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RESUMOPAIVA, Leti
ia Ribeiro de, M.S
., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2011.Modelagem multies
ala para tratamento de tumores. Orientador:Mar
eloLobato Martins Co-Orientadores: Silvio da Costa Ferreira Junior e Már
io SantosRo
haApesar dos progressos re
entes em diagnósti
o e tratamento de tumores, as ta-xas de sobrevivên
ia de pa
ientes 
om tumores em regiões ina
essíveis 
irurgi
amente,tumores re
orrentes e que apresentam metástases são muito baixas. Na bus
a portratamentos alternativos, a viroterapia on
olíti
a e o en
apsulamento de drogas qui-mioterápi
as em nanopartí
ulas emergem 
omo estratégias promissoras. Entretanto,vários pro
essos e 
ara
terísti
as fundamentais ainda pre
isam ser entendidos para au-mentar a e�
á
ia desses tratamentos. As não-linearidades e 
omplexidades inerentes asinterações tumor-vírus on
olíti
o ou tumor-droga são um 
onvite a modelagem mate-máti
a. Modelos quantitativos permitem ampliar nosso entendimento dos parâmetrosque in�uen
iam o resultado da terapia, guiar experimentos indi
ando os pro
essos �-siológi
os mais relevantes e evitar experimentos em ex
esso. Os modelos multies
alapara viroterapia apresentados e dis
utidos nessa tese sugerem quais 
ara
terísti
as umvírus on
olíti
o deve possuir e quais as formas menos agressivas de modular a res-posta imune antiviral para maximizar a probabilidade de erradi
ar o tumor. Quantoao modelo para o tratamento 
om drogas quimioterápi
as en
apsuladas em nanopartí-
ulas, es
olhemos as de polímeros quiméri
os ligadas à droga doxorubi
ina, que estãoatualmente em estudo. Usando os parâmetros que 
ara
terizam essas partí
ulas e osproto
olos experimentais 
omumente usados para sua administração, nossos resulta-dos indi
am quais aspe
tos dessas nanopartí
ulas devem ser desenvolvidos de modo amaximizar o su
esso da terapia.
ix



ABSTRACTPAIVA, Leti
ia Ribeiro de, M.S
., Universidade Federal de Viçosa, February, 2011.Multis
ale modelling of tumor therapies. Advisor:Mar
elo Lobato MartinsCo-Advisors: Silvio da Costa Ferreira Junior and Már
io Santos Ro
haDespite of the re
ent progress in 
an
er diagnosis and treatment, the survivalrates of patients with tumors in unrese
table lo
ations, re
urrent or metastati
 tu-mors are still low. On the quest for alternative treatments, on
olyti
 virotherapy anden
apsulation of 
hemotherapeuti
 drugs into nanos
ale vehi
les emerge as promissingstrategies. However, several fundamental pro
ess and issues still must be understood inorder to enhan
e the e�
a
y of these treatments. The nonlinearities and 
omplexitiesinherent to tumor-on
olyti
 virus and tumor-drug intera
tions 
laim for a mathemati
alapproa
h. Quantitative models allow to enlarge our understanding of the parametersin�uen
ing therapeuti
 out
omes, guide essays by indi
ating relevant physiologi
al pro-
esses for further investigation, and prevent ex
essive experimentation. The multies
alemodels for virotherapy presented and dis
ussed in this thesis suggest the appropriatetraits an on
olyti
 virus must have and the less agressive ways to modulate the antiviralimmune response in order to maximize the tumor erradi
ation probability. Con
erningthe model for treatment with 
hemotherapeuti
 drugs en
apsulated into nanoparti
les,we fo
used on 
himeri
 polymers atta
hed with the doxorubi
in drug, that re
ently areunder a
tive investigation. Using the same parameters that 
hara
terize these parti
lesand the experimental proto
ols 
ommonly used for their administration, our results in-di
ate some of the basi
 features of these nanoparti
les that should be developed inorder to maximize the therapy's su

ess.
x



Capítulo 1IntroduçãoA físi
a biológi
a usa diferentes abordagens teóri
as e experimentais para es-tudar problemas biológi
os e 
ompreender os prin
ípios físi
os que governam essespro
essos. Por exemplo, té
ni
as experimentais 
omo difração de raios-X, mi
ros
opiaeletr�ni
a e ressonân
ia nu
lear magnéti
a podem ser usadas para elu
idar a estruturade biomolé
ulas, enquanto a elaboração e a análise de modelos matemáti
os permitemestudar problemas 
omo dinâmi
a de populações, redes de interações entre proteínas,
res
imento de tumores, motores mole
ulares e enovelamento de proteínas. Esses mo-delos matemáti
os podem usar me
âni
a para 
ara
terizar propriedades me
âni
as demolé
ulas (
omo a interação de uma molé
ula de DNA 
om uma droga ou proteína)ou para estudar as forças geradas em uma molé
ula durante pro
essos 
omo repli
açãoe lo
omoção. A teoria de grafos pode ser apli
ada ao estudo de redes de interaçãotão distintas 
omo proteínas ou teias tró�
as. Equações diferen
iais são usadas parades
rever 
on
entrações de substân
ias, 
omo nutrientes ou drogas em um te
ido, oumesmo para des
rever variações temporais de uma população, 
omo as equações deLotka-Volterra [1℄, que são um par de equações não-lineares de primeira ordem fre-quentemente usadas para des
rever a dinâmi
a de sistemas biológi
os nos quais duasespé
ies interagem 
omo presa-predador. Uma outra abordagem teóri
a muito usadaem pro
essos biológi
os é via aut�matos 
elulares. Um aut�mato 
elular é um sistemaem que o espaço e o tempo são dis
retos, assim 
omo o número de estados que um sítiopode assumir. O estado de um sítio evolui de a
ordo 
om uma regra pré-estabele
idaque 
onsidera o estado do próprio sítio e o de seus vizinhos em um passo de tempopara determinar o estado do sítio no passo seguinte. Aut�matos 
elulares são usadospara estudar pro
essos 
omo dinâmi
a de populações e formação de padrões.Frequentemente, esses modelos matemáti
os des
revem uma úni
a es
ala bio-1



2 Introduçãológi
a. Entretanto, organismos vivos são organizados em múltiplas es
alas, inter
o-ne
tadas. Por exemplo, a des
rição do 
res
imento de tumores pode envolver desdepro
essos sub
elulares e mole
ulares (es
ala mi
ros
ópi
a), 
omo mutações, alteraçõesna expressão gêni
a, 
i
lo 
elular, passando por interações 
élula-
élula e 
élula-matriz(es
ala mesos
ópi
a) 
omo a resposta imune e a angiogênese, até pro
essos em es
ala dete
idos (es
ala ma
ros
ópi
a) 
omo difusão de nutrientes e migração 
elular. Múltiplases
alas temporais também estão envolvidas: enquanto a sinalização 
elular pode ser daordem de segundos, o 
res
imento do tumor pode levar de meses a anos. A modelagemmulties
ala permite integrar pro
essos que o
orrem em es
alas temporais e/ou espa-
iais distintas [2℄. Isso pode ser feito, por exemplo, 
ombinando-se abordagens tipoaut�mato 
elular 
om equações diferen
iais.Nessa tese, o 
res
imento e o tratamento do 
ân
er serão estudados via mo-delagem multies
ala. Apesar de todo o progresso re
ente em imageamento, diagnós-ti
o, tratamento e 
ompreensão do 
ân
er, as taxas de sobrevivên
ia de pa
ientes 
omneoplasias re
orrentes ou metastáti
as bem 
omo de pa
ientes 
om tumores em re-giões ina
essíveis 
irurgi
amente ainda são baixas, e novas estratégias terapêuti
as sãone
essárias [3℄. A nanote
nologia permite o desenvolvimento de agentes anti
ân
erinovadores. Agentes quimioterápi
os podem ser en
apsulados em nanopartí
ulas, queapresentam menor toxi
idade. Isso permite reduzir os efeitos 
olaterais e aumentara dose e o tempo de permanên
ia da droga no 
orpo [4℄. A viroterapia on
olíti
a éuma estratégia promissora no 
ombate ao 
ân
er, uma vez que é 
apaz de promoverum 
ontrole ou mesmo erradi
ação de tumores 
om efeitos 
olaterais leves. Os víruson
olíti
os são 
apazes de infe
tar e matar seletivamente 
élulas tumorais explorandoos mesmos defeitos 
elulares que promovem o 
res
imento do tumor [5℄. O ponto departida para nossa abordagem de múltiplas es
alas é o modelo para 
res
imento detumores proposto por Ferreira et al. [6℄, apresentado no 
apítulo 3. Um modelo paraviroterapia em tumores 
ompa
tos é apresentado e dis
utido no 
apítulo 4. É impor-tante observar que esse trabalho foi publi
ado no periódi
o Can
er Resear
h [7℄. Aseguir, no 
apítulo 5, um modelo modi�
ado para viroterapia é apli
ado em tumores
om diferentes morfologias. Este trabalho será submetido em breve. Devido à impor-tân
ia do sistema imune na viroterapia on
olíti
a, no 
apítulo 6 propomos e estudamosum modelo para investigar o papel das respostas 
elular e humoral aos vírus e às 
élulasinfe
tadas. Este trabalho foi submetido re
entemente. No 
apítulo 7 apresentamos ummodelo para estudar a e�
á
ia de terapias anti
ân
er baseadas em nanopartí
ulas depolímeros quiméri
os. O artigo 
orrespondente a esse trabalho foi publi
ado na Ap-



3plied Physi
s Letters [8℄. Finalmente algumas 
on
lusões e o que está em andamentosão dis
utidos no 
apítulo 8.



Capítulo 2A biologia do 
ân
erUma vez que os sistemas que queremos modelar são tumores e tratamentosanti-
ân
er, pre
isamos ini
ialmente 
onhe
er melhor esses sistemas. Para des
revero desenvolvimento de um tumor pre
isamos ter noções sobre a �siologia1 das 
élu-las tumorais e saber quais estratégias elas mais frequentemente usam para driblar osme
anismos de proteção do organismo e se proliferar.Existem muitos tipos de 
ân
er e, em um mesmo tumor, há diferentes subpo-pulações de 
élulas 
om fenótipos2 distintos [9℄. Portanto, a tarefa de propor me
anis-mos gerais que governem o 
omportamento dessas 
élulas pare
e bastante ambi
iosa.Há 
er
a de 10 anos, Hanahan e Weinberg [10℄ propuseram seis alterações essen
i-ais na �siologia da 
élula que 
oletivamente ditam o 
res
imento maligno e que são
ompartilhadas pela maioria ou talvez por todos os tipos de tumores humanos. Essas
apa
idades que as 
élulas adquirem são: (i) auto-su�
iên
ia em sinais de 
res
imento,(ii) insensibilidade a sinais que inibem o 
res
imento, (iii) evasão da morte 
elularprogramada (apoptose), (iv) poten
ial repli
ativo ilimitado, (v) estimulação da angi-ogênese3 e (vi) invasão de te
idos e metástases4. Dis
utiremos nesse 
apítulo essasalterações e o que pare
e ser a sétima alteração essen
ial 
ompartilhada pela maioriados tumores: o metabolismo gli
olíti
o.Por �m, a viroterapia, que é um tratamento anti-
ân
er baseado em vírus que1A �siologia é o ramo da biologia que estuda o fun
ionamento do organismo, ou seja, as funçõesme
âni
as, físi
as e bioquími
as nos seres vivos.2O fenótipo é o 
onjunto de 
ara
terísti
as observáveis de um organismo 
omo, por exemplo:morfologia, desenvolvimento, propriedades bioquími
as ou �siológi
as e 
omportamento.3Angiogênese é o me
anismo de 
res
imento de novos vasos sanguíneos a partir dos já existentes.4Metástase é o espalhamento da doença de um órgão ou região para outro órgão ou região não-adja
ente 4



2.1 A 
élula renegada 5ata
am seletivamente 
élulas 
an
erosas, é dis
utida em termos gerais. O objetivodesse 
apítulo é forne
er as bases biológi
as ne
essárias para a elaboração dos modelosque serão apresentados nos 
apítulos seguintes.2.1 A 
élula renegadaUm animal ou planta 
omeça sua vida 
omo uma úni
a 
élula - um ovo fer-tilizado. Durante o seu desenvolvimento, essa 
élula se divide repetidas vezes paraproduzir 
élulas diferentes em um padrão �nal de 
omplexidade e pre
isão espeta
ular.Em última análise, o genoma5 determina o padrão, e um dos desa�os da biologia éentender 
omo isso o
orre.O exemplo mais 
ompli
ado de dinâmi
a 
elular o
orre quando uma 
élula muda,ou se diferen
ia, para desempenhar uma função espe
ializada [11℄. Este pro
esso fre-quentemente é mar
ado por uma alteração na aparên
ia mi
ros
ópi
a, ou morfologia,da 
élula. Um mamífero que 
omeçou 
om uma úni
a 
élula torna-se um organismo
om 
entenas de tipos diferentes de 
élulas. Aqui é possível ver o poder do DNA de
ontrolar o 
omportamento 
elular: o desenvolvimento é um 
onjunto de dezenas demilhares de alterações orquestrado pelo DNA.As seqüên
ias gen�mi
as estão sujeitas a alterações, 
hamadas de mutações,na sua estrutura e portanto na informação que 
arregam. Essas mutações o
orrem
onstantemente, mas existem me
anismos de reparo dessas mutações asso
iados a ou-tros me
anismos que disparam a morte 
elular programada 
aso o dano não possaser reparado. Entretanto, podem a
onte
er falhas neste pro
esso de manutenção daintegridade do genoma levando à �xação de mutações em genes espe
í�
os, 
ríti
ospara o 
ân
er [9℄.Essas mutações podem 
onferir habilidades espe
iais à 
élula 
an
erosa. Nestaseção, trataremos dos me
anismos que elas frequentemente usam para proliferar-sedes
ontroladamente, es
apar da morte, invadir outros te
idos e obter energia.2.1.1 Proliferação des
ontroladaUma 
élula se reproduz realizando uma seqüên
ia ordenada de eventos nos quaisela dupli
a seu 
onteúdo e então se divide em duas. Este 
i
lo de dupli
ação e divisão,5O genoma é o 
onjunto de todo o material genéti
o lo
alizado no nú
leo das 
élulas de um servivo. Ele é distribuído em 
romossomos, que por sua vez são 
ompostos por molé
ulas de DNA.
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onhe
ido 
omo 
i
lo 
elular, é um me
anismo pelo qual seres vivos se reproduzem. Emespé
ies uni
elulares, tais 
omo ba
térias e leveduras, 
ada divisão 
elular produz umnovo organismo. Em espé
ies multi
elulares, seqüên
ias longas e 
omplexas de divisão
elular são ne
essárias para produzir um organismo fun
ional.Para reproduzirem-se, 
élulas normais ne
essitam de fatores de 
res
imento6 queem geral são produzidos por outro tipo de 
élula (estimulação pará
rina). Entretanto,muitas 
élulas 
an
erosas adquirem a 
apa
idade de sintetizar fatores de 
res
imentoe até mesmo os re
eptores para os quais elas são sensíveis (estimulação autó
rina)[10, 9, 12℄.Por outro lado, múltiplos sinais antiproliferativos atuam em um te
ido normalpara manter a quies
ên
ia7 
elular e a estabilidade do te
ido. Células 
an
erosas ad-quirem a 
apa
idade de es
apar desses sinais ou ignorá-los, por exemplo, intervindona via da proteína retinoblastoma (pRb), através da qual passam muitos desses sinaisantiproliferativos [10℄.Portanto, 
élulas 
an
erosas podem adquirir auto-su�
iên
ia em sinais de 
res-
imento e se tornarem insensíveis a sinais que inibem sua proliferação.2.1.2 Tornando-se imortalA habilidade das populações de 
élulas tumorais de se expandirem em númeroé determinada não apenas pela taxa de proliferação 
elular, mas também pela taxa deredução do número de 
élulas. Em 
élulas normais, essa redução o
orre prin
ipalmentedevido à apoptose, ou morte 
elular programada [9℄.A morte 
elular programada é muito importante no 
ontrole da população porregular o 
res
imento e a multipli
ação 
elulares. Ainda, a morte 
elular tambémelimina 
élulas desne
essárias. Ela segue um programa interno de eventos 
hamadoapoptose, 
ujos primeiros sinais visíveis são a 
ondensação do nú
leo e a fragmentaçãodo DNA. A 
élula logo 
ontrai-se e é 
onsumida por ma
rófagos8. Uma 
élula é induzidaa 
ometer sui
ídio quando um fator essen
ial é removido do meio extra
elular ou quandoum sinal interno é ativado.A resistên
ia à apoptose pode ser adquirida pela 
élula 
an
erosa por meio de6Um fator de 
res
imento é uma substân
ia (em geral uma proteína ou um horm�nio) 
apaz deestimular o 
res
imento, a proliferação e a diferen
iação 
elular.7Quies
ên
ia é o estado da 
élula quando ela não está se dividindo8Ma
rófagos são 
élulas de grandes dimensões que fago
itam (englobam) elementos estranhos ao
orpo.



2.1 A 
élula renegada 7várias estratégias[10℄. A mais 
omum delas envolve a inativação do gene supressor detumor p53, um 
omponente 
have, sensor de danos ao DNA que pode induzir apoptose,
omo é mostrado na �gura 2.1. Estudos [13℄ 
omprovam que a inativação do gene p53leva à instabilidade genéti
a em 
élulas normais in vitro e in vivo.

Figura 2.1: A resistên
ia à apoptose pode ser adquirida por meio da inativação do gene
p53. Todas as 
élulas dos mamíferos 
arregam um programa intrínse
o que limita onúmero de gerações de uma população 
elular [12℄. Esse me
anismo é 
ontrolado pelostel�meros, que são segmentos de DNA nas extremidades dos 
romossomos9. Eles so-frem um pro
esso de en
urtamento durante 
ada 
i
lo 
elular10. Após su
essivos 
i
los,os tel�meros perdem sua habilidade de proteger as extremidades do DNA 
romosso-mal e essas extremidades desprotegidas podem se fundir, levando a um dessaranjo no
ariótipo (
onjunto de 
romossomos) e a um pro
esso de 
rise que leva, quase inevita-velmente, à morte da 
élula [10℄. Ou seja, os tel�meros limitam a multipli
ação 
elular.Contudo, as 
élulas malignas adquirem me
anismos de manutenção dos seus tel�me-ros. A grande maioria delas expressa telomerase, que adi
iona nu
leotídeos repetidosnas extremidades do DNA teloméri
o impedindo, assim, que o pro
esso de 
rise seja9Um 
romossomo é uma longa sequên
ia de DNA, que 
ontém vários genes, e outras sequên
ias denu
leotídeos 
om funções espe
í�
as nas 
élulas dos seres vivos.10O 
i
lo 
elular é uma série de eventos que o
orrem em um 
élula e que levam a sua divisão
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erdesen
adeado. Dessa forma, as 
élulas malignas podem multipli
ar-se ilimitadamente[10℄.2.1.3 Invadindo te
idos adja
entesDurante o desenvolvimento de um tumor, as 
élulas tumorais podem adquirira 
apa
idade de invadir te
idos adja
entes, viajar através da 
ir
ulação sangüínea oulinfáti
a11 e estabele
er novos tumores pelo 
orpo. Este pro
esso, denominado metás-tase, está rela
ionado a molé
ulas de adesão 
élula-
élula e integrinas [10℄. A proteína
aderina E, por exemplo, tem 
omo função primária a adesão 
élula-
élula e a supres-são do gene que a 
odi�
a pode favore
er as 
élulas 
an
erosas por 
ontribuir paraa invasividade lo
al. Integrinas são proteínas transmembrana que 
one
tam ligantesen
ontrados na matriz extra
elular12. Elas re
ebem esse nome pois integram a funçãoda 
élula 
om o meio exterior, que é a matriz extra
elular.

Figura 2.2: Diagrama esquemáti
o mostrando os me
anismos de migração (a)amebóidee (b) mesenquimal (tipo-�broblasto) na matriz extra
elular. A seta indi
a a direção demigração da 
élula. Os re
eptores de superfí
ie da 
élula, 
omo integrinas ou outrasmolé
ulas de adesão, são mostrados na �gura em vermelho. Figura adaptada de [14℄.Células tumorais movem-se em seu mi
roambiente e invadem te
idos vizinhosusando dois pro
essos distintos: mesenquimal e amebóide, que estão esquematizadosna �gura 2.2. A migração mesenquimal depende da proteólise 13 da matriz extra
elu-11O sistema linfáti
o é uma rede 
omplexa que produz e transporta o �uido linfáti
o, ou linfa,
onstituída essen
ialmente pelo plasma sanguíneo, proteínas e por glóbulos bran
os.12A matriz extra
elular pode ser visualizada 
omo uma rede ou um te
ido, e é 
omposta por umagrande variedade de molé
ulas que preen
hem o espaço entre as 
élulas.13A proteólise (proteo-, proteína, -lise do grego lúsis, separação, dissolução) é o pro
esso de degra-dação (digestão) de proteínas por enzimas, 
hamadas proteases, ou por digestão intramole
ular.



2.1 A 
élula renegada 9lar. Ou seja, para passar através da matriz extra
elular, a 
élula quebra partes dessarede, reorganizando-a. Por outro lado, a migração �amebóide� requer menor adesão
élula-substrato e atinge velo
idades maiores. Esse modo de migração, que prin
ipal-mente deforma a matriz extra
elular ao invés de apenas degradá-la, é 
ara
terizadopela forma 
ir
ular da 
élula e o apare
imento de protuberân
ias na membrana [15℄.No 
orpo humano, 
élulas do sistema imune 
omo linfó
itos movem-se prin
ipalmentepelo pro
esso amebóide [14℄.2.1.4 Obtendo energiaEnquanto o tumor permane
e pequeno - 
om menos de 1mm de diâmetro -ele pode se valer da difusão para sua demanda 
onstante de alimentação e oxigênioe para se livrar dos resíduos de seu próprio metabolismo. No entanto, uma vez queo tumor atinge o tamanho 
ríti
o de 1 a 2mm, o pro
esso de difusão é insu�
ientepara suprir o tumor 
om nutrientes e oxigênio e para uma rápida remoção de seusresíduos. As 
élulas no interior do tumor �
am famintas e são sufo
adas por seuspróprios refugos. A hipóxia no tumor induzirá o 
res
imento de novos vasos, pro
esso
hamado de angiogênese ou neovas
ularização. Por meio desses novos vasos a entradade nutrientes e a saída de 
atabólitos (resíduos oriundos do metabolismo) tornam-semais e�
ientes. Os 
apilares14 também serão importantes para o transporte de fatoresde 
res
imento estimuladores de divisão e fa
ilitarão a metástase. Os vasos 
apilares são
onstruídos a partir de 
élulas endoteliais15, 
apazes de se a
hatar e se 
urvar em tubos,que se unem para formar 
apilares. O tumor promove angiogênese liberando proteínas
omo o fator de 
res
imento �broblásti
o e o fator de 
res
imento endotelial vas
ular[16℄. Essas proteínas, 
onhe
idas 
omo fatores tumorais de angiogênese, difundem noste
idos vizinhos e ligam-se a re
eptores na membrana das 
élulas endoteliais. A ativaçãodessas 
élulas promove a se
reção de enzimas que degradam a matriz extra
elularfa
ilitando a migração das 
élulas endoteliais em direção ao tumor, por meio de umaresposta quimiotáti
a 16 aos fatores tumorais de angiogênese.Entretanto esta nova vas
ularização é insu�
iente e 
aóti
a. Isso perpetua os14Capilares são vasos sanguíneos de diâmetro muito pequeno (5 a 10µm), por meio dos quais oxigênioe nutrientes são liberados para as 
élulas e resíduos do seu metabolismo são 
aptados.15Células endoteliais são 
élulas a
hatadas de espessura variável que re
obrem o interior dos vasossanguíneos, espe
ialmente os 
apilares, 
onstituindo parte da sua parede.16Quimiotaxia é o nome dado ao pro
esso de lo
omoção de 
élulas em direção a um gradientequími
o.
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ân
erfatores que estimularam sua indução. Além disso, 
élulas 
an
erosas 
res
em maisrapidamente que os vasos sanguíneos para nutri-las. Portanto, à medida que tumoressólidos 
res
em, eles se tornam in
apazes de obter oxigênio de modo e�
iente, sofrendohipóxia. Sob estas 
ondições, a gli
ólise torna-se a fonte primária de ATP (adenosinatrifosfato), que é a molé
ula mais importante para obter e transferir energia livre emsistemas biológi
os. Açú
ares são molé
ulas de 
ombustível espe
ialmente importantes,uma vez que sua degradação (em parti
ular a da gli
ose) domina a produção de energiana maioria das 
élulas animais. Na presença de oxigênio, eles são oxidados em pequenasetapas até dióxido de 
arbono (CO2) e água e há um ganho total de 36 molé
ulas deATP. Entretanto, a gli
ose pode ser degradada mesmo na ausên
ia de oxigênio, em umasequên
ia de reações 
onhe
ida 
omo gli
ólise. Ela o
orre no 
itosol17 da maioria das
élulas e, durante o pro
esso, uma molé
ula de gli
ose é 
onvertida em duas molé
ulasde piruvato e há um ganho líquido de apenas 2 molé
ulas de ATP.É bem estabele
ido que tumores exibem taxas de 
onsumo de gli
ose e gli
óliseaumentadas [17℄. A gli
ólise é feita de modo mais e�
iente em tumores hipóxi
os pelaação de um fator de trans
rição (HIF − 1, do inglês �hypoxia-indu
ible trans
riptionfa
tor�). Na ausên
ia de oxigênio, o HIF − 1 aumenta a expressão da maioria dasenzimas gli
olíti
as e de transportadores de gli
ose. De fato, o 
onsumo de gli
oseestá rela
ionado a agressividade do tumor. Essas adaptações das 
élulas 
an
erosaspermitem ao tumor sobreviver até que a vas
ularização o
orra. O fator HIF − 1também estimula o 
res
imento de novos tumores aumentando a expressão de molé
ulassinalizadoras, tais 
omo o fator de 
res
imento endotelial vas
ular (VEGF), que fa
ilitao 
res
imento de vasos sanguíneos. Sem tal vas
ularização, o tumor interromperia seu
res
imento, morrendo ou permane
endo inofensivo [17℄.Apesar de haver indi
ações de que o metabolismo gli
olíti
o seja o resultado daadaptação ao mi
roambiente do tumor, sua persistên
ia mesmo em 
ondições normaisde disponibilidade de oxigênio sugere que esse fenótipo forne
e uma grande vantagemseletiva para a progressão do tumor a um 
ân
er invasivo [18℄.2.2 O 
ombate ao 
ân
erA primeira linha de defesa do 
orpo 
ontra o 
ân
er está nos pro
essos de ma-nutenção da integridade do genoma. Entretanto, se uma ou mais 
élulas tumorais17O 
itosol é o líquido que preen
he o 
itoplasma, espaço entre a membrana plasmáti
a e o nú
leodas 
élulas vivas, que suporta bolsas, 
anais e organelas 
itoplasmáti
as.
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onseguiram burlar esses pro
essos e sustentar as mutações adquiridas, o 
orpo temuma última barreira: o sistema imune.Se, apesar dos me
anismos de defesa do 
orpo, o tumor 
onseguiu se estabele
er,existem vários tratamentos disponíveis para eliminar as 
élulas 
an
erosas. A maioriados tratamentos utilizados hoje se baseia em 
irurgia, quimioterapia e/ou radioterapia,apesar de várias outras abordagens estarem em estudo. A pro
ura por novos tratamen-tos visa diminuir os efeitos 
olaterais das terapias estabele
idas e propor alternativaspara metástases, que ainda são responsáveis pela maioria das mortes por 
ân
er [19℄,tumores re
orrentes ou lo
alizados em regiões 
irurgi
amente ina
essíveis.2.2.1 O sistema imune e sua manipulação via imunoterapiaSe todos os me
anismos de manutenção da integridade do genoma foram bur-lados pelas 
élulas 
an
erosas e uma ou mais 
élulas foram 
apazes de sustentar asmutações adquiridas, uma das últimas barreiras de defesa do 
orpo 
ontra o 
ân
er éa atividade do sistema imune.O sistema imune é uma rede de pro
essos e estruturas biológi
as em um orga-nismo que o protege 
ontra doenças identi�
ando e eliminando patógenos 18 e 
élulastumorais. As 
élulas transformadas de tumores expressam antígenos 19 que não sãoen
ontrados em 
élulas normais. O sistema imune identi�
a esses antígenos 
omo es-tranhos, e ata
a essas 
élulas transformadas. Apesar disso, alguns tumores es
apamda resposta imune, usando estratégias 
omo a liberação de produtos que inibem a res-posta imune (por exemplo a 
ito
ina TGF −β, que suprime a atividade de ma
rófagose linfó
itos 20).O papel do sistema imune no desenvolvimento de tumores ainda está longe deser 
ompleto e muitos paradoxos e 
on
eitos permane
em in
ompreendidos [19℄. Ma-
rófagos e neutró�los 21, por exemplo, podem ser 
onsiderados tanto heróis quantovilões no 
ontexto de desenvolvimento tumoral. Por um lado, essas 
élulas são 
apazesde fago
itar 
élulas tumorais e de se
retar 
ito
inas que inibem o 
res
imento do tu-mor. Entretanto, estudos epidemiológi
os asso
iaram in�amação 
r�ni
a à in
idên
iatumoral [20, 21℄ e há trabalhos mostrando que neutró�los ativados podem induzir a18Um patógeno é um agente biológi
o que 
ausa doença em seu hospedeiro19Um antígeno é toda partí
ula ou molé
ula 
apaz de ini
iar uma resposta imune.20Ma
rófagos e linfó
itos são 
élulas do sistema imune21Neutró�los são uma 
lasse de 
élulas do sistema imune; são os prin
ipais fagó
itos do sangue(
élulas que ingerem e destroem matéria estranha ao organismo) e parti
ipam da reação in�amatória.
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ân
ertransformação de 
élulas normais em 
an
erosas in vitro [22, 23℄.A imunoterapia tem 
omo objetivo usar a resposta imune para 
ombater tumo-res. O uso de va
inas 
ontra o 
ân
er pode ser promissor, e resultados positivos foramobtidos 
om a tranferên
ia de linfó
itos T 
apazes de identi�
ar e ata
ar o tumor. Alémdisso, o transplante de medula óssea tem sido usado 
omo imunoterapia de tumoressólidos 
om resultados en
orajadores [24℄.2.2.2 Remoção 
irúrgi
a, radioterapia e quimioterapia.As abordagens mais utilizadas no 
ombate ao 
ân
er são a remoção 
irúrgi
a, aradioterapia e a quimioterapia. A remoção 
irúrgi
a é in
apaz de eradi
ar as metátasese tumores em regiões 
irurgi
amente ina
essíveis.A radioterapia usa radiação de alta energia para matar 
élulas 
an
erosas dani-�
ando seu DNA. A radioterapia afeta também 
élulas normais, 
ausando efeitos 
o-laterais 
omo �brose, perda de memória, infertilidade e, mais raramente, um segundo
ân
er devido a exposição a radiação [25℄. A radiação usada para 
ombater o 
ân
erpode vir de uma máquina fora do 
orpo, ou vir de um material radioativo inserido no
orpo próximo as 
élulas tumorais ou ainda ser injetado na 
orrente sanguínea.Quimioterapia é o uso de drogas que dani�
am e matam 
élulas em divisão.Células 
an
erosas dividem-se muito mais frequentemente que a maioria das 
élulasnormais, então a quimioterapia afeta prin
ipalmente 
élulas 
an
erosas. Entretanto,ela afeta também 
élulas normais em divisão, o que pode levar a efeitos 
olaterais 
omoanemia, perda de 
abelos e neutropenia (baixo número de 
élulas do sistema imune que
ombatem infe
ções). Um grande obstá
ulo para a quimioterapia é sua de�
iên
ia emdistribuir doses adequadas de droga às áreas afetadas do 
orpo [4℄.Essas três estratégias não são mutuamente ex
lusivas. Um pa
iente pode re
eberradioterapia antes, durante ou após a 
irurgia, dependendo do tipo de 
ân
er sendotratado. A quimioterapia pode ser usada para reduzir o tamanho de um tumor antes daremoção 
irúrgi
a ou da terapia por radiação. Ou ainda para destruir 
élulas 
an
erosasque sobreviveram a 
irugia ou a radioterapia. E alguns pa
ientes re
ebem radioterapiaem 
ombinação 
om quimioterapia.2.2.3 Nanopartí
ulas quimioterápi
asO maior obstá
ulo à quimioterapia é sua de�
iên
ia em distribuir doses ade-quadas de droga às áreas afetadas no 
orpo. A toxi
idade das drogas limita sua dose,
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er 13enquanto a sua rápida eliminação da 
ir
ulação requer doses altas para que seja efetiva[4℄. Uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos agentes anti
ân
ertêm surgido 
om a nanote
nologia.En
apsular drogas quimioterápi
as em polímeros nanométri
os é uma estratégiaque permite aumentar a dose da droga e reduzir os seus efeitos 
olaterais. A vas
u-latura tumoral apresenta uma hiperpermeabilidade que permite o extravasamento dema
romolélulas, 
omo os nanomateriais poliméri
os. Além disso, o fra
o sistema dedrenagem linfáti
a no tumor resulta na sua gradual a
umulação. Portanto, as nano-partí
ulas a
umulam-se em tumores sólidos, 
omo pode ser visto na �gura 2.3. E mais,elas são menos tóxi
as, uma vez que o en
apsulamento da droga limita sua interação
om 
élulas normais [4℄. E uma menor toxi
idade permite o aumento da dose.

Figura 2.3: A hiperpermeabilidade da vas
ulatura tumoral permite o extravasamentoda nanopartí
ula, que �
ará retida no tumor devido a sua de�
iente drenagem linfáti
a.Uma vez dentro da 
élula, a ligação polímero-droga é quebrada e a droga quimioterápi
aé liberada.Polímeros quiméri
os 
onsistem de um polipeptídeo hidrofíli
o, biodegradável etipo-elastina 22 e um segmento 
urto que permite a 
onjugação 
om diversas molé
ulashidrofóbi
as, in
luindo quimioterápi
os. A hidrofobi
idade da droga desen
adeia aformação espontânea da nanopartí
ula 
om a droga no 
entro 
er
ada pelo polipeptídeo22polipeptídeos tipo-elastina são uma 
lasse de polímeros de peptídeos arti�
iais
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erhidrofíli
o [26℄. Esta formação pode ser visualizada na �gura 2.4.

Figura 2.4: A formação espontânea da nanopartí
ula de CP-Dox é desen
adeada pelahidrofobi
idade da droga, que �
a en
apsulada pelo polipeptídeo hidrofíli
o. Figuraextraída de [26℄
2.2.4 Viroterapia: vírus que matam 
élulas tumoraisApesar de apresentar muitos resultados positivos, as terapias tradi
ionais 
ontrao 
ân
er, 
omo a quimioterapia e a radioterapia, baseiam-se prin
ipalmente em agen-tes que dani�
am o DNA e a maquinaria que mantém a integridade dos 
romossomosdas 
élulas tumorais. Esses tratamentos matam preferen
ialmente 
élulas 
an
erosasque têm menor 
apa
idade de sobreviver a danos, sele
ionando assim as 
élulas maisagressivas do tumor. Aliados a isso, os efeitos 
olaterais desses tratamentos são fre-quentemente graves, motivando o desenvolvimento de novas estratégias na luta 
ontrao 
ân
er. Uma terapia promissora é baseada em vírus modi�
ados em laboratório paraata
ar seletivamente as 
élulas 
an
erosas [27℄. Há vários pro
essos que 
onferem aosvírus on
olíti
os essa seletividade por 
élulas 
an
erosas. Por exemplo, eles podem serprojetados para que sejam 
apazes de entrar apenas em 
élulas 
an
erosas, ou podemser desenvolvidos de modo que 
onsigam penetrar tanto em 
élulas normais quanto em
an
erosas, mas 
apazes de se repli
ar apenas em 
élulas 
an
erosas. Essas estraégiassão mostradas na �gura 2.5. A viroterapia não é uma idéia nova, ela surgiu quandoalguns médi
os notaram que alguns pa
ientes que sofriam de 
ân
er, quando in
idental-mente adquiriam 
ertas infe
ções virais ou eram submetidos a va
inação, melhoravame seus sintomas regrediam.
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Figura 2.5: Vírus on
olíti
os podem ser desenvolvidos para que 
onsigam entrar espe-
i�
amente em 
élulas 
an
erosas (sendo in
apazes de penetrar em uma 
élula normal)ou podem ser 
apazes de entrar em ambos os tipos de 
élulas para se repli
arem ex
lu-sivamente em 
élulas 
an
erosas. Figura adaptada de [28℄.Vírus têm a 
apa
idade de infe
tar 
élulas de um organismo biológi
o. Eles são
onstituídos de material genéti
o 
ontido em uma 
ápsula proteí
a, 
hamada 
apsídeo,que pode estar envolvida por um envelope que in
lui uma membrana. Eles multipli
am-se somente dentro de 
élulas vivas e dependem delas para sintetizar proteínas, gerar earmazenar energia.A engenharia genéti
a permite modi�
ar vírus em laboratório para 
ombatertumores, tornando-os 
apazes de ata
arem preferen
ialmente 
élulas 
an
erosas levandoà sua lise23 dessas 
élulas e à 
onseqüente ampli�
ação da dose viral dentro do tumor,
omo ilustrado na �gura 2.6. Vírus também podem ser projetados para levar genesanti-
ân
er24 ou agentes quimioterápi
os diretamente às 
élulas 
an
erosas. Esses vírus23Pro
esso de ruptura das membranas 
elulares que levam à morte da 
élula e à liberação de seu
onteúdo24Terapia gêni
a é um tratamento experimental que envolve a introdução de material genéti
o (DNAou RNA) nas 
élulas do pa
iente para prevenir ou 
ombater o 
ân
er, entre outras doenças. Mas em
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ân
erusados para 
ombater o 
ân
er, devido a sua habilidade de infe
tar seletivamente 
élulas
an
erosas, são 
onhe
idos 
omo vírus on
olíti
os e podem ser moldados através dedistintas abordagens, que levam a diferentes me
anismos de destruição tumoral. Umpanorama dessas abordagens pode ser en
ontrado na referên
ia [27℄.

Figura 2.6: Vírus on
olíti
os podem ser moldados para se repli
arem ex
lusivamenteem 
élulas 
an
erosas, promovendo uma ampli�
ação da dose viral injetada na regiãodo tumor. Figura extraída de http://on
olyti
virus.wordpress.
om/ em março de 2011.Se por um lado o sistema imune é uma barreira à viroterapia, pois muitos víruson
olíti
os são eliminados, por outro a estimulação viral do sistema imune adaptativopare
e ativar a resposta imune anti-tumoral, o que aumenta a e�
á
ia da terapia.Os vírus on
olíti
os são administrados aos pa
ientes por diferentes estratégias.Por razões de segurança, vetores virais25 baseados no vírus da varíola, no adenovírus,no reovírus, no vírus da doença de New Castle (NDV - New Castle Disease Virus),no Coxsa
kievirus e no vírus da herpes simples (HSV - Herpes Simplex Virus) foramadministrados por injeção intratumoral em testes pré-
líni
os26 [29, 30, 31, 32, 33℄.geral, um gene não pode ser diretamente inserido na 
élula de uma pessoa, então vírus são usadospara inserir esse material genéti
o.25Um vetor viral é um vírus modi�
ado 
om o objetivo de introduzir material genéti
o em um 
élula.26Estágio pré-
líni
o é um estágio da pesquisa que 
omeça antes que os testes 
líni
os (testes emhumanos) possam 
omeçar, e durante o qual dados importantes 
omo viabilidade e segurança são
oletados.



2.2 O 
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ân
er 17Tipi
amente, a administração intratumoral27 não 
ausa efeitos 
olaterais signi�
ativos,
ausando apenas um in
haço lo
al temporário. Entretanto, uma baixa e�
iên
ia 
ontrametástases é observada, pois em geral há pou
o ou nenhum espalhamento do vírus dosítio primário de injeção [34℄.Como muitos pa
ientes desenvolvem metástases, a administração intravenosa28dos vírus on
olíti
os seria mais e�
az para extinguir o tumor primário e suas 
ol�nias.Essa abordagem foi usada 
om su
esso, por exemplo, por M
Donald et al. [35℄. Entre-tanto, quando vírus on
olíti
os são administrados por via intravenosa a um pa
iente,muitas barreiras os impedem de atingir o tumor e infe
tar as 
élulas 
an
erosas. Nessaabordagem, em geral observam-se efeitos 
olaterais signi�
ativos e sistêmi
os. Os sin-tomas são semelhantes aos de uma gripe forte, mas estratégias para minimizar essessintomas estão em desenvolvimento.Uma das di�
uldades en
ontradas para o progresso das terapias baseadas emviroses on
olíti
as é a dis
repân
ia entre estudos in vitro e in vivo. Os estudos pré-
líni
os forne
em resultados muito mais promissores do que os estudos 
líni
os. Isso édevido, em parte, ao fato de que linhagens de 
élulas 
an
erosas podem não re�etir abiologia de tumores in vivo e que tumores humanos, em geral, exibem heterogeneidade
líni
a e genéti
a. Portanto, um tratamento bem-su
edido em um 
aso pode não sere�
az em outros. Uma abordagem para analisar a 
itotoxidade e a e�
á
ia de víruson
olíti
os foi proposta por Wang et al. [36℄. Nessa abordagem eles sugerem a utilizaçãode espé
imes de 
ân
eres humanos primários ex vivo para esses estudos. Ou seja, ostumores foram retirados de pa
ientes e mantidos em 
ultura para serem infe
tados 
omvírus e analisados.Portanto, a elu
idação dos me
anismos de ação dos vírus on
olíti
os dependefortemente de estudos em sistemas de 
ultura heterotípi
os in vitro e modelos in vivo
ada vez mais re�nados. Dada a 
omplexidade do problema, o desenvolvimento demodelos matemáti
os que des
revam aspe
tos fundamentais da ação da viroterapiasobre o 
res
imento de tumores pode apresentar sugestões valiosas, reduzindo o númerode experimentos ne
essários.
27Na administração intratumoral os vírus são injetados diretamente no tumor.28A administração intravenosa 
onsiste na injeção dos vírus em uma veia ou artéria do pa
iente.



Capítulo 3
Modelo multies
ala para 
res
imentode tumores avas
ulares

Essen
ialmente todos os tumores passam por um estágio de 
res
imento avas-
ular, no qual o suprimento de nutrientes é feito apenas por difusão. Nesse estágio,quando o tumor está 
on�nado ao seu te
ido de origem e não teve a
esso ao sistemavas
ular, ele é denominado 
ân
er in situ. Para modelar 
ar
inomas in situ, Ferreiraet al. [6℄ propuseram um modelo multies
ala que 
onsidera as es
alas mesos
ópi
a(dinâmi
a das 
élulas) e ma
ros
ópi
a (difusão de nutrientes no te
ido) do 
res
imentode tumores. A dinâmi
a 
elular é 
ontrolada por regras probabilísti
as lo
ais que 
o-ne
tam as equações de reação-difusão para os nutrientes à resposta 
elular e interaçõesem es
ala mi
ros
ópi
a. O modelo gera morfologias 
ompa
tas, 
onexas e des
onexas
ara
terizadas por um 
res
imento Gompertziano no tempo e leis de es
ala distintaspara as bordas dos tumores. Posteriormente esse modelo foi apli
ado para estudarquimioterapia [37℄ e viroterapia [38℄.Nos 
apítulos seguintes serão apresentados três modelos para viroterapia, umapromissora terapia anti-
ân
er baseada em vírus que ata
am seletivamente 
élulas 
an-
erosas, e um modelo para quimioterapia usando nanopartí
ulas de polímeros quimé-ri
os, todos elaborados a partir do modelo para 
res
imento de tumores exposto neste
apítulo. 18



3.1 Cenário atual 193.1 Cenário atualA modelagem matemáti
a de tumores ini
iou-se na dé
ada de 1950, e os pri-meiros modelos de 
res
imento de tumores sólidos, vistos 
omo uma 
oleção de 
élulasque 
onsomem nutrientes, surgiram nas dé
adas de 1960 e 1970 [39℄. Alguns dessesmodelos foram desenvolvidos e re�nados nas dé
adas seguintes, mas somente na dé
adade 1990, 
om o estabele
imento detalhado de vários me
anismos mole
ulares subja
en-tes ao 
res
imento e à progressão de tumores, surgiu uma nova geração de modelos,mais espe
í�
os e guiados por dados experimentais, enquanto os trabalhos anterioreslimitavam-se a ajustar 
urvas de 
res
imento.Do ponto de vista biológi
o, muitos pro
essos intratumorais e interações tumor-hospedeiro tem sido estudados via modelagem matemáti
a. Por exemplo, o impa
tode diferentes mutações genéti
as na emergên
ia e sobrevivên
ia de tumores [40℄, a
ompetição por espaço e re
ursos entre 
élulas normais e malignas [41℄, interaçõesentre o tumor e o sistema imune [42, 43℄, e a remodelagem da rede de vasos sanguíneosou da matriz extra
elular pelo tumor em 
res
imento [44, 45℄.Fen�menos ma
ros
ópi
os 
omo a evolução da 
on
entração de 
élulas tumoraisou de nutrientes são tipi
amente modelados usando-se equações diferen
iais par
iaisbaseadas em pro
essos de difusão ou desenvolvidas em analogia 
om problemas de me-
âni
a de �uidos [46, 47℄. Fen�menos mesos
ópi
os, 
omo a dinâmi
a 
élula-
élula e aangiogênese, são des
ritos tanto por modelagem determinísti
a [43℄ quanto esto
ásti
a[40℄. Na es
ala mi
ros
ópi
a muita ênfase tem sido dada ao estudo quantitativo dasinterações entre espé
ies mole
ulares em 
ompartimentos sub
elulares. Tanto aborda-gens determinísti
as [46℄ quanto abordagens esto
ásti
as [48℄ tem sido utilizadas paramodelar 
ontribuições mi
ros
ópi
as ao 
res
imento do tumor.3.2 Modelo para o 
res
imento de tumores in situO modelo in
lui proliferação, mobilidade e morte 
elular, além da 
ompetiçãopor nutrientes entre 
élulas normais e 
an
erosas. As ações 
elulares (divisão, movi-mento e morte) são lo
almente 
ontroladas pelos 
ampos de 
on
entração de nutrientese por parâmetros que 
ara
terizam a resposta 
elular à disponibilidade de nutrientes eenglobam pro
essos genéti
os e metabóli
os 
omplexos. Esses nutrientes, que in
luemoxigênio, aminoá
idos, gli
ose, íons metáli
os, et
., difundem de um vaso 
apilar pelote
ido e, na sua es
assez, a taxa de 
res
imento das 
élulas 
an
erosas é limitada.



20 Modelo multies
ala para 
res
imento de tumores avas
ularesO te
idoA geometria do te
ido usada no modelo é parti
ularmente adequada a 
ar
ino-mas, que são 
ân
eres que se desenvolvem a partir de 
élulas epiteliais. Por simpli-
idade, uma rede regular bidimensional será 
onsiderada, representando um 
orte note
ido epitelial. Será usada uma rede quadrada (L + 1) × (L + 1) 
om 
onstante derede ∆ e a fonte de nutrientes é representada por um vaso 
apilar.

Figura 3.1: O te
ido, alimentado por um vaso 
apilar, é representado por uma redequadrada em que 
ada sítio pode estar o
upado por uma 
élula normal, uma ne
róti
aou por uma ou mais 
élulas 
an
erosas. Células 
an
erosas podem dividir, morrer oumigrar no te
ido 
om as probabilidades 
orrespondentes.Os tumores são sistemas heterotípi
os, 
onstituídos por diferentes subpopulaçõesde 
élulas além das tumorais, 
omo 
élulas do sistema imune, endoteliais e �broblastos[10℄. Entretanto, no modelo, são 
onsideradas apenas 
élulas normais e 
an
erosas. A
onstante de rede ∆ é aproximadamente o diâmetro de uma 
élula normal. Assim, umsítio da rede pode ser o
upado por uma úni
a 
élula normal. Contudo, 
élulas 
an
e-rosas podem empilhar umas sobre as outras. Portanto, 
ada sítio pode ser o
upado noinstante t por uma 
élula normal, ou uma 
élula tumoral morta ou por uma ou mais
élulas 
an
erosas. As 
élulas normais são representadas por σn, as 
élulas mortas por
σd e as 
an
erosas por σc.Vamos de�nir um sistema de 
oordenadas em que o eixo x é paralelo ao 
apilare o eixo y é paralelo ao te
ido, 
omo representado na �gura 3.1. São usadas 
ondiçõesde 
ontorno periódi
as no eixo x e de �uxo nulo em y = L∆, que representa a bordado te
ido. A 
ondição ini
ial é dada por uma úni
a 
élula 
an
erosa introduzida no
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imento de tumores in situ 21te
ido normal em x = L∆/2, a uma distân
ia Y do vaso 
apilar, em 
on
ordân
ia 
oma teoria 
lonal do 
ân
er1.Os nutrientesNutrientes são transportados pelo sistema vas
ular e podem difundir-se atravésdos te
idos. A alta taxa de proliferação das 
élulas 
an
erosas as torna espe
ialmentevulneráveis à privação de nutrientes. Então, os nutrientes foram divididos em duas
ategorias denominadas essen
iais e não-essen
iais para proliferação, des
ritos pelos
ampos de 
on
entração φ1(~x, t) e φ2(~x, t), respe
tivamente. A es
assez dos nutrientesdenominados essen
iais restringem a divisão 
elular, mas não a sobrevivên
ia da 
é-lula [49℄. Exemplos desse tipo de nutrientes para 
élulas eu
arióti
as in
luem algunsaminoá
idos, gli
ose e metais 
omo ferro, zin
o e 
obre. Quando a quantidade de umnutriente essen
ial é limitada em um mi
roambiente espe
í�
o, a taxa de 
res
imentode uma dada população é 
ontrolada por sua habilidade em 
ompetir por esse nutriente[49℄. Por outro lado, o oxigênio é um exemplo de nutriente na 
lasse não-essen
ial, pois,apesar de ser um fator limitante para muitas funções 
elulares, in
luindo diferen
ia-ção, respiração e trabalho me
âni
o, não restringe de forma signi�
ativa a proliferação
elular. Estes 
ampos de nutrientes obede
em às equações
∂φk(~x, t)

∂t
= Dk∇2φk(~x, t) − γφk(~x, t)σn(~x, t) − λkγφk(~x, t)σc(~x, t) (3.1)nas quais Dk representa o 
oe�
iente de difusão dos nutrientes, o segundo termo estárela
ionado ao 
onsumo de nutrientes pelas 
élulas normais e o ter
eiro ao 
onsumo denutrientes pelas 
élulas 
an
erosas, que difere do 
onsumo pelas normais por fatores

λk. Assumimos D1 = D2 por simpli
idade.Esses 
ampos satisfazem 
ondições de 
ontorno periódi
as na direção paralela ao
apilar. As 
ondições φ1(y = 0) = φ1,0 e φ2(y = 0) = φ2,0 foram adotadas representandoo suprimento �xo de nutrientes pelo vaso 
apilar; na borda do te
ido foram impostas
ondições de Neumann (�uxo nulo). Para es
rever as equações anteriores em umaforma mais simples, as seguintes variáveis adimensionais são de�nidas
t′ =

Dt

∆2
, ~x′ =

~x

∆
, φ′

k =
φk

φk,0
e α = ∆

√

γ

D
(3.2)1A teoria 
lonal do 
ân
er propõe que a maioria dos tumores, se não todos, se origina de uma úni
a
élula.
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ulares

Figura 3.2: Con
entração de nutrientes na ausên
ia de 
élulas 
an
erosas em funçãoda distân
ia ao 
apilar para um te
ido de tamanho L = 500.A equação 3.1 pode então ser rees
rita, omitindo os apóstrofes, 
omo
∂φk

∂t
= ∇2φk − α2φkσn − λkα

2φkσc (3.3)A 
ondição de 
ontorno no vaso 
apilar torna-se φ1(y = 0) = φ2(y = 0) = 1 e o valor
∆ = 1 é de�nido. As soluções analíti
as para a 
on
entração de nutrientes na ausên
iade 
élulas 
an
erosas são mostradas na �gura 3.2. Pode-se notar que o parâmetro αdetermina a quantidade ini
ial de nutrientes no te
ido.Dinâmi
a 
elularCada 
élula 
an
erosa, aleatoriamente es
olhida, pode exe
utar uma das trêsações:

• DivisãoA 
élula pode dividir-se por mitose 
om probabilidade
Pdiv(~x) = 1 − exp

[

−
(

φ1(~x)

σc(~x)θdiv

)2
]

, (3.4)em que o parâmetro θdiv 
ontrola a forma de Pdiv. Note que a probabilidadede divisão depende somente da quantidade de nutrientes essen
iais por 
élula
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an
erosa no sítio. Quando uma 
élula se divide, a sua posição no tumor iráde�nir a posição da 
élula-�lha:� se a 
élula estiver no interior do tumor, sua �lha permane
e no mesmo sítioque ela;� se ela estiver na borda do tumor, sua �lha irá o
upar ao a
aso um dos seussítios vizinhos o
upados por uma 
élula normal ou ne
róti
a.
• MigraçãoA probabilidade de migração é dada por

Pmov(~x) = 1 − exp

[

−σc(~x)

(

φ2(~x)

θmov

)2
] (3.5)Note que Pmov depende da 
on
entração de nutrientes não-essen
iais φ2 e aumenta
om a população lo
al de 
élulas 
an
erosas. O parâmetro θmov 
ontrola a formade Pmov. A nova posição da 
élula irá depender de sua posição atual e do númerode 
élulas 
an
erosas ali presente.� se a 
élula estiver dentro do tumor, ela se move para um dos sítios vizinhoses
olhido ao a
aso.� se ela estiver na borda do tumor e não houver outra 
élula 
an
erosa nomesmo sítio que ela, ela se move tro
ando de posição 
om a 
élula normalou ne
róti
a do sítio vizinho aleatoriamente es
olhido.� se a 
élula está na borda do tumor e existem outras 
élulas 
an
erosas nomesmo sítio que ela, ela o
upa o sítio de uma de suas primeiras vizinhasnormais ou ne
róti
as, que irá desapare
er.

• MorteCélulas 
an
erosas morrem 
om probabilidade
Pdel(~x) = exp

[

−
(

φ2(~x)

σc(~x)θdel

)2
]

. (3.6)Assim, σc(~x) → σc(~x)− 1. Observe que a probabilidade de morte é determinadapela 
on
entração de nutrientes não-essen
iais φ2 por 
élula 
an
erosa no sítio da
élula 
onsiderada.
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ala para 
res
imento de tumores avas
ularesAs formas fun
ionais das probabilidades Pdiv e Pmov apresentam o 
omporta-mento mostrado na �gura 3.3(a) e Pdel é mostrado na �gura 3.3(b). A forma sigmoidaldessas probabilidades foi es
olhida de modo que 
onsiderasse alguns aspe
tos gerais dabiologia do 
ân
er. Por exemplo, em uma situação de es
assez de nutrientes, a pro-babilidade de divisão aumenta rapidamente 
om o aumento da disponibilidade dessesnutrientes. Entretanto, essa probabilidade tende a saturar em um valor dependentede thetadiv quando há uma 
on
entração alta de nutrientes por 
élula. Ou seja, se omi
roambiente tem uma quantidade grande de nutrientes, maior do que a ne
essáriapara a repli
ação 
elular, aumentar essa quantidade não deve alterar a probabilidade deque a 
élula divida. Outras formas fun
ionais 
om 
omportamento semelhante foramtestadas e o modelo é robusto à forma espe
í�
a das probabilidades.
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Figura 3.3: Comportamento das probabilidades Pdiv e Pmov em (a) e Pdel em (b) paradiferentes valores do parâmetro θ.
As regras para a dinâmi
a 
elular usadas nesse modelo 
onsideram que, emregiões onde há uma alta densidade de 
élulas e um suprimento de nutrientes viadifusão es
asso, a divisão 
elular é inibida e, ao mesmo tempo, a probabilidade demorte 
elular (ne
rose) aumenta. Os parâmetros θdiv, θmov e θdel, que 
ara
terizama resposta das 
élulas a 
on
entração de nutrientes e envolvem pro
essos genéti
ose metabóli
os 
omplexos, não podem ser determinados diretamente de experimentosbiológi
os e ainda são um problema aberto, ao 
ontrário dos parâmetros α, λ1 e λ2,que podem ser mais fa
ilmente estimados.



3.3 Algoritmo e estimativa de parâmetros 253.3 Algoritmo e estimativa de parâmetrosA 
ada passo de tempo t, o sistema de equações 3.3 é resolvido numeri
amente noestado esta
ionário (∂φ1/∂t = ∂φ2/∂t = 0) através do método de relaxação de Gauss-Siedel-Newton2. Determinada a 
on
entração de nutrientes, Nc(t) 
élulas 
an
erosassão sele
ionadas sequen
ialmente ao a
aso 
om a mesma probabilidade, em que Nc(t)é o número total dessas 
élulas no passo de tempo t. Para 
ada uma delas, umatentativa de ação (divisão, migração ou morte) é aleatoriamente es
olhida 
om igualprobabilidade e o tempo é in
rementado em ∆t = 1/Nc(t). A ação sele
ionada seráimplementada, ou não, de a
ordo 
om as probalidades 
orrespondentes determinadaspelas equações 3.4, 3.5 e 3.6. Ao �nal dessa seqüên
ia de Nc(t) tentativas, 
omeça umnovo passo de tempo e todo o pro
edimento (solução das equações de difusão e apli
açãoda dinâmi
a 
elular) é iterado. As simulações terminam se alguma 
élula tumoralal
ança o vaso 
apilar ou a borda do te
ido. Foram usadas as soluções exatas para oestado esta
ionário das equações 3.3 em t = 0, quando não há 
élulas 
an
erosas. Oalgoritmo deste modelo é mostrado em detalhes em um diagrama de blo
os no apêndi
eB. Em todas as simulações foram usadas redes 
om 500 × 500 sítios e 
omo oparâmetro de rede ∆ foi tomado 
omo o tamanho aproximado de uma 
élula típi
a(∼ 10µm), o sistema 
orresponde a um te
ido de 
er
a de 5mm × 5mm. A 
élula
an
erosa ini
ialmente inserida no te
ido normal é 
olo
ada a uma distân
ia de 300sítios do 
apilar.Assumindo que a fase de síntese de DNA do 
i
lo 
elular seja de aproximada-mente 11h [50℄, e 
omo há três ações possíveis para 
ada 
élula, uma 
élula pre
isaria,em média, de três passos de tempo para dividir-se. Logo, um passo de tempo nassimulações 
orresponde a 
er
a de 3 − 4 h. As estimativas para os demais parâmetrossão apresentadas na tabela 3.1. Note que para estimar os parâmetros rela
ionados aosnutrientes essen
iais (φ1) foram usados dados experimentais medidos para a gli
ose,enquanto para os nutrientes não-essen
iais foram usadas estimativas para o oxigênio(φ2). Entretanto, 
ada uma das equações para os nutrientes se refere a um grupo deles,e gli
ose e oxigênio foram usados 
omo exemplos para se estimar a ordem de grandezaaproximada dos parâmetros do modelo.2No apêndi
e podem ser en
ontrados detalhes sobre a resolução das equações diferen
iais.



26 Modelo multies
ala para 
res
imento de tumores avas
ularesTabela 3.1: Estimativas dos valores dos parâmetros usados no modelo.Parâmetro Des
rição Estimativa
∆t Passo de tempo do modelo 3 − 4h

∆ Diâmetro de uma 
élula típi
a ∼ 10µm [51℄
D1 Difusão de gli
ose no te
ido 9, 1 × 10−5cm2/s [52℄
D2 Difusão de oxigênio no te
ido 1, 3 × 10−5cm2/s [52℄
γ Taxa de 
onsumo de gli
ose 10−5s−1 [53℄Taxa de 
onsumo de oxigênio 9, 4 × 10−2s−1 [53℄
λ1 Consumo aumentado de gli
ose 10 [51℄por 
élulas 
an
erosas
φ1,0 Con
entração de gli
ose no 
apilar 6, 7mM − 9, 9mM [54℄
φ2,0 Con
entração de oxigênio no 
apilar 0, 0695mM [55℄
α ∆

√

(γ/D) 3 × 10−4 (γ e D da gli
ose)
3 × 10−2 (γ e D do oxigênio)3.4 Resultados e dis
ussãoOmodelo gera morfologias bastante semelhantes às observadas em tumores reais,
omo pode ser visto na �gura 3.4. Nela, são mostrados padrões histológi
os de tumoresem 
ães e os padrões 
orrespondentes obtidos pelo modelo para diferentes 
onjuntosde parâmetros.Para eviden
iar o papel de alguns parâmetros na morfologia do tumor, são mos-trados na �gura 3.5 os padrões obtidos em redes 
om 500×500 sítios em função do fator

λ1, que representa a maior a�nidade das 
élulas 
an
erosas por nutrientes essen
iaispara mitose e da taxa de 
onsumo de nutrientes α pelas 
élulas normais. O vaso 
apilarestá na borda inferior de 
ada �gura e as regiões mais es
uras representam populaçõesmaiores de 
élulas 
an
erosas. Observe que em alguns padrões o �
aroço ne
róti
o�3tipi
amente observado em tumores é evidente. Essa �gura reproduz �elmente os resul-tados da referên
ia [6℄. Note que os valores de α utilizados são da ordem de 10−3, oque é um valor intermediário entre os valores 
al
ulados para a gli
ose (3 × 10−4) e ooxigênio (3 × 10−2).3O �
aroço ne
róti
o� 
orresponde a região mais interna do tumor 
om 
élulas mortas devido àes
assez de nutrientes e a
úmulo de resíduos tóxi
os do metabolismo.
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Figura 3.4: Comparação entre algumas morfologias 
omumente observadas em tumo-res e os padrões gerados por meio deste modelo. (a) Padrão papilar de um papilomaes
amoso; (
) 
ar
inoma baso
elular 
ompa
to; (e) padrão difuso de um plasmo
itomae (g) �lamentos 
elulares típi
os de um tri
oblastoma. Todos esses padrões histológi
osforam obtidos de 
ães. Os padrões 
orrespondentes simulados pelo modelo são mos-trados em (b), (d), (f) e (h), respe
tivamente. Esta �gura foi extraída da referên
ia[6℄.



28 Modelo multies
ala para 
res
imento de tumores avas
ularesO 
onsumo de nutrientes por 
élulas normais e 
an
erosas, 
ontrolado pelosparâmetros α, λ1 e λ2, tem um papel 
entral na determinação da morfologia. Parapequenos valores desses parâmetros, 
orrespondendo a 
ondições de 
res
imento em que
élulas individuais requerem um baixo suprimento de nutrientes, os padrões tendem aser 
ompa
tos e 
ir
ulares. Entretanto, se a taxa de repli
ação das 
élulas é pequenadevido à grande quantidade de nutrientes ne
essária à divisão 
elular, o tumor assumemorfologias papilares. Se as taxas de 
onsumo de nutrientes são muito altas, sãoobservados apenas tumores papilares e, para baixa taxa de divisão 
elular, esses padrõesgradativamente se transformam em �lamentos �nos de 
élulas.

Figura 3.5: Padrões obtidos em uma rede 500 × 500, mostrados em função da taxade 
onsumo de nutrientes α para 
élulas normais e do fator multipli
ativo λ1 para ataxa de 
onsumo pelas 
élulas 
an
erosas dos nutrientes essen
iais para mitose. Osoutros parâmetros foram �xados em λ2 = 10, θdiv = 0, 3 e θdel = 0, 01. Os padrões sãomostrados em es
ala de 
inza no qual as regiões mais es
uras representam populações
elulares maiores.Além disso, quanto menores os valores de α e λ1, maior a fração de 
élulasne
róti
as para θdel �xo. Em parti
ular, essa fração é menor para padrões papilares do



3.5 Con
lusões 29que para padrões 
ompa
tos, sugerindo que a morfologia ótima para 
res
imento sobforte privação de nutrientes é fra
tal. Finalmente, quanto maior a taxa de migração
elular, mais homogêneos são os padrões, mais rápido é o 
res
imento do tumor e menora fração de 
élulas ne
róti
as.Outros resultados interessantes foram obtidos desse modelo, mas foram omiti-dos por não estarem diretamente rela
ionados ao es
opo dessa tese. Por exemplo, onúmero total de 
élulas 
an
erosas, o raio de giração e o número de 
élulas na borda dotumor são des
ritos por 
urvas de Gompertz. Entretanto, os valores dos expoentes sãodiferentes nas morfologias 
ompa
ta, papilar e difusa. Enquanto os expoentes obtidospara o tumor 
ompa
to indi
am padrões efetivos 
ir
ulares e não-fra
tais, para padrõespapilares os expoentes indi
am uma morfologia fra
tal para o tumor.3.5 Con
lusõesOmodelo multies
ala para 
res
imento de tumores avas
ulares proposto por Fer-reira et al. [6℄ foi apresentado e as prin
ipais morfologias obtidas pelo modelo forammostradas. Os padrões típi
os podem variar de 
ompa
tos a papilares, e a morfologiaé determinada prin
ipalmente pelas taxas de 
onsumo de nutrientes pelas 
élulas. Ospadrões simulados reproduzem uma das prin
ipais 
ara
terísti
as de tumores avas
u-lares, que é a estrutura em 
amadas devido a disponibilidade de nutrientes. No 
entrodo tumor, há a formação de um 
aroço ne
róti
o de 
élulas 
an
erosas mortas devidoà es
assez de nutrientes, na borda do tumor uma 
amada de 
élulas tumorais em pro-liferação e, entre essas duas 
amadas, uma região intermediária de 
élulas quies
entes.Uma das maiores 
ontribuições desse modelo é a 
onexão das equações de difusãoma
ros
ópi
as para os nutrientes 
om as respostas e interações 
elulas por meio de ummodelo 
inéti
o 
elular efetivo. De fato, as probabilidades lo
ais des
revem de modoesto
ásti
o os pro
essos dinâmi
os que o
orrem em populações 
elulares 
omo respostaaos 
ampos de difusão de nutrientes.



Capítulo 4
Modelo para viroterapia on
olíti
a -Des
rição 
ontínua dos vírus

Nesse 
apítulo será investigado um modelo multies
ala para viroterapia do 
ân-
er [7℄. Foram 
onsiderados tumores 
ompa
tos 
ujas 
élulas podem se dividir oumorrer de a
ordo 
om as mesmas regras esto
ásti
as apresentadas no 
apítulo 3. Aprobabilidade de migração foi tomada 
omo zero, e nosso estudo será restrito a tumoressólidos. Por simpli
idade, 
onsideramos apenas um tipo de nutriente. Uma vez injeta-dos os vírus, 
ada 
élula 
an
erosa poderá ser infe
tada 
om uma dada probabilidade e,uma vez infe
tada, está fadada a morrer por lise, liberando vírus no mi
roambiente da
élula lisada e ampli�
ando a dose viral lo
al. Este trabalho foi publi
ado no periódi
oCan
er Resear
h [7℄ e, do ponto de vista 
líni
o, nossos resultados indi
am que, paraerradi
ar um tumor sólido 
ujas 
élulas apresentam baixa mobilidade, são ne
essáriasuma forte supressão da resposta imune e vírus 
om alta mobilidade intratumoral. Alémdisso, devido a natureza dis
reta e esto
ásti
a das 
élulas e de suas respostas, foi pre-dito um intervalo ótimo para a 
itotoxidade viral, uma vez que a viroterapia falha seo vírus on
olíti
o demanda um tempo muito 
urto ou muito longo para matar uma
élula tumoral.4.1 Cenário atualUma das estratégias mais promissoras no 
ombate ao 
ân
er é a viroterapiaon
olíti
a, que se baseia em vírus que ata
am seletivamente 
élulas 
an
erosas. Re
en-temente, vários modelos matemáti
os tem sido propostos para entender as interações30
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as 
omplexas e os 
enários que emergem dessa nova terapia. Os primeiros mo-delos, propostos por Wu et al. [56, 57℄ e Wodarz [58, 59℄, são abordagens via equaçõesdiferen
iais e propõem que o resultado da terapia é determinado pelas interações entre
élulas tumorais e vírus e que a taxa de morte das 
élulas infe
tadas é um parâmetro
have para o su
esso terapêuti
o. Outros trabalhos propuseram diferentes abordagens
om equações diferen
iais [60, 61℄, e Ferreira et al. [38℄ apresentaram uma des
riçãomulties
ala da viroterapia on
olíti
a. Um resultado importante obtido por Ferreiraet al. foi o 
omportamento os
ilatório das populações de vírus e 
élulas 
an
erosas.Diferentemente das os
ilações amorte
idas e espa
ialmente uniformes obtidas por Wuet al [57℄, no modelo de Ferreira et al. as populações de vírus e de 
élulas 
an
erosasexibem os
ilações 
om amplitudes 
res
entes. Padrões 
om regiões ne
róti
as entre asfrentes de expansão das 
élulas 
an
erosas infe
tadas foram mostrados e 
omparados
om padrões histológi
os obtidos por Heise et al. [62℄.4.2 Modelo para viroterapia

Figura 4.1: Neste modelo, 
ada 
élula 
an
erosa não-infe
tada pode dividir, morrer ouser infe
tada. A probabilidade de migração é nula, o que é uma boa aproximação ostumores sólidos 
onsiderados2. As infe
tadas, por sua vez, podem apenas morrer porlise. Após a lise, vírus são liberados na região da 
élula lisada. Vírus livres difundemna rede e são eliminados a uma taxa 
onstante γv.Na �gura 4.1 são mostrados os agentes e pro
essos envolvidos no modelo emes
alas de tempo e 
omprimento distintas. Consideramos o proto
olo de uma úni
aadministração intratumoral dos vírus quando o tumor atinge N0 
élulas. Esta injeção



32 Modelo para viroterapia on
olíti
a - Des
rição 
ontínua dos vírus
orresponde a suprir todo o tumor 
om uma 
on
entração uniforme v0 de vírus. Essepro
edimento é amplamente usado em experimentos in vitro, pois permite uma melhoranálise da ação dos vírus on
olíti
os.As dimensões dos vírus são muito pequenas se 
omparadas às de uma 
élulatípi
a. Por exemplo, adenovírus, que são vírus on
olíti
os tipi
amente usados, têmdimensões da ordem de 70− 90nm, enquanto uma 
élula típi
a têm diâmetro de apro-ximadamente 10µm [34℄. Além disso, são 
onsiderados vírus altamente repli
ativos.Logo, a quantidade de vírus que pode o
upar um sítio é muito grande. Por isso, osvírus são tratados 
omo um 
ampo 
ontínuo e não 
omo partí
ulas 
om 
aráter dis-
reto. O efeito de vírus dis
retos será analisado no 
apítulo 5. A 
onstante de difusãodos vírus (∼ 10−8cm2/s [63℄) é muito maior que a das 
élulas (∼ 10−10cm2/s [64℄; noentanto, é muito menor que o 
oe�
iente de difusão dos nutrientes (∼ 10−5cm2/s [52℄).Portanto, justi�
a-se 
onsiderar as soluções não-esta
ionárias3 da equação quedes
reve a evolução temporal da 
on
entração de vírus
∂v

∂t
= Dvirus∇2v − Γvv (4.1)em que Dvirus é a 
onstante de difusão do vírus e Γv a sua taxa de eliminação. Noteque o parâmetro Γv pode ser 
onsiderado uma primeira aproximação para a ação dosistema imune sobre os vírus. Nessa equação, �zemos a seguinte mudança de variáveis:

x′ =
x

∆
, t′ =

t

δt
e v′ =

v

V
(4.2)em que ∆ = 10µm é o espaçamento de rede, o parâmetro δt foi de�nido 
omo δt =

4 × 10−2h e V 
orresponde a 
on
entração de vírus administrada. Portanto, omitindoos apóstrofes por simpli
idade, a equação 4.1 pode ser rees
rita 
omo
∂v

∂t
= Dv∇2v − γvv (4.3)em que os parâmetros adimensionais são de�nidos por

Dv =
δtDvirus

∆2
e γv = Γv × δt (4.4)Foram impostas 
ondições de 
ontorno periódi
as ao longo do eixo y, reduzindo efeitosde tamanho �nito, e 
ondições de Neumann (∂v/∂x = 0) na borda do te
ido e no
apilar, que impedem que os vírus es
apem do te
ido.3Ou seja, a equação dis
retizada para a difusão dos vírus será iterada um número determinado devezes, e não até o estado quase-esta
ionário.



4.3 Algoritmo e estimativa dos parâmetros 33Células 
an
erosas são infe
tadas 
om probabilidade
Pinf (~x) = 1 − exp

[

−
(

v(~x)

σc(~x)θinf

)2
]

, (4.5)e a infe
ção das 
élulas normais é negligen
iada, pois assumimos seletividade perfeita,ou seja, os vírus são 
apazes de infe
tar somente as 
élulas 
an
erosas. Essa apro-ximação é razoável, uma vez que o índi
e terapêuti
o da viroterapia pode 
hegar a
104 : 1, ou seja, para 
ada 104 
élulas 
an
erosas mortas, apenas uma normal tambémmorre [65℄. Enquanto uma 
élula 
an
erosa não infe
tada pode dividir-se, morrer ouser infe
tada, uma 
élula infe
tada pode apenas morrer por lise 
om probabilidade

Plise(~x) = 1 − exp

(

−Tinf

Tl

) (4.6)que está rela
ionada a razão entre o tempo desde a infe
ção, Tinf , e o período 
ara
-terísti
o para lise 
elular, Tl. A lise de 
ada 
élula infe
tada libera uma 
on
entração
v0 de vírus no meio extra
elular. Uma fração aleatória desses vírus será igualmentedistribuída entre os vizinhos mais próximos da 
élula morta e a fração restante perma-ne
e no sítio desta 
élula. Desse modo, uma distribuição lo
al mais realista dos vírusre
ém-liberados é usada nas próximas ações 
elulares, uma vez que eles já se espalha-ram em torno do sítio da 
élula que sofreu lise. Assumimos que 
élulas infe
tadas nãopodem dividir-se, nem migrar lo
almente, pois os vírus 
ontrolam a maquinaria 
elularpara sua própria repli
ação. Além disso, o modelo não 
onsidera a morte das 
élulasinfe
tadas por falta de nutrientes ou pelo sistema imune. Uma vez infe
tada, a 
élula
an
erosa morrerá apenas por lise. Essa aproximação é razoável se o tempo 
ara
terís-ti
o para a lise for su�
ientemente pequeno e se o sistema imune estiver severamentesuprimido. Para os dados experimentais utilizados nesse trabalho essas duas 
ondiçõessão satisfeitas. Os efeitos das respostas imunes inata e adaptativa sobre os vírus livrese sobre as 
élulas infe
tadas são 
onsiderados no 
apítulo 6.4.3 Algoritmo e estimativa dos parâmetrosAs simulações são implementadas 
omo segue. A 
ada passo de tempo, a equa-ção 3.3 para um tipo de nutriente é numeri
amente resolvida no estado esta
ionário,
omo no modelo apresentado no 
apítulo 3. Então, Nc(t) 
élulas 
an
erosas são se-quen
ialmente sele
ionadas ao a
aso 
om igual probabilidade. Para 
ada uma delas,



34 Modelo para viroterapia on
olíti
a - Des
rição 
ontínua dos vírusuma ação tentativa (lise, se for uma 
élula infe
tada e divisão, infe
ção ou morte 
aso
ontrário) é aleatoriamente es
olhida 
om igual probabilidade e o tempo é in
remen-tado por t = 1/Nc(t). A 
élula exe
utará ou não a ação sele
ionada de a
ordo 
omas 
orrespondentes probabilidades determinadas pelas equações 3.4,3.6,4.5 e 4.6. Se aação sele
ionada é a lise da 
élula infe
tada, um número aleatório uniformemente es
o-lhido z ∈ [0, 1) é gerado e zv0 novos vírus são introduzidos no sítio da 
élula que sofreulise. Os outros (1 − z)v0 vírus são igualmente distribuídos entre os primeiros vizinhosda 
élula lisada. Ao �nal desta sequên
ia de Nc tentativas, a equação 4.1 é iterada
100 vezes. Então, um novo passo de tempo 
omeça e todo o pro
edimento (solução daequação de difusão dos nutrientes, apli
ação da dinâmi
a 
elular e difusão dos vírus)é iterado. As simulações são interrompidas se alguma 
élula tumoral al
ança o vaso
apilar ou a borda do te
ido ou se o tumor é erradi
ado. O algoritmo deste modelo émostrado em um diagrama de blo
os no apêndi
e B.Em todas as simulações, o te
ido é representado por uma rede quadrada de ta-manho linear L = 500 e 
onstante de rede 10µm, e 
ada passo de tempo nas simulações
orresponde a 4−5h. Os parâmetros θdiv = 0, 3, θdel = 0, 03 e α = 0, 004 foram �xadospara gerar padrões tumorais 
ompa
tos na ausên
ia de tratamento. Por outro lado,os parâmetros 
ontrolando a viroterapia (Dv, γv, θinf e Tl) foram variados. A terapia
omeça quando o tumor 
ompa
to possui 104 
élulas, o que 
orresponde a um tumorde 
er
a de 1, 5mm de diâmetro.A quantidade v0 de vírus liberada quando o
orre a lise é um parâmetro 
onhe
idobiologi
amente e varia de a
ordo 
om o tipo de vírus e 
om o tipo de 
élula. Na injeçãoviral, uma 
on
entração V de vírus é administrada ao tumor e es
olhemos v0 = V = 1.Ou seja, estamos assumindo vírus on
olíti
os 
om alto poten
ial repli
ativo, uma vezque a 
ada lise é liberada a mesma quantidade de vírus injetada no tumor. Para vírusselvagens (não-modi�
ados) essa é uma boa aproximação. Por exemplo, adenovírustipo 2 selvagens são 
apazes de produzir de 4 × 103 a 104 vírus por 
élula 36 − 48hapós a infe
ção [66℄. Entretanto, esse valor pode ser muito menor para agentes viraismodi�
ados.Como de�nimos que δt = 4 × 10−2h, 
ada iteração da equação 4.3 dis
retizadaequivale a um intervalo de tempo de 4× 10−2h. Uma vez que 
ada passo de tempo nomodelo 
orresponde a∼ 4h, a equação 4.3 dis
retizada deve ser iterada 100 vezes a 
adapasso de tempo. A 
onstante de difusão dos adenovírus é da ordem de 10−2mm2/h [63℄,e a difusão efetiva de vírus da herpes simplex (HSV) em tumores 
om alta 
on
entraçãode 
olágeno pode ser estimada em 10−4mm2/h [67℄.Logo, o parâmetro rela
ionado à



4.4 Resultados e dis
ussão 35Tabela 4.1: Estimativas dos valores dos parâmetros usados no modelo.Parâmetro Des
rição Estimativa
Γv Taxa de remoção dos vírus 2, 5 × 10−2h−1 [61℄

Dvirus Constante de difusão de vírus 10−2mm2s−1 (Adenovírus) [63℄
Tl Tempo de vida médio de uma ∼ 18h [61℄,
élula tumoral infe
tada 2 dias [57℄, ∼ 40h [68℄Prob. de um vírus on
olíti
o infe
tar ∼ 70% [61℄uma 
élula tumoraldifusão viral

Dv =
δtDvirus

∆2
=

4 × 10−2Dvirus

10−4
∼ 102Dvirus, (4.7)em que Dvirus é dado em mm2h−1. Logo, Dv pode assumir valores no intervalo Dv ∈

[10−2, 1].O valor da taxa de eliminação dos vírus Γv foi ajustado para 
on
ordar 
om aestimativa de Friedman et al. [61℄, que assumem 2, 5 × 10−2h−1. Finalmente, o tempo
ara
terísti
o para a lise das 
élulas infe
tadas é um parâmetro altamente variável dea
ordo 
om o tipo de vírus on
olíti
o utilizado. Por exemplo, para o viírus da herpessimplex (hrR3) infe
tando gliomas ele é da ordem de 18h, enquanto estimativas parao adenovírus geneti
amente modi�
ado ONYX-15 sugerem 
er
a de 2 dias. Portanto,serão usados valores de Tl entre 2 (que 
orresponde a 8h) e 32 (
er
a de 5 dias).O úni
o parâmetro rela
ionado à viroterapia que não pode ser diretamente de-terminado a partir de experimentos é o θinf , rela
ionado à e�
á
ia do vírus em infe
tar
élulas 
an
erosas. No entanto, sabe-se que a probabilidade de uma 
élula estar in-fe
tada após a administração de vírus on
olíti
os em 
ultura é da ordem de 70% [61℄.Logo θinf pode ser ajustado para forne
er valores 
oerentes 
om essa estimativa.4.4 Resultados e dis
ussãoPara restringir nosso estudo aos tumores sólidos, manteremos �xos os parâme-tros que 
ontrolam a forma do tumor (α = 4 × 10−3, θdiv = 3× 10−1, θdel = 3 × 10−2).Casos típi
os observados na evolução temporal do número de 
élulas 
an
erosas e das
on
entrações de vírus em toda a rede são mostrados na �gura 4.2. É importantedesta
ar que 
ada 
omportamento é de�nido não apenas pelo 
onjunto de parâme-tros usados. A 
omponente esto
ásti
a é fundamental. Outras simulações usando os



36 Modelo para viroterapia on
olíti
a - Des
rição 
ontínua dos vírusmesmos parâmetros apresentados na �gura 4.2 podem apresentar resultados diferentes.

Figura 4.2: Evolução temporal do número total de 
élulas 
an
erosas (Nc) e da 
on
en-tração total de vírus 
om infe
tividade viral �xa (θinf = 3 × 10−2) e taxa de remoçãodos vírus γv = 10−2. Uma úni
a injeção viral é administrada no instante de tempoindi
ado pela seta. Os seguintes parâmetros foram usados: Dv = 0, 7 e Tl = 4, erra-di
ação do tumor (a); Dv = 0, 2 e Tl = 2, 
res
imento os
ilatório (b); e Dv = 0, 9 e
Tl = 32, 
res
imento exponen
ial (
).Foram observados três tipos de 
omportamento: extinção do tumor logo após aadministração dos vírus (
omportamento S); redução da taxa de 
res
imento tumoral,
om 
omportamento os
ilatório e 
oexistên
ia de vírus e 
élulas tumorais (C) e o fra-
asso da terapia, quando Nc volta a 
res
er exponen
ialmente mesmo após a terapia(F). Uma 
oexistên
ia entre as populações do vírus on
olíti
o MV-CEA e 
élulas tu-morais equivalente ao 
omportamento C foi observada em enxertos de 
ân
er de ovárioem 
amundongos por Peng et al. [69℄. Devido à 
oexistên
ia entre vírus e 
élulastumorais, uma redução signi�
ativa na taxa de 
res
imento do tumor foi observada,o que resultou em um aumento da sobrevivên
ia dos 
amundongos. Neste trabalhoos autores mostraram que esse 
omportamento era observado para todas as dosagensadministradas (103 − 108 TCID50).Pode-se ressaltar que as defasagens entre as os
ilações das duas populações estãorela
ionadas ao tempo de lise. Note que o problema pode ser visto 
omo um tipo desistema presa-predador envolvendo as populações de 
élulas 
an
erosas e de vírus.A evolução da distribuição espa
ial da população de 
élulas 
an
erosas pode sera
ompanhada na �gura 4.3, em que um 
aso típi
o do 
omportamento C é mostrado.Nessa simulação foram usados os parâmetros Dv = 0, 2, γv = 10−2, θinf = 3 × 10−2 e
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Tl = 2. Portanto, a onda de infe
ção se propaga lentamente e as 
élulas tumorais quenão são infe
tadas podem se reproduzir mais frequentemente, uma vez que 
omo hápou
as 
élulas a disponibilidade de nutrientes é maior. Pode-se observar na �gura 4.3que as ondas de infe
ção não são su�
ientemente fortes e/ou freqüentes para eliminar otumor. Apesar do número de 
élulas 
an
erosas aumentar mais lentamente do que naausên
ia da viroterapia, as 
élulas espalham-se aumentando a área do te
ido invadidapelo tumor.

Figura 4.3: No 
anto superior à esquerda, o tumor é mostrado imediatamente antesda injeção viral e em seguida, o tumor é mostrado a 
ada três passos de tempo (daesquerda para a direita, de 
ima para baixo). Apenas as 
élulas tumorais são mostradas.Pode-se visualizar as su
essivas ondas de infe
ção que, nesse 
aso em parti
ular, nãosão su�
ientemente e�
azes para eliminar o tumor (
omportamento C).Uma vez que o sistema (
ân
er e vírus on
olíti
o) tem uma dinâmi
a extrema-mente sensível às �utuações esto
ásti
as de suas populações mesmo para um 
onjunto�xo de parâmetros dos modelos, nosso objetivo 
entral é 
ara
terizar os 
omportamen-tos dominantes em função dos parâmetros γv, θinf , Tl e Dv.
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C(f) Tl = 8,θinf = 10−1Figura 4.4: Comportamento dominante para 
ada 
onjunto de parâmetros. Nas regiõesmar
adas 
om S, o tumor é erradi
ado; em C, o tumor permane
e 
res
endo de modoos
ilatório a uma taxa reduzida, enquanto em F o 
res
imento tumoral é monot�ni
o.Estes resultados foram obtidos 
onsiderando médias sobre 5 amostras, por isso elesapenas sugerem os valores de γv e θinf que apresentam 
omportamento não-trivial eque mere
em ser estudados 
om uma amostragem maior.
Para γv > 3×10−2 e θinf = 3×10−2 ou θinf = 0, 1 a terapia nun
a tem su
esso,ou seja, a probabilidade de o
orrer o 
omportamento F é de 100%, 
omo pode servisto na �gura 4.4. Entretanto, para γv = 10−2 o resultado da terapia depende de

θinf , bem 
omo do tempo 
ara
terísti
o para lise Tl. Convém ressaltar que quantomenor o valor de θinf , maior a probabilidade do vírus infe
tar uma 
élula 
an
erosa.Se supomos que a 
on
entração de vírus por 
élula 
an
erosa v/σc ∼ 10−1, então
θinf = 10−1 impli
a em uma probabilidade de infe
ção de aproximadamente 63%,enquanto θinf = 3×10−2 
orresponde a um vírus 
apaz de infe
tar uma 
élula 
an
erosa
om 99% de probabilidade. Logo, a probabilidade de su
esso da terapia é provavelmentemaior para valores mais baixos de θinf . Se γv = 10−2 e θinf = 10−1, o tratamento
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ussão 39também fra
assa, mas a 
o-existên
ia entre vírus e tumor emerge 
omo 
omportamentodominante dependendo da difusão viral, 
omo mostrado nas �guras 4.4(d)-(f). Entãoestaremos interessados em um proto
olo mais agressivo, que seja 
apaz de erradi
ar otumor. Por exemplo, a região γv = 10−2 e θinf = 3 × 10−2 exibe tanto su
esso quantofra
asso terapêuti
o, determinados pela difusão viral e pelo tempo de lise.Para γv = 5 × 10−3 a terapia tem su
esso na maioria dos 
asos, fra
assandoapenas quando Dv é menor que 0.3 e θinf > 7× 10−2. Esse resultado pode ser visto na�gura 4.5(a). Note que está sendo usado um valor muito baixo para a taxa de retiradade vírus, o que impli
a em uma forte supressão da resposta imune.
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(b) γv = 10−2,Tl = 8Figura 4.5: Comportamento dominante para 
ada 
onjunto de parâmetros, 
onside-rando médias sobre 
omportamentos de 5 amostras. Estes resultados apenas sugeremas ordens de grandeza adequadas dos parâmetros γv e θinfPortanto, uma vez que para γv > 3 × 10−2 a terapia fra
assa, e para γv <

5 × 10−3 o tumor é erradi
ado na maioria dos 
asos, a região de interesse será emtorno de γv = 10−2. Para γv = 10−2 e θinf > 3 × 10−2 o tumor 
res
e de modoos
ilatório (
omportamento C) na maioria dos 
asos, independente do valor de difusãodos vírus usado, 
omo pode ser visto na �gura 4.5(b). Entretanto, para γv = 10−2 e
θinf = 3 × 10−2, o resultado da terapia depende da difusão viral Dv.Pode-se ver na �gura 4.6, na qual os parâmetros γv = 10−2 e θinf = 3 × 10−2foram mantidos �xos, que nesse 
aso o resultado da terapia depende não apenas dadifusão dos vírus, mas também do seu tempo 
ara
terísti
o para lise. Neste 
aso, assu-mimos um vírus altamente e�
iente em infe
tar seus alvos, uma vez que a probabilidadede infe
ção é ∼ 99%. Na �gura 4.6 pode-se ver que a região de maior probabilidade desu
esso se 
on
entra para valores intermediários de Tl, desde que a taxa de difusão dos



40 Modelo para viroterapia on
olíti
a - Des
rição 
ontínua dos vírusvírus não seja su�
ientemente alta, a terapia é mais e�
iente se o tempo 
ara
terísti
opara a lise da 
élula 
an
erosa tiver um valor em uma região ótima.
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0,2 0,4 0,6 0,8 1Figura 4.6: Contornos no espaço de parâmetros asso
iados a diferentes respostas dotumor a uma terapia agressiva (γv = 10−2, θinf = 3×10−2). Nas regiões mar
adas 
omS, o tumor é erradi
ado; em C, o tumor permane
e 
res
endo de modo os
ilatório auma taxa reduzida, enquanto em F o 
res
imento tumoral é monot�ni
o. Foram usados
5 × 10 pontos no espaço de parâmetros e foram feitas 200 amostras. Cada simulaçãodura 500 passos de tempo, o que 
orresponde a aproximadamente 3 meses.Além de determinar o prognósti
o mais provável após a viroterapia, é relevantesaber as probabilidades para o
orrên
ia das outras respostas tumorais em 
ada regiãodo espaço de parâmetros. Para o tratamento agressivo que 
onsideramos aqui, essasprobabilidades são mostradas na �gura 4.7. Note que o su
esso da terapia nesse 
asorequer vírus que difundam rapidamente. Quanto mais rápidos os vírus, menores asrestrições sobre o tempo de lise que maximiza o su
esso da terapia.Entretanto, estimativas experimentais indi
am que os vírus on
olíti
os infe
tam
élulas 
an
erosas 
om uma probabilidade de aproximadamente 70%. Então 
onvéminvestigar um tratamento 
om vírus menos e�
ientes, mas tornando mais severa a su-pressão do sistema imune para que o tratamento tenha mais 
han
es de ser e�
az.Es
olhemos γv = 5 × 10−3 e θinf = 10−1, que 
orresponde a uma probabilidade deinfe
ção de aproximadamente 70%. Os resultados podem ser vistos na �gura 4.8.Como para essa �gura foi usado um número menor de amostras, se 
omparado ao dia-grama anterior, as fronteiras entre diferentes 
omportamentos não estão bem de�nidas.Pode-se observar que, para um tempo 
ara
terísti
o para lise �xo, o 
omportamentoos
ilatório da probabilidade de su
esso em função da 
onstante de difusão dos vírustambém o
orre.
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Figura 4.7: Probabilidades para erradi
ação do tumor (a), 
res
imento os
ilatório (b),e 
res
imento monot�ni
o (
) em função dos parâmetros Tl e Dv. Ambos γv = 10−2 e
θinf = 3 × 10−2 permane
eram �xos. As probabilidades foram 
al
uladas usando 200amostras para 
ada par (Tl, Dv).Comparando 
om o proto
olo anterior (�gura 4.6), o su
esso da terapia requeragora vírus que difundam mais rapidamente e que provoquem a lise em um tempomenor. Note que a região onde o 
omportamento S (su
esso da terapia) é dominante émenor se 
omparado ao proto
olo agressivo (�gura 4.6). Ou seja, mesmo aumentandoa supressão do sistema imune, esse proto
olo ainda é menos e�
az que o anterior. Issosugere que a bus
a por vírus mais e�
ientes em infe
tar seus alvos possibilita su
essoterapêuti
o 
om uma supressão menos severa da resposta imune, o que é vantajoso,uma vez que a supressão da resposta imune impli
a em ris
os para o pa
iente.Um problema 
entral no desenvolvimento de proto
olos terapêuti
os é a deter-minação dos parâmetros 
líni
os e/ou biológi
os pertinentes a 
ada problema. Nossomodelo sugere quais os parâmetros-
have que determinam o su
esso da viroterapia. A
onstante de difusão Dv dos vírus é um dos deles. Uma validação experimental seriapossível, por exemplo, variando-se a difusão efetiva dos vírus on
olíti
os apli
ados a
élulas tumorais in vitro. Isso poderia ser feito alterando a vis
osidade do meio de
ultura. Nesse 
aso é importante assegurar que a difusão dos nutrientes não seja alte-rada. Outra possibilidade é 
res
er as 
élulas em uma substân
ia 
hamada matrigel,que é uma versão sintéti
a da matriz extra
elular que envolve as 
élulas em te
idosreais. Provavelmente o tamanho dos poros dessa substân
ia é pequeno o su�
ientepara diminuir a difusão viral (e a migração 
elular) sem afetar a difusão de nutrientes.Portanto, diferentes densidades do matrigel estariam asso
iadas a diferentes 
onstan-
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rição 
ontínua dos vírustes de difusão dos vírus. Outro parâmetro importante para o resultado da terapia é operíodo 
ara
terísti
o para lise 
elular Tl, que pode ser variado usando vírus on
olíti
osdiferentes. Por exemplo, deletando a região E3 do genoma do Adenovírus é possívelaumentar sua velo
idade de repli
ação. É importante assegurar, nesse 
aso, que asalterações observadas estejam rela
ionadas apenas à variação do tempo de lise e não aoutros aspe
tos da mutação do vírus.
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ia do tempo 
ara
terísti
o de lise Tl e da 
onstante de difusão dosvírus Dv no 
omportamento dominante do sistema para γv = 5 × 10−3 e θinf = 10−1,mantidos �xos. Foram feitas médias sobre 40 simulações diferentes.Uma questão relevante é 
omo nossos resultados podem ser 
omparados aos ob-tidos de testes 
líni
os [34, 70℄. Mesmo administrados por via intratumoral, muitosvírus on
olíti
os 
omo adenovírus, vírus da herpes e reovírus em geral induzem ape-nas reduções transientes no tamanho do tumor [70℄. Por exemplo, uma úni
a injeçãointratumoral do vírus hrR3 em 
ar
inomas humanos transplantados em 
amundongosapenas reduziu a taxa de 
res
imento monot�ni
o desses tumores [71℄, uma respostaindi
ada na �gura 4.2(
). Além disso, respostas antitumorais transientes foram ob-servadas após uma úni
a administração intratumoral de Reolysin (reovírus) e dl1520(adenovírus ONYX-015) em tumores super�
iais [72℄ e de 
abeça e pes
oço [73, 74, 75℄.Uma vez que o espalhamento intratumoral pare
e ser ine�
iente para adenovírus[70℄, que apresentam baixa difusividade, as �guras 4.6 e 4.7 podem expli
ar porque aterapia usando dl1520 fra
assa. Os testes 
líni
os fase I e II 
om este vírus apresen-taram apenas 11% e 14% de respostas positivas, respe
tivamente. Entretanto, não foireportado se o 
res
imento do tumor o
orreu de modo os
ilatório ou monot�ni
o. Umaindi
ação 
lara do 
omportamento os
ilatório do 
res
imento do tumor foi observadoem um modelo de enxerto de 
ân
er de ovário ata
ado 
om MV-CEA (vírus da rubéola
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ado) administrado intratumoralmente [69℄. Por outro lado, o vírus va

inia é
apaz de induzir respostas 
ompletas e duradouras em pa
ientes após adminstração in-tratumoral ou mesmo injeções intravenosas. Espe
i�
amente, os vírus va

inia BP [76℄e JX-594 [77℄ erradi
aram melanomas em 4 (13%) e 2 (29%) dos pa
ientes, respe
tiva-mente. Esses resultados terapêuti
os, 
orrespondentes à �gura 4.2(a), têm frequên
ias
onsistentes 
om probabilidades de erradi
ação menores que 35%, obtidas pelas si-mulações do modelo para Dv = 0, 6 e Tl > 5h 4.7(a). Novamente, 
omportamentosos
ilatórios não foram eviden
iados nos testes 
líni
os reportados.4.5 Con
lusõesNesse 
apítulo, apresentamos os resultados de simulação de um modelo de viro-terapia para o tratamento de tumores. Foram obtidos três 
omportamentos diferentespara a evolução temporal do tumor após a injeção viral: extinção do tumor, os
ila-ções 
om in
linação global positiva e 
res
imento exponen
ial. Esses 
omportamentos
on
ordam qualitativamente 
om dados experimentais, mas 
omparações quantitativastambém são possíveis.As simulações sugerem que, para administração intratumoral dos vírus, umtumor sólido pode ser 
ompletamente erradi
ado ou permane
er 
res
endo após umaremissão transiente. Além disso, o modelo revela uma dinâmi
a de os
ilações não-amorte
idas das populações de vírus e 
élulas 
an
erosas. As 
ondições para as quais
ada uma das respostas do tumor dominam, assim 
omo as probabilidades de o
orrên
iade 
ada um dos prognósti
os terapêuti
os, foram determinadas. Nossos resultadosindi
am que uma viroterapia 
apaz de erradi
ar o tumor requer uma forte inibição dosistema imune do pa
iente4 e o uso de vírus potentes 
om alta mobilidade intratumoral.Entretanto, devido a natureza dis
reta e esto
ásti
a das 
élulas e suas respostas, umaregião ótima de valores para 
itotoxidade viral é predita, pois a viroterapia falha se osvírus on
olíti
os requerem um tempo muito 
urto ou muito longo para matar as 
élulastumorais. Esse resultado sugere que a pro
ura por vírus 
apazes de destruir 
élulastumorais muito rapidamente não leva ne
essariamente a um 
ontrole mais efetivo do
res
imento do tumor.
4O sistema imune é representado nesse modelo de forma simpli�
ada pelo parâmetro γv.



Capítulo 5Relações entre o vírus on
olíti
o e adinâmi
a de 
res
imento do tumorNeste 
apítulo o modelo para viroterapia on
olíti
a des
rito no 
apítulo 4 foimodi�
ado para 
onsiderar a natureza individual, dis
reta dos vírus. Essa abordagemé mais realista, uma vez que os vírus on
olíti
os estudados experimentalmente apre-sentam taxas de repli
ação muito baixas; alguns vírus on
olíti
os são 
apazes de fazerem média apenas 10 
ópias de si mesmos a 
ada infe
ção. Logo, as 
on
entrações vi-rais envolvidas são muito menores do que assumimos no 
apítulo 4 e a des
rição maisapropriada para os vírus é tratá-los 
omo agentes dis
retos. Além disso, pretendemosestudar 
omo a dinâmi
a de 
res
imento do tumor e as 
ara
terísti
as do vírus on
o-líti
o se rela
ionam. Enquanto o modelo do 
apítulo 4 foi apli
ado apenas a tumoressólidos, este modelo será apli
ado a tumores sólidos, de baixa mobilidade e taxa deproliferação muito alta, tumores rami�
ados, 
ujas 
élulas proliferam-se a taxas baixase apresentam baixa mobilidade, e morfologias difusas, 
om 
élulas altamente móveis e
om taxa de proliferação intermediária. O objetivo prin
ipal é tentar rela
ionar víruson
olíti
os e o tipo de tumor de modo a obter o melhor resultado na terapia. Os re-sultados mostram que, além da alta infe
tividade e da supressão do sistema imune, ae�
á
ia antitumoral de um vírus é determinada por sua habilidade de espalhar-se pelote
ido, sua e�
iên
ia em entrar na 
élula e sua 
apa
idade repli
ativa. A relação ótimaentre essas 
ara
terísti
as depende do tipo de tumor 
onsiderado. Para tumores rami-�
ados, a viroterapia 
om vírus 
om baixa difusividade é muito e�
iente, mas fra
assase o vírus tem alta difusividade e mata 
élulas infe
tadas rapidamente. Por outro lado,em tumores sólidos a terapia fra
assa se o vírus se difunde lentamente pelo tumor. Emtumores difusos uma difusividade viral intermediária maximiza o su
esso da terapia.44



5.1 Cenário atual 45Portanto, o desenvolvimento de vírus on
olíti
os e�
ientes deve 
onsiderar a dinâmi
ade 
res
imento do tumor. E as 
ara
terísti
as que otimizam o su
esso da terapia nãoin
luem ne
essariamente espalhamento pelo tumor, repli
ação e indução da morte 
e-lular por lise rápidos, que são 
omumente assumidos 
omo 
ondições ne
essárias parao su
esso terapêuti
o.
5.1 Cenário atualNo desenvolvimento de vírus on
olíti
os mais e�
ientes, é importante 
onside-rar não apenas as 
ara
terísti
as do vírus, mas também a interação vírus-tumor. Adinâmi
a de 
res
imento e/ou a morfologia do tumor devem ser 
onsiderados para de-terminar o vírus que maximiza o su
esso terapêuti
o. Reis et al. [80℄ propuseram ummodelo 3D dis
reto para estudar a viroterapia em tumores 
ompa
tos e tipo-fra
tais,
res
idos de a
ordo 
om regras esto
áti
as. O vírus é introduzido em regiões lo
ali-zadas do tumor, onde a infe
ção de 
ada 
élula o
orre 
om uma dada probabilidade.Células infe
tadas podem fundir 
om 
élulas vizinhas 
om dada probabilidade, e uma
élula infe
tada morre 
om uma probabilidade maior do que uma 
élula não-infe
tada.Os vírus espalham-se pelo tumour passivamente por meio de fusão 
élula a 
élula.Os resultados indi
am que o su

esso terapêuti
o é maior em 
élulas 
an
erosas quemorrem lentamente. Em tumores 
om arquitetura irregular (tipo-fra
tais) essa é uma
ara
terísti
a 
ru
ial para o su
esso. Em tumores 
ompa
tos, a lo
alização da infe
çãoini
ial é menos de
isiva do que em tumores tipo-fra
tais, nos quais uma infe
ção naregião 
entral é asso
iada a uma maior probabilidade de erradi
ação do tumor. Poroutro lado, Wodarz et al. [81℄ se propuseram a identi�
ar a in�uên
ia da dinâmi
a de
res
imento do tumor no resultado da viroterapia em um modelo baseado em equaçõesdiferen
iais. Foram examinados 
res
imento exponen
ial, 
res
imento 
om saturaçãoem um grande número de 
élulas e interrupção do 
res
imento quando o número de
élulas se aproxima de um limite superior. Os resultados obtidos por Wodarz et al. in-di
am que a resposta terapêuti
a não depende do termo parti
ular para o 
res
imentodo tumor usado no modelo.
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olíti
o e a dinâmi
a de 
res
imento do tumor

(a) Adeno
ar
inoma papilar [78℄ (b) Tumor gerado pelo modelo

(
) Meningioma invasivo [79℄ (d) Tumor gerado pelo modelo

(e) Melanoma in vivo [25℄ (f) Tumor gerado pelo modeloFigura 5.1: Em (a), (
) e (e), padrões histológi
os de tumores, e em (b), (d) e (f) ospadrões obtidos pelo modelo apresentado no 
apítulo 3, todos 
om 104 
élulas 
an
ero-sas, nos quais estudaremos a viroterapia. Em (b) é mostrado um tumor papilar geradoem uma situação de es
assez de nutrientes (
res
imento lento do tumor). Em (
) amorfologia é 
lassi�
ada 
omo difusa; tumores difusos emergem no modelo quando adisponibilidade de nutrientes é intermediária e as 
élulas possuem mobilidade alta. Fi-nalmente, em (f) um tumor sólido ou 
ompa
to é mostrado; essa morfologia emergeno modelo quando há abundân
ia de nutrientes e as 
élulas têm mobilidade baixa(
res
imento rápido do tumor).



5.2 Modelo para viroterapia 
om des
rição dis
reta dos vírus 475.2 Modelo para viroterapia 
om des
rição dis
retados vírusTrês tipos distintos de morfologias 
omumente observadas em tumores foram es-
olhidas: rami�
ada, sólida e difusa. No modelo os prin
ipais fatores que determinam amorfologia do tumor são o 
onsumo de nutrientes e a mobilidade das 
élulas 
an
erosas[6℄. Se 
ada 
élula 
onsome nutrientes a uma taxa muito alta, o mi
roambiente do tu-mor terá es
assez de nutrientes. Nesse 
enário podem emergir morfologias rami�
adas,
omo aquela mostrada na �gura 5.1(b). Para esse padrão foram usados θdel = 0, 01,
θmov = 5, α = 0, 006 e λ1 = 200. Por outro lado, no modelo apresentado no 
apítulo3 padrões difusos emergem para 
élulas 
om alta mobilidade e valores intermediáriospara as taxas de 
onsumo de nutrientes. Para o padrão mostrado na �gura 5.1(d)foram usados θdel = 0, 01, θmov = 0, 001, α = 0, 006 e λ1 = 50. Finalmente, morfologias
ompa
tas são geradas no modelo quando 
élulas normais e 
an
erosas apresentambaixas taxas de 
onsumo de nutrientes. Logo, há baixa 
ompetição por nutrientes e otumor 
res
e rapidamente. Os parâmetros θdel = 0, 03, θmov = 5, α = 0, 004 e λ1 = 25foram mantidos �xos para gerar tumores 
ompa
tos na ausên
ia de tratamento [6℄. Umpadrão típi
o usando esses parâmetros é mostrado na �gura 5.1(f).
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Figura 5.2: Número de 
élulas 
an
erosas em função do tempo para os três tipos detumor estudados, na ausên
ia de terapia. Note que a população de 
élulas do tumorsólido 
res
e mais rapidamente que a do tumor difuso, que por sua vez 
res
e maisrapidamente que a do tumor rami�
ado.Note que os três padrões obtidos pelo modelo mostrados na �gura 5.1 tem omesmo número de 
élulas. A evolução temporal da população de 
élulas 
an
erosas



48 Relações entre o vírus on
olíti
o e a dinâmi
a de 
res
imento do tumorpara 
ada uma dessas morfologias na ausên
ia de vírus on
olíti
os é mostrada na �gura5.2. É importante notar que o tumor rami�
ado possui a menor taxa de 
res
imentodevido á es
assez de nutrientes imposta, enquanto o tumor sólido, que está em um
enário de abundân
ia de nutrientes, 
res
e mais rapidamente.Os agentes envolvidos no modelo são os mesmos mostrados na �gura 4.1. Entre-tanto, agora os dois tipos de nutrientes apresentados no 
apítulo 3, essen
iais (k = 1)e não-essen
iais (k = 2) para divisão, são 
onsiderados1. Os agentes do modelo sãoos mesmos do 
apítulo anterior; entretanto neste modelo os vírus são des
ritos 
omoagentes individuais, o que é mais adequado para des
rever vírus on
olíti
os, que apre-sentam baixo poten
ial repli
ativo. Como vírus são partí
ulas muito pequenas emrelação as 
élulas, não há restrição para sua população em qualquer sítio. Cada 
élulanão-infe
tada pode exe
utar uma das ações des
ritas no 
apítulo 3: divisão, migraçãoe morte por privação de nutrientes. Além disso, ela pode ser infe
tada por vírus livres
om probabilidade
Pinf = 1 − exp

[

−
(

θdiv
σv

σc

)2
]

. (5.1)análoga a usada no 
apítulo 4, mas 
om σv (= 0, 1, 2, . . .) no lugar de v (∈ R≥0). Comoexperimentalmente observado [82℄, assumimos que o número de vírus nv que infe
tamuma dada 
élula é sele
ionado de uma distribuição de Poisson,
P (nv) =

knve−k

nv!
. (5.2)em que k é um parâmetro do modelo. Essa é uma mudança importante, pois a
res
entaum sumidouro de vírus (o modelo apresentado no 
apítulo 4 desprezava esse sumidouro)além da taxa de remoção uniforme γv. A quantidade de vírus infe
tando uma 
élulaestará rela
ionada ao número de 
ópias que o vírus irá liberar na lise. Uma 
élulainfe
tada não se divide nem é 
apaz de migrar uma vez que sua maquinaria 
elularestá fo
ada na repli
ação viral. O modelo assume que 
élulas 
an
erosas infe
tadassustentam seu metabolismo até sua lise e que elas morrem apenas por lise. Então,a apoptose induzida pelo vírus e a morte 
ausada por um suprimento de nutrientesinsu�
iente são negligen
iadas. A morte por lise o
orre 
om probabilidade Plise, queassume a mesma forma apresentada no 
apítulo 4. Convém ressaltar que, 
omo no
apítulo 4, assumimos por simpli
idade que nem a probabilidade de lise nem o tempo
ara
terísti
o para lise Tl estão rela
ionados ao número de vírus infe
tando a 
élula. A1No modelo anterior (
ap. 4) apenas um tipo de nutriente era 
onsiderado.
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ada 
élula infe
tada libera v0 vírus no sítio onde estava a 
élula que sofreu lise,em que
v0 = bs

nv

A + nv

(5.3)O parâmetro bs é número típi
o de vírus liberados, e assume valores que vão de 10 a
100 para vírus on
olíti
os (tabela 5.1). A é um parâmetro do modelo, arbitrariamentees
olhido 
omo A = 0, 5, o que impli
a que 1 vírus leva à produção de 0, 67× bs. Essaé mais uma diferença importante para o modelo apresentado no 
apítulo 4, em que aquantidade de vírus liberados na lise era 
onstante e, 
omo já dis
utido antes, o valorassumido era ordens de grandeza superior ao observado para os vírus on
olíti
os emestudo atualmente. No presente modelo, a quantidade de vírus liberados depende daquantidade de vírus que infe
taram a 
élula.Os vírus livres difundem no te
ido. Cada um per
orre 
aminhadas aleatóriasna rede, exe
utando q passos de 
omprimento ∆ (a 
onstante de rede) em 
ada passode tempo. Por último, vírus livres são retirados 
om probabilidade γv a 
ada passo detempo. Essa probabilidade de retirada representa de forma simpli�
ada as 
omplexasrespostas do sistema imune inato e adaptativo aos vírus.A terapia 
omeça quando o tumor atinge N0 
élulas e 
onsiste em uma úni
ainjeção viral. Na administração intratumoral um número N0 × MOI de vírus é uni-formemente distribuído dentro de um 
ír
ulo que 
ir
uns
reve o tumor. MOI, a mul-tipli
idade da infe
ção, é a razão entre o número de agentes infe

iosos (por exemplo,vírus) e o número de alvos para serem infe
tados (por exemplo, 
élulas).5.3 Algoritmo e estimativa dos parâmetrosAs simulações foram implementadas 
omo segue. A 
ada passo de tempo, asequações para os nutrientes 3.3 são numeri
amente resolvidas no estado esta
ionário pormeio de métodos de relaxação. Além disso, uma fração de vírus livres presentes em 
adasítio é retirada, e 
ada vírus restante realiza uma 
aminhada aleatória 
om q passos.Então, Nc(t) 
élulas 
an
erosas são sequen
ialmente sele
ionadas aleatoriamente 
omigual probabilidade (aqui, Nc(t) é o número total de 
élulas 
an
erosas, infe
tadas enão-infe
tadas, no tempo t). Para 
ada uma delas, uma ação tentativa (divisão, morte,migração ou infe
ção para uma 
élula não-infe
tada e lise para uma 
élula infe
tada)é es
olhida ao a
aso 
om igual probabilidade. A 
élula implementará ou não a açãosele
ionada de a
ordo 
om as 
orrespondentes probabilidades lo
ais determinadas pelas
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olíti
o e a dinâmi
a de 
res
imento do tumorequações 3.4-3.6,5.1,4.6, e o tempo é in
rementado por ∆t = 1/Nc(t). Se a açãoexe
utada é a infe
ção da 
élula, um número aleatório inteiro nv es
olhido de umadistribuição de Poisson é gerado e 
omparado 
om a população lo
al de vírus σv. Se
σv ≥ nv, nv vírus invadem a 
élula 
an
erosa, diminuindo σv por nv. Caso 
ontrário,o pro
esso será repetido até obter nv ≤ σv. Entretanto, se a ação exe
utada é a liseda 
élula sele
ionada, v0 novos vírus são introduzidos no sítio da 
élula lisada. No�nal dessa sequên
ia de Nc(t) atualizações, um novo passo de tempo 
omeça e todoo pro
edimento é iterado. As simulações são interrompidas se alguma 
élula tumoralatinge o vaso 
apilar ou a borda do te
ido ou ainda se o tumor for erradi
ado. Oalgoritmo é mostrado em um diagrama de blo
os no apêndi
e B.Tabela 5.1: Estimativas dos valores dos parâmetros usados no modelo.Parâmetro Des
rição Estimativa

γ Probabilidade de remoção dos vírus 2, 5 × 10−2h−1 [61℄por unidade de tempoConstante de difusão de vírus 3 × 10−2mm2s−1 [63℄
Tl Tempo de vida médio de uma ∼ 18h [61℄,
élula tumoral infe
tada 2 dias [57℄, ∼ 40h [68℄

Pinf Prob. de um vírus on
olíti
o infe
tar ∼ 70% [61℄uma 
élula tumoral
MOI Multipli
idade da infe
ção 1 − 5

bs Carga viral típi
a liberada 10 − 100 [61℄após a lise
k Número típi
o de vírus que 1 − 5infe
tam uma 
élulaO te
ido é representado por uma rede quadrada de tamanho linear L = 500e 
onstante de rede ∆ = 10 µm. Um passo de tempo nas simulações 
orresponde a

4 − 5h. Os parâmetros θdiv = 0, 3 e λ2 = 10 são �xos. Para gerar padrões 
ompa
tos,rami�
ados e difusos, diferentes valores dos parâmetros θdel, θmov, λ1 e α foram usados,
omo listado na tabela 5.2. Os parâmetros γv e θinf também foram �xos (ver tabela5.1). A terapia 
omeça quando o tumor tem N0 = 5000 ou 104 
élulas. Os parâmetrosque 
ontrolam a difusão dos vírus q, a entrada viral k, a sua repli
ação bs, seu tempopara desen
adear a lise Tl e o valor de MOI, assumiram diferentes valores.



5.4 Resultados e dis
ussão 51Tabela 5.2: Parâmetros que 
ara
terizam os tipos de tumores estudadosParâmetro Des
rição Tumor Tumor TumorSólido Difuso Rami�
ado
α 
onsumo de nutrientes 0, 04 0, 006 0, 006

λ1 
onsumo a
elerado de nutrientes 25 50 200por 
élulas 
an
erosas
θmov Pmov = 1 − exp[−σc(φ2/θmov)

2] 5 0, 001 5

θdel Pdel = exp[−(φ2/σcθdel)
2] 0, 03 0, 01 0, 015.4 Resultados e dis
ussãoA �gura 5.3 ilustra os resultados típi
os obtidos após a administração intratumo-ral dos vírus: os tumores podem ser 
ompletamente erradi
ados ou 
ontinuar 
res
endoapós uma regressão transiente, analogamente ao observado no modelo apresentado no
apítulo 4.
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Figura 5.3: Evolução temporal das populações de 
élulas 
an
erosas não-infe
tadas evírus em um tumor difuso. Uma úni
a injeção viral foi administrada quando o tumorpossuía N0 = 5000 
élulas. Note que os três 
omportamentos distintos foram obtidosusando exatamente os mesmos parâmetros e 
ondições ini
iais (MOI = 1, bs = 100,
k = 1, q = 25, Tl = 16). Esses 
omportamentos diferentes emergem da esto
asti
idade.No 
aso de 
res
imento do tumor ele pode ser monótono ou os
ilante. Além daerradi
ação do tumor, os
ilações foram observadas em enxertos de mieloma humanosinduzidos em ratos e tratados 
om vírus do sarampo [83℄ e em um modelo de dinâ-mi
a de população para viroterapia [84℄. Entretanto, o equilíbrio entre vírus e tumor



52 Relações entre o vírus on
olíti
o e a dinâmi
a de 
res
imento do tumorobservado em um modelo de enxerto de 
ân
er de ovário [69℄ e em uma abordagemmatemáti
a usada por Dingli et al. [84℄ pare
e ser instável no modelo aqui apresentado.É importante men
ionar que os três tipos de 
omportamentos foram observados nostrês tipos de tumores estudados.Nossas simulações indi
am que um vírus on
olíti
o agressivo (θinf = 0, 01), in-jetado em um tumor a MOI = 1, 0 
om entrada viral k = 1 e γv = 0, 03 pode erradi
aro tumor rami�
ado, dependendo de seu tempo 
ara
terísti
o para lise 
elular (Tl), di-fusividade (q) e 
arga viral típi
a liberada após a lise (bs). Mesmo vírus 
om baixopoten
ial repli
ativo (bs = 10) são altamente e�
ientes em erradi
ar tumores papilaresse eles difundem lentamente pelo tumor. Como mostrado na �gura 5.4(a), a e�
á
iaanti-tumoral de vírus pou
o difusivos depende muito fra
amente de Tl, o tempo 
ara
-terísti
o gasto pelo vírus para induzir a lise de uma 
élula infe
tada. Além disso, ae�
á
ia anti-tumoral de
ai 
om o aumento na difusividade viral.

Figura 5.4: Probabilidade de su
esso do tratamento 
ontra um tumor rami�
ado paradiferentes difusividades virais q e tempo 
ara
terísti
o para lise Tl. Em (a), bs = 10e em (b), bs = 100. Em todas as �guras, γv = 0, 03, θinf = 0, 01, MOI = k = 1,
N0 = 104. As probabilidades foram 
al
uladas a partir de 50 amostras.À medida que a 
arga viral liberada após 
ada lise (bs) é aumentada, a probabili-dade de erradi
ação do tumor al
ança valores muito altos mesmo para altos 
oe�
ientesde difusão. Para vírus altamente repli
ativos (bs = 100), a terapia fra
assa apenas seo vírus difunde muito rapidamente pelo te
ido e mata rapidamente as 
élulas 
an
e-



5.4 Resultados e dis
ussão 53rosas. Esse resultado pode ser 
ompreendido se lembrarmos que um tumor papilar
res
e muito lentamente, então o vírus ideal deve difundir lentamente o bastante e seutempo 
ara
terísti
o para promover a lise (Tl) deve ser su�
ientemente grande paramanter os vírus lo
alizados na região do tumor. A probabilidade de su
esso da terapiaé ligeiramente menor se os vírus são injetados em tumores maiores (
om N0 = 104
élulas) do que em tumores menores (
om N0 = 5000 
élulas). A estratégia de usarvírus 
om baixa difusividade é indi
ada no 
aso de administração intratumoral dosvírus. Entretanto, vírus 
om baixa difusividade teriam di�
uldade de al
ançar o tumorse fossem administrados pela via intravenosa.

Figura 5.5: Probabilidade de su
esso da terapia em um tumor des
onexo. Os valores
bs = 100, γv = 0, 03, θinf = 0, 01, MOI = 1, k = 1 e N0 = 104 são �xos.Usando os mesmos vírus on
olíti
os e proto
olos 
apazes de erradi
ar tumoresrami�
ados, a probabilidade de su
esso da terapia em tumores difusos pode ser vistana �gura 5.5. Note que a probabilidade de su
esso também tende a zero para vírus al-tamente difusivos e aumenta signi�
ativamente para vírus que se espalham lentamentepelo te
ido. O vírus on
olíti
o mais e�
iente em erradi
ar tumores difusos deve 
om-binar altas taxas repli
ativas e difusividade intermediária. Se o vírus difundir muitolentamente, então o tempo 
ara
terísti
o para lise deve ser pequeno para maximizar osu
esso terapêuti
o. Por outro lado, se o vírus tem alta difusividade, a probabilidade desu
esso exibe um 
omportamento reentrante 
ara
terizado por um de
rés
imo ini
ial,seguido por um aumento do su
esso terapêuti
o à medida que o período para lise Tlaumenta.



54 Relações entre o vírus on
olíti
o e a dinâmi
a de 
res
imento do tumorOs resultados dis
utidos a
ima devem ser 
onfrontados 
om aqueles obtidospara um tumor sólido para determinar quais as 
ara
terísti
as mais importantes emum vírus on
olíti
o e�
iente 
ontra tumores sólidos. O mesmo vírus on
olíti
o e omesmo proto
olo usado para o tumor papilar (γv = 0, 03, θinf = 0, 01, MOI = 1,
k = 1 e N0 = 10000) fra
assa para um tumor sólido, uma vez que a neoplasia não éerradi
ada para nenhum dos valores de Tl e q estudados, mesmo para alta repli
açãoviral (bs = 100). Portanto, o vírus mais e�
iente em erradi
ar tumores papilares(de 
res
imento lento )é ine�
az 
ontra tumores sólidos (taxa de 
res
imento alta).Enquanto o número de 
élulas 
an
erosas 
res
e, os vírus são extintos se q = 1 ou
oexistem 
om o tumor em 
res
imento, se q > 1. Nesse regime de 
oexistên
ia, otumor 
res
e a uma taxa reduzida.Uma vez que os tumores sólidos estudados 
res
em mais rapidamente que osrami�
ados, seria intuitivo assumir que vírus mais difusivos seriam e�
ientes em eli-minar o tumor. Entretanto, a probabilidade de su
esso permane
e nula mesmo paradifusividades tão altas 
omo q = 900. Uma alternativa seria aumentar a dose viraladministrada ini
ialmente. Contudo, mesmo a altos MOIs (MOI = 5) a terapia falha
ompletamente se a entrada média de vírus em uma 
élula é mantida em k = 1. Outraabordagem para tentar erradi
ar o tumor seria aumentar a entrada viral k.

Figura 5.6: (a) MOI = 1 e entrada viral média k = 5, e (b) MOI = k = 1, 5. Osparâmetros bs = 100, γv = 0, 03, θinf = 0, 01, e N0 = 5000 são mantidos �xos.Como pode ser visto na �gura 5.6a, uma alta entrada viral (k = 5) altera
ompletamente o resultado da terapia. Agora a viroterapia falha apenas, mesmo usando
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ussão 55
MOI = 1, para vírus 
om difusividade muito baixa e período líti
o muito grande.Além disso, um su
esso signi�
ativo é atingido reduzindo k enquanto o valor de MOIé aumentado. Isso pode ser visto na �gura 5.6b em que k = 1, 5 e MOI = 1, 5.Nesse 
aso, o su
esso terapêuti
o requer um vírus 
om alta difusividade e 
i
lo líti
oapropriado. Uma difusão adequada (3 . q . 16) permite espalhamento dos vírus pelotumor a uma taxa similar ou maior que a taxa de 
res
imento do tumor. Mas se adifusividade viral é �xa, o tempo de lise Tl deve estar em um 
erto intervalo (7 . Tl ≤ 32para q = 15). De fato, se o vírus promove a lise 
elular muito rapidamente, os vírusliberados �
am 
on�nados em algumas regiões, o que impossibilita a geração de novasondas de infe
ção. Por outro lado, um período líti
o muito longo gera ondas de infe
çãosu
essivas 
om baixa frequên
ia, in
apazes de destruir o tumor. Esses resultados são
onsistentes 
om aqueles obtidos no modelo apresentado no 
apítulo 4, o que indi
a arobustez dos dois modelos.Como pode ser observado na �gura 5.7, um inesperado a
oplamento entre Tl e bsé observado. Para uma repli
ação viral muito alta bs = 100, a probabilidade de su
essoé prati
amente independente de Tl. Entretanto, para baixa repli
ação viral (bs = 10),essa probabilidade de
res
e 
om o aumento de Tl para q < 10 (baixa difusividadeviral) mas aumenta 
om Tl para valores mais altos de q. Uma possível expli
ação paraesse 
omportamento é que 
om alta difusividade mesmo um virus 
om baixo poten
ialrepli
ativo pode sustentar ondas su
essivas de infe
ção por meio da lise de 
élulas.

Figura 5.7: Probabilidade de su
esso da terapia em tumores sólidos usando MOI =

k = 2. À esquerda bs = 10 e à direita bs = 100 foram usados. N0 = 5000 �xo para aviroterapia.



56 Relações entre o vírus on
olíti
o e a dinâmi
a de 
res
imento do tumorUma vez que nossos resultados indi
am que a difusividade viral é um parâmetroessen
ial no resultado da terapia, uma área para intervenção experimental a ser explo-rada é a difusão do vírus pelo tumor, modi�
ando o próprio vírus ou o mi
roambientetumoral. Várias 
ito
inas, ou tratamentos físi
os, tais 
omo radiação, aumentam a per-meabilidade vas
ular do tumor e o �uxo sanguíneo, levando a uma maior difusividade[85℄. A in
orporação de enzimas líti
as, 
omo a hialuronidase, em um vírus on
olíti
o,pode aumentar sua taxa de difusão [86℄. Além disso, agentes que degradam o 
olágenointersti
ial podem melhorar o transporte em tumores [87, 88℄. O 
olágeno tumoralpode di�
ultar a difusão signi�
ativamente, e foi mostrado por Mok et al. [89℄ que asmetaloproteinases de matriz 1 e 8 podem remodelar a matriz tumoral e aumentar adistribuição de um vírus on
olíti
o, sem afetar a proliferação 
elular ou a repli
açãoviral. Mok et al. [89℄ 
on
luiram que a expressão de ambas as 
olagenases aumentouo transporte 
onve
tivo e a e�
á
ia dos vírus. Além disso, um trabalho anterior haviamostrado que a metaloproteinase de matriz 8 é anti-metastáti
a. Portanto, ela podeser usada de modo seguro para aumentar a difusividade viral.5.5 Con
lusõesNeste 
apítulo foi apresentado ummodelo multies
ala para viroterapia on
olíti
a
om uma modelagem mais realista dos pro
essos de infe
ção e repli
ação viral por meioda des
rição dos vírus 
omo agentes (dis
retos). Além de dis
utir os efeitos da naturezadis
reta dos vírus on
olíti
os, dis
utimos as relações entre as 
ara
terísti
as do vírus ea dinâmi
a do tumor.Nossos resultados eviden
iam a ne
essidade de 
onsiderar a dinâmi
a tumoralpara determinar o vírus on
olíti
o mais e�
iente. Provavelmente, o fator mais impor-tante da dinâmi
a tumoral a ser 
onsiderado é a taxa de 
res
imento do tumor. Nonosso modelo, 
élulas 
an
erosas 
om taxas de repli
ação diferentes geram tumores
om morfologias distintas. Enquanto 
élulas tumorais que se repli
am a taxas muitoaltas geram tumores sólidos, 
élulas 
an
erosas que se repli
am a taxas muito baixas(devido à es
assez de nutrientes) geram tumores rami�
ados, e 
élulas 
om taxas de
res
imento intermediárias e mobilidade alta geram morfologias difusas. Considerandoos fatores que aumentam a probabilidade de erradi
ação do tumor 
om a viroterapia,nossos resultados indi
am fortemente que a taxa de 
res
imento do tumor e a difusi-vidade do vírus on
olíti
o estão diretamente 
orrela
ionadas. Assim, enquanto vírusaltamente difusivos maximizam o su
esso da terapia em tumores sólidos, em tumores



5.5 Con
lusões 57rami�
ados vírus 
om menor 
oe�
iente de difusão são mais e�
ientes, e para tumoresdifusos um vírus on
olíti
o e�
iente deve apresentar difusividade intermediária. Alémdisso, o tempo 
ara
terísti
o para lise é determinante para o resultado da terapia emalguns 
asos, em parti
ular quando a 
apa
idade repli
ativa do vírus é alta (bs = 100)mas tanto a dose viral injetada (rela
ionada ao MOI) quanto a entrada viral k sãobaixas.Como no modelo apresentado no 
apítulo 4, os resultados indi
am que a in-fe
tividade viral θinf , a persistên
ia no te
ido, determinada por γv (ambos �xos nassimulações apresentadas aqui), a difusividade q, o tempo 
ara
terísti
o para lise Tl,as taxas de 
res
imento do tumor e a mobilidade 
elular são parâmetros importantespara 
ontrolar o su
esso da terapia. Entretanto, este modelo desta
a a importân
iada repli
ação viral bs, da entrada viral k e do MOI ini
ial para o su
esso da tera-pia. Considerando que a dose viral administrada (MOI) deve ser a menor possível, demodo a minimizar efeitos 
olaterais, uma nova estratégia que nossos resultados suge-rem é a manipulação viral para permitir que uma 
élula 
an
erosa seja infe
tada porvários vírus simultaneamente. Nesse 
aso, o número de vírus liberados após a lise émaior, sustentando ondas de infe
ção mais fortes, 
om maior probabilidade de eliminaro tumor.



Capítulo 6Um modelo para a resposta imune naviroterapia 
ontra o 
ân
erApesar de diversos trabalhos mostrarem a segurança e espe
i�
idade dos víruson
olíti
os, a e�
á
ia antitumoral deve ser aumentada. Há evidên
ias de que a respostaimune do pa
iente à infe
ção viral tenha um papel 
ríti
o no su
esso da terapia. Logoapós a administração dos vírus, a imunidade inata intratumoral (que in
lui granuló
i-tos, 
élulas assassinas naturais e ma
rófagos) pode desempenhar um papel importantelimitando o espalhamento dos vírus [90, 91℄. Ful
i et al. [92℄ propuseram que a rápidaremoção intratumoral dos vírus resulta da fago
itose por monó
itos e que a depleçãotransiente dessas 
élulas durante a administração dos vírus aumentaria o espalhamentodos vírus e o efeito anti-
ân
er. De fato, o re
rutamento de monó
itos foi asso
iadoà remoção intratumoral de 80% dos vírus on
olíti
os (derivados do HSV) logo apóssua administração em gliomas [92℄. A depleção de monó
itos, mi
roglias e ma
rófagosimpli
a em um aumento de até 10 vezes na 
on
entração viral no tumor, levando a umaterapia mais e�
iente. Além disso, a resposta imune adaptativa, que se desenvolve maistarde do que a resposta inata, também tem um papel 
ríti
o [93℄. Ela envolve um 
om-ponente baseado em 
élulas T, dominantes após ∼ 6 dias [94℄, e uma resposta humoraldesen
adeada por anti
orpos espe
í�
os neutralizantes 
ontra os antígenos virais [93℄.Esses anti
orpos não são sintetizados antes de 5 dias após a infe
ção [90℄.Portanto, nesse 
apítulo propomos um modelo para estudar 
omo a respostaimune interfere 
om a atividade on
olíti
a direta dos vírus. Faremos isso in
luindoagentes do sistema imune no modelo para a viroterapia do 
ân
er proposto no 
apítulo5. Assumimos que o sistema imune não pode re
onhe
er as 
élulas 
an
erosas nãoinfe
tadas, ou seja, o tumor já 
riou me
anismos de es
ape da resposta imune. Logo,58



6.1 Cenário atual 59esta resposta tem 
omo alvo os vírus isolados no te
ido (normal/
an
eroso) e as 
élu-las tumorais infe
tadas que apresentam em sua superfí
ie epítopos1 virais. Enquanto
élulas T 
itotóxi
as podem induzir apoptose em 
élulas 
an
erosas infe
tadas, víruslivres podem ser inativados por anti
orpos neutralizantes. Esses anti
orpos entram note
ido através do vaso 
apilar, vindos de sítios espe
í�
os do sistema imune, ou podemser levados por 
élulas B diretamente ao te
ido infe
tado. Nossos resultados indi
amque o su
esso da terapia pode ser al
ançado se 
élulas B e T 
itotóxi
as tiverem umraio de ação su�
ientemente pequeno, que está rela
ionado a sua velo
idade bem 
omoa sua habilidade de identi�
ar seus alvos. Esse raio de ação pare
e ser um parâmetromais importante do que a taxa de re
rutamento dos anti
orpos, ou a permeabilidadedo vaso 
apilar aos anti
orpos. Além disso, uma supressão do sistema imune inato,representada por uma taxa 
onstante de remoção dos vírus, é ne
essária.6.1 Cenário atualAs estratégias 
omumente usadas para impedir que a resposta imune elimine osvírus on
olíti
os antes que eles erradiquem o tumor são a administração de imunosu-pressores [33℄ e o desenvolvimento de vírus mais resistentes à ação do sistema imune.A abordagem do problema via modelagem matemáti
a permite sugerir quais elemen-tos e pro
essos são determinantes para o fra
asso 
omumente observado da viroterapiana presença de resposta imune. Em 2004 Wu et al. propuseram um modelo baseadoem equações diferen
iais par
iais para estudar as relações entre um tumor esféri
o em
res
imento, vírus on
olíti
os e a resposta imune. Eles mostraram que um vírus 
apazde erradi
ar tumores na ausên
ia de resposta imune perde essa 
apa
idade quando osistema imune não está suprimido. De fato, os vírus são eliminados pela resposta imuneantes de eliminarem o tumor. Somente se a resposta imune for severamente suprimidao tratamento é bem su
edido. Outro modelo baseado em equações diferen
iais par
iaisfoi proposto em 2006 por Friedman et al. [61℄ para estudar os efeitos da supressão dosistema imune inato e da repli
ação viral na viroterapia de gliomas. Eles mostraramque 
om os atuais valores para repli
ação viral (10 < bs < 100) o tumor não pode sererradi
ado mesmo 
om o immunossupressor (
i
lofosfamida).1Epítopo é o sítio de ligação espe
í�
o que é re
onhe
ido por agentes da resposta imune, 
omo umanti
orpo ou um re
eptor de superfí
ie de um linfó
ito T. Ou seja, é a menor porção de antígeno 
ompoten
ial de gerar a resposta imune.
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Figura 6.1: Os agentes do modelo são 
élulas normais, ne
róti
as, 
an
erosas (infe
ta-das e não-infe
tadas), vírus on
olíti
os, linfó
itos B e T CD8+ e anti
orpos. Enquanto
élulas 
an
erosas, linfó
itos e vírus realizam 
aminhadas aleatórias, anti
orpos obede-
em a uma equação de reação-difusão.6.2 Modelo para resposta imune na viroterapiaA �gura 6.1 ilustra os agentes e pro
essos envolvidos no modelo em diferenteses
alas temporais e espa
iais. Este modelo é baseado no modelo para viroterapia on
olí-ti
a apresentado no 
apítulo 5. São 
onsiderados seis tipos diferentes de 
élulas (
élulasnormais, 
an
erosas infe
tadas, 
an
erosas não-infe
tadas, ne
róti
as, linfó
itos B e lin-fó
itos T CD8+), além de vírus on
olíti
os e anti
orpos. Esses agentes individuais sãodes
ritos por suas populações (σn, σc, σd, σB, σCD8, σv e Ac) em 
ada sítio ~x = (i, j).Uma vez que vírus e anti
orpos são partí
ulas muito pequenas 
omparadas a 
élulas,não há restrições para sua população em 
ada sítio.Os nutrientes difundem do vaso 
apilar através do te
ido e são divididos emdois grupos: essen
iais e não-essen
iais para divisão 
elular. Ambos são des
ritos por
ampos 
onínuos, que evoluem no tempo e no espaço de a
ordo 
om as equações dereação difusão (3.3).Células 
an
erosas (infe
tadas ou não) podem se empilhar em um dado sítio,re�etindo o fato de que a divisão das 
élulas tumorais não está limitada por inibiçãopor 
ontato. Células normais não se dividem. Linfó
itos B e T não podem empilharem um sítio, nem o
upar um sítio o
upado por uma ou mais 
élulas 
an
erosas. As
élulas 
an
erosas podem dividir, mover, morrer ou ser infe
tadas por vírus livres. Umavez infe
tada, uma 
élula 
an
erosa pode morrer por lise, liberando novos vírus no seumi
roambiente. Linfó
itos B são 
apazes de migrar no te
ido e liberar anti
orpos,e linfó
itos T CD8+ podem migrar ou induzir apoptose em uma 
élula 
an
erosa



6.2 Modelo para resposta imune na viroterapia 61infe
tada. Os anti
orpos podem se ligar a vírus livres e inativá-los.Células 
an
erosasA dinâmi
a das 
élulas 
an
erosas não-infe
tadas é idênti
a a apresentada no
apítulo 5: elas podem, 
om as 
orrespondentes probabilidades, dividir, migrar oumorrer devido ao suprimento reduzido de nutrientes e ser infe
tadas por vírus livres.As 
an
erosas infe
tadas, por sua vez, além de morrerem por lise, podem ter suaapoptose induzida por linfó
itos T 
itotóxi
os (CD8+) porque mostram novos epítopos(MHCs e peptídeos virais). A prin
ipal diferença é que a morte por lise libera vírus nami
rorregião da 
élula que sofreu lise, enquanto a morte por apoptose não libera vírus.Vírus on
olíti
osA viroterapia 
omeça quando o tumor possui N0 
élulas e 
onsiste de uma úni
ainjeção viral. Na administração intratumoral N0 × MOI vírus são uniformementedistribuídos sobre o tumor. Essa abordagem 
orresponde a proto
olos experimentaisusados em 
amundongos imunode�
ientes [95℄ e em ensaios in vitro [68, 96℄. Cadavírus livre exe
uta uma 
aminhada aleatória na rede, 
omo apresentado no 
apítulo 5.Eles infe
tam uma 
élula 
an
erosa 
om probabilidade Pinf (dada pela equação 5.1), eo número de vírus que infe
tam uma 
élula é es
olhido de a
ordo 
om uma distribuiçãode Poisson (equação 5.2).A lise de 
ada 
élula 
an
erosa infe
tada libera v0 vírus no meio extra-
elular.Imediatamente após a lise, os vírus re
ém-liberados permane
em no sítio da 
élula quesofreu lise, a partir do qual eles difundirão através do te
ido. Além de sofrerem umadegradação 
onstante a uma taxa γv (que representa prin
ipalmente a resposta imuneinata), eles são ata
ados por anti
orpos espe
í�
os presentes no te
ido. Os anti
orpos seligam aos vírus impedindo sua ligação aos re
eptores 
elulares e subsequente entradana 
élula, neutralizando-os. Por �m, assumimos que esses vírus neutralizados sãodestruídos pelos ma
rófagos, sendo eliminados do sistema.Resposta ImuneA resposta imune inata será representada por um me
anismo simples, que 
on-siste na retirada de vírus livres do te
ido a uma taxa γv. Essa resposta é ativadaimediatamente após a injeção viral.
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ontra o 
ân
erA resposta imune adaptativa se desenvolve um pou
o mais tarde (5 a 6 dias apósa administração dos vírus), e será exe
utada por linfó
itos B, que liberam anti
orposespe
í�
os, e linfó
itos T CD8+, que podem induzir apoptose em uma 
élula infe
tada.Ambos os linfó
itos são des
ritos 
omo agentes individuais.O re
rutamento de linfó
itos é um pro
esso 
omplexo, mas assumiremos que
ada 
élula B ou T CD8+ entra no te
ido, por meio do vaso 
apilar, a uma taxa dadapor βB ou βCD8, respe
tivamente, se o número de 
élulas infe
tadas é maior que umlimiar σmin
inf . Se o número de 
élulas infe
tadas está abaixo desse limiar, assumimosque o nível de infe
ção é muito baixo e, 
onsequentemente, a sinalização é muito fra
apara induzir o re
rutamento de linfó
itos. Quando a maioria das 
élulas infe
tadasestiverem mortas, o re
rutamento dos linfó
itos será interrompido, e as populações de
élulas B e T CD8+ diminuirão devido aos seus tempos de vida, TB ∼ 3 − 8 semanase TCD8+ ∼ 4 − 8 semanas, respe
tivamente.A 
ada passo de tempo, uma 
élula T CD8+ pode induzir apoptose em uma
élula infe
tada 
om probabilidade Papop ou mover-se dentro de um 
ír
ulo de�nido por

RCD8 
entrado em sua posição. Uma 
élula T pode induzir apoptose apenas em uma
élula infe
tada primeira-vizinha, uma vez que ela pre
isa 
one
tar-se a 
élula alvo. Elaorienta seu aparato de Golgi e seus mi
rotúbulos na direção da 
élula alvo para liberaras se
reções que induzirão a apoptose [97℄. Esse pro
esso só pode ser feito em uma
élula-alvo de 
ada vez. Como essa ação 
itotóxi
a pare
e ser fortemente dire
ionada,nosso modelo assume que, se houver mais de uma 
élula infe
tada primeira-vizinha da
élula T, ela es
olherá aleatoriamente uma delas e induzirá a apoptose nessa 
élula alvo
om probabilidade Papop.Por sua vez, as 
élulas B podem apenas mover-se em um 
ír
ulo de raio RB.Os linfó
itos B presentes no te
ido estão ativados e sintetizam anti
orpos antivirais.Uma par
ela signi�
ativa dessas 
élulas B ativadas permane
e fora do te
ido infe
tado,e libera seus anti
orpos na 
orrente sanguínea, gerando uma 
on
entração de anti
or-pos espe
í�
os no vaso 
apilar. Esses anti
orpos extravassam para o te
ido infe
tado,unindo-se aos anti
orpos liberados lo
almente pelas 
élulas B re
rutadas. Então, emnosso modelo os anti
orpos in�ltram no te
ido através do vaso 
apilar a uma taxa
onstante βA′ e 
ada 
élula B na região do tumor sintetiza anti
orpos a uma taxa βA.O movimento dos linfó
itos é governado pelas seguintes regras. Um linfó
itoes
olhido para mover-se veri�
a sua vizinhança de�nida pelo 
ír
ulo 
entrado em suaposição e por seu raio de ação 
orrespondente. Se não houver nenhuma 
élula infe
-tada nessa vizinhança, ele salta para um sítio aleatoriamente es
olhido na borda do
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ír
ulo. Caso 
ontrário, o linfó
ito o
upará um sítio vizinho de uma 
élula infe
tadaaleatoriamente es
olhida dentro dessa vizinhança. Isso 
orresponde a um movimentodire
ionado para a região infe
tada, 
om trajetórias menos 
on�nadas em regiões sem
élulas infe
tadas e trajetórias mais 
on�nadas se há 
élulas infe
tadas na vizinhançado linfó
ito. Essas regras são sugeridas por imagens in vivo dos pro
essos de in�ltraçãoe eliminação de 
élulas T CD8+ em um tumor sólido [98℄.Os anti
orpos neutralizantes formam um 
ampo 
ontínuo 
uja 
on
entraçãoobede
e a equação de difusão
∂A

∂t
= DA∇2A + σBβA − γAA. (6.1)O termo ∇2A 
orresponde à difusão dos anti
orpos, o termo σBβA, à produção de anti-
orpos pelas 
élulas B, e o termo γAA se refere à degradação ou retirada de anti
orpos.Essa equação pode ser es
rita na forma adimensional exe
utando-se a transformaçãode variáveis

t′ =
DAt

∆2
; x′ =

x

∆
; A′ =

A

A0

. (6.2)Após alguma manipulação algébri
a, pode-se obter a equação
∂A′

∂t′
= ∇2A′ + β ′

AσB − γ′
AA′, (6.3)que obede
e a 
ondição de 
ontorno no vaso 
apilar

A′(x, 0) = 1,e envolve as taxas adimensionias de síntese e retirada de anti
orpos
β ′

A =
∆2βA

DAA0
; γ′

A =
∆2γA

DA
. (6.4)A estequeometria da neutralização mediada por anti
orpos não é 
ompletamenteentendida, e é usualmente des
rita por duas abordagens: modelos que assumem quea neutralização de um vírus pode ser obtida pela ligação de uma úni
a molé
ula deanti
orpo, e modelos que propõem que vários anti
orpos são ne
essários para inativarum úni
o vírus [99℄. Além dessas abordagens, a �teoria da 
obertura�, proposta porBurton e 
olaboradores [100℄, sugere que a estequeometria da neutralização está re-la
ionada ao número de anti
orpos ne
essários para �
obrir� a superfí
ie do vírus, eque essa quantidade pode ser estimada 
omo uma função da área super�
ial do vírus.Assumimos neste modelo que vírus livres podem ser inativados 
om uma probabilidade
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Pinat, uma função da 
on
entração lo
al de anti
orpos que satura em 1 quando essa
on
entração ultrapassa o valor Ainat,

P
(σ)
inat =

{

1 , se A(i, j) > Ainat

2A(i,j)
A(i,j)+Ainat

, 
aso 
ontrário (6.5)6.3 Algoritmo e estimativa de parâmetrosAs simulações são implementadas 
omo se segue. A 
ada passo de tempo, a eq.3.3 é numeri
amente resolvida no estado esta
ionário, enquanto a equação 6.3 é iteradapor um número de�nido de vezes. Então, frações dos vírus livres são retiradas, inativa-das por anti
orpos 
om probabilidade dada pela equação 6.5, e 
ada vírus remanes
enteexe
uta uma 
aminhada aleatória 
om q passos. Em seguida, linfó
itos T CD8+ e Bsão re
rutados para o te
ido, e N1 
élulas 
an
erosas e N2 linfó
itos são sequen
ial-mente sele
ionados ao a
aso 
om igual probabilidade. Aqui, N1 é o número total de
élulas 
an
erosas, infe
tadas ou não, e N2 é o número total de linfó
itos B e T CD8+no instante de tempo t. Para 
ada uma delas, uma ação tentativa é aleatoriamentees
olhida 
om mesma probabilidade. Essas ações são divisão, morte, migração ou infe
-ção para uma 
élula 
an
erosa não-infe
tada, lise para uma 
élula tumoral infe
tada,movimento para uma 
élula B e movimento ou ação 
itotóxi
a para um linfó
ito T
CD8+. Para uma 
élula 
an
erosa, a ação será implementada ou não de a
ordo 
omas 
orrespondentes probabilidades lo
ais determinadas pelas equações 3.4-3.6,4.5,4.6.A infe
ção e a lise o
orrem segundo as mesmas regras des
ritas no 
apítulo 5. Para aação 
itotóxi
a de uma 
élula T, a apoptose de uma 
élula 
an
erosa infe
tada vizinhaé exe
utada 
om probabilidade Papop. No �m dessa sequên
ia de N1 +N2 atualizações,um novo passo de tempo 
omeça e todo o pro
edimento é iterado. As simulações sãointerrompidas se alguma 
élula tumoral al
ança o vaso 
apilar ou a borda do te
ido ouse o tumor é erradi
ado. No apêndi
e B, este algoritmo é mostrado em um diagramade blo
os.Por meio da �gura 6.2, podemos estimar o atraso típi
o na resposta imune me-diada por anti
orpos e o intervalo de valores da 
on
entração de anti
orpos no sangue.Note que se o pa
iente nun
a foi exposto ao vírus on
olíti
o, a resposta será três ordensde grandeza menor do que se o pa
iente já possuir imunidade ao vírus. De qualquermodo, a �gura indi
a o atraso típi
o na resposta imune mediada por anti
orpos (aproxi-madamente 6 dias) e as 
on
entrações típi
as de anti
orpos no soro (5×10−6g/mL paraa resposta primária e 5× 10−3g/mL para a resposta se
undária). Como o soro 
orres-
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er
a de 55% do volume total de sangue, temos que as 
on
entrações típi
as nosangue estão no intervalo (2, 5×10−6g/mL para a resposta primária e 2, 5×10−3g/mLpara a resposta se
undária). As estimativas para os parâmetros usados são mostradasna tabela 6.1.

Figura 6.2: No dia 0 o
orre o primeiro en
ontro 
om o antígeno A, que gera umaresposta primária. Após 
er
a de 6 dias, surgem anti
orpos 
ontra o antígeno A (azul);sua 
on
entração 
res
e até saturar, e então de
res
e. Em seguida, são introduzidosno animal uma mistura dos antígenos A e B. O
orre uma resposta se
undária intensaao antígeno A, o que ilustra a memória imunológi
a3. A resposta ao antígeno B ésemelhante à resposta ini
ial ao antígeno A, o que indi
a que esse é o primeiro en
ontrodo animal 
om o antígeno B. A partir dessa �gura podemos estimar o atraso na respostaimune mediada por anti
orpos e o intervalo de valores da 
on
entração de anti
orposno sangue. Figura adaptada de [97℄.Nakanishi e 
olaboradores [101℄ analisaram a entrada de 
élulas T CD8+ emte
ido vaginal infe
tado pelo vírus da herpes simplex (HSV) e seus resultados indi
amque esses linfó
itos são re
rutados a uma taxa de 2, 5 
élulas/h. Então, os valores de
βT e βB estarão no intervalo entre 1, 25h−1 e 10h−1 . Considerando que a velo
idademédia de migração de 
élulas T CD8+ em um tumor sólido é (8±3) µm/min [98℄, queum passo tem 
omprimento 10µm (
onstante de rede ∆), e que um passo de tempo (ts)nas simulações equivale a 4h ou 240min, podemos estimar os limites inferior e superiorpara o raio de ação do linfó
ito T CD8+. Se a trajetória do linfó
ito é balísti
a, emum passo de tempo ele per
orrerá uma distân
ia

d = v̄t = 8µmmin−14h = 1920µm. (6.6)



66 Um modelo para a resposta imune na viroterapia 
ontra o 
ân
erIsso 
orresponde a 192 passos de 
omprimento ∆. Assumindo uma 
aminhada aleatória
om 192 passos, a distân
ia per
orrida seria
d =

√
< x2 > ∼

√
192 ≈ 13passos. (6.7)Como 
ada passo tem 
omprimento 10µm, a distân
ia per
orrida nesse 
aso seria de

130µm. Portanto, o raio de ação dos linfó
itos assume valores entre 50µm e 2000µm.Além disso, 
omo 
ada 
élula T tem apenas 50% de 
han
e de migrar a 
ada passo detempo, enquanto 
élulas B sempre movem, assume-se RB = RT /2 para que ambos oslinfó
itos tenham aproximadamente a mesma velo
idade média.Tabela 6.1: Estimativas dos valores dos parâmetros usados no modelo.Parâmetro Des
rição Estimativa
TB tempo de vida das 
élulas B < 8 semanas [97℄
TT tempo de vida das 
élulas T 4 − 8 semanas [97℄

Papop poder 
itotóxi
o das 
élulas 90%T CD8+atraso na resposta imune 5 dias [90℄, 6 dias (A
∗) [97℄
∼ 6 dias (
élulas T) [94℄

βB taxa de re
rutamento das 
él. B 1, 25 − 10h−1 [101℄
βT taxa de re
rutamento das 
él. T 1, 25 − 10h−1 [101℄
RB raio de ação das 
él. B 50 − 2000µm [98℄

RCD8 raio de ação das 
él. T 50 − 2000µm [98℄
v̄ velo
idade de 
élulas T CD8+ (8 ± 3) µm/min [98℄dentro do tumor
∆ diâmetro de uma 
élula normal 10−3cm

βA taxa de produção de A
 6, 94 × 10−13g/ml/s [102℄
A0 
on
entração de A
 no 
apilar 2, 5 × 10−9 − 10−2g/ml [97℄
γA taxa de remoção de A
 2, 31 × 10−7s−1 [103℄
DA 
onst. de difusão de A
 10−8 − 10−7cm2/s [104℄

Ainact 
on
entração de A
 1, 25 × 10−6g/mlne
essária para inativar um vírus
σmin

inf número mínimo de linfó
itos 20para ativar a resposta imune
∗ A abreviatura A
 refere-se a anti
orpos.Usando os valores experimentais mostrados na tabela 6.1, as taxas adimensionais



6.4 Resultados e dis
ussão 67na equação 6.3 assumem nas simulações valores no intervalo β ′
A ∈ [3 × 10−6, 3 × 10−2]e γ′

A ∈ [2.3 × 10−6, 2.3 × 10−5].6.4 Resultados e dis
ussãoUma vez que o objetivo desse trabalho é investigar 
omo o sistema imune afetao resultado da viroterapia, apenas um vírus on
olíti
o e um tipo de tumor forames
olhidos. Os parâmetros rela
ionados aos vírus foram �xos em Tl = 16, θinf = 0, 01,
MOI = 3, bs = 100, q = 4 e N0 = 5000. A resposta imune inata é par
ialmentesuprimida, de modo que γv = 0, 03, o que 
orresponde a uma taxa de retirada deaproximadamente 7, 5 × 10−3h−1, ou apenas 30% da taxa de retirada normal [61℄.Esse valor também é �xo em todas as simulações. A viroterapia será estudada emtumores sólidos. Essas morfologias 
ompa
tas são geradas em nosso modelo quandoa 
ompetição por nutrientes é fra
a e, 
onsequentemente, o tumor 
res
e rapidamente[6℄. Se a resposta imune espe
í�
a é 
ompletamente suprimida, tal terapia é 
apazde erradi
ar tumores sólidos, 
omo mostrado no 
apítulo 5. Entretanto, se o sistemaimune é 
ara
terizado por parâmetros imunológi
os típi
os (mostrados na tabela 6.1),a viroterapia falha. A razão é que vírus livres, assim 
omo suas fontes, as 
élulas
an
erosas infe
tadas, são eliminadas pela resposta imune adaptativa.A questão 
entral é 
omo modular a resposta imune para aumentar a probabi-lidade de su
esso de viroterapias on
olíti
as em pa
ientes imuno
ompetentes. Nossomodelo permite 
al
ular os efeitos de 
ada 
omponente 
onsiderada da resposta imuneadaptativa. O prin
ipal resultado das nossas simulações é que uma terapia e�
az emerradi
ar o tumor é possível sob três 
enários para a modulação da resposta imune.No primeiro 
enário, o re
rutamento de 
élulas B para o te
ido infe
tado é 
om-pletamente suprimido e as 
élulas T CD8+ possuem uma baixa mobilidade, ou seja,uma 
apa
idasde de espalhamento no te
ido restrita (RT < 300µm). Esta 
ondição ga-rante que a 
on
entração de anti
orpos no te
ido permaneça abaixo do nível ne
essáriopara neutralizar os vírus livres. A última 
ondição garante que as 
élulas T CD8+ nãosejam 
apazes de al
ançar o tumor e eliminar as 
élulas 
an
erosas infe
tadas antes queas su
essivas ondas de infe
ção matem todas elas. Esse 
enário é sustentado mesmose 
élulas T CD8+ são re
rutadas a taxas tão altas quanto 10 
élulas/h. As probabi-lidades 
orrespondentes de su
esso terapêuti
o para diferentes taxas de re
rutamentode 
élulas T, 
om ou sem anti
orpos in�ltrantes no te
ido pelo 
apilar, são mostradasna �gura 6.3. Nossos resultados indi
am que 
élulas T 
itotóxi
as 
om uma área de



68 Um modelo para a resposta imune na viroterapia 
ontra o 
ân
eração grande (RT ≥ 300µm) podem induzir apoptose em todas as 
élulas 
an
erosasinfe
tadas se re
rutadas a taxas ≥ 5 
élulas/h (dados não mostrados). Nesse 
aso, asondas su
essivas de infe
ção são fortemente atenuadas e, 
onsequentemente, a probabi-lidade de su
esso terapêuti
o �
a menor que 20%. Entretanto, a viroterapia on
olíti
afra
assa mesmo para linfó
itos T 
om raios de ação de 200µm se a 
on
entração Abde anti
orpos no 
apilar é muito grande, 
omo possivelmente provo
ado por uma po-tente resposta imune sistêmi
a. Na verdade, a probabilidade de su
esso terapêuti
odiminui para 
er
a de 10% se Ab = 10A0 e se anula para Ab ∼ 103A0, a 
on
entraçãoque 
orresponde a níveis observados em uma resposta imune se
undária a um antígenopreviamente apresentado.
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Figura 6.3: Probabilidade de erradi
ação do tumor 
omo função do raio de ação das
élulas T CD8+. O re
rutamento das 
élulas B foi 
ompletamente suprimido (βB = 0),enquanto o de 
élulas T o
orre a uma taxa βT = 40 (≡ 10h−1). Em (a) os anti
orposnão in�ltram no te
ido, enquanto em (b) eles o fazem. Os dados 
orrespondem a médiassobre 100 amostras.Esses resultados são 
onsistentes 
om testes 
líni
os e modelos de tumores em ro-edores que indi
am que anti
orpos neutralizantes 
ontra antígenos virais di�
ultam deforma sig�
ativa a e�
á
ia terapêuti
a de vários vetores de adenovírus [105, 93, 106℄,mas 
ontrastam 
om o fato de que vírus da rubéola e da HSV administrados intra-
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ussão 69tumoralmente mantém sua atividade terapêuti
a apesar de provo
arem uma robustaresposta de anti
orpos neutralizantes [34℄.
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Figura 6.4: Evolução temporal do número total de 
élulas 
an
erosas (Nc), 
an
erosasinfe
tadas (Ninf), 
an
erosas que sofreram apoptose (Napop), linfó
itos T CD8+ (NT ),vírus livres (vfree) e inativados (vinact). Tanto o re
rutamento de 
élulas B quanto ain�ltração de anti
orpos no te
ido foram suprimidos. Células T são re
rutadas a umataxa βT = 5h−1 e têm raios de ação RT = 300µm. Apesar do tumor não ser erradi
ado,as ondas su
essivas de infe
ção mantem o tumor sob 
ontrole.O prin
ipal papel da mobilidade de 
élulas T 
itotóxi
as é eviden
iado na �gura6.4. Nela, pode-se ver a 
urva de população para um 
aso em que o re
rutamento de
élulas B é suprimido (βB = 0) e anti
orpos não in�ltram no te
ido, mas as 
élulas T
CD8+ exibem um raio de ação grande, RT = 300µm. Uma vez que não há anti
orposno te
ido, vírus livres não podem ser inativados. Entretanto, as 
élulas T CD8+al
ançam o tumor e induzem apoptose em 
élulas 
an
erosas infe
tadas. Há os
ilaçõesnão-amorte
idas nas populações de 
élulas infe
tadas e vírus livres. Apesar do tumornão ser erradi
ado, os 
i
los su
essivos de infe
ção viral mantem o tumor sob 
ontrole.Esse resultado não muda se anti
orpos são 
apazes de entrar no te
ido, ou se a taxa
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ontra o 
ân
erde re
rutamento de 
élulas T é aumentada para βT = 10h−1. Entretanto, se o raio deação é reduzido para RT = 200µm, o tumor é erradi
ado.
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Figura 6.5: Probabilidade de erradi
ação do tumor para valores 
res
entes do raio deação das 
élulas B. O re
rutamento de linfó
itos T é suprimido (βT = 0), enquanto
élulas B são re
rutadas a uma taxa βB = 10h−1. Em (a) anti
orpos não podemin�ltrar no te
ido, mas em (b) eles podem. Os dados 
orrespondem a 100 amostras.O segundo 
enário que resulta na erradi
ação do tumor envolve a supressão das
élulas T CD8+ e da in�ltração de anti
orpos. Em tal 
enário somente 
élulas B sãore
rutadas para o te
ido infe
tado e o tumor é erradi
ado 
om pelo menos 90% deprobabilidade. Este grande su
esso terapêuti
o é mantido para 
élulas B 
om raiosde ação tão grandes quanto RB = 0, 5mm, re
rutadas a taxas de até βB = 40h−1, eque sintetizam anti
orpos a taxas duas ordens de grandeza maiores que βA. Portanto,apenas linfó
itos B não podem provo
ar uma resposta imune e�
az 
ontra os vírus on-
olíti
os. Entretanto, se anti
orpos extravasam do 
apilar para o te
ido, a 
on
entraçãototal de anti
orpos no tumor é su�
ientemente alta para inativar a maioria dos víruslivres, atenuando drasti
amente as novas ondas de infe
ção e, portanto, diminuindo osu
esso terapêuti
o. Esses resultados são mostrados na �gura 6.5. Eles indi
am quea resposta imune humoral sistêmi
a e o re
rutamento lo
al de 
élulas T CD8+ deve-riam ser inibidos para aumentar o su
esso da viroterapia. De fato, o imunossupressor
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i
lofosfamida, uma droga quimioterápi
a que inibe a síntese de anti
orpos neutrali-zantes [107, 108, 109, 110, 111℄, IFN-γ, e a atividade de 
élulas do sistema imune inato[33℄, é frequentemente 
o-administrada 
om HSV [109, 112℄ e reovírus [34℄, inibindo aimunidade inata e adaptativa.Os dois 
enários já men
ionados envolvem a supressão do re
rutamento de lin-fó
itos para o te
ido infe
tado, prin
ipalmente de 
élulas T CD8+. Isto pode ser
onseguido, por exemplo, bloqueando a expressão in situ de CXCL9 e CXCL104 Essasquimio
inas são ne
essárias para que os linfó
itos T 
itotóxi
os entrem no te
ido in-fe
tado vindos do sistema 
ir
ulatório [101℄. Isso porque a diminuição na expressão deCXCL9 reduz a in�ltração de 
élulas T CD4+ no te
ido infe
tado [113℄. Tal depleçãolo
al de 
élulas T CD4+ bloqueia de forma signi�
ativa o re
rutamento de 
élulas T
itotóxi
as, primariamente dependentes do IFN-γ se
retado por 
élulas CD4+ [101℄.Por outro lado, níveis reduzidos de IFN-γ derivado de 
élulas CD4+ T afetam nega-tivamente a expressão de CXCL9 e o 
ondi
ionamento autó
rino de 
élulas T CD4+para a
essar o te
ido infe
tado [101℄, fe
hando um 
i
lo de interações.Entretanto, mesmo na ausên
ia de 
élulas T CD4+ ou IFN-γ, um re
rutamentoresidual de 
élulas T CD8+ pode ser observado. Esse re
rutamento pode ser inibidopor meio da neutralização do IFN tipo I assim 
omo IFN-αβR [101℄. Rela
ionado a esse
ontexto, podemos men
ionar o vírus on
olíti
o rVSV-gG5, que inibe a quimiotaxia de
élulas NK e NKT ao te
ido tumoral [114℄. Essa proteína viral gG liga-se às quimio
inasC, CC e CXC 
om a�nidade alta, suprimindo a quimiotaxia de 
élulas in�amatóriasem resposta a essas quimio
inas e possivelmente inibindo também o re
rutamento delinfó
itos.O ter
eiro 
enário para a erradi
ação do tumor 
onsiste em impedir a mobilidadedos linfó
itos B e T sem afetar a dinâmi
a dos anti
orpos ou o re
rutamento doslinfó
itos. Se seus raios de ação são 
urtos (RB ≤ 0.1mm e RT ≤ 0.2mm) o tumoré erradi
ado 
om mais que 70% de probabilidade mesmo se ambos os linfó
itos sãore
rutados a taxas βB = βT = 5h−1. Na �gura 6.6, a probabilidade de erradi
açãodo tumor é mostrada 
omo uma função do raio de ação dos linfó
itos e para trêstaxas de re
rutamento distintas. Suas mobilidades pare
em ser 
ara
terísti
as mais4As quimio
inas CXCL9 e CXCL10, também 
onhe
idas 
omo mono
ina induzida por interferon-gama e proteína induzida por interferon 10, estão rela
ionadas ao re
rutamento de linfó
itos, prin
i-palmente ativando 
élulas Th1 CD4+, 
élulas T CD8+ e 
élulas NK5rVSV-gG é um vetor viral baseado no VSV (�vesi
ular stomatitis virus�) que expressa a gli
opro-teína equina do vírus da herpes tipo 1 G



72 Um modelo para a resposta imune na viroterapia 
ontra o 
ân
erdeterminates que as suas taxas de re
rutamento. A 
have para o su
esso é garantirtempo su�
iente para que os vírus matem quase todas as 
élulas 
an
erosas antes queo linfó
itos B e T in�ltrem na vizinhança do tumor a uma distân
ia tal que a respostaimune 
elular antiviral torne-se efetiva.
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Figura 6.6: Probabilidade de erradi
ação do tumor 
omo função do raio de ação doslinfó
itos. Anti
orpos in�ltram no te
ido vindos do 
apilar e ambos os linfó
itos sãore
rutados a taxas βB = βT = 1.25h−1 (a); βB = βT = 2.5h−1 (b); e βB = βT = 5h−1(
). Os dados 
orrespondem a 100 amostras.Claramente, se algumas 
élulas sobrevivem ao ataque dos vírus até que elas
aiam dentro da área de ação das 
élulas B e T in�ltrantes, a viroterapia falha porqueos vírus livres e as 
élulas 
an
erosas infe
tadas são então rapidamente eliminados. Essasituação é ilustrada na �gura 6.7. A distribuição espa
ial de 
élulas 
an
erosas, linfó-
itos e vírus, bem 
omo as 
on
entrações 
orrespondentes de anti
orpos são mostradaspara três instantes de tempo. Como pode ser visto, 20 dias após a administração viralo tumor entra em signi�
ante remissão e os primeiros linfó
itos tem o tumor dentro dasua área de ação. Então, a resposta imune adaptativa lo
al mediada por 
élulas T eB leva 
er
a de 2 meses para eliminar quase todos os vírus livres e 
élulas 
an
erosas,
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ussão 73permitindo o 
res
imento do tumor a partir de pou
as 
élulas malignas.

Figura 6.7: Padrões espaço-temporais de 
élulas 
an
erosas, linfó
itos e vírus ((a)-(
))e as 
on
entrações de anti
orpos 
orrespondentes ((d)-(f)). (a) e (d): o 
omeço daresposta imune adaptativa, 5 dias após a injeção viral; (b) e (e): 20 dias depois. Nesseinstante de tempo o tumor está quase extinto e os linfó
itos já al
ançaram o tumor. (
)e (f): 2 meses depois. A resposta imune adaptativa eliminou quase todos os vírus livrese 
élulas infe
tadas, e o tumor 
ontinua 
res
endo. βB = βT = 2.5h−1 são taxas dere
rutamento de linfó
itos B e T, e RB = 0.15mm e RT = 0.3mm seus respe
tivos raiosde ação. Para esse 
onjunto de parâmetros, a probabilidade de su
esso terapêuti
o é
30%. A linha vermelha em (a)-(
) representa o vaso 
apilar.Esse ter
eiro 
enário requer uma restrição severa na mobilidade dos linfó
itos e,
onsequentemente, uma rígida limitação no raio de ação de 
élulas B e T que in�ltramno te
ido infe
tado. Talvez, uma alternativa seria desenvolver vírus on
olíti
os queexpressem produtos de genes virais potentes e altamente difusivos que atuem nos me-
anismos de migração dos linfó
itos. Linfó
itos T usam migração amebóide baseadosem polimerização de a
tina ao longo da membrana plasmáti
a para enrige
er e 
ontrair



74 Um modelo para a resposta imune na viroterapia 
ontra o 
ân
ero 
órtex 
elular [115℄. GTPase RhoA6 e seu efetor ROCK7 
ontrolam 
riti
amente adinâmi
a da a
tina 
orti
al. Interferir em RhoA e/ou ROCK di�
ulta a 
ontraçãoa
to-miosina ne
essária para movimentos amebóides e reduz dramati
amente a taxade migração de 
élulas T [116℄. Portanto, inibidores de tais proteínas emergem 
omo
andidatos imediatos para a supressão mediada por vírus da mobilidade dos linfó
itos.
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Figura 6.8: Curvas de população para uma terapia e�
iente. Os parâmetros usados sãoos mesmos da �gura 6.7 e anti
orpos podem in�ltrar no te
ido. Neste 
aso a terapiaerradi
a o tumor porque os linfó
itos tem raio de ação pequeno, permitindo que osvírus on
olíti
os matem todas as 
élulas tumorais até que a resposta imune al
an
e otumor.Finalmente, é importante enfatizar que, devido a esto
asti
idade do modelo,6GTPases são uma família de enzimas hidrolase que podem ligar e hidrolisar a GTP (guanosina-5′-fosfato; age 
omo substrato para a síntese de RNA durante o pro
esso de trans
rição.) e RhoA (famíliade genes homólogos Ras, membro A) é uma proteína de sinalização que 
ontrola o 
itoesqueleto dea
tina 
elular.7ROCK (
inase Rho) faz a trandução de sinais para a organização do 
itoesqueleto e expressãogêni
a.



6.5 Con
lusões 75outras simulações 
om os mesmos parâmetros usados na �gura 6.7 podem gerar resul-tados diferentes. Então, por exemplo, as 
urvas de população para um 
aso em que otumor é erradi
ado são mostradas na �gura 6.8. Novamente, os linfó
itos são dire
io-nados aos vírus e 
élulas infe
tadas quando o tumor está quase erradi
ado. Mas, nesse
aso, nenhuma 
élula 
an
erosa es
apou do ataque dos vírus, pou
as 
élulas infe
tadassofreram apoptose, e a inativação de vírus livres o
orre após a erradi
ação do tumor.6.5 Con
lusõesAs estratégias mais 
omuns para aumentar a e�
á
ia da viroterapia 
onsistem emdesenvolver vírus 
apazes de es
apar da resposta imune adaptativa. Neste 
apítulo foiapresentado um modelo multies
ala para viroterapia em pa
ientes imuno
ompetentes,e alternativas viáveis para modular a resposta imune adaptativa lo
al foram propostas.Resumindo, nosso resultados indi
am três estratégias para modular a resposta imuneem prol de aumentar o su
esso terapêuti
o. As duas primeiras 
onsistem essen
ialmenteem impedir o re
rutamento de linfó
itos B ou T CD8+ para o te
ido infe
tado 
omo vírus on
olíti
o. Para as 
élulas T CD8+, isso pode ser 
onseguido suprimindolo
almente 
élulas T CD4+ ou IFN-γ, de modo que o re
rutamento de linfó
itos T
itotóxi
os seja bloqueado. A ter
eira estratégia é baseada em reduzir fortemente a taxade migração de linfó
itos T e B que in�ltram o te
ido afetado. Interferir 
om RhoAou ROCK pode resultar em imobilização dos linfó
itos devido à falhas no pro
esso dedeta
hment 
elular. Então, esta alternativa pare
e ser mais e�
iente para aumentar osu
esso da viroterapia on
olíti
a. Entretanto, o benefí
io poten
ial em usar essas duasestratégias sinergi
amente é 
laro.Nossos resultados sugerem que os raios de ação dos linfó
itos, que determinamsua mobilidade bem 
omo sua habilidade de identi�
ar alvos, mais do que as taxas dere
rutamento, são as prin
ipais 
ara
terísti
as imunológi
as a serem moduladas.



Capítulo 7
Modelando o tratamento de 
ân
er
om nanopartí
ulas quimioterápi
as

En
apsular drogas quimioterápi
as em nanomateriais poliméri
os é uma alterna-tiva promissora no tratamento de tumores, pois permite aumentar a dose administradae reduzir os efeitos 
olaterais. Isso porque a droga en
apsulada será retida na regiãodo tumor, que apresenta vasos 
om maior permeabilidade e fra
a drenagem linfáti
a.A droga será liberada gradualmente dentro da 
élula, 
ausando sua morte.Um modelo multies
ala para o 
res
imento do tumor e sua quimioterapia usandonanopartí
ulas de polímeros quiméri
os é apresentado neste 
apítulo e os resultados te-rapêuti
os 
orrespondentes são 
al
ulados por meio de simulações 
omputa
ionais domodelo. É importante desta
ar que esse trabalho foi publi
ado no periódi
o AppliedPhysi
s Letters [8℄. Nossos resultados indi
am que a administração periódi
a das na-nopartí
ulas em doses altas (próximas a dose máxima tolerada) é 
apaz de erradi
artanto tumores vas
ulares quanto metástases. Entretanto, um tratamento seguro exigenanopartí
ulas 
onjugadas que se ligam as 
élulas 
an
erosas 
om alta espe
i�
idade,de modo a deixar o te
ido normal ileso. Além disso, estimamos a taxa de 
onsumo dedroga ne
essária a erradi
ação do tumor.7.1 Cenário atualAlguns modelos foram re
entemente propostos para estudar o 
ombate a tumo-res por meio de nanopartí
ulas quimioterápi
as. Mishra et al. [117℄ propuseram ummodelo para des
rever estratégias de quimioterapia usando nanopartí
ulas em tumores76



7.2 Modelo para quimioterapia 
om nanopartí
ulas de polímerosquiméri
os 77esferi
amente simétri
os por meio de um sistema de equações diferen
iais par
iais. Osresultados obtidos por eles indi
am que a 
on
entração de droga na 
élula tumoralaumenta linearmente 
om o aumento da dose ini
ial. Goodman et al. [118℄ desenvol-veram um modelo baseado em equações diferen
iais par
iais para estudar a penetraçãode nanopartí
ulas em esferóides multi
elulares que possuem alterações radialmente de-pendentes na arquitetura tumoral. Essas alterações são representadas pela fração dovolume de te
ido a
essível à difusão das nanopartí
ulas e estão rela
ionadas a presençade um modulador da matriz extra
elular, a 
olagenase. Enquanto alguns parâmetrosforam determinados experimentalmente, outros foram estimados indiretamente, porajuste de dados experimentais. Os resultados do modelo, 
ombinados a resultadosexperimentais, sugerem que o tamanho da partí
ula, sua e�
iên
ia de ligação e a po-rosidade do te
ido alvo são parâmetros 
have no desenvolvimento de nanopartí
ulas
arregadoras de drogas para tratamento de tumores.
7.2 Modelo para quimioterapia 
om nanopartí
ulasde polímeros quiméri
osO te
ido é representado por uma rede quadrada L × L, 
om 
onstante de rede
∆. Em j = 0 há um vaso 
apilar, de onde difundem os nutrientes. Eles são des
ritospela equação de reação-difusão

∂φ

∂t
= ∇2φ − α2

φφσn − λφα
2
φφσc. (7.1)em que taxas de 
onsumo distintas para 
élulas normais e 
an
erosas são 
onsideradaspelo fator λφ. O parâmetro αφ está rela
ionado ao 
omprimento 
ara
terísti
o para adifusão de nutrientes [6℄. Fizemos a mesma mudança de variáveis des
rita no 
apítulo 3nessa equação, de modo a torná-la adimensional. A equação 7.1 obede
e a 
ondições de
ontorno periódi
as ao longo do eixo horizontal e 
ondições de 
ontorno de Neumannna borda do te
ido (i = L). No 
apilar (i = 0) a 
on
entração de nutrientes é φk = 1(suprimento �xo e 
ontínuo). O esquema do modelo é mostrado na �gura 7.1.
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Figura 7.1: Células 
an
erosas podem dividir, migrar lo
almente ou morrer por priva-ção de nutrientes ou devido a ação da droga, enquanto a dinâmi
a das 
élulas normaisse restringe a morte devido a es
assez de nutrientes ou a ação da doxorubi
ina.CP-Dox no vaso 
apilarO 
apilar é a fonte das nanopartí
ulas CP-Dox que penetram no te
ido a umataxa kpt. As nanopartí
ulas são eliminadas da 
ir
ulação a uma taxa kel, e retiradasdo te
ido para o sangue a uma taxa ktp. A dinâmi
a das nanopartí
ulas no 
apilarobede
e à equação
dc1(t)

dt
= −k1c1(t) + c0δ(t − nτ), n = 0, 1, 2, . . . (7.2)em que k1 = kel + (kpt − ktp) é a taxa total de retirada de nanopartí
ulas do sangue eo termo c0δ(t− nτ), 
om n = 0, 1, 2, . . ., representa a administração de nanopartí
ulasCP-Dox em injeções de mesma dose e período τ . Essa equação tem solução analíti
a,

c1(t) =























c0 exp−k1t se 0 ≤ t < τ

c0

∑m
n=0 exp−k1(t−nτ) se t > τ e m = int(t/τ)que pode ser visualizada na �gura 7.2. O parâmetro c0 está rela
ionado à doseadministrada. Na dose máxima tolerada (MTD) de nanopartí
ulas CP-Dox tem-se

c0 ∼ 600µM .CP-Dox no te
idoNo te
ido, a 
on
entração de CP-Dox obede
e a seguinte equação diferen
ial:
∂c2(~x, t)

∂t
= D∇2c2(~x, t) −

∑

~x

αcσc(~x) −
∑

~x

αnσn(~x), (7.3)
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os 79em que σc(~x) = 0, 1, 2, . . . é o número de 
élulas 
an
erosas no sítio ~x e σn(~x) = 0 ou 1 éo número de 
élulas normais no sítio ~x. As 
élulas normais absorvem as nanopartí
ulasCP-Dox a uma taxa αn, enquanto as 
an
erosas absorvem as nanopartí
ulas a uma taxa
αc. Condições de 
ontorno de Neumann (�uxo nulo) são impostas na borda do te
ido(∂c2(y = L, t)/∂y = 0) e 
ondições de 
ontorno periódi
as são impostas na direçãoperpendi
ular ao vaso 
apilar (c2(L + 1) = c2(1) e c2(0) = c2(L)). As nanopartí
ulasentram no te
ido a partir do 
apilar a uma taxa c2(y = 0, t) = (kpt − ktp)c1(t).

τ 2τ 3τ 4τ 5τ 6τ 7τ 8τ
t

c
0

c 1

Figura 7.2: Con
entração de nanopartí
ulas no 
apilar (c1) em função do tempo. c0 é adose administrada periodi
amente, em intervalos de tempo τ . Note que a 
on
entraçãode nanopartí
ulas 
ai exponen
ialmente após a injeção.Por simpli
idade, vamos realizar a seguinte mudança de variáveis em 7.3:
t′ =

Dt

∆2
; ~x′ =

~x

∆
; α′

c,n =
αc,n∆

2

D
(7.4)Obtemos então

∂c2(~x′, t′)

∂t′
= ∇′2c2(~x′, t′) −

∑

~x′

α′
cσc(~x′) −

∑

~x′

α′
nσn(~x′), (7.5)

∂c2(y
′ = L∆, t′)/∂y′ = 0, c2(L + 1) = c2(1), c2(0) = c2(L)) e c2(y

′ = 0, t′) = (kpt −
ktp)c1(t

′). Essa equação será resolvida por diferença �nita (método de Gauss-Siedel).Para garantir a 
onvergên
ia, de�nimos ∆t′ = 0, 25 e ∆x′ = 1. Portanto, devemosresolver a equação (omitindo as apóstrofes)
∂c2(~x, t)

∂t
= ∇2c2(~x, t) −

∑

~x

αcσc(~x) −
∑

~x

αnσn(~x), (7.6)
∂c2(y = L∆, t)/∂y = 0, c2(L+1) = c2(1), c2(0) = c2(L)) e c2(y = 0, t) = (kpt−ktp)c1(t).
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asDinâmi
a intra
elular da CP-DoxAs partí
ulas de CP-Dox podem ser internalizadas por 
élulas normais e 
an-
erosas. Em 
ada passo de tempo, a quantidade de droga em uma 
élula normal ou
an
erosa em ~x é dada por
dc3

dt
= αn,c × c2(~x), (7.7)Dentro das 
élulas, em seus endossomos e lisossomos, as nanopartí
ulas são degradadase a droga Doxorubi
ina é liberada. Assumimos que, a 
ada passo de tempo (∼ 4h),uma fração a das nanopartí
ulas internalizadas será degradada e a droga liberada[26℄. A droga liberada na 
élula k é des
rita por c4(k). A a
umulação intra
elular dadoxorubi
ina afeta a viabilidade das 
élulas. Medidas experimentais [26℄ indi
am quea por
entagem de 
élulas viáveis1 é

V% =
100

1 + (c4/ic50)p
, (7.8)em que ic50 é um parâmetro medido experimentalmente. A dependên
ia da por
enta-gem de 
élulas viáveis 
om o parâmetro p e 
om a quantidade de droga liberada dentroda 
élula, c4, é mostrada na �gura 7.3. Analogamente, vamos assumir que a saúde deuma 
élula k é afetada pela droga de a
ordo 
om

Hk(t) =
1

1 + (c4k(t)/ic50)p
(7.9)A saúde de uma 
élula re�ete sua 
apa
idade de exe
utar suas ações.Efeito da CP-Dox na dinâmi
a das 
élulas normais e 
an
erosasA 
ada passo de tempo, 
ada 
élula normal pode morrer por privação de nutri-entes ou devido a ação da droga 
om probabilidade

P normal
die = 1 − exp

[

−H2

(

φ

σnθn
die

)2
] (7.10)em que H está rela
ionado a saúde da 
élula (equação 7.9) e o parâmetro θn

die 
ontrolaa forma dessa probabilidade. O valor de θn
die foi es
olhido de modo que o te
ido normalsobreviva na ausên
ia das nanopartí
ulas. Por outro lado, 
élulas 
an
erosas podemdividir, migrar lo
almente ou morrer. Essas ações esto
ásti
as, que dependem da1Células viáveis são 
élulas vivas 
apazes de se repli
ar.
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Figura 7.3: Efeito da 
on
entração intra
elular de Doxorubi
ina na viabilidade 
elular.
on
entração lo
al de nutrientes e da quantidade de doxorubi
ina liberada na 
élula,o
orrem de a
ordo 
om as respe
tivas probabilidades:
Pdiv = 1 − exp

[

−H2

(

φ

σcθc
div

)2
] (7.11)

Pdie = 1 − exp

[

−H2

(

φ

σcθc
die

)2
] (7.12)

Pmov = 1 − exp

[

−H2

(

σc

φθc
mov

)2
] (7.13)em que φ é a 
on
entração lo
al de nutrientes e H é dado pela equação 7.9. Célu-las 
an
erosas podem al
ançar os sítios vizinhos ao 
apilar, mas não são 
apazes depenetrar no vaso 
apilar.7.3 Algoritmo e estimativa de parâmetrosAs simulações foram implementadas 
omo segue. A 
ada passo de tempo, aequação 7.1 é numeri
amente resolvida no estado esta
ionário (∂φ/∂t = 0) por meio
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ân
er 
om nanopartí
ulas quimioterápi
asTabela 7.1: Estimativas dos valores dos parâmetros usados no modelo.Parâmetro Des
rição Estimativa
∆ Diâmetro típi
o de uma 
élula ∼ 10µm [51℄
∆t Passo de tempo do modelo 4 − 5h

kel taxa de eliminação de CP-Dox 0, 16h−1[26℄
kpt taxa de entrada de CP-Dox no te
ido 4, 7h−1[26℄
ktp taxa de saída de CP-Dox do te
ido 3, 9h−1[26℄
c0 dose de CP-Dox administrada < 0, 6mM [26℄
D Constante de difusão das nanopartí
ulas 2, 64 × 10−2mm2h−1

IC50 Rela
ionado a viabilidade 
elular 1, 8 µM [26℄
αc,n Rela
ionado a taxa de 
onsumo 5, 3 × 10−5 [119℄de CP-Dox
a fração máxima de droga liberada 68% [26℄de métodos de relaxação. Também, a equação 7.6 para difusão da CP-Dox no te
idoé iterada um número determinado de vezes 
onsiderando a solução analíti
a para sua
on
entração no vaso 
apilar, obtida da equação 7.3. Determinada a 
on
entração deCP-Dox nos sítios o
upados por 
élulas, a fração de droga internalizada pelas 
élulasé 
al
ulada. Então, a 
on
entração intra
elular da droga Doxorubi
ina livre é deter-minada e a �saúde� H de 
ada 
élula (normal e tumoral) é 
al
ulada. Conhe
endo a
on
entração de nutrientes em todos os sítios da rede e a viabilidade de 
ada 
élula, N
élulas são sequen
ialmente sele
ionadas aleatoriamente 
om igual probabilidade (aqui,

N(t) é o números total de 
élulas vivas no tempo t). Para 
ada uma delas, uma açãotentativa é aleatoriamente es
olhida 
om igual probabilidade. Essas ações são divisão,morte ou migração para uma 
élula 
an
erosa e apenas morte para uma 
élula normal.A 
élula sele
ionada exe
utará ou não a ação es
olhida de a
ordo 
om as probabilidades
orrespondentes determinadas pelas equações 7.10-7.13 e o tempo é in
rementado por
∆t = 1/N(t). No �nal dessa sequên
ia de N(t) atualizações, um novo passo de tempo
omeça e todo o pro
edimento (solução das equações de difusão para os nutrientes,espalhamento e endo
itose da CP-Dox e dinâmi
a 
elular) é iterado. As simulações sãointerrompidas quando o tumor é eliminado. No apêndi
e B, o algoritmo deste modelo émostrado em um diagrama de blo
os. Em todas as simulações, o te
ido é representadopor uma rede quadrada de tamanho linear L = 250 e 
onstante de rede ∆ = 10 µm,
orrespondendo a uma seção de te
ido de aproximadamente 2, 5mm de 
omprimento



7.3 Algoritmo e estimativa de parâmetros 83e 2, 5mm de largura. Assumindo que a fase de síntese de DNA no 
i
lo 
elular sejade aproximadamente 11h [50℄, um passo de tempo nas simulações 
orresponde a 
er
ade 4 − 5h. Os parâmtros do modelo αφ = 0, 004, λφ = 25, θn
die = 0, 19, θc

div = 0, 5,
θc

die = 0, 5, e θc
mov = 5 foram �xados para gerar padrões tumorais 
ompa
tos. Note que

θn
die < θc

die, pois a 
ada passo de tempo uma 
élula normal tenta morrer, enquanto uma
élula 
an
erosa tem apenas 33% de 
han
e de tentar exe
utar essa ação. Logo, apesarde assumirmos θn
die < θc

die, em uma mesma situação de disponibilidade de nutrientes e
on
entração de droga, a probabilidade de morte de uma 
élula normal é maior que ade uma 
an
erosa.A quimioterapia 
omeça quando o tumor possui N0 = 5000 
élulas.Os parâmetros que 
ara
terizam a farma
o
inéti
a das nanopartí
ulas de CP-Dox foram extraídos da referên
ia [26℄. Logo, as taxas de remoção da droga k1 =

kel + (kpt − ktp) = 0, 96h−1 e k2 = kpt − ktp = 0, 8h−1 foram usasdas. Esses valoresresultam das taxas kel = 0, 16, kpt = 4, 7 e ktp = 3, 9h−1 apresentadas na referên
ia [26℄.Nós assumimos que a difusividade das partí
ulas de CP-Dox é similar a de vírus 
omdimensões 
omparáveis. Assim, 
omo para o adenovírus Daden = 3, 67 × 10−8cm2/s =

1, 32 × 10−2mm2/h [120℄, e usando a lei de Stokes
D =

kt

6πηr
D ∼ r−1, (7.14)obtemos

D ∼ 2, 64 × 10−2mm2/h. (7.15)Nessa estimativa, usamos raden ∼ 35 − 45nm e rCP−Dox ∼ 20nm, ou seja, rCP−Dox ∼
raden/2, de modo que D ∼ 2Daden.Portanto, 
ada iteração da equação para difusão das nanopartí
ulas 
orrespondea um intervalo de tempo

∆t =
∆2∆t′

D
=

10−4mm2 × 0.25

2.64 × 10−2mm2/h
= 9.47 × 10−4h, (7.16)em que t′ foi o parâmetro adimensional de�nido em 7.4. Logo, 
omo 
ada passo detempo no modelo 
orresponde a 4h, a equação 7.6 deve ser iterada

4h

∆t
=

4h

9.47 × 10−4h
≈ 4224 (7.17)vezes a 
ada passo de tempo.E Ma
kay et al. mostraram que F = a{1 − exp[−(ln 2)(t/t1/2)]} é a fraçãode droga liberada dentro das 
élulas. Por simpli
idade 
omputa
ional, uma fração
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onstante a = 0, 68, 
orrespondendo a seu valor assintóti
o, foi usada em nossas si-mulações. Esse fator in
rementa a 
on
entração intra
elular de Doxorubi
ina livre por
∆C3(~x, t) = aβn,cC2(~x, t) em 
ada passo de tempo.Em relação aos efeitos 
itotóxi
os da CP-Dox, os ensaios feitos na referên
ia[26℄ indi
am que a viabilidade 
elular é dada por V = 1/[1 + (C3/IC50)

p]. Em nossassimulações, o valor medido experimentalmente IC50 = 1, 8 µM foi usado. O valor
p = 1 foi es
olhido.Os parâmetros restantes, C0, τ , βn, e βc, essen
iais para determinar o resultadoterapêuti
o, assumiram diferentes valores nas simulações. Os valores usados foram 300e 500 µM para C0; 12, 24, e 48h para τ ; e 0, 10−3, 2 × 10−3, 5 × 10−3 e 5 × 10−4 para
βn,c. A magnitude de β mere
e uma breve dis
ussão. Das medidas experimentais deChithrani e Chan [119℄, pare
e que as 
élulas endo
itam 
er
a de 103 nanopartí
ulasde ouro de raio 25nm em 6h. Considerando um volume 
elular de 1nL, uma 
on
entra-ção extra
elular de nanopartí
ulas de 0, 02nM e assumindo que a 
on
entração molarinternalizada por hora é dada por ∆C3 = βC2, en
ontramos que

δc3 =
103

6h
× mol

6 × 1023

1

10−9L
= 2, 78 × 10−13M

h
(7.18)e, 
onsequentemente,taxa de 
onsumo =

δc3

c2

=
2, 78 × 10−13M/h

0, 02 × 10−9M
= 1, 39 × 10−2h−1. (7.19)Mas �zemos uma mudança de variáveis na equação para c2 de modo que o termo de
onsumo adimensional é estimado em

αc,n = taxa de 
onsumo∆2

D
=

1, 39 × 10−2h−1 × 10−4mm2

2, 64 × 10−2mm2/h
= 5, 3 × 10−5. (7.20)Portanto, os valores usados para a taxa de endo
itose em nossas simulações estão atéduas ordens de magnitude maiores que essa estimativa. Os parâmetros usados nomodelo e suas estimativas são listados na tabela 7.1.7.4 Resultados e dis
ussãoA terapia é apli
ada em tumores 
ompa
tos, 
res
idos em redes quadradas 
om

L = 250, ou seja, um te
ido de 
er
a de 6, 25mm2. O tratamento 
om as nanopartí
ulasde CP-Dox é ini
iado quando o tumor possui N0 = 5000 
élulas 
an
erosas. Vamos usarum proto
olo agressivo, que 
onsiste da administração intravenosa de c0 = 0, 5mM deCP-Dox (
er
a de 83% da dose máxima tolerada) periodi
amente a 
ada 12h.
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ussão 85O parâmetro p que rela
iona a 
on
entração intra
elular da droga 
om sua 
a-pa
idade de exe
utar suas ações, é mantido �xo em p = 1. Simulações 
om p = 3apresentaram resultados similares.A terapia é apli
ada em tumores vas
ulares e em mi
rometástases, e um númeromáximo de 300 doses é administrado na tentativa de erradi
ar o tumor. Dois tiposde nanopartí
ulas serão estudados: nanopartí
ulas perfeitamente seletivas, que sãoabsorvidas apenas por 
élulas 
an
erosas, e nanopartí
ulas que são absorvidas à mesmataxa por 
élulas normais e 
an
erosas.
(a) (b) (
) (d)
(e) (f) (g) (h)
(i) (j) (k) (l)Figura 7.4: Tratamento 
om nanopartí
ulas perfeitamente seletivas em mi
rometásta-ses. O te
ido normal é mostrado em marrom 
laro, as 
élulas tumorais em marromes
uro, o te
ido morto em bran
o e o 
apilar é indi
ado em vermelho. Em (a)-(d)

αc = 5 × 10−5, em (e)-(h) αc = 5 × 10−4 e em (i)-(l) αc = 5 × 10−3. Apenas no úl-timo 
aso o tumor foi eliminado. Todas as �guras apresentam 
omportamentos típi
osobservados após simulações de 50 amostras de 
ada 
aso.Na �gura 7.4 são mostrados três 
asos de terapia 
om nanopartí
ulas perfeita-
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asmente seletivas em mi
rometástases, para três taxas de absorção de droga pelas 
élulas
an
erosas. As simulações feitas usando a estimativa de que essa taxa (adimensional)seria de 5 × 10−5 foram in
apazes de erradi
ar o tumor (�gura 7.4a). Aumentandoessa taxa para 5 × 10−4, o tratamento é mais e�
iente em matar 
élulas 
an
erosas,mas ainda é in
apaz de eliminar o tumor (�gura 7.4b). Entretanto, se a taxa de absor-ção assumir o valor 5 × 10−3, que 
orresponde a aproximadamente 3 × 10−8mMh−1,o tumor é erradi
ado (�gura 7.4
) após 
er
a de 18 doses (valor médio do número dedoses ne
essárias para eliminar o tumor em 50 amostras). Note que em 7.4a e 7.4b otumor se deslo
a em direção ao vaso 
apilar. Na vizinhança do 
apilar a 
on
entraçãode droga é 
ertamente mais alta, mas a disponibilidade de nutrientes é maior. Alémdisso, a 
on
entração de droga 
ai exponen
ialmente no 
apilar.
(a) (b) (
) (d)
(e) (f) (g) (h)Figura 7.5: Tratamento 
om nanopartí
ulas não-seletivas em mi
rometástases. Em(a)-(d) αc = 5 × 10−4, em (e)-(h) αc = 5 × 10−3. Apenas no segundo 
aso o tumor foieliminado. Entretanto, o te
ido normal foi severamente afetado, o que provavelmente
ausaria efeitos 
olaterais que poderiam inviabilizar o tratamento. As �guras mostram
omportamentos típi
os observados após simulações de 50 amostras de 
ada 
aso.Se as nanopartí
ulas também são absorvidas por 
élulas normais, o tratamentoé 
apaz de eliminar a mi
rometástase para αc = 5 × 10−3 (ou 3 × 10−8mMh−1), 
omopode ser visto na �gura 7.5. Entretanto, são ne
essárias em média 55 doses paraeliminar o tumor e todo o te
ido normal vizinho ao tumor também é afetado peladroga. Isso 
ertamente impli
aria em efeitos 
olaterais que poderiam inviabilizar o
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ussão 87tratamento. Novamente é possível observar que a massa tumoral migra em direção ao
apilar, indi
ando que essa região é favorável ao tumor.Quando as mi
rometástases foram afetadas pelo tratamento, o tumor migrouem direção ao vaso 
apilar. Então vamos estudar o tratamento feito em tumores que
res
eram na vizinhança do 
apilar. Esses tumores serão identi�
ados 
omo vas
ulares,e vamos admitir que eles são in
apazes de invadir o 
apilar e provo
ar metástases. Otratamento 
om nanopartí
ulas seletivas é ine�
iente se a taxa de absorção é αc =

5×10−4 (�gura 7.6a), mas é 
apaz de erradi
ar o tumor vas
ular se αc = 5×10−3 (�gura7.6b). Entretanto, foram ne
essárias em média 33 doses para eliminar o tumor vas
ular,o que é quase o dobro do número de doses ne
essárias para erradi
ar a mi
rometástaseno mesmo 
enário. Além disso, note que no 
aso em que o tratamento foi ine�
iente otumor 
res
e a uma taxa alta mesmo sob ataque das nanopartí
ulas.
(a) (b) (
) (d)
(e) (f) (g) (h)Figura 7.6: Tratamento 
om nanopartí
ulas perfeitamente seletivas em tumores vas
u-lares. Em (a)-(d) αc = 5 × 10−4, em (e)-(h) αc = 5 × 10−3. Apenas no segundo 
asoo tumor foi eliminado. As �guras mostram 
omportamentos típi
os observados apóssimulações de 50 amostras de 
ada 
aso.Se as nanopartí
ulas não são seletivas, 
élulas tumorais que absorvem as nano-partí
ulas a taxa αc = 5× 10−3 são eliminadas, bem 
omo as 
élulas normais vizinhas.A erradi
ação do tumor requer em média 102 doses, ou seja, aproximadamente doismeses de tratamento intensivo, 
om a administração de uma dose a 
ada 12h. Poroutro lado, se as 
élulas absorvem αc = 5× 10−4 o tumor 
res
e apesar do tratamento,
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asenquanto o te
ido normal é devastado. Esses resultados podem ser vistos na �gura 7.7.
(a) (b) (
) (d)
(e) (f) (g) (h)Figura 7.7: Tratamento 
om nanopartí
ulas não-seletivas em tumores vas
ulares. Em(a)-(d) αc = 5 × 10−4, em (e)-(h) αc = 5 × 10−3. Apenas no segundo 
aso o tumor foieliminado. As �guras mostram 
omportamentos típi
os observados após simulações de

50 amostras de 
ada 
aso.As diferenças entre os tratamentos em tumores vas
ulares e mi
rometástases,
om nanopartí
ulas seletivas ou não, também podem ser observadas na �gura 7.8.Nela, é mostrada a evolução do número de 
élulas 
an
erosas em 
ada 
enário. Oiní
io do tratamento é indi
ado por uma seta. Note que os tumores vas
ulares 
res
ema uma taxa bem mais alta que as mi
rometástases, o que pode ser expli
ado pelamaior disponibilidade de nutrientes ao tumor vas
ular. E 
omo pode ser visto nas�guras 7.8a e b, a erradi
ação do tumor é muito mais rápida nas mi
rometástases.Nos 
asos em que o tumor não foi eliminado devido a baixa taxa de absorção denanopartí
ulas (�guras 7.8
 e d), os tumores 
res
em até o
uparem toda a regiãovizinha ao 
apilar. Enquanto as mi
rometástases sofrem uma redução importantelogo após o iní
io da terapia, os tumores vas
ulares sofreram apenas uma reduçãoinsigni�
ante, retomando seu 
res
imento em seguida. Note que o tratamento pare
emais e�
az 
ontra as mi
rometástases até o instante em que elas al
ançam o 
apilar.A partir desse momento, o tumor vas
ularizado é indiferente as 
onse
utivas injeçõesda droga.
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Figura 7.8: Curvas de população para os 
enários dis
utidos anteriormente. Em (a)
αc = αn = 5×10−3, em (b) αc = 5×10−3 e αn = 0, em (
) αc = αn = 5×10−4, em (d)
αc = 5× 10−4 e αn = 0. As 
urvas pretas se referem a tumores vas
ulares enquanto asvermelhas a mi
rometástases. As setas indi
am o iní
io da terapia.7.5 Con
lusõesA quimioterapia 
ontra o 
ân
er usando nanopartí
ulas de CP-Dox foi estudadapor meio de simulações 
omputa
ionais que 
ombinam equações de reação-difusão paraos nutrientes, a farma
o
inéti
a das nanopartí
ulas e regras esto
ásti
as para as ações
elulares. Nossos resultados indi
am que essa terapia fra
assa em erradi
ar tumoressólidos prin
ipalmente devido às baixas taxas de endo
itose das nanopartí
ulas. Umtratamento bem-su
edido requer que as nanopartí
ulas permaneçam na 
orrente san-guínea por um longo período de tempo, que haja alta seletividade das nanopartí
ulaspelas 
élulas 
an
erosas e que elas sejam absorvidas a uma alta taxa pelas 
élulas ma-lignas. Esses fatores emergem 
omo os prin
ipais desa�os na bus
a por nanopartí
ulason
olíti
as e�
ientes.



Capítulo 8
Con
lusões e Perspe
tivasNessa tese de doutoramento foram propostos e dis
utidos modelos multies
alapara tratamento de tumores via viroterapia on
olíti
a e via nanopartí
ulas quimiote-rápi
as. Os trabalhos apresentados nos 
apítulos 4 e 7 foram publi
ados (ref. [7℄ e[8℄), o trabalho apresentado no 
apítulo 5 será submetido em breve e o apresentado no
apítulo 6 já está submetido.Modelos matemáti
os têm o poten
ial de, mais do que des
rever sistemas bioló-gi
os, prever quais os me
anismos fundamentais que de�nem 
ada fen�meno. Assim, osmodelos propostos nessa tese sugerem as 
ara
terísti
as ne
essárias na 
onstrução devírus on
olíti
os e de nanopartí
ulas quimioterápi
as para que o tumor seja erradi
adoem uma terapia que minimize efeitos 
olaterais.Quanto aos trabalhos rela
ionados a viroterapia, as predições dos modelos po-dem ser veri�
adas experimentalmente, e algumas sugestões de 
omo implementar taismodi�
ações nos vírus e de 
omo a resposta imune poderia ser modulada foram apre-sentadas ao longo dos 
apítulos. Nossos resultados desta
am a importân
ia de adequara difusividade viral à dinâmi
a do tumor e indi
am que a resposta imune não pre
isaser 
ompletamente suprimida; reduzir a mobilidade dos linfó 
itos na região tumoralpode ser su�
iente para permitir que os vírus eliminem o tumor. Em relação às nano-partí
ulas quimioterápi
as, desta
amos a importân
ia de aumentar a seletividade e ataxa de endo
itose dessas nanopartí
ulas por 
élulas 
an
erosas.Já está em andamento uma versão tridimensional para o modelo de 
res
imentode tumores apresentado no 
apítulo 3. Os próximos passos são um estudo 
riteriosodesse modelo e propor versões tridimensionais para terapias anti-
ân
er. Além disso,pretendemos progressivamente in
luir outros aspe
tos importantes no desenvolvimentotumoral. Por exemplo, 
onsiderar o per�l de expressão gêni
a de 
ada 
élula 
an
erosae as interações tumor-estroma-sistema imune.90



91Além de desenvolver os modelos no sentido de torna-los mais espe
í�
os a 
ertostumores e terapias, ou in
luir outros pro
essos e 
ara
terísti
as importantes na pro-gressão de tumores, é importante tentar extrair quais os aspe
tos realmente essen
iaisnos modelos. Por exemplo, dis
utir os efeitos de 
ondições ini
iais diferentes, a rele-vân
ia de 
ada regra da dinâmi
a 
elular, da difusão, et
. Comparações 
om 
ál
ulosde 
ampo médio também podem sugerir quais seriam essas 
ara
terísti
as essen
iais.Portanto, é importante desenvolver esses modelos não apenas in
orporando aeles agentes e pro
essos, mas também questionando 
ontinuamente o papel de 
adauma das 
onsiderações feitas anteriormente.
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Apêndi
e A - Resolução das Equações Diferen
iaisO pro
edimento usado para resolver as equações diferen
iais em todos os mode-los apresentados é semelhante. Considere a equação

∂φ

∂t
= D∇2φ − γφ (A.1)

φ(x = 0) = φ0,em que φ é, por exemplo, a 
on
entração de nutrientes (ou vírus ou anti
orpos), D sua
onstante de difusão e γ sua taxa de 
onsumo. O objetivo é resolver essa equação emuma rede quadrada 
om espaçamento de rede ∆.Substituição de variáveisPor simpli
idade, é 
onveniente realizar uma substituição de variáveis na equa-ção diferen
ial para deixá-la �adimensional�. Por exemplo, na A.1, a substituição devariáveis:
t′ =

Dt

∆2
, x′ =

s

∆
, φ′ =

φ

φ0
, γ′ =

γ∆2

D
(A.2)permite que a equação A.1 seja rees
rita 
omo

φ0D

∆2

∂φ′

∂t′
=

Dφ0

∆2
∇′2φ′ − γ′D

∆2
φ′φ0 (A.3)

φ′(x′ = 0) = 1,ou, dividindo os dois lados da equação por Dφ0/∆2 tem-se
∂φ′

∂t′
= ∇′2φ′ − γ′φ′eφ′(x′ = 0) = 1, (A.4)Note que todas as novas variáveis são adimensionais.104



105Dis
retização da equaçãoUsando o método de diferenças �nitas, é possível dis
retizar a equação A.4 paraque ela possa ser resolvida na rede 
om espaçamento ∆. Rees
revendo essa equaçãoomitindo as apóstrofes, temos
∂φ

∂t
= ∇2φ − γφ. (A.5)Da série de Taylor temos que

φ(xi + ∆) = φ(xi) + ∆
dφ(xi)

dx
+

∆2

2!

d2φ(xi)

dx2
+ O(h3) (A.6)e

φ(xi − ∆) = φ(xi) − ∆
dφ(xi)

dx
+

∆2

2!

d2φ(xi)

dx2
+ O(h3) (A.7)De�nindo

φi+1 = φ(xi + ∆), φi = φ(xi), φi−1 = φ(xi − ∆),

φ′
i+1 =

dφ(xi + ∆)

dx
, φ′

i =
dφ(xi)

dx
, φ′

i−1 =
dφ(xi − ∆)

dx
, (A.8)

φ′′
i+1 =

d2φ(xi + ∆)

dx2
, φ′′

i =
d2φ(xi)

dx2
, φ′′

i−1 =
d2φ(xi − ∆)

dx2
, . . .podemos rees
rever as equações A.6 e A.7 
omo

φi+1 = φi + ∆φ′
i +

∆2

2!
φ′′

i (A.9)e
φi−1 = φi − ∆φ′

i +
∆2

2!
φ′′

i (A.10)Subtraindo A.10 em A.9 tem-se
φi+1 − φi−1 ≈ 2∆φ′

i ⇒ φ′
i ≈

φi+1 − φi−1

2∆
(A.11)e somando A.10 em A.9 tem-se

φi+1 + φi−1 ≈ 2φi + ∆2φ′′
i ⇒ φ′′

i ≈ φi+1 − 2φi + φi−1

∆2
(A.12)Usando A.11, temos que a derivada temporal dis
retizada é dada por:

∂φ

∂t
≈ φt+1 − φt

δt
(A.13)e o lapla
iano dis
retizado é dado por

(∇2φ)i,j =
∂2φ

∂x2
+

∂2φ

∂y2
=

φi+1,j − 2φi,j + φi−1,j

δ2
i

+
φi,j+1 − 2φi,j + φi,j−1

δ2
j

(A.14)
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esSe δi = δj = ∆, então
(∇2φ)i,j =

φi+1,j + φi−1,j + φi,j+1 + φi,j−1 − 4φi,j

∆2
(A.15)Substituindo A.13 e A.15 em A.1, obtemos

φt+1
i,j − φt

i,j

δt
=

φt
i+1,j + φt

i−1,j + φt
i,j+1 + φt

i,j−1 − 4φt
i,j

∆2
− γφt

i,j (A.16)Método de Ja
obiConsidere a equação dis
retizada A.16. O 
ritério de 
onvergên
ia é dado por
δt

∆2
≤ 1

4
. (A.17)Fazendo δt = ∆2/4 na equação A.16, obtemos

φt+1
i,j − φt

i,j =
1

4
[φt

i+1,j + φt
i−1,j + φt

i,j+1 + φt
i,j−1 − 4φt

i,j] −
∆2

4
γφt

i,j (A.18)Logo,
φt+1

i,j =
1

4
[φt

i+1,j + φt
i−1,j + φt

i,j+1 + φt
i,j−1] −

∆2

4
γφt

i,j (A.19)Essa equação pode ser rees
rita em função do resíduo de um estágio qualquer da ite-ração. O resíduo ǫt
i,j do sítio i, j é de�nido por

ǫt
i,j =

1

∆2
[φt

i+1,j + φt
i−1,j + φt

i,j+1 + φt
i,j−1 − 4φt

i,j] − γφt
i,j (A.20)Então, a equação A.16 pode ser es
rita 
omo

φt+1
i,j = φt

i,j +
∆2

4
ǫt
i,j (A.21)Para reduzir o erro, 
om 
ondições de 
ontorno de Diri
hlet nos 4 lados de umarede L×L por um fator de 10−p são ne
essárias aproximadamente pL2/2 iterações para
ada sítio.Método de Gauss-Sidel

φt+1
i,j = φt

i,j +
∆2

4
εt+1

i,j , (A.22)em que
εt+1

i,j =
1

∆2
[φt

i+1,j + φt+1
i−1,j + φt

i,j+1 + φt+1
i,j−1 − 4φt

i,j] − γφt
i,j, (A.23)se varremos a rede sequen
ialmente (i = 0, L, j = 0, L). Para reduzir o erro por umfator de 10−p no mesmo 
aso anterior são ne
essárias aproximadamente pL2/4 iteraçõespara 
ada sítio. Ou seja, esse método é duas vezes mais rápido que o método de Ja
obi.



107Método de Newton
φt+1

i,j = φt
i,j +

εt
i,j

∂εt
i,j/∂φt

i,j

(A.24)Este método é usado para problemas de valor de 
ontorno não-lineares.Detalhes na implementação dos algoritmosAs equações de reação-difusão para os nutrientes usadas em todos os modelosapresentados nesta tese foram iteradas usando o método de Gauss-Siedel Newton. As
ondições ini
iais foram as soluções exatas para estas equações quando não há 
élulas
an
erosas no te
ido (σc = 0 e σn = 1 em todos os sítios). Estas equações foram iteradasaté o estado quase-esta
ionário, ou seja, até que a maior diferença (
onsiderando todosos sítios) entre a 
on
entração de nutrientes em um mesmo sítio entre duas iterações
onse
utivas seja menor que 10−5. As equações são resolvidas em toda a rede no iní
iode 
ada passo de tempo t (note que um passo de tempo 
orresponde ao sorteio de Nc
élulas para tentarem exe
utar uma ação). Contudo, para a
elerar a 
onvergên
ia, se a
élula sorteada morreu ou se dividiu, resolvemos essas equações na vizinhança do sítiodesta 
élula imediatamente. Ou seja, durante um passo de tempo ∆t = 1/Nc, sempreque o número de 
élulas muda, iteramos as equações para os nutrientes algumas vezesna região do te
ido onde o
orreu essa mudança. Desse modo, quando as Nc 
élulastiverem sido sorteadas e o próximo passo de tempo ini
iar-se (t = t+1), será ne
essárioum número menor de iterações das equações até 
hegar ao estado quase-esta
ionário.Entretanto, para equações mais simples 
omo a que des
reve a difusão dos vírus(modelo apresentado no 
apítulo 4), apenas o método de Ja
obi foi usado. Note queas equações para a difusão dos vírus e para a difusão dos anti
orpos neutralizantesforam iteradas um número determinado de vezes, diferentemente das equações para osnutrientes, que foram iteradas até o estado quase-esta
ionário.Apêndi
e B - Diagramas de blo
os 
om os algoritmosdos modelosNesta seção serão apresentados diagramas de blo
os 
om os algoritmos detalha-dos de 
ada modelo. Os programas foram desenvolvidos na linguagem de programaçãoFORTRAN 90.
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Figura A.1: Algoritmo do modelo do 
apítulo 3 para 
res
imento de tumores. Asequações de reação-difusão para os nutrientes foram resolvidas usando o método deGauss-Siedel Newton mostrado na seção anterior, e as regras da dinâmi
a 
elular (di-visão e migração) são mostradas na �gura A.2.
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(a)

(b)Figura A.2: Divisão (a) e migração (b) de uma 
élula 
an
erosa. A morte por privaçãonão foi mostrada porque é um pro
esso trivial.
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Figura A.3: Algoritmo do modelo do 
apítulo 4 para viroterapia de tumores sólidos. Aequação de reação-difusão dos vírus é resolvida usando o método de Ja
obi (apêndi
eA) por simpli
idade. A dinâmi
a das 
élulas 
an
erosas é detalhada nas �guras A.2(divisão e migração) e A.5 (infe
ção e lise).
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Figura A.4: Algoritmo do modelo do 
apítulo 5 para viroterapia em diferentes tiposde tumores. A dinâmi
a das 
élulas 
an
erosas é detalhada nas �guras A.2 (divisão emigração) e A.6 (infe
ção e lise).
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(a) (b)Figura A.5: Infe
ção e lise de uma 
élula infe
tada no modelo apresentado no 
apítulo4. Note que aqui os vírus são tratados 
omo um 
ampo 
ontínuo, que obede
e a umaequação de reação-difusão.

(a) (b)Figura A.6: Infe
ção e lise de uma 
élula infe
tada no modelo apresentado no 
apítulo5. Aqui, os vírus são agentes individuais, que realizam 
aminhadas aleatórias no te
ido.



113

Figura A.7: Algoritmo do modelo do 
apítulo 6 para a resposta imune na viroterapiaon
olíti
a. A equação de reaçã-difusão para os anti
orpos foi resolvida usando o métodode Gauss-Siedel-Newton (apêndi
e A). A dinâmi
a das 
élulas 
an
erosas é mostradaem detalhes nas �guras A.2 (divisão e migração) e A.6 (infe
ção e lise), enquanto oalgoritmo para migração dos linfó
itos é mostrado na �gura A.8.
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Figura A.8: Algoritmo para a migração dos linfó
itos no modelo do 
apítulo 6.
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Figura A.9: Algoritmo do modelo do 
ap. 7 para quimioterapia. As equações dereação-difusão foram resolvidas pelo método de Gauss-Siedel expli
ado no apêndi
e A.
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