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Resumo

A biologia do cancer é um campo muito complexo e que vem se expandindo rapida-
mente. A taxa de mortalidade por esta doenca tem diminuido, por conta de politicas de
saude publica, por exemplo; contudo, em outros casos, como o cancer de pulmao, a taxa
de mortalidade ndo tem diminuido nas dltimas décadas. Assim, hd uma forte motivacao
para integrar varios campos do conhecimento para o estudo da biologia do cancer e a
estequiometria bioldgica € um deles.

Estequiometria bioldgica € o estudo do balanco de energia e dos multiplos elemen-
tos quimicos em sistemas bioldgicos. Uma idéia central na estequiometria bioldgica
¢ a hipdtese da taxa de crescimento, a qual estabelece que a variacdo na relagdo este-
quiométrica carbono:nitrogénio:fésforo dos organismos vivos estd associada com a taxa
de crescimento por conta da elevada demanda de RNA ribossdmico rico em fésforo e ou-
tros elementos necessarios a sintese de proteinas. Como as células tumorais possuem alta
taxa de proliferacao, a hipdtese da taxa de crescimento pode ser aplicada em estudos do
cancer.

Neste trabalho a dinamica de dois tumores (primdrio e secundério) e dos elementos
quimicos carbono e nitrogénio sdo simuladas e analisadas através de um modelo ma-
tematico que utiliza como idéia principal a estequiometria biologica. As equagdes dife-
renciais do modelo sdo resolvidas numericamente pelo método de Runge-Kutta de quarta
ordem.
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Abstract

Cancer biology is a complex and expanding field of science study. Due its complexity,
there is a strong motivation to integrate many fields of knowledge to study cancer biology,
and biological stoichiometry can make this.

Biological stoichiometry is the study of the balance of multiple chemical elements in
biological systems. A key idea in biological stoichiometry is the growth rate hypothe-
sis, which states that variation in the carbon:nitrogen:phosphorus stoichiometry of living
things is associated with growth rate because of the elevated demands for phosphorus-
rich ribosomal RNA and other elements necessary to protein synthesis. As tumor cells
has high rate proliferation, the growth rate hypothesis can be used in cancer study.

In this work the dynamic of two tumors (primary and secondary) and the chemical ele-
ments carbon and nitrogen are simulate and analyzed through mathematical models that
utilize as central idea biological stoichiometry. Differential equations from mathematical

model are solved by numerical method Runge-Kutta fourth order.
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Capitulo 1

Introducao

Neste capitulo serdo apresentados os conceitos basicos envolvidos na biologia do cancer

e da estequiometria bioldgica, que dardo embasamento para os capitulos seguintes.

1.1 O cancer

O desenvolvimento da vida requer a cooperacdo de mais de 10 milhdes de células
para o bom funcionamento do organismo (Wodarz & Komarova [39]). Esta cooperagdo
¢ mantida por mecanismos que determinam quais células devem se dividir, quais devem
morrer e quais devem se diferenciar.

O fendmeno do cancer pode ser definido sobre varios niveis. Em um nivel mais bésico,
o cancer representa o colapso dessa rede de cooperacdo intercelular. Isto resulta em um
crescimento descontrolado do numero de células e, eventualmente, pode levar o orga-

nismo a morte.

1.1.1 Controle do crescimento de células normais

O mecanismo de controle do crescimento € uma das dreas mais importantes da bio-
logia. Durante o crescimento e o desenvolvimento normal, um mecanismo preciso faz
com que os diferentes 6rgaos atinjam um tamanho especifico, o qual nunca deveria ser
superado (normalmente ndo € superado). Se um tecido é danificado, as células que so-
breviveram comecam a crescer € a substituir as células lesadas, na maioria dos 6rgaos.
Assim que o dano é reparado este processo para, isto €, 0 mecanismo de controle do cres-
cimento normal persiste por toda a vida. Embora a maioria da células no embrido tenha

a capacidade de proliferar (aumentar em nimero), nem todas as células adultas mantém



estas caracteristicas. Na maioria dos 6rgdos hd células especiais de reserva ou células
primitivas que sao capazes de crescer em resposta a uma série de estimulos, por exemplo,
uma ferida, e diferenciar-se em células especificas daquele 6rgao. Quanto mais diferen-
ciada uma célula, como as células musculares ou nervosas, mais provavel é que tenha
perdido a sua capacidade de crescer. Em alguns 6rgdos, principalmente no cérebro, as
células mais diferenciadas - as células nervosas - podem proliferar unicamente no em-
brido, embora as células de sustentagdo mantenham a sua capacidade de crescimento. Em
conseqii€ncia, os tumores de células nervosas sdo encontrados somente em criangas, en-
quanto que nos adultos os tumores cerebrais sdo derivados quase que exclusivamente das
células de sustentacao (Franks [10]).

E de opinido comum que o cancer é uma doenca do DNA, isto é, o crescimento des-
controlado de células é o resultado de alteragdes ou mutagdes! no material genético. Mais
precisamente, o surgimento do cancer pode requerer a acumulagdo de multiplas mutagdes.
Uma vez uma célula cancerigena criada, pode ocorrer um processo conhecido como ex-
pansdo clonal. Ela da origem a descendentes por divisdo celular e a populacdo celular
cresce. Durante este processo, células podem adquirir uma variedade de mutacdes que
permitem uma progressao mais rapida e avancada de duplicacgao.

O cancer consiste, tipicamente, de uma variedade de gendtipos diferentes e representa
um mosdico de linhagens de células. O crescimento de um cancer simples, ou primario,
usualmente ndo leva o organismo a morte. Alguns canceres podem, contudo, adquirir a
habilidade de entrar na corrente sanguinea, viajar para diferentes sitios e iniciar o cres-
cimento em outros 6rgdos. Esse processo € conhecido como metéstase € € muito mais
letal.

1.1.2 Genética basica do cancer

Genes especificos asseguram que a integridade das células seja mantida e o cresci-
mento descontrolado previnido. Quando estes genes sofrem mutacdo, as células ficam
sujeitas ao desenvolvimento de um fenétipo cancerigeno. Estes genes podem ser dividi-
dos em trés categorias: oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo.

Em células normais, os oncogenes promovem a proliferacdo regulada das células, na
presenca de apropriados sinais de crescimento. Quando oncogenes se mutam induzem
a célula a se dividir continuamente, independente da presenca ou auséncia de sinais de

crescimento. Isto pode resultar em crescimento indesejado e cancer. Apenas uma mutagao

"Mutagdes sdo modificagdes na estrutura ou no nimero de cromossomos, bem como na estrutura do
gene(DNA).



€ necessdria para ativar um oncogene, porque ele causa um “ganho de fun¢do”. Células
normais tém duas copias de cada gene e cromossomo; uma do pai e outra da mae. Se
qualquer delas for ativada, no caso de um oncogene, a célula terd novo comportamento.

Os genes supressores de tumor sdo os responsdveis pela interrup¢ao do crescimento
das células. O crescimento de uma célula tem que ser interrompido se a célula estiver
danificada, mutada ou se a morte da célula € requerida por homeostase. Quando os genes
supressores de tumor ficam inativos, o crescimento de células alteradas nao € previnido e
isto promove o desenvolvimento do cancer. Por conta deste gene necessitar ser inativado
ao invés de ativado, as copias do pai e da mae devem sofrer mutagdo. Dessa forma, dois
eventos de mutagcdo devem ocorrer para a inativacao dos genes supressores de tumor. Pelo
fato de que muitos canceres sdo iniciados via inativacao de um gene supressor de tumor,
acredita-se que a iniciagcdo requer duas mutacoes (two hits). Esta idéia foi formulada pela
primeira vez por Alfred Knudson (Wodarz & Komarova [39]) e € chamada de two hits
hipothesis. Exemplo de gene supressor de tumor é o gene p53 2 que é inativado em mais
de 50% de todos os canceres humanos.

Os genes de reparo sdo responsaveis por manter a integridade do genoma. Quando
DNA ¢ danificado, por exemplo, por conta de exposicao a radiacdo ultravioleta, radiacio
ionizante ou carcindgenos, esses genes fazem com que o dano seja removido e a célula
permaneca saudavel. Se os genes de reparo sao mutados, células podem adquirir novas
alteragdes genéticas em uma taxa mais rapida e isto promove o processo da carcinogéne-
se>. Células que tém os genes de reparo mutados sio referidos como mutator phenotypes
ou células geneticamente instdveis. A perda da funcdo de reparo também requer duas
mutacgdes (two hits), contudo, uma tnica mutagio pode resultar numa reducao da funcdo

no contexto de certos genes de reparo.

1.1.3 Instabilidade genética

Diferentes tipos de instabilidade genética podem ser verificados. Elas podem ser clas-
sificadas em duas categorias: pequenas seqiiéncias de instabilidade e grandes seqii€éncias
de instabilidade.

Pequenas seqii€éncias de instabilidade envolvem sitis variacdes genéticas que podem
rapidamente levar a um processo de progressao de cancer. Defeitos em mecanismos de

reparo de material genético conhecidos como mismatch repair dao inicio a instabilidade

20 gene p53 possui uma proteina que se liga a0 DNA e induz a producio de um gene regulador que
impede a célula de se duplicar (mitose). Mutagdes nesse gene, entdo, incapacitam esse freio de emergéncia
de duplicacdo celular e conduz a uma instabilidade génica (Rocha [32]).

3A carcinogénese é a cascata de eventos que ocorrem na conversio de uma célula normal em um céncer.



microsatélite ou MSI. Isto envolve cdpia errOnea na repeti¢io da seqiiéncia do DNA. MSI
€ mais comum em cancer de c6lon. Outro tipo de instabilidade de pequena escala vem
através de defeitos nos genes de reparo conhecidos como excision nucleotide. Estes sao

responsdveis pelo reparo dos danos do DNA causados por mutigenos®

exdgenos, como
radiacdo ultravioleta. Ele é mais importante no desenvolvimento do cancer de pele. Um
defeito em tal mecanismo de reparo foi verificado em uma doenca chamada xenoderma
pigmentosum, a qual é caracterizada pelo desenvolvimento de muitos tumores na pele em
areas expostas ao sol (Wodarz & Komarova [39]).

Instabilidades que envolvem grandes alteragdes cromossomais sao chamadas instabi-
lidades cromossomais ou CIN. Células que sdo caracterizadas pelo CIN mostram uma
variedade de anormalidades cromossOmicas. Estas podem ser alteragcdes no nimero de
cromossomos, que podem envolver perda ou ganho de cromossomos totais. Isto resulta
em aneuploidia®. Alternativamente, partes dos cromossomos podem ser perdidas ou pode

ocorrer translocagdes, amplificacdes de genes e recombinacdes mitoticas.

1.1.4 Crescimento tumoral

As células normais e as cancerigenas se dividem mais rapidamente quando os volumes
teciduais ou tumorais sao menores, € mais lentamente quando os volumes sao maiores.
Isto leva a um crescimento exponencial com curtos periodos de duplicagdo em tumores de
volumes menores. A fase proliferativa de um tumor decresce a medida que o tumor cresce,
aumentando seu tempo de duplicagdo. O crescimento de células sadias ou cancerosas
podem ocorrer por trés mecanismos
(Rocha [32]):

1. Encurtamento da duracdo do ciclo celular, o que resulta em mais células sendo

produzidas por unidade de tempo.

2. Diminui¢do da taxa de morte celular, o que também resulta em mais células sendo

produzidas.

3. Mudanca de células em GO 6 para o ciclo celular, resultando em mais células sendo

produzidas por unidade de tempo.

Nos canceres, os tempos de duplicacdo das células podem ser altamente varidveis e

relativamente autondomos. Os tempos de duplicacdo das células e do volume dos canceres

“Mutdgenos sdo agentes fisicos ou quimicos capazes de alterar a informacio genética de um organismo.
STrata-se da alteracdo numérica de um ou alguns cromossomos do genoma.
%GO é uma das fases da mitose, a de menor atividade metabélica.
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sao medidas reais da agressividade de um cancer, pois sao medidas dinamicas (Rocha
[32]). Como ja& mencionado, inicialmente, células cancerigenas crescem exponencial-
mente. Isto ocorre porque na fase inicial hd uma quantidade ilimitada de nutrientes
(inclundo oxigénio) oriundos da dieta. Os nutrientes sdo carreados ao longo dos vasos
sanguineos, atravessando as paredes dos vasos, e entdo se difundem ao longo dos teci-
dos e de células individuais. No entanto, com o crescimento muito rdpido (exponencial),
0s vasos sanguineos sdo incapazes de crescer com a mesma taxa e se desenvolve uma
deficiéncia na provisdo sanguinea. Entdo, quando € atingido esse nivel, a velocidade de
proliferacdo tumoral diminui. De forma geral, o comportamento do crescimento tumoral
obedece a uma curva gompertziana (Araujo & McElwain [1]).

Em situagdes em que os suprimentos fornecidos pelos vasos sanguineos ja ndo sdao
suficientes para atender as necessidades tumorais, os tumores sido capazes de produzir
substancias que aumentam o fluxo sanguineo ou induzem a proliferagao de vasos, embora
usualmente esta resposta ndo seja suficiente para cobrir a necessidade do tumor (Pes-
carmona et al. [29]), esse fenoméno € conhecido como angiogénese. Outros fatores,
como localiza¢do em tecidos rigidos como 0ssos, competi¢do por nutrientes com outras
populacdes de células tais como linfécitos ou macréfagos também limitam o crescimento

de tumores (Pescarmona et al. [29]).

1.1.5 Angiogénese

Inicialmente, os tumores sdlidos sdo avasculares, eles ndo possuem sua propria pro-
visdao de sangue. Nesta situacdo eles dependem de vasos sangiiineos proximos para a
obtencdo de nutrientes, de oxigénio e também para a eliminacdo de metabolitos, sendo
todas essas trocas realizadas por difusdo (Mantzaris et al. [24], Plank [30], Rocha [32],
Wodarz & Komarova [39]). Com o aumento rdpido da massa tumoral, as demandas por
nutrientes e oxigénio também aumentam, até 0 momento em que as provisoes oferecidas
as células via difusao sao insuficientes para as necessidades do tumor. Nesta situagao,
as células superficiais do tumor recebem nutrientes normalmente e as células do interior,
nao. Isso provoca a formagdo de um nucleo necrético, formado por células tumorais mor-
tas devido a insuficiéncia de nutrientes que chega até elas, e, eventualmente, o tumor para
de crescer (a menos que seja vascularizado), ndo ultrapassando um tamanho de aproxima-
damente 1 a 3mm (Kerbel [16], Mantzaris et al. [24] , Plank [30], Preziosi [31], Wodarz
& Komarova [39]).

Angiogénese € a formacdo de vasos sanguineos a partir de uma vascularizacdo pré-
existente, ¢ um componente crucial no processo de crescimento de muitos mamiferos

(Chaplain [2]) e ocorre tanto em adultos como em embrides (Preziosi [31]). Ela ocorre,
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por exemplo, na embriogénese durante a formagao da placenta, depois da implantacdo
do blastocisto na parede uterina (Graham & Lala [11]). Em adultos ela ocorre na vascu-
larizac@o dos ovarios e utero durante o ciclo menstrual, nas glandulas mamarias durante
a lactacdo, etc (Folkman [9]). A angiogénese também € importante em processos pa-
tologicos, tais como, doengas inflamatdrias cronicas (artrite reumatéide, por exemplo),
vasculopatias, desordens degenerativas, neo-vascularizagao dos olhos, tlceras duodenais,
processos de cicatrizagdo, tumorgénese, etc (Chaplain et al. [3], Preziosi [31]). Através
dela o crescimento de um tumor pode ser retomado e a massa de células necrdticas no
interior do tumor desaparece. Uma bem ordenada seqiiéncia de eventos caracteriza a an-
giogénese (Chaplain [2], McDougall et al. [25]), comecando com o rearranjo € migragao
de células endoteliais de um vaso pré-existente e culminando numa nova extensiva rede,
ou leito, de vasos sanguineos. Cinco diferentes fases bioldgicas da angiogénese fo-
ram caracterizadas e estabelecidas, segundo Preziosi [31], sd@o: iniciagdo, progressao,
diferenciacdo, maturagdo e remodelamento e guia (guidance). A iniciacdo € caracteri-
zada pela variacdo da forma das células endoteliais e pelo aumento da permeabilidade.
A fase de progressao inclui a degradacdo da matriz extracelular, migracdo e proliferacao
das células endoteliais. Durante a diferenciagao, as células endoteliais param de crescer,
sobrevivem em condi¢des sub-6timas e se diferenciam em primitivos vasos sanguineos.
A fase de maturacgdo inclue a formag¢do de nova matriz extracelular, recrutamento de peri-
citos e células musculares lisas e remodelamento da rede vascular primitiva. Na fase guia
(guidance), a arquitetura da arvore vascular € finalizada e delineada. Todos esses pas-
sos sao em parte regulados por fatores de crescimento endotélio-especificos, que incluem
membros de VEGF (Fator de crescimento vascular endotelial), angiopoietinas, efrinas e

familias de semaforinas.

Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)

O VEGF € o maior mediador que intervém na vasculogénese € na angiogénese. A
familia VEGF consiste de seis genes que codificam proteinas especificas: VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e derivados do fator de crescimento placental (PIGF).
Eles sdo glicoproteinas diméricas produzidas por células mesenquimais e sdo também
conhecidos como fatores de permeabilidade vascular (VPF), uma vez que permitem que
os fluidos e as proteinas extravasem. O aumento da permeabilidade dos vasos (devido
a estimulac@o de organelas vesiculares e vacuolares e a perda de juncdes de aderéncia
entre as células) e a crescente deposi¢do de fibrina sdo fatores importantes que permitem
a migracao das células endoteliais. O VEGF tem trés receptores tirosina cinase: VEGF
receptor-1 (VEGFR-1), VEGFR-2 e VEGFR-3 (Preziosi [31], Rocha [32]). O VEGF-A in-



duz, entre outros, a sobrevivéncia e a proliferacio de células epiteliais. Também controla
a diferenciacdo hematopoiética durante o desenvolvimento, bem como o comportamento
de mondcitos, osteoblastos e osteoclastos (Preziosi [31]). O comportamento de outras
moléculas de VEGF, que nao o VEGF-A, sao pouco conhecidos. VEGF-C e, provavel-
mente, VEGF-D parecem ser os mais importantes efetores da linfagiogénese pela ativacao
do receptor VEGFR-3. PIGF, o qual ndao tem maior papel na fisiologia da angiogénese, ¢
um importante indutor da vascularizagao de tumores e tecidos isquémicos (Preziosi [31]).

Um dos mais importantes reguladores da expressdao de VEGF-A € a abundancia de
oxigénio. Em resposta a niveis reduzidos desse gds’, as células expressam o fator de
transcricdo de hipdxia-induzido-1(HIF-1), o qual, dentro do nucleo, liga-se a elemen-
tos hipdxia-responsaveis do DNA, ativando a expressdo de genes hipdxia-responsdveis,
incluindo o VEGF-A. A indugdo da producdo de VEGF-A pela baixa concentragdo de
oxigénio justifica o fato desta molécula ser altamente expressa em muitas situacdoes onde
um aumento na vascularizacao € necessdrio para compensar a baixa oxigenagdo, como

em dreas necroticas de tumores e tecidos isquémicos.

Angiopoietina

Proteina que se liga a receptores especificos do endotélio vascular, do tipo Ziel e Tie2.
O receptor Tie2 desempenha um papel na integridade e sobrevivéncia das células endote-
liais na angiogénese. Na sua auséncia, o nimero de células endoteliais nos vasos € muito
baixo, o coracdo nao se desenvolve e a rede vascular ndo se organiza em vasos de pequeno
e grande calibre. No embrido, a angiopoietina € expressa na aorta dorsal e em adultos na

placenta, ovdrio e ttero.

Fator de crescimento fibroblastico (FGF)

O FGF ¢ responsavel pela proliferacdo e migracdo das células endoteliais, producao
de ativadores de plasminogénios e colagenases e pela producado de pericitos, fibroblastos
e mioblastos. Baixas concentra¢des desse fator implicam dificuldades de cicatrizacdo de

feridas.

Fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF)

"Hipéxia ocorre quando hé baixa concentragdo de oxigénio.



Esse fator é produzido por uma enorme diversidade de células. Alguns estimulos,
como gravidez, grandes concentragdes de trombina etc, possibilitam uma produ¢ao maior
de PDGF. O efeito destas moléculas depende da célula alvo, inclusive atua na angiogénese,
mas ndo de forma tao evidente quanto o do FGF.

Existem outros fatores de crescimento que estdo envolvidos com a angiogénese, mas

serdo omitidos. No entanto, os principais foram citados.

1.1.6 Metastase

Segundo Perumpanani & Norbury [28], a morbidade e mortalidade associada ao cancer
€ conseqiiéncia da habilidade das células cancerigenas de invadir tecidos vizinhos, vasos
sangiiineos, linféticos e varios 6rgaos distantes do sitio primdrio do tumor. Este processo
€ conhecido como metdstase. Além disso, segundo Winkler [38], a metdstase € a maior
razao para a falha do tratamento de canceres. Primeiramente, pelo préprio tratamento que,
freqiientemente envolve cirurgias invasivas seguidas por radioterapia e quimioterapia, fica
muito menos efetivo depois que células do tumor se espalham para outros sitios. Também
pela dificuldade de determinar exatamente para onde uma célula de um tumor primario
migrard no corpo.

A metdstase é uma cascata seqiiéncial de passos envolvendo multiplas interagdes tumor-
hospedeiro mediadas por moléculas de adesdo celular. Seis passos podem ser definidos
(Preziosi [31], Winkler [38]):

1. Destacamento
Células tumorais podem se destacar do tumor primdrio, provavelmente devido a
diminui¢@o de sua interacdo adesiva com células vizinhas. E largamente admitido

que a perda de funcdo de E-caderinas estd relacionada com este passo.

2. Invasao
Usando apropriadas moléculas de adesao (principalmente da familia das integrinas)
e enzimas degradativas, as células cancerigenas podem ser capazes de se ligar ou
destacar da matriz extracelular e dar inicio as modificacOes e ajustes necessarios

para migrar do local de origem até um vaso sanguineo ou linfatico.

3. Intravasao
Intravasao ocorre na circulagdo sanguinea ou linfatica. E mais provavel que ocorra
metdstase em tumores vascularizados por conta das aberturas naturais produzidas

pela angiogénese que facilita a penetragdo de células tumorais na circulacao.



4. Transporte e imobilizacao
Como as células cancerigenas viajam através da corrente sangiiinea, elas podem en-
contrar células imunocompotentes que podem por fim em suas jornadas através do
corpo. Contudo, algumas células cancerigenas sdo capazes de se “dissimular’(elas
expressariam moléculas nativas das membranas de leucdcitos), e dessa forma es-
capam dos possiveis ataques do sistema imunoldgico. Células cancerigenas cir-
culantes podem também interagir com componenentes do sangue, como plaque-
tas, leucdcitos e outras células tumorais e formam agregados cujo tamanho ajuda
a célula parar na circulagdo (imobilizacdo). Este tipo de imobilizacdo e reagdes
bioquimicas sdo desencadeadas por citocinas liberadas pelas plaquetas e acredita-
se que elas induzem a expressao de moléculas de adesdo pelas células endoteliais

(E-selectins), que ajudam a extravasagao de celulas cancerigenas.

5. Extravasacao
Neste processo, células cancerigenas individuais primeiramente param na circulacao
pelo desenvolvimento de interagdes adesivas com as células da parede endotelial
dos vasos. Entdo, se espalham em direcdo a juncdes das células endoteliais, através

das quais elas migram (extravasam).

6. Invasao do orgao alvo
Este passo requer os mesmos tipos de eventos descritos no passo 2, acdo de MMPs

(enzimas) e aquisi¢do de motilidade.

1.2 Estequiometria biologica

Estequiometria bioldgica € o estudo do balango de energia e dos multiplos elementos
quimicos em sistemas biolégicos (Elser et al. [8]). Ela é uma extensdo da teoria da es-
tequiometria ecoldgica, uma aproximacao desenvolvida em ecologia de ecossistema para
melhor entender a dindmica ecoldgica em termos de balanco de material de organismos
interagentes no ambiente.

O desenvolvimento da estequiometria biologica foi motivado pelo conhecimento que
diferentes organismos podem contrastar fortemente em sua composi¢do elementar, com
particular aten¢@o para os macroelementos carbono (C), nitrogénio (N) e fésforo (P). Em
lagos, por exemplo, algumas espécies de crusticeos apresentem baixa concentra¢ido de
fosforo corporeo (C:P=200, N:P=40), enquanto outros possuem alta concentra¢do desse
elemento (C:P=67, N:P=13) (Elser et al. [7]).



As quantidades dos elementos sdo, freqiientemente, expressas em relagdo ao carbono.
Por exemplo, um valor alto da razdo C:N, indica que o elemento N estd em baixa abundan-
cia em relagcdo ao carbono (C). Sterner & Elser [36], justificam o uso de razdes entre os
elementos e defendem dois motivos para esse uso. Primeiro, pelo fato da estequiometria
estar diretamente relacionada com propor¢des. E a segunda justificativa € porque as razdes
ja foram muito utilizadas na ecologia, em trabalhos bem sucedidos.

Uma idéia central nesse ramo da ciéncia é a hipdtese da taxa de crescimento (GRH).
Ela estabelece que diferencas nas razdes C:N:P de organismos sdo causadas por diferen-
tes alocacOes de RNA ribossOmico necessdrias para sintese de proteinas, que atendem as
demandas de répidas taxas de crescimento e desenvolvimento (Sterner & Elser [36]).

A estequiometria bioldgica considera os organismos como sendo simples moléculas
(Sterner & Elser [36]). Embora essa abstracdo nao seja estritamente verdadeira, é conhe-
cido que a complexidade do funcionamento de um organismo € demasiadamente elevada
para ser entendida em todos os niveis, sem antes ser compreendida em sua organizacdo e
propriedades mais bésicas.

O foco da estequiometria biolégica/ecoldgica estd fundamentada sobre os elementos
quimicos e seus padrdes de abundancia em um organismo. Toda forma de vida requer
o suplemento de macroelementos como C (carbono), H (hidrogénio), O (oxigénio), N
(nitrogénio), P (fésforo), etc. Além de alguns menos abundantes como Fe (ferro), Mg
(magnésio), entre outros. As concentragdes de pelo menos 22 elementos em humanos
foram determinadas (Sterner & Elser [36]) e notou-se que para 1 4tomo de Co (Cobalto),
que € o elemento menos abundante no organismo humano, existe 375 milhdes de dtomos
de hidrogénio, que € o elemento mais abundante. A relacdo completa dos 22 elementos,
cuja abundancia foi determinada, permite calcular a férmula estequiométrica para um hu-

mano como sendo

H3750000000132000000C85700000 Ne6430000Ca1500000P 1020000 S206000Na183000K177000 Cl127000
Mg400005138600F€2680 Zn2110Cu76114Mn13F 13 Cr7SesMosCo;.

Esta formula combina todos os elementos de um organismo humano como sendo uma
simples molécula abstrata, a molécula humana (assim como, por exemplo, CgH{20g
forma a molécula de glicose), e cada individuo € produto dessa combinagdo e propor¢cao
de 4tomos que, sendo constante, obedece ou esta ligada por algumas regras. Assim, hu-
manos devem obter estes elementos em quantidade suficiente do ambiente, que pode ou
ndo ter similar proporcao entre os mesmos. A fisiologia humana deve possuir recursos
para arranjar esses multiplos elementos em uma miriade de diferentes moléculas, absor-

ver alguns, metabolizar outros, rearranjar muitos e, quando necessario, excreta-los.
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A estequiometria biolégica é um assunto muito extenso, com muitos detalhes e teorias.
Por isso, € impossivel descrevé-la de maneira breve. No entanto, exprimi-la em minucias
nao € o objetivo deste trabalho e sim utilizar as principais idéias desse ramo da ecologia
em um assunto tdo complexo, como o cancer. O assunto € apresentado e discutido em

muito maior detalhe em Sterner & Elser [36].

1.2.1 Estequiometria biologica aplicada ao cancer

Uma miscelanea de novas estratégias, técnicas experimentais e aproximacoes teoricas
estdo emergindo na progressiva batalha contra o cancer (Araujo & McElwain [1]). Se-
gundo Elser et al. [7], a biologia do cancer apresenta uma enorme complexidade e é um
campo em crescente expansdo. Trabalhos dessa drea envolvem desde biologia molecular
a epidemiologia ambiental. Assim, hd uma enorme motivagdo, entre os pesquisadores,
para integrar diversos campos do conhecimento da biologia do cancer e introduzir novos
conceitos e estruturas teoricas que podem melhorar o entendimento da dindmica tumoral,
corroborando para o desenvolvimento das terapias. A estequiometria biolégica € um dos
campos que podem colaborar para este progresso.

Na estequiometria biolégica aplicada ao cancer, deve-se admitir um ponto de vista,
no qual, tumor e hospedeiro (paciente), sdo vistos como componentes de um sistema
ecoldgico, cada um com demandas particulares de materiais que estabelecem os termos
de interacdo e assim afetam suas dindmicas (Elser et al. [7]). A meta na terapia do cancer
¢ assegurar que o hospedeiro (paciente) venca esta competicao (isto €, o tumor seja eli-
minado) ou, ao menos, que haja uma coexisténcia estdvel que mantenha o paciente em
niveis de saude aceitdveis. Pela aplicacdo de uma perspectiva estequiométrica para repre-
sentar a multivariada demanda por materiais e transacoes dos competidores, profissionais

da saude podem ser mais capazes de interferir nessa competicdo, em favor do paciente.

1.2.2 Proliferacao celular e demanda por RNA em tumores

Um componente chave da hipétese da taxa de crescimento é que células crescendo ra-
pidamente, demandam elevadas alocagdes de RNA ribossdmico, ja que, segundo Sterner
& Elser [36], os ribossomos sdo as “organelas da sintese de proteinas”. Segundo os mes-
mos autores, 0s ribossomos também sao as organelas mais ricas em fésforo das células,
por isso, mais sensiveis a abundancia desse elemento. No rdpido crescimento de culturas
de Escherichia coli, entre 30 e 40% de sua massa seca pode ser referente ao RNA, sendo
que cerca de 85% desse RNA seja RNA ribossomico (Elser et al. [7], Sterner & Elser
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[36]). Esse alto nivel de RNA ndo ocorre apenas em microorganismos, mas também em
muitos metazoas. O desenvolvimento de muitos animais envolve periodos de rdpido de-
senvolvimento e crescimento. Esses periodos sdo geralmente caracterizados por aumento
nos niveis de alocacdo de RNA.

Tumores sdo tecidos com taxas de proliferacdo altas, portanto, sdo um campo de
aplicagdo da hipdtese da taxa de crescimento. Durante o crescimento tumoral, entdo,
deve-se notar o aumento da alocagdo de RNA ribossomico. Segundo Elser et al. [7],

existem estudos que comprovam essa relagdo, como exemplo:

e Em tumores de pele induzidos por aplicagdo epidermal de promotores de tumor, a
razdo RNA:DNA e a quantidade de RNA (porcentagem de massa seca contribuida

pelo RNA) era de duas a trés vezes maior que em tecidos normais.

e Em vdrios tipos de leucemia, a quantidade de RNA celular dos linfécitos estava

fortemente correlacionada com acelerado crescimento celular.

e Em estudo de canceres ginecoldgicos, no qual o tecido neoplésico era comparado
com seu correspondente sadio, as quantidades de DNA e RNA no tecido neoplasico

estava aumentada de 1,6 e 2,4 vezes, respectivamente.

e Similarmente, quantidade de RNA estava aumentada por um fator de 1,4 em células

de myc-transfected neuroblastoma em relacao a células normais.

Um exemplo interessante ocorre em pacientes com anemia (eritropoiese idiopatica ine-
fetiva [1IE]), na qual é notada uma ineficiéncia na proliferacdo celular (neste caso, células
vermelhas do sangue). Pacientes sofrendo de I/E tem eritroblastos contendo apenas 70%
dos niveis normais de RNA ribossémico (Elser [7], citando Lourenco [23]). Assim, em
uma situagdo de excesso de proliferacdo (cancer), os niveis de RNA ribossdmico sio au-
mentados, enquanto em uma situacdo de insuficiéncia de proliferacdo celular (anemia),
os niveis de RNA ribossdmico sdo diminuidos.

Outra evidéncia vem de estudos citoldgicos. A sintese de ribossomos se dd numa
regido do nucleo chamada nucléolo. Estudos mostraram que em células cancerigenas o
nucléolo € aumentado por conta do aumento da atividade transcricional e que o tamanho
e forma sdo preditivos da taxa de proliferacao.

Altas demandas por RNA ribossdmico devem consumir muito fosforo, devido a grande
concentracdo desse elemento neste tipo de RNA. Ainda ha poucos estudos acerca da
composi¢do elementar dos tecidos cancerigenos. No entanto, existe algumas evidéncias
do aumento dos niveis de fésforo em tumores, oriundas de estudos do elemento 3!P com

ressonancia magnética nuclear. Por exemplo, em um estudo de cancer de mama humano,

12



os fosfatos totais no tecido tumoral diminuiram significativamente durante um tratamento
bem sucedido (Elser et al. [7], citando Leach et al. [20]).

Todas as observacoes parecem estar confluindo em dire¢do a validade da estequiome-
tria biologica e da hip6tese da taxa de crescimento. Pode-se, entdo, principiar estudos para
colher dados e observagdes, que podem favorecer o desenvolvimento de terapias. Uma
das alternativas de tratamento que os estudos indicam, seria o controle ou a manipulagcao
da quantidade de fésforo fornecida ao organismo, que poderia frear o acelerado cresci-
mento, ja que as células ndo teriam provisdes para a produ¢do do maquindrio necessirio
para a duplicacdo. A modelagem matemdtica € uma importante ferramenta para o teste
de hipéteses provenientes das diversas dreas das ciéncias biologicas. Na estequiometria
bioldgica ndo € diferente. Modelos matematicos podem ser empregados, neste caso, para
inferir como o organismo e o tumor irdo responder a certas variacdes, as quais deseja-se

testar. Agora, entdo, serd apresentado o modelo que este trabalho estd baseado.
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Capitulo 2
Modelos matematicos

Neste capitulo sdo apresentados os modelos matematicos que serao utilizados neste traba-
lho. Inicialmente, apresentado o modelo de Winkler [38]. Em seguida, sdo apresentadas

as modifica¢cdes realizadas sobre o modelo de Winkler.

2.1 Modelo de Winkler

Assim como o fosforo, o nitrogénio também tem importancia na sintese de proteinas.
Proteinas sao polimeros formados por vérias seqiiéncias de aminodcidos, que apresentam,
entre outros elementos, o nitrogénio em uma abundancia de aproximadamente 17% de sua
composic¢ao (Sterner & Elser [36]).

Para que ocorra divisdo celular € necessario que a célula duplique seu nimero de
proteinas e outras moléculas. Nesta situacdo, nido s6 a demanda por fosforo pode ser
aumentada, mas também de outros elementos como nitrogénio e carbono. Para melhor
entender este mecanismo celular, Winkler [38] propds um modelo matemfico, que serd
estudado neste trabalho. Um dos objetivos do modelo de Winkler é examinar a relagao
carbono-nitrogénio (C:N). Outro foco desse modelo € examinar a questao de como células
cancerigenas que estdo se deslocando para outros sitios (metastase), sdo capazes de sobre-
viver em novos ambientes a despeito da competi¢do por nutrientes das células do tumor
primdrio. Para entender essa questdo, o modelo considera a competicdo de nutrientes
(carbono e nitrogénio) entre o tumor primdrio e o secundario. A hipétese € que células do
tumor primdrio e secunddrio sdo capazes de coexistir devido a diferencas genotipicas que
influenciam suas relacdes com os nutrientes do ambiente. A logica € que essas diferengas
em nivel genético entre as células do tumor primdrio e secundario podem fazer com que as

células tenham demandas completamente diversas de nutrientes. Evidéncias experimen-
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tais sugerem que isso possa ser verdadeiro (Winkler [38], citando Hanahan & Weinberg

[12]).
O modelo de Winkler é:
dp |
ae |
ds [
e |
dc
dr
dn
dt

Oclve_Blv - <dmax,1 -

n(t)+¢

=A[Cp—c(t)] —m <0€1Vp(f)€_ﬁlv> -T2 (anS(t)e—BzV) :

(2.1)

(2.2)

(2.3)

(2.4)

(2.5)

A Tabela 2.1 define as varidveis dependentes e suas propriedades e a Tabela 2.2 lista

os parametros do modelo, sendo que o indice i assume o valor 1, para o tumor primdrio e

2 para o secundério.

O modelo se foca nas massas dos tumores primario p(¢) e secundario s(f) em um

ambiente recurso-dependente, suas taxas de crescimento sao representadas pelas equacoes

(2.1) e (2.2), respectivamente. A maxima taxa de crescimento per capta do tumor i € @

e o crescimento € diretamente afetado pela razdo da concentracdo de carbono pela de

nitrogénio do ambiente, a qual € representada por V. Para evitar uma singularidade nesta

quantidade quando a concentracao de nitrogénio vai a zero, V € modificado pela adi¢do de

€ no denominador. Desde que a taxa de crescimento dos tumores primario e secundério

Tabela 2.1: Varidveis dependentes, seus significados biolégicos e unidades.

Varidvel dependente Interpretacio bioldgica Unidades
p(1) Massa do tumor primdrio gramas (g)
s(t) Massa do tumor secundario gramas (g)
c(t) Concentragao de carbono (C) mol/litro (M)
n(t) Concentragdo de nitrogénio (N) mol/litro (M)
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Tabela 2.2: Parametros do modelo, seus significados bioldgicos e unidades

Parametro Interpretacdo bioldgica Unidades

o Taxa de crescimento per capta do tumor i (dia)~!

B; Sensitividade da taxa de crescimento do tumor i a adimensional
variacoes na razao C:N

Amax,i Mixima taxa de mortalidade do tumor i devido a (dia)™!
limitag¢do de nutrientes

C; Taxa de morte per capta do tumor i devido a (dia)~!
limitacao de nutrientes

Kg,; Concentracdo de nutrientes a metade da maxima mol/litro(M)
taxa de morte do tumor i

) Taxa de mortalidade por causas nao relacionadas a (dia)~!
limitacdo de nutrientes

Ac Taxa de influxo de carbono no ambiente (dia)~!

AN Taxa de influxo de nitrogénio no ambiente (dia)~!

Cg Concentracgao intersticial de carbono mol/litro(M)

Cn Concentragdo intersticial de nitrogénio mol/litro(M)

Yi Taxa de absor¢do de carbono do tumor i mol/(glitro)

W; Taxa de absor¢do de nitrogénio do tumor i (gdia)~!

sao diferentes (Saidel et al. [34]), a taxa de crescimento per capta o; para os dois tumores
serdo diferentes. O pardmetro [3; representa a sensitividade da taxa de crescimento a
variagoes de V. Um valor grande para 3; implica uma menor razdo 6tima C:N, enquanto
um pequeno significa uma maior razao 6tima C:N.

Neste modelo, as células tumorais podem morrer de dois modos. Primeiramente, por
morte natural, representada por 9§, a qual é assumida ter o mesmo valor para ambos os
tumores. Esse parametro representa a morte por varios fatores, exceto por nutrientes. A
segunda causa de morte das células tumorais € assumida ser relacionada aos nutrientes.
O termo (dmax,i — %) representa o total de mortes relacionadas a limitagdo de nu-
trientes. A taxa de mortalidade devido a limitagdo de carbono é assumida nunca ir além
de um méximo finito, representado por dpax ;. Esta taxa de mortalidade € assumida dimi-
nuir com o aumento da concentracdo de carbono, pois quanto maior a concentragcao desse
elemento, maior € a capacidade da célula produzir ATP para suprir suas necessidades.
Contudo, quando a concentrac@o de carbono vai para o infinito, o nivel de sobrevivéncia

apenas vai para O;, € dessa forma a taxa de mortalidade em um ambiente rico em carbono
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€ dmax,i — O;. Por isto, dmax,; deve necessariamente ser maior ou igual a 6;, caso contrério
a taxa de mortalidade seria positiva, ou seja, células cancerigenas estariam se formando
do nada.

As equacgdes (2.3) e (2.4) representam as dinamicas das concentracoes de carbono e
nitrogénio, respectivamente. Enquanto ambas equacdes contém termos similares para o
influxo e deplecdo de nutrientes no ambiente (Ac[Cp —c(t)] € Ay [Np —n(t)] ), os termos re-
lacionados a absor¢do de nutrientes sdo diferentes para o carbono e nitrogénio, refletindo
diferencas biolégicas no uso desses dois elementos. E assumido que o organismo trabalhe
para manter niveis sangiiineos constantes da concentracao de carbono e nitrogénio de Cp
e Cy, respectivamente.

A absor¢do de carbono pelas células tumorais estd diretamente relacionado a taxa
de crescimento tumoral, enquanto o de nitrogénio esta relacionado ao tamanho total do
tumor. Isto ocorre porque o carbono € assumido ser a maior fonte de energia para a
proliferac@o celular e o nitrogénio estd relacionado a parte estrutural das células. Win-
kler [38] também assume que o carbono liberado pela célula, quando esta morre, ndo é
reaproveitado, pois considera que esse elemento foi completamente oxidado a didxido de
carbono ou outras moléculas que ndo podem ser utilizadas pelo organismo.

Os valores dos parametros, segundo Winkler [38], foram baseados nos trabalhos de
Kuang et al. [19], Nagy [26], Pescarmona et al. [29] e Sterner & Elser [36]. Os valores
sdo apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Parametros e seus valores.

Parametro Valor | Parametro Valor
o 0,05 o 0,05
Ka1 0,50 | K42 0,50
dmax,1 1,00 | dmax2 1,00
ol 1,00 | o 1,00
B 0,077 | B2 0,077
Y1 0,60 |72 0,60
(O]} 0,20 | oy 0,20
Ay 6,40 | Ac 19,0
Cp 9,0 Np 3,0

) 0,01 |e 0,00001
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2.2 Modificacoes do modelo

Foram feitas algumas modifica¢cdes no modelo de Winkler, com o objetivo de analisar
o comportamento do crescimento dos tumores primario e secundério e das concentracdes
dos elementos carbono e nitrogénio e verificar como essas mudancas afetam a dinamica

dos tumores.

2.2.1 Modificacao da equacao (2.3)

A primeira modificacio do modelo de Winkler foi feita na equacdo (2.3), enquanto
todas as outras equacdes (2.1), (2.2), (2.4) e (2.5) ficam inalteradas. A equagao (2.3) é

representada como

dc

i Ae(Cp—c(t)) —71p(t)c(t) —yas(t)c(t). (2.6)
Tal equagdo continua com os termos referentes ao influxo e deplec@o natural de nu-

trientes intactos, mas os termos referentes ao sequestro de nutrientes sao modificados.

Essa equacao € muito parecida com a equacgdo (2.4). Biologicamente, essa alteracao trard

informacdes acerca da dinamica tumoral quando ambos nutrientes sao absorvidos de for-

mas semelhantes.

2.2.2 Modificacao da equacao (2.4)

Agora a equacgdo (2.4) foi modificada, enquanto todas as outras equacoes, ndo. A
equagdo (2.4) assume uma forma que € andloga a equacdo (2.3), com excessao de valores

particulares de parametros, sendo expressa como

dn _ _

— =M(Ns—n(r) — (0 Vp(r)e BIVy — (0 Vs(r)e P2V, 2.7)
Novamente os nutrientes estam sendo regidos por formas matemaéticas semelhantes, o

que significa que estamos considerando uma situagcdo onde as concentragdes de carbono

e nitrogénio variam de forma semelhante nos dois tumores.
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2.2.3 Modificacao do modelo de Michaelis-Menten por um presa-

predador

Essa mudanca foi realizada nas equacdes (2.1) e (2.2), no termo (dmax’i — K:,li(?( I)>,
que representa a taxa de morte total devido a limitacao de nutrientes, enquanto todas as
outras equacdes (2.3), (2.4) e (2.5) s@o as mesmas. Nas equacdes originais esse termo
segue um modelo de Michaelis-Menten, que agora serd substituido por um modelo presa-

predador. As equagdes ficam

d
d_f = (Ve ™V —o1c(1) - 8) p(), (2.8)
d
== (a2ve Y —oae(t) =) plt). (2.9)

Nessa nova forma, a morte total de células tumorais fica 6;c(t). Os pardmetros dyyay. i,
que representa a maxima taxa de morte devido a limitacao de nutrientes do tumor i e Ky;,
que representa a concentracdo de nutrientes a metade da méxima taxa de morte do tumor
i, foram eliminados.
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Capitulo 3
Resultados

Neste capitulo s@o apresentados os resultados obtidos a partir do modelo de Winkler e de
suas modificagdes. Nas simulacdes realizadas, caso ndo se fale nada acerca de valores

para os parametros, os valores que foram usados sdo aqueles apresentados na Tabela 2.3.

3.1 Resultados referentes as equacoes (2.1)-(2.5)

Nesta secdo sdo mostrados os resultados referentes ao modelo de Winkler ([38]), e sao
variados os parametros o, [3, ye ®.

3.1.1 Variacao da habilidade de sequestro de nutrientes pelos tumo-

res

Como mostrado na Tabela 2.2, os parametros ; e ®; estdo relacionados com a taxa de
sequestro de nutrientes, neste caso carbono e nitrogénio. Portanto, € interessante avaliar o
comportamento do crescimento dos tumores quando tais pardmetros sao modificados. Se-
gundo Winkler [38], as variagdes desses parametros estdo ligadas a variacdes no gentipo
das células que constituem os dois tumores, jd que a absorcao desses nutrientes pelas
mesmas € feita através de receptores na membrana celular, que sdo expressos segundo as
caracteristicas genéticas.

A Figura 3.1 mostra os gréificos resultantes das dinamicas dos elementos carbono e
nitrogénio e também das dinamicas dos dois tumores, primario e secundario, quando as
concentracdes do carbono e nitrogénio sao 9,0M e 3,0M, respectivamente, € 0s parametros
o, B e ysdo iguais para os dois tumores. Percebe-se que nenhum dos tumores pode crescer
até que a concentracao de nitrogénio caia abaixo de um valor critico. Isso ocorre porque,

enquanto a concentragdo de nitrogénio € alta, os dois tumores devem ineficientemente
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excretar todo o excesso de carbono que ndo podem utilizar, gastando um excesso de ener-
gia e afetando seus crescimentos. Isso fica mais evidente por volta do gliiquagésimo dia,
quando a concentracao de nitrogé€nio cai, aproximadamente, a2 metade. Nesse periodo,
o carbono deixa de ser excretado em excesso e € utilizado pelos tumores € um grande
aumento do crescimento dos tumores € verificado.
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Figura 3.1: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dinamica do tumor secunddrio), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, B»=0,077; y1=0,6 ¢ v,=0,6.
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Figura 3.2: a) Dindmica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dinamica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ;=0,6, 0,=0,2;
B1=0,077, $,=0,077; y1=0,6 ¢ y,=0,6.

Agora € considerada a situagdo em que o tumor primdrio sequestra nitrogénio a uma
taxa trés vezes maior que a do secunddrio, os graficos sdo apresentados na Figura 3.2.
Nesta figura vé-se que nos primeiros dias hd um excesso de nitrogénio, por isso o tumor
ndo cresce até que a concentragdo de nitrogénio diminua e uma razdo 6tima C:N seja
atingida. Quando isto ocorre 0s tumores passam a crescer, mas crescem até massas in-
feriores as daquelas atingidas pelos tumores quando os parametros ®; € @, sao iguais e

possuem valores de 0,2, expresso na Figura 3.1. Essa diminui¢cdo das massas dos tumores
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ocorre porque, embora o tumor primdrio obtenha nitrogénio a uma taxa maior que a do
secundadrio, sua taxa de crescimento per capta 0; continua com o mesmo valor, apresen-
tado na Tabela 2.3. Assim, o tumor primdrio sequestra nitrogénio ineficientemente, ou
seja, ele ndo é capaz de utilizar todo o nitrogénio que absorve, restando a ele excretar
o excedente, gastando energia, desfavorecendo seu crescimento. Ja o tumor secundério
sofre pelo fato do ambiente estar com menor concentracdo de nitrogénio, pois muito esta
sendo sequestrado pelo primério, ndo recebendo esse nutriente de forma 6tima. Na Figura

3.3 s@o mostrados as simulacdes obtidas com ®; e ®, iguais a 0,2 e 0,6, respectivamente.
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Figura 3.3: a) Dindmica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dinamica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,6;
B1=0,077, B2=0,077; y1=0,6 e Y»,=0,6.

Na Figura 3.4 os paramétros ®; e ¥; sao tomados todos com o mesmo valor. Aqui a
baixa taxa de sequestro de nutrientes pelos tumores evita que 0s mesmos captem nutrien-
tes além de suas necessidades. Por isso, as células estao crescendo de uma maneira muito
eficiente, permitindo que ambos atinjam tamanhos considerdveis. Nota-se que quando os
tumores comecam a crescer, a concentracao de carbono cai abruptamente, enquanto a de
nitrogénio cai lentamente até que se atinja um relacao C:N 6tima para o crescimento.

Agora, serdo consideradas as situagdes em que os valores de 7y; sdo variados e os pa-
ramétros ®; sao mantidos constantes. A Figura 3.1 mostra o resultado quando y; = 7>
= 0,6. Nela observa-se que os tumores ndo crescem até que o nitrogénio excedente seja
excretado. Na Figura 3.5 a taxa de sequestro de carbono pelo tumor primario € trés vezes
maior que a do primério. Neste caso o tumor primdrio chega a massa méxima de apro-
ximadamente 300 gramas e o secundario de 160 gramas. A Figura 3.6 mostra a situacao
oposta, o tumor secundario sequestra carbono a uma taxa trés vezes maior que a do tumor

primdrio, este chegando a massa de 200 gramas e aquele de 420 gramas.
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Figura 3.4: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dinamica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dinamica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, B2=0,077; y1=0,2 e y»,=0,2.
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Figura 3.5: a) Dindmica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e ¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, $,=0,077; y1=1,8 e y,=0,6.
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Figura 3.6: a) Dindmica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dinadmica do car-
bono e c¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, $,=0,077; y1=0,6 ¢ y,=1,8.
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3.1.2 Variacao da sensitividade dos tumores a variacoes da razao
C:N ()

Novamente a Figura 3.1 mostra o comportamento da dindmica tumoral e dos nutrientes
para a situacdo em que 3; e B, possuem valores iguais a 0,077. Ambos tumores crescem
rapidamente apds um periodo sem nenhuma resposta, com o tumor primério atingindo
uma massa de 380 gramas e o secundario de 190 gramas. O periodo sem resposta dos
tumores ocorre por conta da razdo C:N no ambiente ser menor que a razao 6tima para o
crescimento dos tumores, quando tal razdo for atingida os tumores passam a crescer. A
Figura 3.7 mostra que aumentando a razdo C:N (diminuindo 3;) para o tumor primdrio
em apenas 10%, ele torna-se muito mais competitivo que o tumor secundario. Nesta
situac@o ambos passam a crescer a partir do vigésimo dia, sé que o tumor primdrio a
uma taxa muito maior que a do tumor secundario, que cresce por um certo periodo de
tempo e quando atinge uma massa de aproximadamente 100 gramas passa a gradualmente
diminuir de tamanho até sua morte, enquanto o tumor primario cresce até a massa de 600
gramas. O tumor primdrio cresce mais rapidamente porque pode usar mais carbono para
crescimento por d&tomo de nitrogénio que o tumor secundario. A quantidade de carbono
no ambiente cai com o crescimento dos tumores e a razdo C:N vai para um nivel onde o
tumor primario pode manter seu crescimento enquanto o secunddrio morre gradualmente.
Situacdo oposta € vista na Figura 3.8. Neste caso a razao 6tima C:N do tumor secundario
€ 10% maior que a do tumor primdrio. Desta vez o tumor secunddrio cresce até por volta
de 620 gramas enquanto o tumor primdario morre. Esta situacio € interessante porque € um
exemplo de como um tumor secundario pode ser capaz de vencer o tumor primdrio (que
0 gerou) na competicao por nutrientes. Clinicamente, isto pode explicar porque alguns

tumores secunddrios sao detectados antes que os primarios.

3.1.3 Variacao da taxa de crescimento o; e da sensitividade dos tu-

mores a variacoes da razao C:N (j3;)

Nas Figuras 3.7 e 3.8 sdo exibidos os comportamentos dos tumores quando os parame-
tros 3; sdo variados. Agora serd incluido a variagao do pardmetro a;, que estd relacionado
com a taxa de crescimento de cada tumor. Na Figura 3.9 sdo apresentadas as dinamicas
dos tumores e nutrientes para a situagdo em que o e ; sao maiores que o € B, e pos-
suem valores de 0,05 e 0,07, respectivamente. Apesar do tumor primdrio ter uma taxa
de crescimento maior, ele ndo consegue crescer com tanta eficiéncia na quanto o tumor

secunddrio e quando atinge massa de aproximadamente 450 gramas, passa a diminuir de
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Figura 3.7: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dinamica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dinamica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,0693, B,=0,077; y1=0,6 e ¥,=0,6.
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Figura 3.8: a) Dindmica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dinamica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dinadmica do car-
bono e c¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, $,=0,0693; Y1=0,6 e ¥,=0,6.

tamanho. Isto ocorre porque o tumor primério possui uma alta taxa de crescimento, mas
para crescer necessita de nutrientes, que apresentam-se distribuidos no ambiente numa
concentracdo que produz uma razdo C:N menor que aquela 6tima, ou seja, ele tem alta
taxa de crescimento, mas pode usar menos dtomos de carbono por dtomo de nitrogénio.
Ja o tumor secundario, que possui menor o e [ cresce consideravelmente. O crescimento
do tumor secunddrio é favorecido porque ele pode usar um nimero maior de dtomos de
carbono por atomo de nitrogénio, pois seu J € menor. Sua taxa de crescimento também
corrobora para seu crescimento, ja que ela € menor e o tumor pode crescer mais eficiente-
mente. O oposto € visto na Figura 3.10, em que o e 3, sdo maiores que os corresponden-
tes do tumor primadrio, este crescendo até uma massa superior a 450 gramas e o secunddrio

crescendo até aproximadamente 320 gramas, e entdo passa a diminuir de massa.
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Figura 3.9: a) Dinamica do tumor primdrio, b)Dindmica do tumor secundério, c)
Dinamica do carbono e d) Dinadmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M;
®1=0,2, 0,=0,2; $;=0,077, B2=0,0693; y1=0,6 e y,=0,6; 0.;=0,05 e 0,=0,04.

3.2 Resultados referentes a modificacao da equacao (2.3)

A Figura 3.11 mostra o resultado obtido pela primeira dessas modificacOes. Percebe-se
que o crescimento de ambos os tumores € mais lento quando comparado ao das equacdes
originais mostrado na Figura 3.1. O tumor primdrio cresce até cerca de 35 gramas e
o secunddrio até por volta de 15 gramas. As concentragdes de carbono e nitrogénio
estabilizam-se em 3,5 e 1,2 mols/L, respectivamente.

A Figura 3.12 mostra a dinimica tumoral quando o parametro [3; é variado para um dos
tumores. O tumor primario possui um 3 igual a 0,077, enquanto o secundario de 0,0693.
Como ja discutido, quanto menor o 3 maior a razdo C:N e mais carbono por dtomo de
nitrogénio pode ser usado pelo tumor. Nesse caso o tumor secundério possui um 3 10%
menor que o correspondente do tumor primario, por isso cresce mais eficientemente que o

outro tumor. Inicialmente os dois tumores crescem e consequentemente as concentracoes
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Figura 3.10: a) Dinamica do tumor primério, b)Dindmica do tumor secundario, c)
Dinamica do carbono e d) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M;
®1=0,2, 0,=0,2; $;=0,0693, $,=0,077; y1=0,6, v,=0,6; &11=0,04 e 0,=0,05.
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Figura 3.11: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dinamica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e ¢) Dinamica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, B2=0,077; y1=0,6 ¢ v»,=0,6.

de nutrientes caem, até que por volta do centésimo dia a relacdo C:N atinge um valor que
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somente o tumor secundario pode manter o crescimento, pois pode utilizar mais dtomos
de carbono por dtomo de nitrogénio, entao gradualmente o tumor primdrio vai diminuindo

sua massa que, por volta do milésimo dia ndo passa de 7 gramas.
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Figura 3.12: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dinamica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secunddrio), b) Dindmica do car-
bono e ¢) Dinamica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, B2=0,0693; y1=0,6 e ¥,=0,6.

3.3 Resultados referentes a modificacao da equacao (2.4)

Na Figura 3.13 sd3o mostrados os graficos das simula¢des com os valores de 3 e yiguais
a 0,077 e 0,6, respectivamente. Nos graficos fica evidenciado um periodo sem crescimento
dos tumores e por volta do quadragésimo dia ambos passam a crescer rapidamente, com o
tumor primdrio aproximando-se de uma massa de 1000 gramas e o secundério de 500 gra-
mas. Esse periodo sem resposta ocorre por que inicialmente, no ambiente, a concentracao
de nutrientes estd menor do que aquela ideal para o crescimento. Quando a ideal € atingida
os tumores crescem rapidamente.

Na Figura 3.14 o pardmetro [, é diminuido em 10%. Novamente o tumor secunddrio
utiliza mais dtomos de carbono por dtomo de nitrogénio e por volta do sexagésimo dia
suplanta o tumor primério no crescimento, sendo que este passa a diminuir de massa
em dire¢do ao desaparecimento. O tumor secundario cresce além de 1200 gramas, pois
possui nutrientes no ambiente em concentragdes ideais para seu crescimento. A Figura
3.15 mostra a situagdo em que 3 é diminuido em 10% e dessa vez o tumor secundério

nao suporta as condi¢des ambientais e vai em direcao ao desaparecimento.
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Figura 3.13: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dinamica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secunddrio), b) Dindmica do car-
bono e ¢) Dinadmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, B»=0,077; y1=0,6 e Y»,=0,6.
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Figura 3.14: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ®;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, $,=0,0693; Y1=0,6 € 7,=0,6.
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Figura 3.15: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dinadmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,0693, B,=0,077; y1=0,6 e ¥,=0,6.
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3.4 Resultados referentes a modificacao das equacoes (2.1)
e (2.2) de um modelo de Michaelis-Menten por um

presa-predador

A Figura 3.16 mostra as dindmicas dos tumores e nutrientes. Nota-se que os tumo-
res desaparecem rapidamente e as concentragdes de carbono e nitrogénio vao para suas
concentracdes maximas, ou seja, 9 mols/L para o carbono e 3 mols/L para o nitrogénio.
Isso ocorre porque a eliminagdo do pardmetro d,y,; permite que haja uma taxa de mor-
talidade das células tumorais ilimitada, que culmina com a destrui¢do de todas as células.
Foram feitas varias simulacdes variando todos os parametros possiveis, mas em nenhuma
situacdo os tumores cresceram, em todas sucumbiram. As figuras nao serdo apresentadas
pois todos os graficos apresentam a mesma forma daquelas da Figura 3.16, com alta taxa
de mortalidade e rapido desaparecimento dos tumores, enquanto as concentracdes de nu-
trientes iguala-se a concentragdo ambiental ndo mostrando, a primeira vista, importancia
bioldgica.
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Figura 3.16: a) Dinamica do crescimento dos tumores (linha grossa, representa a dindmica
do tumor primério e a linha fina, a dindmica do tumor secundario), b) Dindmica do car-
bono e c¢) Dindmica do nitrogénio. Parametros: Cp=9,0M e Np=3,0M; ;=0,2, 0,=0,2;
B1=0,077, $,=0,077; y1=0,6 ¢ y,=0,6.
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Capitulo 4

Conclusao

O cancer € uma doenga muito grave e de altissima letalidade. Embora a taxa de morta-
lidade de alguns tipos de cancer tenha diminuido nos tltimos anos, por conta de politicas
de sadde publica e diagnéstico precoce. Outros, como cancer de pulmao, por exemplo,
nao mostram varia¢des em suas taxas de mortalidade a despeito dos grandes avangos tec-
noldgicos (Elser [5]). Esse contexto sugere que a biologia do cancer necessita de novas
idéias e perspectivas, que corroborem para um melhor entendimento do céncer, tanto na
prevencdo, como no tratamento. Nesta conjuntura, estdo surgindo inimeros trabalhos e
grupos de pesquisa, que buscam elaborar modelos que ampliem o entendimento acerca
do cancer, desde o processo inicial da doenga, passando pela metdstase e angiogénese.
Avancos estdo aflorando, praticamente, de todos os campos de pesquisa. A estequiome-
tria bioldgica aplicada ao cincer, embora seja ainda incipiente, ja que suas utilizacdes se
concentram no final da década de 90 e no século corrente, vem colaborando na compre-
ensdo de como os elementos quimicos podem interferir na dinAmica tumoral.

Os resultados colhidos mostram, claramente, que para o crescimento tumoral ocorrer
uma certa proporcao entre os elementos quimicos deve ser respeitada. Isso fica evidente
em todas as figuras apresentadas. Vé-se também, que tanto o carbono, como o nitrogénio,
em excesso, causam a diminuicdo da massa tumoral, por conta do demasiado gasto de
energia para excretar o elemento excedente. Outro fato interessante é a observacio da
existéncia de uma razdo C:N ideal, a partir da qual os tumores crescem de maneira pro-
nunciada. E possivel notar esse fato nas Figuras 3.1 e 3.4, sendo que, inicialmente, os
tumores ndo mostram crescimento até que o elemento em excesso, que esta sendo excre-
tado, atinja uma concentracao que proporcione uma razao C:N 6tima, e entdo os tumores
crescem.

A primeira parte desse trabalho analisou o comportamento das dindmicas tumorais e

dos nutrientes utilizando as equagdes desenvolvidas por Winkler [38] e entdo foram reali-
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zadas trés modificacdes sobre o modelo. A primeira modificagdo foi realizada na equagao
(2.3), a segunda na equacao (2.4) e a ultima nas equacoes (2.1) e (2.2), onde foi substituido
o modelo de Michaelis-Menten por um modelo presa-predador. Todas as simulac¢des fo-
ram feitas variando os pardmetros o;, ¥;, ®; € B;, todos esses parimetros estdo relacionados
com fatores genéticos. Por exemplo, o parametro ®; representa a taxa de sequestro de ni-
trogénio pelo tumor i e essa taxa de sequestro € determinada pelo ndmero de receptores
existentes na membrana celular, j4 que os nutrientes considerados dependem de recepto-
res para penetrarem nas células. O nimero de receptores, por sua vez, € condicionado por
fatores genéticos que podem variar de célula para célula, individuo para individuo etc.

As variagdes realizadas sobre as taxas de sequestro de nutrientes mostraram-se nao
alterar muito os resultados do modelo. A observacdo mais importante dessas variagoes €
que ao se aumentar apenas a taxa de absor¢ao dos nutrientes e nao a taxa de crescimento
do tumor, este vai crescer de forma ineficiente, porque absorve nutrientes além de suas
necessidades e gasta muita energia para excretar o excedente. Para todas as variacdes
dos parametros ®; e y;, 0 tumor primdrio atingiu a maior massa, tendo ou nao o valor do
correspondente parametro (®; ou Y;) maior.

Um parametro que mostrou-se ser importante para o crescimento e competicao dos
tumores € o ;. Ao variar esse parimetro a competi¢do entre os tumores primario e se-
cundadrio é diretamente afetada. De forma geral, o tumor que possuir o menor f3, conse-
quentemente, a maior razao C:N, supera o outro na competi¢@o por nutrientes. Tendo uma
razdo C:N maior, o tumor pode usar menos dtomos de nitrogénio por dtomo de carbono,
podendo crescer e sobreviver num ambiente que tem menos nitrogénio com respeito ao
carbono.

Ao variar-se os parimetros o; e 3; em conjunto, os resultados mostraram que se o tumor
tiver maior o; (taxa de crescimento tumoral) ¢ menor 3; (o que favorece a utilizagio de
nutrientes) ele suplantard um tumor que possuir maior taxa de crescimento, mas maior [3;,
pois apesar dele possuir uma menor taxa de crescimento, seu 3 permite que ele utilize os
nutrientes de forma muito eficiente e apos um certo periodo consegue alcangar e crescer
além do outro tumor. Pode-se concluir, entdo, que o pardmetro 3 € mais influente que a
propria taxa de crescimento tumoral.

As modificacdes do modelo foram feitas assumindo a situagdo em que as dindmicas
dos nutrientes fossem regidas por formas matematicas semelhantes. Entdo, na primeira
modificacdo foi assumido que a varia¢ao do carbono era representada por uma equacao si-
milar a equacdo (2.4). Na segunda modificacdo assumiu-se que a dindmica do nitrogénio
era igual a do carbono e finalmente, a implementa¢do do modelo Presa - Predador. As-
sumir que ambos nutrientes sejam regidos de modo semelhante pode parecer uma apro-

ximacdo irreal, ja que Sterner & Elser [36] afirmam que na composi¢do das proteinas
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encontram-se, aproximadamente, 57% de carbono e 17% de nitrogé€nio, entdo € natural
esperar que suas dinamicas sejam governadas de maneiras diferentes. Mas os resultados
mostraram-se interessantes, neles vé-se que as massas de ambos tumores sempre ficaram
pequenas, o que ndo € observado em casos reais de cancer, mas se conseguir-se fazer
com que suas dindmicas tornassem semelhantes, o crescimento do tumor primdrio e do
secunddrio seriam contidos e dependendo das regides seriam indcuos. A alteracdo do
modelo de Michaelis-Menten por um modelo presa-predador nao produziu bons resulta-
dos, ja que os dois tumores desapareceram muito rapidamente para todas as variagdes e
essa velocidade foi alta demais quando considera-se que o motivo delas seriam somente
competi¢do entre tumores, portanto, esse modelo ndo representa de maneira razoavel o
fendmeno do crescimento tumoral.

De maneira geral os resultados foram bons. A grande vantagem é que nesse modelo
nao apenas um fator influencia na dinamica, mas a interacdo de dois, carbono e nitrogénio.
Isso faz com que as investigacdes sejam mais proximas da realidade. A estequiometria
bioldgica possibilita o estudo dessa relacao e € um campo que vem produzindo 6timos re-
sultados e provavelmente, num futuro préximo produzira outras novas e boas conclusoes.

Um ponto fraco do modelo de Winkler é que em algumas situagdes as massas tumorais
atingem massas muito altas, ultrapassando 1000 gramas em alguns casos, um tamanho
considerdvel para um tumor, pois, é sabido que em alguns tipos de cancer essa massa
nunca seria atingida e o pacinte morreria antes. Os resultados produzidos através da
modificacdo da equacdo (2.3), mostram uma limitagdo do tamanho final dos tumores,
portanto, produzem resultados mais préximos do esperado em casos reais da doenca.

Em todas as figuras fica expresso que, se de alguma forma conseguir-se interferir
nas concentracdes intersticiais dos elementos quimicos, € possivel controlar o cresci-
mento tumoral, podendo até eliminar totalmente os tumores. No entanto, alterando essas
concentragdes, ndo estariam somente as células cancerigenas sendo afetadas, mas também
células sadias seriam submetidas a essa mudanca. Winkler [38], cita Kuang et al. [19],
onde foi feita uma restricdo do elemento quimico fésforo. Tal restricdo atingiu células
cancerigenas e sadias € ndo mostrou-se ser um tratamento efetivo. Uma questao aberta €
como poderiamos alterar a concentragdo de elementos quimicos, sem que essa mudanga
seja sentida por células sadias. Essa resposta, se possivel, deverd vir de experimentos.
Como justificam Araujo & McElwain [1]: A relacdo entre teoria e experimento é crucial

e guiard o progresso da pesquisa do cdncer no futuro.
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