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“Uma mosca morta infecta e corrompe o azeite perfu-
mado. Um pouco de loucura é suficiente para corromper
a sabedoria. O coracao do sabio vai para a direita, mas
o coracao do insensato para a esquerda. No meio da
estrada, quando caminha o tolo, falta-lhe o bom senso,

e todos dizem: E louco.”.(1)






RESUMO

Estudos recentes apontam um aumento continuo nos gastos piblicos e privados com
as doencas de neoplasia benigna e maligna, conhecidas como tumor e cancer, respectiva-
mente. Além de custos diretos, com medicamentos, hospitalizagdes e cirurgias, e indiretos,
decorrentes de auséncias no trabalho e aposentadorias por invalidez, a doenca tem grande
impacto social, especialmente para as camadas mais pobres da sociedade, que muitas vezes
nao conseguem realizar o diagnostico e inicio do tratamento das doencas em seus estagios
iniciais. Diante deste quadro, torna-se essencial elevar os investimentos em pesquisas
voltadas para o melhor entendimento dos mecanismos associados ao desenvolvimento de
tais patologias, permitindo assim que no futuro a cura destas seja alcangada. A modelagem
matematica-computacional pode ser de grande ajuda, permitindo que um grande ntiimero
de hipoéteses associadas ao surgimento, desenvolvimento e migracao dos tumores seja avali-
ada em um curto intervalo de tempo. Este trabalho propoe-se a investigar as interacoes
mecanicas de divisao e crescimento celular de um tumor envolvendo células tronco e a
sua transformacao em cancer proveniente da formagao e metastase de pseudépodes, os
quais contém células tronco cancerigenas. Através da modelagem computacional, foram
simuladas as interagoes entre células tronco cancerigenas e epiteliais, utilizando para este
fim um software de cddigo aberto, chamado CellSim3D, que representa células como esferas
elasticas tridimensionais com forca elastica, friccao, repulsdo, atracao e pressao osmotica.
Ao alterar a forga de repulsao nas células tronco cancerigenas e a forca de atragao nas
células epiteliais, além de acrescentar ruido bioquimico, foi possivel observar a formagcao
de pseudopodes no tumor. Os resultados computacionais foram comparados a resultados

de experimentos in vitro, mostrando boa conformidade qualitativa com esses.

Palavras-chave: Modelagem Computacional. Neoplasia. Mecanica.






ABSTRACT

Recent studies point out a continuous increase in public and private spending on
benign and malignant Neoplastic Diseases, also known as tumor and cancer, respectively.
In addition to direct costs, with medicines, hospitalizations and surgeries, and indirect
costs, resulting from missing work and disability pensions, the disease has a great social
impact, especially for the poorest layers of society, who are often unable to make the
diagnosis and start treatment of these diseases in their early stages. For this reason, it
is essential to increase research investments to better understand the main mechanisms
associated to the development of such pathologies, thus allowing achieving the cure of
both diseases in the future. Mathematical-computational modeling can be of great help,
allowing a large number of hypotheses associated to the start, grow and spread of tumors
to be evaluated in a short period of time. This work propose to investigate the mechanical
interactions of cell division and the growth of a tumor involving stem-like cells, and their
progression into cancer due to the formation and metastasis of pseudopods, which contain
cancer stem cells. Using computational modeling, interactions between epithelial and
cancerous stem-like cells were simulated, using an open source software called CellSim3D,
which represents cells as three-dimensional elastic spheres with elastic, friction, repulsion
and attraction forces, as well as osmotic pressure. By changing the repulsion force in cancer
stem cells, the attraction force in epithelial cells, and adding biochemical noise, it was
possible to observe the formation of pseudopods in the tumor. The computational results
were compared to results of in vitro experiments, showing good qualitative compliance
with them.

Keywords: Computational Modeling. Neoplastic Diseases. Mechanics.
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1 INTRODUCAO

Dados da Organizagao Mundial da Satde apontam que o cancer é a segunda
principal causa de mortes no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhoes de mortes em
2018 (2). O Brasil é o quinto pais em nimero de casos no mundo (3), com 559 mil casos
relatados e 243 mil mortes em 2018(4).

Os cénceres mais comuns na América Latina, em 2018, foram: pulmao, mama,
colorretal, préstata, de pele e estomago (2, 4). No Brasil, entre os anos de 2007 e 2011,
destacaram-se os casos de cancer de mama (16,6% do total), pele (14,6%), prostata (13%)
e colo do tutero (9,1%)(5).

Vem sendo observado um aumento no nimero de casos da doenca ao longo dos
anos, principalmente atribuido ao envelhecimento da populagao. No Brasil também foi
observado um aumento da mortalidade: em 2014, por exemplo, foram registrados 339.871
6bitos, e em 2017, 370.795 6bitos(6). O aumento na mortalidade pode, em parte, ser
explicada porque os pacientes procuram tratamento nos estagios avancados da doenca.
Apesar da Lei 12.732 de 2012 prever que o tratamento contra o cancer no Sistema Unico
de Satide (SUS) deva comegar em até 60 dias ap6s o diagnéstico, o tempo médio de espera
para uma radioterapia no Brasil, por exemplo, é de 120 dias(7). Em especial, as camadas
mais pobres da populacao acabam sendo as mais prejudicadas, justamente por dependerem

de tratamento no SUS.

Além dos impactos sociais e humanos, deve-se destacar também o impacto econo-
mico do cancer, que ¢ significativo e estd aumentando. O custo anual total da doenca
em 2010 no mundo foi estimado em aproximadamente US$ 1,16 trilhdo (8), incluidos
custos diretos com prevencao e tratamento, bem como indiretos, como faltas no trabalho e

aposentadorias por invalidez.

Um grande ntimero de pesquisas(9, 10, 11, 12) vem estudando a doenga, muitas
das quais voltadas ao melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no surgimento,
desenvolvimento e migracao de tumores, desenvolvendo tratamentos mais rapidos, baratos
e efetivos. Neste sentido, a modelagem matematica-computacional pode ser de grande
ajuda. Um grande nimero de hipoteses relacionadas a esses mecanismos pode ser testada
em um curto intervalo de tempo, sem que seja, por exemplo, necessario envolver animais

nos estudos em laboratoério.

Este trabalho utiliza modelos computacionais para estudar aspectos relacionados
ao desenvolvimento e migracao de tumores. Mais especificamente, as interacdes mecanicas
relacionadas a divisao e ao crescimento celular sao estudadas, utilizando no estudo as
forcas elastica, atracao, repulsao, friccao, torcao, além da pressao osmoética. Um software

de codigo aberto, chamado CellSim3D(13) foi utilizado como base nos estudos.
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1.1 HIPOTESE E OBJETIVOS

A hipétese principal do trabalho é que, com modelagem matematica-computacional,
podemos reproduzir parcialmente ou completamente experimentos biolégicos de migracao
tumoral realizados in vitro. Portanto, como objetivo principal, propusemos verificar se,
através de um software simulador de crescimento e divisao celular baseado no sistema massa-
mola, é possivel reproduzir, qualitativamente, resultados obtidos através de experimentos

mn vitro.

A contribuicao deste trabalho é mostrar que é possivel reproduzir qualitativamente
tais resultados. Os resultados obtidos através de simulagoes in silico foram comparados com
os dados experimentais disponiveis na literatura (9). Para tal, foi necessario implementar
alteracoes no simulador CellSim3D(13), de modo a a) simular tipos distintos de células
(tumorais e epiteliais, por exemplo), b) atribuir, de modo aleatério, um tipo a cada célula
que forma um tecido, e ¢) considerar formatos diferentes de tecidos na simulagao, tendo
sido implementado um tecido em formato esférico, de modo a melhor reproduzir o formato

utilizado nos experimentos in vitro.

1.2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta secao sera apresentada uma breve revisao bibliografica sobre os estudos e

abordagens atuais a respeito das doengas de neoplasia benigna e maligna.

Nas ultimas décadas, houve um grande avanco no entendimento das doencas
de neoplasia benigna e maligna, relacionadas ao cancer. Dentre os principais avancos,
destaca-se a criacao de tratamentos adaptados a genética do tumor(14, 15, 16). Algumas
mutacodes no genoma, relacionadas as neoplasias, foram identificadas e exploradas para o
desenvolvimento de drogas. Entretanto, ainda existem mecanismos basicos do crescimento
tumoral que estao longe de serem totalmente compreendidos. Nesse contexto, com o auxilio
de modelos matematicos computacionais, estes mecanismos tém sido bastante explorados

a fim de fornecer uma maior compreensao sobre certos aspectos do crescimento tumoral.

Algumas técnicas experimentais tém sido usadas para estudar as respostas celulares
a estimulos mecénicos (17, 18, 19). Portanto, é necessario entender como o estimulos
mecanicos sao transformados em respostas bioquimicas e vice-versa (17). Para chegar a
esse entendimento, um dos requisitos é a medi¢ao da distribuigao de forgas a nivel molecular
(13, 20, 17). Em laboratério, é dificil separar estimulos mecanicos de bioquimicos, entao

sdo desenvolvidos modelos computacionais que sao capazes de eliminar ruidos (13, 11).

Ferramentas matematicas e computacionais podem ser uteis para entender o desen-
volvimento do cancer, além de possibilitar a eliminacao de ruidos bioquimicos existentes.
Um modelo computacional é “a implementacgao, usando linguagens de programagao, de um

modelo matemético que descreve como um sistema funciona” (21). Entao, simulagoes sao
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feitas com o proposito de estudar o comportamento deste sistema em diferentes cenarios.

Entre as abordagens mais comuns para compreender os mecanismos associados ao
desenvolvimento do cancer, esta o uso de modelos continuos que tratam as quantidades de
um sistema como campos suaves, como populagao de células cancerigenas e concentragao de
nutrientes. Estes campos suaves podem ser modelados por equacoes diferenciais ordinarias
(EDOs) ou equagoes diferenciais parciais (EDPs). Alguns trabalhos podem ser destacados,
como Mendoza-Juez et al. (22), Oden et al. (23), Sun et al. (24). Estes modelos diferem
do proposto neste trabalho pois utilizam uma abordagem continua, enquanto o trabalho

utiliza uma abordagem discreta para representar as iteragoes inter- e intra-celulares.

Também existem abordagens que envolvem o uso de modelos discretos para repre-
sentar algumas heterogeneidades presentes entre as células de um tumor. A vantagem
de usar esta abordagem ¢ a capacidade de modelar o comportamento individual de cada
célula na construcao de modelos multi-escala. Alguns trabalhos podem ser destacados,
como Newman (25), Huang et al. (17), Mkrtchyan et al. (20), Pranav et al. (13). Estes
modelos, apesar de terem servido como base, diferem do proposto neste trabalho por nao
focarem nas interagoes inter- e intra-celulares com o objetivo de reproduzir experimentos

in vitro relacionados a migragao celular.

Por outro lado, existem trabalhos que utilizam ambas as abordagens citadas,
continua e discreta, sendo esta abordagem chamada de hibrida. Alguns trabalhos nesta

area sao destacados, como Lima et al. (26), Rocha (27).

O trabalho publicado por Pranav et al. (13) faz uso de dindmica de particulas
dissipativas (DPD). Segundo Besold et al. (28), a DPD difere da dindmica molecular em

dois aspectos:

Primeiro, o conjunto de forcas conservativas entre as particulas
DPD sao suavemente repulsivas. Segundo, um ’'termostato DPD’
especial é implementado em termos dissipativos como nos conjun-
tos de forcas aleatérias de modo que o momentum é localmente
preservado.(28)

Em seu trabalho, Besold et al. (28) afirma também que estes aspectos possibilitam
estender as simulagoes a longos periodos de tempo e resultam na visibilidade de efeitos da

hidrodinamica de fluidos em escala macroscopica.

Existem modelos preocupados com os mecanismos basicos de funcionamento do
cancer e também modelos especificos de tratamento alternativo para alguns tipos especificos
de cancer, mostrando a reacao do 6rgao afetado a algum medicamento desenvolvido. Alguns

trabalhos podem ser citados, como Rodrigues (29), Silva et al. (30).
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1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho esta organizado em Introducgao, onde ha uma breve contextualizagao
e justificativa sobre o tema e também sobre hipdtese e objetivos, seguido de um capitulo
sobre os Materiais e Métodos que serao utilizados para atingir os objetivos. Adiante, hd um
capitulo sobre os Resultados das simulagoes, seguido de uma breve Discussao. Apds isso,
as Conclusoes, Limitagdes e Trabalhos Futuros que concluem o trabalho e dao sugestoes

para os proximos trabalhos que podem ser feitos nesta area.
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2 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serao descritos os materiais e o métodos empregados para atingir o
objetivo principal, que é verificar se um simulador é capaz de reproduzir, qualitativamente,
resultados de experimentos in vitro relacionados ao crescimento e divisao celular de um
tecido composto por células tronco cancerigenas (CTCs) e células epiteliais. Estes tipos de
células foram escolhidos pela disponibilidade de dados experimentais, como serao dispostos

no proximo capitulo.

O capitulo apresenta uma breve fundamentacao tedrica, dando uma visao geral do
que é cancer para, em seguida, apresentar a teoria por tras do funcionamento do simulador:
serao apresentados brevemente os fundamentos de um oscilador harmoénico massa-mola e
as forgas atuantes em cada célula. A implementagao do simulador CellSim3D é por fim

apresentada.

2.1 CANCER: O QUE E?

Nesta secao sera feita uma contextualizacao sobre o grupo de doengas chamado de
neoplasia. Serda mencionada a diferenga entre as formas benigna e maligna e sera focado

na neoplasia maligna.

O corpo animal assemelha-se a uma sociedade cujos integrantes sao células que
compoem tecidos. Através de um sistema de “controle social”, cada célula tem comporta-
mento socialmente adequado (repousando, dividindo-se ou morrendo) para o bem estar do
organismo(31). Alteragoes moleculares, ou mutagoes, que eventualmente perturbem esta
harmonia sao problematicas para a sociedade. Uma mutagao, por exemplo, pode fazer
com que ela cresca e se divida desordenadamente, o que pode comprometer o futuro de

toda a sociedade.

Os processos de divisao e crescimento celular, conhecidos por mitose e meiose, se
diferem na quantidade de células produzidas e na quantidade de material genético em cada
uma. A mitose produz duas células somaticas, filhas idénticas, pelo processo de replicagao
do DNA, enquanto que a meiose produz quatro células, chamadas gametas, com metade
do material genético das duas que originaram o processo. A chave para que as células
filhas sejam cépias mutuas é sua fase de replicacao do DNA, na qual varias enzimas e

proteinas (helicase, polimerase, primase e ligase) conduzem o processo.

No ciclo de divisao celular, os cromossomos, que sao sequéncias conhecidas de DNA
responsaveis por controlar alguns processos intracelulares, sao duplicados sob a acao de

enzimas, que nao atuam na duplicacio dos telomeros!. Para isso, é necessaria uma enzima

1 Telomeros sao as extremidades dos cromossomos que contém sequéncias repetitivas de bases

nitrogenadas (Citosina, Guanina, Adenina e Timina) que nao codificam informacao genética.
Os teldmeros sao importantes para manter a integridade cromossdémica pois ndo permitem



30

especializada, a telomerase. Sem ela, as novas fitas cromossomicas produzidas sao um
pouco mais curtas a cada divisao celular, ou seja, o comprimento dos telomeros limita o

numero de divisoes celulares possiveis.

Durante a sintese de DNA, proteinas como as polimerases consertam a maioria das
bases nitrogenadas nao pareadas em um processo chamado revisao(31). Imediatamente
apos esta sintese, qualquer base mal pareada restante pode ser detectada e substituida
em um processo chamado reparo por mau pareamento(31). Se o DNA fica danificado,
pode ser reparado por varios mecanismos, incluindo quimica reversa, reparo de excisao, e
reparo de quebras de fita dupla(31, 32). A mutagao ocorre quando o DNA ¢é danificado
sem que seja reparado. Isto causa uma instabilidade na célula, que passa a ter este codigo
genético “defeituoso” como valido e a se replicar. Mutagoes nas sequéncias de DNA tém
poder de causar instabilidade nas células e causar um novo e diferente crescimento celular,
a neoplasia(31) (palavra de origem grega em que o prefixo “neo” significa novo e o sufixo

“plasis” significa crescimento, formagao).

Entre as mudancas que se acumulam nas células, vale ponderar que: uma tnica
mutacao nao ¢ suficiente para causar cancer; canceres se desenvolvem gradualmente pelo
aumento descontrolado de células; a progressao dos tumores envolve sucessivos ciclos de
mutacao e de selecao natural; o crescimento do cancer depende de um controle deficiente
da morte celular e do funcionamento do sistema imune; as células cancerigenas em geral
sao alteradas em resposta a danos no DNA e a outras formas de estresse; tumores induzem

angiogénese? e seu microambiente influencia o desenvolvimento do cancer.

Algumas caracteristicas contribuem para que as células cancerigenas se proliferem,
pois elas sao: mais independentes para o crescimento e proliferacao; insensiveis aos
sinais antiproliferativos extracelulares; menos predispostas a apoptose (morte celular
programada); invasivas e sobrevivem a locais estranhos; e geneticamente instéveis. Hanahan
and Weinberg (33) também destacam que a ordem da aquisigao destas caracteristicas nao
¢é Unica e que cada uma delas somente ¢é possivel gragas a instabilidade genética causada

por mutacoes sucessivas.

Estudos recentes(34, 12, 9) apontam que uma das caracteristicas essenciais para a
proliferacao de alguns canceres é a migracao de células-tronco cancerigenas dos tumores. As
células-tronco tém uma caracteristica que as tornam diferentes das demais: a capacidade
de se diferenciar. A diferenciacao celular consiste em um conjunto de processos que
transformam e especializam as células embrionarias. Apds estas transformacgoes, sua
morfologia e fisiologia sao definidas, o que as tornam capazes de realizar determinada
funcao (32). Apos a fecundagao, a vida do organismo inicia-se com apenas uma Unica

célula. Nesse sentido, todas as demais células que dela se originarem pela divisao celular

que as fitas de DNA fiquem expostas com as suas pontas soltas.
Angiogénese é o termo usado para descrever o mecanismo de crescimento de novos vasos
sanguineos a partir dos ja existentes.

2



31

Figura 2.1 — As células-tronco e as células embrionarias tem a capacidade
de se diferenciar. O processo de divisao celular para estas células passa a
ter dois tipos: mitose simétrica e mitose assimétrica.
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Fonte: Figura retirada de Carvalho et al. (35)

(mitose) terdao as mesmas informagdes genéticas, no entanto, exercerao fungoes diferentes
por conta da expressao génica (32). Dito isto, as células-tronco e as embrionarias possuem
dois tipos de mitose: simétrica e assimétrica. Na mitose simétrica, a célula se dividira em
duas novas células idénticas. Na mitose assimétrica, a divisao produzirda uma célula tronco
ou embrionaria e uma célula diferenciada. A mitose das células tronco é apresentada na

Figura 2.1.

As células cancerosas reproduzem-se desenfreadamente e colonizam outros tecidos
e esta combinagao torna o cancer perigoso. Uma célula anormal que cresce e se prolifera
fora de controle dara origem a um tumor, que pode ser benigno ou maligno, dependendo
se invade ou nao outros tecidos. Tumores glandulares benignos (adenoma) permanecem
dentro da ladmina basal que delimita uma estrutura normal (ducto), enquanto que o
maligno (adenocarcinoma) destréi a integridade do ducto e entra na corrente sanguinea.
A metdastase é o processo onde uma unica célula e/ou um pequeno grupo de células se
desprende do tecido tumoral e acaba invadindo a corrente sanguinea, se prendendo a

outros érgaos e tecidos (31) e se dividindo desenfreadamente.

2.2 OSCILADOR HARMONICO MASSA-MOLA

Nas ultimas décadas, duas abordagens tém sido aplicadas para modelar o comporta-
mento mecanico de tecidos bioldgicos: a) métodos numéricos, como o método dos elementos
finitos, usados para determinar solugoes aproximadas das equacgoes diferenciais usadas para

representar o fendmeno de interesse; e b) métodos discretos, como o sistema massa-mola,
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Figura 2.2 — Molas conectadas a pontos de massa que exercem forcas nos
pontos vizinhos quando as massas sao deslocada das posigoes

Fonte: Figura retirada de Pavarini et al. (37)

utilizado neste trabalho por ser potencialmente menos custoso que o método anterior(36).
Além disso, sistemas massa-mola podem prover um calculo razoavelmente preciso e, de-
pendendo das caracteristicas do sistema sendo simulado e do hardware empregado, tal

computacao da deformacao do tecido pode ser feita em tempo real(13).

O sistema massa-mola é aquele que, como o préprio nome indica, representa um
objeto com massa ligado por uma mola a outro ponto, seja este um corpo fixo de massa
desprezivel ou nao. Este sistema faz parte dos tipos de osciladores harmonicos, pois
descreve um movimento periédico causado por uma forca inicial, mas neste existe uma
forca restauradora que faz com que o objeto se mova buscando uma posicao de repouso.
Apesar de cada unidade béasica ser simples, o sistema massa-mola permite a construcio e
representacao de sistemas complexos a partir da conexao de varias unidades basicas, como

a apresentada na figura 2.2.

Ao aplicar-se uma for¢a no ponto de massa, ligado por uma mola, este sofrerd um
deslocamento z, com velocidade v, que sera desacelerado pela mola na intensidade da sua
constante elastica k, que por sua vez depende do material. Quando a aceleracao do corpo
chega a zero, tém-se que a forca elastica muda para o sentido contrario ao movimento. O
corpo repetira o processo em torno do ponto de equilibrio, que é chamado de movimento

harmonico simples, sendo ilustrado na figura 2.3.

A forca exercida sobre o corpo, no caso do sistema massa-mola, se d4 o nome de



Figura 2.3 — Movimento Harmoénico Simples. Ao se aplicar uma forca

inicial F, a um corpo de massa m, ligado a um ponto fixo por uma mola

com constante elastica k, este realizara um movimento periédico em torno
de um ponto de equilibrio.
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forca elastica, podendo esta ser calculada pela equagao 2.1:

—

F,=k.x.
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(2.1)

Esta forga é diretamente proporcional a distancia de deformacao x, dada em metros,

e a constante eldstica da mola k, dada em N/m, que depende de cada material.

O sistema massa-mola é empregado na biologia com a finalidade de representar

tecidos e objetos flexiveis, geralmente considerando efeitos lineares, tanto na elasticidade
da mola como no atrito entre massas(38, 37). Neste sentido, algumas partes do sistema

proposto podem ser modeladas com massa-mola, usando como principio o fato destas se

deslocarem ou deformarem e voltarem a uma posicao de equilibrio com baixas amplitudes®.

Um exemplo é o que ocorre com a membrana celular, pois quando esta sofre uma pressao

3 Amplitude é o nome dado ao comprimento de deformacao méixima, quando o corpo de massa

m ligado a uma mola de constante eldstica k é impelido por uma forca elastica.
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de qualquer dos lados, ela se deforma e depois volta ao equilibrio. No modelo proposto
neste trabalho, é usado o sistema massa-mola para modelar: a) a membrana celular, pois
representa a elasticidade da mesma; e b) nas interagoes de atragao e repulsao celular, pois
as células se movem em direcao as vizinhas e se afastam até atingirem uma posicao de

equilibrio.

2.3 O MODELO MULTICELULAR DE NEWMAN

Nesta secao sera abordado o modelo para descrever a dinamica de interagoes entre
varias células através da comunicacao dos seus elementos subcelulares. Estes elementos se

relacionam com outros através de potenciais internos e externos as células.

Para modelagem da interacao entre células num tecido, considerou-se um modelo
onde cada célula é tratada como uma nuvem de pontos de massa que estao conectados
uns aos outros (25). Este modelo é focado em dindmica de sistemas multicelulares. Entao,
foi produzido um sistema multicelular que tratou de aspectos mecanicos de cada célula,
como por exemplo rigidez, velocidade, posicao no espaco e aspectos bioquimicos. A cada
célula, foi atribuido um campo de forca composto de forgas conservativas, dissipativas e

um elemento aleatério para simular os ruidos bioquimicos.

Newman (25) desenvolveu um modelo para sistemas multicelulares com componen-
tes sub-celulares. Para isso, considerou que cada célula fosse composta por varios pontos
de massa uniformemente espalhados pela membrana celular. A célula pode entdao ser mo-
delada para varios formatos, desde poligonos bidimensionais até volumes tridimensionais.
A estrutura da célula utilizada no modelo foi baseada no fulereno C'180, que modela a
célula como 180 pontos de massa uniformemente distribuidos em uma esfera, conforme
representado na Figura 2.4. O fulereno C180 foi escolhido por apresentar robustez ao
modelar propriedades fisicas e estruturais(13). A vantagem de usar este modelo estd na
possibilidade de representar a célula em véarios formatos, como esferas e poligonos, e na

possibilidade de modelar interagoes biomecénicas intra- e extra-celulares(25, 20).

2.4 AS FORCAS ATUANTES EM CADA CELULA

Nesta secao serao descritas as forcas atuantes em cada célula, bem como as equagoes
empregadas para modela-las. As forcas que serdo descritas nesta se¢do sao provenientes

da Dinamica Molecular.

Os processos mecanicos modelados neste trabalho sdo compreendidos por forcas
atuantes intra- e extra-celulares, que sao: forga de atracao, de repulsao, de torcao, de
friccao, de ligacao e a pressao interna das células. Essas forcas formam um campo de forga

que é dado por uma massa m vezes a aceleracao a e que pode ser descrita pela equacao
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Figura 2.4 — Estrutura do fulereno C180 utilizada no CellSim3D, baseada no modelo de
pontos de massa de Newman (25).

Fonte: Figura retirada de Pranav et al. (13)

2.2:

Fo —msxa=FP 4+ F 4 FP 4 FR4 FA 4L PP (2:2)

onde F® representa as forcas de ligacdo associadas & membrana celular, F’ representa a
componente angular da deformagao (juntos, estes dois termos aproximam propriedades
mecanicas da membrana celular), F'¥ representa a forca de crescimento associada a pressio
osmética, F'® representa as forcas de repulsdo que previne duas células ocuparem o mesmo
lugar, F representa as forcas de atracdo responsaveis por manter a integridade do tecido e
FF representa o atrito provocado pelo citoplasma e a friccdo inter-membrana. As equacoes

que descrevem cada um destes termos serao detalhadas a seguir.

A forca de ligacdo F'P entre os pontos de massa ¢ a forca de Hooke amortecida
entre células vizinhas e esta relacionada a elasticidade da membrana celular. Essa forca
também simboliza a ligacao que hé entre uma célula e, a titulo de simplificacdo, seus trés

vizinhos mais proximos. Esta forca é calculada pela equagao 2.3:

3
FiB = Z ]{?Bb,’j<Rz’j - RO) — YintVij (23)
=1

onde k¥ ¢ a constante de Boltzmann, R;; é o comprimento instantaneo da ligagao entre
os nés i e 7, Ry é o comprimento de equilibrio da mesma ligacdo, 7;,; ¢ um termo de

amortecimento das vibragoes e v;; = v; — v;.

A forca de torcao F?, ou forca angular é a forca que preserva a curvatura do tecido,

sendo responsavel por representar a deformacao das células ao entrarem em contato com
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células proximas. Essa forca é calculada pela equagao 2.4:

k90,51 — 00)?
Fl=3> —V<(2>> (24)
J k#i
onde k? é a constante angular da mola, 6, é o angulo de equilibrio (baseado no fulereno
C180) formado entre nés em uma mesma célula e 6, é o dngulo que o né ¢ forma com os
nos j e k, seus vizinhos. No decorrer de algumas simulagoes, a constante angular da mola
foi associada a rigidez das células, pois algumas células menos rigidas nao se deformavam
ao entrar em contato com células mais rigidas. A pressao interna das células F'¥' deriva
da pressao osmotica interna e representa o crescimento celular, visto que é responsavel
por exercer uma forga de dentro para fora na membrana celular, levando-a a crescer de

tamanho. A pressdo interna é calculada pela equagao 2.5:
FP = PSa, (2.5)

onde P é a pressao interna das células, S é elemento unitario de area da superficie, 1 é a

normal da superficie para a célula em questao.

As forcas de repulsio F e de atracdo F4 ocorrem entre diferentes células e
representam, neste modelo, as interacoes inter-membrana entre células préoximas. A forca
de repulsao ¢é responsavel por prevenir que células ocupem o mesmo lugar no tecido e
somente é calculada se a distdncia de uma célula para a subsequente for menor que uma

distancia limite, R < RE. Essa forca é calculada pela equacio 2.6:

FF = k®(R — RP)#;, se R < RE

(2.6)
FR=0 c.c.,

onde R é o comprimento de corte da atuacao da forga e k é a constante repulsiva da

ligagao da mola.

A forca de atracao é responsavel por manter a integridade do tecido. Como a forca
de repulsao, a atracao somente sera calculada se a distancia de uma célula para a proxima
for menor que uma distancia limite. A equacao 2.7, que representa a forga de atracao,
tem como parametros o RZ, que é o comprimento de corte da atuacao da forca, e k4, a

constante de atracao da ligacao da mola:

FZ-A = —kA(R — Rf)fj, se R < R4
FA =0 c.c.

)

(2.7)

Para as forcas de atragao e repulsao, existe uma relacido de dependéncia. A
constante de repulsiao deve ser muito maior que a constante de atracio, k® >> k4, a

fim de impedir que as células ocupem o mesmo lugar no tecido. A distancia limite de
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repulsdao deve ser menor que a distancia limite de atracdo, R < R4, com o intuito de
manter a integridade do tecido. No decorrer dos experimentos in silico, estas duas forgas
foram ajustadas para cada tipo de célula, que representam células normais e tumorais. A
forca de atracao foi alterada para atuar de forma diferente nas interagoes entre as células
normais e suas adjacentes do mesmo tipo. O mesmo aconteceu com a forca de repulsao,
que foi modificada para atuar de forma diferente nas interagoes entre células cancerigenas

e suas vizinhas mais préximas, quando estas também sao cancerigenas.

As forcas referentes ao atrito ou friccdo F¥ sdo compostas pelo arrasto viscoso,
devido ao citoplasma, e pela friccdo inter-membrana entre as células. As forcas de fricgao
sdo responsaveis por exercer pressao de fora pra dentro na membrana celular. Sao dadas

pela equagao 2.8:

FF — FF’m + FF’e;
FF,m = —YmVij, (28)

Fle _ T
F - _’Yextvij#

onde 7, ¢ a constante de amortecimento do movimento devido ao meio e a resisténcia do
citoplasma e 7..; € a extensao do rearranjo celular durante o crescimento tecidual, ou seja,
é a constante de friccdo que uma célula exerce sobre a outra quando uma se move sobre a

outra.

As células podem sofrer rearranjos locais bem como migragoes em larga escala
durante a formacao do tecido. A extensao destes rearranjos depende das interacoes das
células com seu exterior. O rearranjo de células pode ser controlado através de uma forga
de amortecimento viscoso que atua entre células adjacentes. Sejam i e j dois pontos de
massa que pertencam a duas células diferentes em contato. Quando uma se move sobre

a outra, o ponto de massa i escorre pelo ponto de massa j com a velocidade relativa

T

;; € a componente tangencial da velocidade relativa a superficie da célula.

Uij = U; — Uj e v

Podemos separar o campo de forgas, composto pelo somatério das forcas menciona-
das anteriormente, em forcas conservativas e dissipativas. O campo de forcas conservativas
serad composto pelas forcas F4, FE F? e FP. O campo de forcas dissipativas serdo as

forcas associadas ao amortecimento do sistema, que sao F'™, Ffe e ['B,

2.5 O SIMULADOR CellSim3D

Nesta secao sera descrito o software que foi usado para executar as simulac¢oes dos
experimentos in silico. O software foi disponibilizado e distribuido por Pranav et al. (13)
sob a Licenga Publica Geral GNU, (da sigla em inglés GNU GPL) na versao 2 através do
endereco eletronico https://github.com/SoftSimu/CellSim3D. O software foi escrito
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em linguagem C/C++ e CUDA(39), visando execugao paralela em um GPU (Graphics

Processing Unit).

A estrutura do software e seu modo de uso sao descritos na figura 2.5. Todos os
parametros usados na simulagao sdo definidos em um arquivo no formato JSON (JavaScript
Object Notation), que é passado como argumento para o simulador. O identificador da
GPU e o numero inicial de células também sao dados como argumentos de entrada para a

execucao do software.

Uma restricao existente no CellSim3D é que nao existe controle ou meio para
simular a apoptose, ou morte celular programada. Assim, o método consiste em avaliar

somente o crescimento e a divisao celular dados os campos de forca.

O software foi paralelizado com o uso da biblioteca CUDA(39), sendo portanto
necessaria para sua execucao o uso de uma placa de video NVIDIA. Para facilitar a
comunicagao com a placa de video, o autor representa cada célula como uma posicao
dentro de um vetor. Considerando a geometria do fulereno C'180, cada célula é composta
de 180 posicoes no vetor, visto que o modelo base considera cada célula como uma nuvem
de pontos de massa (25). Por usar um modelo tridimensional, cada célula é representada
por 180 posi¢oes em trés vetores, X, Y e Z. A representacdo de um grupo de células
empregando este modelo pode ser vista na figura 2.4. Porém, este ¢ um método custoso
em termos de memoria, pois os vetores devem ser criados e alocados na memoria no
momento de suas declaragoes, ja considerando a quantidade maxima de elementos que
serao alocados. Como cada atributo das células é armazenado em vetor, deve-se armazenar,
tanto na memoria principal, quanto na memoria da placa grafica, memoria suficiente para
armazenar o numero maximo de células multiplicado pelo niimero de pontos de massa de
cada célula, em cada dimensao. Isto faz com que a quantidade de memoria necessaria para
cada simulagao seja a mesma, independente do nimero de células efetivamente simuladas

em cada execucao.

Apesar do simulador CellSim3D ser tridimensional, a disposicao inicial das células,
no inicio da execucao, é feita em um plano, formando um quadrado, assim como apresentado

na figura 2.6.

As forgas conservativas, dissipativas, velocidades e demais grandezas mecanicas,
como os aspectos bioquimicos, serao calculados para cada ponto de massa. Ja rigidez,

volume e pressao interna, serao calculados individualmente para cada célula.

A tumorigénese frequentemente desregula os mecanismos que controlam tamanho,
crescimento e divisao celular (10). Entao, foi feita uma atualizagao no simulador para
que possa manipular células com tamanhos diferentes. A alteracao consistiu na criacao
de um vetor que guardard os tamanhos de cada célula através de ntumeros entre (0,1],
onde zero significa que a célula tera um fator pequeno de crescimento e rigidez e um,

que terda o tamanho de uma célula com pardmetros originais de Pranav et al. (13). Este
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Figura 2.5 — Fluxograma do simulador.
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Figura 2.6 — Estrutura do tecido utilizada no CellSim3D. Representagao das células em
um plano, formando um quadrado.
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Fonte: O autor

vetor serda usado para a computacao de crescimento e rigidez das células, bem como
repulsao e atragdo. Sabe-se que as células tronco cancerosas (CTC), que serao usadas em
nossa simulagao para representar células cancerigenas, tém menor tamanho se comparadas
as células epiteliais(10), que serao usadas para representar células normais, logo, foram
atribuidos valores menores para CTC e um para as células epiteliais. Um esbogo desta

implementacgao é dado como no Algoritmo 1.

Algoritmo 1 Implementacao do fator de tamanho nas novas células. Foi considerado que
as células epiteliais tém fator 1. O fator de tamanho para as células tronco cancerigenas é
dado no arquivo de entrada e seu valor deve estar entre (0,1]. Para cada célula, é sorteado
um nimero aleatério entre (0,1] e, se este niimero for maior ou igual a 0.85, a esta célula é
atribuido o fator de tamanho. Caso a concentracao inicial de CTC ainda nao estiver sido
atingida, é realizado o processo novamente.

1: setSizeFactorFromInput(factor)

2: if random(0,1]>0.85 AND NumDeCTC < Concentracaolnicial then
3. factor_Size[cell] = factor

4: else

5. factor_Size|cell] =1

6: end if

Fonte: O autor.
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Alguns ajustes foram feitos no software para possibilitar a execugao das simulagoes.
Alguns foram muito simples, como ajustar o nome das variaveis de entrada usados no
arquivo JSON e no aplicativo. Como os nomes usados originalmente eram diferentes,
o aplicativo simplesmente nao funcionava. Outras modifica¢des tiveram por objetivo
atualizar algumas funcoes para que a forca resultante fosse calculada a partir da rigidez
especifica da célula, ao invés de um valor constante. Foi também implementada uma
modificagdo que permitiu alterar o formato inicial do tecido, que antes era necessariamente
quadrado (figura 2.6), e que agora pode ser esférico, como na figura 2.7. Por fim, as
estruturas de dados foram alteradas para permitir simular tipos diferentes de células, como

epiteliais e cancerigenas, como visto no algoritmo 1.

Para adaptar o formato plano do simulador original em um formato esférico,
foi desenvolvido o algoritmo 2. Foi escolhido este formato por melhor se assemelhar a
aglomeracao de células usada no experimento in vitro que servira para validar os resultados
do simulador. Outra razao foi que o formato de um plano quadrado nao possibilita a
formacao de pseudépodes, comumente encontrados em tumores. O algoritmo dispoe as

células em posicoes que formem uma esfera e que nao ocupem o mesmo lugar no espaco.

Algoritmo 2 Pseudo-c6digo para a construcao do formato inicial do tumor, com o objetivo
de dispor as células de modo a formarem um esferoide.
L1=3*cellRadius
Theta = 0
PushCell(center)
for rank=1; rank< TotalCells; rank++ do
finalAngle = calculateAngle(center, cellRadius, L1)
for Phi=0;Phi<PI+finalAngle;Phi+=finalAngle do
for Theta = 0; Theta < 2PI; Theta+=finalAngle do
centerNewCell.x = (center.x+L1) * cos(Theta) * sin(Phi)
centerNewCell.y = (center.y+L1) * sin(Theta) * sin(Phi)
centerNewCell.z = (center.z+L1) * cos(Phi)
PushCell(centerNewCell)
end for
end for
L1 = L1 + (3*cellRadius)
end for

Fonte: O autor

Os resultados das simulagoes, para distintos passos de tempo, sdao escritos em arqui-
vos no formato Visualization ToolKit (VTK(40)), que serdo utilizados para a visualizagdo
no programa ParaView(41). Para cada passo de tempo, é impresso um arquivo no formato
VTK com as posigoes dos pontos de massa e tipo de célula. Os resultados das simulacoes

realizadas para cada experimento serao apresentados no préximo capitulo.
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Figura 2.7 — Estrutura adaptada do tecido utilizada nas simula¢ées com

o CellSim3D

Fonte: O autor

2.5.1 Moddulo de Young

A constante de proporcionalidade entre forca e deslocamento X, neste trabalho
denominada médulo de Young, responsavel por modelar fatores associados a rigidez dos
materiais, foi calculada por Stewart et al. (42) nas células mitéticas de HeLa! como sendo
da ordem de Y ~ 1nN/um?. No simulador, é representada por um vetor onde cada
posicao indica o valor referente a uma célula. O moédulo de Young estimado por Pranav
et al. (13) pode ser expresso através de uma constante de mola K*" como Y = K*",
Para as primeiras simulacoes, todas as posicoes do vetor Y sao preenchidas com o mesmo
valor; posteriormente, para cada valor do vetor fatorSize, definido no Algoritmo 1, podem

assumir um valor distinto, dependendo do tipo de célula.

O aumento da rigidez implica no aumento da taxa de divisao e no aumento de
tamanho, visto que as forcas conservativas, neste trabalho dadas por FA FF F0 e

estao atreladas a rigidez (11).

2.5.2 Ruido bioquimico

Para o calculo de ruido bioquimico, as forcas aleatérias serao calculadas por um

fator escalar, rsf, multiplicado por uma distribuigdo normal de niimeros aleatérios. Este

4 Tipo de célula normalmente usada em pesquisas cientificas, sendo as tinicas a sobreviver in

vitro.
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fator escalar, a principio, é tdo pequeno quanto queiramos, o que torna o sistema menos

corrompido e nos permite verificar melhor a influéncia das demais forgas.

Posteriormente, para tentar promover maior deslocamento individual de cada célula
e reproduzir os dados do experimento in vitro, foi adicionado ruido bioquimico para os

experimentos in silico.

2.5.3 Divisao celular

A divisao celular acontece no momento em que a célula atinge um certo volume
limite. O volume de cada célula cresce gradualmente, impulsionado pela forga de cresci-
mento, F¥', e quando ela atinge o volume limiar de divisdo, a célula é marcada para se

dividir em duas novas. Assim, injeta-se massa no sistema.

Quando uma célula é marcada para se dividir é tracado um plano divisério orientado
aleatoriamente pelo qual a célula, para o modelo de divisao por mitose, é dividida
simetricamente. Entao, sao calculadas as posi¢oes das duas novas células e estas irao se
repelir até atingirem a distancia de equilibrio. Um esquema da divisao celular ¢ mostrado

na Figura 2.8.

Figura 2.8 — Representacao grafica do crescimento e divisao celular

Fonte: Figura adaptada de Pranav et al. (13).

2.5.4 As equacgoes de deslocamento

Em seu trabalho, Besold et al. (28) desenvolve um integrador para as equagoes do
movimento baseado na massa m das particulas, sua posicao e velocidade. Sao definidas as

forcas conservativas, dissipativas e aleatorias de acordo com o conjunto de equagoes 2.9:

Ff = aw(ry) | == |,

F7 = —yw(ryg) | (vi = vj) - (F=5) | (=), (2.9)

L o
Fr = ow(ri;)&i; \::f:jl ’

onde ;; sao varidveis aleatdrias simétricas com média zero e variancia unitaria. As forcas
sao suavemente repulsivas devido a fungao peso w(r;;), que é comumente usada sendo
w(rij) = 1 —1r;/r. com r. sendo a distancia de corte e r;; < r.. O vigor das forcas

conservativas, dissipativas e aleatdrias sdo as constantes a, v e o, respectivamente. Sendo
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assim, Besold et al. (28) define as equagoes de movimento como no conjunto de equagoes

2.10:

d?”z' = V; dt,

(2.10)
dv; = L(FCdt+ FPdt+ FFVdb).

Para Pranav et al. (13), F¢ sdo as forgas conservativas, e incluem as interagoes
ligadas e nao-ligadas; F}” sdo as forgas dissipativas e incluem as interagoes de fricgao; e
FP sao as forcas aleatérias e incluem a componente aleatéria do modelo, relacionadas ao
ruido bioquimico. Seu algoritmo para as equagoes do movimento foi adaptado do modelo
de Besold et al. (28), o qual ele chamou de algoritmo de integracdo DPD-VV (Dissipative
Particle Dynamics Velocity-Verlet).

Algoritmo 3 Algoritmo de Integracao DPD-VV
v; = v; H(FECAt + FP At + FEVAL) /2m
=1 + UzAt
Calculate( EC{r}, FP{r v}, FE{r})

v = v; + (FEC At + FEVAL) /2m
v; =00 + (FPAt) /2m
Calculate (FP{r,v})

Fonte: Algoritmo adaptado de Pranav et al. (13)

O método de integracao de Verlet, também conhecido como Método das Diferencas
Centrais Explicito, foi utilizado no modelo por ser mais estavel. A forma original do

método é dado pela equagao 2.11 a seguir:

Tp—1+ Tnt1

A (2.11)

Un =

A posicao de cada particula é dada em funcao do tempo a partir da equacao 2.12:

Fi(t 4+ At) = 275(t) — 73 (t — At) + MA#. (2.12)
my
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3 SIMULACOES E RESULTADOS

Neste capitulo serao apresentados os resultados obtidos pela implementacao do
modelo computacional de dindmica de divisao e crescimento celular, apresentado ao longo
do capitulo anterior, comparando-os com dados de experimentos in vitro(9). As simulagoes
foram realizadas utilizando o simulador CellSim3D(13), que foi adaptado para implementar
adequadamente o modelo apresentado no capitulo 2 e dessa maneira obter a formacao e

migragao de pseudépodes, observada no experimento in vitro (9).

As simulagoes estao divididas em dois experimentos in silico distintos. No primeiro,
um procedimento similar ao utilizado para realizar analise de sensibilidade dos parametros
de um modelo é usado de modo a identificar a influéncia de cada um dos parametros
na formacgao e migracao de pseudopodes. Diferentemente da andalise de sensibilidade,
nenhuma métrica quantitativa é adotada, apenas aspectos qualitativos sao levados em
consideracao. No segundo experimento, o simulador CellSim3D(13) foi adaptado para
estudar as diferencas entre as forcas de repulsao e atracao aplicadas em células cancerigenas

e epiteliais.

3.1 RESULTADOS DE EXPERIMENTO IN VITRO

Nesta segao, sera apresentado o experimento in vitro recentemente publicado(9) e
que sera utilizado para avaliar os resultados dos experimentos computacionais por meio de

comparagoes qualitativas.

O experimento in vitro(9) consistiu do cultivo de células tronco cancerigenas (CTC)
e epiteliais em trés diferentes concentracoes. Essas concentragoes distintas serao chamadas
de cenérios, e consistem de uma concentracao inicial de CTC igual a 0%, 50% e 100%.
Os experimentos demonstraram que, maior a concentracao de CTC, maior o niimero de
migracoes do tumor, seja de CTC individuais, seja de um conjunto de células contendo
CTC(9). O grafico da Figura 3.1 é uma adaptagao de Quan et al. (9) e contém a migracao

de células por concentracao de CTC.

No inicio do experimento in vitro foi criada uma formacao tumoral inicial, composta
de 100 células. Passadas aproximadamente 14 horas, havia a formacgao de pseudoépodes
com diferentes concentragoes de CTC e células epiteliais. Apods 28 horas do inicio do
experimento, este pseudopode ja se move de maneira diferente ao movimento do tumor, mas
ainda proximo a este. Ao final de aproximadamente 43 horas, houve a ruptura do que ligava
estes pseudopodes a formagao tumoral, e inicia-se a formagao de outros pseudopodes. Em
aproximadamente 72 horas houve o completo rompimento de um destes, com a migragao
(metéstase) para longe do tumor. Tal situagao é ilustrada esquematicamente na Figura
3.2.
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Figura 3.1 — Migracao de células do tumor para o experimento in vitro
por concentragao de CTC

16 T

CTC .
14 Epitelial mmmmm 4
12 ¢

10 1

migrantes
[ee]
:

Quantidade de células

0.0 50.0 100.0

Concentragdo de CTCs na esfera (%)

Fonte: Gréfico adaptado de Quan et al. (9)

Figura 3.2 — Experimento in vitro representado com o auxilio da ferra-
menta Inkscape(43), destacando as etapas de maior interesse observadas
ao longo do tempo. Primeiramente, observa-se a formacao tumoral inicial
criada em laboratorio, com aproximadamente 100 células, entre epiteliais
e CTC (a). Em seguida, ocorre a formagao de pseudépodes, que migram
para as bordas da formagao tumoral (b, d e e). Cada pseudépode é
representado por uma cor diferente, e as dire¢oes em que se movem sao
indicadas pelas setas coloridas, onde cada uma das setas representa a
direcdo do movimento dos pseudépodes da mesma cor. Os tempos em que

as fotografias foram tiradas para posterior representacdo computacional
sao: a) 00h, b) 14h, c¢) 28h, d) 43h, e) 54 h, e f) 72h.

Fonte: O autor, adaptado de Quan et al. (9).
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Os resultados do experimento in vitro(9) foram transformados nas imagens apre-
sentadas na Figura 3.2 utilizando o seguinte esquema: as fotografias de cada etapa que
descrevem fenomenos do experimento in vitro, em intervalos distintos de tempo, foram
tratadas pelo autor desta dissertacao utilizando uma ferramenta de processamento de
imagens (Inkscape(43)) para representar cada célula como pequenos circulos, que foram
sobrepostos as células nas mesmas posi¢oes em que estas se encontravam nas imagens
originais. Inicialmente, todos os circulos tém a mesma cor, pois nao ha distin¢ao de células
epiteliais e CTC. Contudo, foram inseridos alguns circulos de cores diferentes, azul, verde
e roxo, que representam pseudépodes distintos. Setas, nao existentes nas fotos originais,
foram adicionadas ao desenho para mostrar a trajetéria dos pseudopodes. As setas foram

coloridas com as mesmas cores utilizadas para representar os pseuddpodes.

A partir do experimento in vitro(9), observou-se que o periodo de tempo necessario
para a reproducgao do fenéomeno desejado estava em uma escala de tempo diferente da
obtida pelo modelo de Pranav et al. (13). Para solucionar este problema, foi realizada a
conversao de escala a seguir. Sabendo-se que o tempo total de simulagdo no codigo de

Pranav et al. (13) é dado por:
tcodigo(i) - Atcodigo X ’i, (31)

onde t.odigo(?) equivale ao tempo decorrido passadas i iteragoes de simulagao e
Al codigo €quivale ao tempo dado para cada iteracdo, valor que foi fixado em 107*. Baseado
no tempo descrito no experimento in vitro(9), foi observado que o tempo méximo do
fenémeno era de aproximadamente 72 horas. Considerando que o experimento in vitro
execute, por exemplo, um numero arbitrario de 100.000 iteragoes, cada iteracao do codigo

representara um passo de tempo de duragao de:

t'mvitro = 72h = 259.200 s
2592005 = Atinpiere + 100.000 (3.2)
dtinm‘tro - 27 592 s.

Esses valores foram utilizados nas simulagdes descritas nos experimentos 1 e 2,

apresentados nas secoes 3.2.1 e 3.2.2, respectivamente.

3.2 EXPERIMENTOS IN SILICO

A primeira questdao a ser tratada para a reprodugao dos resultados in vitro(9)
foi a forma como as células sdo dispostas no inicio do experimento computacional. A
versao original do simulador dispde inicialmente as células em linhas e colunas com iguais

quantidades, formando assim um quadrado. Deste modo, o niimero inicial de células a ser
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passado como parametro para o simulador deveria ser um quadrado perfeito. Porém, a
utilizacao deste formato nao proporcionou a formacao de pseudépodes, nem de migracao
dos mesmos. Assim, optou-se por alterar o cdédigo do simulador de modo que a disposi¢ao
inicial das células formasse uma esfera, tendo em vista que os tumores do experimento in
vitro estavam inicialmente em um formato de esferoide. Como o experimento in vitro(9)
utilizou um valor inicial de aproximadamente 100 células, optou-se por iniciar o experimento
computacional com um valor inicial de 94 células, tendo em vista que esse é o nimero de

células mais proximo de 100 onde é possivel dispd-las em formato de esfera.

Dois tipos de células foram representados computacionalmente: CTC e epiteliais.
Novamente foi necessario realizar alteracoes no simulador de modo a permitir a represen-
tacao de dois tipos diferentes de células, que podem ter caracteristicas mecanicas distintas.

O simulador original permitia a simulacao de um tnico tipo de célula.

O niimero maximo de células foi utilizado como um dos critérios de parada, pois
na maioria da simulagoes o tumor ficava com tamanho bem maior que os experimentos
in wvitro(9), sem contudo apresentar a formagao de pseudépodes ou migragao. O niimero
de iteragoes também foi utilizado como critério de parada pois o tempo de ocorréncia
do fendmeno apresentado no experimento in vitro precisaria condizer com o tempo total
de simulacao dos experimentos. Os experimentos foram simulados por 18h a mais que
o experimento in vilro para observar se, com a respectiva configuracao dos parametros
e com um tempo maior de simulagao, o tumor apresentaria a formagao e migracao de

pseudopodes.

3.2.1 Experimento 1

No primeiro experimento computacional, descrito nesta secao, foi realizado um
procedimento similar ao empregado para realizar analise de sensibilidade de parametros.
Em cada simulacao, um dos parametros teve seu valor ajustado entre 10% e 150%, com
passos de 10%, enquanto que os valores dos demais foram mantidos fixos, portanto, de modo
similar ao esquema utilizado em uma anélise one-at-a-time(44). Contudo, diferentemente
da analise de sensibilidade, nao foi adotada uma ou mais métricas para comparar os
resultados de modo quantitativo por nao ser possivel definir uma métrica para descrever a
formacao e migracao coletiva de pseudépodes. Adotou-se assim uma abordagem qualitativa,
de natureza visual, verificando-se o resultado de cada simulacao individualmente. Observou-
se que nem todas as simulagoes apresentaram a formacao e migracao de pseudépodes em
tempo similar ao do experimento. Nesta secao, serao apresentados apenas os resultados
dos pardmetros que mais influenciaram no resultado final das simulag¢oes. A lista de todos
os pardmetros, sua descri¢ao, e valores originalmente definidos por Pranav et al. (13) sdo

listados na tabela 1.

A andlise feita mostrou que cada parametro influencia um aspecto distinto da
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Tabela 1 — Lista dos parametros da simulagao, seus valores e suas respectivas unidades

Parametros Notagao  Valor Numérico Unidade
Ntmero méaximo de células MaxCells  3000%*

Pontos de massa por célula (fulereno) N 180

Massa da particula m 0,04 10~ Bkg
Modulos de Young Y 1000 nN/um
Amortecimento do rearranjo celular Veat 15 1071%g/s
Amortecimento interno das vibragoes Yint 100 1071%g/s
Amortecimento devido ao meio Yim 5 1071%g/s
Presséo inicial Pl 50 nN/pm?
Taxa de crescimento da pressao interna API 0,008 nN/um?s
Pressao méaxima Pasl 65 nN/pum?
Raio de corte da repulsao Rrep 0,3 10~5m
Raio de corte da atracao R 0,2 107°m
Constante de Repulsao kR 100 (nN)?/um?
Constante de Atragio kA 0,5 (nN)?/pum?
Iteracoes it 125000%*

Comprimento de equilibrio da mola Ry 0,13517879937327418 10~ °m
Constante angular da mola k® 1000 nN/um3
Fator escalar aleatério rsf 0,001

Volume de divisao divVol 2,9 pum?
Numero Inicial de Células n 94

Passo de tempo da simulagao At 1074

Fonte: Tabela extraida de Pranav et al. (13). * Dados modificados para este trabalho.

simulacao. Influenciaram diretamente na quantidade final de células no tecido os seguintes
parametros: APL Y, Y, Yint € Vewt- Os parametros que influenciam o tamanho das células
sao: API, Y, divVol e 7,,. Os pardmetros que influenciam na deformidade das células
foram: rsf, k?, k™. Os parametros que influenciam o deslocamento das células sdo: rsf,
Ym € Vext-

Assim como nos experimentos in vitro(9), as simulagoes computacionais utilizaram
distintas concentragoes iniciais das CTC: 0%, 50% e 100%. Os resultados sao apresentados
nas figuras 3.3, 3.4 e 3.5. As células tronco cancerigenas e as epiteliais, a principio, tém
o mesmo fator de rigidez, sendo diferentes apenas pela taxa de crescimento - as células
tronco cancerigenas crescem pela razao de 80% das epiteliais. As CTC tém crescimento
menor, pois, apesar de serem cancerigenas e crescerem desenfreadamente, estas células
tém um ciclo de vida mais lento (10, 17, 45). Para Jabbari et al. (45), essa razao de
crescimento das CTCs depende do tecido de origem, variando de 10% a 80% no caso das
epiteliais. Neste trabalho foi considerado somente o caso onde ha divisoes simétricas, ou

seja, uma célula CTC se divide em duas células CTC, e uma epitelial em duas.
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Figura 3.3 — Simulagao para o cenario onde ha somente células epiteliais, ou

seja, com concentragao de 0% de CTC. Foram utilizados como parametros

os valores listados na tabela 1. Nesta simulacao todas as 94 células iniciais

sao epiteliais. As células comecam a crescer, se dividem e aumentam o

tamanho do tumor. Os intervalos de tempo sao: a) 00h, b) 18h, ¢) 36h,
d) 54h, e) 72h, e f) 90h.

Fonte: O autor

Figura 3.4 — Simulagao para o cenario onde ha, inicialmente, concentracao

de 50% de células tronco cancerigenas. Foram utilizados nesta simulacao

os parametros da tabela 1. O experimento é iniciado com 94 células (50%

células epiteliais, em vermelho, e 50% células tronco cancerigenas, em

azul). As células cancerigenas tém crescimento (API) a razao de 80% das

epiteliais. Os intervalos de tempo sao: a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e)
72h, e f) 90h.

a) b) 3

&

Fonte: O autor
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Figura 3.5 — Simulagao para o cenario onde hé concentracao de 100% de
células tronco cancerigenas. Foram utilizados os parametros da tabela

1. O experimento é iniciado com 94 células tronco cancerigenas. Os
intervalos de tempo sdo: a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h, e f) 90h.

a)

Fonte: O autor

No experimento in vitro observou-se que as células apresentavam certo grau de
deslocamento em relagdo ao centro do tumor. Com a finalidade de reproduzir este
comportamento e baseado nos resultados da analise realizados previamente, optou-se por
diminuir o atrito viscético e de rearranjo celular (7,, € Yest, respectivamente). Foram
realizadas simulagoes considerando redugoes percentuais nos parametros mencionados.
Para valores de v.,; reduzidos percentualmente em 50%, e valores de ~,, reduzidos em
10%, obtiveram-se os resultados apresentados respectivamente como (1) e (2) nas figuras
3.6, 3.7 e 3.8. Com menor atrito, hd uma pressao externa menor sobre a membrana celular,
fazendo com que ela cresca mais rapidamente e, consequentemente, atinja o volume de
divisdo mais rapidamente. Assim, estas simulagoes atingem o nimero méaximo de células,

utilizado como critério de parada.

Tendo em vista que a alteracao das constantes de atrito, 7v,, € Vest, N80 produziu
resultados satisfatorios, optou-se por tentar outra solucao. Os valores destes parametros
foram restaurados para os valores originalmente dados por Pranav et al. (13), listados na
Tabela 1. Em seguida, uma solucao adotada foi aumentar o valor do ruido bioquimico,
através da modificagdo do fator escalar rsf. Isto fez com que as células se deslocassem além
da divisao celular e se tornassem mais deformaveis, como visto nos resultados apresentados
nas figuras 3.9, 3.10 e 3.11, em especial, para as células evidenciadas por circulos. O fator
escalar para o ruido bioquimico era rsf = 0.001 inicialmente. Foram feitos testes com
rsf =100 e rsf = 10, respectivamente. Os resultados dos testes feitos ajustando o ruido

bioquimico sao mostrados nas figuras 3.9, 3.10 e 3.11.

Os resultados do Experimento 1 nao foram satisfatérios, pois havia pouco desloca-

mento das células em relacao ao centro do tumor, nao houve migragao de pseuddpode,
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Figura 3.6 — Simulagoes para o cenario onde ha somente células epiteliais,
ou seja, 0% de CTC. O experimento ¢ iniciado com 94 células epiteliais.
Como parametros, foram utilizados os valores listados na tabela 1, exceto
para os relacionados ao atrito: (1) com ey = 7,5 € v = 2,5 e (2)
com ey = 1,5 e vy, = 0,5. Observa-se que, com esta alteragdo, as
células comecaram a crescer, a se dividir e o tamanho do tumor aumenta
mais rapidamente (2). Atingiu-se o nimero maximo de células com
aproximadamente 78h para (1) e aproximadamente 28h para (2). Houve
formagao de pseuddpodes, que foram indicados por setas. Os intervalos
de tempo sao: (1) a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h e e) 78h; (2) a)00h e b)
28h.

(1) 2) 4
a);@ b) ’ © ‘ *
b)
d) ‘ e)’
. AN

AN

Fonte: O autor

Figura 3.7 — Simulagao para o cenario onde, inicialmente, ha 50% de
células tronco cancerigenas de um total de 94 células (47 CTC, em azul e 47
epiteliais, em vermelho). Utilizou-se como parametros os valores listados
na tabela 1, exceto para os relacionados ao atrito: (1) com e,y = 7,5 e
Ym = 2,5 € (2) com Yeur = 1,5 € v, = 0,5. As células comegam a crescer,
a se dividir e o tamanho do tumor aumenta mais rapidamente. As células
cancerigenas tem APl a razao de 80% das epiteliais. Houve a formagcao
de pseudoépodes, que foram indicados por setas. Atingiu-se o niimero
méaximo de células com aproximadamente 78h para (1) e 28h para (2).
Os intervalos de tempo sao: (1) a) 00h, b) 18h, c¢) 36h, d) 54h e e) 78h;
(2) a) 00h e b) 36h.

o R4 |
EY t

Fonte: O autor



Figura 3.8 — Simulagao para o cenario onde ha somente CTC, ou seja,
com uma concentracao de 100% de células tronco cancerigenas. Inicia-se
o experimento com 94 células. Os parametros utilizados estao listados
na tabela 1, exceto para os relacionados ao atrito: (1) com et = 7,5 ¢
Ym = 2,5 € (2) com Yezr = 1,5 € v, = 0,5. As células comegam a crescer,
a se dividir e o tamanho do tumor aumenta um pouco mais rapidamente.
As células cancerigenas tem APl a razao de 80% das epiteliais. Atingiu-
se 0 nimero maximo de células com aproximadamente 78h para (1) e
aproximadamente 28h para (2). Os intervalos de tempo sao: a) 00h, b)

18h, ¢) 36h, d) 54h e e) 78h.
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Fonte: O autor

Figura 3.9 — Simulacao para o cendrio com concentracao de 0% de CTC.
Inicia-se o experimento com 94 células epiteliais. Foram utilizados como
parametros os valores listados na tabela 1, porém alterando o ruido
bioquimico: (1) com rsf =10 e (2) com rsf = 100. As células comecam
a crescer, mover-se, dividir-se e aumentar o tamanho do tumor ainda
mais rapidamente em (2), na qual atingiu-se o niimero maximo de células,
MaxCells, com aproximadamente 36h em (2). Houve a formacao de
pseudopodes que foram indicados por setas. As células se tornaram mais
deformaveis, o que ¢é evidenciado pelos circulos. Os intervalos de tempo
sao: (1) a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h; (2) a)00h e b)36h.

Fonte: O autor
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Figura 3.10 — Simulagao para o cenario com concentragao inicial de 50% de
CTC. Inicia-se o experimento com 94 células (47 epiteliais, em vermelho e
47 CTC em azul). Foram utilizados como parametros os valores listados
na tabela 1, alterando o ruido bioquimico: (1) com rsf = 10 e (2)
com rsf = 100. As células comegam a crescer, mover-se, dividir-se
e aumentar o tamanho do tumor ainda mais rapidamente. Houve a
formacao de pseudépodes que foram indicados por setas. As células se
tornaram mais deformaveis, o que é evidenciado pelos circulos e atingiu-se
o nimero maximo de células, utilizado como critério de parada, com
aproximadamente 36h em (2). Os intervalos de tempo sao: (1) a) 00h, b)
18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h; (2) a) 00h e b) 36h.

Fonte: O autor

apesar de ter se observado a formacao de alguns ao se introduzir o ruido bioquimico.
Portanto, foi feito outro experimento, com a introdugao de um ruido bioquimico, com
o valor de rsf = 10. Os resultados das simulagoes com ruido bioquimico para o valor
de rsf = 10 se mostraram mais proximos ao experimento in vitro, pois as células se
deslocavam, mantinham um certo tamanho do tumor, possibilitavam a simulacao por

tempo maior e, também, houve formagao de pseudépodes contendo CTC.

3.2.2 Experimento 2

Nesta secao, sera descrito o segundo experimento computacional, que também
consistiu em reproduzir o fenémeno do experimento in vitro, mas desta vez considerando
os resultados dos estudos de Sun et al. (24, 12). Em seus estudos recentes, Sun et al.
concluiram que as mutagoes ocorridas em células cancerigenas fazem com que elas produzam
continuamente moléculas de OH~ em suas mitocondrias, fendmeno chamado de reagoes
de Fenton(12), e que estas moléculas alteram o pH da célula, fazendo com que a CTC
tenha cargas negativas na sua membrana (figura 3.12). Assim, o simulador foi modificado
de forma a alterar os parametros k£ e k4 para que também fossem diferentes em cada
tipo de célula. Foi realizada uma nova analise destes novos parametros, variando-os de

50% a 400%, com passos de 50%. Novamente deve-se destacar que apesar de similar
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Figura 3.11 — Simulagao para o cenario com concentracao de 100% de CTC.
Inicia-se o experimento com 94 células. Como parametros, foram utilizados
os valores listados na tabela 1, porém alterando o ruido bioquimico: (1)
com rsf =10 e (2) com rsf = 100. As células comegam a crescer, mover-
se, dividir-se e aumentar o tamanho do tumor ainda mais rapidamente
em (2). Nao houve a formacao de pseudépode. Houve a formagao de
pseuddépodes que foram indicados por setas. As células se tornaram mais
deformaveis, o que é evidenciado pelos circulos e atingiu-se o niimero
méaximo de células, MaxCells, com aproximadamente 36h em (2). Os
intervalos de tempo sdo: (1) a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f)
90h; (2) a) 00h e b) 36h.

Fonte: O autor

ao procedimento adotado na andlise de sensibilidade, nao foram adotadas métricas para
comparacao quantitativa dos resultados. Os resultados de cada simulagao foram avaliados
individualmente em relagao a formagao e migragao dos pseudopodes. As simulagoes que
apresentaram melhores resultados sao mostradas no decorrer desta secao.

Para esta secdo, Yore significa o valor do médulo de Young para as células CTC,

At
kAL

células epiteliais. O simulador foi modificado para permitir as células exercerem diferentes

kg%pc significa o fator de repulsao para as CTC, significa o fator de atracao para as

~ ~ .. . Rep . .
forcas de atracgao e repulsao de acordo com suas vizinhas. Assim, koo significa a

At
ep—ep

forca de atracao que uma célula epitelial exerce sobre outra epitelial. O valor do médulo

forca de repulsao que uma célula CTC exerce sob outra célula de mesmo tipo, k éa
de Young das células epiteliais foi o mesmo apresentado na Tabela 1. Para as demais

combinagoes de interacoes entre células, nao houve alteracao.

As células tronco cancerigenas sao menos rigidas e mais deforméveis que as células
epiteliais (11, 46). O estudo recente de Jabbari et al. (45) com marcadores de expressao em
diferentes tumores contendo CTC, como mama, colorretal, gastrico e nos ossos, concluiu
que a rigidez 6tima de células tronco cancerigenas depende da rigidez do tecido de origem
do cancer. Portanto, foram feitas simulagoes onde o fator de rigidez das células tronco

cancerigenas, Yo7, teve seu valor variado para 10% e 80% do listado na tabela 1, como
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Figura 3.12 — Representacao grafica aproximada das reagdes de Fentom que
ocorrem em células cancerigenas. As células absorvem moléculas de Fe?*t
e H,0, vindas do microambiente e estas ficam dispersas em seu citoplasma.
Quando estas moléculas sao metabolizadas nas mitocondrias, elas serao
quebradas em moléculas de Fe3t, OH e OH~, o que desbalancearé o seu
pH, fazendo com que a célula absorva mais moléculas de Fe?™ e Hy0,
para se balancear. Com isso, nem todas as moléculas de OH~ produzidas
serao rearranjadas em outras moléculas pelas mitocondrias, e algumas
destas acabam se ligando na membrana celular. Assim, a membrana da
célula cancerigena acaba ficando com carga negativa. Por este motivo,
aumentou-se a repulsao das CTC’s quando estas estao interagindo com
células de mesmo tipo e, posteriormente, alterou-se também a atragao
das células epiteliais.

Fonte: O autor

sugerem Jabbari et al. (45). Em todas as simulacoes desta segao, foi introduzido o ruido

bioquimico com valor de rsf = 10.

Para as simulacoes onde a rigidez das CTC assume os valores de Yore = 800 e
Yore = 100, foram obtidas as figuras 3.13, 3.14 e 3.15. Os resultados para o primeiro

valor sdo apresentados nessas figuras em (1), e para o segundo valor em (2).

Para verificar se a repulsao e a atragao, como forcas conservativas, eram capazes
de auxiliar na formacao e migracao pseudopodes, também foi feita uma analise similar
a empregada nas andalises de sensibilidade do tipo one-at-a-time(44), variando os novos
pardmetros k(g koo cre e kAL, referentes a repulsdo e atracio de cada tipo de célula,
ajustando seus valores entre 50% e 400%, com passos de 50%. Entao, foram utilizados
os parametros listados na tabela 1, porém acrescentando ruido bioquimico de rsf = 10 e

fixando o modulo de Young para as CTC em Yore = 800.



Figura 3.13 — Simulagdo para o cendrio onde ha concentragao de 0% de
CTC. Inicia-se o experimento com 94 células epiteliais. Como parametros
foram utilizados os valores listados na tabela 1, porém com alteracao de
rsf = 10 e acrescentando o pardmetro Yore = 800 para (1) Yore = 100
para (2). As células comegam a crescer, mover-se, dividir-se e aumentar
o tamanho do tumor. Houve a formagao de pseuddépodes que foram
indicados por setas. As células se tornaram mais deformaveis, o que é

evidenciado pelos circulos. Os intervalos de tempo sdo: para (1) a) 00h,

b) 18h, c) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h; para (2) a) 00h e b) 90h.

@%%

(2)

Fonte: O autor

Figura 3.14 — Simulagado para o cenéario onde hé concentracao inicial de
50% de CTC. Inicia-se o experimento com 94 células (47 epiteliais, em
vermelho, e 47 CTC, em azul). Como parametros foram utilizados os
valores listados na tabela 1, porém com a alteracao de rsf = 10 e o
acréscimo do parametro Yore = 800 para (1) e Yore = 100 para (2). As
células comegam a crescer, mover-se, dividir-se e aumentar o tamanho do
tumor ainda mais rapidamente. Houve a formacao de pseudépodes que
foram indicados por setas. As células se tornaram mais deformaveis, o
que é evidenciado pelos circulos. Os intervalos de tempo sao: para (1) a)
00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h; para (2) a) 00h e b) 90h.

(2)
a) ‘

™

b) g

Fonte: O autor
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Figura 3.15 — Simulagdo para o cenario com concentracao de 100% de
CTC. Inicia-se o experimento com 94 células CTC. Como parametros,
foram utilizados os valores listados na tabela 1, porém com alteracao de
rsf = 10 e acréscimo do parametro Yore = 800 para (1) e Yore = 100
para (2). As células comegam a crescer, mover-se, dividir-se e aumentar
o tamanho do tumor ainda mais rapidamente. Houve a formacao de
pseuddpodes que foram indicados por setas. As células se tornaram mais
deformaveis, o que é evidenciado pelos circulos. Os intervalos de tempo
sao: para (1) a) 00h, b) 18h, c¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h; para (2) a)
00h e b) 90h.

m‘a) 8 ‘ 0 ’i
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Fonte: O autor

Os resultados apresentados nas figuras 3.16, 3.17 e 3.18 sao os que mais se apro-
ximaram de reproduzir o fenémeno observado no experimento in wvitro. As simulagoes
feitas utilizando como pardmetros os valores de kigh, = 200 e kash, cre = 400 para a
repulsao das células cancerigenas, Yore = 800 para a rigidez das cancerigenas e ruido
bioquimico de rsf = 10, além dos demais valores listados na tabela 1, que mantiveram-se
inalterados. A constante de atracao entre células epiteliais e suas vizinhas de mesmo tipo,

kf;ﬁep, também foi alterada, tendo seu valor kgffep =1,0.

3.3 DISCUSSOES

Nesta secao serao apresentadas as discussoes relativas aos resultados das simulagoes
apresentados ao longo da secao 3.2. Os resultados serao comparados qualitativamente,
para os cendrios com as trés diferentes concentragoes, aos resultados dos experimentos in

vitro de Quan et al. (9), adaptados e apresentados na segao 3.1.

A simulagao apresentada na Figura 3.3 utiliza como pardmetros os valores originais
de Pranav et al. (13). Passadas aproximadamente 90 horas de simulagdo, é possivel ver
um pseudopode sendo formado na parte superior. Nao verificou-se migracao de células do
tecido, o que esta de acordo com os dados da Figura 3.1. Para a simulagdo mostrada na
Figura 3.4, no cendrio com concentragao inicial de 50% de CTC, nao houve a formagao de
pseudépode, muito menos a migragao de células ou conjunto de células. Logo, s6 uma
taxa de crescimento menor para as células cancerigenas nao foi suficiente para a formacao

e migracao de pseudopodes. A simulagao mostrada na Figura 3.5, para o cenario onde ha



Figura 3.16 — Resultado da simulacao com os parametros listados na tabela
1, porém com rsf = 10, kg, = 200 e kit cpe = 400 e kA =1
Inicia-se o experimento com 94 células epiteliais, que comecam a crescer,
a mover-se, a dividir-se e a aumentar o tamanho do tumor ainda mais
rapidamente. Houve a formagao de pseudépode com aproximadamente
54 horas. Os intervalos de tempo sao: a) 00h, b) 18h, c¢) 36h, d) 54h, e)

72h e f) 90h.

Fonte: O autor

Figura 3.17 — Resultado da simulagao com os parametros listados na tabela

1, porém com rsf = 10, kip = 200, ki _cpe = 400 e kA, = 1. Inicia-

se a simulagdo com 94 células (50% epiteliais, em vermelho, e 50% CTC,

em azul), que comegam a crescer, a mover-se, a dividir-se e a aumentar

o tamanho do tumor ainda mais rapidamente. Houve a formacao de

pseudopode com aproximadamente 36 horas. Os intervalos de tempo sao:
a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h.

a)

Fonte: O autor
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Figura 3.18 — Resultado da simulacao com os parametros listados na tabela
1, porém com rsf = 10, ke = 200, ki _cpe = 400 e kAL, = 1. Inicia-
se a simulacao com 94 células CTC, que comecam a crescer, a mover-se,
a dividir-se e a aumentar o tamanho do tumor ainda mais rapidamente.
Houve a formacao de pseudépode com aproximadamente 36 horas. Os

intervalos de tempo sdo: a) 00h, b) 18h, ¢) 36h, d) 54h, e) 72h e f) 90h.

a)

d)

Fonte: O autor

100% de CTC, também nao foi satisfatéria, pois nao houve migracao de pseuddépodes ou
células individuais. A simulagao mostra que ha a formagao de pseudépode passadas 72
horas do seu inicio, tempo muito maior que o observado no experimento in vitro(9), de 14

horas.

As simulagdes apresentadas nas Figuras 3.6, 3.7 e 3.8 utilizaram como parametros
de atrito, v, (1) e Yert(2), cujos valores foram respectivamente ajustados para 50% e
10% dos valores apresentados na tabela 1. Os resultados nao foram satisfatérios pois
houve pouco deslocamento das células. Houve a formacao de pseudépodes, mas que nao
migraram do tecido, como observado no experimento in vitro(9). Adicionalmente, o tecido
cresceu rapidamente, o que nao permitiu simular por tempo igual ao do experimento in
vitro(9).

Para as simulagbes em que diminuiram-se as contantes de atrito, v, € Yes, foi
possivel observar que as células passaram a se dividir mais rapidamente, pois com menos
pressao sobre suas membranas, elas cresceram mais. Quanto menor o valor das constantes
de atrito, mais as células crescem, principalmente as epiteliais. Acelerar o ciclo de vida
das células teve como resultado direto a diminuicao do periodo simulado, além de nao
ser suficiente para a migracao e deslocamento de células em tempo compativel com o

experimento in vitro(9).

As simulagoes apresentadas nas Figuras 3.9, 3.10, e 3.11 utilizaram como parametro
de ruido bioquimico, rsf, o valor rsf = 10, apresentado nas figuras no quadro (1), e

rsf = 100, apresentado em (2). Os resultados para estas simulagoes nao foram satisfatérios.
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Houve bastante deslocamento das células, porém houve pouca formacao de pseuddpodes,
que podem ser observados principalmente no quadro (1), mas que ndo migraram. No
quadro (2) das figuras, o tecido cresceu rapidamente e ficou bem maior que o observado
no experimento n vitro(9). Assim, tanto o tamanho quanto o tempo de simulacao nao se

mostraram compativeis com o observado no experimento in vitro(9).

As simulac¢oes com um aumento do ruido bioquimico mostraram que este parametro
afeta o ciclo celular e o deslocamento de células. Para as simulagoes que ajustaram o ruido
bioquimico para rsf = 100, houve bastante deslocamento, porém, acelerou-se bastante o
ciclo celular. Para as simulagoes que ajustaram o ruido bioquimico para rsf = 10, houve
deslocamento satisfatério, além de nao acelerar tanto o ciclo celular, permitindo simular
periodos de tempo mais préximos ao periodo do fenémeno observado no experimento in
vitro. Tendo em vista que as simulagoes do experimento 1 que utilizaram ruido bioquimico
com o valor de rsf = 10, produziram resultados satisfatérios quanto ao deslocamento e

formagao de pseudoépodes, o experimento 2 foi realizado utilizando este valor.

As simulagoes apresentadas nas Figuras 3.13, 3.14 e 3.15 utilizaram como parametro
de ruido bioquimico, rsf, valor ajustado para rsf = 10 e o mdédulo de Young para as
CTC foi Yore = 800, cujos resultados sdo apresentados no quadro (1) das figuras, e
Yore = 100, apresentados no quadro (2). Os resultados para esta simulagao foram
satisfatorios. Houve deslocamento satisfatério das células. No caso do cenario com 0%
de CTC, com aproximadamente 36 horas houve a formagao de pseuddépodes, que nao
migraram. Para o cendrio com concentracao de 50% de CTC, o tempo para a formacao
dos pseudépodes foi reduzido a metade, mas estes também nao migraram. Ja para a
concentracao de 100% de CTC, com aproximadamente 36 horas, houve a formacao de
pseudopodes com CTC, que nao migraram. Algumas CTC se desprenderam das demais, o

que estava previsto no experimento in vitro, porém nao migraram para longe.

As simulagoes que variaram o médulo de Young mostraram que este parametro
influencia diretamente no tamanho da célula. Quanto menor a rigidez, ou valor do médulo
de Young, mais macia e maior fica a célula. Isto implica que a rigidez esta associada a
taxa de crescimento das células, concordando com Jabbari et al. (45), Huang et al. (17).
Tendo em vista que as simulagoes que utilizaram a rigidez, ou moédulo de Young, para
as CTC no valor de Yore = 800 produziram os resultados mais satisfatorios quanto a
formacao de pseudépodes, tamanho das células, e causou algumas separagdes, porém sem

migracao, este valor foi mantido para as préximas simulacoes.

Por fim, as simulagdo apresentadas nas Figuras 3.16, 3.17 e 3.18 utilizaram como
parametro de ruido bioquimico, rsf, valor ajustado para rsf = 10, médulo de Young para
as CTC (Yore) igual a 800, a mesma proporcao da taxa de crescimento (API) entre CTC
e células epiteliais. Para esta simulacao, foi alterada a repulsao das CTC para kg;”c = 200

e quando em contato com outras CTC para o valor de kpsr cpo = 400. Também foi
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com outras células epiteliais. Os resultados para esta simulacao foram satisfatorios quanto

alterada a atracao das células epiteliais para k = 1, quando estas entram em contato
ao deslocamento de células e a formacao de pseudépodes. No cenario com 0% de CTC,
com aproximadamente 36 horas, houve a formacao de pseudépodes, que ndao migraram.
As células ficaram mais préximas, mantendo o tamanho do tecido. No caso do cendrio
com 50% de CTC, com aproximadamente 72 horas houve a formacao de pseuddépodes,
que nao migraram. Com 90 horas, houve a separagao de algumas células do tumor. As
células epiteliais ficaram no centro do tumor, enquanto que as CTC se deslocaram para
as periferias e formaram pseudépodes. Este foi o resultado, obtido neste trabalho, que
mais se aproximou do experimento in vitro. No caso do cenario com 100% de CTC, com
aproximadamente 36 horas houve a formacgao de pseudépodes, que nao migraram. Com 90

horas, houve a separacao de algumas células do tumor.

Para as simulacoes em que alterou-se as constantes de atracao e repulsao das células
foi possivel observar que estas forcas sdo importantes para a formacao de pseudépodes e
separacao de algumas células do tumor. Estas simulagoes tiveram os melhores resultados,

se aproximando mais de obter migragao de células.

3.3.1 Limitacoes e trabalhos futuros

O modelo de campo de forcas baseado no sistema massa-mola presente neste
trabalho se mostrou eficiente para a dinamica de crescimento e divisao celular, porém,
algumas limitacoes e sugestoes de aprimoramentos podem ser citados, como por exemplo:
a) métricas quantitativas poderiam ter sido adotadas para uma melhor caracteriza¢ao
durante a andlise de sensibilidade; b) como existem fatores estocasticos no modelo, um
maior numero de simulagoes deveria ter sido realizado para que se pudesse calcular médias e
desvio padrao das métricas das simulagoes; ¢) implementagao de morte celular programada
por tempo de vida da célula ou pelo niimero de divisoes; d) uso de programacao orientada
a objetos para melhor manusear tipos diferentes de células; e) realizacdo de simulagoes
com mais um tipo de célula cancerigena; f) implementacgao de interagoes entre células
cancerigenas e possiveis tratamentos; g) incorporar elementos de modelos que abordam
viscoelasticidade biomecanica e acoplar o simulador apresentado a modelos continuos de
EDOs ou EDPs que tratam as interagoes entre as células e os nutrientes disponiveis; h)
considerar outros aspectos, como a forga exercida por outros tecidos em areas vizinhas; e

i) por fim, considerar consumo diferentes de nutrientes por cada tipo de célula.
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4 CONCLUSOES

Este trabalho tratou da modelagem da dindmica tumoral, usando para este fim
um simulador de divisao e crescimento celular. Uma abordagem discreta é adotada
pelo simulador, que representa cada uma das células do tecido como esferas elasticas
tridimensionais. A interagao entre as células é modelada por distintas forgas, como a
forga elastica, a friccdo, a repulsdo, a atracdo e pressao osmoética. Através da execugao
de diversas simulagoes, onde a cada simulagdo um parametro diferente assume um valor
distinto, foi possivel identificar o papel que cada um dos componentes biomecanicos e
biofisicos assume em um tumor, e em particular quais possuem maior influéncia para
causar a migracao coletiva de células do tecido. Os resultados de cada simulagao foram

entao comparados com resultados de experimentos in vitro disponiveis na literatura.

Foi possivel verificar que o atrito, que pode ser relacionado a viscosidade do
fluido onde ocorrem as simulacoes, quando modificado, leva as células a percorrerem uma
distancia maior ou menor, dependendo se ele é reduzido ou aumentado, respectivamente.
Porém a alteracao do atrito nao leva as células a se movimentarem por conta propria,

como verificado nos experimentos in vitro utilizados para validacao.

O ruido bioquimico parece estar relacionado a essa movimentacao. Quando este é
aumentado, por exemplo, é possivel observar que as células passaram a se deformar mais e
a movimentar-se mais. Por outro lado, também passaram a se dividir mais. A velocidade
desta divisao deve ser ajustada a velocidade da divisao observada experimentalmente, o

que limita o valor médximo deste parametro.

Os experimentos computacionais indicam adicionalmente que a rigidez também
esta relacionada a divisao celular. Em especial, quando a rigidez é reduzida, observa-se
menor influéncia do fluido, o que permite a célula a se expandir mais. O maior tamanho

leva a célula a se dividir mais.

Os efeitos das sucessivas mutacoes nas células cancerosas sao, entre outros, o de
provocar uma liberagao de mais OH~ nas sinteses de proteinas das células, ficando estes
radicais livres nas membranas dessas células. Esse mecanismo foi implementado através de
alteragoes de cddigo no simulador. Os resultados das simulagoes indicam que o aumento
da forga de repulsao entre pares de células cancerigenas, por estas possuirem mesma carga
em suas membranas, em conjunto com o aumento na forga de atracao nas ligagoes entre
pares de células epiteliais levou a uma maior probabilidade de formacao de pseudépodes
nos tumores. Porém, em nenhum resultado foi possivel observar a formacao de migracao

coletiva ou solitaria de células cancerosas.

Por fim, alterar o formato inicial do tecido para se adequar ao formato do experi-

mento in vitro, de quadrado para esferoide, resultou em mais formacgoes de pseudopodes.
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