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RESUMO

PAIVA, Leticia Ribeiro de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2011.
Modelagem multiescala para tratamento de tumores. Orientador:Marcelo
Lobato Martins Co-Orientadores: Silvio da Costa Ferreira Junior e Marcio Santos
Rocha

Apesar dos progressos recentes em diagnostico e tratamento de tumores, as ta-
xas de sobrevivéncia de pacientes com tumores em regioes inacessiveis cirurgicamente,
tumores recorrentes e que apresentam metastases sao muito baixas. Na busca por
tratamentos alternativos, a viroterapia oncolitica e o encapsulamento de drogas qui-
mioterdpicas em nanoparticulas emergem como estratégias promissoras. Entretanto,
varios processos e caracteristicas fundamentais ainda precisam ser entendidos para au-
mentar a eficicia desses tratamentos. As nao-linearidades e complexidades inerentes as
interacoes tumor-virus oncolitico ou tumor-droga sao um convite a modelagem mate-
matica. Modelos quantitativos permitem ampliar nosso entendimento dos parametros
que influenciam o resultado da terapia, guiar experimentos indicando os processos fi-
siologicos mais relevantes e evitar experimentos em excesso. Os modelos multiescala
para viroterapia apresentados e discutidos nessa tese sugerem quais caracteristicas um
virus oncolitico deve possuir e quais as formas menos agressivas de modular a res-
posta imune antiviral para maximizar a probabilidade de erradicar o tumor. Quanto
ao modelo para o tratamento com drogas quimioterapicas encapsuladas em nanoparti-
culas, escolhemos as de polimeros quimeéricos ligadas a droga doxorubicina, que estao
atualmente em estudo. Usando os parametros que caracterizam essas particulas e os
protocolos experimentais comumente usados para sua administracao, nossos resulta-
dos indicam quais aspectos dessas nanoparticulas devem ser desenvolvidos de modo a

maximizar o sucesso da terapia.
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ABSTRACT

PATIVA, Leticia Ribeiro de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011.
Multiscale modelling of tumor therapies. Advisor:Marcelo Lobato Martins
Co-Advisors: Silvio da Costa Ferreira Junior and Marcio Santos Rocha

Despite of the recent progress in cancer diagnosis and treatment, the survival
rates of patients with tumors in unresectable locations, recurrent or metastatic tu-
mors are still low. On the quest for alternative treatments, oncolytic virotherapy and
encapsulation of chemotherapeutic drugs into nanoscale vehicles emerge as promissing
strategies. However, several fundamental process and issues still must be understood in
order to enhance the efficacy of these treatments. The nonlinearities and complexities
inherent to tumor-oncolytic virus and tumor-drug interactions claim for a mathematical
approach. Quantitative models allow to enlarge our understanding of the parameters
influencing therapeutic outcomes, guide essays by indicating relevant physiological pro-
cesses for further investigation, and prevent excessive experimentation. The multiescale
models for virotherapy presented and discussed in this thesis suggest the appropriate
traits an oncolytic virus must have and the less agressive ways to modulate the antiviral
immune response in order to maximize the tumor erradication probability. Concerning
the model for treatment with chemotherapeutic drugs encapsulated into nanoparticles,
we focused on chimeric polymers attached with the doxorubicin drug, that recently are
under active investigation. Using the same parameters that characterize these particles
and the experimental protocols commonly used for their administration, our results in-
dicate some of the basic features of these nanoparticles that should be developed in

order to maximize the therapy’s success.



Capitulo 1

Introducao

A fisica bioldgica usa diferentes abordagens teodricas e experimentais para es-
tudar problemas biolégicos e compreender os principios fisicos que governam esses
processos. Por exemplo, técnicas experimentais como difracao de raios-X, microscopia
eletronica e ressonancia nuclear magnética podem ser usadas para elucidar a estrutura
de biomoléculas, enquanto a elaboracao e a andlise de modelos mateméticos permitem
estudar problemas como dinamica de populacoes, redes de interagoes entre proteinas,
crescimento de tumores, motores moleculares e enovelamento de proteinas. Esses mo-
delos mateméaticos podem usar mecanica para caracterizar propriedades mecanicas de
moléculas (como a intera¢ao de uma molécula de DNA com uma droga ou proteina)
ou para estudar as forcas geradas em uma molécula durante processos como replicacao
e locomocao. A teoria de grafos pode ser aplicada ao estudo de redes de interagao
tao distintas como proteinas ou teias troficas. Equagoes diferenciais sao usadas para
descrever concentracoes de substancias, como nutrientes ou drogas em um tecido, ou
mesmo para descrever variacoes temporais de uma populacao, como as equacoes de
Lotka-Volterra [I], que sdo um par de equagOes nao-lineares de primeira ordem fre-
quentemente usadas para descrever a dinamica de sistemas biologicos nos quais duas
espécies interagem como presa-predador. Uma outra abordagem teodrica muito usada
em processos biologicos é via automatos celulares. Um automato celular é um sistema
em que o espaco e o tempo sao discretos, assim como o niimero de estados que um sitio
pode assumir. O estado de um sitio evolui de acordo com uma regra pré-estabelecida
que considera o estado do proprio sitio e o de seus vizinhos em um passo de tempo
para determinar o estado do sitio no passo seguinte. Automatos celulares sao usados
para estudar processos como dinamica de populacoes e formacao de padroes.

Frequentemente, esses modelos matematicos descrevem uma tnica escala bio-



2 Introducao

logica. Entretanto, organismos vivos sao organizados em multiplas escalas, interco-
nectadas. Por exemplo, a descricao do crescimento de tumores pode envolver desde
processos subcelulares e moleculares (escala microscopica), como mutagoes, alteragoes
na expressao génica, ciclo celular, passando por interagoes célula-célula e célula-matriz
(escala mesoscopica) como a resposta imune e a angiogénese, até processos em escala de
tecidos (escala macroscopica) como difusao de nutrientes e migragao celular. Multiplas
escalas temporais também estao envolvidas: enquanto a sinaliza¢ao celular pode ser da
ordem de segundos, o crescimento do tumor pode levar de meses a anos. A modelagem
multiescala permite integrar processos que ocorrem em escalas temporais e/ou espa-
ciais distintas [2]. Isso pode ser feito, por exemplo, combinando-se abordagens tipo
automato celular com equacoes diferenciais.

Nessa tese, o crescimento e o tratamento do cancer serao estudados via mo-
delagem multiescala. Apesar de todo o progresso recente em imageamento, diagnos-
tico, tratamento e compreensao do cancer, as taxas de sobrevivéncia de pacientes com
neoplasias recorrentes ou metastaticas bem como de pacientes com tumores em re-
gides inacessiveis cirurgicamente ainda sao baixas, e novas estratégias terapéuticas sao
necessarias [3]. A nanotecnologia permite o desenvolvimento de agentes anticancer
inovadores. Agentes quimioterapicos podem ser encapsulados em nanoparticulas, que
apresentam menor toxicidade. Isso permite reduzir os efeitos colaterais e aumentar
a dose e o tempo de permanéncia da droga no corpo [4]. A viroterapia oncolitica é
uma estratégia promissora no combate ao cancer, uma vez que é capaz de promover
um controle ou mesmo erradicacao de tumores com efeitos colaterais leves. Os virus
oncoliticos sao capazes de infectar e matar seletivamente células tumorais explorando
os mesmos defeitos celulares que promovem o crescimento do tumor [5]. O ponto de
partida para nossa abordagem de miltiplas escalas é o modelo para crescimento de
tumores proposto por Ferreira et al. [6], apresentado no capitulo B. Um modelo para
viroterapia em tumores compactos é apresentado e discutido no capitulo @l E impor-
tante observar que esse trabalho foi publicado no periodico Cancer Research [1]. A
seguir, no capitulo Bl um modelo modificado para viroterapia é aplicado em tumores
com diferentes morfologias. Este trabalho sera submetido em breve. Devido a impor-
tancia do sistema imune na viroterapia oncolitica, no capitulo Bl propomos e estudamos
um modelo para investigar o papel das respostas celular e humoral aos virus e as células
infectadas. Este trabalho foi submetido recentemente. No capitulo [d apresentamos um
modelo para estudar a eficicia de terapias anticancer baseadas em nanoparticulas de

polimeros quiméricos. O artigo correspondente a esse trabalho foi publicado na Ap-



plied Physics Letters [8]. Finalmente algumas conclusées e o que estd em andamento

sao discutidos no capitulo 8.



Capitulo 2
A biologia do cancer

Uma vez que os sistemas que queremos modelar sao tumores e tratamentos
anti-cancer, precisamos inicialmente conhecer melhor esses sistemas. Para descrever
o desenvolvimento de um tumor precisamos ter nocoes sobre a ﬁsiologiaEl das célu-
las tumorais e saber quais estratégias elas mais frequentemente usam para driblar os
mecanismos de protecao do organismo e se proliferar.

Existem muitos tipos de cancer e, em um mesmo tumor, ha diferentes subpo-
pulagoes de células com fen(’)tipoﬁ distintos [9]. Portanto, a tarefa de propor mecanis-
mos gerais que governem o comportamento dessas células parece bastante ambiciosa.
Ha cerca de 10 anos, Hanahan e Weinberg [T0] propuseram seis alteragoes essenci-
ais na fisiologia da célula que coletivamente ditam o crescimento maligno e que sao
compartilhadas pela maioria ou talvez por todos os tipos de tumores humanos. Essas
capacidades que as células adquirem sdo: (i) auto-suficiéncia em sinais de crescimento,
(ii) insensibilidade a sinais que inibem o crescimento, (iii) evasao da morte celular
programada (apoptose), (iv) potencial replicativo ilimitado, (v) estimula¢ao da angi-
ogénesd] e (vi) invasdo de tecidos e metéstasesH. Discutiremos nesse capitulo essas
alteracoes e o que parece ser a sétima alteracao essencial compartilhada pela maioria
dos tumores: o metabolismo glicolitico.

Por fim, a viroterapia, que é um tratamento anti-cancer baseado em virus que

LA fisiologia é o ramo da biologia que estuda o funcionamento do organismo, ou seja, as funcoes
mecéanicas, fisicas e bioquimicas nos seres vivos.

20 fenotipo é o conjunto de caracteristicas observaveis de um organismo como, por exemplo:
morfologia, desenvolvimento, propriedades bioquimicas ou fisiologicas e comportamento.

3 Angiogénese é o mecanismo de crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes.

4Metastase é o espalhamento da doenca de um érgdo ou regido para outro érgio ou regiio nio-

adjacente
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atacam seletivamente células cancerosas, é discutida em termos gerais. O objetivo
desse capitulo é fornecer as bases bioldgicas necessarias para a elaboracao dos modelos

que serao apresentados nos capitulos seguintes.

2.1 A célula renegada

Um animal ou planta comeca sua vida como uma tnica célula - um ovo fer-
tilizado. Durante o seu desenvolvimento, essa célula se divide repetidas vezes para
produzir células diferentes em um padrao final de complexidade e precisao espetacular.
Em dltima anélise, o genornaH determina o padrao, e um dos desafios da biologia é
entender como isso ocorre.

O exemplo mais complicado de dinamica celular ocorre quando uma célula muda,
ou se diferencia, para desempenhar uma fungao especializada [TT]. Este processo fre-
quentemente é marcado por uma alteracao na aparéncia microscopica, ou morfologia,
da célula. Um mamifero que comegou com uma tnica célula torna-se um organismo
com centenas de tipos diferentes de células. Aqui é possivel ver o poder do DNA de
controlar o comportamento celular: o desenvolvimento é um conjunto de dezenas de
milhares de alteracdes orquestrado pelo DNA.

As seqiiéncias genomicas estao sujeitas a alteracoes, chamadas de mutacoes,
na sua estrutura e portanto na informacao que carregam. Essas mutacoes ocorrem
constantemente, mas existem mecanismos de reparo dessas mutacgoes associados a ou-
tros mecanismos que disparam a morte celular programada caso o dano nao possa
ser reparado. Entretanto, podem acontecer falhas neste processo de manutencao da
integridade do genoma levando & fixacao de mutacoes em genes especificos, criticos
para o cancer [9.

Essas mutacoes podem conferir habilidades especiais a célula cancerosa. Nesta
secao, trataremos dos mecanismos que elas frequentemente usam para proliferar-se

descontroladamente, escapar da morte, invadir outros tecidos e obter energia.

2.1.1 Proliferacao descontrolada

Uma célula se reproduz realizando uma seqiiéncia ordenada de eventos nos quais

ela duplica seu contetido e entao se divide em duas. Este ciclo de duplicagao e divisao,

50 genoma é o conjunto de todo o material genético localizado no nicleo das células de um ser

vivo. Ele é distribuido em cromossomos, que por sua vez sdo compostos por moléculas de DNA.
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conhecido como ciclo celular, ¢ um mecanismo pelo qual seres vivos se reproduzem. Em
espécies unicelulares, tais como bactérias e leveduras, cada divisao celular produz um
novo organismo. Em espécies multicelulares, seqiiéncias longas e complexas de divisao
celular sao necessarias para produzir um organismo funcional.

Para reproduzirem-se, células normais necessitam de fatores de crescimentoH que
em geral sao produzidos por outro tipo de célula (estimulacao paracrina). Entretanto,
muitas células cancerosas adquirem a capacidade de sintetizar fatores de crescimento
e até mesmo os receptores para os quais elas sdo sensiveis (estimula¢do autocrina)
[T0, @, 12).

Por outro lado, multiplos sinais antiproliferativos atuam em um tecido normal
para manter a quiescénciaﬂ celular e a estabilidade do tecido. Células cancerosas ad-
quirem a capacidade de escapar desses sinais ou ignora-los, por exemplo, intervindo
na via da proteina retinoblastoma (pRb), através da qual passam muitos desses sinais
antiproliferativos [10].

Portanto, células cancerosas podem adquirir auto-suficiéncia em sinais de cres-

cimento e se tornarem insensiveis a sinais que inibem sua proliferacao.

2.1.2 Tornando-se imortal

A habilidade das populagoes de células tumorais de se expandirem em nimero
é determinada nao apenas pela taxa de proliferacao celular, mas também pela taxa de
redugao do niimero de células. Em células normais, essa reducao ocorre principalmente
devido a apoptose, ou morte celular programada [9].

A morte celular programada é muito importante no controle da populagao por
regular o crescimento e a multiplicacao celulares. Ainda, a morte celular também
elimina células desnecessarias. Ela segue um programa interno de eventos chamado
apoptose, cujos primeiros sinais visiveis sao a condensacao do nicleo e a fragmentacgao
do DNA. A célula logo contrai-se e é consumida por macrc’)fagosH. Uma célula é induzida
a cometer suicidio quando um fator essencial é removido do meio extracelular ou quando
um sinal interno é ativado.

A resisténcia & apoptose pode ser adquirida pela célula cancerosa por meio de

6Um fator de crescimento é uma substincia (em geral uma proteina ou um horménio) capaz de

estimular o crescimento, a proliferacao e a diferenciacao celular.
"Quiescéncia é o estado da célula quando ela nfo esta se dividindo
8Macrofagos sao células de grandes dimensoes que fagocitam (englobam) elementos estranhos ao

corpo.
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varias estratégias[I0]. A mais comum delas envolve a inativa¢do do gene supressor de
tumor p53, um componente chave, sensor de danos ao DNA que pode induzir apoptose,
como é mostrado na figura 21l Estudos [T3] comprovam que a inativacao do gene p53

leva & instabilidade genética em células normais in vitro e in vivo.

multiplicagdo

55 ativo
ps3 normal e reparo do dano normal
’ - P
' i e
. = : ._: .;’.‘ —
i : < T . morteda
célula DMNA danificado A ST cdlula
pis dispara [
apoptose
pa3 inativo : .
ps3 anormal proliferacdo de
A células anormais —.
3 et A
3 = . 1 i3 —: 2
- » ol . T b s =— -,.'h. ey
= i . danondo ly :
celula Gl s Es e reparado

Figura 2.1: A resisténcia a apoptose pode ser adquirida por meio da inativacao do gene
ph3.

Todas as células dos mamiferos carregam um programa intrinseco que limita o
niimero de geragoes de uma populacao celular [I2]. Esse mecanismo é controlado pelos
telomeros, que sao segmentos de DNA nas extremidades dos cromossomoﬂ. Eles so-
frem um processo de encurtamento durante cada ciclo celulail. Apos sucessivos ciclos,
os telomeros perdem sua habilidade de proteger as extremidades do DNA cromosso-
mal e essas extremidades desprotegidas podem se fundir, levando a um dessaranjo no
cariotipo (conjunto de cromossomos) e a um processo de crise que leva, quase inevita-
velmente, & morte da célula [I0]. Ou seja, os telomeros limitam a multiplicacao celular.
Contudo, as células malignas adquirem mecanismos de manutencao dos seus teldme-
ros. A grande maioria delas expressa telomerase, que adiciona nucleotideos repetidos

nas extremidades do DNA telomérico impedindo, assim, que o processo de crise seja

9Um cromossomo é uma longa sequéncia de DNA, que contém varios genes, e outras sequéncias de

nucleotideos com fungoes especificas nas células dos seres vivos.
100 ciclo celular é uma, série de eventos que ocorrem em um célula e que levam a sua divisdo
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desencadeado. Dessa forma, as células malignas podem multiplicar-se ilimitadamente
[T0].

2.1.3 Invadindo tecidos adjacentes

Durante o desenvolvimento de um tumor, as células tumorais podem adquirir
a capacidade de invadir tecidos adjacentes, viajar através da circulacao sangiiinea ou
linféutic e estabelecer novos tumores pelo corpo. Este processo, denominado metés-
tase, estd relacionado a moléculas de adesdo célula-célula e integrinas [I0]. A proteina
caderina E, por exemplo, tem como funcao primaria a adesao célula-célula e a supres-
sao do gene que a codifica pode favorecer as células cancerosas por contribuir para
a invasividade local. Integrinas sao proteinas transmembrana que conectam ligantes
encontrados na matriz extracelula. Elas recebem esse nome pois integram a funcao

da célula com o meio exterior, que é a matriz extracelular.

Figura 2.2: Diagrama esquematico mostrando os mecanismos de migragao (a)ameboéide
e (b) mesenquimal (tipo-fibroblasto) na matriz extracelular. A seta indica a diregao de
migracao da célula. Os receptores de superficie da célula, como integrinas ou outras

moléculas de adesdo, sdo mostrados na figura em vermelho. Figura adaptada de [T4].

Células tumorais movem-se em seu microambiente e invadem tecidos vizinhos
usando dois processos distintos: mesenquimal e ameboide, que estao esquematizados

na figura A migragao mesenquimal depende da proteélise L1 da matriz extracelu-

11O sistema linfatico ¢ uma rede complexa que produz e transporta o fluido linfatico, ou linfa,

constituida essencialmente pelo plasma sanguineo, proteinas e por glébulos brancos.
12 A matriz extracelular pode ser visualizada como uma rede ou um tecido, e é composta por uma,

grande variedade de moléculas que preenchem o espaco entre as células.
13 A proteolise (proteo-, proteina, -lise do grego lisis, separacao, dissolugao) é o processo de degra-

dacdo (digestao) de proteinas por enzimas, chamadas proteases, ou por digestao intramolecular.
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lar. Ou seja, para passar através da matriz extracelular, a célula quebra partes dessa
rede, reorganizando-a. Por outro lado, a migracao “ameboide” requer menor adesao
célula-substrato e atinge velocidades maiores. Esse modo de migracao, que principal-
mente deforma a matriz extracelular ao invés de apenas degrada-la, é caracterizado
pela forma circular da célula e o aparecimento de protuberancias na membrana [T5].
No corpo humano, células do sistema imune como linf6citos movem-se principalmente

pelo processo ameboide [T4].

2.1.4 Obtendo energia

Enquanto o tumor permanece pequeno - com menos de 1mm de diametro -
ele pode se valer da difusao para sua demanda constante de alimentacao e oxigénio
e para se livrar dos residuos de seu proprio metabolismo. No entanto, uma vez que
o tumor atinge o tamanho critico de 1 a 2mm, o processo de difusao é insuficiente
para suprir o tumor com nutrientes e oxigénio e para uma rapida remocao de seus
residuos. As células no interior do tumor ficam famintas e sao sufocadas por seus
proprios refugos. A hipdxia no tumor induzira o crescimento de novos vasos, processo
chamado de angiogénese ou neovascularizacao. Por meio desses novos vasos a entrada
de nutrientes e a saida de catabolitos (residuos oriundos do metabolismo) tornam-se
mais eficientes. Os capilare também serao importantes para o transporte de fatores
de crescimento estimuladores de divisao e facilitarao a metastase. Os vasos capilares sao
construidos a partir de células endoteliai, capazes de se achatar e se curvar em tubos,
que se unem para formar capilares. O tumor promove angiogénese liberando proteinas
como o fator de crescimento fibroblastico e o fator de crescimento endotelial vascular
[T6]. Essas proteinas, conhecidas como fatores tumorais de angiogénese, difundem nos
tecidos vizinhos e ligam-se a receptores na membrana das células endoteliais. A ativacao
dessas células promove a secrecao de enzimas que degradam a matriz extracelular
facilitando a migracao das células endoteliais em direcao ao tumor, por meio de uma
resposta quimiotatica ﬂ aos fatores tumorais de angiogénese.

Entretanto esta nova vascularizacao é insuficiente e cadtica. Isso perpetua os

4 Capilares sio vasos sanguineos de diametro muito pequeno (5 a 10um), por meio dos quais oxigénio

e nutrientes sao liberados para as células e residuos do seu metabolismo sao captados.
15Células endoteliais sdo células achatadas de espessura variavel que recobrem o interior dos vasos

sanguineos, especialmente os capilares, constituindo parte da sua parede.
16Quimiotaxia ¢ o nome dado ao processo de locomocdo de células em direcio a um gradiente

quimico.
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fatores que estimularam sua inducao. Além disso, células cancerosas crescem mais
rapidamente que os vasos sanguineos para nutri-las. Portanto, a medida que tumores
solidos crescem, eles se tornam incapazes de obter oxigénio de modo eficiente, sofrendo
hipoxia. Sob estas condigoes, a glicolise torna-se a fonte priméaria de ATP (adenosina
trifosfato), que é a molécula mais importante para obter e transferir energia livre em
sistemas bioldgicos. Acuicares sao moléculas de combustivel especialmente importantes,
uma vez que sua degradacao (em particular a da glicose) domina a produgao de energia
na maioria das células animais. Na presenca de oxigénio, eles sao oxidados em pequenas
etapas até dioxido de carbono (COs) e dgua e ha um ganho total de 36 moléculas de
ATP. Entretanto, a glicose pode ser degradada mesmo na auséncia de oxigénio, em uma
sequéncia de reacoes conhecida como glicolise. Ela ocorre no citoso da maioria das
células e, durante o processo, uma molécula de glicose é convertida em duas moléculas
de piruvato e ha um ganho liquido de apenas 2 moléculas de ATP.

E bem estabelecido que tumores exibem taxas de consumo de glicose e glicolise
aumentadas [T7]. A glicolise é feita de modo mais eficiente em tumores hipoxicos pela
acao de um fator de transcrigio (HIF — 1, do inglés “hypoxia-inducible transcription
factor”). Na auséncia de oxigénio, o HIF — 1 aumenta a expressdo da maioria das
enzimas glicoliticas e de transportadores de glicose. De fato, o consumo de glicose
estd relacionado a agressividade do tumor. Essas adaptagoes das células cancerosas
permitem ao tumor sobreviver até que a vascularizagao ocorra. O fator HIF — 1
também estimula o crescimento de novos tumores aumentando a expressao de moléculas
sinalizadoras, tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que facilita
o crescimento de vasos sanguineos. Sem tal vascularizacao, o tumor interromperia seu
crescimento, morrendo ou permanecendo inofensivo [17].

Apesar de haver indicagoes de que o metabolismo glicolitico seja o resultado da
adaptacao ao microambiente do tumor, sua persisténcia mesmo em condicoes normais
de disponibilidade de oxigénio sugere que esse fenétipo fornece uma grande vantagem

seletiva para a progressao do tumor a um cancer invasivo [I8].

2.2 O combate ao cancer

A primeira linha de defesa do corpo contra o cancer estia nos processos de ma-

nutencao da integridade do genoma. Entretanto, se uma ou mais células tumorais

170 citosol é o liquido que preenche o citoplasma, espaco entre a membrana plasmética e o nticleo

das células vivas, que suporta bolsas, canais e organelas citoplasmaéticas.
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conseguiram burlar esses processos e sustentar as mutagoes adquiridas, o corpo tem
uma ultima barreira: o sistema imune.

Se, apesar dos mecanismos de defesa do corpo, o tumor conseguiu se estabelecer,
existem varios tratamentos disponiveis para eliminar as células cancerosas. A maioria
dos tratamentos utilizados hoje se baseia em cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia,
apesar de varias outras abordagens estarem em estudo. A procura por novos tratamen-
tos visa diminuir os efeitos colaterais das terapias estabelecidas e propor alternativas
para metastases, que ainda sdo responséaveis pela maioria das mortes por cancer [19],

tumores recorrentes ou localizados em regioes cirurgicamente inacessiveis.

2.2.1 O sistema imune e sua manipulacao via imunoterapia

Se todos os mecanismos de manutencao da integridade do genoma foram bur-
lados pelas células cancerosas e uma ou mais células foram capazes de sustentar as
mutacgoes adquiridas, uma das tltimas barreiras de defesa do corpo contra o cancer é
a atividade do sistema imune.

O sistema imune é uma rede de processos e estruturas biologicas em um orga-
nismo que o protege contra doencas identificando e eliminando patogenos L e células
tumorais. As células transformadas de tumores expressam antigenos L1 que nao sao
encontrados em células normais. O sistema imune identifica esses antigenos como es-
tranhos, e ataca essas células transformadas. Apesar disso, alguns tumores escapam
da resposta imune, usando estratégias como a liberagao de produtos que inibem a res-
posta imunapor exemplo a citocina TG F — (3, que suprime a atividade de macrofagos
).

O papel do sistema imune no desenvolvimento de tumores ainda estd longe de

e linf6citos

ser completo e muitos paradoxos e conceitos permanecem incompreendidos [T9]. Ma-
crofagos e neutrofilos , por exemplo, podem ser considerados tanto herdis quanto
viloes no contexto de desenvolvimento tumoral. Por um lado, essas células sao capazes
de fagocitar células tumorais e de secretar citocinas que inibem o crescimento do tu-
mor. Entretanto, estudos epidemioldgicos associaram inflamagao cronica a incidéncia

tumoral |20}, 2T] e ha trabalhos mostrando que neutrofilos ativados podem induzir a

18Um patégeno é um agente biologico que causa doenca em seu hospedeiro

19Um antigeno é toda particula ou molécula capaz de iniciar uma resposta imune.

20Macrofagos e linfocitos sdo células do sistema imune

2INeutrofilos sdo uma classe de células do sistema imune; sdo os principais fagocitos do sangue

(células que ingerem e destroem matéria estranha ao organismo) e participam da reacdo inflamatoria.
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transformagao de células normais em cancerosas in vitro [22), 23).

A imunoterapia tem como objetivo usar a resposta imune para combater tumo-
res. O uso de vacinas contra o cancer pode ser promissor, e resultados positivos foram
obtidos com a tranferéncia de linfocitos T capazes de identificar e atacar o tumor. Além
disso, o transplante de medula 6ssea tem sido usado como imunoterapia de tumores

solidos com resultados encorajadores [24].

2.2.2 Remocao ciriargica, radioterapia e quimioterapia.

As abordagens mais utilizadas no combate ao cancer sao a remocao cirtirgica, a
radioterapia e a quimioterapia. A remocao cirturgica é incapaz de eradicar as metatases
e tumores em regioes cirurgicamente inacessiveis.

A radioterapia usa radiacao de alta energia para matar células cancerosas dani-
ficando seu DNA. A radioterapia afeta também células normais, causando efeitos co-
laterais como fibrose, perda de memoria, infertilidade e, mais raramente, um segundo
cancer devido a exposi¢ao a radiagao [25]. A radiacao usada para combater o cancer
pode vir de uma maquina fora do corpo, ou vir de um material radioativo inserido no
corpo proximo as células tumorais ou ainda ser injetado na corrente sanguinea.

Quimioterapia é o uso de drogas que danificam e matam células em divisao.
Células cancerosas dividem-se muito mais frequentemente que a maioria das células
normais, entao a quimioterapia afeta principalmente células cancerosas. Entretanto,
ela afeta também células normais em divisao, o que pode levar a efeitos colaterais como
anemia, perda de cabelos e neutropenia (baixo niimero de células do sistema imune que
combatem infec¢oes). Um grande obstaculo para a quimioterapia é sua deficiéncia em
distribuir doses adequadas de droga as areas afetadas do corpo [4].

Essas trés estratégias nao sao mutuamente exclusivas. Um paciente pode receber
radioterapia antes, durante ou apo6s a cirurgia, dependendo do tipo de cancer sendo
tratado. A quimioterapia pode ser usada para reduzir o tamanho de um tumor antes da
remocao cirurgica ou da terapia por radiacao. Ou ainda para destruir células cancerosas
que sobreviveram a cirugia ou a radioterapia. E alguns pacientes recebem radioterapia

em combina¢ao com quimioterapia.

2.2.3 Nanoparticulas quimioteripicas

O maior obstaculo a quimioterapia é sua deficiéncia em distribuir doses ade-

quadas de droga as areas afetadas no corpo. A toxicidade das drogas limita sua dose,
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enquanto a sua rapida eliminacao da circulagao requer doses altas para que seja efetiva
[]. Uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novos agentes anticancer
tém surgido com a nanotecnologia.

Encapsular drogas quimioterépicas em polimeros nanométricos é uma estratégia
que permite aumentar a dose da droga e reduzir os seus efeitos colaterais. A vascu-
latura tumoral apresenta uma hiperpermeabilidade que permite o extravasamento de
macromolélulas, como os nanomateriais poliméricos. Além disso, o fraco sistema de
drenagem linfatica no tumor resulta na sua gradual acumulacao. Portanto, as nano-
particulas acumulam-se em tumores solidos, como pode ser visto na figura 2.3l E mais,
elas sao menos toxicas, uma vez que o encapsulamento da droga limita sua interagao

com células normais []. E uma menor toxicidade permite o aumento da dose.

Figura 2.3: A hiperpermeabilidade da vasculatura tumoral permite o extravasamento
da nanoparticula, que ficard retida no tumor devido a sua deficiente drenagem linfética.
Uma vez dentro da célula, a ligacao polimero-droga é quebrada e a droga quimioterapica

é liberada.

Polimeros quiméricos consistem de um polipeptideo hidrofilico, biodegradével e
tipo—elastinaa e um segmento curto que permite a conjugagao com diversas moléculas
hidrofébicas, incluindo quimioterapicos. A hidrofobicidade da droga desencadeia a

formacao espontanea da nanoparticula com a droga no centro cercada pelo polipeptideo

22polipeptideos tipo-elastina sao uma classe de polimeros de peptideos artificiais
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hidrofilico [26]. Esta formagao pode ser visualizada na figura 271

M
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P

Figura 2.4: A formacao espontanea da nanoparticula de CP-Dox é desencadeada pela
hidrofobicidade da droga, que fica encapsulada pelo polipeptideo hidrofilico. Figura
extraida de [26]

2.2.4 Viroterapia: virus que matam células tumorais

Apesar de apresentar muitos resultados positivos, as terapias tradicionais contra
o cancer, como a quimioterapia e a radioterapia, baseiam-se principalmente em agen-
tes que danificam o DNA e a maquinaria que mantém a integridade dos cromossomos
das células tumorais. Esses tratamentos matam preferencialmente células cancerosas
que tém menor capacidade de sobreviver a danos, selecionando assim as células mais
agressivas do tumor. Aliados a isso, os efeitos colaterais desses tratamentos sao fre-
quentemente graves, motivando o desenvolvimento de novas estratégias na luta contra
o cancer. Uma terapia promissora é baseada em virus modificados em laboratorio para
atacar seletivamente as células cancerosas [27]. Ha vérios processos que conferem aos
virus oncoliticos essa seletividade por células cancerosas. Por exemplo, eles podem ser
projetados para que sejam capazes de entrar apenas em células cancerosas, ou podem
ser desenvolvidos de modo que consigam penetrar tanto em células normais quanto em
cancerosas, mas capazes de se replicar apenas em células cancerosas. Essas estraégias
sao mostradas na figura A viroterapia nao é uma idéia nova, ela surgiu quando
alguns médicos notaram que alguns pacientes que sofriam de cancer, quando incidental-
mente adquiriam certas infeccoes virais ou eram submetidos a vacinacao, melhoravam

e seus sintomas regrediam.
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Figura 2.5: Virus oncoliticos podem ser desenvolvidos para que consigam entrar espe-
cificamente em células cancerosas (sendo incapazes de penetrar em uma célula normal)
ou podem ser capazes de entrar em ambos os tipos de células para se replicarem exclu-

sivamente em células cancerosas. Figura adaptada de [28].

Virus tém a capacidade de infectar células de um organismo biolégico. Eles sao
constituidos de material genético contido em uma capsula proteica, chamada capsideo,
que pode estar envolvida por um envelope que inclui uma membrana. Eles multiplicam-
se somente dentro de células vivas e dependem delas para sintetizar proteinas, gerar e
armagzenar energia.

A engenharia genética permite modificar virus em laboratorio para combater
tumores, tornando-os capazes de atacarem preferencialmente células cancerosas levando
a sua lisea dessas células e a conseqiiente amplificacao da dose viral dentro do tumor,
como ilustrado na figura Virus também podem ser projetados para levar genes

anti—cfmcet@ ou agentes quimioterapicos diretamente as células cancerosas. Esses virus

23Processo de ruptura das membranas celulares que levam & morte da célula e & liberacao de seu

contetido
24 Terapia génica é um tratamento experimental que envolve a introducio de material genético (DNA

ou RNA) nas células do paciente para prevenir ou combater o cancer, entre outras doengas. Mas em
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usados para combater o cancer, devido a sua habilidade de infectar seletivamente células
cancerosas, sao conhecidos como virus oncoliticos e podem ser moldados através de
distintas abordagens, que levam a diferentes mecanismos de destruicao tumoral. Um

panorama dessas abordagens pode ser encontrado na referéncia [27].

Figura 2.6: Virus oncoliticos podem ser moldados para se replicarem exclusivamente
em células cancerosas, promovendo uma amplificacao da dose viral injetada na regiao

do tumor. Figura extraida de http://oncolyticvirus.wordpress.com/ em margo de 2011.

Se por um lado o sistema imune é uma barreira a viroterapia, pois muitos virus
oncoliticos sao eliminados, por outro a estimulacao viral do sistema imune adaptativo
parece ativar a resposta imune anti-tumoral, o que aumenta a eficicia da terapia.

Os virus oncoliticos sao administrados aos pacientes por diferentes estratégias.
Por razoes de seguranca, vetores virai@ baseados no virus da variola, no adenovirus,
no reovirus, no virus da doenca de New Castle (NDV - New Castle Disease Virus),
no Coxsackievirus e no virus da herpes simples (HSV - Herpes Simplex Virus) foram

administrados por injecdo intratumoral em testes pré-clinicos?] [29, B0, BT, B2, B3].

geral, um gene nao pode ser diretamente inserido na célula de uma pessoa, entao virus sao usados

para inserir esse material genético.
25Um vetor viral ¢ um virus modificado com o objetivo de introduzir material genético em um célula.
26Estagio pré-clinico é um estigio da pesquisa que comeca antes que os testes clinicos (testes em

humanos) possam comecar, e durante o qual dados importantes como viabilidade e seguranca sao

coletados.
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Tipicamente, a administracao intratumora]@ nao causa efeitos colaterais significativos,
causando apenas um inchaco local temporario. Entretanto, uma baixa eficiéncia contra
metéastases é observada, pois em geral ha pouco ou nenhum espalhamento do virus do
sitio priméario de injegao [34].

Como muitos pacientes desenvolvem metastases, a administracao intravenosa@
dos virus oncoliticos seria mais eficaz para extinguir o tumor primério e suas colonias.
Essa abordagem foi usada com sucesso, por exemplo, por McDonald et al. [35]. Entre-
tanto, quando virus oncoliticos sao administrados por via intravenosa a um paciente,
muitas barreiras os impedem de atingir o tumor e infectar as células cancerosas. Nessa
abordagem, em geral observam-se efeitos colaterais significativos e sistémicos. Os sin-
tomas sao semelhantes aos de uma gripe forte, mas estratégias para minimizar esses
sintomas estao em desenvolvimento.

Uma das dificuldades encontradas para o progresso das terapias baseadas em
viroses oncoliticas é a discrepancia entre estudos in vitro e in vivo. Os estudos pré-
clinicos fornecem resultados muito mais promissores do que os estudos clinicos. Isso é
devido, em parte, ao fato de que linhagens de células cancerosas podem nao refletir a
biologia de tumores in vivo e que tumores humanos, em geral, exibem heterogeneidade
clinica e genética. Portanto, um tratamento bem-sucedido em um caso pode nao ser
eficaz em outros. Uma abordagem para analisar a citotoxidade e a eficacia de virus
oncoliticos foi proposta por Wang et al. [36]. Nessa abordagem eles sugerem a utilizagao
de espécimes de canceres humanos primarios ex vivo para esses estudos. Ou seja, os
tumores foram retirados de pacientes e mantidos em cultura para serem infectados com
virus e analisados.

Portanto, a elucidacao dos mecanismos de acao dos virus oncoliticos depende
fortemente de estudos em sistemas de cultura heterotipicos in wvitro e modelos in vivo
cada vez mais refinados. Dada a complexidade do problema, o desenvolvimento de
modelos mateméaticos que descrevam aspectos fundamentais da acao da viroterapia
sobre o crescimento de tumores pode apresentar sugestoes valiosas, reduzindo o niimero

de experimentos necessarios.

2TNa administra¢do intratumoral os virus sdo injetados diretamente no tumor.
28 A administracdo intravenosa consiste na injecio dos virus em uma veia ou artéria do paciente.



Capitulo 3

Modelo multiescala para crescimento

de tumores avasculares

Essencialmente todos os tumores passam por um estagio de crescimento avas-
cular, no qual o suprimento de nutrientes é feito apenas por difusao. Nesse estigio,
quando o tumor estd confinado ao seu tecido de origem e nao teve acesso ao sistema
vascular, ele é denominado cancer in situ. Para modelar carcinomas in situ, Ferreira
et al. [6] propuseram um modelo multiescala que considera as escalas mesoscopica
(dindmica das células) e macroscopica (difusdo de nutrientes no tecido) do crescimento
de tumores. A dindmica celular é controlada por regras probabilisticas locais que co-
nectam as equacoes de reacao-difusao para os nutrientes a resposta celular e interagoes
em escala microscopica. O modelo gera morfologias compactas, conexas e desconexas
caracterizadas por um crescimento Gompertziano no tempo e leis de escala distintas
para as bordas dos tumores. Posteriormente esse modelo foi aplicado para estudar

quimioterapia [37] e viroterapia [38].

Nos capitulos seguintes serao apresentados trés modelos para viroterapia, uma
promissora terapia anti-cancer baseada em virus que atacam seletivamente células can-
cerosas, e um modelo para quimioterapia usando nanoparticulas de polimeros quimé-
ricos, todos elaborados a partir do modelo para crescimento de tumores exposto neste

capitulo.

18
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3.1 Cenario atual

A modelagem matemaética de tumores iniciou-se na década de 1950, e os pri-
meiros modelos de crescimento de tumores solidos, vistos como uma colecao de células
que consomem nutrientes, surgiram nas décadas de 1960 e 1970 [39]. Alguns desses
modelos foram desenvolvidos e refinados nas décadas seguintes, mas somente na década
de 1990, com o estabelecimento detalhado de virios mecanismos moleculares subjacen-
tes ao crescimento e a progressao de tumores, surgiu uma nova geracao de modelos,
mais especificos e guiados por dados experimentais, enquanto os trabalhos anteriores
limitavam-se a ajustar curvas de crescimento.

Do ponto de vista biol6gico, muitos processos intratumorais e interagoes tumor-
hospedeiro tem sido estudados via modelagem matemética. Por exemplo, o impacto
de diferentes mutagoes genéticas na emergéncia e sobrevivéncia de tumores [40], a
competicdo por espago e recursos entre células normais e malignas [41], interagoes
entre o tumor e o sistema imune [42] 43|, e a remodelagem da rede de vasos sanguineos
ou da matriz extracelular pelo tumor em crescimento |44, A5).

Fenomenos macroscopicos como a evolucao da concentracao de células tumorais
ou de nutrientes sao tipicamente modelados usando-se equacoes diferenciais parciais
baseadas em processos de difusao ou desenvolvidas em analogia com problemas de me-
canica de fluidos [46, 47]. Fenomenos mesoscopicos, como a dinamica célula-célula e a
angiogénese, sao descritos tanto por modelagem deterministica [43] quanto estocéstica
H0]. Na escala microscopica muita énfase tem sido dada ao estudo quantitativo das
interacoes entre espécies moleculares em compartimentos subcelulares. Tanto aborda-
gens deterministicas [46] quanto abordagens estocasticas [48| tem sido utilizadas para

modelar contribuicoes microscopicas ao crescimento do tumor.

3.2 Modelo para o crescimento de tumores in situ

O modelo inclui proliferagao, mobilidade e morte celular, além da competicao
por nutrientes entre células normais e cancerosas. As acoes celulares (divisao, movi-
mento e morte) sao localmente controladas pelos campos de concentragao de nutrientes
e por parametros que caracterizam a resposta celular a disponibilidade de nutrientes e
englobam processos genéticos e metabodlicos complexos. Esses nutrientes, que incluem
oxigénio, aminoacidos, glicose, ions metélicos, etc., difundem de um vaso capilar pelo

tecido e, na sua escassez, a taxa de crescimento das células cancerosas é limitada.
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O tecido

A geometria do tecido usada no modelo é particularmente adequada a carcino-
mas, que sao canceres que se desenvolvem a partir de células epiteliais. Por simpli-
cidade, uma rede regular bidimensional serd considerada, representando um corte no
tecido epitelial. Sera usada uma rede quadrada (L + 1) x (L + 1) com constante de

rede A e a fonte de nutrientes é representada por um vaso capilar.

vaso capilar «g,
o r o o o |

célula cancerosa divisao - F&

iv
~
-

migracéo -2,

morte -
‘eie.f

células normais ’

Figura 3.1: O tecido, alimentado por um vaso capilar, é representado por uma rede
quadrada em que cada sitio pode estar ocupado por uma célula normal, uma necrética
ou por uma ou mais células cancerosas. Células cancerosas podem dividir, morrer ou

migrar no tecido com as probabilidades correspondentes.

Os tumores sao sistemas heterotipicos, constituidos por diferentes subpopulagoes
de células além das tumorais, como células do sistema imune, endoteliais e fibroblastos
[T0]. Entretanto, no modelo, sdo consideradas apenas células normais e cancerosas. A
constante de rede A é aproximadamente o diAmetro de uma célula normal. Assim, um
sitio da rede pode ser ocupado por uma unica célula normal. Contudo, células cance-
rosas podem empilhar umas sobre as outras. Portanto, cada sitio pode ser ocupado no
instante ¢ por uma célula normal, ou uma célula tumoral morta ou por uma ou mais
células cancerosas. As células normais sao representadas por o,,, as células mortas por
04 € as Cancerosas por o..

Vamos definir um sistema de coordenadas em que o eixo x é paralelo ao capilar
e 0 eixo y é paralelo ao tecido, como representado na figura Bl Sao usadas condic¢oes
de contorno periodicas no eixo x e de fluxo nulo em y = LA, que representa a borda

do tecido. A condicao inicial é dada por uma unica célula cancerosa introduzida no
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tecido normal em x = LA /2, a uma distancia Y do vaso capilar, em concordancia com

a teoria clonal do cancerdl.

Os nutrientes

Nutrientes sao transportados pelo sistema vascular e podem difundir-se através
dos tecidos. A alta taxa de proliferacao das células cancerosas as torna especialmente
vulneraveis a privacao de nutrientes. Entao, os nutrientes foram divididos em duas
categorias denominadas essenciais e nao-essenciais para proliferacao, descritos pelos
campos de concentracdo ¢1(Z,t) e ¢o(Z,t), respectivamente. A escassez dos nutrientes
denominados essenciais restringem a divisao celular, mas nao a sobrevivéncia da cé-
lula [49]. Exemplos desse tipo de nutrientes para células eucarioticas incluem alguns
aminoacidos, glicose e metais como ferro, zinco e cobre. Quando a quantidade de um
nutriente essencial é limitada em um microambiente especifico, a taxa de crescimento
de uma dada populacao é controlada por sua habilidade em competir por esse nutriente
[49]. Por outro lado, o oxigénio é um exemplo de nutriente na classe nao-essencial, pois,
apesar de ser um fator limitante para muitas funcoes celulares, incluindo diferencia-
¢ao, respiracao e trabalho mecanico, nao restringe de forma significativa a proliferagao
celular. Estes campos de nutrientes obedecem as equagoes

0o (2, t)

—ar = DeVP(, 1) = 16u(E, )on(T,1) — Meydu(F, t)oe(@ 1) (3.1)

nas quais Dy representa o coeficiente de difusao dos nutrientes, o segundo termo esta
relacionado ao consumo de nutrientes pelas células normais e o terceiro ao consumo de
nutrientes pelas células cancerosas, que difere do consumo pelas normais por fatores
Ag. Assumimos D, = D, por simplicidade.

Esses campos satisfazem condicoes de contorno periddicas na direcao paralela ao
capilar. As condigoes ¢1(y = 0) = ¢19e pa(y = 0) = oo foram adotadas representando
o suprimento fixo de nutrientes pelo vaso capilar; na borda do tecido foram impostas
condigbes de Neumann (fluxo nulo). Para escrever as equagoes anteriores em uma

forma mais simples, as seguintes variaveis adimensionais sao definidas

Dt - T
o= ;:ﬁea:A — (3.2)

I—_
t_A2’ A

LA teoria clonal do cancer propde que a maioria dos tumores, se niao todos, se origina de uma tinica

célula.
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$x)

Figura 3.2: Concentracao de nutrientes na auséncia de células cancerosas em funcao

da distancia ao capilar para um tecido de tamanho L = 500.

A equacao Bl pode entao ser reescrita, omitindo os apostrofes, como

% = V2 — @10, — M@ Pp0. (3.3)

A condigao de contorno no vaso capilar torna-se ¢1(y = 0) = ¢o(y = 0) = 1 e o valor
A =1 é definido. As solugoes analiticas para a concentracao de nutrientes na auséncia
de células cancerosas sao mostradas na figura Pode-se notar que o parametro o

determina a quantidade inicial de nutrientes no tecido.

DinAmica celular

Cada célula cancerosa, aleatoriamente escolhida, pode executar uma das trés
acoes:
e Divisao
A célula pode dividir-se por mitose com probabilidade
B} 01(@
Pu(¥)=1—¢ — | —— , 3.4
@ = 1 - exp [ (o (3.4

em que o parametro 6y, controla a forma de Pj,. Note que a probabilidade

de divisao depende somente da quantidade de nutrientes essenciais por célula
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cancerosa no sitio. Quando uma célula se divide, a sua posi¢cao no tumor ira

definir a posicao da célula-filha:
— se a célula estiver no interior do tumor, sua filha permanece no mesmo sitio
que ela;
— se ela estiver na borda do tumor, sua filha ird ocupar ao acaso um dos seus

sitios vizinhos ocupados por uma célula normal ou necrética.

e Migracao
A probabilidade de migracao é dada por

— 2
. L [ ¢2(2)
Proy(Z) =1 —exp | —0.(T) 2 (3.5)
mov
Note que P,,,, depende da concentracao de nutrientes nao-essenciais ¢, e aumenta
com a populacao local de células cancerosas. O parametro 6,,,, controla a forma
de P,,.,- A nova posicao da célula irad depender de sua posicao atual e do nimero

de células cancerosas ali presente.

— se a célula estiver dentro do tumor, ela se move para um dos sitios vizinhos

escolhido ao acaso.

— se ela estiver na borda do tumor e nao houver outra célula cancerosa no
mesmo sitio que ela, ela se move trocando de posicao com a célula normal

ou necrotica do sitio vizinho aleatoriamente escolhido.

— se a célula estd na borda do tumor e existem outras células cancerosas no
mesmo sitio que ela, ela ocupa o sitio de uma de suas primeiras vizinhas

normais ou necroticas, que ird desaparecer.

e Morte

Células cancerosas morrem com probabilidade

L@dy | (3.6)

P (Z) =exp |— (U (7)6s

Assim, 0.(Z) — 0.(Z) — 1. Observe que a probabilidade de morte ¢ determinada
pela concentracao de nutrientes nao-essenciais ¢o por célula cancerosa no sitio da

célula considerada.
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As formas funcionais das probabilidades Py, e P, apresentam o comporta-
mento mostrado na figuraB3l(a) e Py é mostrado na figura B3|(b). A forma sigmoidal
dessas probabilidades foi escolhida de modo que considerasse alguns aspectos gerais da
biologia do cancer. Por exemplo, em uma situacao de escassez de nutrientes, a pro-
babilidade de divisao aumenta rapidamente com o aumento da disponibilidade desses
nutrientes. Entretanto, essa probabilidade tende a saturar em um valor dependente
de thetag;, quando ha uma concentracao alta de nutrientes por célula. Ou seja, se o
microambiente tem uma quantidade grande de nutrientes, maior do que a necessaria
para a replicacao celular, aumentar essa quantidade nao deve alterar a probabilidade de

que a célula divida. Outras formas funcionais com comportamento semelhante foram

testadas e o modelo é robusto a forma especifica das probabilidades.
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Figura 3.3: Comportamento das probabilidades Py, e Py, em (a) e Py em (b) para
diferentes valores do parametro 6.

As regras para a dindmica celular usadas nesse modelo consideram que, em

regioes onde ha uma alta densidade de células e um suprimento de nutrientes via
difusao escasso, a divisao celular é inibida e, ao mesmo tempo, a probabilidade de
morte celular (necrose) aumenta. Os parametros g, Gmes € 04, que caracterizam
a resposta das células a concentracao de nutrientes e envolvem processos genéticos

e metabolicos complexos, nao podem ser determinados diretamente de experimentos

biologicos e ainda sao um problema aberto, ao contrario dos parametros a, A; e Ag,
que podem ser mais facilmente estimados.
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3.3 Algoritmo e estimativa de parametros

A cada passo de tempo t, o sistema de equacoes B3 é resolvido numericamente no
estado estacionério (0¢;/0t = D¢ /0t = 0) através do método de relaxacao de Gauss-
Siedel—NewtonH. Determinada a concentracao de nutrientes, N.(t) células cancerosas
sao selecionadas sequencialmente ao acaso com a mesma probabilidade, em que N.(t)
¢ o nimero total dessas células no passo de tempo f. Para cada uma delas, uma
tentativa de agao (divisao, migracao ou morte) é aleatoriamente escolhida com igual
probabilidade e o tempo é incrementado em At = 1/N.(t). A agdo selecionada sera
implementada, ou nao, de acordo com as probalidades correspondentes determinadas
pelas equacoes B4, e Ao final dessa seqiiéncia de N.(t) tentativas, comega um
novo passo de tempo e todo o procedimento (solucao das equagoes de difusao e aplicagao
da dinamica celular) é iterado. As simulagoes terminam se alguma célula tumoral
alcanca o vaso capilar ou a borda do tecido. Foram usadas as solugoes exatas para o
estado estacionario das equacoes em t = 0, quando nao ha células cancerosas. O
algoritmo deste modelo é mostrado em detalhes em um diagrama de blocos no apéndice
B.

Em todas as simulacoes foram usadas redes com 500 x 500 sitios e como o
parametro de rede A foi tomado como o tamanho aproximado de uma célula tipica
(~ 10um), o sistema corresponde a um tecido de cerca de 5mm x bmm. A célula
cancerosa inicialmente inserida no tecido normal ¢ colocada a uma distancia de 300

sitios do capilar.

Assumindo que a fase de sintese de DNA do ciclo celular seja de aproximada-
mente 11h [B0], e como ha trés a¢oes possiveis para cada célula, uma célula precisaria,
em meédia, de trés passos de tempo para dividir-se. Logo, um passo de tempo nas
simulacoes corresponde a cerca de 3 — 4 h. As estimativas para os demais parametros
sao apresentadas na tabela Bl Note que para estimar os parametros relacionados aos
nutrientes essenciais (¢;) foram usados dados experimentais medidos para a glicose,
enquanto para os nutrientes nao-essenciais foram usadas estimativas para o oxigénio
(¢2). Entretanto, cada uma das equagbes para os nutrientes se refere a um grupo deles,
e glicose e oxigénio foram usados como exemplos para se estimar a ordem de grandeza

aproximada dos parametros do modelo.

2No apéndice podem ser encontrados detalhes sobre a resolucio das equacoes diferenciais.
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Tabela 3.1: Estimativas dos valores dos parametros usados no modelo.

Parametro Descricao Estimativa
At Passo de tempo do modelo 3—4h
A Diametro de uma célula tipica ~ 10pm [B1]
D, Difusao de glicose no tecido 9,1 x 10~°cm?/s [62]
D, Difusdo de oxigénio no tecido 1,3 x 10~°cm? /s [52]
7y Taxa de consumo de glicose 107°s~! B3]

Taxa de consumo de oxigénio 9,4 x 107257 53]

A1 Consumo aumentado de glicose 10 [T

por células cancerosas

?1.0 Concentragao de glicose no capilar 6, 7mM —9,9mM [R4]
$2.0 Concentragao de oxigénio no capilar 0,0695mM [55]
a AL/(v/D) 3x107* (v e D da glicose)

3x 1072 (v e D do oxigénio)

3.4 Resultados e discussao

O modelo gera morfologias bastante semelhantes as observadas em tumores reais,
como pode ser visto na figuraB.4l Nela, sao mostrados padroes histoldgicos de tumores
em caes e os padroes correspondentes obtidos pelo modelo para diferentes conjuntos
de parametros.

Para evidenciar o papel de alguns parametros na morfologia do tumor, sao mos-
trados na figura .0 os padroes obtidos em redes com 500 x 500 sitios em funcao do fator
A1, que representa a maior afinidade das células cancerosas por nutrientes essenciais
para mitose e da taxa de consumo de nutrientes « pelas células normais. O vaso capilar
estd na borda inferior de cada figura e as regioes mais escuras representam populacoes
maiores de células cancerosas. Observe que em alguns padroes o “caroco necrético’
tipicamente observado em tumores é evidente. Essa figura reproduz fielmente os resul-
tados da referéncia [6]. Note que os valores de « utilizados sao da ordem de 1073, o
que é um valor intermediario entre os valores calculados para a glicose (3 x 107%) e o

oxigénio (3 x 1072).

30 “caroco necroético” corresponde a regifio mais interna do tumor com células mortas devido &

escassez de nutrientes e acimulo de residuos téxicos do metabolismo.
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(b)

(d)

Figura 3.4: Comparacao entre algumas morfologias comumente observadas em tumo-
res e os padroes gerados por meio deste modelo. (a) Padrao papilar de um papiloma
escamoso; (c¢) carcinoma basocelular compacto; (e) padrao difuso de um plasmocitoma
e (g) filamentos celulares tipicos de um tricoblastoma. Todos esses padroes histologicos
foram obtidos de caes. Os padroes correspondentes simulados pelo modelo sao mos-

trados em (b), (d), (f) e (h), respectivamente. Esta figura foi extraida da referéncia

[6].
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O consumo de nutrientes por células normais e cancerosas, controlado pelos
parametros a, A\; e Ay, tem um papel central na determinagao da morfologia. Para
pequenos valores desses parametros, correspondendo a condicoes de crescimento em que
células individuais requerem um baixo suprimento de nutrientes, os padroes tendem a
ser compactos e circulares. Entretanto, se a taxa de replicacao das células é pequena
devido & grande quantidade de nutrientes necessaria a divisao celular, o tumor assume
morfologias papilares. Se as taxas de consumo de nutrientes sao muito altas, sao
observados apenas tumores papilares e, para baixa taxa de divisao celular, esses padroes

gradativamente se transformam em filamentos finos de células.
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Figura 3.5: Padroes obtidos em uma rede 500 x 500, mostrados em funcao da taxa
de consumo de nutrientes « para células normais e do fator multiplicativo \; para a
taxa de consumo pelas células cancerosas dos nutrientes essenciais para mitose. Os
outros parametros foram fixados em A\, = 10, 64, = 0,3 e 04, = 0,01. Os padroes sao
mostrados em escala de cinza no qual as regidoes mais escuras representam populagoes

celulares maiores.

Além disso, quanto menores os valores de o e A\, maior a fracao de células

necroticas para g, fixo. Em particular, essa fracao é menor para padroes papilares do
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que para padroes compactos, sugerindo que a morfologia 6tima para crescimento sob
forte privacao de nutrientes é fractal. Finalmente, quanto maior a taxa de migracao
celular, mais homogéneos sao os padroes, mais rapido é o crescimento do tumor e menor
a fracao de células necroticas.

Outros resultados interessantes foram obtidos desse modelo, mas foram omiti-
dos por nao estarem diretamente relacionados ao escopo dessa tese. Por exemplo, o
numero total de células cancerosas, o raio de giragao e o nimero de células na borda do
tumor sao descritos por curvas de Gompertz. Entretanto, os valores dos expoentes sao
diferentes nas morfologias compacta, papilar e difusa. Enquanto os expoentes obtidos
para o tumor compacto indicam padroes efetivos circulares e nao-fractais, para padroes

papilares os expoentes indicam uma morfologia fractal para o tumor.

3.5 Conclusoes

O modelo multiescala para crescimento de tumores avasculares proposto por Fer-
reira et al. [6] foi apresentado e as principais morfologias obtidas pelo modelo foram
mostradas. Os padroes tipicos podem variar de compactos a papilares, e a morfologia
é determinada principalmente pelas taxas de consumo de nutrientes pelas células. Os
padroes simulados reproduzem uma das principais caracteristicas de tumores avascu-
lares, que é a estrutura em camadas devido a disponibilidade de nutrientes. No centro
do tumor, ha a formacao de um caroco necrético de células cancerosas mortas devido
a escassez de nutrientes, na borda do tumor uma camada de células tumorais em pro-
liferacao e, entre essas duas camadas, uma regiao intermediaria de células quiescentes.

Uma das maiores contribuicoes desse modelo é a conexao das equacoes de difusao
macroscopicas para os nutrientes com as respostas e interacoes celulas por meio de um
modelo cinético celular efetivo. De fato, as probabilidades locais descrevem de modo
estocéstico os processos dinamicos que ocorrem em populagoes celulares como resposta

aos campos de difusao de nutrientes.



Capitulo 4

Modelo para viroterapia oncolitica -

Descricao continua dos virus

Nesse capitulo serd investigado um modelo multiescala para viroterapia do can-
cer [7]. Foram considerados tumores compactos cujas células podem se dividir ou
morrer de acordo com as mesmas regras estocasticas apresentadas no capitulo A
probabilidade de migragao foi tomada como zero, e nosso estudo sera restrito a tumores
solidos. Por simplicidade, consideramos apenas um tipo de nutriente. Uma vez injeta-
dos os virus, cada célula cancerosa podera ser infectada com uma dada probabilidade e,
uma, vez infectada, esta fadada a morrer por lise, liberando virus no microambiente da
célula lisada e amplificando a dose viral local. Este trabalho foi publicado no periédico
Cancer Research [] e, do ponto de vista clinico, nossos resultados indicam que, para
erradicar um tumor sélido cujas células apresentam baixa mobilidade, sao necessarias
uma forte supressao da resposta imune e virus com alta mobilidade intratumoral. Além
disso, devido a natureza discreta e estocastica das células e de suas respostas, foi pre-
dito um intervalo 6timo para a citotoxidade viral, uma vez que a viroterapia falha se
o virus oncolitico demanda um tempo muito curto ou muito longo para matar uma

célula tumoral.

4.1 Cenario atual

Uma das estratégias mais promissoras no combate ao cancer é a viroterapia
oncolitica, que se baseia em virus que atacam seletivamente células cancerosas. Recen-

temente, varios modelos matemaéticos tem sido propostos para entender as interacoes

30
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dindmicas complexas e os cenérios que emergem dessa nova terapia. Os primeiros mo-
delos, propostos por Wu et al. [b6, b7] e Wodarz |58, 59, sdo abordagens via equagoes
diferenciais e propoem que o resultado da terapia é determinado pelas interacoes entre
células tumorais e virus e que a taxa de morte das células infectadas é um parametro
chave para o sucesso terapéutico. Outros trabalhos propuseram diferentes abordagens
com equagoes diferenciais [60, 61], e Ferreira et al. [38] apresentaram uma descrigao
multiescala da viroterapia oncolitica. Um resultado importante obtido por Ferreira
et al. foi o comportamento oscilatorio das populacoes de virus e células cancerosas.
Diferentemente das oscilagoes amortecidas e espacialmente uniformes obtidas por Wu
et al [27], no modelo de Ferreira et al. as populagoes de virus e de células cancerosas
exibem oscilacoes com amplitudes crescentes. Padroes com regioes necroticas entre as
frentes de expansao das células cancerosas infectadas foram mostrados e comparados

com padroes histologicos obtidos por Heise et al. [62].

4.2 Modelo para viroterapia

retirada dos i . . ~ e w
virus lise difusao dos virus divisdo - Pdiv

vaso capilar -~

Nt

célula cancerosa
nao-infectada

célula canc.
infectada

células normais #

Figura 4.1: Neste modelo, cada célula cancerosa nao-infectada pode dividir, morrer ou
ser infectada. A probabilidade de migracao é nula, o que é uma boa aproximacgao os
tumores solidos consideradoﬁ. As infectadas, por sua vez, podem apenas morrer por
lise. Apos a lise, virus sao liberados na regiao da célula lisada. Virus livres difundem

na rede e sao eliminados a uma taxa constante 7,.

Na figura 1] sao mostrados os agentes e processos envolvidos no modelo em
escalas de tempo e comprimento distintas. Consideramos o protocolo de uma tnica

administracao intratumoral dos virus quando o tumor atinge Ny células. Esta injecao
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corresponde a suprir todo o tumor com uma concentracao uniforme vy de virus. Esse
procedimento ¢ amplamente usado em experimentos in vitro, pois permite uma melhor
andlise da acao dos virus oncoliticos.

As dimensoes dos virus sao muito pequenas se comparadas as de uma célula
tipica. Por exemplo, adenovirus, que sao virus oncoliticos tipicamente usados, tém
dimensoes da ordem de 70 — 90nm, enquanto uma célula tipica tém diametro de apro-
ximadamente 10um [34]. Além disso, sdo considerados virus altamente replicativos.
Logo, a quantidade de virus que pode ocupar um sitio é muito grande. Por isso, os
virus sao tratados como um campo continuo e nao como particulas com caréter dis-
creto. O efeito de virus discretos sera analisado no capituloBl. A constante de difusao
dos virus (~ 10~%c¢m?/s [63]) ¢ muito maior que a das células (~ 1071%m?/s [64]; no
entanto, ¢ muito menor que o coeficiente de difusdao dos nutrientes (~ 10=%cm?/s [52]).

Portanto, justifica-se considerar as solugoes néo—estaeionériaﬁg da equacao que
descreve a evolucao temporal da concentracao de virus

ov

5 Dyirus V0 — Tyv (4.1)
em que D,;..s € a constante de difusao do virus e I', a sua taxa de eliminacao. Note
que o parametro I', pode ser considerado uma primeira aproximacao para a acao do

sistema imune sobre os virus. Nessa equacao, fizemos a seguinte mudanca de varidveis:
== t=—ev == (4.2)

em que A = 10um é o espacamento de rede, o parametro dt foi definido como dt =
4 x 1072h e V corresponde a concentracao de virus administrada. Portanto, omitindo

os apostrofes por simplicidade, a equagao pode ser reescrita como

ov
L — DV — 4.
5 W V20 — Y0 (4.3)

em que os parametros adimensionais sao definidos por

5tDm'rus
DU:Te’Yv:FUX(St (44)
Foram impostas condicoes de contorno periddicas ao longo do eixo y, reduzindo efeitos
de tamanho finito, e condi¢ées de Neumann (Jv/0x = 0) na borda do tecido e no

capilar, que impedem que os virus escapem do tecido.

30u seja, a equacdo discretizada para a difusdo dos virus serd iterada um nimero determinado de

vezes, e nao até o estado quase-estacionario.
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Células cancerosas sao infectadas com probabilidade

S 2
Pas(@) = 1= |~ (150 ) | (45)

0o(Z)0ins
e a infeccao das células normais é negligenciada, pois assumimos seletividade perfeita,
ou seja, os virus sao capazes de infectar somente as células cancerosas. Essa apro-
ximacao é razoavel, uma vez que o indice terapéutico da viroterapia pode chegar a
10% : 1, ou seja, para cada 10* células cancerosas mortas, apenas uma normal também

morre [65]. Enquanto uma célula cancerosa nao infectada pode dividir-se, morrer ou

ser infectada, uma célula infectada pode apenas morrer por lise com probabilidade

Tin
Pioo(#) = 1 — exp (— Tf) (4.6)

que esta relacionada a razao entre o tempo desde a infec¢ao, T;,¢, e o periodo carac-
teristico para lise celular, T;. A lise de cada célula infectada libera uma concentragao
vp de virus no meio extracelular. Uma fragdo aleatoria desses virus serd igualmente
distribuida entre os vizinhos mais proximos da célula morta e a fragao restante perma-
nece no sitio desta célula. Desse modo, uma distribuicao local mais realista dos virus
recém-liberados é usada nas proximas acoes celulares, uma vez que eles ja se espalha-
ram em torno do sitio da célula que sofreu lise. Assumimos que células infectadas nao
podem dividir-se, nem migrar localmente, pois os virus controlam a maquinaria celular
para sua propria replicacao. Além disso, o modelo nao considera a morte das células
infectadas por falta de nutrientes ou pelo sistema imune. Uma vez infectada, a célula
cancerosa morrera apenas por lise. Essa aproximacao é razoavel se o tempo caracteris-
tico para a lise for suficientemente pequeno e se o sistema imune estiver severamente
suprimido. Para os dados experimentais utilizados nesse trabalho essas duas condigoes
sao satisfeitas. Os efeitos das respostas imunes inata e adaptativa sobre os virus livres

e sobre as células infectadas sao considerados no capitulo Bl

4.3 Algoritmo e estimativa dos parametros

As simulacoes sao implementadas como segue. A cada passo de tempo, a equa-
cao para um tipo de nutriente é numericamente resolvida no estado estacionério,
como no modelo apresentado no capitulo Bl Entao, N.(t) células cancerosas sao se-

quencialmente selecionadas ao acaso com igual probabilidade. Para cada uma delas,
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uma agao tentativa (lise, se for uma célula infectada e divisao, infecgdo ou morte caso
contréario) é aleatoriamente escolhida com igual probabilidade e o tempo é incremen-
tado por t = 1/N.(t). A célula executard ou nao a agao selecionada de acordo com
as correspondentes probabilidades determinadas pelas equagoes BABGHLT e Se a
acao selecionada é a lise da célula infectada, um nimero aleatério uniformemente esco-
lhido z € [0,1) & gerado e zvy novos virus sao introduzidos no sitio da célula que sofreu
lise. Os outros (1 — z)v, virus sao igualmente distribuidos entre os primeiros vizinhos
da célula lisada. Ao final desta sequéncia de N, tentativas, a equacao é iterada
100 vezes. Entao, um novo passo de tempo comega e todo o procedimento (solucdo da
equagao de difusdo dos nutrientes, aplicagdo da dinamica celular e difusdo dos virus)
é iterado. As simulacoes sao interrompidas se alguma célula tumoral alcanca o vaso
capilar ou a borda do tecido ou se o tumor é erradicado. O algoritmo deste modelo é
mostrado em um diagrama de blocos no apéndice B.

Em todas as simulacoes, o tecido é representado por uma rede quadrada de ta-
manho linear L = 500 e constante de rede 10um, e cada passo de tempo nas simulagoes
corresponde a 4 —5h. Os parametros Oy, = 0,3, 04 = 0,03 e a = 0,004 foram fixados
para gerar padroes tumorais compactos na auséncia de tratamento. Por outro lado,
os parametros controlando a viroterapia (D, Yy, 0ins € ;) foram variados. A terapia
comeca quando o tumor compacto possui 10* células, o que corresponde a um tumor
de cerca de 1, 5mm de diametro.

A quantidade vy de virus liberada quando ocorre a lise € um parametro conhecido
biologicamente e varia de acordo com o tipo de virus e com o tipo de célula. Na injecao
viral, uma concentracao V de virus é administrada ao tumor e escolhemos vy =V = 1.
Ou seja, estamos assumindo virus oncoliticos com alto potencial replicativo, uma vez
que a cada lise é liberada a mesma quantidade de virus injetada no tumor. Para virus
selvagens (nao-modificados) essa é uma boa aproximagio. Por exemplo, adenovirus
tipo 2 selvagens sao capazes de produzir de 4 x 10% a 10* virus por célula 36 — 48h
apos a infeccao [66]. Entretanto, esse valor pode ser muito menor para agentes virais
modificados.

Como definimos que 6t = 4 x 1072h, cada iteracdo da equacao discretizada
equivale a um intervalo de tempo de 4 x 1072h. Uma vez que cada passo de tempo no
modelo corresponde a ~ 4h, a equacao 3 discretizada deve ser iterada 100 vezes a cada
passo de tempo. A constante de difusio dos adenovirus é da ordem de 10~ 2mm?/h [63],
e a difusao efetiva de virus da herpes simplex (HSV) em tumores com alta concentracao

de colageno pode ser estimada em 10~*mm?/h [67].Logo, o parametro relacionado a
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Tabela 4.1: Estimativas dos valores dos parametros usados no modelo.

Parametro Descricao Estimativa
r, Taxa de remocao dos virus 2,5 x 10727 [61]
Dyirus Constante de difusdo de virus 10~2mm?s~! (Adenovirus) [63]
T Tempo de vida médio de uma ~ 18h [61],
célula tumoral infectada 2 dias [24], ~ 40h [68]
Prob. de um virus oncolitico infectar ~ 70% [61]
uma célula tumoral

difusao viral
5tDm-ms . 4 x 10_2Dvirus

A2 10—
em que D, ¢ dado em mm?2h~!. Logo, D, pode assumir valores no intervalo D, €
[1072,1].

O valor da taxa de eliminagao dos virus I', foi ajustado para concordar com a

D, = ~ 102D yirus, (4.7)

estimativa de Friedman et al. [61], que assumem 2,5 x 1072A~!. Finalmente, o tempo
caracteristico para a lise das células infectadas é um parametro altamente variavel de
acordo com o tipo de virus oncolitico utilizado. Por exemplo, para o viirus da herpes
simplex (hrR3) infectando gliomas ele é da ordem de 18h, enquanto estimativas para
o adenovirus geneticamente modificado ONYX-15 sugerem cerca de 2 dias. Portanto,
serao usados valores de T; entre 2 (que corresponde a 8h) e 32 (cerca de 5 dias).

O tnico parametro relacionado a viroterapia que nao pode ser diretamente de-
terminado a partir de experimentos é o 0;,¢, relacionado a eficacia do virus em infectar
células cancerosas. No entanto, sabe-se que a probabilidade de uma célula estar in-
fectada apos a administracao de virus oncoliticos em cultura é da ordem de 70% [61].

Logo 0,y pode ser ajustado para fornecer valores coerentes com essa estimativa.

4.4 Resultados e discussao

Para restringir nosso estudo aos tumores sélidos, manteremos fixos os parame-
tros que controlam a forma do tumor (o =4 x 1073, 04, = 3 x 1071, 04y = 3 x 1072).
Casos tipicos observados na evolucao temporal do nimero de células cancerosas e das
concentragoes de virus em toda a rede sao mostrados na figura E importante
destacar que cada comportamento é definido nao apenas pelo conjunto de parame-

tros usados. A componente estocastica é fundamental. Outras simulagoes usando os
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mesmos parametros apresentados na figura podem apresentar resultados diferentes.
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Figura 4.2: Evolucao temporal do niimero total de células cancerosas (IV,) e da concen-
trado total de virus com infectividade viral fixa (0;,; = 3 x 1072) e taxa de remogao
dos virus 7, = 1072. Uma tnica injecao viral é administrada no instante de tempo
indicado pela seta. Os seguintes parametros foram usados: D, = 0,7 e T} = 4, erra-
dicacao do tumor (a); D, = 0,2 e T; = 2, crescimento oscilatorio (b); e D, = 0,9 e

T, = 32, crescimento exponencial (c).

Foram observados trés tipos de comportamento: extincao do tumor logo apos a
administragao dos virus (comportamento S); reducao da taxa de crescimento tumoral,
com comportamento oscilatorio e coexisténcia de virus e células tumorais (C) e o fra-
casso da terapia, quando N, volta a crescer exponencialmente mesmo apds a terapia
(F). Uma coexisténcia entre as populagoes do virus oncolitico MV-CEA e células tu-
morais equivalente ao comportamento C foi observada em enxertos de cancer de ovario
em camundongos por Peng et al. [69]. Devido & coexisténcia entre virus e células
tumorais, uma reducao significativa na taxa de crescimento do tumor foi observada,
o que resultou em um aumento da sobrevivéncia dos camundongos. Neste trabalho
os autores mostraram que esse comportamento era observado para todas as dosagens
administradas (10% — 10® TCIDs).

Pode-se ressaltar que as defasagens entre as oscilacoes das duas populagoes estao
relacionadas ao tempo de lise. Note que o problema pode ser visto como um tipo de
sistema presa-predador envolvendo as populagoes de células cancerosas e de virus.

A evolucao da distribuicao espacial da populacao de células cancerosas pode ser
acompanhada na figura B3, em que um caso tipico do comportamento C é mostrado.

Nessa simulagao foram usados os parametros D, = 0,2, 7, = 1072, 0,y = 3 x 1072 e
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T, = 2. Portanto, a onda de infeccao se propaga lentamente e as células tumorais que
nao sao infectadas podem se reproduzir mais frequentemente, uma vez que como hé
poucas células a disponibilidade de nutrientes é maior. Pode-se observar na figura
que as ondas de infec¢ao nao sao suficientemente fortes e/ou freqiientes para eliminar o
tumor. Apesar do nimero de células cancerosas aumentar mais lentamente do que na
auséncia da viroterapia, as células espalham-se aumentando a area do tecido invadida

pelo tumor.
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Figura 4.3: No canto superior a esquerda, o tumor é mostrado imediatamente antes
da injecao viral e em seguida, o tumor é mostrado a cada trés passos de tempo (da
esquerda para a direita, de cima para baixo). Apenas as células tumorais sao mostradas.
Pode-se visualizar as sucessivas ondas de infeccao que, nesse caso em particular, nao

sao suficientemente eficazes para eliminar o tumor (comportamento C).

Uma vez que o sistema (cancer e virus oncolitico) tem uma dinamica extrema-
mente sensivel as flutuacgoes estocasticas de suas populacoes mesmo para um conjunto
fixo de parametros dos modelos, nosso objetivo central é caracterizar os comportamen-

tos dominantes em fungao dos parametros v, Oin¢, 17 € D,,.
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Figura 4.4: Comportamento dominante para cada conjunto de parametros. Nas regioes
marcadas com S, o tumor é erradicado; em C, o tumor permanece crescendo de modo
oscilatorio a uma taxa reduzida, enquanto em F o crescimento tumoral é monotonico.
Estes resultados foram obtidos considerando meédias sobre 5 amostras, por isso eles
apenas sugerem os valores de 7, e 0,5 que apresentam comportamento nao-trivial e

que merecem ser estudados com uma amostragem maior.

Para vy, > 3x 1072 ¢ 0;,; = 3 x 1072 ou 6;,; = 0,1 a terapia nunca tem sucesso,
ou seja, a probabilidade de ocorrer o comportamento F é de 100%, como pode ser
visto na figura EE4L

Entretanto, para 7, 1072 o resultado da terapia depende de
inf, bem como do tempo caracteristico para lise 7;. Convém ressaltar que quanto
menor o valor de 6,7, maior a probabilidade do virus infectar uma célula cancerosa.
Se supomos que a concentragao de virus por célula cancerosa v/c. ~ 107!, entdo
0iny = 107! implica em uma probabilidade de infec¢do de aproximadamente 63%,
enquanto 6;,y = 3x 1072 corresponde a um virus capaz de infectar uma célula cancerosa
com 99% de probabilidade. Logo, a probabilidade de sucesso da terapia é provavelmente

maior para valores mais baixos de 6;,;. Se 7, = 1072 e 6,y = 107!, o tratamento
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também fracassa, mas a co-existéncia entre virus e tumor emerge como comportamento
dominante dependendo da difusdo viral, como mostrado nas figuras EE4(d)-(f). Entao
estaremos interessados em um protocolo mais agressivo, que seja capaz de erradicar o
tumor. Por exemplo, a regiao v, = 1072 e 6;,; = 3 x 1072 exibe tanto sucesso quanto
fracasso terapéutico, determinados pela difusao viral e pelo tempo de lise.

Para v, = 5 x 1072 a terapia tem sucesso na maioria dos casos, fracassando
apenas quando D, ¢ menor que 0.3 e 0;,7 > 7 x 1072, Esse resultado pode ser visto na
figura E5(a). Note que esta sendo usado um valor muito baixo para a taxa de retirada

de virus, o que implica em uma forte supressao da resposta imune.
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01 030507 0,9 01 03050709
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(a) % =5x107%1; =8 (b) 7, =10"2T; =8

Figura 4.5: Comportamento dominante para cada conjunto de parametros, conside-
rando médias sobre comportamentos de 5 amostras. Estes resultados apenas sugerem

as ordens de grandeza adequadas dos parametros 7, e 0;,¢

Portanto, uma vez que para 7, > 3 x 1072 a terapia fracassa, e para v, <
5 x 1073 o tumor é erradicado na maioria dos casos, a regido de interesse sera em
torno de v, = 1072, Para 7, = 1072 e 0;,y > 3 x 1072 o tumor cresce de modo
oscilatorio (comportamento C) na maioria dos casos, independente do valor de difusao
dos virus usado, como pode ser visto na figura E3(b). Entretanto, para v, = 1072 e
Oiny = 3 x 1072, o resultado da terapia depende da difusdo viral D,.

Pode-se ver na figura E8, na qual os parametros v, = 1072 e 6,y = 3 x 1072
foram mantidos fixos, que nesse caso o resultado da terapia depende nao apenas da
difusao dos virus, mas também do seu tempo caracteristico para lise. Neste caso, assu-
mimos um virus altamente eficiente em infectar seus alvos, uma vez que a probabilidade
de infeccao é ~ 99%. Na figura pode-se ver que a regiao de maior probabilidade de

sucesso se concentra para valores intermediarios de T;, desde que a taxa de difusao dos
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virus nao seja suficientemente alta, a terapia é mais eficiente se o tempo caracteristico

para a lise da célula cancerosa tiver um valor em uma regiao 6tima.
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Figura 4.6: Contornos no espaco de parametros associados a diferentes respostas do
tumor a uma terapia agressiva (v, = 1072, 6;,,; = 3 x 1072). Nas regides marcadas com
S, o tumor é erradicado; em C, o tumor permanece crescendo de modo oscilatério a
uma taxa reduzida, enquanto em F o crescimento tumoral é monotonico. Foram usados
5 x 10 pontos no espago de parametros e foram feitas 200 amostras. Cada simulacao

dura 500 passos de tempo, o que corresponde a aproximadamente 3 meses.

Além de determinar o prognostico mais provavel apos a viroterapia, é relevante
saber as probabilidades para ocorréncia das outras respostas tumorais em cada regiao
do espaco de parametros. Para o tratamento agressivo que consideramos aqui, essas
probabilidades sao mostradas na figura EE7. Note que o sucesso da terapia nesse caso
requer virus que difundam rapidamente. Quanto mais rapidos os virus, menores as
restricoes sobre o tempo de lise que maximiza o sucesso da terapia.

Entretanto, estimativas experimentais indicam que os virus oncoliticos infectam
células cancerosas com uma probabilidade de aproximadamente 70%. Entao convém
investigar um tratamento com virus menos eficientes, mas tornando mais severa a su-
pressao do sistema imune para que o tratamento tenha mais chances de ser eficaz.
Escolhemos v, = 5 x 1072 e 6;,; = 107!, que corresponde a uma probabilidade de
infeccdo de aproximadamente 70%. Os resultados podem ser vistos na figura E8
Como para essa figura foi usado um niimero menor de amostras, se comparado ao dia-
grama anterior, as fronteiras entre diferentes comportamentos nao estao bem definidas.
Pode-se observar que, para um tempo caracteristico para lise fixo, o comportamento
oscilatorio da probabilidade de sucesso em funcao da constante de difusao dos virus

também ocorre.
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Figura 4.7: Probabilidades para erradica¢ao do tumor (a), crescimento oscilatorio (b),
e crescimento monotonico (c¢) em fun¢ao dos parametros T; e D,. Ambos v, = 1072 ¢
Oiny = 3 x 1072 permaneceram fixos. As probabilidades foram calculadas usando 200

amostras para cada par (7}, D,).

Comparando com o protocolo anterior (figura EE6), o sucesso da terapia requer
agora virus que difundam mais rapidamente e que provoquem a lise em um tempo
menor. Note que a regiao onde o comportamento S (sucesso da terapia) é dominante é
menor se comparado ao protocolo agressivo (figura FE). Ou seja, mesmo aumentando
a supressao do sistema imune, esse protocolo ainda é menos eficaz que o anterior. Isso
sugere que a busca por virus mais eficientes em infectar seus alvos possibilita sucesso
terapéutico com uma supressao menos severa da resposta imune, o que é vantajoso,
uma vez que a supressao da resposta imune implica em riscos para o paciente.

Um problema central no desenvolvimento de protocolos terapéuticos é a deter-
minacao dos parametros clinicos e/ou bioldgicos pertinentes a cada problema. Nosso
modelo sugere quais os parametros-chave que determinam o sucesso da viroterapia. A
constante de difusao D, dos virus é um dos deles. Uma validagao experimental seria
possivel, por exemplo, variando-se a difusao efetiva, dos virus oncoliticos aplicados a
células tumorais in vitro. Isso poderia ser feito alterando a viscosidade do meio de
cultura. Nesse caso é importante assegurar que a difusao dos nutrientes nao seja alte-
rada. Outra possibilidade é crescer as células em uma substancia chamada matrigel,
que é uma versao sintética da matriz extracelular que envolve as células em tecidos
reais. Provavelmente o tamanho dos poros dessa substancia é pequeno o suficiente
para diminuir a difusao viral (e a migracao celular) sem afetar a difusao de nutrientes.

Portanto, diferentes densidades do matrigel estariam associadas a diferentes constan-
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tes de difusao dos virus. Outro parametro importante para o resultado da terapia é o
periodo caracteristico para lise celular 7;, que pode ser variado usando virus oncoliticos
diferentes. Por exemplo, deletando a regiao E'3 do genoma do Adenovirus é possivel
aumentar sua velocidade de replicacio. E importante assegurar, nesse caso, que as
alteragoes observadas estejam relacionadas apenas a variacao do tempo de lise e nao a

outros aspectos da mutacao do virus.
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Figura 4.8: Influéncia do tempo caracteristico de lise 7} e da constante de difusao dos
virus D, no comportamento dominante do sistema para v, = 5 x 1072 e Oing = 1071,

mantidos fixos. Foram feitas médias sobre 40 simulacoes diferentes.

Uma questao relevante é como nossos resultados podem ser comparados aos ob-
tidos de testes clinicos [34, [70]. Mesmo administrados por via intratumoral, muitos
virus oncoliticos como adenovirus, virus da herpes e reovirus em geral induzem ape-
nas redugoes transientes no tamanho do tumor [70]. Por exemplo, uma tinica inje¢ao
intratumoral do virus hrR3 em carcinomas humanos transplantados em camundongos
apenas reduziu a taxa de crescimento monotonico desses tumores [71], uma resposta
indicada na figura EE2(c). Além disso, respostas antitumorais transientes foram ob-
servadas apos uma tnica administragdo intratumoral de Reolysin (reovirus) e d11520
(adenovirus ONYX-015) em tumores superficiais [72] e de cabega e pescoco [[(3), [74, [75].

Uma vez que o espalhamento intratumoral parece ser ineficiente para adenovirus
[70], que apresentam baixa difusividade, as figuras e 7 podem explicar porque a
terapia usando dI11520 fracassa. Os testes clinicos fase I e II com este virus apresen-
taram apenas 11% e 14% de respostas positivas, respectivamente. Entretanto, nao foi
reportado se o crescimento do tumor ocorreu de modo oscilatério ou monoténico. Uma
indicacao clara do comportamento oscilatério do crescimento do tumor foi observado

em um modelo de enxerto de cancer de ovério atacado com MV-CEA (virus da rubéola
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modificado) administrado intratumoralmente [69]. Por outro lado, o virus vaccinia é
capaz de induzir respostas completas e duradouras em pacientes ap6s adminstracao in-
tratumoral ou mesmo inje¢oes intravenosas. Especificamente, os virus vaccinia BP [76)
e JX-594 [7] erradicaram melanomas em 4 (13%) e 2 (29%) dos pacientes, respectiva-
mente. Esses resultados terapéuticos, correspondentes a figura L2(a), tém frequéncias
consistentes com probabilidades de erradicacdo menores que 35%, obtidas pelas si-
mulagoes do modelo para D, = 0,6 e T} > 5h [E7(a). Novamente, comportamentos

oscilatorios nao foram evidenciados nos testes clinicos reportados.

4.5 Conclusoes

Nesse capitulo, apresentamos os resultados de simulagao de um modelo de viro-
terapia para o tratamento de tumores. Foram obtidos trés comportamentos diferentes
para a evolugao temporal do tumor apos a injecao viral: extingao do tumor, oscila-
coes com inclinacao global positiva e crescimento exponencial. Esses comportamentos
concordam qualitativamente com dados experimentais, mas comparacoes quantitativas
também sao possiveis.

As simulagoes sugerem que, para administracdo intratumoral dos virus, um
tumor sé6lido pode ser completamente erradicado ou permanecer crescendo ap6s uma
remissao transiente. Além disso, o modelo revela uma dinamica de oscilacoes nao-
amortecidas das populagoes de virus e células cancerosas. As condicoes para as quais
cada uma das respostas do tumor dominam, assim como as probabilidades de ocorréncia
de cada um dos prognosticos terapéuticos, foram determinadas. Nossos resultados
indicam que uma viroterapia capaz de erradicar o tumor requer uma forte inibicao do
sistema imune do pacientﬁ e o uso de virus potentes com alta mobilidade intratumoral.
Entretanto, devido a natureza discreta e estocastica das células e suas respostas, uma
regiao 6tima de valores para citotoxidade viral é predita, pois a viroterapia falha se os
virus oncoliticos requerem um tempo muito curto ou muito longo para matar as células
tumorais. Esse resultado sugere que a procura por virus capazes de destruir células
tumorais muito rapidamente nao leva necessariamente a um controle mais efetivo do

crescimento do tumor.

40 sistema imune é representado nesse modelo de forma simplificada pelo parametro .



Capitulo 5

Relacoes entre o virus oncolitico e a

dinamica de crescimento do tumor

Neste capitulo o modelo para viroterapia oncolitica descrito no capitulo H foi
modificado para considerar a natureza individual, discreta dos virus. Essa abordagem
é mais realista, uma vez que os virus oncoliticos estudados experimentalmente apre-
sentam taxas de replicacao muito baixas; alguns virus oncoliticos sdo capazes de fazer
em média apenas 10 copias de si mesmos a cada infecgao. Logo, as concentracoes vi-
rais envolvidas sao muito menores do que assumimos no capitulo @l e a descricao mais
apropriada para os virus é trata-los como agentes discretos. Além disso, pretendemos
estudar como a dinamica de crescimento do tumor e as caracteristicas do virus onco-
litico se relacionam. Enquanto o modelo do capitulo @l foi aplicado apenas a tumores
solidos, este modelo serda aplicado a tumores soélidos, de baixa mobilidade e taxa de
proliferacao muito alta, tumores ramificados, cujas células proliferam-se a taxas baixas
e apresentam baixa mobilidade, e morfologias difusas, com células altamente moveis e
com taxa de proliferacao intermediaria. O objetivo principal é tentar relacionar virus
oncoliticos e o tipo de tumor de modo a obter o melhor resultado na terapia. Os re-
sultados mostram que, além da alta infectividade e da supressao do sistema imune, a
eficicia antitumoral de um virus é determinada por sua habilidade de espalhar-se pelo
tecido, sua eficiéncia em entrar na célula e sua capacidade replicativa. A relacao 6tima
entre essas caracteristicas depende do tipo de tumor considerado. Para tumores rami-
ficados, a viroterapia com virus com baixa difusividade é muito eficiente, mas fracassa
se o virus tem alta difusividade e mata células infectadas rapidamente. Por outro lado,
em tumores solidos a terapia fracassa se o virus se difunde lentamente pelo tumor. Em

tumores difusos uma difusividade viral intermediaria maximiza o sucesso da terapia.

44
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Portanto, o desenvolvimento de virus oncoliticos eficientes deve considerar a dinamica
de crescimento do tumor. E as caracteristicas que otimizam o sucesso da terapia nao
incluem necessariamente espalhamento pelo tumor, replicacao e inducao da morte ce-
lular por lise rapidos, que sao comumente assumidos como condi¢oes necessarias para

0 sucesso terapéutico.

5.1 Cenario atual

No desenvolvimento de virus oncoliticos mais eficientes, é importante conside-
rar nao apenas as caracteristicas do virus, mas também a interacao virus-tumor. A
dindmica de crescimento e/ou a morfologia do tumor devem ser considerados para de-
terminar o virus que maximiza o sucesso terapéutico. Reis et al. [80] propuseram um
modelo 3D discreto para estudar a viroterapia em tumores compactos e tipo-fractais,
crescidos de acordo com regras estocaticas. O virus ¢ introduzido em regioes locali-
zadas do tumor, onde a infeccao de cada célula ocorre com uma dada probabilidade.
Células infectadas podem fundir com células vizinhas com dada probabilidade, e uma
célula infectada morre com uma probabilidade maior do que uma célula nao-infectada.
Os virus espalham-se pelo tumour passivamente por meio de fusao célula a célula.
Os resultados indicam que o successo terapéutico é maior em células cancerosas que
morrem lentamente. Em tumores com arquitetura irregular (tipo-fractais) essa é uma
caracteristica crucial para o sucesso. Em tumores compactos, a localizacao da infeccao
inicial é menos decisiva do que em tumores tipo-fractais, nos quais uma infeccao na
regiao central é associada a uma maior probabilidade de erradicagao do tumor. Por
outro lado, Wodarz et al. [8T] se propuseram a identificar a influéncia da dinamica de
crescimento do tumor no resultado da viroterapia em um modelo baseado em equacoes
diferenciais. Foram examinados crescimento exponencial, crescimento com saturagao
em um grande nimero de células e interrupgao do crescimento quando o ntimero de
células se aproxima de um limite superior. Os resultados obtidos por Wodarz et al. in-
dicam que a resposta terapéutica nao depende do termo particular para o crescimento

do tumor usado no modelo.
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250um

(b) Tumor gerado pelo modelo

250um

(c) Meningioma invasivo [{9]  (d) Tumor gerado pelo modelo

(e) Melanoma in vivo [25] (f) Tumor gerado pelo modelo

Figura 5.1: Em (a), (c) e (e), padroes histologicos de tumores, e em (b), (d) e (f) os
padrdes obtidos pelo modelo apresentado no capitulo B, todos com 10* células cancero-
sas, nos quais estudaremos a viroterapia. Em (b) é mostrado um tumor papilar gerado
em uma situacao de escassez de nutrientes (crescimento lento do tumor). Em (c) a
morfologia é classificada como difusa; tumores difusos emergem no modelo quando a
disponibilidade de nutrientes é intermediaria e as células possuem mobilidade alta. Fi-
nalmente, em (f) um tumor sélido ou compacto é mostrado; essa morfologia emerge
no modelo quando ha abundancia de nutrientes e as células tém mobilidade baixa

(crescimento rapido do tumor).
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5.2 Modelo para viroterapia com descricao discreta

dos virus

Trés tipos distintos de morfologias comumente observadas em tumores foram es-
colhidas: ramificada, solida e difusa. No modelo os principais fatores que determinam a
morfologia do tumor sao o consumo de nutrientes e a mobilidade das células cancerosas
[6]. Se cada célula consome nutrientes a uma taxa muito alta, o microambiente do tu-
mor terd escassez de nutrientes. Nesse cenario podem emergir morfologias ramificadas,
como aquela mostrada na figura BII(b). Para esse padrao foram usados 64, = 0,01,
Ormov = 5, a = 0,006 e \; = 200. Por outro lado, no modelo apresentado no capitulo
padroes difusos emergem para células com alta mobilidade e valores intermediarios
para as taxas de consumo de nutrientes. Para o padrdo mostrado na figura BETi(d)
foram usados 64, = 0,01, 0,,,, = 0,001, « = 0,006 e A\; = 50. Finalmente, morfologias
compactas sao geradas no modelo quando células normais e cancerosas apresentam
baixas taxas de consumo de nutrientes. Logo, h& baixa competi¢cao por nutrientes e o
tumor cresce rapidamente. Os parametros 0y = 0,03, 0,00 = 5, @ = 0,004 e A = 25
foram mantidos fixos para gerar tumores compactos na auséncia de tratamento [6]. Um

padrao tipico usando esses parametros é mostrado na figura BII(f).

57 — compacio
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Figura 5.2: Numero de células cancerosas em funcao do tempo para os trés tipos de
tumor estudados, na auséncia de terapia. Note que a populacao de células do tumor
solido cresce mais rapidamente que a do tumor difuso, que por sua vez cresce mais

rapidamente que a do tumor ramificado.

Note que os trés padroes obtidos pelo modelo mostrados na figura Bl tem o

mesmo nimero de células. A evolucao temporal da populacao de células cancerosas
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para cada uma dessas morfologias na auséncia de virus oncoliticos é mostrada na figura
B2 E importante notar que o tumor ramificado possui a menor taxa de crescimento
devido & escassez de nutrientes imposta, enquanto o tumor sélido, que estd em um
cenario de abundancia de nutrientes, cresce mais rapidamente.

Os agentes envolvidos no modelo sao os mesmos mostrados na figura L1l Entre-
tanto, agora os dois tipos de nutrientes apresentados no capitulo B, essenciais (k = 1)
e nao-essenciais (k = 2) para divisdo, sdo consideradosEl. Os agentes do modelo sao
os mesmos do capitulo anterior; entretanto neste modelo os virus sao descritos como
agentes individuais, o que é mais adequado para descrever virus oncoliticos, que apre-
sentam baixo potencial replicativo. Como virus sao particulas muito pequenas em
relacao as células, nao hé restricao para sua populacao em qualquer sitio. Cada célula
nao-infectada pode executar uma das agoes descritas no capitulo B divisao, migragao
e morte por privacao de nutrientes. Além disso, ela pode ser infectada por virus livres
com probabilidade

2
Puy=1—exp|— (edw@) . (5.1)
a,

C

analoga a usada no capitulo ] mas com o, (=0, 1,2,...) no lugar de v (€ R>(). Como
experimentalmente observado [82], assumimos que o namero de virus n, que infectam
uma dada célula é selecionado de uma distribuicao de Poisson,

krvek

P(ny) = ——. (5.2)

Ny!

em que k£ é um parametro do modelo. Essa é uma mudanca importante, pois acrescenta
um sumidouro de virus (o modelo apresentado no capituloEldesprezava esse sumidouro)
além da taxa de remocao uniforme +,. A quantidade de virus infectando uma célula
estard relacionada ao nimero de copias que o virus ira liberar na lise. Uma célula
infectada nao se divide nem é capaz de migrar uma vez que sua maquinaria celular
estd focada na replicacao viral. O modelo assume que células cancerosas infectadas
sustentam seu metabolismo até sua lise e que elas morrem apenas por lise. Entao,
a apoptose induzida pelo virus e a morte causada por um suprimento de nutrientes
insuficiente sao negligenciadas. A morte por lise ocorre com probabilidade Py, que
assume a mesma forma apresentada no capitulo @l Convém ressaltar que, como no
capitulo Hl assumimos por simplicidade que nem a probabilidade de lise nem o tempo

caracteristico para lise 1) estao relacionados ao nimero de virus infectando a célula. A

!No modelo anterior (cap. H) apenas um tipo de nutriente era considerado.
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lise de cada célula infectada libera vy virus no sitio onde estava a célula que sofreu lise,

em que
nU

Vo

O parametro by é niimero tipico de virus liberados, e assume valores que vao de 10 a
100 para virus oncoliticos (tabela BIl). A é um parametro do modelo, arbitrariamente
escolhido como A = 0,5, o que implica que 1 virus leva & producao de 0,67 x b,. Essa
¢ mais uma diferenca importante para o modelo apresentado no capitulo @, em que a
quantidade de virus liberados na lise era constante e, como ja discutido antes, o valor
assumido era ordens de grandeza superior ao observado para os virus oncoliticos em
estudo atualmente. No presente modelo, a quantidade de virus liberados depende da
quantidade de virus que infectaram a célula.

Os virus livres difundem no tecido. Cada um percorre caminhadas aleatorias
na rede, executando ¢ passos de comprimento A (a constante de rede) em cada passo
de tempo. Por tltimo, virus livres sao retirados com probabilidade ~, a cada passo de
tempo. Essa probabilidade de retirada representa de forma simplificada as complexas
respostas do sistema imune inato e adaptativo aos virus.

A terapia comeca quando o tumor atinge Ny células e consiste em uma tnica
injecao viral. Na administracao intratumoral um nimero Ny x MOI de virus é uni-
formemente distribuido dentro de um circulo que circunscreve o tumor. MOI, a mul-
tiplicidade da infecgao, é a razao entre o ntimero de agentes infecciosos (por exemplo,

virus) e o nimero de alvos para serem infectados (por exemplo, células).

5.3 Algoritmo e estimativa dos parametros

As simulagoes foram implementadas como segue. A cada passo de tempo, as
equacoes para os nutrientes B.3lsao numericamente resolvidas no estado estacionério por
meio de métodos de relaxacao. Além disso, uma fracao de virus livres presentes em cada
sitio é retirada, e cada virus restante realiza uma caminhada aleatoria com ¢ passos.
Entao, N.(t) células cancerosas sao sequencialmente selecionadas aleatoriamente com
igual probabilidade (aqui, N.(t) é o nimero total de células cancerosas, infectadas e
nao-infectadas, no tempo t). Para cada uma delas, uma agao tentativa (divisdo, morte,
migragao ou infecgdo para uma célula ndo-infectada e lise para uma célula infectada)
é escolhida ao acaso com igual probabilidade. A célula implementara ou nao a ac¢ao

selecionada de acordo com as correspondentes probabilidades locais determinadas pelas
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equagoes BABGH IO e o tempo é incrementado por At = 1/N.(t). Se a agao
executada é a infeccao da célula, um nimero aleatério inteiro n, escolhido de uma
distribuicao de Poisson é gerado e comparado com a populacao local de virus o,. Se
Oy > Ny, N, virus invadem a célula cancerosa, diminuindo o, por n,. Caso contrario,
o processo serd repetido até obter n, < o,. Entretanto, se a acao executada é a lise
da célula selecionada, vy novos virus sao introduzidos no sitio da célula lisada. No
final dessa sequéncia de N,(t) atualiza¢oes, um novo passo de tempo comeca e todo
o procedimento é iterado. As simulagoes sao interrompidas se alguma célula tumoral
atinge o vaso capilar ou a borda do tecido ou ainda se o tumor for erradicado. O

algoritmo é mostrado em um diagrama de blocos no apéndice B.

Tabela 5.1: Estimativas dos valores dos parametros usados no modelo.

Parametro Descricao Estimativa
0 Probabilidade de remocao dos virus 2,5 x 1072~ [61]
por unidade de tempo
Constante de difusio de virus 3 x 107 2mm?2s™! [63]
T Tempo de vida médio de uma ~ 18h [61],
célula tumoral infectada 2 dias [B1], ~ 40h [68]
Pis Prob. de um virus oncolitico infectar ~ 70% [61]

uma célula tumoral
MOI Multiplicidade da infeccao 1-5
bs Carga viral tipica liberada 10 — 100 [61]

apos a lise

k Numero tipico de virus que 1-5

infectam uma célula

O tecido é representado por uma rede quadrada de tamanho linear L = 500
e constante de rede A = 10 pum. Um passo de tempo nas simulacoes corresponde a
4 — 5h. Os parametros 64, = 0,3 e Ay = 10 sao fixos. Para gerar padroes compactos,
ramificados e difusos, diferentes valores dos parametros 0., 0,00, A1 € a foram usados,
como listado na tabela B2 Os parametros v, e 6;,; também foram fixos (ver tabela
BET). A terapia comega quando o tumor tem Ny = 5000 ou 10* células. Os parametros
que controlam a difusao dos virus ¢, a entrada viral k, a sua replicagao b,, seu tempo

para desencadear a lise T; e o valor de M OI, assumiram diferentes valores.
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Tabela 5.2: Parametros que caracterizam os tipos de tumores estudados

Parametro Descricao Tumor | Tumor Tumor
Solido | Difuso | Ramificado
« consumo de nutrientes 0,04 0, 006 0,006
A consumo acelerado de nutrientes 25 50 200

por células cancerosas
emov Pmov =1- 6$p[_0c(¢2/0mov)2] 5 07 001 5
Gdel Pdel = exp[—(@/acﬁdel)Q] 0,03 0,01 0701

5.4 Resultados e discussao

A figuraB3ilustra os resultados tipicos obtidos ap6s a administracao intratumo-
ral dos virus: os tumores podem ser completamente erradicados ou continuar crescendo
ap6s uma regressao transiente, analogamente ao observado no modelo apresentado no

capitulo El.

5x107 [~ a 3

4x10°
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Figura 5.3: Evolucao temporal das populacoes de células cancerosas nao-infectadas e
virus em um tumor difuso. Uma tnica injecao viral foi administrada quando o tumor
possuia Ng = 5000 células. Note que os trés comportamentos distintos foram obtidos
usando exatamente os mesmos parametros e condigoes iniciais (MOI = 1, bs = 100,

k=1, q=25 T = 16). Esses comportamentos diferentes emergem da estocasticidade.

No caso de crescimento do tumor ele pode ser mon6tono ou oscilante. Além da
erradicacao do tumor, oscilacoes foram observadas em enxertos de mieloma humanos
induzidos em ratos e tratados com virus do sarampo [83] e em um modelo de dina-

mica de populagao para viroterapia [84]. Entretanto, o equilibrio entre virus e tumor
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observado em um modelo de enxerto de cancer de ovario [69] e em uma abordagem
matematica usada por Dingli et al. [84] parece ser instavel no modelo aqui apresentado.
E importante mencionar que os trés tipos de comportamentos foram observados nos
trés tipos de tumores estudados.

Nossas simulagdes indicam que um virus oncolitico agressivo (6;,; = 0,01), in-
jetado em um tumor a MOI = 1,0 com entrada viral £k = 1 e 7, = 0,03 pode erradicar
o tumor ramificado, dependendo de seu tempo caracteristico para lise celular (7;), di-
fusividade (¢) e carga viral tipica liberada apos a lise (bs). Mesmo virus com baixo
potencial replicativo (bs = 10) sdo altamente eficientes em erradicar tumores papilares
se eles difundem lentamente pelo tumor. Como mostrado na figura b4 a), a eficicia
anti-tumoral de virus pouco difusivos depende muito fracamente de 7;, o tempo carac-
teristico gasto pelo virus para induzir a lise de uma célula infectada. Além disso, a

eficidcia anti-tumoral decai com o aumento na difusividade viral.

15 20 25 10 q 15 20

(a) (b)

Figura 5.4: Probabilidade de sucesso do tratamento contra um tumor ramificado para
diferentes difusividades virais ¢ e tempo caracteristico para lise 7;. Em (a), bs = 10
e em (b), bs = 100. Em todas as figuras, v, = 0,03, 6;,y = 0,01, MOI = k = 1,

Ny = 10%. As probabilidades foram calculadas a partir de 50 amostras.

A medida que a carga viral liberada apos cada lise (bs) é aumentada, a probabili-
dade de erradicacao do tumor alcanca valores muito altos mesmo para altos coeficientes
de difusao. Para virus altamente replicativos (bs = 100), a terapia fracassa apenas se

o virus difunde muito rapidamente pelo tecido e mata rapidamente as células cance-
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rosas. Esse resultado pode ser compreendido se lembrarmos que um tumor papilar
cresce muito lentamente, entao o virus ideal deve difundir lentamente o bastante e seu
tempo caracteristico para promover a lise (7;) deve ser suficientemente grande para
manter os virus localizados na regiao do tumor. A probabilidade de sucesso da terapia
é ligeiramente menor se os virus sdo injetados em tumores maiores (com Ny = 10*
células) do que em tumores menores (com Ny = 5000 células). A estratégia de usar
virus com baixa difusividade é indicada no caso de administracao intratumoral dos
virus. Entretanto, virus com baixa difusividade teriam dificuldade de alcancar o tumor

se fossem administrados pela via intravenosa.

0,1
0.2

0,3

0,4

Figura 5.5: Probabilidade de sucesso da terapia em um tumor desconexo. Os valores
bs =100, 7, = 0,03, 0,y = 0,01, MOI =1, k =1 e Ny = 10* sao fixos.

Usando os mesmos virus oncoliticos e protocolos capazes de erradicar tumores
ramificados, a probabilidade de sucesso da terapia em tumores difusos pode ser vista
na figura B0 Note que a probabilidade de sucesso também tende a zero para virus al-
tamente difusivos e aumenta significativamente para virus que se espalham lentamente
pelo tecido. O virus oncolitico mais eficiente em erradicar tumores difusos deve com-
binar altas taxas replicativas e difusividade intermediaria. Se o virus difundir muito
lentamente, entao o tempo caracteristico para lise deve ser pequeno para maximizar o
sucesso terapéutico. Por outro lado, se o virus tem alta difusividade, a probabilidade de
sucesso exibe um comportamento reentrante caracterizado por um decréscimo inicial,
seguido por um aumento do sucesso terapéutico & medida que o periodo para lise T;

aumenta.



54 Relagoes entre o virus oncolitico e a dinAmica de crescimento do tumor

Os resultados discutidos acima devem ser confrontados com aqueles obtidos
para um tumor sbélido para determinar quais as caracteristicas mais importantes em
um virus oncolitico eficiente contra tumores solidos. O mesmo virus oncolitico e o
mesmo protocolo usado para o tumor papilar (v, = 0,03, 6;,; = 0,01, MOI = 1,
k =1 e Ny = 10000) fracassa para um tumor sélido, uma vez que a neoplasia nao é
erradicada para nenhum dos valores de 7; e ¢ estudados, mesmo para alta replicacao
viral (bs = 100). Portanto, o virus mais eficiente em erradicar tumores papilares
(de crescimento lento )é ineficaz contra tumores solidos (taxa de crescimento alta).
Enquanto o nimero de células cancerosas cresce, os virus sao extintos se ¢ = 1 ou
coexistem com o tumor em crescimento, se ¢ > 1. Nesse regime de coexisténcia, o
tumor cresce a uma taxa reduzida.

Uma vez que os tumores solidos estudados crescem mais rapidamente que os
ramificados, seria intuitivo assumir que virus mais difusivos seriam eficientes em eli-
minar o tumor. Entretanto, a probabilidade de sucesso permanece nula mesmo para
difusividades tao altas como ¢ = 900. Uma alternativa seria aumentar a dose viral
administrada inicialmente. Contudo, mesmo a altos MOIs (MOI = 5) a terapia falha
completamente se a entrada média de virus em uma célula é mantida em £ = 1. Outra

abordagem para tentar erradicar o tumor seria aumentar a entrada viral k.

10 q 15 20

(a) (b)

Figura 5.6: (a) MOI = 1 e entrada viral média k = 5, e (b) MOI =k = 1,5. Os
parametros by = 100, v, = 0,03, 0;,,y = 0,01, e Ny = 5000 sao mantidos fixos.

Como pode ser visto na figura [Bh, uma alta entrada viral (k = 5) altera

completamente o resultado da terapia. Agora a viroterapia falha apenas, mesmo usando
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MOI = 1, para virus com difusividade muito baixa e periodo litico muito grande.
Além disso, um sucesso significativo é atingido reduzindo k enquanto o valor de MOI
¢ aumentado. Isso pode ser visto na figura em que £k = 1,5 e MOI = 1,5.
Nesse caso, o sucesso terapéutico requer um virus com alta difusividade e ciclo litico
apropriado. Uma difusdo adequada (3 < ¢ < 16) permite espalhamento dos virus pelo
tumor a uma taxa similar ou maior que a taxa de crescimento do tumor. Mas se a
difusividade viral é fixa, o tempo de lise T} deve estar em um certo intervalo (7 < 7; < 32
para ¢ = 15). De fato, se o virus promove a lise celular muito rapidamente, os virus
liberados ficam confinados em algumas regides, o que impossibilita a geracao de novas
ondas de infec¢ao. Por outro lado, um periodo litico muito longo gera ondas de infec¢ao
sucessivas com baixa frequéncia, incapazes de destruir o tumor. Esses resultados sao
consistentes com aqueles obtidos no modelo apresentado no capitulo El, o que indica a

robustez dos dois modelos.

Como pode ser observado na figura 5.7, um inesperado acoplamento entre 7; e bs
é observado. Para uma replicacao viral muito alta bs = 100, a probabilidade de sucesso
é praticamente independente de 7;. Entretanto, para baixa replicacao viral (bs = 10),
essa probabilidade decresce com o aumento de T; para ¢ < 10 (baixa difusividade
viral) mas aumenta com 7} para valores mais altos de ¢. Uma possivel explica¢ao para
esse comportamento é que com alta difusividade mesmo um virus com baixo potencial

replicativo pode sustentar ondas sucessivas de infeccao por meio da lise de células.

Figura 5.7: Probabilidade de sucesso da terapia em tumores solidos usando MOI =
k = 2. A esquerda bs = 10 e a direita bs = 100 foram usados. Ny = 5000 fixo para a

viroterapia.
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Uma vez que nossos resultados indicam que a difusividade viral é um parametro
essencial no resultado da terapia, uma area para intervengao experimental a ser explo-
rada é a difusao do virus pelo tumor, modificando o proprio virus ou o microambiente
tumoral. Vérias citocinas, ou tratamentos fisicos, tais como radiagao, aumentam a per-
meabilidade vascular do tumor e o fluxo sanguineo, levando a uma maior difusividade
[85]. A incorporacao de enzimas liticas, como a hialuronidase, em um virus oncolitico,
pode aumentar sua taxa de difusdo [86]. Além disso, agentes que degradam o colageno
intersticial podem melhorar o transporte em tumores [87, 88]. O colageno tumoral
pode dificultar a difusdo significativamente, e foi mostrado por Mok et al. [89] que as
metaloproteinases de matriz 1 e 8 podem remodelar a matriz tumoral e aumentar a
distribuicao de um virus oncolitico, sem afetar a proliferacao celular ou a replicacao
viral. Mok et al. [89] concluiram que a expressio de ambas as colagenases aumentou
o transporte convectivo e a eficicia dos virus. Além disso, um trabalho anterior havia
mostrado que a metaloproteinase de matriz 8 é anti-metastitica. Portanto, ela pode

ser usada de modo seguro para aumentar a difusividade viral.

5.5 Conclusoes

Neste capitulo foi apresentado um modelo multiescala para viroterapia oncolitica
com uma modelagem mais realista dos processos de infeccao e replicacao viral por meio
da descrigao dos virus como agentes (discretos). Além de discutir os efeitos da natureza
discreta dos virus oncoliticos, discutimos as relacoes entre as caracteristicas do virus e
a dinamica do tumor.

Nossos resultados evidenciam a necessidade de considerar a dinamica tumoral
para determinar o virus oncolitico mais eficiente. Provavelmente, o fator mais impor-
tante da dindmica tumoral a ser considerado é a taxa de crescimento do tumor. No
nosso modelo, células cancerosas com taxas de replicacao diferentes geram tumores
com morfologias distintas. Enquanto células tumorais que se replicam a taxas muito
altas geram tumores solidos, células cancerosas que se replicam a taxas muito baixas
(devido a escassez de nutrientes) geram tumores ramificados, e células com taxas de
crescimento intermediarias e mobilidade alta geram morfologias difusas. Considerando
os fatores que aumentam a probabilidade de erradicacao do tumor com a viroterapia,
nossos resultados indicam fortemente que a taxa de crescimento do tumor e a difusi-
vidade do virus oncolitico estao diretamente correlacionadas. Assim, enquanto virus

altamente difusivos maximizam o sucesso da terapia em tumores solidos, em tumores
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ramificados virus com menor coeficiente de difusao sao mais eficientes, e para tumores
difusos um virus oncolitico eficiente deve apresentar difusividade intermediaria. Além
disso, o tempo caracteristico para lise é determinante para o resultado da terapia em
alguns casos, em particular quando a capacidade replicativa do virus é alta (bs = 100)
mas tanto a dose viral injetada (relacionada ao MOI) quanto a entrada viral k sdo
baixas.

Como no modelo apresentado no capitulo Bl os resultados indicam que a in-
fectividade viral 6, ¢, a persisténcia no tecido, determinada por v, (ambos fixos nas
simulagbes apresentadas aqui), a difusividade ¢, o tempo caracteristico para lise Tj,
as taxas de crescimento do tumor e a mobilidade celular sao parametros importantes
para controlar o sucesso da terapia. Entretanto, este modelo destaca a importancia
da replicacao viral b,, da entrada viral £ e do MOI inicial para o sucesso da tera-
pia. Considerando que a dose viral administrada (MOIT) deve ser a menor possivel, de
modo a minimizar efeitos colaterais, uma nova estratégia que nossos resultados suge-
rem é a manipulacao viral para permitir que uma célula cancerosa seja infectada por
varios virus simultaneamente. Nesse caso, o numero de virus liberados apoés a lise é
maior, sustentando ondas de infeccao mais fortes, com maior probabilidade de eliminar

o tumor.



Capitulo 6

Um modelo para a resposta imune na

viroterapia contra o cancer

Apesar de diversos trabalhos mostrarem a seguranca e especificidade dos virus
oncoliticos, a eficacia antitumoral deve ser aumentada. H& evidéncias de que a resposta
imune do paciente & infeccao viral tenha um papel critico no sucesso da terapia. Logo
ap6s a administracao dos virus, a imunidade inata intratumoral (que inclui granuléci-
tos, células assassinas naturais e macrofagos) pode desempenhar um papel importante
limitando o espalhamento dos virus [90, O1]. Fulci et al. [92] propuseram que a répida
remocao intratumoral dos virus resulta da fagocitose por monocitos e que a deplecao
transiente dessas células durante a administracao dos virus aumentaria o espalhamento
dos virus e o efeito anti-cancer. De fato, o recrutamento de mondcitos foi associado
a remocao intratumoral de 80% dos virus oncoliticos (derivados do HSV) logo apos
sua administragao em gliomas [92]. A deplecao de mondcitos, microglias e macrofagos
implica em um aumento de até 10 vezes na concentracao viral no tumor, levando a uma
terapia mais eficiente. Além disso, a resposta imune adaptativa, que se desenvolve mais
tarde do que a resposta inata, também tem um papel critico [03]. Ela envolve um com-
ponente baseado em células T, dominantes apos ~ 6 dias [94], e uma resposta humoral
desencadeada por anticorpos especificos neutralizantes contra os antigenos virais [93].
Esses anticorpos nao sao sintetizados antes de 5 dias apos a infeccao [90)].

Portanto, nesse capitulo propomos um modelo para estudar como a resposta
imune interfere com a atividade oncolitica direta dos virus. Faremos isso incluindo
agentes do sistema imune no modelo para a viroterapia do cancer proposto no capitulo
Bl Assumimos que o sistema imune nao pode reconhecer as células cancerosas nao

infectadas, ou seja, o tumor ja criou mecanismos de escape da resposta imune. Logo,
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esta resposta tem como alvo os virus isolados no tecido (normal/canceroso) e as célu-
las tumorais infectadas que apresentam em sua superficie epl’topoﬂ virais. Enquanto
células T citotoxicas podem induzir apoptose em células cancerosas infectadas, virus
livres podem ser inativados por anticorpos neutralizantes. Esses anticorpos entram no
tecido através do vaso capilar, vindos de sitios especificos do sistema imune, ou podem
ser levados por células B diretamente ao tecido infectado. Nossos resultados indicam
que o sucesso da terapia pode ser alcancado se células B e T citotoxicas tiverem um
raio de acao suficientemente pequeno, que esta relacionado a sua velocidade bem como
a sua habilidade de identificar seus alvos. Esse raio de acao parece ser um parametro
mais importante do que a taxa de recrutamento dos anticorpos, ou a permeabilidade
do vaso capilar aos anticorpos. Além disso, uma supressao do sistema imune inato,

representada por uma taxa constante de remocao dos virus, é necessaria.

6.1 Cenario atual

As estratégias comumente usadas para impedir que a resposta imune elimine os
virus oncoliticos antes que eles erradiquem o tumor sao a administracao de imunosu-
pressores [33] e o desenvolvimento de virus mais resistentes a agao do sistema imune.
A abordagem do problema via modelagem matemaética permite sugerir quais elemen-
tos e processos sao determinantes para o fracasso comumente observado da viroterapia
na presenca de resposta imune. Em 2004 Wu et al. propuseram um modelo baseado
em equacoes diferenciais parciais para estudar as relacoes entre um tumor esférico em
crescimento, virus oncoliticos e a resposta imune. Eles mostraram que um virus capaz
de erradicar tumores na auséncia de resposta imune perde essa capacidade quando o
sistema imune nao esta suprimido. De fato, os virus sao eliminados pela resposta imune
antes de eliminarem o tumor. Somente se a resposta imune for severamente suprimida
o tratamento é bem sucedido. Outro modelo baseado em equagoes diferenciais parciais
foi proposto em 2006 por Friedman et al. [6I] para estudar os efeitos da supressao do
sistema imune inato e da replicagao viral na viroterapia de gliomas. Eles mostraram
que com os atuais valores para replica¢ao viral (10 < by < 100) o tumor nao pode ser

erradicado mesmo com o immunossupressor (ciclofosfamida).

'Epitopo é o sitio de ligacio especifico que é reconhecido por agentes da resposta imune, como um
anticorpo ou um receptor de superficie de um linfocito T. Ou seja, é a menor porcao de antigeno com

potencial de gerar a resposta imune.
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Figura 6.1: Os agentes do modelo sdo células normais, necréticas, cancerosas (infecta-
das e ndo-infectadas), virus oncoliticos, linfocitos B e T C'D8+ e anticorpos. Enquanto
células cancerosas, linfocitos e virus realizam caminhadas aleatorias, anticorpos obede-

cem a uma equacao de reacao-difusao.

6.2 Modelo para resposta imune na viroterapia

A figura ilustra os agentes e processos envolvidos no modelo em diferentes
escalas temporais e espaciais. Este modelo é baseado no modelo para viroterapia oncoli-
tica apresentado no capitulofl Sao considerados seis tipos diferentes de células (células
normais, cancerosas infectadas, cancerosas nao-infectadas, necréticas, linfocitos B e lin-
focitos T C'D8+), além de virus oncoliticos e anticorpos. Esses agentes individuais sao
descritos por suas populagoes (0, 0., 04, 0, 0cps, 0y € Ac) em cada sitio & = (1, j).
Uma vez que virus e anticorpos sao particulas muito pequenas comparadas a células,

nao ha restricoes para sua populacao em cada sitio.

Os nutrientes difundem do vaso capilar através do tecido e sao divididos em
dois grupos: essenciais e nao-essenciais para divisao celular. Ambos sao descritos por
campos coninuos, que evoluem no tempo e no espaco de acordo com as equacoes de
reacao difusao (B3).

Células cancerosas (infectadas ou nao) podem se empilhar em um dado sitio,
refletindo o fato de que a divisao das células tumorais nao esta limitada por inibicao
por contato. Células normais nao se dividem. Linfocitos B e T nao podem empilhar
em um sitio, nem ocupar um sitio ocupado por uma ou mais células cancerosas. As
células cancerosas podem dividir, mover, morrer ou ser infectadas por virus livres. Uma
vez infectada, uma célula cancerosa pode morrer por lise, liberando novos virus no seu
microambiente. Linfécitos B sao capazes de migrar no tecido e liberar anticorpos,

e linfocitos T C'D8+ podem migrar ou induzir apoptose em uma célula cancerosa
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infectada. Os anticorpos podem se ligar a virus livres e inativa-los.

Células cancerosas

A dinamica das células cancerosas nao-infectadas é idéntica a apresentada no
capitulo B elas podem, com as correspondentes probabilidades, dividir, migrar ou
morrer devido ao suprimento reduzido de nutrientes e ser infectadas por virus livres.
As cancerosas infectadas, por sua vez, além de morrerem por lise, podem ter sua
apoptose induzida por linfocitos T citotoxicos (C'D84) porque mostram novos epitopos
(MHCs e peptideos virais). A principal diferenga é que a morte por lise libera virus na

microrregiao da célula que sofreu lise, enquanto a morte por apoptose nao libera virus.

Virus oncoliticos

A viroterapia comeca quando o tumor possui Ny células e consiste de uma tinica
injecao viral. Na administracao intratumoral Ny x MOI virus sao uniformemente
distribuidos sobre o tumor. Essa abordagem corresponde a protocolos experimentais
usados em camundongos imunodeficientes [95] e em ensaios in vitro [68, 6]. Cada
virus livre executa uma caminhada aleatoria na rede, como apresentado no capitulo Bl
Eles infectam uma célula cancerosa com probabilidade P, (dada pela equagao B), e
o nimero de virus que infectam uma célula é escolhido de acordo com uma distribui¢ao
de Poisson (equagao B.2).

A lise de cada célula cancerosa infectada libera vy virus no meio extra-celular.
Imediatamente apo6s a lise, os virus recém-liberados permanecem no sitio da célula que
sofreu lise, a partir do qual eles difundirao através do tecido. Além de sofrerem uma
degradacao constante a uma taxa 7y, (que representa principalmente a resposta imune
inata), eles sao atacados por anticorpos especificos presentes no tecido. Os anticorpos se
ligam aos virus impedindo sua ligacao aos receptores celulares e subsequente entrada
na célula, neutralizando-os. Por fim, assumimos que esses virus neutralizados sao

destruidos pelos macrofagos, sendo eliminados do sistema.

Resposta Imune

A resposta imune inata serd representada por um mecanismo simples, que con-
siste na retirada de virus livres do tecido a uma taxa ~,. Essa resposta é ativada

imediatamente apds a injecao viral.
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A resposta imune adaptativa se desenvolve um pouco mais tarde (5 a 6 dias apos
a administra¢ao dos virus), e serd executada por linfocitos B, que liberam anticorpos
especificos, e linfocitos T C' D8+, que podem induzir apoptose em uma célula infectada.
Ambos os linfocitos sao descritos como agentes individuais.

O recrutamento de linfocitos é um processo complexo, mas assumiremos que
cada célula B ou T C'D8+ entra no tecido, por meio do vaso capilar, a uma taxa dada
por Bp ou [Beps, respectivamente, se o nimero de células infectadas é maior que um
limiar aimn}". Se o nimero de células infectadas estd abaixo desse limiar, assumimos
que o nivel de infeccao é muito baixo e, consequentemente, a sinalizacao é muito fraca
para induzir o recrutamento de linfocitos. Quando a maioria das células infectadas
estiverem mortas, o recrutamento dos linfécitos serd interrompido, e as populacoes de
células B e T C'D8+ diminuirao devido aos seus tempos de vida, T ~ 3 — 8 semanas
e Tepst ~ 4 — 8 semanas, respectivamente.

A cada passo de tempo, uma célula T C'D8+ pode induzir apoptose em uma
célula infectada com probabilidade F,,,, ou mover-se dentro de um circulo definido por
Reps centrado em sua posicao. Uma célula T pode induzir apoptose apenas em uma
célula infectada primeira-vizinha, uma vez que ela precisa conectar-se a célula alvo. Ela
orienta seu aparato de Golgi e seus microtibulos na direcao da célula alvo para liberar
as secregoes que induzirdo a apoptose [97]. Esse processo s6 pode ser feito em uma
célula-alvo de cada vez. Como essa agao citotoxica parece ser fortemente direcionada,
nosso modelo assume que, se houver mais de uma célula infectada primeira-vizinha da
célula T, ela escolhera aleatoriamente uma delas e induzira a apoptose nessa célula alvo
com probabilidade F,,,,.

Por sua vez, as células B podem apenas mover-se em um circulo de raio Rp.
Os linfocitos B presentes no tecido estao ativados e sintetizam anticorpos antivirais.
Uma parcela significativa dessas células B ativadas permanece fora do tecido infectado,
e libera seus anticorpos na corrente sanguinea, gerando uma concentracao de anticor-
pos especificos no vaso capilar. Esses anticorpos extravassam para o tecido infectado,
unindo-se aos anticorpos liberados localmente pelas células B recrutadas. Entao, em
nosso modelo os anticorpos infiltram no tecido através do vaso capilar a uma taxa
constante G4 e cada célula B na regiao do tumor sintetiza anticorpos a uma taxa (4.

O movimento dos linfocitos é governado pelas seguintes regras. Um linfocito
escolhido para mover-se verifica sua vizinhanca definida pelo circulo centrado em sua
posicao e por seu raio de acao correspondente. Se nao houver nenhuma célula infec-

tada nessa vizinhanca, ele salta para um sitio aleatoriamente escolhido na borda do
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circulo. Caso contrario, o linfécito ocupara um sitio vizinho de uma célula infectada
aleatoriamente escolhida dentro dessa vizinhanga. Isso corresponde a um movimento
direcionado para a regiao infectada, com trajetorias menos confinadas em regioes sem
células infectadas e trajetorias mais confinadas se héa células infectadas na vizinhanca
do linfécito. Essas regras sao sugeridas por imagens in vivo dos processos de infiltragao
e eliminagao de células T C'D8+ em um tumor solido [98].

Os anticorpos neutralizantes formam um campo continuo cuja concentragao

obedece a equacao de difusao

0A
E:DAVQA‘FUBBA_’VAA- (61)

O termo V2A corresponde a difusao dos anticorpos, o termo o34, a producao de anti-
corpos pelas células B, e o termo 4 A se refere & degradacao ou retirada de anticorpos.
Essa equagao pode ser escrita na forma adimensional executando-se a transformagao

de variaveis
) DAt ’ X Y. A

= = A = T (6.2)
Apos alguma manipulacao algébrica, pode-se obter a equacao
6813/ = V2A' + Blop — 4 A, (6.3)
que obedece a condicao de contorno no vaso capilar
A'(z,0) =1,
e envolve as taxas adimensionias de sintese e retirada de anticorpos
g, = B0a A (6.4)

A:DAAOKVA D

A estequeometria da neutralizacao mediada por anticorpos nao é completamente
entendida, e é usualmente descrita por duas abordagens: modelos que assumem que
a neutralizacao de um virus pode ser obtida pela ligacao de uma tnica molécula de
anticorpo, e modelos que propoem que varios anticorpos sao necessarios para inativar
um tnico virus [99]. Além dessas abordagens, a “teoria da cobertura”, proposta por
Burton e colaboradores [T00], sugere que a estequeometria da neutralizagdo esta re-
lacionada ao nimero de anticorpos necessarios para “cobrir” a superficie do virus, e
que essa quantidade pode ser estimada como uma funcao da area superficial do virus.

Assumimos neste modelo que virus livres podem ser inativados com uma probabilidade
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Pj,.qt, uma funcao da concentracao local de anticorpos que satura em 1 quando essa
concentracao ultrapassa o valor A;,q,
1,se A(i,7) > Aia

inat = 2A(i,j)
A(’i7j)+Ainat

(6.5)

, caso contrario

6.3 Algoritmo e estimativa de parametros

As simulagoes sao implementadas como se segue. A cada passo de tempo, a eq.
3.3 € numericamente resolvida no estado estacionario, enquanto a equacao é iterada
por um numero definido de vezes. Entao, fracoes dos virus livres sao retiradas, inativa-
das por anticorpos com probabilidade dada pela equacao B3 e cada virus remanescente
executa uma caminhada aleatéria com ¢ passos. Em seguida, linfocitos T C D8+ e B
sao recrutados para o tecido, e N; células cancerosas e N, linfocitos sao sequencial-
mente selecionados ao acaso com igual probabilidade. Aqui, N; é o nimero total de
células cancerosas, infectadas ou nao, e Ny é o niimero total de linfécitos B e T C' D8+
no instante de tempo t. Para cada uma delas, uma acao tentativa é aleatoriamente
escolhida com mesma probabilidade. Essas acoes sao divisao, morte, migracao ou infec-
cao para uma célula cancerosa nao-infectada, lise para uma célula tumoral infectada,
movimento para uma célula B e movimento ou acao citotéxica para um linfocito T
CD8+. Para uma célula cancerosa, a acao serd implementada ou nao de acordo com
as correspondentes probabilidades locais determinadas pelas equacoes BB GG
A infeccao e a lise ocorrem segundo as mesmas regras descritas no capitulo B Para a
acao citotoxica de uma célula T, a apoptose de uma célula cancerosa infectada vizinha
é executada com probabilidade P,,,,. No fim dessa sequéncia de N; 4+ N, atualizacoes,
um novo passo de tempo comeca e todo o procedimento é iterado. As simulagoes sao
interrompidas se alguma célula tumoral alcanca o vaso capilar ou a borda do tecido ou
se o tumor é erradicado. No apéndice B, este algoritmo é mostrado em um diagrama
de blocos.

Por meio da figura B2, podemos estimar o atraso tipico na resposta imune me-
diada por anticorpos e o intervalo de valores da concentracao de anticorpos no sangue.
Note que se o paciente nunca foi exposto ao virus oncolitico, a resposta seré trés ordens
de grandeza menor do que se o paciente ja possuir imunidade ao virus. De qualquer
modo, a figura indica o atraso tipico na resposta imune mediada por anticorpos (aproxi-
madamente 6 dias) e as concentragdes tipicas de anticorpos no soro (5x 107%g/mL para

a resposta primaria e 5 x 1073g/mL para a resposta secundéria). Como o soro corres-
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ponde a cerca de 55% do volume total de sangue, temos que as concentragoes tipicas no
sangue estao no intervalo (2,5 x 107%g/mL para a resposta priméria e 2,5 x 1073g/mL
para a resposta secundaria). As estimativas para os parametros usados sao mostradas
na tabela
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104 -
2 1? A
o
w
1 102 -
E
&
TV
2
a 1 o
a - ey
s 0 " Resposta ao
= antigeno A
102
esposta
107 ao antigeno B
T T - : r : !
4 a 12 16 21 f B & 7
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Figura 6.2: No dia 0 ocorre o primeiro encontro com o antigeno A, que gera uma
resposta primaria. Apos cerca de 6 dias, surgem anticorpos contra o antigeno A (azul);
sua concentracao cresce até saturar, e entao decresce. Em seguida, sao introduzidos
no animal uma mistura dos antigenos A e B. Ocorre uma resposta secundaria intensa
ao antigeno A, o que ilustra a memoria imunol(’)gicaﬁ. A resposta ao antigeno B é
semelhante & resposta inicial ao antigeno A, o que indica que esse é o primeiro encontro
do animal com o antigeno B. A partir dessa figura podemos estimar o atraso na resposta
imune mediada por anticorpos e o intervalo de valores da concentracao de anticorpos

no sangue. Figura adaptada de [97].

Nakanishi e colaboradores [T0T| analisaram a entrada de células T C' D8+ em
tecido vaginal infectado pelo virus da herpes simplex (HSV) e seus resultados indicam
que esses linfocitos sdo recrutados a uma taxa de 2,5 células/h. Entdo, os valores de
Br e Bp estarao no intervalo entre 1,25h~! e 10h~! . Considerando que a velocidade
média de migragao de células T C'D8+ em um tumor solido é (8 +£3) um/min [98], que
um passo tem comprimento 10um (constante de rede A), e que um passo de tempo (ts)
nas simulagoes equivale a 4h ou 240min, podemos estimar os limites inferior e superior
para o raio de acao do linfécito T C'D8+. Se a trajetoria do linfécito é balistica, em

um passo de tempo ele percorrerd uma distancia

d = vt = 8pummin~*4h = 1920um. (6.6)
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Isso corresponde a 192 passos de comprimento A. Assumindo uma caminhada aleatoria

com 192 passos, a distancia percorrida seria

d= V< 22> ~ /192 ~ 13passos. (6.7)

Como cada passo tem comprimento 10um, a distancia percorrida nesse caso seria de
130pm. Portanto, o raio de acao dos linfécitos assume valores entre 50um e 2000um.
Além disso, como cada célula T tem apenas 50% de chance de migrar a cada passo de
tempo, enquanto células B sempre movem, assume-se Rg = Ry /2 para que ambos os

linfocitos tenham aproximadamente a mesma velocidade média.

Tabela 6.1: Estimativas dos valores dos parametros usados no modelo.

Parametro Descricao Estimativa
Tg tempo de vida das células B < 8 semanas [97]
Tr tempo de vida das células T 4 — 8 semanas [97]
Popop poder citotéxico das células 90%
T CD8+
atraso na resposta imune 5 dias [90], 6 dias (Ac*) [97]
~ 6 dias (células T) [94]
BB taxa de recrutamento das cél. B 1,25 — 10R~1 J10T]
Br taxa de recrutamento das cél. T 1,25 — 10R~1 J10T]
Rp raio de acdo das cél. B 50 — 20004m 98]
Rcps raio de acao das cél. T 50 — 2000pm |98
v velocidade de células T C D8+ (8 + 3) um/min [98]
dentro do tumor
A diametro de uma célula normal 10~3cm
Ba taxa de producao de Ac 6,94 x 10713¢g/ml/s [102]
Ay concentragao de Ac no capilar | 2,5 x 1072 — 1072g/ml [97]
Ya taxa de remocao de Ac 2,31 x 107 7s~1 [T03]
Dy const. de difusdo de Ac 1078 — 10~ "em? /s [104]
Ainact concentracao de Ac 1,25 x 107%g/ml

necessaria para inativar um virus

min

Ting nimero minimo de linfécitos 20

para ativar a resposta imune
* A abreviatura Ac refere-se a anticorpos.

Usando os valores experimentais mostrados na tabela6.l as taxas adimensionais
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na equacao assumem nas simulagoes valores no intervalo 3y € [3 x 107%,3 x 1072
ey, €[2.3x107% 2.3 x 1079].

6.4 Resultados e discussao

Uma vez que o objetivo desse trabalho é investigar como o sistema imune afeta
o resultado da viroterapia, apenas um virus oncolitico e um tipo de tumor foram
escolhidos. Os parametros relacionados aos virus foram fixos em 7; = 16, 6;,; = 0,01,
MOI = 3, bs = 100, ¢ = 4 e Ny = 5000. A resposta imune inata é parcialmente
suprimida, de modo que v, = 0,03, o que corresponde a uma taxa de retirada de
aproximadamente 7,5 x 107h~!, ou apenas 30% da taxa de retirada normal [6T].
Esse valor também é fixo em todas as simulacoes. A viroterapia serd estudada em
tumores solidos. Essas morfologias compactas sao geradas em nosso modelo quando
a competicao por nutrientes é fraca e, consequentemente, o tumor cresce rapidamente
[6]. Se a resposta imune especifica é completamente suprimida, tal terapia é capaz
de erradicar tumores so6lidos, como mostrado no capitulo Bl Entretanto, se o sistema
imune é caracterizado por parametros imunoldgicos tipicos (mostrados na tabela E1]),
a viroterapia falha. A razao é que virus livres, assim como suas fontes, as células
cancerosas infectadas, sao eliminadas pela resposta imune adaptativa.

A questao central é como modular a resposta imune para aumentar a probabi-
lidade de sucesso de viroterapias oncoliticas em pacientes imunocompetentes. Nosso
modelo permite calcular os efeitos de cada componente considerada da resposta imune
adaptativa. O principal resultado das nossas simulagoes é que uma terapia eficaz em
erradicar o tumor é possivel sob trés cenérios para a modulagao da resposta imune.

No primeiro cenario, o recrutamento de células B para o tecido infectado é com-
pletamente suprimido e as células T C'D8+ possuem uma baixa mobilidade, ou seja,
uma capacidasde de espalhamento no tecido restrita (Rr < 300um). Esta condi¢ao ga-
rante que a concentracao de anticorpos no tecido permaneca abaixo do nivel necesséario
para neutralizar os virus livres. A tltima condi¢ao garante que as células T C' D8+ nao
sejam capazes de alcancar o tumor e eliminar as células cancerosas infectadas antes que
as sucessivas ondas de infeccao matem todas elas. Esse cenério é sustentado mesmo
se células T C'D8+ sdo recrutadas a taxas tao altas quanto 10 células/h. As probabi-
lidades correspondentes de sucesso terapéutico para diferentes taxas de recrutamento
de células T, com ou sem anticorpos infiltrantes no tecido pelo capilar, sao mostradas

na figura 6.3 Nossos resultados indicam que células T citotéxicas com uma area de
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acao grande (Ry > 300um) podem induzir apoptose em todas as células cancerosas
infectadas se recrutadas a taxas > 5 células/h (dados ndo mostrados). Nesse caso, as
ondas sucessivas de infeccao sao fortemente atenuadas e, consequentemente, a probabi-
lidade de sucesso terapéutico fica menor que 20%. Entretanto, a viroterapia oncolitica
fracassa mesmo para linfocitos T com raios de acao de 200um se a concentragao Ab
de anticorpos no capilar é muito grande, como possivelmente provocado por uma po-
tente resposta imune sistémica. Na verdade, a probabilidade de sucesso terapéutico
diminui para cerca de 10% se Ab = 104, e se anula para Ab ~ 1034y, a concentracao
que corresponde a niveis observados em uma resposta imune secundéria a um antigeno

previamente apresentado.
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Figura 6.3: Probabilidade de erradicacao do tumor como func¢ao do raio de acao das
células T CD8+. O recrutamento das células B foi completamente suprimido (65 = 0),
enquanto o de células T ocorre a uma taxa 37 = 40 (= 10h™!). Em (a) os anticorpos
nao infiltram no tecido, enquanto em (b) eles o fazem. Os dados correspondem a médias

sobre 100 amostras.

Esses resultados sao consistentes com testes clinicos e modelos de tumores em ro-
edores que indicam que anticorpos neutralizantes contra antigenos virais dificultam de
forma sigficativa a eficicia terapéutica de varios vetores de adenovirus [T05], 03] [T06],

mas contrastam com o fato de que virus da rubéola e da HSV administrados intra-



6.4 Resultados e discussao 69

tumoralmente mantém sua atividade terapéutica apesar de provocarem uma robusta

resposta de anticorpos neutralizantes [34].
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Figura 6.4: Evolugao temporal do niamero total de células cancerosas (N.), cancerosas
infectadas (N;,s), cancerosas que sofreram apoptose (Nepop), linfocitos T C D8+ (Nyp),
virus livres (vfree) € inativados (vineet). Tanto o recrutamento de células B quanto a
infiltracao de anticorpos no tecido foram suprimidos. Células T sao recrutadas a uma
taxa Sy = 5h~! e tém raios de acdo Ry = 300um. Apesar do tumor nio ser erradicado,

as ondas sucessivas de infeccao mantem o tumor sob controle.

O principal papel da mobilidade de células T citotoxicas é evidenciado na figura
B4 Nela, pode-se ver a curva de populagdo para um caso em que o recrutamento de
células B é suprimido (G = 0) e anticorpos nao infiltram no tecido, mas as células T
C D8+ exibem um raio de acao grande, Ry = 300um. Uma vez que nao ha anticorpos
no tecido, virus livres nao podem ser inativados. Entretanto, as células T C'D8+
alcancam o tumor e induzem apoptose em células cancerosas infectadas. Ha oscilagoes
nao-amortecidas nas populagoes de células infectadas e virus livres. Apesar do tumor
nao ser erradicado, os ciclos sucessivos de infeccao viral mantem o tumor sob controle.

Esse resultado nao muda se anticorpos sao capazes de entrar no tecido, ou se a taxa
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de recrutamento de células T ¢ aumentada para 3y = 10h~!. Entretanto, se o raio de

acao é reduzido para Ry = 200um, o tumor é erradicado.
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Figura 6.5: Probabilidade de erradicacao do tumor para valores crescentes do raio de
acao das células B. O recrutamento de linfocitos T é suprimido (Sr = 0), enquanto
células B sao recrutadas a uma taxa Bg = 10h~!. Em (a) anticorpos nao podem

infiltrar no tecido, mas em (b) eles podem. Os dados correspondem a 100 amostras.

O segundo cenério que resulta na erradicacao do tumor envolve a supressao das
células T C' D8+ e da infiltracao de anticorpos. Em tal cenéario somente células B sao
recrutadas para o tecido infectado e o tumor é erradicado com pelo menos 90% de
probabilidade. Este grande sucesso terapéutico é mantido para células B com raios
de acao tao grandes quanto Rp = 0, 5mm, recrutadas a taxas de até Bz = 40h~1, e
que sintetizam anticorpos a taxas duas ordens de grandeza maiores que 34. Portanto,
apenas linfocitos B nao podem provocar uma resposta imune eficaz contra os virus on-
coliticos. Entretanto, se anticorpos extravasam do capilar para o tecido, a concentragao
total de anticorpos no tumor é suficientemente alta para inativar a maioria dos virus
livres, atenuando drasticamente as novas ondas de infeccao e, portanto, diminuindo o
sucesso terapéutico. Esses resultados sao mostrados na figura B3 Eles indicam que
a resposta imune humoral sistémica e o recrutamento local de células T C'D8+ deve-

riam ser inibidos para aumentar o sucesso da viroterapia. De fato, o imunossupressor
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ciclofosfamida, uma droga quimioterapica que inibe a sintese de anticorpos neutrali-
zantes |17, M08, 109, [TT0, TTT], TFN-v, e a atividade de células do sistema imune inato
[33], é frequentemente co-administrada com HSV [T09, 12| e reovirus [34], inibindo a

imunidade inata e adaptativa.

Os dois cenéarios ja mencionados envolvem a supressao do recrutamento de lin-
focitos para o tecido infectado, principalmente de células T C'D8+. Isto pode ser
conseguido, por exemplo, bloqueando a expressao in situ de CXCL9 e CXCLl(H Essas
quimiocinas sao necessarias para que os linfocitos T citotoxicos entrem no tecido in-
fectado vindos do sistema circulatorio [T0T]. Isso porque a diminui¢do na expressao de
CXCL9 reduz a infiltracao de células T C'D4+ no tecido infectado [TT3]. Tal deplecao
local de células T C' D4+ bloqueia de forma significativa o recrutamento de células T
citotoxicas, primariamente dependentes do IFN-y secretado por células C' D4+ [T(T].
Por outro lado, niveis reduzidos de IFN-v derivado de células C D4+ T afetam nega-
tivamente a expressao de CXCL9 e o condicionamento autocrino de células T C' D4+

para acessar o tecido infectado [I0T], fechando um ciclo de interagoes.

Entretanto, mesmo na auséncia de células T C'D4+ ou IFN-v, um recrutamento
residual de células T C' D8+ pode ser observado. Esse recrutamento pode ser inibido
por meio da neutralizagao do IFN tipo I assim como IFN-afR [T0T]. Relacionado a esse
contexto, podemos mencionar o virus oncolitico rVSV—gGH,H que inibe a quimiotaxia de
células NK e NKT ao tecido tumoral [T14]. Essa proteina viral gG liga-se as quimiocinas
C, CC e CXC com afinidade alta, suprimindo a quimiotaxia de células inflamatorias
em resposta a essas quimiocinas e possivelmente inibindo também o recrutamento de

linf6citos.

O terceiro cenario para a erradicacao do tumor consiste em impedir a mobilidade
dos linfocitos B e T sem afetar a dinamica dos anticorpos ou o recrutamento dos
linfocitos. Se seus raios de acao sao curtos (Rg < 0.1mm e Ry < 0.2mm) o tumor
é erradicado com mais que 70% de probabilidade mesmo se ambos os linfocitos sao
recrutados a taxas B = fBr = Hh~!. Na figura B0, a probabilidade de erradicacao
do tumor é mostrada como uma funcao do raio de acao dos linfocitos e para trés

taxas de recrutamento distintas. Suas mobilidades parecem ser caracteristicas mais

4As quimiocinas CXCL9 e CXCL10, também conhecidas como monocina induzida por interferon-
gama e proteina induzida por interferon 10, estdo relacionadas ao recrutamento de linfécitos, princi-

palmente ativando células Thl C D4+, células T C' D8+ e células NK
’rVSV-gG é um vetor viral baseado no VSV (“vesicular stomatitis virus”) que expressa a glicopro-

teina equina do virus da herpes tipo 1 G
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determinates que as suas taxas de recrutamento. A chave para o sucesso é garantir
tempo suficiente para que os virus matem quase todas as células cancerosas antes que
o linfocitos B e T infiltrem na vizinhanca do tumor a uma distancia tal que a resposta

imune celular antiviral torne-se efetiva.
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Figura 6.6: Probabilidade de erradicacao do tumor como func¢ao do raio de acao dos
linfocitos. Anticorpos infiltram no tecido vindos do capilar e ambos os linfocitos sao
recrutados a taxas g = Or = 1.25h7! (a); B = Br = 2.5h7 ! (b); e B = Br = 5h7 !

(c). Os dados correspondem a 100 amostras.

Claramente, se algumas células sobrevivem ao ataque dos virus até que elas
caiam dentro da area de acao das células B e T infiltrantes, a viroterapia falha porque
os virus livres e as células cancerosas infectadas sao entao rapidamente eliminados. Essa
situacao é ilustrada na figura B A distribuicao espacial de células cancerosas, linfo-
citos e virus, bem como as concentracoes correspondentes de anticorpos sao mostradas
para trés instantes de tempo. Como pode ser visto, 20 dias apos a administracao viral
o tumor entra em significante remissao e os primeiros linfécitos tem o tumor dentro da
sua area de acao. Entao, a resposta imune adaptativa local mediada por células T e

B leva cerca de 2 meses para eliminar quase todos os virus livres e células cancerosas,
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permitindo o crescimento do tumor a partir de poucas células malignas.
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Figura 6.7: Padroes espago-temporais de células cancerosas, linfocitos e virus ((a)-(c))
e as concentragoes de anticorpos correspondentes ((d)-(f)). (a) e (d): o comego da
resposta imune adaptativa, 5 dias apos a injecao viral; (b) e (e): 20 dias depois. Nesse
instante de tempo o tumor esta quase extinto e os linfocitos ja alcan¢aram o tumor. (c)
e (f): 2 meses depois. A resposta imune adaptativa eliminou quase todos os virus livres
e células infectadas, e o tumor continua crescendo. (B = Br = 2.5h~! sdo taxas de
recrutamento de linfocitos Be T, e Rg = 0.15mm e Ry = 0.3mm seus respectivos raios
de acao. Para esse conjunto de parametros, a probabilidade de sucesso terapéutico é

30%. A linha vermelha em (a)-(c) representa o vaso capilar.

Esse terceiro cenario requer uma restricao severa na mobilidade dos linfocitos e,
consequentemente, uma rigida limitacao no raio de acao de células B e T que infiltram
no tecido infectado. Talvez, uma alternativa seria desenvolver virus oncoliticos que
expressem produtos de genes virais potentes e altamente difusivos que atuem nos me-
canismos de migracao dos linfocitos. Linfécitos T usam migracao ameboide baseados

em polimerizacao de actina ao longo da membrana plasmaética para enrigecer e contrair
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o cortex celular [TT5]. GTPase RhoAH e seu efetor ROCKH controlam criticamente a
dindmica da actina cortical. Interferir em RhoA e/ou ROCK dificulta a contragao
acto-miosina necessaria para movimentos amebodides e reduz dramaticamente a taxa
de migragao de células T [TT6]. Portanto, inibidores de tais proteinas emergem como

candidatos imediatos para a supressao mediada por virus da mobilidade dos linfécitos.
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Figura 6.8: Curvas de populacao para uma terapia eficiente. Os parametros usados sao
os mesmos da figura e anticorpos podem infiltrar no tecido. Neste caso a terapia
erradica o tumor porque os linfécitos tem raio de acao pequeno, permitindo que os
virus oncoliticos matem todas as células tumorais até que a resposta imune alcance o

tumor.

Finalmente, é importante enfatizar que, devido a estocasticidade do modelo,

6GTPases sdo uma familia de enzimas hidrolase que podem ligar e hidrolisar a GTP (guanosina-5'-
fosfato; age como substrato para a sintese de RNA durante o processo de transcrigio.) e RhoA (familia
de genes homologos Ras, membro A) é uma proteina de sinalizagdo que controla o citoesqueleto de

actina celular.
"ROCK (cinase Rho) faz a trandugdo de sinais para a organizacio do citoesqueleto e expressdo

génica.
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outras simulacoes com os mesmos parametros usados na figura podem gerar resul-
tados diferentes. Entao, por exemplo, as curvas de populagao para um caso em que o
tumor é erradicado sao mostradas na figura .8 Novamente, os linfocitos sao direcio-
nados aos virus e células infectadas quando o tumor esté quase erradicado. Mas, nesse
caso, nenhuma célula cancerosa escapou do ataque dos virus, poucas células infectadas

sofreram apoptose, e a inativacao de virus livres ocorre apos a erradicacao do tumor.

6.5 Conclusoes

As estratégias mais comuns para aumentar a eficicia da viroterapia consistem em
desenvolver virus capazes de escapar da resposta imune adaptativa. Neste capitulo foi
apresentado um modelo multiescala para viroterapia em pacientes imunocompetentes,
e alternativas viaveis para modular a resposta imune adaptativa local foram propostas.
Resumindo, nosso resultados indicam trés estratégias para modular a resposta imune
em prol de aumentar o sucesso terapéutico. As duas primeiras consistem essencialmente
em impedir o recrutamento de linfocitos B ou T C'D8+ para o tecido infectado com
o virus oncolitico. Para as células T C'D8+, isso pode ser conseguido suprimindo
localmente células T C'D4+ ou IFN-v, de modo que o recrutamento de linfocitos T
citotoxicos seja bloqueado. A terceira estratégia é baseada em reduzir fortemente a taxa
de migracao de linfocitos T e B que infiltram o tecido afetado. Interferir com RhoA
ou ROCK pode resultar em imobilizacao dos linfocitos devido & falhas no processo de
detachment celular. Entao, esta alternativa parece ser mais eficiente para aumentar o
sucesso da viroterapia oncolitica. Entretanto, o beneficio potencial em usar essas duas
estratégias sinergicamente é claro.

Nossos resultados sugerem que os raios de acao dos linfocitos, que determinam
sua mobilidade bem como sua habilidade de identificar alvos, mais do que as taxas de

recrutamento, sao as principais caracteristicas imunologicas a serem moduladas.



Capitulo 7

Modelando o tratamento de cancer

com nanoparticulas quimioterapicas

Encapsular drogas quimioterapicas em nanomateriais poliméricos é uma alterna-
tiva promissora no tratamento de tumores, pois permite aumentar a dose administrada
e reduzir os efeitos colaterais. Isso porque a droga encapsulada sera retida na regiao
do tumor, que apresenta vasos com maior permeabilidade e fraca drenagem linfatica.
A droga sera liberada gradualmente dentro da célula, causando sua morte.

Um modelo multiescala para o crescimento do tumor e sua quimioterapia usando
nanoparticulas de polimeros quiméricos é apresentado neste capitulo e os resultados te-
rapéuticos correspondentes sao calculados por meio de simulagoes computacionais do
modelo. E importante destacar que esse trabalho foi publicado no periédico Applied
Physics Letters [8]. Nossos resultados indicam que a administragao periodica das na-
noparticulas em doses altas (proximas a dose méxima tolerada) é capaz de erradicar
tanto tumores vasculares quanto metastases. Entretanto, um tratamento seguro exige
nanoparticulas conjugadas que se ligam as células cancerosas com alta especificidade,
de modo a deixar o tecido normal ileso. Além disso, estimamos a taxa de consumo de

droga necessaria a erradicacao do tumor.

7.1 Cenario atual

Alguns modelos foram recentemente propostos para estudar o combate a tumo-
res por meio de nanoparticulas quimioterapicas. Mishra et al. [IT7] propuseram um

modelo para descrever estratégias de quimioterapia usando nanoparticulas em tumores

76
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esfericamente simétricos por meio de um sistema de equacoes diferenciais parciais. Os
resultados obtidos por eles indicam que a concentragao de droga na célula tumoral
aumenta linearmente com o aumento da dose inicial. Goodman et al. [TT8] desenvol-
veram um modelo baseado em equacoes diferenciais parciais para estudar a penetracao
de nanoparticulas em esferdides multicelulares que possuem alteracoes radialmente de-
pendentes na arquitetura tumoral. Essas alteracoes sao representadas pela fracao do
volume de tecido acessivel a difusao das nanoparticulas e estao relacionadas a presenca
de um modulador da matriz extracelular, a colagenase. Enquanto alguns parametros
foram determinados experimentalmente, outros foram estimados indiretamente, por
ajuste de dados experimentais. Os resultados do modelo, combinados a resultados
experimentais, sugerem que o tamanho da particula, sua eficiéncia de ligacao e a po-
rosidade do tecido alvo sao parametros chave no desenvolvimento de nanoparticulas

carregadoras de drogas para tratamento de tumores.

7.2 Modelo para quimioterapia com nanoparticulas

de polimeros quimeéricos

O tecido é representado por uma rede quadrada L x L, com constante de rede
A. Em j = 0 hd um vaso capilar, de onde difundem os nutrientes. Eles sao descritos

pela equacao de reagao-difusao

% = V¢ — aigbon - )\¢a§¢06. (7.1)
em que taxas de consumo distintas para células normais e cancerosas sao consideradas
pelo fator A\,. O parametro oy esta relacionado ao comprimento caracteristico para a
difusdo de nutrientes [6]. Fizemos a mesma mudanga de variaveis descrita no capitulo
nessa equacao, de modo a torné-la adimensional. A equacao [ Tlobedece a condigoes de
contorno periddicas ao longo do eixo horizontal e condi¢oes de contorno de Neumann
na borda do tecido (i = L). No capilar (i = 0) a concentragao de nutrientes é ¢ = 1

(suprimento fixo e continuo). O esquema do modelo é mostrado na figura [l
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Figura 7.1: Células cancerosas podem dividir, migrar localmente ou morrer por priva-
cao de nutrientes ou devido a acao da droga, enquanto a dinamica das células normais

se restringe a morte devido a escassez de nutrientes ou a agao da doxorubicina.

CP-Dox no vaso capilar

O capilar é a fonte das nanoparticulas CP-Dox que penetram no tecido a uma
taxa k,. As nanoparticulas sao eliminadas da circula¢ao a uma taxa k., e retiradas
do tecido para o sangue a uma taxa ky. A dinamica das nanoparticulas no capilar
obedece a equacao

dey(t)
dt

em que ky = ke + (kpe — kip) € a taxa total de retirada de nanoparticulas do sangue e

= —kic1(t) + cod(t —n7),n=0,1,2,... (7.2)

o termo ¢od(t —n71), com n =0,1,2,..., representa a administragdo de nanoparticulas

CP-Dox em injecoes de mesma dose e periodo 7. Essa equacao tem solucao analitica,

coexp Pt se 0<t<T

C1 t) =
X cod o exp M) ge t > 1 e m = int(t/T)

que pode ser visualizada na figura [[2 O parametro ¢y estd relacionado a dose
administrada. Na dose maxima tolerada (MTD) de nanoparticulas CP-Dox tem-se
co ~ 600uM.

CP-Dox no tecido

No tecido, a concentragao de CP-Dox obedece a seguinte equacao diferencial:

deo (2, 1) 2, (=
—a = = DV-<c Zaccrc Zanan (7.3)
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em que 0.(%¥) = 0,1,2,... é o nimero de células cancerosas no sitio ¥ e 0,,(Z) =0oulé
o nimero de células normais no sitio Z. As células normais absorvem as nanoparticulas
CP-Dox a uma taxa a,,, enquanto as cancerosas absorvem as nanoparticulas a uma taxa
a,.. Condicoes de contorno de Neumann (fluxo nulo) sdo impostas na borda do tecido
(Oca(y = L,t)/0y = 0) e condigbes de contorno periodicas sdo impostas na diregao
perpendicular ao vaso capilar (co(L + 1) = c2(1) e ¢2(0) = c2(L)). As nanoparticulas

entram no tecido a partir do capilar a uma taxa co(y = 0,t) = (kpt — kyp)ca(2).

C.L i

Figura 7.2: Concentracao de nanoparticulas no capilar (¢;) em fungiao do tempo. ¢ é a
dose administrada periodicamente, em intervalos de tempo 7. Note que a concentragao

de nanoparticulas cai exponencialmente apds a injecao.

Por simplicidade, vamos realizar a seguinte mudanca de variaveis em [C3:

Dt v en\?
Obtemos entao
dey (', 1)

51 = V2 (x', 1) Za o () Za;an(f’), (7.5)

Jea(y' = LAY /0y = 0, co(L+ 1) = (1), 2(0) = (L)) e ca(y) = 0,t") = (kp —
kip)c1(t'). Essa equacdo sera resolvida por diferenca finita (método de Gauss-Siedel).
Para garantir a convergéncia, definimos At’ = 0,25 e Az’ = 1. Portanto, devemos

resolver a equacao (omitindo as apostrofes)

Dea (7))
— = V2ey(Z,t) Z .o (Z Z o, (T (7.6)

Jca(y = LA t) /0y = 0, co(L+1) = co(1), 2(0) = ca(L)) e ca(y = 0,t) = (kpe—kep)ca ().
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Dinamica intracelular da CP-Dox

As particulas de CP-Dox podem ser internalizadas por células normais e can-
cerosas. Em cada passo de tempo, a quantidade de droga em uma célula normal ou

cancerosa em T é dada por

des
dt

Dentro das células, em seus endossomos e lisossomos, as nanoparticulas sao degradadas

= Qe X C2(T), (7.7)

e a droga Doxorubicina é liberada. Assumimos que, a cada passo de tempo (~ 4h),
uma fracao a das nanoparticulas internalizadas serd degradada e a droga liberada
[26]. A droga liberada na célula k é descrita por c4(k). A acumulacio intracelular da
doxorubicina afeta a viabilidade das células. Medidas experimentais [26] indicam que

2

a porcentagem de células viéveisEl é

100

Vo = T T I N\
7 1 + (C4/ZC50)p

(7.8)

em que icsg € um parametro medido experimentalmente. A dependéncia da porcenta-
gem de células vidveis com o parametro p e com a quantidade de droga liberada dentro
da célula, ¢4, € mostrada na figura [[.3. Analogamente, vamos assumir que a saide de

uma célula k é afetada pela droga de acordo com

B 1
1 -+ (04k(t)/ic50)1’

H(t) (7.9)

A satde de uma célula reflete sua capacidade de executar suas agoes.

Efeito da CP-Dox na dinidmica das células normais e cancerosas

A cada passo de tempo, cada célula normal pode morrer por privagao de nutri-

entes ou devido a acao da droga com probabilidade

¢ 2
Prormal — 1 exp [—H2 (—) ] (7.10)

On 93@'6

em que H esta relacionado a saude da célula (equagao [L9) e o parametro 67, controla
a forma dessa probabilidade. O valor de 87, foi escolhido de modo que o tecido normal
sobreviva na auséncia das nanoparticulas. Por outro lado, células cancerosas podem

dividir, migrar localmente ou morrer. Essas agoes estocasticas, que dependem da

! Células viaveis sdo células vivas capazes de se replicar.
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- — p=3.0 a
— p=15
0.8 =1 —

— p=0.5
r — p=0.1 7
p=0.001

Figura 7.3: Efeito da concentragao intracelular de Doxorubicina na viabilidade celular.

concentracao local de nutrientes e da quantidade de doxorubicina liberada na célula,

ocorrem de acordo com as respectivas probabilidades:

¢ 2

Py =1—exp | —H? (Uc%v) (7.11)
] 5 N\

Pie=1—exp |—H? (Ucefﬁe) (7.12)
o 2

Prow = 1 — exp [—H2 <¢9m) ] (7.13)

em que ¢ é a concentracao local de nutrientes e H ¢ dado pela equacao Célu-
las cancerosas podem alcancar os sitios vizinhos ao capilar, mas nao sao capazes de

penetrar no vaso capilar.

7.3 Algoritmo e estimativa de parametros

As simulacoes foram implementadas como segue. A cada passo de tempo, a

equagao [l € numericamente resolvida no estado estacionario (0¢/0t = 0) por meio
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Tabela 7.1: Estimativas dos valores dos parametros usados no modelo.

Parametro Descricao Estimativa
A Diametro tipico de uma célula ~ 10pm [BI]
At Passo de tempo do modelo 4 — bh
kel taxa de eliminacao de CP-Dox 0, 16h~1[26]
K taxa de entrada de CP-Dox no tecido 4, 7Th1[26]
Ky taxa de saida de CP-Dox do tecido 3,9n~ 126
Co dose de CP-Dox administrada < 0,6mM |[26]
D Constante de difusdo das nanoparticulas | 2,64 x 10~ 2mm?2h~!

1Cx Relacionado a viabilidade celular 1,8 uM |26]
Qe Relacionado a taxa de consumo 5,3 x 107° 119
de CP-Dox
a fracao maxima de droga liberada 68% [26]

de métodos de relaxacao. Também, a equacao para difusao da CP-Dox no tecido
é iterada um nimero determinado de vezes considerando a solugao analitica para sua
concentracao no vaso capilar, obtida da equagao Determinada a concentracao de
CP-Dox nos sitios ocupados por células, a fracao de droga internalizada pelas células
¢ calculada. Entao, a concentragao intracelular da droga Doxorubicina livre é deter-
minada e a “saide” H de cada célula (normal e tumoral) é calculada. Conhecendo a
concentracao de nutrientes em todos os sitios da rede e a viabilidade de cada célula, N
células sao sequencialmente selecionadas aleatoriamente com igual probabilidade (aqui,
N(t) é o nameros total de células vivas no tempo t). Para cada uma delas, uma agao
tentativa é aleatoriamente escolhida com igual probabilidade. Essas acoes sao divisao,
morte ou migracao para uma célula cancerosa e apenas morte para uma célula normal.
A célula selecionada executara ou nao a acao escolhida de acordo com as probabilidades
correspondentes determinadas pelas equacoes e o tempo é incrementado por
At = 1/N(t). No final dessa sequéncia de N(t) atualiza¢des, um novo passo de tempo
comega e todo o procedimento (solu¢ao das equagoes de difusdo para os nutrientes,
espalhamento e endocitose da CP-Dox e dinamica celular) é iterado. As simulagoes sao
interrompidas quando o tumor é eliminado. No apéndice B, o algoritmo deste modelo ¢é
mostrado em um diagrama de blocos. Em todas as simulacoes, o tecido é representado
por uma rede quadrada de tamanho linear L = 250 e constante de rede A = 10 um,

correspondendo a uma secao de tecido de aproximadamente 2, 5mm de comprimento



7.3 Algoritmo e estimativa de parametros 83

e 2,bmm de largura. Assumindo que a fase de sintese de DNA no ciclo celular seja
de aproximadamente 11A [50)], um passo de tempo nas simulag¢oes corresponde a cerca
de 4 — 5h. Os paramtros do modelo oy = 0,004, A\, = 25, 07, = 0,19, 05, = 0,5,
%e = 0,0, e 0 =5 foram fixados para gerar padroes tumorais compactos. Note que

he < 0%., pois a cada passo de tempo uma célula normal tenta morrer, enquanto uma

célula cancerosa tem apenas 33% de chance de tentar executar essa acao. Logo, apesar

c
die’

de assumirmos 07, < 04,., em uma mesma situacao de disponibilidade de nutrientes e
concentracao de droga, a probabilidade de morte de uma célula normal ¢ maior que a
de uma cancerosa.A quimioterapia comec¢a quando o tumor possui Ny = 5000 células.

Os parametros que caracterizam a farmacocinética das nanoparticulas de CP-
Dox foram extraidos da referéncia [26]. Logo, as taxas de remocao da droga k; =
ke + (kpt — kip) = 0,960 " e ko = ky, — kyy = 0,8k~ foram usasdas. Esses valores
resultam das taxas kg = 0,16, kyy = 4,7 e ky, = 3,907 ! apresentadas na referéncia [26].
Nos assumimos que a difusividade das particulas de CP-Dox é similar a de virus com
dimensoes comparaveis. Assim, como para o adenovirus Dyge, = 3,67 x 107 %cm?/s =

1,32 x 10~2mm?/h [120], e usando a lei de Stokes

kt
D= D~ (7.14)
6mnr
obtemos
D ~ 2,64 x 10~ *mm?/h. (7.15)

Nessa estimativa, usamos 7ggen ~ 35 — 45nm e rop_por ~ 20nm, ou seja, rep_por ~
Taden/2, de modo que D ~ 2D 4ep.

Portanto, cada iteracao da equacao para difusao das nanoparticulas corresponde
a um intervalo de tempo
AAY 10~*mm? x 0.25

A =
t D 2.64 x 10~2mm?2/h

=947 x 10~*h, (7.16)

em que t’ foi o parametro adimensional definido em [C4 Logo, como cada passo de

tempo no modelo corresponde a 4h, a equagao deve ser iterada

4h 4h

— = 4224 1
At 947 x 104h (7.17)

vezes a cada passo de tempo.
E Mackay et al. mostraram que F = a{l — exp[—(In2)(t/t1/2)]} é a fracao

de droga liberada dentro das células. Por simplicidade computacional, uma fracao
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constante a = 0,68, correspondendo a seu valor assintotico, foi usada em nossas si-
mulacoes. Esse fator incrementa a concentracao intracelular de Doxorubicina livre por
AC3(Z,t) = afB,.C2(Z, t) em cada passo de tempo.

Em relacao aos efeitos citotoxicos da CP-Dox, os ensaios feitos na referéncia
[26] indicam que a viabilidade celular é dada por V' = 1/[1 4+ (C5/1C50)?]. Em nossas
simulagoes, o valor medido experimentalmente IC5y = 1,8 puM foi usado. O valor
p = 1 foi escolhido.

Os parametros restantes, Cy, 7, 3,, e (., essenciais para determinar o resultado
terapéutico, assumiram diferentes valores nas simulagoes. Os valores usados foram 300
e 500 uM para Cy; 12, 24, e 48h para 7; e 0, 1073, 2 x 1073, 5 x 1072 e 5 x 10~ para
B A magnitude de 3 merece uma breve discussao. Das medidas experimentais de
Chithrani e Chan [IT9], parece que as células endocitam cerca de 10® nanoparticulas
de ouro de raio 25nm em 6h. Considerando um volume celular de 1nL, uma concentra-
cao extracelular de nanoparticulas de 0,02nM e assumindo que a concentracao molar
internalizada por hora é dada por AC3 = (3C5, encontramos que

1_03 y mol 1
6h 6 x 1022 10-9L

M
Scs = =2,78 x 10—137 (7.18)

e, consequentemente,

0cs 2,78 x 10*13M/h
taxa de consumo = — =
Co 0,02 x 10—°M

Mas fizemos uma mudanca de varidveis na equacao para ¢y de modo que o termo de

=1,39 x 107*h %, (7.19)

consumo adimensional é estimado em

A? 1,39 x 1072h7! x 10~ *mm?
Q. = taxa de consumo—- =

= 107°. 7.20
D 2,64 x 10-2mm?/h 5,3x10 (7.20)

Portanto, os valores usados para a taxa de endocitose em nossas simulacoes estao até
duas ordens de magnitude maiores que essa estimativa. Os parametros usados no

modelo e suas estimativas sao listados na tabela [[]1]

7.4 Resultados e discussao

A terapia é aplicada em tumores compactos, crescidos em redes quadradas com
L = 250, ou seja, um tecido de cerca de 6, 25mm?2. O tratamento com as nanoparticulas
de CP-Dox é iniciado quando o tumor possui Ny = 5000 células cancerosas. Vamos usar
um protocolo agressivo, que consiste da administracao intravenosa de co = 0,5mM de

CP-Dox (cerca de 83% da dose maxima tolerada) periodicamente a cada 12h.
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O parametro p que relaciona a concentracao intracelular da droga com sua ca-
pacidade de executar suas agoes, ¢ mantido fixo em p = 1. Simulacoes com p = 3
apresentaram resultados similares.

A terapia é aplicada em tumores vasculares e em micrometastases, e um ntimero
maximo de 300 doses é administrado na tentativa de erradicar o tumor. Dois tipos
de nanoparticulas serao estudados: nanoparticulas perfeitamente seletivas, que sao
absorvidas apenas por células cancerosas, e nanoparticulas que sao absorvidas & mesma

taxa por células normais e cancerosas.

(i) () (k) ()

Figura 7.4: Tratamento com nanoparticulas perfeitamente seletivas em micrometasta-
ses. O tecido normal é mostrado em marrom claro, as células tumorais em marrom
escuro, o tecido morto em branco e o capilar é indicado em vermelho. Em (a)-(d)
a. =5 x107° em (e)-(h) a. =5 x 107* e em (i)-(1) a. = 5 x 1072, Apenas no tl-
timo caso o tumor foi eliminado. Todas as figuras apresentam comportamentos tipicos

observados apos simulagoes de 50 amostras de cada caso.

Na figura [ sio mostrados trés casos de terapia com nanoparticulas perfeita-
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mente seletivas em micrometastases, para trés taxas de absorcao de droga pelas células
cancerosas. As simulagoes feitas usando a estimativa de que essa taxa (adimensional)
seria de 5 x 107° foram incapazes de erradicar o tumor (figura [4h). Aumentando
essa taxa para 5 x 107%, o tratamento ¢ mais eficiente em matar células cancerosas,
mas ainda é incapaz de eliminar o tumor (figura[4b). Entretanto, se a taxa de absor-
cao assumir o valor 5 x 1073, que corresponde a aproximadamente 3 x 10~ 8mMh~!,
o tumor é erradicado (figura [[4k) apos cerca de 18 doses (valor médio do nimero de
doses necessérias para eliminar o tumor em 50 amostras). Note que em [[Zh e [4b o
tumor se desloca em direcao ao vaso capilar. Na vizinhanca do capilar a concentragao
de droga é certamente mais alta, mas a disponibilidade de nutrientes é maior. Além

disso, a concentracao de droga cai exponencialmente no capilar.

94" dos .
S ¥,
<& .

53" dose

(e) (f) (®) (h)

Figura 7.5: Tratamento com nanoparticulas nao-seletivas em micrometéastases. Em
(a)-(d) a. =5 x 1074, em (e)-(h) a. =5 x 1073. Apenas no segundo caso o tumor foi
eliminado. Entretanto, o tecido normal foi severamente afetado, o que provavelmente
causaria efeitos colaterais que poderiam inviabilizar o tratamento. As figuras mostram

comportamentos tipicos observados apos simulacoes de 50 amostras de cada caso.

Se as nanoparticulas também sao absorvidas por células normais, o tratamento
é capaz de eliminar a micrometéstase para a, = 5 X 1072 (ou 3 x 10™8mMh~!), como
pode ser visto na figura [[3 Entretanto, sao necessarias em média 55 doses para
eliminar o tumor e todo o tecido normal vizinho ao tumor também é afetado pela

droga. Isso certamente implicaria em efeitos colaterais que poderiam inviabilizar o
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tratamento. Novamente é possivel observar que a massa tumoral migra em dire¢cao ao
capilar, indicando que essa regiao é favoravel ao tumor.

Quando as micrometastases foram afetadas pelo tratamento, o tumor migrou
em direcao ao vaso capilar. Entao vamos estudar o tratamento feito em tumores que
cresceram na vizinhanca do capilar. Esses tumores serao identificados como vasculares,
e vamos admitir que eles sao incapazes de invadir o capilar e provocar metastases. O
tratamento com nanoparticulas seletivas é ineficiente se a taxa de absorcao é a, =
5x107* (figura[ZBh), mas é capaz de erradicar o tumor vascular se a, = 5x 1073 (figura
[CEb). Entretanto, foram necesséarias em média 33 doses para eliminar o tumor vascular,
o que é quase o dobro do niimero de doses necesséarias para erradicar a micrometéstase
no mesmo cenario. Além disso, note que no caso em que o tratamento foi ineficiente o

tumor cresce a uma taxa alta mesmo sob ataque das nanoparticulas.

(e) (f) (®) (h)

Figura 7.6: Tratamento com nanoparticulas perfeitamente seletivas em tumores vascu-
lares. Em (a)-(d) a, = 5 x 1074, em (e)-(h) o, = 5 x 1073. Apenas no segundo caso
o tumor foi eliminado. As figuras mostram comportamentos tipicos observados apos

simulagoes de 50 amostras de cada caso.

Se as nanoparticulas nao sao seletivas, células tumorais que absorvem as nano-
particulas a taxa a, = 5 x 1073 sdo eliminadas, bem como as células normais vizinhas.
A erradicacao do tumor requer em média 102 doses, ou seja, aproximadamente dois
meses de tratamento intensivo, com a administracao de uma dose a cada 12h. Por

outro lado, se as células absorvem o, = 5 x 107% o tumor cresce apesar do tratamento,
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enquanto o tecido normal é devastado. Esses resultados podem ser vistos na figura [[7

Figura 7.7: Tratamento com nanoparticulas nao-seletivas em tumores vasculares. Em
(a)-(d) a. =5 x 1074, em (e)-(h) a. =5 x 1073. Apenas no segundo caso o tumor foi
eliminado. As figuras mostram comportamentos tipicos observados apés simulagoes de

50 amostras de cada caso.

As diferencas entre os tratamentos em tumores vasculares e micrometastases,
com nanoparticulas seletivas ou nao, também podem ser observadas na figura [C8
Nela, é mostrada a evolucao do nimero de células cancerosas em cada cenério. O
inicio do tratamento é indicado por uma seta. Note que os tumores vasculares crescem
a uma taxa bem mais alta que as micrometastases, o que pode ser explicado pela
maior disponibilidade de nutrientes ao tumor vascular. E como pode ser visto nas
figuras [[8a e b, a erradicacao do tumor é muito mais rapida nas micrometastases.
Nos casos em que o tumor nao foi eliminado devido a baixa taxa de absorcao de
nanoparticulas (figuras [8 e d), os tumores crescem até ocuparem toda a regiao
vizinha ao capilar. Enquanto as micrometéstases sofrem uma reducao importante
logo ap6s o inicio da terapia, os tumores vasculares sofreram apenas uma reducao
insignificante, retomando seu crescimento em seguida. Note que o tratamento parece
mais eficaz contra as micrometastases até o instante em que elas alcancam o capilar.
A partir desse momento, o tumor vascularizado é indiferente as consecutivas injegoes

da droga.



7.5 Conclusoes 89

50 100 150 0 50 100 150
t (dias) t (dias)

Figura 7.8: Curvas de populagao para os cenarios discutidos anteriormente. Em (a)
a.=0a,=5x10"%em (b) a, =5x 103 e, =0, em (¢c) o, = a,, = 5 x 107, em (d)
a, =5x10"* e ay, = 0. As curvas pretas se referem a tumores vasculares enquanto as

vermelhas a micrometastases. As setas indicam o inicio da terapia.

7.5 Conclusoes

A quimioterapia contra o cancer usando nanoparticulas de CP-Dox foi estudada
por meio de simulacoes computacionais que combinam equacoes de reagao-difusao para
os nutrientes, a farmacocinética das nanoparticulas e regras estocasticas para as agoes
celulares. Nossos resultados indicam que essa terapia fracassa em erradicar tumores
solidos principalmente devido as baixas taxas de endocitose das nanoparticulas. Um
tratamento bem-sucedido requer que as nanoparticulas permanecam na corrente san-
guinea por um longo periodo de tempo, que haja alta seletividade das nanoparticulas
pelas células cancerosas e que elas sejam absorvidas a uma alta taxa pelas células ma-
lignas. Esses fatores emergem como os principais desafios na busca por nanoparticulas

oncoliticas eficientes.



Capitulo 8

Conclusoes e Perspectivas

Nessa tese de doutoramento foram propostos e discutidos modelos multiescala
para tratamento de tumores via viroterapia oncolitica e via nanoparticulas quimiote-
rapicas. Os trabalhos apresentados nos capitulos H e [ foram publicados (ref. [7] e
[8]), o trabalho apresentado no capitulo [ sera submetido em breve e o apresentado no
capitulo [ ja estd submetido.

Modelos matematicos tém o potencial de, mais do que descrever sistemas biol6-
gicos, prever quais os mecanismos fundamentais que definem cada fenémeno. Assim, os
modelos propostos nessa tese sugerem as caracteristicas necessarias na construcao de
virus oncoliticos e de nanoparticulas quimioterdpicas para que o tumor seja erradicado
em uma terapia que minimize efeitos colaterais.

Quanto aos trabalhos relacionados a viroterapia, as predi¢oes dos modelos po-
dem ser verificadas experimentalmente, e algumas sugestoes de como implementar tais
modificagoes nos virus e de como a resposta imune poderia ser modulada foram apre-
sentadas ao longo dos capitulos. Nossos resultados destacam a importancia de adequar
a difusividade viral a dindmica do tumor e indicam que a resposta imune nao precisa
ser completamente suprimida; reduzir a mobilidade dos linf6 citos na regiao tumoral
pode ser suficiente para permitir que os virus eliminem o tumor. Em relacao as nano-
particulas quimioterapicas, destacamos a importancia de aumentar a seletividade e a
taxa de endocitose dessas nanoparticulas por células cancerosas.

Ja estd em andamento uma versao tridimensional para o modelo de crescimento
de tumores apresentado no capitulo Os proximos passos sao um estudo criterioso
desse modelo e propor versoes tridimensionais para terapias anti-cancer. Além disso,
pretendemos progressivamente incluir outros aspectos importantes no desenvolvimento
tumoral. Por exemplo, considerar o perfil de expressao génica de cada célula cancerosa

e as interagoes tumor-estroma-sistema imune.

90



91

Além de desenvolver os modelos no sentido de torna-los mais especificos a certos
tumores e terapias, ou incluir outros processos e caracteristicas importantes na pro-
gressao de tumores, é importante tentar extrair quais os aspectos realmente essenciais
nos modelos. Por exemplo, discutir os efeitos de condigoes iniciais diferentes, a rele-
vancia de cada regra da dinamica celular, da difusao, etc. Comparacoes com célculos
de campo médio também podem sugerir quais seriam essas caracteristicas essenciais.

Portanto, é importante desenvolver esses modelos nao apenas incorporando a
eles agentes e processos, mas também questionando continuamente o papel de cada

uma das consideracoes feitas anteriormente.
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A

Apéndices

Apéndice A - Resolucao das Equacoes Diferenciais

O procedimento usado para resolver as equacgoes diferenciais em todos os mode-

los apresentados é semelhante. Considere a equagao

00 oo,
5 = DV'o -0 (A1)
¢(xr = 0) = o,

em que ¢ é, por exemplo, a concentracao de nutrientes (ou virus ou anticorpos), D sua
constante de difusao e v sua taxa de consumo. O objetivo é resolver essa equagao em

uma rede quadrada com espacamento de rede A.

Substituicao de variaveis

Por simplicidade, é conveniente realizar uma substituicao de varidveis na equa-
cao diferencial para deixa-la “adimensional”. Por exemplo, na [AJl a substituicao de

variaveis:

Dt s 0 yA?

/ _ - / _ = / - / — A2
permite que a equacao [AJ] seja reescrita como

oD 09" Do o 7'D

N or Ay VT A (A.3)

¢ =0)=1,
ou, dividindo os dois lados da equagio por Dgy/A? tem-se
/
% = V"2 — v/ dled/ (' =0) =1, (A.4)

Note que todas as novas variaveis sao adimensionais.
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Discretizacao da equacao

Usando o método de diferencas finitas, é possivel discretizar a equacao [A.4] para

que ela possa ser resolvida na rede com espacamento A. Reescrevendo essa equagao

omitindo as apostrofes, temos

L
E_V ¢ — 9.

Da série de Taylor temos que

do(z;) +A_2d2¢($i)

1 A) = ‘ A 3
) dol) | A% do(x)
T T
A = d(z;) — AXT) L DT EO) g8
Definindo
i1 = 0(z; + A), 0 = o), pim1 = oz, — A),
¢/ o d¢(xz + A) ¢/ - d¢(xz) ¢/ . d(b(l’l - A)
e dx TR gy LT dx ’
1" d2¢<xl =+ A) " d2¢<l’l) " d2¢<xl - A)
¢’i+1 = de 7¢’i = dl_2 7¢i—1 = dl‘2 PIRIRE
podemos reescrever as equacoes e [A1 como
A%
biv1 = ¢i + APl + yﬁb@/
e A2
Gi1 = di — Ay + ?fﬁgl
Subtraindo [AZT0l em tem-se
! ! ¢i+1 - Cbifl
o — i~ 20D [ T T
¢z+1 ¢z 1 ¢z = gbz IA

e somando [A_T0] em tem-se

% -2 i+ Qi
i1 + Pio1 & 20 + A% = ¢§’z¢+1 EZ -

Usando [A-TJ], temos que a derivada temporal discretizada é dada por:

¢ ~ Pri1 — P
ot O

e o laplaciano discretizado é dado por

_ % n ¢ _ Git1,j — 2045 + i1
ox?  0y? 52

Gijr1 — 2055 + Gij1
42
J

(V)i +

(A.5)

(A.6)

(A7)

(A.12)

(A.13)

(A.14)



106 Apéndices

Se 0; = 0; = A, entao

_ Giv1j + Gic1j+ Gijr1 + Gijo1 — 40

(Vo). v (A15)
Substituindo [AXT3 e em [AJ] obtemos
1
+ (bt,]: Z+1]+¢Z 1]+¢]+1+¢1]1 ij_”yt (A16)

5 A2 g

Método de Jacobi

Considere a equacgao discretizada [A. 16l O critério de convergéncia é dado por

0 1
A—g <7 (A.17)
Fazendo §; = A?/4 na equacgao [A16l obtemos
gl = Mot o+ o — ) - e, (a18)
2,J 1,J 4 i+1,5 i—1,7 i,7+1 2,7—1 2,] /72] .
Logo,
1 L t t ¢ A7,
¢i,j = _[¢z‘+1,j + (bifl,j + ¢i,j+1 + ¢@',j71] - —’V¢z,j (A.19)

4 4
Essa equacgao pode ser reescrita em funcao do residuo de um estagio qualquer da ite-

ragao. O residuo € ; do sitio 4, j & definido por

1
6t,] A2 [ i+1,5 + ¢z 1,5 + (bz ,J+1 + (bz_] 1 (b:,]] - 7¢§,] (AQO)
Entéao, a equacao [AT6 pode ser escrita como
A2
ot =gt + Igij (A.21)

Para reduzir o erro, com condigoes de contorno de Dirichlet nos 4 lados de uma
rede L x L por um fator de 1077 sdo necessarias aproximadamente pL?/2 iteragoes para

cada sitio.

Método de Gauss-Sidel

¢t+1 o ¢t + A_2€t+1 (A 22)
i = Qi TG :
em que
1
Eg,—*j—'l A2 [ i+1,5 + Qiﬂ NI + ¢z J+1 + ¢zj7_£1 - 4¢§, ] /YQSZ 0 (A23)

se varremos a rede sequencialmente (i = 0, L, j = 0, L). Para reduzir o erro por um
fator de 107 no mesmo caso anterior sao necessarias aproximadamente pL?/4 iteracoes

para cada sitio. Ou seja, esse método é duas vezes mais rapido que o método de Jacobi.
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Método de Newton

g?j
Oei ;/ 09

Este método é usado para problemas de valor de contorno nao-lineares.

=0t (A.24)

5y

Detalhes na implementagao dos algoritmos

As equagoes de reacao-difusao para os nutrientes usadas em todos os modelos
apresentados nesta tese foram iteradas usando o método de Gauss-Siedel Newton. As
condicoes iniciais foram as solucoes exatas para estas equagoes quando nao ha células
cancerosas no tecido (o, = 0 e 0,, = 1 em todos os sitios). Estas equagoes foram iteradas
até o estado quase-estacionario, ou seja, até que a maior diferenga (considerando todos
os sitios) entre a concentracdo de nutrientes em um mesmo sitio entre duas iteragoes
consecutivas seja menor que 1075, As equagoes sio resolvidas em toda a rede no inicio
de cada passo de tempo ¢ (note que um passo de tempo corresponde ao sorteio de N..
células para tentarem executar uma agao). Contudo, para acelerar a convergéncia, se a
célula sorteada morreu ou se dividiu, resolvemos essas equacoes na vizinhanca do sitio
desta célula imediatamente. Ou seja, durante um passo de tempo At = 1/N,, sempre
que o nimero de células muda, iteramos as equacgoes para os nutrientes algumas vezes
na regiao do tecido onde ocorreu essa mudanca. Desse modo, quando as N, células
tiverem sido sorteadas e o proximo passo de tempo iniciar-se (t = t+ 1), sera necessario
um numero menor de iteragoes das equacoes até chegar ao estado quase-estacionario.

Entretanto, para equagoes mais simples como a que descreve a difusao dos virus
(modelo apresentado no capitulo H), apenas o método de Jacobi foi usado. Note que
as equacoes para a difusao dos virus e para a difusao dos anticorpos neutralizantes
foram iteradas um nimero determinado de vezes, diferentemente das equagoes para os

nutrientes, que foram iteradas até o estado quase-estacionario.

Apéndice B - Diagramas de blocos com os algoritmos

dos modelos

Nesta secao serao apresentados diagramas de blocos com os algoritmos detalha-
dos de cada modelo. Os programas foram desenvolvidos na linguagem de programagao
FORTRAN 90.
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Condicdes
iniciais (t=0)

t=t+1;
At=0

SIM

NAO

I [T

Solucao das equacles de
reacao-difusao para dois
tipos de nutrientes

Sorteio de uma célula
cancerosa ao acaso

Sorteio de um nimero
aleatério 0<z<1

Célculo
de Pmov

ndmero alea
tério 0<z<

Célula se
divide

v

Sorte|o de u
numero alea-
torio O<z<l1

Sorteio de u
nimero alea+
téorio 0<z<l1

N(t)=N(t)+1

@ NAO NAO
SIM SIM
Célula Célula migra
morre localmente
Nc(t)=Nc(t)-1
v ‘ v

At=At + 1/ N(t-1)

el

Figura A.1: Algoritmo do modelo do capitulo B para crescimento de tumores. As

equacgoes de reacao-difusao para os nutrientes foram resolvidas usando o método de

Gauss-Siedel Newton mostrado na segao anterior, e as regras da dinamica celular (di-

visao e migragao) sao mostradas na figura [A2
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Divisao celular por mitose

Os quatro sitios
primeiros-vizinhos estdo
ocupados por células

SIM A célula-filha permanece no mesmo

sitio da célula que se dividiu

A célula-filha ocupa
este sitio vizinho a
célula que se dividiu

Selecione ao acaso um dos sitios vizinhos
vazios ou ocupados por uma célula normal

(a)

Migracdo celular

Os quatro sitios
primeiros-vizinhos estao
ocupados por células

Selecione ao acaso um A célula migra para
dos sitios vizinhos um desses sitios

Selecione ao acaso

um dos sitios vizinhos
vazios ou ocupados
por uma célula normal

A célula se move ocupando
um sitio vazio ou trocando de

mesmo sitio2 a .
posicao com a célula normal

lsuvu

Selecione ao acaso A célula se move ocupando ou

um dos sitios vizinhos ___},m sitio vazio ou o sitio de uma

vazios ou ocupados célula normal, que ird morrer.
por uma célula normal

(b)

Figura A.2: Divisao (a) e migracao (b) de uma célula cancerosa. A morte por privagao

nao foi mostrada porque é um processo trivial.
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Condicdes Solucéo das equacdes de Se N(t) > N e os virus ainda nao
iniciais (t=0) reacdo-difusdo para dois —p- | foram injetados = concentragao
» tipos de nutrientes Vo de virus é uniformemente
l distribuida sobre o tumor
y
t=t+1; ~ ~
At=0 Sorteio de uma célula Solucao da equacao
cancerosa ao acaso de reagao:dlfusao
dos virus
SIM v

célula estd
{nfectada?

NAO Sorteio de um ndmero
aleatério 0<z<1

y Célula sofre lise
W Virus séo libe-
dos localmente

I v
Calculo Célculo Calculo Ne(t)=N. (£)-1
de Pde| de H’nov de an
\ ! w
Sorteio de u Sorteio de u Sorteio de u Sorteio de um
ndmero alea numero aleay numero alea- numero alea-
tério O<z< tério 0<z<l tério 0<z<l1 tério 0<z<l
SIM NAo @ NAO NAo NAO
SIM SIM SIM
Célula se Célula ICélula migra Célula é
divide morre localmente infectada
N(t)=N(t)+1 NLO)=N(t)-1
r ¥ v |
— At=At + 1/ Nc(t-l) Y
}

Figura A.3: Algoritmo do modelo do capitulo B para viroterapia de tumores sélidos. A
equagao de reagao-difusao dos virus é resolvida usando o método de Jacobi (apéndice
A) por simplicidade. A dindmica das células cancerosas é detalhada nas figuras

(divisdo e migragao) e (infeccao e lise).
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Condicdes Solucdo das equagdes de Se N_(t) > Nj e os virus ainda nao
iniciais (t=0) reacdo-difusdo para dois —p | foram injetados = concentracao
> tipos de nutrientes Vo de virus é uniformemente
l distribuida sobre o tumor
y v
t=t+1; ) . Dinamica dos virus:
At=0 Sorteio de uma célula ) P
cancerosa ao acaso caminhadas aleatdrias;

remocdo de uma
fracdo dos virus.

A\ 4

NAO Sorteio de um nimero
aleatério 0<z<1

Célula sofre lise
vEbsny /(A+ny)
virus sado libera-|
dos localmente

v v

SIM

Célculo Célculo Calculo Ne(t) =N, (t)-1
de Pyq 'de Pmov de Pinf
\ y
Sorteio de u Sorteio de u Sorteio de um
ndmero alea ndmero alea- ndmero alea- ndmero alea-
tério 0<z< tério 0<z<1l tério 0<z<1 tério 0<z<1
Y
NAO Nf-\O NAo @ NAO
SIM SIM SIM
Célula se Célula Célula migra Célula é infectada
divide morre localmente por um ndmero n,

‘ * de virus escolhido
de uma distribui-

N (=Nt +1 N(t)=Nc(t)-1

Gcao de Poisson.
v ‘ v I

—>|  At=At+ 1/ NJED)

Figura A.4: Algoritmo do modelo do capitulo Bl para viroterapia em diferentes tipos

de tumores. A dindmica das células cancerosas é detalhada nas figuras [A.2] (divisao e
migragao) e (infeccao e lise).
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Infeccdo de uma célula por virus

Lise de uma célula infectada

A
Célula é infectada por uma J
quantidade desprezivel 4
de virus Y%=V, virus séo liberados
no sitio da célula que sofreu lise
(a) (b)

Figura A.5: Infeccao e lise de uma célula infectada no modelo apresentado no capitulo
HAl Note que aqui os virus sao tratados como um campo continuo, que obedece a uma

equacao de reacao-difusao.

Infeccdo de uma célula por virus

v

Selecione um numero nyde uma
distribuigdo de Poisson

|

nv < populagdo
de virus no sitio da célula g
er infectada?

Lise de uma célula infectada

Célula ¢ infectada por n,, J,
virus, que sdo subtraidos
da populacéo de virus local

Vo= bsny/ (A+ny) virus sdo liberados
no sitio da célula que sofreu lise

(a) (b)

Figura A.6: Infeccao e lise de uma célula infectada no modelo apresentado no capitulo

Bl Aqui, os virus sao agentes individuais, que realizam caminhadas aleatorias no tecido.
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Dinédmica dos virus:

Se N.(t) > No e os virus ainda ndo

a 0 [ ~ caminhadas aleatérias;
Condicoes Solu(iaOdQ?S ?QUBCOEZ de foram injetados = concentracéo | remocio de uma fracio
iniciais (t=0) rea'gao— fTusao Para ols —» Vde virus é uniformemente < . ¢
tipos de nutrientes dos virus;

distribuida sobre o tumor

neutralizagdo por anticorpos.

/ ) . Recrutamento e remogao
p/ Sorteio de uma célula ao acaso —]

—————/ de linfécitos;

v — 1
t=t+1; - ’ Slula & Migracao
N t=At'=0 Sorteio de um ndmero, célula é do
aleatério 0<z<1 ancerosaj linfécito
A

celula estd

Célula
sofre
lise

v l
Célculo Caélculo Célculo 7 Ne(t)=N.(t)-1
de Py / Ae H'nov/ de Pinf c "

Sorteio de u Sortelo deu Sortelo deu Sorteio de um
ndmero alea numero alea- numero alea- ndmero alea-
tério 0<z< tério 0<z<1, tério 0<z<1 tério 0<z<l

uma célula
{nfectada?

Sorteio de um
ndmero alea-
tério 0<z<l

Ao NAo @ NAO
SIM SIM
Uma das
Célula se Ceélula [Célula migra Célula ¢ infectada vizinhas
divide morre localmente por um nimero n, infectada]
; * de virus escolhido morre
de uma distribui- +
N (t)=Nt)+1 N(t)=Ne(t)-1 Gao de Poisson.
| N dt)=Ngt)-1
v \ v + vy
p  At=At+1/N (1) A=At + U N(ED) |4
A

Figura A.7: Algoritmo do modelo do capitulo Bl para a resposta imune na viroterapia
oncolitica. A equacao de reaca-difusao para os anticorpos foi resolvida usando o método
de Gauss-Siedel-Newton (apéndice A). A dinamica das células cancerosas é mostrada
em detalhes nas figuras [A.2 (divisdo e migragao) e [A.f (infeccio e lise), enquanto o

algoritmo para migracgao dos linfocitos & mostrado na figura [A-8.
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Migrac&o dos linfécitos Determinar o nimero k de células cancerosa
infectadas que estdo dentro de um circulo de
raio R centrado no linfécito e suas posicoes.

Selecionar ao acaso uma Selecionar ao acaso um sitio
dessas células infectadas NAO SIM na borda do circulo

€lula tem pelo menos
um sitio vizinho vazio ou ocupado
por uma célula
normal

€std ocupado por um
infocito ou uma célula

SIM

Selecione ao acaso um desses sitios O linfécito ocupa |
azios ou ocupados por célula normal o sitio escolhido -

Figura A.8: Algoritmo para a migracao dos linfécitos no modelo do capitulo Bl
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Condicoes
iniciais (t=0)

!

t=t+1;
At=0

SIM

\ 4

Solucdo das
equacoes de
reacao-difusao
para dois tipos
de nutrientes

Caélculo

»

concentracdo cq
de nanoparticulas
no capilar

da

Solugdo da equacao
para a concentragao ¢,
de CP-Dox no tecido.

v

CP-Dox

Cdlculo da quantidade c3de

internalizada em cada célula

nimero alea-
tério 0<z<1

Sorteio de uma

'/ célula ao acaso

A\ 4

-

Calculo
de Pye
A

tério 0<z<

Sorteio de u
numero alea

tério O0<z<1

Sorteio de u
ndmero aleay

tério 0<z<l1

Calculo da concentracao ¢4 de
droga liberada em cada célula

v

Determinacao da saude

Célculo
de Pmov

Sorteio de u
numero alea-

@ NAO

@ NAO NAO
SIM SIM

SIM
Célula Célula Célula can-
cancerosa cancerosa cerosa migra
se divide morre localmente
N(t)=N(t)+1 N(t)=N(t)-1
v v
—»|  At=At+ 1/ N(t-1)

numero alea
tério 0<z<

H de cada célula

Célula
normal

morre

v

N(t)=N(t)-1

Figura A.9: Algoritmo do modelo do cap. [l para quimioterapia.

As equagoes de

reacao-difusao foram resolvidas pelo método de Gauss-Siedel explicado no apéndice A.
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