperexpressao 100% 100%
p38 superexpressao — 0,02%
P53 delecao 100% 100%
Phds  superexpressao 100% 100%
Pke ativacao 2,6% —
superexpressao 9,1% 100%
PI3K ativagao 0,18% 100%
superexpressao 17,3% 100%
Pten delecao 14, 8% 100%
Ras ativacao 0,17% 100%
Superexpressao 0,17% 100%
Snail  superexpressao 98% 99, 98%
Vhl ativacao 100% —
superexpressao 100% 100%
Wnt ativacao 3,5% 67,9%
superexpressao 3,5% 67,9%

TABELA B.9: Mutagoes driver quando existem avarias nos sensores

(hipéxia). Novas mutagoes driver sob hipéxia e suprimento adequado de nu-

trientes no contexto em que os sensores de integridade do DNA estao avariados.
Na superexpressao adotamos « = 2.
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Gene mutagao eficacia(nova rede)
Abl ativagao 89, 55%
superexpressao 96, 36%
Dsh ativacao 21,37%
Gabl ativacao 100%
superexpressao 100%
Grb2 ativacao 100%
superexpressao 100%
Hsfl ativacao 100%
superexpressao 100%
Hsp27 superexpressao 100%
ativacao 83,53%
Hsp70 ativagao 100%
superexpressao 100%
Frizzled ativacao 68,12%
superexpressao 68, 12%
Jak ativacao 100%
Superexpressao 100%
Fak ativacao 100%
superexpressao 18, 56%
Foxo ativacao 100%
superexpressao 100%
Nf1 Superexpressao 11,17%
p130Cas ativacao 100%
superexpressao 100%
Pdk1 superexpressao 100%
Rage ativacao 100%
superexpressao 100%
Slug ativacao 86, 22%
superexpressao 100%
Src superexpressao 100%
Tcf/Lef/Cbp superexpressao 100%
Twist superexpressao 64,29%
Xiap ativacao 100%
superexpressao 100%
Creb delecao 100%
p90Rsk dele¢ao 100%
Caspase 9 delecao 100%
E-caderina delecao 100%

TABELA B.10: Novas mutacgoes driver na condigao de hipéxia. Genes
afetados e mutagoes correspondentes que capacitam a rede a evadir da apoptose
induzida por hipéxia. Os nos ja existentes na rede anterior estao em negrito.

Na superexpressao adotamos o = 2.
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B.6 Espaco dos fenétipos

Comparamos o espaco de fenotipos produzido pela nova rede com aquele
produzido pela anterior (a do Capitulo 4). A rede anterior possui apenas 5
entradas ambientais, enquanto a presente possui 12. Portanto, o espaco dos
fendtipos apresentado na Figura B.13 é apenas um subconjunto de um espago

formado por 4096 condi¢oes ambientais.

Na Figura B.13, as condi¢oes ambientais que levam a um fendtipo distinto daquele
que levavam na rede anterior estao em vermelho. As modificagoes observadas sao

as seguintes:

e Mudanca do tipo de morte celular: a escassez de nutrientes pode levar
tanto a apoptose quanto a necrose. Na nova rede, os nés e as interagoes
regulatorias associadas a necrose foram inseridas. Consequentemente, o
fenotipo necrético surge como destino de algumas das condi¢oes ambientais

com escassez de nutrientes que, anteriormente, conduziam a apoptose.

e Aumento da biestabilidade: varias das condigoes ambientais que apre-
sentavam como unica resposta a apoptose, agora também podem levar a

um fenétipo quiescente.
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Ficura B.13: Espacgo dos fenétipos. Espago dos fendtipos produzido pela

nova rede com as mesmas 32 condicoes ambientais analisadas para a rede ante-

rior. As condigoes ambientais que apresentam alguma mudanga, como levarem
a outro fenétipo, estdo em vermelho.
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