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Resumen

En esta tesis se presentan dos enfoques diferentes para describir el crecimiento del cancer:
uno a nivel mesoscopico y otro a nivel macroscopico.

En el primero se consideraran reglas a nivel celular, que generan un conjunto de ecua-
ciones diferenciales parciales no lineales acopladas las cuales se resuelven numéricamente
utilizando técnicas computacionales. Dentro de este enfoque estudiamos principalmente
la competencia entre subpoblaciones celulares con caracteristicas diferentes. Inicialmente
se considera un tumor homogéneo de crecimiento lento el cual se vuelve heterogéneo por
el surgimiento de una nueva subpoblacion de caracteristicas diferentes. Posteriormente se
estudia el efecto de la quimioterapia sobre un tumor homogéneo. Los resultados muestran
tumores con crecimiento geométrico caracterizado por “anillos” de alta densidad pobla-
cional. Finalmente se analiza la aparicién de una subpoblacion resistente al tratamiento.
Se consideraran dos tipos diferentes de resistencias: intrinseca y adquirida. En ambos ca-
sos se pueden obtener tumores heterogéneos no confinados llevando la terapia al fracaso.
Desde otro punto de vista, se desarrolla un modelo matematico utilizando propiedades
globales y caracteristicas macroscopicas del crecimiento tumoral. Se formulan un con-
junto de ecuaciones diferenciales ordinarias las cuales se resuelven analiticamente. Esta
formulacién es utilizada para estudiar las implicaciones de la aparicion de necrosis en
esferoides tumorales multicelulares, pudiéndose concluir que la apariciéon de la necrosis
los ayuda a alcanzar tamanos superiores. Finalmente, se proponen algunas ideas para
modelar inmunoterapia y angiogénesis.






Abstract

In this thesis two different approaches to describe the cancer growth are presented: a
mesoscopic one and a macroscopic one.

In the first approach a consistent set of rules at cellular level are considered. This rules
lead to a system of coupled nonlinear partial differential equations which are numerically
solved using computational techniques. In this approach the competition among different
cellular subpopulations are studied. As a first step a homogeneous tumor of slow growth
is considered. This tumor is transformed in a heterogeneous tumor by the emergence of
a new subpopulation. Our simulations show that the success of a mutation depends not
only on its intrinsic competitive advantages, but also on its location in the tumor mass.
In the next step the effects of the chemotherapy on a homogeneous tumor are analyzed.
The results show tumors which are characterized by a geometric growth with “rings” of
high density. Finally, we analyze the emergence of a resistant population. Two different
resistances are considered: intrinsic and acquired. In both cases nonconfined heteroge-
neous tumors can be obtained.

On the other hand, a mathematical model of ordinary differential equations is formulated
using global properties and macroscopic characteristics of the tumor growth. This formu-
lation is used to study the behaviour of a multicellular tumor spheroid with necroses. The
results show that the emergence of necroses facilitates the growth of avascular tumors.
Finally, some ideas to model inmunotherapy and angiogenesis are presented.
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“There’s no question that the interface
between physics and biology is going to
be a major area of investigation. I think
that some of the big problems in biology
will only be cracked once researchers
start to nurture this interface more.”

Geoffrey West, 2001.
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CAPITULO 1

Introduccidén

El cdncer es el estado final de un largo y complejo proceso evolutivo originado por una
mutacién en una tnica célula que exhibe un crecimiento descontrolado, [ASBO1], rom-
piendo la cooperacién que mantiene la integridad de un organismo multicelular [Sol03].
El 75 — 80% de los cénceres se deben a la accién de agentes externos que actian sobre el
organismo, causando alteraciones en las células. Se estima que el tabaco es responsable
de al menos el 30% de los tumores, la dieta de otro 30% y los agentes infecciosos (sobre
todo en paises en desarrollo) del 18% [AEC]. Como estos factores son externos se pueden
modificar y reducir la posibilidad de desarrollar la enfermedad. Para ello es necesario lle-
var una vida saludable que puede alcanzarse con una alimentacion balanceada, ejercicio
fisico, cuidado con el sol, sin tabaco, y con el cumplimiento de normas de seguridad ante
sustancias cancerigenas.

Si bien la mayoria de los canceres se pueden prevenir, esta enfermedad fue la tercer
causa de muerte a nivel mundial en 2002 y la segunda en Argentina en 2003. Segin
indican estadisticas provenientes del Ministerio de Salud y Ambiente de la Nacién las
principales causas de muerte en Argentina en el ano 2003 fueron relacionadas con enfer-
medades cardiovasculares (entre ellas infartos y accidentes cerebro-vasculares) causando
95.090 muertos, seguidas por 57.385 casos de muerte producidos por distintos tipos de
cancer. Dentro de esta dltima causa, los tumores de traquea, bronquios y pulmoén son los
més frecuentes seguidos por los tumores malignos de érganos del aparato digestivo [Bar(5].
A nivel mundial en el ano 2002 murieron aproximadamente 6.700.000 personas por cancer
(3.796.000 hombres y 2.928.000 mujeres), siendo la tercera causa de muerte tras las enfer-
medades cardiovasculares y las infecciosas; ver figura . El mayor ntimero de muertes
se produjeron en Asia, 50%, pero las mayores tasas de mortalidad se dan en Europa para
el sexo masculino, y en Norteamérica, Sureste de Africa y Norte de Europa para el fe-
menino. Considerando ambos sexos, el cancer mas frecuente es el de pulmén (1.352.000
casos), seguido del de mama (1.151.000), los colorrectales (1.023.000), estémago (933.000),
prostata (679.000), higado (626.000), cuello de 1tero (494.000) y eséfago (462.000). Pero
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FIGURA 1.1: Causas de muerte en el mundo en el ano 2002.

hay grandes diferencias entre ambos sexos y entre paises mas y menos desarrollados, lo
cual es un reflejo de los distintos factores de riesgo que predominan en ambas zonas (entre
ellos hébitos alimenticios y sexuales e infecciones). Los canceres mas frecuentes en el sexo
femenino son los de mama, cuello de 1tero, colorrectales y pulmén. En el masculino los
de pulmén, préstata, estébmago y colorrectales [Fig. ] El ntimero de casos mundiales
diagnosticados aumenta lentamente, debido a dos motivos fundamentales: el aumento de
la poblacion mundial y la elevacién de la esperanza de vida. Pero no se puede infravalorar
un aumento real por mayor exposicion a factores de riesgo. En paises en vias de desarrollo
son mas frecuentes los tumores més letales (pulmén, estémago, eséfago e higado), y como
los tratamientos son mas precarios tienen un menor porcentaje de supervivencia. Los
cénceres con peor prondstico (en todos los paises) con menos del 20% de supervivencia
a los 5 anos, son los de pulmon, eséfago, estémago e higado. Los cédnceres con mejor
pronéstico (en paises desarrollados), con més del 70% de supervivencia a los 5 anos, son
los de prostata, mama y cuello de ﬁter(ﬂ. Quizas estas estadisticas alarmantes sean la
causa de que la palabra cdncer sea una de las mas utilizadas y una de las que mas asusta
cuando se habla de salud. Si bien muchos de los cédnceres se pueden prevenir, el ritmo de
vida actual, cargado de stress y con habitos poco saludables, atenta contra esta posibili-
dad. EIl unico recurso que nos queda, para revertir la situacion, es estudiar los origenes,
formacion y evolucion del cancer como asi también la forma de combatirlo.

1.1 El cancer y su evolucion

Después de un cuarto de siglo de rapidos avances, la investigaciéon en cdncer ha gene-
rado una gran cantidad de conocimientos que revelan al cancer como una enfermedad

'Los datos estadisticos mundiales fueron obtenidos del informe El Cdncer en el Mundo realizado por
la Fundacidn Cientifica de la Asociacién Espanola Contra el Cdncer [AEC]
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FIGURA 1.2: Numero estimado de muertos por los principales canceres en el mundo.
Ano 2002.

que involucra cambios dindamicos en el genoma. La mayoria de los canceres se originan
desde una tunica célula por medio de un proceso secuencial evolutivo de multipes pa-
sos que reflejan alteraciones genéticas que conducen a una transformacion progresiva de
células humanas normales en derivados altamente malignos. Este proceso se denomina
evolucion clonal [Now76, HWO00]. Los genomas de las células cancerosas estan invariable-
mente alterados en multiples sitios, habiendo sufrido modificaciones por lesiones debido
a mutaciones puntuales, las cuales proveen, a las células cancerosas, de ventajas selecti-
vas. El desarrollo tumoral es un proceso formalmente anédlogo a la evolucién Darwiniana,
en el cual los fenotipos, o resultados fisicos, adquiridos por estas mutaciones incluyen
ventajas proliferativas, invasivas y migratorias, pérdida de diferenciaciénﬂ y pérdida de
apoptosif[KSGYKO04] (ver figura (L.3)). La evolucién del tumor sigue los principios Dar-
winianos que indican la prevalencia de los clones mutados con rasgos favorables para su
supervivencia [SD04].

Hanahan y Weinberg [HWO00| sostienen que la vasta cantidad de genotipos de células
cancerosas son una manifestacion de seis alteraciones esenciales en la fisiologia de las
células que colectivamente dictaminan un crecimiento maligno: la auto-suficiencia de
seniales de crecimiento, insensibilidad a las senales inhibidoras de crecimiento, evasion de
la muerte celular programada, potencial replicativo ilimitado, sostenido por angiogénesisﬂ7
invasion de tejido y metastasis.

2La diferenciacion celular es un concepto de la biologia del desarrollo que hace referencia al proceso
por el cual las células adquieren distintas caracteristicas morfolégicas o funcionales.

3El término Apoptosis es utilizado para hacer referencia a un conjunto de érdenes bioquimicas y a
cambios fisicos en una célula durante una especifica forma de muerte celular programada que involucra
un “desmantelamiento” sistematico de la célula.

4 La angiogénesis es un proceso fisiolégico en el cual el sistema vascular se desarrolla formando nuevos
vasos sanguineos, a partir de los vasos preexistentes.



16 CAPITULO 1. INTRODUCCION

Division de células cancerosas

FIGURA 1.3: Cuando las células normales tienen un dano irreparable son eliminadas
por apoptosis. Las células cancerosas evitan la apoptosis y contintian multiplicaindose de
manera descontrolada. Imagen obtenida de Wikipedia.

La proliferacion celular esta regida por un proceso ordenado y ciclico denominado ciclo
celular, que para las células eucariotas consta de cuatro fases: una en la que aumenta la
actividad biosintética llamada fase G1; la fase S que empieza cuando se inicia la sintesis
de ADN y acaba cuando el contenido de ADN del nticleo se ha duplicado; la fase G2 que
dura hasta que empieza la mitosis en la fase M, y la fase M en donde ocurre la division
del nicleo y del citoplasma de la célula, completando el ciclo reproductivo y dando origen
a una nueva célula. Las células que no proliferan se denominan quiescentes, y “salen” del
ciclo celular entrando en una fase llamada G0 [Nas96]. Las células normales requieren
senales extracelulares de crecimiento mitogenético para salir de un estado quiescente y
reactivar el ciclo celular, es decir para volverse nuevamente proliferativas. Existen también
senales anticrecimiento que pueden bloquear la proliferacion y forzar la salida del ciclo
celular para ingresar en la fase GO. Después de la fase S, las células normales generan
proteinas, por ejemplo p53, que inducen a la apoptosis en caso de encontrar dano en el
ADN replicado. Las células cancerosas no requieren senales extracelulares para iniciar el
ciclo celular y evaden las senales antiproliferativas [HW00]. También es comtin que las
células cancerosas no generen las proteinas necesarias para detectar danos en el ADN,
evadiendo la apoptosis.

Luego, como las células cancerosas se caracterizan por acumular mutaciones graduales
en los genes que estan relacionados con el control de la proliferacion y de la muerte celular,
el crecimiento de las células cancerosas esta limitado, esencialmente, por la disponibilidad
de nutrientes en el medio y no por la regulacién de crecimiento y diferenciacion como
ocurre con las células sanas. Las células cancerosas se replican, migran y mueren, compi-
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tiendo por el oxigeno y los nutrientes disponibles. Las células cancerosas se reproducen
gestando una sociedad celular, a la cual llamamos tumor. El tumor esta sometido a pre-
siones externas causadas por la respuesta inflamatoria [BAST03]. Estos efectos de presion,
a partir de un momento dado, inhiben la proliferacién celular dentro del tumor cuando la
densidad celular aumenta, haciendo que no queden disponibles espacios para las nuevas
células. Esta inhibicion también se da por la insuficiencia de nutrientes que llegan desde
la periferia, causada por el aumento del radio del tumor. Pero en el contorno del tu-
mor no ocurre lo mismo, pues alli hay espacio disponible y afluencia de nutrientes. A las
células cancerosas que estan vivas y no se reproducen también se las denomina quiescentes.
Cuando la cantidad de nutrientes en el interior del tumor disminuye de manera significa-
tiva, las células cancerosas mueren, convirtiéndose en células necrdticas. Estas células se
ubican en el centro del tumor formando el denominado nicleo necrédtico. La conducta
celular es modificada por senales moleculares como asi también por senales debidas a
fuentes ambientales, dando como resultado procesos organizados, como por ejemplo la
angiogénesis. Inicialmente, el tumor toma los nutrientes del medio que le llegan por di-
fusion. Sin embargo cuando el tumor comienza a crecer la difusién no es suficiente para
mantener el continuo crecimiento tumoral, debido a que los nutrientes ingresan al tumor
con una tasa proporcional a su superficie, mientras este consume con una tasa propor-
cional a su volumen. Ante esta deficiencia nutricional el tumor puede entrar en un periodo
de latencia en el cual detiene su crecimiento o libera agentes quimicos que se difunden
en el tejido y activan la angiogénesis induciendo a los vasos sanguineos cercanos a crecer
hacia él. Finalmente, la red de capilares penetra en el tumor suministrandole todos los
nutrientes necesarios para su crecimiento. En esta etapa decimos que el tumor esta vascu-
larizado, mientras que cuando el tumor se nutre sélo por difusién hablamos de un tumor
avascular (ver figura (1.4)). Las células cancerosas también pueden invadir el tejido nor-
mal que las rodea. El proceso de invasién involucra la adherencia de las células tumorales
en el tejido sano que las rodea causando la degradacién de las componentes del mismo
[CS99]. Las células cancerosas pueden penetrar la pared de los vasos sanguineos y dejarse
transportar hacia nuevas regiones del cuerpo, en donde comienzan a generar un nuevo
tumor. Este proceso recibe el nombre de metdstasis (ver figura (1.4))). Otro factor que
hay que tener en cuenta es que la inestabilidad genética de las células cancerosas, sumada
a condiciones selectivas en el entorno tumoral, dan como resultado una alta prevalencia
de mutaciones en tumores, generando de esta manera tumores compuestos por células que
no son genéticamente idénticas y por lo tanto pueden actuar de distintas maneras ante la
presencia del mismo agente quimico, lo cual lleva a una indeterminacién de la estrategia
terapettica a seguir [LKV9S].

1.2 El cancer como un sistema complejo

En un sistema complejo la interaccion entre las partes o subsistemas da como resultado
una conducta global que no podria ser anticipada desde el comportamiento de las com-
ponentes aisladas. El comportamiento global del sistema depende de la naturaleza de
las interacciones como asi también de las caracteristicas de las partes que lo componen y
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FIGURA 1.4: (a)Pasos importantes en el desarrollo de la metéstasis [NCI|. (b)Tumor
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se ve modificado cuando estas interacciones cambian. Tales sistemas son inherentemente
no lineales, exhibiendo jerarquias o transiciones irreversibles entre estados alternativos.
Estos sistemas son frecuentemente caracterizados por leyes de “escala”, pudiendo exhibir
auto-organizacion.

El cancer es un ejemplo de sistema complejo compuesto por una sociedad de miembros
individuales: las células. Cada una de ellas se reproduce de una manera cooperativa y
organizada siguiendo un conjunto de “reglas” y respondiendo a las interacciones locales
con otras células, ya sean cancerosas o normales. Desde este punto de vista podemos
estudiar la evolucion del cancer desarrollando modelos matematicos computacionales que
incorporen propiedades realistas del sistema bioldgico tales como estocasticidad y nolinea-
lidad. Estos modelos nos ayudaran a identificar pardmetros criticos o temas que requieran
mayor desarrollo teérico y experimental |[GMO3].

Diferentes tipos de enfoques y escalas pueden ser utilizados para analizar la compleji-
dad del céancer [MCO5]. Por ejemplo, podriamos considerar:

1. un enfoque macroscopico en donde analicemos al tumor como una tunica entidad,
cuya conducta pueda ser predicha en términos de pocos parametros caracteristicos
tales como el tamano, forma, agresividad y heterogeneidad y consideremos la inte-
raccion del tumor como un todo con el ambiente.

2. una descripcion microscopica, identificando propiedades celulares individuales y
tratando de predecir la evolucién del tumor directamente a partir de esas carac-
teristicas y de la interaccion célula-célula.

Este tdltimo enfoque tiene algunos inconvenentes: el crecimiento del cancer es un fenémeno
colectivo cuya complejidad no puede surgir de una simple composiciéon mecanica de las
propiedades de una célula y de las interacciones entre dos células. Por otro lado, el nimero
de células tumorales que hay en lem? es, tipicamente, del orden de 10® células, lo cual
hace inmanejable cualquier simulacién que considere de manera individual cada célula,
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excepto, tal vez, en los estados tempranos del crecimiento tumoral. Estas dificultades del
enfoque microscopico y las limitaciones obvias de su contraparte macroscopica sugieren la
conveniencia de introducir un tercer camino que considere la conducta de clusters celulares
y sus interacciones. Este enfoque mesoscdpico nos permite simular el crecimiento de un
tumor por medio de la introducciéon de parametros efectivos.

La caracteristica no-lineal de los sistemas complejos hace que el modelado computa-
cional y los conceptos de la teoria de sistemas dinamicos tengan el protagonismo principal
en su estudio, requiriendo una gran interaccién entre investigaciones tedricas y experi-
mentales.

Este trabajo esta dividido en dos partes; en cada una de ellas abordamos un enfoque
diferente para el modelado del crecimiento tumoral. En la primera desarrollaremos un
modelo mesoscopico y en la segunda un modelo macroscépico. Como la naturaleza de
estos modelos es intrinsecamente diferente, podremos modelar distintos escenarios con
cada uno de ellos. Ademds de describir el crecimiento tumoral, estudiaremos cémo éste
se modifica por el efecto de la acciéon quimio e inmunoterapéutica.
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PARTE I

Enfoque Mesoscopico
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CAPITULO 2

Introduccion

Diversos modelos mateméticos de crecimiento tumoral se han desarrollado desde el siglo
pasado, utilizandose, la mayoria de ellos, para describir de manera cualitativa los estados
tempranos (prevasculares) de crecimiento y estabilidad del tejido tumoral, bajo numerosas
hipétesis y simplificaciones. En este capitulo daremos un breve resumen de la historia del
modelado en tumores.

Modelos clasicos

En 1825 Gompertz [Gom25| encontré empiricamente que la distribuciéon P(7) de la edad
humana 7, para una dada comunidad, esta dada por:

P(7) = pexp(—exp(a — br)) = pAP”

con constantes a, p y b. Mas de cien anos después, Wright [Wri26] y Winsor [Win32]
demostraron que la ley empirica de Gompertz describia perfectamente el crecimiento en
tamano de los organismos con la edad 7. Debido a los éxitos obtenidos por numerosos
autores al ajustar datos de crecimiento de organismos y animales, esta expresion es cono-
cida como la “ley de crecimiento de Gompertz”. En 1934 Casey [Cas34] ajustd, con el
modelo de Gompertz, datos de crecimiento tumoral. Este ejemplo fue seguido por varios
autores obteniendo todos ellos resultados altamente exitosos. Por otro lado, en 1838 Ver-
hulst propuso el modelo logistico (caracterizado por la ecuacién y' = k,y — k_y?, donde
y representa el tamano de la poblacién y ky y k_ son constantes) como descripcién del
crecimiento poblacional [Ver38]. En 1945 Rashevsky [Ras45] arribé al modelo logistico
estudiando el crecimiento tumoral. El propuso las siguientes hipotesis:

1. La multiplicacién de cada célula estd determinada por un factor g

2. Cada célula ejerce un efecto inhibidor, caracterizado por un factor j, sobre el resto
de las células.

23
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De esta manera si n es la cantidad de células 4+ = n(ag —bj(n— 1)) donde a y b son cons-
tantes de proporcionalidad. El modelo logistico ha sido utilizado para ajustar numerosos
datos de crecimiento tumoral y en modelos para la optimizaciéon de la quimioterapia
[Swa90], obteniéndose en ambos casos buenos logros. Sin embargo, estudiando las com-
paraciones con datos experimentales, puede argumentarse que el modelo de Gompertz
describe més adecuadamente el crecimiento tumoral que el logistico [BVP90).

Modelos contemporaneos

En 1965 Burton present6 el primer modelo en el que el crecimiento de un tumor, de
simetria esférica, estaba determinado por la difusién molecular, poniendo como limite
la disponibilidad de oxigeno [Bur6s]. Este modelo brindé expresiones analiticas simples
para los radios del tumor y de su nucleo necrético. Pocos anos después, Glass [Gla73]
modelé el crecimiento de un tejido con la introduccién de un inhibidor de crecimiento.
El modelo de Glass provee un tamano limite para el crecimiento estable de un tejido, sin
describir la evolucién temporal del mismo previo al estado limite. El resolvié la ecuacién
de difusiéon unidimensional en términos de pardmetros biologicos que describen el sistema.
Shymko y Glass [SGT76], basados en estas ideas, extendieron el modelo anterior a tres di-
mensiones. Greenspan [Gre76] desarroll6 modelos detallados en los cuales consideré los
efectos de inhibidores de crecimiento y la distribucién espacial de nutrientes, los que se
difunden por el tejido. En un principio estos modelos fueron unidimensionales pero més
tarde se generalizaron a tres dimensiones, considerandose un tumor de simetria esférica.
La ecuacion diferencial que gobierna la dindmica del radio externo del tumor (o de su
longitud, en una dimension) es derivada y resuelta sujeta a una apropiada relacién entre
la concentracién del nutriente, del inhibidor y del radio interno (por ejemplo el radio del
nicleo necrético). Mas recientemente Chaplain et. al. J[CBM94] utilizaron difusién no
lineal, mostrando que se llega a resultados similares a los obtenidos suponiendo la existen-
cia de un término de fuente no lineal. Varios modelos sofisticados, que incluyen procesos
relevantes al crecimiento tumoral, se han desarrollado en las iltimas décadas. Smolle y
Stettner [SS93] mostraron que la conducta macroscépica de un tumor puede ser afectada
por la presencia de factores de crecimiento a nivel microscopico utilizando un modelo de
crecimiento estocdstico para simular la invasion por células tumorales, investigando la
accion de factores que afectan la movilidad, divisiéon y muerte de las células cancerosas.
Este modelo fue luego generalizado, permitiéndose la difusion de factores de crecimiento
[EJMV9g]. Una limitacién de este modelo es que al morir una célula cancerosa, su lugar
es ocupado por una célula normal, impidiendo, de esta manera, la aparicién de un nicleo
necrético. En 1999 Scalerandi y co-autores [SRPT99] desarrollaron un modelo en el que
el crecimiento del cancer es determinado por la competicién por nutrientes. Este modelo
se implementa representando un pedazo de tejido por una grilla cuadrada, donde a cada
nodo se le asigna una cierta cantidad de células. Al comienzo, se tiene una distribucion
estacionaria de células sanas en la cual se coloca una “semilla” de células cancerosas.
Los nutrientes vitales acceden a la red por la simulaciéon de uno o més vasos sanguineos
colocados en la grilla. En base a este modelo, el mismo grupo de trabajo [PRSP00] en-
contré cuatro posibles resultados para el tumor simulado, dependiendo de los valores de
dos parametros importantes: la razén a la cual el nutriente es suministrado por los vasos
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sanguineos, y la eficiencia de las células cancerosas para captarlos. Ciertos valores de
estos parametros producen consecuencias nefastas; por ejemplo: que el tumor se expanda
rapidamente, destruyendo un o6rgano, o que las células cancerosas entren en los vasos
sanguineos, creando condiciones propicias para el desarrollo de metastasis. Para otros
valores de estos parametros el tumor detiene su crecimiento o desaparece por completo;
este caso se da por la muerte de las células cancerosas debida a la falta de comida. Luego,
cerca de ciertos valores criticos, pequenos cambios pueden alterar totalmente la evolucion
del cancer. Un procedimiento diferente fue utilizado por Kansal y colaboradores, en el ano
2000 [KTH™00|. Estos autores desarrollaron un modelo de autémata celular [PWS85] para
el crecimiento de un tumor cerebral proliferativo (glioblastoma multiforme). Este modelo
asocia a un grupo de células un punto de una red de Voronoiv. Se supone la existencia
de cuatro tipos de células diferentes: células sanas y células tumorales proliferativas, no
proliferativas y necréticas. La conducta de cada célula es controlada por un algoritmo de
crecimiento proliferativo. Este algoritmo puede sintetizarse de la siguiente manera: un
pequeno tumor, formado por células proliferativas, es colocado en el centro de la red. A
cada paso temporal:

1. Las células sanas y necréticas son consideradas inertes.

2. Las células no proliferativas son células cancerosas que no se reproducen por falta
de nutrientes. La regién ocupada por estas células es un cascaron esférico de espesor
Op = aRf /3 que envuelve el niicleo necrético, R; el radio externo medio del tumor al
tiempo t y a es un parametro.

3. Las células proliferativas se dividen con una probabilidad pg = po(1 — r/Rmax) con
R €l maximo radio externo que el tumor puede alcanzar debido a efectos de
presiéon. La regién ocupada por estas células es un cascarén esférico de espesor 0,

que envuelve a la ocupada por las células no proliferativas donde 9, = bR? /3 con b
un parametro.

El modelo considera que si una célula antes de dividirse no encuentra espacio, se torna no
proliferativa y que una celda que esta ocupada solo por células sanas se considera vacia.
Este modelo es bastante esquematico y en él no se consideran factores “ambientales”,
tales como vasos sanguineos. Es uno de los primeros modelos que utiliza un autémata
celular para describir el desarrollo del cancer y que permite la reproduccién de células
internas (los modelos anteriores, en general, permiten la reproduccién de una célula sélo
si un punto de red vecino estd libre).

Por otro lado Bru y colaboradores [BPFT98, IBAST 03| afirman que los tumores que crecen
1n vitro tienen conductas completamente compatibles con la dindmica de crecimiento uni-
versal MBE (Molecular Beam Epytaxi), y consideran que hay evidencia biolégica y clinica
abundante y suficiente para sugerir que también los tumores in vivo, independientemente
de la linea celular, siguen esta dindmica de crecimiento, la cual esta siempre gobernada por
procesos de difusién celular sobre la superficie del tumor. Mas recientemente han apare-
cido modelos que consideran explicitamente la intearaccién célula-célula [Rej05]. A fines
de 2005 Jiang y colaboradores [JPGCFO05] presentaron un modelo, basado en el modelo
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de Potts y en el modelo de Monte Carlo para redes discretas, para describir la dindmica
de crecimiento de un tumor avascular considerando adesién intercelular y promotores e
inhibidores de crecimiento.

Modelado de subpoblaciones

El estudio de multiples poblaciones en el contexto del crecimiento tumoral tiene numerosas
facetas interesantes. Mas notablemente, las células dentro del nticleo sélido del tumor son
esencialmente inmoéviles, luego si una subpoblacién clonal emerge, en cercanias de esta
regién, podra ser localizada espacialmente. Esta localizaciéon limita las interacciones com-
petitivas entre diferentes subpoblaciones. Otro aspecto interesante en la competicién de
subpoblaciones dentro de un tumor es la relativa similitud de las mismas. Pequenas fluc-
tuaciones en la conducta de estas subpoblaciones a tiempos cortos son de importancia
critica para el crecimiento a tiempos largos. La naturaleza altamente localizada de la
competencia entre células requiere de un modelo en el cual la topologia del tumor sea
especificada.

Michelson y colaboradores en el 1987 [MMGL8T] presentaron un conjunto de modelos en
los que se representa la dinamica de crecimiento de dos poblaciones de células cancerosas
que compiten por los recursos nutricionales, siguiendo el mismo estilo Gyori et. al. en
1988 [GMLS8S]|, y Michelson y Slate en 1989 [MS89]. Estos modelos estan basados en la
dindamica de crecimiento de las subpoblaciones y consideran la conducta de dos clones
uniformemente distribuidos que obedecen un crecimiento del tipo logistico. Posterior-
mente, Michelson [MITL89] incluyé un término de ruido blanco, introduciendo asi fluc-
tuaciones aleatorias. Se ha demostrado que la heterogeneidad clonal dentro de un tumor
tiene efectos muy pronunciados sobre la eficiencia del tratamiento [Sch86, [HM89]. Mas
dramaticamente, la existencia de una subpoblacién relativamente pequena pero fuerte-
mente resistente a las drogas puede tener una gran influencia sobre la respuesta del tumor
a los tratamientos [YSS82, [Pan98|. Por ejemplo, Tracqui et al [TCWT95] encontraron
que el impacto de la quimioterapia en un tumor cerebral puede no ser el esperado segiin
los modelos que no postulan la existencia de una segunda subpoblacién fuertemente re-
sistente. Tales observaciones han sido estudiadas por diferentes autores para comprender
el impacto de las poblaciones en la quimioterapia [CG85, BRGT87, [Pan98|. Estos mode-
los se formalizaron a través de sistemas de ecuaciones diferenciales ordinarias acopladas y
evaluan el tamano de cada poblacion en el tiempo. Por ejemplo, Panetta, consideré dos
poblaciones, una conformada por células sensibles, x, y otra por células resistentes y, y
utilizé el siguiente conjunto de ecuaciones:

dx

% = [Tl - dl(t)]'r

dy

% = bldl (t)[t + [TQ - dQ(t)]y

En estas ecuaciones, r; y 1o son las tasas de crecimiento de x e y, respectivamente, d; y ds
miden la sensibilidad de las poblaciones a las drogas y b, esta relacionado con la porcion
de células que adquieren resistencia. En la seccion describiremos algunos modelos
mas recientes aplicados a la quimioterapia.
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En esta parte de la tesis formularemos nuestro modelo mesoscopico, el cual es una
extension del presentado en [SRPT99|, analizaremos el crecimiento de un tumor avascular
y como éste es afectado por la aplicacion de quimioterapia y por la aparicion de una nueva
subpoblaciéon con ventajas selectivas.
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CAPITULO 2. INTRODUCCION




CAPITULO 3

El modelo

Los organismos contienen docenas de érganos compuestos de tejidos que contienen decenas
de billones de células; a su vez, cada célula contiene estructuras cuyas escalas varian desde
los angstroms hasta algunos micrones. Debido a esta diferencia, la descripcion de la célula,
en términos de las dinamicas moleculares individuales de sus componentes, es una tarea
muy compleja. Sin embargo, el tejido tiene una escala mesoscopica natural: la célula.
Cada célula individual tiene sus propias caracteristicas y responde de una cierta manera
a los agentes externos que la rodean. Una célula no tiene sentido de su posicién en el
tejido, sino que sélo responde a las senales y estimulos provenientes de su entorno local.
Nuestro modelo biofisico considera un tejido por el cual se distribuyen alimentos y que
estd compuesto por un conjunto de células de diferentes caracteristicas, diferenciadas como
células sanas, cancerosas y muertas o necréticas. Cada grupo de células puede responder
de manera diferente ante el mismo entorno. La evolucién de las poblaciones celulares esta
regida por un conjunto de reglas basadas en interacciones locales, es decir, la posicién de
las células como asi también su cantidad varian en funcién de las otras células y nutrientes
presentes en el entorno local. Una de las caracteristicas mas significativas de las células
cancerosas es la falta de control en su proliferacion, debido a que son incapaces de manejar
adecuadamente sus mensajeros quimicos para iniciar y detener la reproduccion y/o porque
sus genes han sufrido alguna alteracion que induce a las células a superar el nimero de
veces que deben reproducirse [Vil92]. Por tales motivos el crecimiento, la muerte y la
difusion de las células cancerosas estan regulados por la disponibilidad de nutriente en
el medio [PSDC99]. Son numerosos los nutrientes necesarios para el crecimiento, entre
ellos se encuentran algunos aminoacidos, glucosa, hierro, zinc, oxigeno. El oxigeno y el
hierro son nutrientes esenciales porque intervienen en la respiraciéon y en la sintesis de
ADN respectivamente.

Consideraremos un pedazo de tejido de forma arbitraria, que puede representar, por
ejemplo, una porcion de algin 6rgano. Este trozo de tejido es discretizado utilizando una
red cuadrada o cibica, con constante A, donde cada punto nodal representa un elemento

29
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de volumen que contiene algunas células y moléculas de nutrientes. Como las expresiones
de las ecuaciones diferenciales son muy complejas y el modelo serd implementado por
medio de un algoritmo computacional, escribiremos las ecuaciones directamente en su
forma discretizada, tanto en el espacio como en el tiempo.

Supondremos que inicialmente el tejido esta compuesto sélo por células sanas que se
encuentran distribuidas uniformemente. Consideraremos que hay M tipos de nutrientes
que provienen de los vasos sanguineos, a los cuales llamaremos nutrientes libres y cuyas
concentraciones denominaremos como p con k = 1,2...M. Estos nutrientes se difunden
por el tejido con un coeficiente de difusion efectivo ay y son consumidos por las células
sanas, de concentracién h, con tasa de absorcién i, (los valores de ay. y ; son los valores
promedios del coeficiente de difusién y de la tasa de absorcién, respectivamente, tomados
en un intervalo de tiempo 7). Las concentraciones de nutrientes satisfacen, para cada
punto nodal ;, las siguientes ecuaciones de reaccion-difusion:

@t ) = @) + 7Y 0@, 0) — pu(iL)
7 (3.1)

— D (T, )R, t) + Si(i, 1)},

El primer termino dentro del paréntesis corresponde a la difusion de nutriente desde y
hacia los primeros vecinos de i, el segundo término corresponde a la absorcién de nutriente
libre por la poblaciéon de células sanas y el tltimo término representa la fuente de nutriente.
En el siguiente capitulo detallaremos las condiciones de contorno utilizadas.

3.1 Reglas para el crecimiento del cancer

Las reglas de crecimiento seran formuladas suponiendo la convivencia de N especies dife-
rentes de células cancerosas y una unica especie de células sanas.

Al igual que en el trabajo de Scalerandi et al. [SRPT99] suponemos que la poblacién
total por nodo se conserva. En cada nodo pueden coexistir células sanas, h(i), células
cancerosas vivas de la especie [, cl({'}, y células cancerosas muertas de la especie [, dl(f},

donde [ =1,2,...N. Como consideramos la poblacion total por nodo normalizada, luego:

N

h(i) + D (@) +d'(i) =1 (3.2)

=1

se debe cumplir a todo tiempo.
El conjunto de reglas que gobiernan la conducta de las células cancerosas son enumeradas
y descriptas a continuacion.

1. Obtencion de alimentos
El nutriente libre k es transformado en nutriente ligado, ¢., por las células can-
cerosas de la especie [. La tasa de absorcién, 4%, depende de la disponibilidad del
nutriente libre: para valores pequenos del mismo debe ser proporcional a pk(Z),
mientras que para valores grandes del nutriente libre, (alta disponibilidad), la tasa
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de absorcién debe alcanzar un valor de saturacién que llamaremos 7', ,. Por tales

motivos proponemos como tasa de absorcién la siguiente funcién de py(7)

~1 /3 =

(1) = Fas k(1 — exp(=Tpr(i))), (3.3)

donde I' es un coeficiente de afinidad. Otras funciones con iguales caracteristicas
podrian ser utilizadas para definir 5%; por ejemplo, otra alternativa es la funcién
que resulta de la ecuacion cinética de Michaelis y Menten:

Las ecuaciones ({3.3) y (3.4) dan los mismos valores para la tasa de absorcién en los

limites de pequenas y grandes concentraciones.

2. Consumicion

El nutriente ligado k£ es consumido por las células cancerosas de la especie [, con
una tasa:

A Al L3

Bi(i) = Basi(1 — exp(=T"q, (i) /c'(4))), (3.5)
donde I'"” es un pardmetro de afinidad. La forma funcional de la tasa de consumicién
es similar a la correspondiente para la tasa de absorciéon. Las células sélo pueden
consumir el nutriente ligado por ellas. Como qfc@ representa el total de nutriente k
ligado por las células cancerosas de la especie [ que habitan el nodo 4, a cada célula
le corresponde, en promedio, ¢.(i)/c!(i) de nutriente ligado k.

3. Muerte
La escasez de nutriente ligado impide la realizacion de algunas funciones celulares
vitales, dando como resultado la muerte celular. Si la cantidad media de nutriente
ligado k por célula cancerosa de la especie [, en el nodo ;, esta por debajo del umbral
de muert, Q' » un nimero de células cancerosas igual a rﬂj’kcl(Z) muere. Hay

muchas opciones para escoger rl, . podria elegirse, por ejemplo, como un niimero

aleatorio con una cierta distribucién de probabilidad o como una funcién de ¢(i) o
de gL (7)/ (7). Estas opciones introducen una operacién adicional que incrementa el
tiempo de realizacién de una simulacién. Elegimos rlak como un numero fijo menor
que uno, lo que es una opcién més simple y no produce un cambio significativo en

el concepto del modelo.

4. Mzaitosis
La disponibilidad de cantidades suficientemente grandes de nutriente ligado k da
lugar a la divisién de células cancerosas. Consideramos que las células sanas son
menos moviles y agresivas que las células cancerosas y que tienen menor capaci-
dad de supervivencia. Luego, como se debe conservar la poblacién total por nodo
supondremos que son facilmente eliminadas por las células cancerosas, por lo tanto

!Definimos umbral de muerte como la minima cantidad requerida de nutriente ligado k para mantener
activas las funciones vitales de una célula.
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el nimero de células que se crean debe ser menor que la cantidad de células sanas
en dicho nodo. Si la cantidad media de nutriente ligado & por célula cancerosa
de la especie 1, en el nodo i, q,i(;) / cl(f), estd por encima del umbral de rnitosi,
Q' x> se genera un nimero de células cancerosas, de la especie I, igual a 7, /(i)

si rh w¢ (1) < h(i), o, en caso contrario, se generan h(i) células cancerosas. Al igual
que rh, ., 7, . es un nimero fijo menor que uno, pero podria elegirse aleatorio.

5. Migracion

Las células cancerosas poseen sensores que les indican la disponibilidad de nutrien-
te libre en el medio. Si hay poco nutriente libre, las células cancerosas migran
en busca de mejores condiciones ambientales. En nuestro modelo diremos que:
si pr(1)) SO, (@) < P}, las células cancerosas de la especie [ migrardn, con
coeficiente de migracion &, a los nodos vecinos. Aqui P}, ;. es la cantidad minima de
nutriente libre k£ por célula cancerosa, en la cercania de la misma, para la cual no
hay migracién celular. Como se debe conservar la poblacién total por nodo, para
permitir el desplazamiento de las células cancerosas, en el nodo destino debe haber
células sanas, las cuales son eliminadas por las células cancerosas cuando estas llegan
al nodo. Las células cancerosas migran llevando consigo sus nutrientes ligados.

3.2 Ecuaciones que describen el crecimiento
del cancer

Las reglas antes descriptas generan un conjunto de ecuaciones no lineales acopladas para
las poblaciones celulares y para las concentraciones de nutrientes. A cada paso temporal
debemos verificar si estamos por debajo o por encima de los umbrales definidos y variar,
correspondientemente, las poblaciones celulares y las concentraciones de nutrientes.
Como primer paso consideraremos las variaciones en las poblaciones celulares ocasionadas
por mitosis o muerte celular. Las modificaciones producidas por estos eventos pueden ser
escritas de la siguiente manera:

M
(Z t) — ¢ Z t) ZT ,kc QD k€ (Z t) — (Jllc(;a t)]+
— (3.6)
Fi(@,6)Olgi (0, ) — ¢ (0, 1) Q-
Aqui O es la funcién escalén de Heaviside y
Fi,t) = Pyl G BIR(E 1) — (0] + B OOl 1) — h(ED) (37)

El segundo y el tercer término del lado derecho de ({3.6) representan, respectivamente,
las modificaciones introducidas en las poblaciones de células cancerosas por muerte y por

2Definimos umbral de mitosis como la cantida minima de nutriente ligado k necesaria para concluir el
ciclo de reproduccién celular
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mitosis. La correspondiente ecuacién para las células muertas es

d'(i,t) — d'(i,t) Zerc (@, )O[h(i,t) — (@, 1)] (3.8)

Como la poblacién total por nodo se conserva, debemos recalcular el nimero de células
sanas, luego:

= Z it)+d\(i,t)). (3.9)

Después de estas transformaciones debemos considerar los cambios ocasionados por di-
fusién celular y las modificaciones en las concentraciones de nutrientes. La poblacion
de células cancerosas también cambia en un nodo debido a la migracién desde y hacia
los nodos vecinos mas cercanos. La migracién se supone proporcional a la poblacion de
. : : = N i I :
células sanas del nodo destino. Si se cumple py(i';t)/ > 2, c'(i',t) < Pp,, para algin
k, las células cancerosas de la especie | se mueven desde el nodo i’ al nodo 7 con tasa
h(i,t)ale(i’,t) y cada célula lleva una fraccién ¢k (7',t)/c!(i',t) de cada nutriente ligado k.
Luego, la ecuaciéon de migracion para las células cancerosas de la especie [ es:

Al t+7)=c(,t) + { it) Z 7 t)—
(7 )l t@h(??w},

(3.10)

donde &t (i,t) = & [, Olpr(i,t) — SO, (3, t)Ph ] v 7 es el paso de discretizacién
temporal. Como las células muertas no migran, sus concentraciones no varian y dl(z, t+
T) = dl(z7 t). Nuevamente la concentraciéon de células sanas se calcula por conservacion,
luego

N
hit+7)=1=) (@ t+7)+d @ t+7)).
=1

Las concentraciones de nutrientes también varian en el tiempo siguiendo las reglas antes
descriptas. Para un tejido completamente sano el nutriente libre evoluciona segun la
ecuacion . Para un tejido compuesto de células sanas y cancerosas esta ecuacion se
modifica a la siguiente:

-

(it +7) = pr(i, 1) + T{ Z’; Z [Pk(;,at) S aa t)] — pi (6, 1) (i, 1) —
7 (3.11)

SLEOAE D) + S t)}

en donde agregamos el término correspondiente a la obtencién de alimentos por parte
de las células cancerosas. La concentracién del nutriente ligado responde a la siguiente
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ecuacion

LG+ = dit) + T{m A1) — BLEHAG H+

hg,t 1 = dl(Z,t > =
<A? ) > a7 1) — =3 L) Z h(z’,t)}.

,L'/

(3.12)

El término proporcional a (3 representa la consumicién de los nutrientes ligados y los dos
ultimos términos estan relacionados con el nutriente que es transportado por migracion
celular.

Las reglas del modelo para la dindmica celular tienen en cuenta que tanto la migracion
celular como la reproduccién de las células cancerosas se incrementan cerca del borde del
tumor. En las regiones donde hay una alta densidad poblacional de células cancerosas y
una baja concentracion de nutrientes, la division celular se inhibe a partir de un tiempo que
depende de la capacidad de almacenamiento de nutrientes que posea la célula cancerosa y
la muerte celular se incrementa. Este modelo describe la formacién de un nicleo necrético
como asi también la formacion de capas formadas por células necréticas, quiescentes y
proliferativas. Otra caracteristica del modelo es que la movilidad de las células cancerosas
no sélo depende del pardmetro &', pues indirectamente también esté relacionada con los
parametros %s,k y Bfwk, Esto es asi debido a que, mientras mas grande sea el pardmetro
’yfw’k, mas rapidamente se consumird el nutriente libre provocando la migraciéon. De igual

manera, si Bésk es pequeno con respecto a %s’k las células cancerosas disponen de un alto
contenido de nutrientes ligados, favoreciéndose la reproduccion, lo que lleva a que haya
una mayor poblacion de células que ligan nutrientes; luego el valor de p; disminuye en
la region dando como resultado la migracion celular. El desarrollo del tumor, por medio
de este modelo, respeta los mecanismos bioldgicos conocidos porque es el resultado de la
dinamica local y el crecimiento celular y las células compiten por el espacio y los recursos
alimenticios con las células vecinas.

El anélisis de los efectos que producen las variaciones de los parametros relevantes es el
primer paso para testear la validez del modelo, el cual debe ser capaz de predecir una
gran variedad de tasas de crecimiento y de morfologias. El tiempo en el cual un 6rgano
afectado muere o el tiempo en el que puede darse la metastasis son algunos de los datos
importantes para el diagndstico clinico que pueden ser predichos por el modelo.



CAPITULO 4

Analisis preliminares y estudios numéricos

Inicialmente estuvimos motivados por el articulo de Scalerandi y colaboradores [SRP799).
Incentivados a seguir con el procedimiento propuesto en ese articulo, extendimos el mismo
modelo, (el cual describimos en el capitulo ), para estudiar el crecimiento de un tumor
heterogéneo. Nos dimos cuenta de que una red de 100 x 100 era demasiado chica para
una descripcién detallada de dos especies en competicion. En ese momento optamos por
ampliar la grilla y comenzamos a utilizar una red 500 x 500. Esta ampliacién generd
un aumento en el tiempo computacional y en el gasto de memoria. Para hacer frente a
este problema mejoramos el c6digo, originalmente en lenguaje C' [Men01], estudiando las
mejoras y ventajas de C++ [Hek92]. Con una programacion orientada a objetos pudimos
fraccionar y optimizar el codigo, lo que nos permitio utilizar una red del tamano deseado.
También introdujimos una variante en la representacion de la migracion celular, para
disminuir el tiempo empleado en las simulaciones. En [SRPT99| las células cancerosas
verifican el umbral Pp a cada paso temporal; en nuestra implementacién este umbral
se revisa cada 20 pasos temporales. No hay cambios efectivos en los resultados, (salvo,
claro estd, en el tiempo computacional), aunque, para un mismo valor numérico, nuestro
coeficiente de migracién sera, efectivamente unas 20 veces mayor que el empleado en
[SRPT99].

Al igual que Scalerandi trabajaremos con una tnica fuente de nutriente, la cual esta
representada por un vaso sanguineo que transporta el nutriente libre que luego se difunde
por la muestra de tejido. Este vaso se encuentra a lo largo del borde inferior de nuestra
red donde la concentracion de nutriente libre permanece constante para todo tiempo
t, luego p((7;0),t) = Py (hemos eliminado el subindice debido a que consideramos la
presencia de sélo un nutriente libre). Tanto en el lado derecho como en el izquierdo
utilizamos condiciones de contorno periédicas y consideramos que el borde superior es
absorbente. Inicialmente no consideramos células cancerosas presentes en la red, es decir,
tenemos un tejido formado solamente por células sanas. Una nueva complicacion surge al
elegir la distribucién inicial de nutrientes, p(z, 0). En [SRPT99| se propone utilizar, como

35
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distribucién inicial, aquella que sea estacionaria en ausencia de células malignas. Para
determinarla se busca la solucién de la ecuacién diferencial:

op(y,t) _ Pply.t)
o Oéa—yg (Y, 1), (4.1)

siendo y = Aj y p((¢;0),t) = P. En estado estacionario la solucién es

p(y) = Poexp(—Dy), (4.2)

donde D = //a. De alli Scalerandi y colaboradores proponen como solucién discreta
p((7;4),0) = Pyexp(—jAD). Esta serd la distribucién que utilizaremos en este capitulo,
pero debemos aclarar que no es la solucion estacionaria para una red finita con las condi-
ciones de contorno elegidas. Debemos destacar que, en tanto el tumor no se aproxime al
borde superior, los resultados obtenidos con condiciones de contorno absorbentes, en este
borde, son similares. Nuestra eleccién y la de [SRPT99| corresponden a una distribucién
de nutrientes no estacionaria, cuya concentracion disminuye con el correr del tiempo de-
bido a la presencia del borde superior absorbente. Este tipo de distribucién nos permitira
obtener tumores de crecimiento lento que ingresan en periodos latentes. Con una amplia
disponibilidad de nutrientes, no se pueden obtener tumores de estas caracteristicas sin la
presencia de inhibidores. Recordemos que estamos interesados en tumores heterogéneos
por las complicaciones que estos producen en la efectividad de la quimioterapia, la cual,
generalmente, es aplicada a tumores en crecimiento.

Con el fin de verificar el funcionamiento de los programas y de comprender cabalmente
la influencia de los diversos parametros en la evolucién tumoral, comenzamos nuestro
trabajo de simulacién estudiando el desarrollo de un tumor formado por una sola especie
cancerosa. A este tipo de tumor lo llamamos “homogéneo”.

4.1 Tumores homogéneos

Fijadas las condiciones iniciales comenzamos la simulacién numérica introduciendo, en el
centro de la red, una semilla de céancer con su correspondiente nutriente ligado. Como
las células cancerosas pueden migrar, debemos definir las condiciones de contorno para
las concentraciones celulares y por ende para el nutriente ligado. Estas son las mismas
condiciones de contorno que las definidas para la concentracién de nutriente libre, salvo
por la condicion de borde en el lado inferior de la red. Como suponemos que se encuen-
tra presente un vaso, las células cancerosas que ingresan en ¢l son transportadas por el
torrente sanguineo. Luego la condicion de contorno para la concentracion celular en este
borde es absorbente.

Utilizando pardmetros muy similares a los de [SRPT99|, comenzamos a realizar difer-
entes simulaciones estudiando los resultados que presentaban una gran variedad de tasas
de crecimiento y diferentes morfologias. La morfologia tumoral depende de la capacidad
de migracién celular como asi también de los coeficientes 7, ¥ Bas. Cuando se favorece al-
tamente la migracion de las células cancerosas, el tumor adquiere un crecimiento simétrico
con forma de disco y con estructura de capas, es decir, desarrolla un nicleo necrético el
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FIGURA 4.1: Parametros diferentes generan morfologias diferentes. (a): @ = 0.1,
Yas = 0.44, Bos = 0.027, (b): & = 1, Jus = 0.44, B4s = 0.09, (c): & = 3, Fus = 0.22,
Bas = 0.07, (d): & =3, Fus = 0.44, (s = 0.07

cual se encuentra totalmente encapsulado por células quiescentes que a su vez se encuen-
tran rodeadas por las células cancerosas proliferativas. Si los pardmetros varian de tal
manera que la migracion celular se disminuye, los tumores comienzan a cambiar de forma
haciendo su superficie mas rugosa. Para células cancerosas con muy baja movilidad la
estructura de la red se vuelve altamente evidente ver figura ) En la figura (4.2)
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FIGURA 4.2: Diferentes etapas de crecimiento. El color rojo representa las células
proliferativas, el azul las células quiescentes y el negro las células necroticas.

se observan diferentes etapas de crecimiento: una inicial en donde todo el tumor esta
formado por células proliferativas, una segunda etapa en donde aparecen las células qui-
escentes (células que dejan de ser proliferativas debido a la disminucién de nutrientes en
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el medio) y una etapa final en donde la depresion en la concentracién de nutrientes dentro
del tumor se hace tan grande que produce la muerte celular, apareciendo asi las células
necréticas. Al comienzo del desarrollo tumoral las células se encuentran con una gran can-
tidad de nutrientes a su disposicién por lo que la proliferacién celular es la caracteristica
mas importante de esta etapa. Al ser tan elevada la tasa de reproduccién, el crecimiento
sigue una ley exponencial. En el grafico podemos ver que con nuestro modelo, el
tumor tiene, inicialmente, un crecimiento exponencial.
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FIGURA 4.3: Ajuste Exponencial. Resultados numéricos para & = 1, ,, = 0.44,
Bas = 0.09. Ajuste exponencial con funcién y = a + bexp (xr —¢)/d, donde a = —1,
b=0,31,c= —107,4 y d = 147

4.2 Tumores heterogéneos

Alentados por tan buenos resultados, nos embarcamos en el tema de nuestro interés: es-
tudiar el crecimiento de tumores heterogéneos, los cuales son de gran importancia para el
estudio de la llamada resistencia adquirida. Cuando a un paciente se le diagnostica cancer
y se le aplica quimioterapia las células tumorales pueden mutar, desarrollando una nueva
subpoblacion resistente a la droga aplicada. Ante esta situacion se dice que el tumor,
ahora heterogéneo, ha adquirido resistencia a la droga del tratamiento. El estudio de la
resistencia adquirida es muy importante por las complicaciones que acarrea en el dictado
del diagnostico y en la decision de cémo proseguir el tratamiento. Como un primer paso
podemos pensar que este problema es equivalente a uno en el cual el tumor homogéneo
se encuentra en estado latente o en crecimiento lento y luego comienza a desarrollarse
un tumor heterogéneo al darse una mutacién que, eventualmente, puede hacer que este



4.2. TUMORES HETEROGENEOS 39

tenga un régimen de crecimiento ilimitado. Para hacer este andlisis es conveniente tener
un diagrama de fases en donde la curva de transicion de fases indique el cambio entre la
fase de estado latente y la fase de crecimiento ilimitado.

Como dijimos previamente los pardmetros J,s; Bus v & estan altamente relacionados con
la migracién, la reproduccién y la consumicién celular. A partir de numerosas simula-
ciones, podemos decir que las mutaciones mas peligrosas son aquellas representadas por
una variacion en el pardmetro 7,s, que esta relacionado con un incremento en el niimero
de canales de absorcién de las células. Notemos que biolégicamente no puede haber una
marcada disminucién en el valor de (,,, debido a que las células necesitan un minimo de
consumicion para seguir con todas sus funciones vitales activas; si podria haber variaciones
en la movilidad celular, pero si no hubiera una deficiencia local marcada de nutrientes
las células no tendrian la necesidad de migrar para explorar nuevas regiones y la nueva
subpoblacion tendria una cierta ventaja pero no sacaria provecho de ella.

Entonces, como las mutaciones que analizaremos estaran representadas por cambios en el
pardmetro 7,5 lo natural es realizar el diagrama de fases en el espacio & — 3, para difer-
entes valores de 7,,. En la figura mostramos este diagrama de fases, correspondiendo

0.16

0.12 {

0.04

0.00 . . .

a

FIGURA 4.4: Diagrama de fases.Para cada valor de 7,,, la regién sobre la curva
corresponde a un estado asintético de latencia.

los puntos con los resultados simulacionales obtenidos por el método de biseccién [Zac96].
Los dos ultimos puntos de la curva correspondiente a 7,; = 0.44 son menos confiables
debido a que comienzan a hacerse presentes efectos de borde. Las lineas corresponden
al ajuste efectuado para cada conjunto de puntos; todos estan ajustados por la misma
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funcién y = a + bexp((In(z/c)/d)?). Esta funcién se eligié por ser la funcién monétona
creciente que mejor ajustaba a los cuatro conjuntos de puntos. Para cada curva, la region
que se encuentra debajo de ella corresponde a los pardmetros que generan un tumor que
alcanzara un régimen de crecimiento ilimitado, mientras que la regién que se encuentra
por encima corresponde a los parametros que desarrollan un tumor que alcanzara un es-
tado de crecimiento latente. La curva punteada corresponde a 7,5 = 0.22, las restantes
son incrementos del 20%, 50% y 100% de este valor.

Supongamos que nuestro tumor original tiene 7, = 0.22 y supongamos que al cabo de
un tiempo se produce una mutacion en la que se origina una nueva especie con los mis-
mos parametros salvo que se incrementa el valor de 7,, en un 50%. Dependiendo de los
restantes pardmetros estaremos en la regién verde, amarrilla o roja del grafico (4.5)). Si
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o

FIGURA 4.5: Diagrama de fases. La region verde corresponde a tumores heterogéneos
formados por dos especies que alcanzan un estado asintotico de latencia. La regién roja
corresponde a tumores heterogéneos formados por dos especies con crecimiento ilimitado.
La regién amarilla corresponde a tumores heterogéneos formados por dos especies: una
que alcanza latencia y otra que, si supera la competencia, crecera ilimitadamente.

bien a la segunda subpoblacién no le corresponde el mismo diagrama de fases porque no
tiene las mismas condiciones iniciales de crecimiento, nuestro diagrama, constituido en
base a la evolucién de tumores homogéneos, nos ayudara a hacer un analisis cualitativo
de la situacién. Si estamos en la regién verde ambas especies alcanzaran el estado latente
y no habria grandes riesgos para el paciente. Si estamos en la region roja ambas especies
tienen un régimen de crecimiento ilimitado; no nos concentraremos en este caso pues
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no se corresponde con un analogo a resistencia adquirida. Finalmente si estamos en la
region amarilla las células de un tumor con crecimiento lento o en estado latente mutan,
dando origen a una nueva subpoblacién cuyos parametros caracterizan a un tumor que
alcanzard un régimen de crecimiento ilimitado. Que el tumor heterogéneo salga o no del
estado latente dependera de la competencia entre las especies en la zona de mutacién, de
la ubicacion de la misma y de la distancia entre el punto que caracteriza los parametros
de la especie original en el diagrama de fases y las curvas de transicion de fases.

Una caracteristica importante de los tumores con alto grado de malignidad es que estan
compuestos por mas de una linea clonal o subpoblacion. Cada una de estas subpobla-
ciones o subespecies esta caracterizada por propiedades especificas, tales como la tasa de
reproduccién o el nivel de susceptibilidad al tratamiento. La dindmica de crecimiento del
tumor heterogéneo estd determinada por las conductas relativas de cada subpoblacion.
En general el tumor heterogéneo tiene un origen monoclonal hasta que un conjunto de
mutaciones prevalecen generando nuevas subpoblaciones [Now76]. El surgimiento de una
nueva subpoblacién no implica la permanencia de la misma dado que su continuidad
depende de la capacidad para competir con la poblacién dominante en la regién de mu-
tacién. El tumor esta conformado por células proliferativas, quiescentes y necroticas y las
proliferativas se encuentran en su borde exterior. Las mutaciones son producidas por al-
teraciones genéticas o epigenéticas que se producen en la division celular; como las tinicas
células cancerosas que se dividen son las proliferativas, las mutaciones ocurriran en los
bordes exteriores del tumor siendo mas probables en aquellas regiones en donde la tasa
de reproduccién sea mas elevada. Las diferencias en las tasas de division pueden darse,
por ejemplo, por variaciones en la disponibilidad de nutrientes.

Teniendo en cuenta estos aspectos, comenzaremos a simular, utilizando el modelo antes
descripto junto con las condiciones iniciales y de contorno establecidas en este capitulo,
un tumor homogéneo con ciertas caracteristicas definidas y compuesto enteramente por
una poblacién clonal hasta alcanzar un tiempo predeterminado, al que llamaremos t,,, en
el cual células cancerosas pertenecientes a un nodo de la periferia del tumor cambian una
caracteristica especifica (pardmetro) y generan una nueva linea clonal o subespecie. Segin
nuestro analisis previo ya explicado en el capitulo anterior y debido a la importancia de
la resistencia adquirida, enfocaremos nuestra atencién en el siguiente caso particular: el
tumor original se encontrara en estado latente o creciendo lentamente y la mutacién sera
representada por un aumento en el pardmetro 7,;.

En nuestras simulaciones tomaremos t,, = 20000 pasos temporales. En la figura
podemos observar el tumor original a tiempo t,, como asi también la evolucién de varios
tumores heterogéneos caracterizados por la misma variacién en el parametro 7, pero con
diferentes regiones de mutacion. En esta figura las mutaciones ocurren en los siguientes
pares ordenados: para (b) en (259;188); para (¢) en (303;263); para (d) en (250;231);
para (e) en (325;291); para (f) en (266;333) y estan caracterizadas por mantener los
mismos pardmetros que la especie original salvo 52, que toma el valor 2 x 7!.. Hemos
elegido a la nueva especie con ventajas competitivas sobre la especie original; sin embargo,
si aquella surge en un ambiente hostil y se encuentra rodeada de células correspondientes
a la especie primigenia, no siempre prevalecera. Las ventajas competitivas y las diferentes
caracteristicas de crecimiento se hacen visibles en la morfologia del tumor heterogéneo por
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FIGURA 4.6: Efectos de la geometria. Tumores heterogéneos caracterizados por la
misma mutaciéon emergiendo en diferentes regiones del tumor. La figura (a) muestra
el tumor original a tiempo t,, = 20000 pasos temporales, las restantes corresponden a
40000 pasos temporales. En todos los casos la especie original esta caracterizada por los
perdmetros & = 1, Bus = 0.048, Y45 = 0.22.
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los llamados “sectores de apertura’. FEsta caracteristica esta presente en algunos tumores,
como por ejemplo en ciertos tipos de cancer de piel y también en colonias de bacterias
[RGLMBJO03]. De esta manera, la nueva subpoblacién minimiza la competencia y explora
nuevas regiones en busca de nutrientes. En las figuras ) y ) podemos ver que
para tiempos menores a 20000 pasos temporales el tumor tiene un crecimiento lento y
su poblacién de células vivas, que inicialmente tuvo un rapido crecimiento, comienza a
disminuir. A los 20000 pasos temporales se da lugar a una mutacién y el tumor hete-
rogéneo incrementa rapidamente la cantidad de células cancerosas tal como se ve en las
figuras y (4.8), donde por ¢! y d' denotamos a D i i, j)y > i d'(i, j) respectiva-
mente. En (4.7c) y (4.8b) se observa que a tiempos cercanos a la mutacién los tumores
con mutaciones que corresponden a las figuras (b) y (e) de (4.6) tienen un incremento
mas rapido en la poblacion celular que los correspondientes a las restantes mutaciones;
sin embargo a tiempos posteriores vemos que el tumor heterogéneo formado a partir de
la mutacién representada en (e) de no se encuentra entre los tumores que poseen
mayor cantidad de células cancerosas. La particularidad que tienen los dos tumores he-
terogéneos antes mencionados es que la regiéon de mutacion se encuentra en una saliente
o “punta” del tumor homogéneo y, debido a estas razones, la competencia por nutrientes
con la especie original es baja, dando lugar a un rapido crecimiento inicial de la nueva
subpoblacién. A tiempos posteriores, (ver ,b) y ), si las nuevas subpoblaciones
han sido capaces de sobrevivir superando a la especie inicial en la regiones de mutacion,
la nueva subpoblacién comienza a explorar nuevas regiones tratando de no incrementar la
competencia con la especie original. En esta etapa el crecimiento del tumor heterogéneo
estara limitado por la disponibilidad de nutrientes en las regiones exploradas. Es por ello
que la mutacién correspondiente a la figura (f) de (4.6]) no se desarrolla de manera incon-
trolable porque las células cancerosas que migran hacia regiones que no tienen suficiente
nutrientes serdn “apantalladas” por las células de la subespecie original. En la figura (a)
de tanto la curva magenta como la amarilla presentan un méximo. Al llegar las
células cancerosas al borde inferior de la grilla, debido a las condiciones de contorno del
problema, las células cancerosas ingresan al torrente sanguineo; en ese momento se pro-
duce una disminucion de su poblacién. Posteriormente, sigue habiendo células cancerosas
que se escapan de la grilla pero el tumor estd en constante crecimiento y en una zona rica
en nutrientes lo cual produce un nuevo incremento en la cantidad de células cancerosas.
Luego, asociamos el pico en ambas curvas con la llegada del tumor al vaso sanguineo y la
posibilidad de producir metastasis.

Por el momento podemos decir que inicialmente es muy importante la topologia tumoral
en la region de mutacién, y, si la nueva subpoblacion prospera, a tiempos posteriores
el crecimiento es dominado por la distribucion de nutrientes en la regién donde crece la
subpoblacion mutada. No siempre las mutaciones que ocurran en regiones con mayor
distribucién de nutrientes serdn las més peligrosas o invasivas, debido a que no es una
certeza que la nueva subpoblacion prospere dado que la etapa inicial de competencia es
la mas dificultosa.

La distribucién espacial de ambas subpolaciones celulares se puede ver en la figura .
Aqui mostramos la suma de concentraciones de células vivas, a lo largo de una linea ho-
rizontal, en funcién de la distancia al vaso sanguineo. Se hace evidente un méaximo en el
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FIGURA 4.7: Ntimero total de células cancerosas (incluyendo células muertas). Los
parametros utilizados son los correspondientes a la figura (4.6). Las curvas en colores
amarillo, rojo, magenta, cian y azul se corresponden con las graficas (b), (c), (d), (e) y

(f) de (4.6]), respectivamente.
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FIGURA 4.8: Numero de células cancerosas vivas del tumor heterogéneo. Los
parametros utilizados son los correspondientes a la figura . Las curvas se correspon-
den con las gréficas de con la misma asignacién de color que la utilizada en la figura
. La flecha indica la aparicién de la mutacion.
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FIGURA 4.9: Perfiles de concentraciones celulares, correspondientes a 40000 pasos
temporales, de: (a) subpoblacién original; (b) nueva subpoblacién y (c) ambas subpobla-
ciones. Los pardmetros utilizados son los correspondientes a la figura (4.6)). Las curvas se

corresponde con las graficas de (4.6]) con la misma asignacién de color que la utilizada en
la figura (4.7)). El vaso sanguineo estd en j = 0.

borde inferior del tumor indicandonos la regién més activa.

Para otros valores de los parametros relevantes se obtienen resultados similares. De
la figura se observa una clara diferencia morfolégica entre las dos subpoblaciones,
debido a que al aumentar el parametro 7,5 estamos favoreciendo la reproduccion y la mi-
gracion celular. Para otro conjunto de pardmetros los resultados son cualitativamente
similares pero pueden acarrear otros efectos diferentes, por ejemplo, un conjunto de
parametros iniciales con un valor elevado de & tiene mas probabilidad de derivar en
metastasis. Otra caracteristica importante es que es mucho més peligroso que una mu-
tacion tenga lugar en un tumor homogéneo latente cuyos parametros sean tales que, si son
ubicados en el diagrama de fases, corresponden a un punto elevado del sector verde de la
figura que si se encuentra sobre la curva de transicion de fases. Esto se debe a que
en el primer caso la etapa de competencia inicial es reducida porque la especie original no
tiene una gran concentraciéon o una gran cantidad de células proliferativas, quedando el
crecimiento del tumor heterogéneo ligado solamente a la disponibilidad de nutrientes en la
region de mutacion. En nuestras simulaciones, por las condiciones de contorno colocadas,
habra mayor disponibilidad de nutrientes cuanto mas pequena sea la coordenada y.



CAPITULO 5

Modelo y experimentos

Para que un modelo que describa el crecimiento de cancer sea aceptado debe ser capaz
de predecir una gran variedad de tasas de crecimiento, diferentes morfologias, como asi
también una alta dependencia con los factores ambientales. En el capitulo [4] hemos visto
que el modelo presentado en este trabajo cumple con estos requisitos pero también es
necesario poder establecer una comparacién directa con los resultados experimentales
conocidos. Tener parametros sin unidades y no del todo representativos dificulta esta
tarea. Elegir los valores de los parametros de tal forma de simplificar esta comparacion,
es una tarea ardua pero muy prometedora, porque permite ilusionarse con la posibilidad
de que, en un futuro, se puedan hacer predicciones concretas sobre la evolucién de tumores
particulares.

Para llevar a cabo este propdsito necesitamos tener presentes articulos experimentales
especificos a la medicion de algtin observable particular y otros en donde se consideren los
aspectos de crecimiento generales de los tumores para hacer algunos analisis comparativos.
En este capitulo mostraremos algunos resultados del modelo con pardmetros realistas y
estableceremos comparaciones con datos experimentales.

5.1 Buscando parametros reales

Una de las primeras cosas que debemos decidir es el tamano de la muestra de tejido.
Las células de los mamiferos requieren oxigeno y nutrientes para mantener activas sus
funciones vitales y para poder reproducirse. De esta manera no pueden estar localizadas
en ambientes poco irrigados, es decir lejos de capilares sanguineos. Nuestra muestra de
tejido no puede ser demasiado grande pues debemos mantener el tejido irrigado. Consi-
deraremos que nuestra red equivale a un tejido de 1em x 1em. El didmetro promedio de
las células de los mamiferos es de 10um. Si mantenemos una red de 500 x 500 nodos,
en cada nodo habré sélo 4 células. Como el modelo esta formulado con concentraciones
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de células necesitamos que haya més células por nodo o discretizar las poblaciones celu-
lares. Optamos por la primer solucién y para ello utilizaremos una red con 300 x 300
nodos distanciados por A = 33um. Cada uno de ellos podra estar habitado por 10
células. El siguiente paso consiste en buscar datos experimentales que estén relacionados
con la concentracién y difusién del nutriente. Como ya dijimos, s6lo consideraremos un
nutriente libre y, debido a que las células cancerosas son fuertemente dependientes de
la disponibilidad de glucosa, consideraremos que este es el nutriente esencial [PSDC99].
Supondremos la concentracién de glucosa en los vasos sanguineos constante y tomaremos
Py =5,5mM. Esta eleccion se debe a que la concentracion de glucosa en sueros humanos
varfa entre 0.7 y 1.3¢g/l, siendo 1g/l la concentracién normal [FSMO04]. Elegimos trabajar
con la unidad mM pues es la mas utilizada en los articulos experimentales que contienen
concentraciones fijas y datos de tasas de consumicién. 1mM = 1mmol/l, y para hacer la
conversién a g/l tenemos que saber que 1mol de glucosa equivale a 180g. El coeficiente
de difusién de la glucosa fue determinado experimentalmente por Casciari et al. [CSS8S]
para esferoides formados por células cancerosas humanas. Su valor estda comprendido en-
tre 2,3 x 1077 y 5,5 x 10~ "em?/s. Por ello es apropiado que en nuestras simulaciones
tomemos « = 0,001cm?/h.

En la figura (5) de [FS85] se muestra que la tasa de consumicién celular de glucosa
sigue una funcién lineal en términos del volumen celular promedio, v.. Si ajustamos
estos datos experimentales obtenemos que la mencionada tasa evoluciona como: 8.6 X
102mol /(um3s x células)v, — 1.52 x 107"mol /(s x células). Tomando v, = 3000um? y
una aproximacion lineal de la ecuacion tenemos que 9,5 ~ 160/h si consideramos que
el nivel de nutriente libre es igual a P, en todos los sitios. Como el nivel de nutrientes es
menor, en el interior del tejido, el valor de 7,5 debera ser mayor. En nuestras simulaciones
tomaremos 7, = 200/h. La tasa metabdlica de consumicién de glucosa fue medida por
[KPHT99] para tumores con distinta agresividad. Si pensamos que las células cancerosas
consumen 80umol /(min x 100g tejido) y procediendo de manera similar que para con 7y,
tenemos que el parametro B ~ 5/h. Otros parametros dependen del incremento temporal
de cada paso simulacional. Para determinarlo hicimos un par de pruebas preliminares,
en donde revisamos eventuales problemas numéricos. Un valor para el cual el tiempo de
una “corrida” es aceptable y no produce problemas en la discretizacion de las derivadas
es At = 0.001h.

Mombach en 1996 estudié el movimiento individual de células retinales pigmentadas
en agregados de células retinales neuronales obtenidas de embriones de pollos[MG96].
Baséndonos en sus experimentos, nos parece adecuado proponer 0.001cm?/h como valor
para &. El coeficiente de difusion efectivo en nuestras simulaciones tiene un valor cercano
a8,3x107%cm?/h el cual estd de acuerdo con [MG96]. El crecimiento y la divisién celular
estan controlados por el ciclo celular el cual estd dividido en cuatro fases (G, S, Ga, M).
La duracién del ciclo celular es de aproximadamente 12h para un cultivo de monocapas
con crecimiento exponencial [JPGCF05]. Por esta razén verificaremos el umbral de mi-
tosis, s, cada 12h, es decir, cada 12000 pasos. Para disminuir el tiempo de simulacién
también revisaremos el umbral Pp cada 12000 pasos. Los umbrales fueron elegidos de tal
manera de obtener evoluciones que concuerden con resultados experimentales.

Otros articulos, ademas de los mencionados, detallan y confirman los datos utilizados
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Pardmetro Unidad Valor Referencia

N 200

4] um 33

T h 0.001

Py Mm 5.5 [glu] [F'SMO04]

o em?/h - 0.001  [CSSS§]

y 1/h 0.002 [DHO5], [TPGCE03]
Fas 1/h 200 [DHO5], [FS83]
Bas 1/h 5 [KPHF99)

& em?/h 0.001  [DHO5], [MG96].

TABLA 5.1: Valores de los parametros del modelo que tienen un justificativo experimental
en los articulos citados.

para la eleccion de los pardmetros. La tabla muestra de manera compacta los valo-
res elegidos y las referencias de donde los obtuvimos. Claro estd que podremos modificar,
dentro de margenes razonables, los parametros para obtener diferentes morfologias y tasas
de crecimiento.

5.2 Resultados numéricos

Al igual que en el capitulo anterior comenzaremos nuestras simulaciones colocando una
semilla de cancer en el centro de la red. Las condiciones de contorno seran las mismas que
las utilizadas anteriormente, salvo aquella relacionada con el nutriente libre en el borde
superior de la red. Como habiamos aclarado al comienzo del capitulo la solucién dis-
creta de la ecuacion (4.1]) no es solucién estacionaria si el tamarno de la red es finito y no
se la acompana de la condicion de contorno adecuada. Para partir de una distribucién de
nutrientes estacionaria es necesario que la concentracion inicial del mismo, en el borde su-
perior, p((300;7),0) = Pyexp(—AD300), permanezca constante con el correr del tiempo.
Esta modificaciéon nos presenta un inconveniente en la evolucién inicial del crecimiento
debido a que, al haber suficiente nutriente disponible, no se genera un pozo en la dis-
tribucion de nutrientes y las células absorben mas de lo que necesitan. Es por ello que
decidimos introducir una nueva modificacién: si ¢'(i,7)/c\(i,7) > 2QY, para la especie [,
entonces las células de esa especie no absorben nutrientes. Esta condicion, en general, es
utilizada solo para tiempos cortos. Luego, estas modificaciones junto con el cambio en los
intervalos de verificacién de umbrales (descriptos en la seccién anterior) seran las tinicas
variantes en cuanto a la implementecién numérica presentada en el capitulo (4]).

En la seccion anterior propusimos los valores de los parametros que se adecuaban mejor
a los datos experimentales reportados en diferentes articulos. Si bien no nos apartamos
demasiado de los valores reportados en la tabla , utilizaremos también otros valores
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para analizar diferentes representaciones. En la tabla se detallan los pardmetros
utilizados en las diferentes realizaciones; también mostramos el simbolo utilizado para su
representacion en las figuras subsigientes y a cada fila le asignamos una letra, a modo
de nomenclatura, para luego poder referirnos, con mayor simplicidad, a los resultados
obtenidos con ese conjunto de parametros. Los parametros correspondientes con la dis-

Nombre @&fem?/h] Aes[1/h] Bas[1/h] Qun Qp Simbolo

(A) 0.001 200 5 100 10 o
(B) 0.001 200 5 40 10 o
(C) 0.001 160 5 100 10 +
(D) 0.001 250 5 100 10 A
(E) 0.001 200 20 100 10 \V
(F) 0.001 200 5 100 20 >
(G) 0.001 200 5 150 10 q
(H) 0.001 200 5 100 4 0
(1) 0.0005 200 5 100 10 *
(J) 0.002 200 5 100 10 «

TABLA 5.2: Lista de los parametros usados para las simulaciones correspondientes a las
figuras de esta seccion.

cretizacion de la red y del tiempo y los vinculados a las propiedades del tejido sano tienen
el mismo valor en todas las simulaciones y se corresponden con los de la tabla (5.1)).

Si bien los parametros de este capitulo no son los mismos que los utilizados en el anterior,
la dindmica del modelo es idéntica. Por lo tanto la morfologia tumoral dependera, nueva-
mente, de las posibilidades de migracion y reproduccion celular. Es decir, los parametros
Yass Bas y @ siguen siendo muy importantes y marcan el desarrollo tumoral. En la figura
(5.1) mostramos los resultados obtenidos, a diferentes tiempos, para la simulacién (A).
La escala de colores es la misma que para la figura . El conjunto de parametros
que caracterizan a este tumor, son los que estan mayormente de acuerdo con los resul-
tados experimentales y seran los utilizados en el capitulo siguiente cuando modelemos
quimioterapia. La figura (5.1p), tiene un cierto parecido con la figura (8c) de [BAST03)]
obtenida, experimentalmente, de un adenocarcinoma humano de colon. En la figura
mostramos los resultados de simulaciones para los tumores (D), (E), (I)y (J). En es-
tas figuras podemos ver que el aumento del pardmetro Bas afecta considerablemente la
evolucion del tumor interviniendo en la migracion y reproduccién celular. Para valores
mas grandes se hace evidente, nuevamente, la estructura de la red. El incremento en
el coeficiente de migracion celular produce una disminuciéon en la densidad celular del
tumor y un aumento en la superficie afectada. El efecto opuesto se aprecia cuando el
coeficiente de migracién celular disminuye (1). Para la realizacién (D) 4,s se incrementa
sélo el 2,5% y es por ello que no hay notables cambios con la realizacién (A). En todos los
casos la densidad poblacional en la mitad superior del tumor es de alrededor de 1 célula
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(d)

FIGURA 5.1: Evolucién temporal. Resultados correspondientes a la simulacién (A),
a los (a) 15, (b) 30, (c) 60 y (d) 90 dias.

por nodo, es decir, aproximadamente una célula cada 1000um?, mientras que en la regién
inferior del mismo varia entre 5 y 10 células por nodo. Esta caracteristica marca una
fuerte direccionalidad en el crecimiento del tumor hacia las regiones con mayor cantidad
de nutrientes, elevando las probabilidades de metastasis.

Muchas caracteristicas del crecimiento de tumores avasculares se pueden conocer experi-
mentalmente gracias a que su comportamiento es similar al de los esferoides tumorales
multicelularesﬂ Salvo muy contadas excepciones, tanto los esferoides como los tumores
reales generan una regién central llamada necrosis, habitada por células cancerosas muer-
tas debido a la ausencia de alimentos. Mueller-Klieser comprobé que para esferoides tu-
morales el didmetro de la necrosis se expande, aproximadamente, a la misma tasa cuando
el volumen del esferoide se incrementa, dando como resultado un espesor del caparazon
de células vivas que permanece relativamente constante con el incremento del didmetro
del esferoide [MKO0Q]. Haciendo mediciones independientes, llegd a la conclusién de que
el incremento en el tamano de la necrosis era exactamente el mismo que el del esferoide.
Estos resultados que Mueller-Klieser mostré en la Fig. (2) del articulo mencionado, (y
que nosotros mostramos en el capitulo ), habian sido conjeturados por Freyer et al.

Los esferoides tumorales multicelulares son agregados de células cancerosas que se desarrollan en
ambientes totalmente controlados. Ver el capitulo PONER MACRO para una descripcién detallada.
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FIGURA 5.2: Tumores homogéneos. Resultados correspondientes a las simulaciones
(a) D; (b) E; (c) I'y (d) J; alos 60 dias.

unos 15 anos antes [F'S86]. Nuestro modelo mesoscépico no reproduce tumores esféricos y
por lo tanto no resulta, a priori, facil de comparar con los resultados experimentales para
esferoides tumorales. Sin embargo, una buena magnitud para establecer comparaciones
es el radio de giro. Denotaremos al radio de giro por R, y definiremos esta magnitud de
la misma manera que Bri [BPFT98]|, teniendo:

R,=N"! Zri(t), (5.1)

=1

donde N es el nimero de puntos en la superficie del tumor y los 7; son las distancias de
estos puntos al centro de masa del tumor. De manera analoga podemos definir el radio de
giro del nicleo necrdtico, Ryq; en este caso sélo debemos considerar la interfase entre el
nicleo necrético y las células vivas y el centro de masa del niicleo necrético y no del tumor
entero. De esta manera es logico proponer una analogia entre el radio de giro y el radio de
un esferoide y otra entre el espesor del cascarén de células vivas y la diferencia Ry — Rgq.
Como podemos ver en la figura nuestro modelo reproduce de manera excelente la
figura (2) de [MKO00], salvo que nuestros valores numéricos estdn mas cercanos a los del
tercer fribroblastoma reportado en la tabla (1) de [ES86] que tiene un cascarén de células
vivas de 85um espesor. En nuestra simulacién este espesor tiene un valor medio de 70um.
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FIGURA 5.3: Espesor del cascarén de células vivas (simbolos rellenos) y didmetro de la
necrosis para tumores con pardmetros reportados en la tabla (5.2)). La linea sélida tiene
pendiente 1.

Cualitativamente la relacion entre el didmetro de la necrosis y el didmetro del esferoide
es exactamente la misma que la reportada en la figura (4) de [MKO0].

La distribucién de nutrientes en el medio se modifica con el correr del tiempo por la
evoluciéon y consumicién de las células cancerosas. En la figura mostramos perfiles
representativos de las concentraciones de glucosa correspondientes a las lineas vertical
(a) y horizontal (b) que atraviesan el centro del dominio. Estos perfiles se caracterizan
por una depresién en la regién donde se encuentra el tumor. La parte central de ésta
depresién a tiempos pequenos es aproximadamente parabdlica mientras que para tiempos
mayores aparece una region plana en la zona central. Resultados andlogos son reportados
por [Rej05] para la concentracién de oxigeno en el medio. En la figura mostramos
la distribucion espacial de la concentracién de glucosa en todo el tejido transcurridas
270h ~ 11dias (a) y 540h =~ 22dias (b). La regién central de color azul oscuro se corres-
ponde con la regiéon donde se desarrolla el nicleo necrético. Algunas magnitudes tales
como el radio del tumor, la superficie ocupada por el mismo, su tasa de crecimiento y
las proporciones de células proliferativas, quiescentes y necréticas que lo conforman son
de importancia clinica y pueden ser decisivas a la hora de dar un diagndstico. Como
nuestro modelo esta formulado en dos dimensiones resulta complicado comparar los datos
experimentales del observable més fecuente: el volumen. El volumen de un esferoide, V,
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FIGURA 5.4: Perfiles de concentracién de glucosa. En las figuras (a) y (b) hemos
fijado + = 150 y 7 = 150 respectivamente. La linea sélida representa la distribucion
inicial de glucosa. Las lineas a trazos se corresponden con los tiempos: 90h (negra), 180h
(verde), 225h (amarilla) y 270h (azul).
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FIGURA 5.5: Distribucién espacial de la concentracion de glucosa. Después de
los 11 dias (a) y a los 25 dias (b).

sigue una ley de potencias con el area de su seccién transversal, A, dada por:

4
V= gWR?’
4 A3/2

3ym

donde R es el radio del esferoide. Luego, podemos aventurarnos a comparar cualitati-
vamente los resultados experimentales de las mediciones de los volimenes de esferoides,
tomando como radio de la seccion transversal, y por ende del esferoide, el radio de giro que
previamente definimos. En la figura mostramos los resultados obtenidos de nuestras
simulaciones. Estos estan de acuerdo, cualitativamente, con los datos experimentales de
[JPGCF05, MKSKWKO02, [Fre88], en particular, tienen gran concordancia con la figura (5)
de donde los datos experimentales se corresponden con esferoides que crecen
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FIGURA 5.6: Volumen del esferoide. Resultados simulacionales correspondientes a
los pardmetros de la tabla (5.2)).

en un medio con la concentracion de glucosa fija en 5.5mM.
En 1998 Bru y colaboradores publicaron un articulo donde, ademéas de proponer un mo-
delo matématico para describir crecimiento tumoral, proporcionan datos experimentales
de cultivos bidimensionales [BPFT98|. En la figura (2) de ese trabajo se muestra que
el radio de giro evoluciona linealmente con el tiempo. Al final del articulo mencionado
el autor da una explicacién que incluiremos aqui. Es una realidad que la regiéon mas
agresiva del tumor se encuentra en el borde del mismo debido a que, en este sector, las
células que lo conforman tienen mayor disponibilidad de nutrientes y espacio para migrar
y reproducirse. Luego, como el crecimiento tiene lugar en el borde, la tasa de crecimiento
debe ser proporcional al nimero de células en el perimetro del tumor, 27 R /rg, donde r
es el radio celular. Como el ntimero de células que forman el tumor es proporcional al
drea que este ocupa, m(R/rg)?, tenemos:

d 2
5 ((B/r0)7) = K(2m R /1),
es decir, dR/dt = Kry y por lo tanto el radio crece linealmente con el tiempo. Estos
resultados no causaron “tanto revuelo” al final de la década de los 90 pero luego de la
publicacién [BAST03] Bri adquirié gran popularidad. Si bien estos resultados son para
tumores bidimensionales, la relacién dR/dt = constante sigue siendo vélida, con el mismo
argumento, para tumores tridimensionales. Con bastante menos “resonancia mediatica”,
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Freyer y Sutherland mostraron, en 1985, que el didmetro de los esferoides (EMT6/Ro)
crece linealmente con el tiempo a razén de 75um/dia, (figura (1a) de [FS85]), mientras que
Brui encontré que esferoides bidimensionales, de la linea estable C6 de un glioma astrocito
de rata, el radio medio crece 2.9um por hora. En nuestras simulaciones encontramos que
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FIGURA 5.7 Radios de giro de los tumores obtenidos con las simulaciones cuyos
pardmetros se corresponden con los de la tabla (/5.2)).

el radio de giro del tumor crece linealmente con el tiempo variando su incremento entre
los 0.7um y 1.2um por hora, siendo el mas frecuente 0.9um por hora; equivalentemente, el
didmetro se incrementa 44.4pm por dia, ver figura (5.7). Algunas de las curvas mostradas
en la figura cambian su pendiente debido a que para tiempos largos estos tumores crecen
perdiendo la simetria esférica y dirigiendo su crecimiento hacia la parte inferior de la
red, sélo aquellos que presenten gran movilidad conservaran una forma similar a un disco
con el paso del tiempo. También se produce un cambio en la pendiente porque no todo
el perimetro del tumor estd activo con la misma intensidad, debido a la asimetria en la
distribucién de nutrientes.

Inicialmente la variacién temporal de la masa del tumor, dm/dt, no es proporcional al
radio. Si seguimos utilizando el argumento de Bru tenemos que, a tiempos tempranos, no
hay inconvenientes en la obtencién de alimentos y el tumor estd compuesto totalmente
de células proliferativas, es decir, la tasa de crecimiento debe ser proporcional la super-
ficie y no al perfmetro del tumor. Luego, a tiempos cortos dm/dt es proporcional a R2.
Posteriormente, cuando la concentracion de glucosa decrece considerablemente, la region
activa del tumor es su borde y por lo tanto la tasa de crecimiento es proporcional al
radio de giro del tumor. En la figura (5.8a) mostramos la evolucién de de/dt en funcién
del radio de giro. Las curvas a trazos son los ajustes, lineal para tiempos grandes, y
cuadratico para tiempos cortos. Todas las pendientes son menores que uno siendo 0.67
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FIGURA 5.8: Tasas de crecimiento. En (a) sélo estan las curvas correspondientes a
los tumores (A), (B), (E), (F), (G), (H), (J). En (b) graficamos la tasa de crecimiento
para (I). Las lineas de trazos indican los ajustes.

para (B), 0.097 para (E), 0.3 para (G)y 0.4 para los restantes. Sin embargo en la figura
(b) podemos ver que los puntos correspondientes al tumor J no siguen un comportamiento
lineal para tiempos grandes. Las células que conforman el tumor J tienen un coeficiente
de migracion grande que les permite explorar regiones con mayor concentracién de nu-
trientes, promoviendo su reproduccion. Si observamos la figura , podemos ver que el
radio de giro del tumor (J) crece mas rapidamente que cualquier otro resultado simula-
cional presentado. Pero cuando alcanza un valor cercano a los 1000um su crecimiento se
vuelve mas lento. En nuestro modelo un tumor cuyas células tengan gran movilidad puede
expandirse rapidamente a medida que absorbe nutrientes. Sin embargo la velocidad de
expansion no siempre sera la misma porque, manteniendo la tasa de absorcién constante,
cuanto mas rica en nutrientes es la regién que habita mas lento se expandira. Para el
tumor (J) el crecimiento se vuelve més lento a partir de R, = 1000um. Para radios de
giro mas grandes las células cancerosas se reproducen mas veces antes de abandonar el
nodo, incrementando la poblacién con tasa mas alta que para R, < 1000pm. Luego, la
pendiente aumenta de 0.36 a 0.9 ver figura (5.8b).

Desde el punto de vista fisico, es interesante estudiar el crecimiento de la superficie del
tumor. Consideraremos que un nodo de la red pertenece a la periferia del tumor si algiun
nodo vecino no se encuentra poblado por células cancerosas (ya sean muertas o vivas),
es decir, si ¢(7',7') +d(i,j') < 0.1 para algin vecino cercano del nodo i. Es de esperar
una relacion lineal entre la cantidad de nodos de periferia y el radio de giro; sin embargo,
algunos tumores desarrollan una superficie rugosa y rompen esta relacion. En la figura
(5.9) mostramos la regién ocupada por el tumor a los 60 dias (a) y la evolucién de los
nodos de periferia en funcién del radio de giro (b). La dindmica de algunos sistemas fisicos
que exhiben interfases rugosas pueden ser caracterizados por un conjunto de exponentes
criticos obtenidos de ciertas cantidades fisicas invariantes de escala. Una cantidad impor-
tante es es el segundo momento de la posicion de interfase como funcién de la longitud
de arco [ al tiempo ¢:

w(l,t) = {% Z[Tz — (ri)*}e, (5.2)

1€l
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FIGURA 5.9: Rugosidad. En (a) mostramos los nodos ocupados por un tumor del tipo
(A) alos 90 dias. En (b) mostramos los sitios de periferia en funcién del radio de giro.

donde r; fueron definidos previamente y (.); es el promedio local de subconjuntos de
longitud de arco [ y {.}, es el promedio sobre todo el sistema [BPFT98|. Hemos intentado
proceder de la misma manera que en [BPFT98| utilizando una red de 500 x 500 puntos
nodales, pero los efectos de tamano finito nos impidieron obtener buenos resultados para
longitudes de arco pequenas.



CAPITULO 6

Quimioterapia

La quimioterapia como tratamiento clinico para el cancer fué introducida hace mas de
cincuenta anos. Consiste de la aplicacion secuencial de drogas citotéxicas que, idealmente,
afectan solo a las células cancerosas. Si bien este tipo de tratamiento ha sido muy exitoso
para algunos tumores, tales como los canceres testiculares y ciertas leucemias, no se puede
decir lo mismo de su aplicacion a otros tipos de canceres como, por ejemplo, los de pecho,
de pulmén y de colén. En general, la efectividad de la quimioterapia depende de varios
factores: la toxicidad sistematica debida a la carencia de especificidad que produce danos
colaterales, cuan rapido se metaboliza la droga y la resistencia de las células cancerosas a
los efectos de la misma. Este tultimo factor es el mas preocupante y decisivo para el éxito
del tratamiento debido a la gran adaptabilidad de las células cancerosas [JRL02].

La resistencia de las células tumorales a las drogas puede tener dos origenes diferentes:
aquellas pueden ser intrinsecamente resistentes, o pueden adquirir resistencia después de
la primer ronda de dosis suministrada. La tasa de mutaciéon de las células cancerosas
para resistir al tratamiento son muy altas, del orden de 1072 a 107% por mitosis, com-
paradas con las tasa de mutaciones que alteran fenotipos de genes recesivos en células
normales que es del orden de 10712 por mitosis [DSHO0]. Luego, para algunos tumores,
es frecuente la aparicion de resistencia al tratamiento. Para comprender la resistencia
es necesario entender minimamente cémo las drogas convencionales actuales afectan a
las células tumorales. La diferencia mas evidente entre las células normales y las células
cancerosas radica en que éstas se reproducen mas rapidamente que las primeras. Esta
diferencia impulsé el desarrollo de agentes quimioterapéuticos que interfirieran con la
replicacion del ADN produciendo una detencién en el ciclo celular. En la practica, los
agentes quimioterapéuticos pueden inducir una serie de respuestas celulares que impactan
no solo en la proliferacién celular, también interfieren en la supervivencia de las células
tumorales dado que algunos procesos moleculares activan, amplifican y ejecutan algunas
trayectorias apoptdticas [LL02].

La apoptosis es una muerte fisiologica celular programada que controla el nimero de

39
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células normales. Este control se puede ejercer gracias a la presencia de gen ps3 el cual
es considerado como el “guardian” del genoma. Este gen codifica una proteina del mismo
nombre que controla que el ADN esté en “buen estado” durante el ciclo celular. Cuando
p5H3 detecta danos irreversibles en el ADN, después de la fase S del ciclo celular, induce a
la apoptosis. En las células cancerosas no se produce la proteina p53, o bien, el gen pb3
se encuentra “mutado” o alterado, bloqueando los caminos apoptoticos. pb3 es también
conocido como el “maestro requlador” del programa apoptotico. Sin embargo, no es el
unico activador de la trayectoria apoptotica intrinseca, pues también influyen las proteinas
p73 v Bel-2. p53 es importante porque es el gen que mas frecuentemente aparece modifi-
cado en los tumores humanos [JRL02].

La apoptosis es regulada en algunos niveles que incluyen etapas de iniciacion, trans-
duccién, amplificacion y ejecuciéon. En las células tumorales hay mutaciones que destruyen
alguna/s de estas etapas. El hecho de que la apoptosis esté deshabilitada en distintas eta-
pas en diferentes tipos de tumores sugiere que esta variabilidad, probablemente, depende
del contexto y contribuye a la heterogeneidad de respuestas a un mismo tratamiento en
tumores humanos. Por otro lado, la sensibilidad de las células normales a la apoptosis
inducida por droga puede explicar algunos de los efectos colaterales.

La similaridad entre los programas apoptéticos, ya sean fisiolégicos o inducidos por
droga, establece una relacion entre el desarrollo del tumor y la resistencia intrinseca
al tratamiento anti-cancer, luego hay una base biolégica que nos podria indicar cémo el
genotipo del tumor puede determinar el tratamiento mas efectivo. Una gran cantidad
de alteraciones genéticas pueden hacer que las trayectorias apoptoticas estén danadas en
diferentes etapas, dando como resultado células resistentes a multiples drogas. Los de-
fectos en la apoptosis pueden promover resistencia a la droga después de la interaccion
droga-blanco (resistencia adquirida) haciendo posible que los agentes genotdxicos puedan
inducir futuras mutaciones ocasionando “dano sin muerte”. Las drogas convencionales
no fueron disenadas para inducir apoptosis; aun asi, probablemente coincidamos en que
la apoptosis podria ser un mecanismo efectivo para eliminar las células tumorales. Un
tratamiento basado en la induccion de la apoptosis tendria un gran potencial terapéutico
debido a que: (1) la muerte celular es preferible a la citostasis (arresto de la proliferacién
celular); (2) la apoptosis es preferible a la necrosis puesto que es un modo eficiente de
muerte celular que no produce inflamacién ni dano en el tejido normal circundante; (3)
los agentes que inducen apoptosis directamente podrian ser menos mutagénicos que las
drogas existentes. Sin embargo estos agentes no serian menos téxicos que las terapias
convencionales salvo que estén disenados selectivamente para matar sélo a las células tu-
morales. Explotando las diferencias genéticas y/o fisiolégicas entre células tumorales y
células normales se podra establecer las bases para una terapia en donde sélo las células
tumorales sean el “blanco” y los efectos colaterales sean minimos.
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6.1 Modelos de quimioterapia y resistencia

Como ya dijimos, la principal causa de falla de la quimioterapia es la presencia de células
tumorales que son inherentemente resistentes o que adquieren resistencia. Luego, si que-
remos modelar los efectos de la resistencia, es necesario considerar tumores heterogéneos
que estén formados por células sensibles y células resistentes a los efectos de la droga su-
ministrada. Diversos trabajos se han realizado para modelar matematicamente tumores
heterogéneos aunque los modelos aplicados a la quimioterapia, en general, ignoran los
efectos espaciales y se concentran en la evolucion temporal del nimero de células.

El modelado de la resistencia no esta exento de las controversias. Coldman and Goldie
[CG8YH] desarrollaron un modelo probabilistico de mutaciones celulares que ocasionaban
resistencia a la droga. Ellos consideraron que la probabilidad de mutacion dependia de
la dosis a la cual era suministrada la droga. Con este modelo mostraron que con de-
teccion y terapia temprana se reducen las oportunidades de que surja resistencia, pues
hay un rapido incremento en la probabilidad de que la resistencia emerja con el aumento
de la masa tumoral. Tambien dedujeron que la quimioterapia combinada (dosis alter-
nadas de drogas que producen resistencia en células diferentes) podria ser mejor que una
quimioterapia secuencial (m dosis de la primer droga seguida de n dosis de la segunda)
para controlar la resistencia. Pero Rosen [Ros86] no estuvo de acuerdo, pues él sostenia
que la resistencia es independiente de la dosis y propuso un modelo de ecuaciones dife-
renciales para describir el crecimiento de un tumor heterogéneo con compartimentos de
células sensibles y resistentes a la droga. La confusion se origina en céomo ellos definen
resistencia. La definicién de Coldman y Goldie se refiere a resistencia inducidd!] por droga,
mientras que la definicion de Rosen estd vinculada con resistencia adquirida. Los métodos
actuales para modelar resistencia varian dependiendo de qué tipo de resistencia querramos
modelar [Pan9§|. Una gran cantidad de trabajos sobre heterogeneidad tumoral fueron lle-
vados a cabo por Michelson y sus colegas (ver [MMGL8T7, MS89, IMITL89] y capitulo 7 de
[AB97]). En [GMLSS] utilizan el modelo de [ML90] para tumores heterogéneos, que esta
basado en modelos bésicos de dinamica poblacional con competicién, y le adicionan un
término que describe el efecto producido por dosis periédicas de Mitomicina C. En este
trabajo consideran resistencia adquirida y como resultado obtienen que la droga no sélo
reduce la masa de células cancerosas, sino que también altera algunos de los parametros
que caracterizan el modelo. Por ejemplo, la capacidad de carga se reduce un 20-30%.
Panetta [Pan98| considera los efectos de la droga aplicada sobre el tumor partiendo de
un modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias considerando sélo resistencia inducida
(los pardametros del modelo estan fijos para un régimen particular) y efectos instantdneos
de las drogas. En estos trabajos, como en la mayoria de aquellos donde se modelan e-
fectos de quimioterapia con resistencia, consideran que la especie resistente es totalmente
resistente. Otros enfoques han dado modelos en donde las técnicas de optimizacion son
utilizadas para minimizar la masa tumoral mientras se mantiene a la poblacién celular
normal por encima de un cierto umbral [Mur90l, Mur95, Mur97]. Més recientemente Nor-
ris y colaboradores [NKBO06| propusieron un modelo de crecimiento tumoral con simetria

ILa resistencia inducida es un tipo de resistencia adquirida en el cual la tasa de transicién de células
sensibles a resistentes también depende de la frecuencia con la que se suministra la droga
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esférica en el cual se considera un esferoide como un continuo de células. Estas reaccionan
instantaneamente con la concentracion local de droga y mueren sélo por los efectos de la
misma (no hay muerte sin droga). Dependiendo de la relacién entre la tasa de muerte y
la de reproduccién celular obtienen tres posibles resultados: regresiéon (terapia exitosa),
crecimiento (terapia no exitosa) y tumor inestable.

En el presente capitulo propondremos, basados en el modelo descripto en el capitulo ,
dos formas de analizar la evolucién de un tumor heterogéneo formado por células sensibles
y resistentes a los efectos de una droga. En la primera, (més simple), supondremos que la
droga suministrada instantaneamente detiene el ciclo celular de las células cancerosas no
resistentes. En la segunda incluiremos difusién de la droga e induccion de apoptosis. Con-
sideraremos tanto resistencia intrinseca como adquirida y células totalmente resistentes.

6.2 Efectos instantaneos

Como ya dijimos en este capitulo, la quimioterapia tiene como objetivo interrumpir el
ciclo celular de las células cancerosas, bloquear su proliferacién e inducir apoptosis.
Como primer paso de nuestro modelado, consideraremos una quimioterapia de efecto
instantaneo. Supondremos que la droga suministrada interrumpira el ciclo celular im-
pidiendo la creacion de nuevas células. Por ahora no consideraremos la induccién de
apoptosis; la droga sélo bloquea la reproduccién celular. Como estamos interesados en
modelar el crecimiento de un tumor heterogéneo compuesto parcialmente de células re-
sistentes, consideraremos la aparicién de células no sensibles al tratamiento. Su resisten-
cia se manifestarda por la reactivacion del ciclo celular. Es decir, las células resistentes
podran reproducirse y generar descendencia, mientras que las sensibles estardan imposi-
bilitadas y no podran culminar el ciclo celular. Anteriormente expusimos la existencia
de dos diferentes tipos de resistencia: intrinseca y adquirida. Cada una de ellas tiene
un origen diferente. En la primera las células ya son genéticamente resistentes antes de
la dosificacién de la droga. Podriamos decir que ya vienen “marcadas de fabrica”. En
la resistencia adquirida las células se vuelven resistentes después de la aplicacion de la
terapia. Esta diferencia debe reflejarse en el diseno del modelo y en la implementacion
numérica.

De manera méas compacta y ordenada, podemos decir que como primer paso para modelar
y entender la resistencia intrinseca y la adquirida, estudiaremos el caso en el que:

1. Un tumor compuesto por una tnica especie es tratado con quimioterapia desde el
tiempo t,.

2. La droga actia instantdneamente en todo el tumor y su efecto es bloquear perma-
nentemente el ciclo celular, es decir, desde el tiempo ¢, en adelante todas las células
que conformaban el tumor no pueden reproducirse.

3. Podran existir células resistentes. Su manifestacion o aparicién dependera del tipo
de resistencia (intrinseca o adquirida).
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4. Las células modificadas difieren de las originales porque reactivan su ciclo celular.
Consideraremos que su descendencia es resistente.

En las siguientes subsecciones discutimos y analizamos los resultados obtenidos para am-
bos tipos de resistencia.

6.2.1 Resistencia intrinseca

En este tipo de resistencia las células estan predeterminadas a resistir. Luego, es necesario
saber cuales seran sensibles al tratamiento y cuales no. Para modelar esta situacion
utilizaremos el modelo descripto en (3) para una unica especie, (hasta el tiempo ¢,), con
una pequena modificacién. Cada vez que en la verificacion del umbral de mitosis tengamos
que Qur > q(i)/c(i), elegiremos un niimero aleatorio entre 0 y 1 con distribucién uniforme,
al cual llamaremos v. Si v es menor que una dada probabilidad, ¢, las células que habitan
el nodo 7 serdn resistentes al tratamiento. Si por el contrario, v > ¢ las células del nodo i
seran sensibles a la terapia. De esta manera “marcamos” previamente los nodos en donde
habitaran celulas resistentes. Un nodo ya marcado no puede desmarcarse, es decir, si
para algin tiempo, (menor que t,), marcamos el nodo j en los tiempos posteriores no se
efectuaran sorteos para dicho nodo.

Al tiempo t, se aplica la terapia que tiene como efecto el bloqueo del ciclo celular en
aquellos nodos no marcados. Para tiempos posteriores no se efectiian mas sorteos y
tendremos presentes dos especies: una resistente que habita en los nodos marcados y
otra, sensible, que esta presente en los nodos que no han sido seleccionados. La segunda
ya no verifica su umbral de mitosis porque, por los efectos de la droga, tiene prohibida la
reproduccion.

En la figura mostramos los resultados obtenidos, en una realizacion, para distintos
valores de ¢. Se observa el mismo patrén de apertura de sectores que el reportado en
el capitulo anterior. La forma que elegimos para marcar los nodos en donde habitan las
células resistentes implica que es mas probable tener nodos seleccionados dentro del tumor
que en su periferia, (por la simple razén de que en los primeros se realizaron mas sorteos).
Sin embargo, estos nodos estan habitados mayormente por células muertas o quiescentes,
es decir, estdn en regiones con poco nutriente. Al aplicarse la terapia se detiene el ciclo
celular de todas las células, salvo de aquellas que estan predeterminadas a ser resistentes.
Para ¢ menor al 0.1% no siempre habra nodos (o seran algunos pocos) preseleccionados
en la regiéon activa del tumor. Esta ausencia produce un incremento en la cantidad de
nutrientes que ingresa dentro del tumor reactivando, en los lugares donde esta permitida,
la reproduccion. Es decir, las células que eran quiescentes antes de la terapia y estdn en
un nodo preseleccionado, pueden activar nuevamente su ciclo celular gracias no sélo a ser
resistentes sino también porque comienzan a habitar en una regiéon con disponibilidad de
nutrientes. En la figuras ) y ) se pueden observar regiones internas, (donde se
pierde la simetria), con una concentracién de células méas grande que al tiempo t, (ver
figura (5.1k,d)).

Cuando ¢ se vuelve mas grande crece la probabilidad de que los nodos del borde del tumor
estén marcados. Luego, la periferia sigue siendo la region mas activa del tumor. Esto
implica que el interior del tumor siga padeciendo la carencia de nutrientes impidiendo
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FIGURA 6.1: Resistencia intrinseca. Tumores heterogéneos con células resistentes y

no resistentes, a los 60 dias después de aplicar la terapia, con diferentes probabilidades,
¢. En (a) 9 =5x 107", en (b) ¢ =10"3,en (¢) ¢ = 1072, en (d) ¢ = 107"

la transicién de células quiescentes a proliferativas que se dé cuando ¢ < 1073. En la
figura mostramos la evolucién del radio de giro del tumor heterogéneo en funcién de
la probabilidad ¢. Cada punto fue obtenido promediando sobre seis realizaciones. Esta
curva no crece monotonamente con ¢. El hecho de que a mayor probabilidad ¢ habra
mas células cancerosas con el ciclo celular activo, no quiere decir que mayor radio de giro
tendra el tumor heterogéneo para ¢ pequenos. Para ¢ muy pequeiios, del orden de 1075
no se dardn muchas mutaciones (tal vez sélo se de una), luego estas células, que surgen
en una region interna, tendran disponibilidad de alimentos y espacio. Para ¢ del orden de
10~* habrdn mds mutaciones, también en regiones internas. Luego, las células resistentes
compiten entre ellas por alimentos y espacio impidindose entre ellas la reproduccion.
Para ¢ més grandes, aparecen células resistentes mas cerca del borde del tumor donde
hay alimentos y espacio disponible, siendo a partir de alli R, mondétona creciente con ¢.
Como es de esperar para ¢ grandes, las curvas se approximan a sus asintotas, que estan
indicadas con lineas de puntos y sus valores se corresponden con el radio de giro del tumor
homogéneo, al tiempo dado, si no se hubiese aplicado terapia (si ¢ = 1 entonces todos
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FIGURA 6.2: Radio de giro con resistencia intrinseca. Radio de giro de un tumor
heterogéneo, con resistencia intrinseca, en funcién de la probabilidad ¢ para: 40 (verde),
54 (naranja), 66 (celeste), 78 (rosa) y 90 (azul) dias. Las lineas punteadas indican el radio
de giro, si no se hubiese aplicado la terapia, del tumor homogéneo a los mismos tiempos.

los sitios estan marcados, el tumor es totalmente resistente, sigue siendo homogéneo y la
terapia no altera su evolucién).

En la siguiente seccién analizaremos la evolucién de un tumor heterogéneo con resistencia
adquirida y compararemos los resultados con los obtenidos en esta seccion.

6.2.2 Resistencia adquirida

Este tipo de resistencia se caracteriza porque las células se vuelven resistentes después de
la aplicacion de la terapia por la interaccién con la droga. En este caso utilizaremos el
modelo descripto en (3)) para una tnica especie hasta el tiempo t,. En este tiempo se blo-
quea la reproduccion celular de todas las células que conforman el tumor y cada 12 horas,
en aquellos nodos cuya concentracion C(;) sea mayor a 0.1, (es decir, en aquellos nodos
en donde por lo menos hay una célula cancerosa viva), elegimos un nimero aleatorio, al
que también denominaremos v, entre 0 y 1, con distribuciéon uniforme. Nuevamente, si
v es menor que una dada probabilidad, ¢, las células que habitan el nodo i se vuelven
resistentes al tratamiento y reactivan su ciclo celular. Si, por el contrario, v > ¢, las
células del nodo Zpermanecen sensibles a la terapia. Decidimos sortear v cada 12 horas
porque es el tiempo en el que se verificaria el umbral de mitosis si las células tuvieran
activo el ciclo celular.

La figura es similar a pero con resistencia adquirida. En la secciéon anterior
vimos que para ¢ pequenos la mayoria de las células intrinsecamente resistentes estaban
en regiones internas al tumor. El caso que estamos discutiendo ahora es diferente porque
las células que adquieren resistencia estaran ubicadas, en general, en la regién externa
del tumor. Por lo tanto, la especie resistente tiene disponibilidad de nutrientes. Luego,
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FIGURA 6.3: Resistencia adquirida. Tumores heterogéneos con células resistentes y
no resistentes, a los 60 dfas después de aplicar la terapia, para: ¢ = 5x107° (a), ¢ = 1073

(b), ¢ =107 (c), ¢ = 107" (d).

un tumor que adquiere resistencia es mas ventajoso que uno intrinsecamente resistente,
para una misma probabilidad de resistencia, ¢. Luego, el radio de giro del tumor hete-
rogéneo con resistencia adquirida crece mas rapido que aquél con resistencia intrinseca
como se ve en la figura . A diferencia con la resistencia intrinseca, el radio de giro es
una funciéon mondétona creciente con ¢ debido a que las células que adquieren resistencia
aparecen en el borde del tumor. Claramente la regién periférica es la més favorable para
el desarrollo de la especie resistente por la disponibilidad de nutriente, y dentro de ésta
el sector inferior por estar mas cerca del vaso sanguineo. Es por ello que si la primer
mutacién se origina en ese sector el crecimiento de la nueva subespecie se vera impulsado
por la alta disponibilidad de nutrientes generando una depresién en la concentracién de
nutrientes libres, “apantallando” las regiones superiores y haciendolas menos favorables
ain para la especie resistente. Si hubiésemos dejado evolucionar el tumor homogéneo
original sin aplicarle quimioterapia, la poblacién y la superficie ocupada serian mayores
que las correspondientes cantidades para el tumor con resistencia adquirida, después del
tratamiento. Sin embargo, este ultimo puede adquirir un gran desarrollo poblacional en
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FIGURA 6.4: Radio de giro con resistencia adquirida. Radio de giro de un tumor
heterogéneo, con resistencia adquirida, en funcién de la probabilidad ¢ para: 40 (verde),
54 (naranja), 66 (celeste), 78 (rosa) y 90 (azul) dias. Las lineas punteadas indican el radio
de giro, si no se hubiese aplicado la terapia, del tumor homogéneo a los mismos tiempos.

la parte inferior de la red, cercana al torrente sanguineo. Esta caracteristica podria oca-
sionar un incremento en las probabilidades de metastasis.

Tenemos que considerar que la efectividad de una droga particular depende de la con-
centracion de la misma en las cercanias del tumor, del tiempo de exposicién y de la sen-
sibilidad de las células tumorales a la droga. También es sabido que las drogas afectan,
mayoritariamente, a las células proliferativas y no al tumor entero. Estas consideraciones,
de las cuales depende fuertemente el éxito de la quimioterapia, seran tenidas en cuenta
en la siguiente seccién donde formularemos y analizaremos las modificaciones necesarias
para un modelado mas adecuado de la interaccién droga-tumor.

6.3 Interaccién droga-tumor

En la seccién anterior estudiamos el efecto de una terapia que instantaneamente bloque-
aba el ciclo celular. Si no aparecieran células resistentes después de la aplicaciéon de la
terapia, tendriamos un tumor homogéneo cuyo crecimiento se ha paralizado. En la re-
alidad las drogas no actian instantaneamente. Estas se difunden por el tejido desde el
torrente sanguineo e interactian con las células cancerosas bloqueandoles el ciclo celu-
lar e induciéndolas a la muerte (apoptosis). En la siguiente subseccién describimos los
cambios efectuados al modelo presentado en el capitulo para una versiéon mas realis-
ta de la quimioterapia. Los fundamentos experimentales de estas modificaciones fueron
desarrollados al comienzo de este capitulo.



68 CAPITULO 6. QUIMIOTERAPIA

6.3.1 Modelo y parametros

Para formular el modelo debemos hacer algunas suposiciones y consideraciones. Para fijar
ideas supondremos, al igual que en las secciones y capitulos previos, que hasta el tiempo en
el cual se aplica la terapia, t,, el tumor estd compuesto por una tinica poblacién. Las reglas
a nivel celular, para tiempos mayores que t,, dependeran de la situacién que querramos
modelar (efecto de la quimioterapia sobre el tumor homogéneo o resistencia intrinseca o
adquirida). La droga suministrada fluye por el torrente sanguineo penetrando en el tejido
por difusion. Luego, la dinamica es similar a la del nutriente libre. Supondremos que al
momento de aplicarse la dosis la concentracién de la droga, w, en el vaso sanguineo es
constante, wy, disminuyendo exponencialmente a partir del momento en que se termina de
aplicar. Las moléculas de la droga se difunden por el tejido, desde del vaso sanguineo, con
coeficiente de difusién D,,. Su difusion es independiente de las concentraciones celulares
y del nutriente. Luego, podemos escribir la ecuacion discretizada:

7D, = -
A2 (w(i’,t) —w(i,t)), (6.1)

7
Z/

w(i,t+7) =w(i,t) +

donde la suma se realiza sobre los vecinos cercanos. No consideramos un término de
degradacion de la droga. A los efectos del modelo esta degradaciéon no es importante
porque estamos estudiando la influencia de la droga sélo sobre el tumor y no sobre todo
el organismo.

Supondremos que si al momento de la verificacién del umbral de mitosis, ()5, la concen-
tracion de la droga en el nodo ies mayor que un cierto umbral, Q) , entoces se bloquea
la reproduccion y se procede a “marcar” el nodo. Si un nodo estd marcado por més de
M pasos temporales un nimero proporcional a w(Z) de células mueren por apoptosis.
La muerte por apoptosis es diferente a la muerte por necrosis, porque produce un dano
menor en el tejido circundante. Luego, podemos suponer que una porcion y de células
muertas por apoptosis es removida por el organismo y reemplazada por células sanas. En
el modelo, esto implica suponer que no todas las células que mueren por apoptosis pasan
a formar parte de la poblacién de células muertas, sino que una fraccién y, incrementa
la poblacién de células sanas. Luego si al tiempo ¢t — M se verificé que w(;) > Quw, al
tiempo t tendremos que:

—

(@) —e(D)(1 — w(i) Jwp) (6.2)
d(@) —d(@) + (1 — x)e(D)w(i) /wy 6.3

—

(i) + xe(@)w(i) /wo.

Hemos considerado que la tasa de muerte celular, por efecto de la quimioterapia, es
lineal con la concentracién de droga. Otra forma funcional se podria haber utilizado.
Por ejemplo, podriamos reemplazar w/wy por w/(k + w) con k constante. Tanto la
cinética lineal como la de Michaelis-Menten estan de acuerdo con datos experimentales
de esferoides tumorales [NKBO6].

Utilizamos un tratamiento con dosis continua durante los primeros cinco dias. En estos
dias la concentracion de droga es constante en el vaso sanguineo. En los dias 6 y 7 la
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concentracion decae exponencialmente. A partir del dia 8, y hasta que se vuelva a aplicar
una nueva dosis, la concentracién de droga en el vaso sanguineo es nula. El dia 25 se
reinicia el tratamiento con una nueva dosis, repitiéndose el ciclo cada 25 dias.

Algunos datos experimentales nos ayudan a decidir el valor de los pardmetros a utilizar.
En [Y5582] se muestran algunos resultados experimentales en funcién de la concentracion
de droga. Esta depende del tipo de droga y varia desde 0, 5ug/ml a 400ug/ml. En nuestras
simulaciones wy tomara valores entre 10ug/ml y 100pug/ml. El coeficiente de difusién de
la droga depende del tamano de la molécula de droga y de la permeabilidad del tejido. En
mediciones para tumores en soluciones al 2% de agar varia en el rango 1,1—15x10"%cm?/s
INKBO6]. En nuestras simulaciones utilizaremos el valor 10~®cm?/h. Consideraremos que
la trayectoria apoptoética se culmina, una vez marcado el nodo, a los dos dias, es decir,
Mt = 2 dias.

En algunas de nuestras simulaciones agregaremos un factor de toxicidad. Este factor
implica que la droga no sélo actiia sobre las células proliferativas, sino que también afecta
a todo el tumor por su efecto toxico. Para este caso definimos un nuevo umbral @ py,. Si
w(;) > Qpw entonces la mitad de las células que habitan el nodo 7 mueren. Este umbral
se revisara cada doce horas en el momento en que se revisa (Jp. La implementacién para
incorporar resistencia intrinseca o adquirida es igual a la utilizada en la seccion (6.2]) con
la salvedad de que las células solo pueden adquirir resistencia después de que concluye la
primer aplicacion, es decir, después de los primeros 25 dias de tratamiento.

Como planteamos al comienzo del capitulo las células que adquieren resistencia, debido a la
interaccion con la droga, han sufrido un “dano sin muerte”. Lo que significa que ademas de
ser resistentes al tratamiento también presentan otras alteraciones genéticas que generan
una especie con mas ventajas que la anterior. En nuestro modelo no consideramos posibles
“mutaciones” genéticas que alteren otra propiedad que no sea la de resistir al tratamiento.

6.3.2 Tumor homogéneo

Inicialmente estudiamos los efectos de aplicar quimioterapia a un tumor cuyas células no
resisten al tratamiento. De resultados previos podemos afirmar que “desmarcar” un nodo
ya marcado, después de llevarse a cabo la apoptosis o “remarcarlo” al tiempo en el que se
lleva a cabo la apoptosis, lleva al mismo resultado que dejarlo marcado. Utilizamos distin-
tos pardmetros para estudiar los distintos efectos de la quimioterapia. Consideraremos que
la terapia es aplicada al tumor (A) del capitulo anterior. En la tabla mostramos
los valores de los parametros que utilizamos para los resultados que presentaremos en esta
seccién. Las células que se veran afectadas por la accion de la droga estdn ubicadas en
la periferia. Al bloquear la reproduccion e inducir apoptosis en estas células periféricas
la tasa de absorcion de nutriente libre disminuye en el borde del tumor permitiendo su
ingreso a la region interior del mismo. Luego, algunas de las células que eran quiescentes
podréan reingresar al ciclo celular. Cuando esto ocurra la droga hara efecto sobre ellas. Si
al momento de reproducirse la concentracion de droga esta por debajo del umbral Qyw,
el tumor comienza a crecer rapidamente debido a la gran disponibilidad de nutrientes. Su
crecimiento se concentra fuertemente en la periferia. Esta dindmica da como resultado

un tumor con anillos de gran densidad poblacional, ver figuras .
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Nombre wolug/mi]  Qurwlug/ml]  Qpw|ng/mi]

(i) 20 1 -
(i) 50 1 ;
(ii) 70 1 ;
(iv) 20 0.5 ;
(v) 50 0.5 i
(vi) 70 0.5 -
(vii) 20 1 5
(viii) 50 1 5
(iz) 70 1 5

TABLA 6.1: Lista de los parametros usados para las simulaciones correspondientes a las
figuras de esta seccién. Los pardmetros celulares se corresponden con el (4) del capitulo
anterior. En todos los casos consideramos x = 0.5, D,, = 0.001cm?/h

La evolucién temporal de la poblacion de células vivas varia dependiendo de la dosis
suministrada. Las lineas negras de las figuras ) y ) corresponden a terapias en
las que todas las células cancerosas mueren dentro de los 25 dias. En este tipo de realiza-
cién tenemos en cuenta efectos téxicos, por lo tanto las células mueren por necrosis y el
tamano del tumor queda constantemente fijo, es decir, la regién que éste ocupaba queda
poblada por células necréticas. El resto de las curvas tiene un comportamiento oscilato-
rio no periddico. Estas curvas no son periodicas porque si bien el crecimiento tumoral
disminuye no se paraliza y las células cancerosas pueden alcanzar regiones con mayor
cantidad de nutrientes, luego los maximos son cada vez mas altos. La curva verde de la
figura ) pareciera tener sus maximos locales iguales; sin embargo, esto no se cumple
para tiempos mas grandes debido a un incremento en la poblacion celular en la region
superior del tumor donde comienza a haber alimentos disponibles por la disminuciéon en
la consumicién total del tumor, ver figura (6.13p).

El radio de giro se incrementa pero no demasiado en comparacién con el incremento en la
poblacién celular. Por ejemplo, para un tratamiento del tipo (i) el radio de giro aumenta
en un factor 1,4 mientras que la poblacién celular total aumenta un factor 2,2. Para
el tratamiento (7i) tenemos un incremento del 29% en el radio de giro y del 113% para
la poblacion celular. El crecimiento puede ser tan rapido que poco después el nutriente
se hace insuficiente para mantener vivas a todas las células, las que comienzan a morir
nuevamente, pero esta vez por escasez de alimentos, tal como se ve en la figura (6.7p),
donde el pico de la curva roja comienza a decrecer antes de la préxima aplicacion de la
droga.

Para dosis grandes, (en nuestro modelo superiores a 80ug/ml para Quw = 0.5ug/ml,
o superiores 40pg/ml cuando incluimos muerte por toxicidad), la terapia es exitosa, y
después de la primer aplicacion todas las células tumorales mueren dentro de los primeros
25 dias. Este seria un caso similar al tratado anteriormente como efecto instantdneo sélo
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FIGURA 6.5: Quimioterapia con dosis de 70ug/ml. (a) Evolucién temporal de la
poblacién de células vivas después de la primer aplicacion de la terapia para los tumores
(111) (rojo), (vi) (verde) y (iz) (negro). Tumores (iiz) (b), (vi) (¢) y (iz) (d) a los 60 dias
después de aplicar la terapia.

que en vez de bloquear el ciclo celular la terapia induce apoptosis. Una pregunta que
surge inmediatamente es jPodemos aumentar la dosis hasta obtener una terapia exitosa?
Esta claro que, cuanto més pequena es la dosis, menos células cancerosas se veran afec-
tadas. Pero hay un limite en la dosis que se puede suministrar a los pacientes sin causar
graves efectos colaterales de toxicidad. En general, la dosis se suministra en funcién de la
superficie corporal de los pacientes, siendo las formas de Dubois-Dubois, de Mosteller y
de Haycock las mas utilizadas. Supongamos que a un paciente se le aplica quimioterapia
con una dosis que no serd exitosa pero que no se puede aumentar y supongamos que se
tiene pensado intervenir quirurgicamente. Segun nuestro modelo: ;jpodriamos sugerir el
momento mas adecuado para la operaciéon? La respuesta es: si. Como dijimos, si bien
la poblacién celular se incrementa, en algunos casos mas del 100%, el radio de giro del
tumor no aumenta demasiado quedando el tumor localizado, siendo esta una primer ven-
taja para la intervencién quirirgica. En la figura mostramos, para los tumores (i),
(v) y (vii), la derivada del radio de giro con respecto al tiempo, (a), y la derivada de la
poblacién de células vivas con respecto al tiempo, (b). Una caracteristica comin, para
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FIGURA 6.6: Quimioterapia con dosis de 50ug/ml. (a) Evolucién temporal de la
poblacién de células vivas después de la primer aplicacion de la terapia para los tumores
(i1) (rojo), (v) (verde) y (viii) (negro). Tumores (ii) (b), (v) (c) y (viii) (d) a los 60 dias
después de aplicar la terapia.

estos y otros resultados que no se muestran, es que después de aplicar la quimioterapia y
hasta la mitad del ciclo, que en nuestro caso es de 25 dias, ambas derivadas son negativas
o nulas. Luego, segin nuestro modelo, en el periodo comprendido entre los 5 y los 12
dias después de aplicada la droga, es cuando habria mayores probabilidades de éxito, si
se interviniese quirirgicamente, porque seria mas probable que se pudiera extraer todo el
tumor sin dejar células cancerosas.

Una cantidad interesante que mide de alguna manera la conveniencia de la terapia es el
cociente entre el radio de giro del tumor al cual se le aplicé terapia, al cabo de un cierto
tiempo, y el radio de giro que hubiese alcanzado sin la accién terapéutica. Si al tumor
del tipo (A) no se le hubiese aplicado quimioterapia hubiese alcanzado un radio de giro
de 1777um. En la figura podemos observar que con ausencia de toxicidad, mientras
la terapia no es fuertemente efectiva, el cociente entre los radios de giros sigue una ley
de potencias con exponente —1/5 independientemente de la sensibilidad a la droga. Para
las simulaciones representadas, en esta figura, en color verde podemos observar que para
dosis superiores a 80ug/ml la terapia no sélo inhibe el crecimiento del tumor sino que lo
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FIGURA 6.7: Quimioterapia con dosis de 20ug/ml. (a) Evolucién temporal de la
poblacion de células vivas después de la primer aplicacién de la terapia para los tumores
(i) (rojo), (iv) (verde) y (vii) (negro). Tumores (i) (b), (iv) (c)y (vii) (d) a los 60 dias
después de aplicar la terapia.
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FIGURA 6.8: Derivadas del radio de giro y del niimero de células vivas con
respecto al tiempo, para los tumores (i) (rojo), (i) (verde) y (vii) (negro).
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FIGURA 6.9: Cociente de los radios de giro para tumores con: Q= 1lpg/ml (rojo)
y Quw = 0.5ug/ml (verde) sin efectos de toxicidad y con efectos téxicos Q yw = 1ug/ml,
Qpw = 5ug/ml (negro), a los 60 dias después de aplicar terapia. La linea de trazos
horizontal corresponde al cociente entre el radio de giro del tumor al tiempo ¢, y el radio
del giro del mismo para t — ¢, = 90 dias sin aplicarse terapia, 1777pum.

hace “retroceder”. En presencia de toxicidad para dosis superiores a los 40pg/ml la tera-
pia es totalmente efectiva y “paraliza” el crecimiento del tumor. Para dosis menores que
40pg/ml tenemos una ley de potencias con exponente —0.543+0.004. Para dosis mayores
a 80ug/ml, segin nuestro modelo, es menos conveniente usar drogas con efectos toxicos
que drogas sin efectos téxicos para células mas sensibles. Esto es asi porque la muerte
por toxicidad es considerada como muerte por necrosis, y por efectos de inflamacion las
células necrotizadas ocupan mas espacio que las células muertas por apoptosis. En nuestro
modelo un 50% de las células cancerosas que mueren por apoptosis son aborbidas por el
organismo reduciendo el tamano ocupado por el tumor. Podemos pensar que una medida
de efectividad de la terapia, al tiempo t, es 1 — X donde A es el cociente entre el radio
de giro del tumor al cual se le aplicé terapia, al tiempo ¢, y el radio de giro que hubiese
alcanzado sin la accién terapéutica, al tiempo t. Con esta definiciéon tenemos que para el
tipo (vi) la efectividad de la terapia al tiempo ¢ = 90 dias, (o t —t, = 60 dias), es 0.65
mientras que para (vii) la efectividad es 0.53.

En las secciones siguientes analizaremos el comportamiento de un tumor heterogéneo com-
puesto por células sensibles al tratamiento y por células totalmente resistentes al mismo.
Utilizaremos, al igual que en esta seccion, el tumor del tipo (A) con tratamientos del tipo
(vi) y (vii) y estudiaremos la aparicién de resistencia intrinseca y adquirida.

6.3.3 Resistencia intrinseca

Recordemos que en la resistencia intrinseca las células son inherentemente resistentes a
la droga. En esta seccién procederemos de igual manera que (6.2.1). Antes de aplicar
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la terapia, que serd implementada como se explicé en , tendremos nodos preselec-
cionados. Las células que habiten estos nodos estan predeterminadas a ser resistentes. La
diferencia con (6.2.1) es que el tumor original no esta totalmente “paralizado” y ahora
ambas especies, resistente y no resistente, competiran por los alimentos y el espacio.

Si la terapia para el tumor homogéneo es totalmente exitosa y después de los 25 dias

FIGURA 6.10: Tumores heterogéneos con resistencia intrinseca a los 60 dias de
aplicarse la terapia del tipo (vi), (a) y del tipo (vii), (b).

de su inicio todas las células estan muertas, la aparicion de células inherentemente re-
sistentes sera una situacion similar a la ya discutida en la seccion (6.2.1). Para estudiar
los efectos de la resistencia intrinseca consideraremos que al tumor (A) le aplicamos los
tratamientos del tipo (vi) y del tipo (vii) de la seccién previa. La aparicién de células re-
sistentes dard origen a un tumor heterogéneo cuya evolucién dependera de la probabilidad
¢. Nuevamente, para probabilidades altas, ¢ > 1072, la nueva subpoblacién crece de ma-
nera descontrolada ocupando toda la periferia del tumor original y obtenemos resultados
similares a los de las figuras , d). Para ¢ = 107 no tenemos células cancerosas vivas
que sean intrinsecamente resistentes. En la figura mostramos, para una misma
distribucién de nodos intrinsecamente resistentes con ¢ = 107, los resultados obtenidos
para el tratamiento (vi), (a), y para el tratamiento (vii), (b). Podemos ver que en el
primero la poblacién resistente evoluciona mas rapidamente que en el segundo debido a
que en este tumor heterogéneo la poblacion resistente tiene una mayor competencia con
la especie sensible pues el efecto de la terapia sobre esta no es tan efectivo como en el
caso anterior. En la figura podemos ver la evolucién de las poblaciones de células
vivas de ambas especies. La poblacién de células vivas de la especie sensible tiene un
comportamiento oscilatorio debido a la accién de la terapia. Por efectos competitivos
la poblacién resistente también es oscilatoria. Su amplitud disminuye a medida que el
maximo de la poblacién de células vivas de la especie sensible comienza a disminuir. Si
toda la poblacion sensible muere, la masa tumoral viva se vuelve homogénea y total-
mente resistente produciendo que la terapia “fracase”. Una magnitud interesante es la
proporcion de células vivas de la poblacién resistente que conforma el tumor, es decir,
el cociente Y=, - c*(i,7)/ >, (c'(4,5) + ¢(i,5)), donde el supraindice 1 representa a la
poblacién sensible y el supraindice 2 a la resistente. De igual manera podemos definir
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FIGURA 6.11: Poblaciones y proporciones de células vivas. Evolucién temporal
de la poblacion de células vivas después de la primer aplicacién de la terapia para las
aplicaciones (vi), (a), y (vii), (¢). En ambos casos la linea sélida corresponde a la especie
resistente, la linea a trazos azul se corresponde con la evolucion sin la aparicién de resisten-
cia, y la linea a trazos restante muestra la evolucién de la especie no resistente. En (b)
y (d) mostramos el cociente entre la cantidades de células vivas de las especies resistente

(linea sélida) y sensible (linea a trazos) y la cantidad de células vivas que componen el
tumor. La linea a trazos horizontal marca la ordenada 1/2.
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esta proporcion para la poblacion no resistente cambiando el numerador por ZZ ; (i, 7).
Obviamente la suma de estas proporciones da 1. Para el caso (vi) vemos que la especie
resistente a tiempos cortos se vuelve dominante, mientras que para el caso (vii) la especie
resistente no siempre es dominante y la masa viva del tumor heterogéneo alterna en-
tre dos estados: mayormente compuesta de células resistente o mayormente compuesta de
células sensibles. Luego, cuanto mas efectiva es la terapia, mas rapido la especie resistente
dominara el crecimiento.

6.3.4 Resistencia adquirida

En esta seccion utilizaremos nuestro modelo con quimioterapia de la seccion y
estudiaremos el caso en el que las células adquieren resistencia. Procederemos de igual
manera que en , es decir, cada 12 horas elegimos un ntmero aleatorio con dis-
tribucion uniforme; si este niimero es menor que ¢, las células que habitan un dado nodo
se vuelven resistentes. La principal diferencia entre esta seccién y la es que ahora
las células no resistentes no estan completamente “paralizadas”. Al igual que en la seccion
anterior las células no resistentes estan en desventaja por el efecto que la droga produce
en ellas. Como la resistencia adquirida aparece después de la primera ronda de aplicacion
de la terapia [JRL02|, tendremos que ¢ = 0 los primeros 25 dias después de la aplicacién
de la terapia. O lo que es equivalente, sélo elegiremos nimeros aleatorios si ya finalizo
la primera aplicacion. Para estudiar este tipo de resistencia utilizaremos el mismo tumor
original y los mismos tratamientos que fueron utilizados en la seccién previa. La com-
paracion no sera directa porque la resistencia adquirida sélo puede comenzar a partir del
dia 25.

Nuevamente, si ¢ > 0.1 una gran cantidad de células adquieren resistencia saturando
la periferia del tumor. Luego, obtenemos crecimientos de caracteristicas similares a los
de las figuras , d), aunque si hay efectos de toxicidad en el contorno inferior del
tumor no aparecen células no sensibles al tratamiento debido a que las células que los
habitaban murieron rdpidamente por efectos téxicos. Para ¢ = 107° no observamos
apariciéon de células resistentes. En el caso de resistencia adquirida dejamos evolucionar
el sistema hasta los 120 dias después de aplicar la terapia. Esta extensién se debe a que
durante los primeros 25 dias no puede aparecer resistencia y a que la especie sensible
tiene periodos de muy baja concentracion. Luego, realizar un estudio de la evolucion del
tumor heterogéneo durante los 60 dias posteriores a la primer aplicacién de la droga es
casi imposible. Recordemos nuevamente que las células que adquieren resistencia estan
ubicadas, en general, en zonas de mayor cantidad de nutrientes que las células que son
intrisecamente resistentes. Esta ventaja disminuye la competencia con la especie sensible
y es de esperar que poco tiempo después de que aparezcan células resistentes la masa viva
del tumor se vuelva totalmente resistente.

En la figura se observa la imagen de nuestra simulacion para tumores heterogéneos
con ¢ = 107* a los 120 dias después de aplicarse la terapia. Para el caso (vi) las células
sensibles estan més afectadas por la terapia que las correspondientes para el caso (vii).
Luego, las células resistentes en el caso (vi) tienen menos competencia por los alimentos
que las mismas para la aplicacién (vii) y por lo tanto esperarfamos un crecimiento mayor



78 CAPITULO 6. QUIMIOTERAPIA

FIGURA 6.12: Tumores heterogéneos con resistencia adquirida a los 120 dias de
aplicarse la terapia del tipo (vi), (a) y del tipo (vii), (b).

para la primera que para la segunda. Sin embargo en la figura (6.13)) no parece ser asi.
., Cudl serd el motivo? En nuestro modelo las células pueden adquirir resistencia a todo
tiempo superior a los ¢, + 25 dfas. Luego, si bien la competencia es mayor para el caso
(vit), el hecho de que siga habiendo una gran poblacién de células sensibles posibilita la
aparicion de resistencia a tiempos mas grandes y en regiones con mayor disponibilidad de
alimentos. La especie resistente no se vuelve totalmente dominante al cabo de algunos
dias debido a la competencia con la especie sensible. Mientras que en el caso (vi) la es-
pecie resistente se vuelve totalmente resistente en los primeros 5 dias desde su aparicion
pero disminuye sus posibilidades de surgir en otra region. La figura (6.13)) es equivalente
a pero para resistencia intrinseca. No se puede establecer una comparacion directa
entre las dos porque, en nuestro modelo, las células intrinsecamente resistentes existen
desde el momento de la aplicacién de la terapia, mientras que aquellas que adquieren
resistencia aparecen a tiempos posteriores. Sin embargo podemos decir que presencia de
resistencia intrinseca, en un tratamiento del tipo (i) tiene, a los 60 dias de aplicarse la
terapia, un 25% més de células vivas que en un tratamiento del tipo (vii). Luego, la
presencia de células intrinsecamente resistentes no solo lleva al fracaso de la terapia sino
que también lo hace mas rapido mientras méas efectiva sea la terapia. Pero para el caso
en el cual aparecen celulas que adquieren resistencia podemos ver que, a los 120 dias de
aplicar la terapia, un tratamiento del tipo (vii) tiene un 25% mas de células vivas que
para (vi). Por lo tanto, en el caso de aparicién de células que adquieran resistencia la
terapia falla mas rapidamente cuanto menos efectiva sea la misma.
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CAPITULO [

Introduccién

La vida es el fenémeno fisico mas complejo del universo, que manifiesta una extraordi-
naria diversidad de formas y funciones. Algunos parametros utilizados para su descripcion
abarcan una gran escala desde los microbios o unidades subcelulares hasta los mamiferos o
plantas mas grandes; por ejemplo, la masa varfa desde 10~13¢ para los primeros hasta 10%¢
para los segundos, es decir, hay una variaciéon de 21 ordenes de magnitud. Sin embargo,
una gran parte de los procesos biologicos fundamentales se pueden describir de manera
muy simple como funciéon del tamano por medio de leyes alométricas y de crecimiento
ontogenético [WB05)].

Cuando un animal (érgano o tejido) cambia de forma en respuesta a un cambio de tamano,
es decir, no mantiene similaridad geométrica, decimos que éste escalea alométricamente.
Este tipo de escala es muy comun en la naturaleza, por ejemplo, cuando comparamos al
mismo animal con diferentes tamanos con el correr del tiempo, es decir, en crecimiento.
Crecimiento, definido como el cambio de tamano con la edad, es una caracteristica de
todas las entidades vivas de este planeta (ya sean plantas o animales) y es cominmente
llamado “crecimiento ontogenético” [WWZC04]. Desde hace algunas décadas se estudia
el crecimiento ontogenético desde distintos puntos de vista: matematico, biofisico y fi-
sioldgico, [Bro65, WB57, WBE99|, entre otros. A partir de estos andlisis se ha logrado
modelar procesos de crecimiento que integran acontecimientos de desarrollo con estudios
de evolucion [Ric97].

Se ha observado que el proceso de crecimiento obedece, en general, a leyes de escala. La
relacion de escala con el tamafio sigue, generalmente, una ley de potencia de la forma

Y = Yom?,

donde Y es alguna cantidad biolégica observable, Yy es un constante de normalizaciéon y
m es la masa del organismo.

Todas las funciones de la vida se producen por transformacion de energia desde fuentes
fisicas o quimicas. Dentro de un organismo altamente organizado la energia metabdlica
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liberada es utilizada para el mantenimiento y reproduccion del organismo. West y sus
colaboradores [WBEQI] propusieron un modelo en el cual la tasa metabdlica sigue una
ley de escala en donde el exponente esta relacionado con la fractalidad en la red de dis-
tribucion de nutrientes. El metabolismo y la distribucion de energia y recursos juegan un
rol central universal en la estructura y organizacién de toda la vida en todas las escalas.
El “scaling” como una herramienta para comprender la dindmica de crecimiento es muy
importante porque las leyes de escala reflejan las caracteristicas y los principios gene-
rales subyacentes que son independientes de la estructura detallada, de las dinamicas u
otras caracteristicas especificas del sistema, o de los modelos particulares usados para
describirlo.

En 2004 Delsanto y colaboradores [DGD™04] sugirieron que los tumores podian seguir la
misma ley universal de crecimiento; para ello generalizaron los resultados de West et al.
para esferoides tumorales multicelulares avasculares, sistemas en donde los nutrientes son
suministrados por difusién y no por el sistema vascular. Posteriormente Guiot y cola-
boradores introdujeron un ”exponente dinamico” que caracteriza el crecimiento tumoral
[GDCT06]. En estos trabajos no se consideré la presencia de nicleo necrético.

En las proxima seccion describiremos en detalle el modelo desarrollado por West, Brown
y Enquist. En los capitulos siguientes analizaremos las modificaciones introducidas para
la descripcion del crecimiento tumoral, consideraremos las modificaciones originadas por
la presencia de un nicleo necrético, estableceremos comparaciones con resultados experi-
mentales y daremos una idea global de como debe ser modificado el modelo para tumores
vascularizados y para tumores a los que se les aplica inmunoterapia.

7.1 El modelo de West, Brown y Enquist

Todos los organismos, desde el mas simple al mas complejo, estan formados por una gran
cantidad de subunidades, las cuales necesitan ser alimentadas de una manera eficiente y
“democratica” para mantenerse y replicarse, asegurandose asi la continuidad de la vida.
West, Brown y Enquist conjeturan que la selecciéon natural resolvié este problema creando
redes de distribucién fractal que distribuyen la energia y materia desde los reservorios
macroscopicos a los sitios microscopicos. Ejemplos son el sistema circulatorio en los
mamiferos, el sistema respiratorio en los insectos y el xilema en los arboles. Este modelo,
el cual denominaremos WBE, se desarrolla a partir de los siguientes postulados:

1. las redes llenan el espacio para servir a todas las subunidades biol6gicamente activas,
2. las unidades terminales de la red son invariantes,

3. el desempenio de la red es maximizado haciendo minima la energia y otras cantidades
requeridas para la distribucién de recursos.

De estos postulados basicos, ellos derivan un modelo analitico para los sistemas circu-
latorio y respiratorio en mamiferos [WBE9T7] y para el sistema vascular en las plantas
[WBEQ9]. La teoria predice las relaciones de escala para algunas componentes funcionales
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y estructurales de estos sistemas. Las leyes de escala tienen, generalmente, como expo-
nentes caracteristicos multiplos de 1/4 ain cuando la anatomia y la fisiologia de los
sistemas sean muy diferentes.

Los recursos (nutrientes, oxigeno, minerales) transportados por estos sistemas son trans-
formados en energia metabdlica, la cual sera utilizada para mantenimiento y creacion de
nuevos tejidos; luego, por la ley de conservacion de energia se puede escribir la tasa de
transformacion de energia como la suma de dos términos:

B:Nﬁ—l—sﬂ, (7.1)
dt

donde f3 es la tasa metabdlica de una tinica célula, ¢ es la energia metabdlica requerida para
crear una nueva célula y N es el nimero total de células [WBEOI]. El primer término
es la potencia que necesita el organismo para mantener sus funciones vitales, mientras
que el segundo corresponde a la potencia necesaria para la produccion de nuevas células.
Expresando la masa total del organismo en funcién de la masa celular promedio, m., como
m = m.N, y suponiendo B = Bym?/*, donde B, es constante, podemos escribir:

dm

o am®* — bm, (7.2)

cona = Bym./e y b= (/e. El exponente 3/4 es una buena descripcién desde el nacimiento
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FIGURA 7.1: Curva de crecimiento universal. Cociente de masa adimensional, r, versus
la variable temporal adimensional 7 [WBEOI].

hasta la edad madura y concuerda con los datos obtenidos para mamiferos, pajaros, peces,
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plantas y moluscos. Es posible determinar la masa asintética, M, que alcanza el organis-
mo resolviendo la ecuacién £ = 0, luego M = (a/b)*. En la figura mostramos que
el resultado tedrico obtenido por el modelo WBE ajusta bastante bien un gran conjunto
de datos para diferentes especies. Para ello se definieron las variables adimensionales
r = (m/M)"*y 7 = at/4M"* —In[1 — (mo/M)"*], donde myq es la masa al momento
de nacer, es decir mg = m(t = 0). La magnitud a puede ser determinada a partir de los
parametros fundamentales de las células dado que las cantidades necesarias son conocidas:
me~3x107%, e ~ 2.1 x 107°J y By ~ 1.9 x 1072Wg'/* luego a = Bym./e ~ 0.25g"/*
por dia y b = 3/ podria predecirse independientemente de a si 3 fuera conocido. De lo
contrario podemos utilizar la relacion M = (a/b)*; por ejemplo, para la rata M ~ 280g,
entonces b ~ 0.06 por dia [WBEOQI].

Muchas discusiones surgen avalando o no al exponente 3/4 y/o el modelo de WBE. El
principal opositor al modelo de WBE es Banavar, quien sostiene que el exponente 3/4 es
inherente a cualquier red dirigida sin necesidad de fractalidad, optimizacién o cualquier
otro argumento [Whi01]. Banavar sostiene que las desviaciones en el exponente 3/4 sugie-
ren: ineficiencia o compensaciéon de mecanismos fisiol6gicos [BDMRO2]. Otros enfoques
han generalizado la teorfa del presupuesto dindmico de energia ( “dynamic energy budgets”)
para describir algunos sistemas biolégicos. Usando estas ideas las propiedades de la tasa
metabdlica del organismo entero, (plantas), se derivan de sumas ponderadas de otras tasas
que estan asociadas especificamente con areas (M?/3) o volimenes (M?'). De estas ideas
se espera un exponente de escala “efectivo” entre 2/3 y 1 variando de acuerdo a diferentes
grupos y dependiendo de algunas propiedades particulares del organismo [Dam01].
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Crecimiento ontogenético y esferoides tumorales multicelulares

Los esferoides tumorales multicelulares, FTM, son un conjunto de células malignas que
crecen in vitro con condiciones mecanicas y nutricionales altamente controladas. Los
ETM son frecuentemente utilizados para modelar el crecimiento de un tumor avascular,
el microambiente y las perturbaciones fisiolégicas que ocurren en un tumor debido a
que permiten verificar y analizar el crecimiento tumoral de manera experimental. Como
resultados experimentales, se obtienen diversos parametros de los esferoides, tales como el
volumen, el nimero de células, las fracciones de células vivas y necroticas y el tamano de
saturacion. Los esferoides desarrollan una serie de caracteristicas tipicamente observadas
en los tumores avasculares: metabolismo alterado, perturbaciones en las expresiones de
los genes y las proteinas, ntucleo necrético y resistencia a terapias. Las curvas de cre-
cimiento de los esferoides muestran, en general, la misma cinética de crecimiento que
los tumores nodulares in vivo, incluyendo crecimiento cuasi-exponencial y saturacion de
tamano [JPGCFEO05]. Los nutrientes llegan al esferoide por difusién e ingresan en él por
su superficie. Las células cercanas a la superficie del esferoide estan en contacto con los
nutrientes y el oxigeno que lo rodean. Esta abundancia hace que las células de la periferia
consuman una gran cantidad de alimentos y se proliferen activamente. Debido a este
factor y al hecho de que los nutrientes ingresan al esferoide s6lo por difusién se comienzan
a desarrollar regiones internas que estan privadas de oxigeno y alimentos, generando,
posteriormente, un nucleo necrotico.

La simetria esférica y la forma en la cual los esferoides son alimentados nos hacen pensar
en aplicar el modelo WBE para describir su crecimiento cambiando el exponente 3/4,
de la expresion de B, por 2/3 dado que los nutrientes ahora llegan por difusién y no a
través de una red fractal. En las siguientes secciones describiremos algunos resultados
previos y formularemos el modelo WBFE para esferoides con nticleo necrético, en donde
utilizaremos la simetria esférica de estos cultivos celulares y estableceremos una muy
buena comparaciéon con datos experimentales.
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8.1 Primeras aplicaciones a esferoides
tumorales multicelulares

El modelo WBE descripto anteriormente puede ser formulado de manera ma&s general
planteando la relacién de escala para la tasa de transformacion de energia como B o m?,
donde p es un numero real dentro del intervalo (0,1]). Para aquellos organismos en los
que la distribucién de nutrientes es llevada a cabo por una red fractal, tendremos p = 3/4.
Como ya dijimos los E'TM son agregados de células a las cuales les llega el nutriente desde
la superficie por difusién y no por medio de una red de distribucién; tal caracteristica
sugiere que para los ETM p sea igual a 2/3.

Delsanto y colaboradores [DGD™04] formularon, siguiendo las ideas de WBE, un modelo
para describir el crecimiento de ETM que se desarrollan en un medio donde el contenido
de nutrientes se restringe. Para ello partieron de la ley de conservacion de energia:

Bdt = NBdt + edN, (8.1)

equivalente a la ecuacion , donde, nuevamente, B es el consumo de energia metabdlica
para que en un intervalo de tiempo dt se generen dN células y se mantengan las N células
presentes. Llamaremos 7 al volumen promedio ocupado por una célula. luego el volumen
del ETM serda v = N+~. Suponiendo que B = Byv? se obtiene:

dv

== agv? — bv, (8.2)

con ag = YBy/e y b = [(/e. El esferoide comienza su crecimiento con volumen vy
en el nacimiento y luego v crece monétonamente hasta alcanzar el valor maximo V =
(ao/b)/*=P) cuando % = 0. Introduciendo la funcién:

w=1- (L)

se obtiene de ({8.2) la siguiente ecuacién:

y

_ 83
aw (8.3)

con a = b(1 —p). La solucién de esta ecuacién puede escribirse de manera universal como
y(17) = e~ 7 donde la variable adimensional 7 estd definida como 7 = (1 — p)bt — In(1 —
(vo/V)'7).

Si el ETM crece en un medio donde el contenido de nutriente estd restringido, la curva
de crecimiento del esferoide se modifica alcanzando un volumen menor al valor asintético
V. Delsanto y coautores proponen, para modelar la condiciéon de nutriente disponible
insuficiente, restar un término en la ecuacién de la forma fagv? con f € [0,1] lo
que puede interpretarse como una disminucion en la tasa entrante de energia metabdlica.
Claramente si f = 0 no hay limitaciones de nutrientes y se obtienen los resultados
anteriores. Por otro lado, una vez que el ETM es implantado en el d&mbito experimental,
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FIGURA 8.1: Las curvas sélidas corresponden al ajuste realizado por el modelo para
p = 2/3. Los volumenes finales comenzando desde la curva inferior son: 4,4 x 10™3cm?,
3,7x103em3, 1,95 x 10 3em? y 3,56 x 10~°cm?. El volumen vy = 2 x 10~%e¢m?3. Tomado

de [DGDF04).

no absorbe los nutrientes inmediatamente pues necesita un tiempo 71" para adaptarse al
medio, lo que puede representarse cambiando el pardmetro ag por a; = ao(1—e~*7). Con
estas modificaciones la ecuacién ({8.2)) puede representarse como sigue:

% +ay=oaf +a(l—fle /T, (8.4)
cuya solucién tiene el valor asintético y(t — oo) = f, correspondiente a V,, = V(1 —
)Y/ (=P) Este modelo ajusta muy bien los datos experimentales de [FS86] como muestra
la figura . Este modelo por més que nos parezca muy simple y no considere algunos
factores, tales como los inhibidores de crecimiento, puede explicar de manera notable los
datos experimentales, sugiriendo la correctitud de la aplicacién del modelo de WBE. Den-
tro del mismo trabajo, Delsanto y colaboradores también obtienen buenos ajustes para
las curvas de crecimiento de esferoides “estresados”, las cuales tienen un comportamiento
equivalente a las obtenidas para esferoides que crecen en un medio con alimentos restringi-
dos.

En un trabajo reciente, Guiot y colaboradores [GDCT06] estudiaron la correlacién entre
la topologia del tumor y el exponente p el cual consideran que varia dindmicamente en el
intervalo [2/3,1). Los autores conjeturan que este comportamiento es ocasionado por un
cambio progresivo en el mecanismo de distribucién de nutrientes que va desde la difusion
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pasiva (avascular), hasta distintos niveles de angiogénesis (vascular). Las conclusiones a
las cuales llegan los autores seran analizadas y discutidas en el préximo capitulo.

8.2 Necrosis

Una limitacién de los modelos de esferoides de [DGD™04, (GDCT06] es la suposicién de
ausencia de nicleo necrético. En este capitulo desarrollaremos un modelo basado en las
ideas antes descriptas de WBE, para describir el crecimiento de ETM que incluyen la
presencia de células muertas, es decir, consideraremos esferoides que pueden desarrollar
nicleo necrético [CMO6].

La ley de conservacion de energia nos dice que la energia que ingresa al organismo celular
es igual a la suma de las energias utilizadas para el mantenimiento de la células existentes
y para la creaciéon de nuevas células. Utilizando la misma notacién de la seccion y
partiendo de la ecuacion podemos escribir:

dm  m,
20— DeBim) — :
o = o Blm)—bm, (8.5)

donde m = Nm., y m. es la masa celular promedio. Hasta aqui no hay diferencias con
el modelo de WBE ni con la formulaciones de |[GDCT06, IDGDT04]. La expresién de
B(m) dependerd de como se distribuya el nutriente y de la presencia o no del ntcleo
necrético. Para los ETM los nutrientes llegan a las células por difusion. Por el momento
consideremos la ausencia de células muertas, luego el problema se reduce al presentado por
Delsanto y colaboradores, teniendo: B(m) = Bym® con p = 2/3 y definiendo a = m.By/e
la dependencia temporal de la masa del esferoide esta dada por:

m(t) = M(1 — e /33, (8.6)

donde M = (a/b)? es la masa méxima que alcanza el ETM en estado estacionario.

. Qué ocurre si aparece un nucleo necrético? Cuando el nicleo necrético comienza a for-
marse el FTM pasa de estar compuesto solo por células vivas a estar compuesto de células
vivas y de células muertas. La ecuacién debe ser modificada pues ahora no todas
las células que conforman el ETM consumen energia para mantener activas sus funciones
vitales. Para facilitar la lectura llamaremos esferoides de tipo I a aquellos que no desa-
rrollan nicleo necrotico y esferoides de tipo II a los que si poseen ntucleo necroético. Para
este ultimo tipo de esferoides la masa que aparece en la ecuacién corresponde a la
masa de las células vivas y no a la masa total.

Experimentalmente se ha demostrado que, frecuentemente, el didmetro de la necrosis se
expande aproximadamente con la misma tasa con la que el esferoide incrementa su volu-
men, con lo cual el espesor del cascarén que contiene las células vivas resulta relativamente
constante con el incremento del didmetro del esferoide [MKO00, JPGCF05]; de esta manera
el didmetro del nicleo necrético dy satisfece la ecuacion dy = d — 2A con d el didmetro
del esferoide y A el espesor del cascarén formado por células vivas, ver figura .
Suponiendo esta caracteristica, el crecimiento de los esferoides de tipo II se puede dividir
en dos etapas con regimenes de crecimiento bien definidos: en la primera el esferoide
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FIGURA 8.2: Espesor de la capa de células vivas (cuadrados) y didmetro del nicleo
necrotico (circulos) como funcién del didmetro del esferoide. La linea punteada tiene
pendiente uno (los datos experimentales son de [MKO0]).

sigue la ley descripta anteriormente por la ecuacién con p = 2/3. La segunda etapa
comienza cuando se origina el nicleo necrético en t = 7, en donde m(7,) = 1 = 37pA3,
y estd caracterizada por la relacion m(t > 7,,) = pV., donde V. es el volumen ocupado
por las células vivas y p es la densidad. Luego, para tiempos mayores que 7, pode-
mos relacionar la masa de las células vivas con el radio r del esferoide por la ecuacion
m(t) = psm(r® — A%), de donde obtenemos:

r(m) == {1 i (4T - 1)1/1 . (8.7)

Puesto que el proceso que controla la llegada de nutrientes es, todavia, la difusién, B debe
seguir siendo proporcional a 2, luego la ecuacién (8.5]) se modifica, para los esferoides del
tipo I, de la siguiente manera:

dm am?® — bm sim<m

dm _Jar , 8.8
(R R LR B

Analizando la ecuacién podemos ver que se puede alcanzar (o no) el estado estacionario
dependiendo de los valores que tomen M y m, teniendo:
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1. Crecimiento no limitado. Sim < 5-(a/b)* = =M, la capa de células vivas es muy
fina y siempre hay un exceso de energia que conduce a un crecimiento continuo.
Este tipo de crecimiento no se observa en los modelos experimentales debido a que
el continuo metabolismo celular y/o el proceso de necrosis generan inhibidores de
crecimiento que son segregados y acumulados en el esferoide. Cuando la concen-
tracion de los inhibidores llega a un valor critico la proliferacion celular se reduce
[JPGCF05].

2. FEstado estacionario. Si 2i7M < m < M, la masa de células vivas crece mondto-
namente hasta que alcanza el valor estacionario m!!. Definiendo Q = (ri/M)Y/?,
tenemos:

3 2 4
mgf:m<§+cg+@ 6—3)7?1, (8.9)
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FIGURA 8.3: Las curvas sdlidas corresponden al ajuste realizado por el modelo con
a=0,22yb=0,217. Los datos experimentales fueron obtenidos de [GDC™06]. Este
tipo de gréfico permite un ajuste més cuidadoso que el convencional m = m(t).

Por supuesto que si M < m no se forma niicleo necrético y por lo tanto la solucion es
la expresada en la ecuacion , dando como resultado estacionario el esperado para los
esferoides de tipo I: m! = M = (a/b)3.

En la figura (8.3) graficamos % versus m y podemos observar lo bien que este modelo
ajusta los datos experimentales obtenidos de [GDCT06]. La curva naranja, que representa
dd—’? para un esferoide homogéneo, es decir, sin niicleo necroético, se anula param = M. Este
valor es mas pequeno que el valor para el cual se anula %—T en el caso de un esferoide con

nicleo necrético. Esta particularidad nos indica que cuando emerge un nucleo necrético
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hace que el ETM alcance tamanos superiores a los que alcanzaria si aquel no se hubiera
generado. Esto tambien puede derivarse de la ecuaciéon ; Q) pertenece el intervalo
(1/3;1) y a medida que @ disminuye, m!! aumenta siendo los limites m!! = m para
Q = 1, es decir para un ETM sin necrosis, y m!! = oo cuando Q — (1/3)". Por
lo tanto, la presencia del nicleo necrético no soélo ayuda a que el esferoide aumente su
tamano asintético sino que también podemos decir que mientras mas temprano sea este
surgimiento (es decir, mientras mas chica sea /) mayor sera la diferencia m!’ —m?!. Los
pardmetros a y b obtenidos del ajuste son comparbles con valores para la rata [WBEOQ1].
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CAPITULO 9

Tumores reales

Los tumores reales son mas complejos que los modelos bioldgicos in vitro, tales como los
esferoides multicelulares. Por ejemplo, una caracteristica que los diferencia es que, ante
la ausencia de alimentos, los tumores reales promueven la formacién de vasos sanguineos
para nutrirse (angiogénesis), fenémeno que no ocurre en esferoides hechos crecer in vitro.
Debido a estas y otras diferencias, algunos tipos de terapias, como la antiangiogenética o la
inmunoterapia no puede ser bien estudiadas desde modelos in vitro. Sin embargo, podemos
abordar la angiogénesis y la inmunoterapia a partir de una formulacion macroscépica
[MCO6]; en este capitulo discutiremos algunos detalles sobre este planteo.

9.1 Angiogénesis

Como dijimos anteriormente, los tumores son abastecidos de alimentos y oxigeno por
medio de procesos difusivos. Cuando un tumor comienza a crecer, lo hace rdpidamente,
ocasionando una disminucion considerable en la distribucién de alimentos en la cercania.
Cuando esta disminuciéon es muy grande, las células cancerosas generan mensajeros que
inducen al sistema circulatorio a crear una nueva red de vasos sanguineos para abastecer
al tumor. Algunos modelos de angiogénesis han sido desarrollados anteriormente [HSQO),
SSCO1], resurgiendo su interés por el desarrollo de drogas antiangiogenéticas que podrian
llevar a tratamientos muy eficaces [Ker(6]. Dentro del enfoque macroscépico previamente
descripto, Guiot y colaboradores [GDCT06] describen el efecto del desarrollo de las nuevas
redes vasculares como una evolucion dinamica del exponente p. Recordemos que West
y coautores [WBE9T7] afirman que p = 3/4 cuando los alimentos son transportados por
una red fractal y que para esferoides multicelulares p = 2/3 pues los alimentos llegan
a él por difusion. Guiot et al suponen que el exponente p aumenta su valor cuando el
mecanismo por el cual el tumor se abastece de nutrientes cambia desde difusién pasiva a
angiogénesis activa (tumor completamente irrigado por los nuevos vasos). Para formular
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esta hipotesis ellos se basan en algunos datos experimentales de tumores implantados en
ratones, los cuales indican, independientemente del tipo de cancer, que p aumenta mas
alld de 3/4 después de algunas semanas. Ellos también sugieren que el valor de p mayor
que 3/4 puede indicar que la difusién activa es complementada con otro mecanismo de
abastecimiento, tal como la difusién pasiva, cuando la densidad vascular se aproxima a
su plateau.

Nosotros consideramos que dos mecanismos diferentes no pueden describirse utilizando un
unico término. Al inicializarse la angiogénesis dos mecanismos de alimentacion coexisten
y cada uno contribuye con términos diferentes a la tasa metabdlica, B. El término que
representa la difusion pasiva sera similar al ya utilizado; este término vendra dado por una
ley de potencia con exponente 2/3. La neovascularizacién requiere un nuevo término, cuyo
exponente evoluciona siguiendo el desarrollo angiogenético. Basados en esta suposiciones
proponemos como tasa metabdlica:

B(m) = BOlm2/3 + Bog(m)mp. (91)

Tanto p como By dependen del estado de vascularizacion y, por lo tanto, de la masa del
tumor. Puesto que la vascularizacion evoluciona gradualmente, el exponente p puede cre-
cer continuamente hasta alcanzar el valor p = 3/4, el cual corresponde a la angiogénesis
totalmente desarrollada. Por otro lado, By, inicialmente es cero y crece mondétonamente
hasta alcanzar su valor de saturaciéon. Es razonable sugerir que mientras la red vascular
estd generandose, el producto Bgs(m)mP puede crecer aproximadamente como una poten-
cia mayor que 3/4. En el caso de tumores in vivo totalmente vascularizados el segundo
término en la ecuacién es totalmente dominante.

La terapia antiangiogenética tiene como objetivo inhibir la formaciéon de nuevos vasos
sanguineos o destruir aquellos que ya existian. Esta terapia no afecta de modo directo la
masa del tumor (tal como hace la quimioterapia), pero si afecta las redes de alimentacién.
Si tenemos en cuenta el modelo macroscépico el efecto de la terapia antiangiogenética
estaria representado por una disminucién del segundo término del lado derecho de la
ecuacion ocasionando un crecimiento més lento.

Se ha observado que las terapias antiangiogenéticas trabajan mejor si son utilizadas en
combinacién con drogas citotéxicas [Ker06] afectando de manera alternada el abasteci-
miento y la masa del tumor. Sin embargo, notemos que no es facil desarrollar el protocolo
optimo para la aplicacién combinada de drogas citotoxicas y anti-angiogenéticas. Por
ejemplo, la destruccion del sistema vascular que alimenta un tumor puede dificultar seri-
amente la llegada de la droga citotoxica a las células cancerosas a las que debe eliminar.
Es posible que el modelado macroscépico ayude a optimizar la terapia combinada y que
nos ayude a entender porque funciona.

9.2 Inmunoterapia

El concepto de inmunoterapia estd basado en el sistema de defensa natural del cuerpo:
el sistema inmune, el cual nos proteje de muchas enfermedades y trabaja para ayudarnos
a recuperarnos de otras. Originalmente se creyé que el sistema inmune era efectivo sélo
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para combatir enfermedades infecciosas causadas por agentes invasores, (por ejemplo:
bacterias y virus), reconociéndose ya en 1890 la importancia de la interaccién entre el
sistema inmune y las células cancerosas [AEEQ1]. La inmunoterapia celular consiste en
estimular la actividad antitumoral en el paciente o en generar una actividad antitumoral
intrinseca; por ello se la considera una potente herramienta para destruir sélo las células
cancerosas. Sin embargo, la inmunoterapia puede no ser tan efectiva si no es acompanada
por otro tipo de terapia que destruya los canales de alimentacién; como por ejemplo la
terapia antiangiogenética. Si s6lo se aplica inmunoterapia el sistema inmune elimina las
células que se encuentran en la periferia tumoral y su muerte ocasiona una disponibilidad
de nutriente mayor para aquellas células que sobreviven; con esta ventaja éstas comienzan
a reproducirse rapidamente, dando un nuevo impulso al crecimiento tumoral. Estos efectos
se han observado para un modelo mesoscépico de inmunoterapia [RB03].

En esta seccién usaremos un modelo macroscopico para estudiar los efectos globales de la
aplicacion de la inmunoterapia. Por simplicidad supondremos que tenemos un esferoide
sin nucleo necrético, el cual es abastecido de nutrientes por medio de difusién, es decir, un
esferoide no vascularizado sin necrosis, aunque los resultados, cualitativamente, podrian
ser validos en general. Supondremos que la inmunoterapia mata una fraccién D (< 1)
de células cancerosas localizadas a una distancia menor que § desde el borde del tumor.
Bajo estas condiciones es conveniente escribir la ecuacion (8.5)) como funcién del volumen,

luego:
dv

dt
donde a, = ap~/? y p es la densidad. Al tiempo t = t,, cuando el radio del tumor es r
y su volumen es vg = 477 /3, una dosis terapéutica es aplicada. Bajo nuestra suposicion,
una vez aplicada la dosis se mueren instantaneamente Dpvg/m,. células cancerosas. La
capa esférica que es efectivamente afectada por la terapia tiene un espesor 9, su radio
interior es rq — 4, su radio exterior es 7y y su volumen, al que denotaremos por v, viene
dado por:

= a,0*3 — by, (9.2)

_47T

vs = (13 — (ro — 9)?) (9.3)
= (36m)36u? — (4V/3m)238%0) + %”53, (9.4)

sirg >0,y v, =1ysiryg<d. Parat >ty tendremos:
% = a,w*3 = b(v — Duv,) = 0. (9.5)

donde el factor que multiplica a b es el volumen efectivo ocupado por las células tumorales
vivas. El estado estacionario estaréa dado, obviamente, por la siguiente ecuacion:

dv
— = aw?? —bv+bDv, = 0. (9.6)
dt
Claramente el nuevo volumen de equilibrio v, serd mayor que (a,/b)%. En la figura (9.2)
podemos ver como el volumen del nuevo estado de equilibrio, ve,, aumenta al incremen-
tarse el volumen al cual se aplica la terapia, vy, para diferentes valores de D y §. Este
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FIGURA 9.1: Valor de v., después de la terapia como una funcién del volumen al cual se
aplica la terapia. Hemos elegido a, = 0.3cm/dia y b = 0.285/dia. (a) Destruccién de una
fraccion D = 0.5 de células vivas de la capa exterior cuyo espesor es 6 = 0.05¢m (linea con
trazos y puntos), 0.1cm (linea a trazos) y 0.2cm (linea continua). (b) Destruccién de una
fracciéon D = 0.2 (linea con trazos y puntos), 0.5 (linea a trazos) y 0.8 (linea continua) de
células vivas de la capa exterior de espesor § = 0.2cm.

incremento lo estabamos esperando y queda claro si analizamos la ecuacion pues para
la misma cantidad de alimentos y energia hay menos células que mantener, inicidandose
un répido proceso de repoblacién celular [MCOG]. Si bien estos resultados son validos
s6lo para tumores esféricos, se han obtenido conclusiones similares a partir de un mode-
lo mesoscépico de inmunoterapia, las cuales son independientes de la forma del tumor
[RBO5].
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Conclusiones

En esta tesis presentamos dos filosofias diferentes de modelado para describir el creci-
miento del cancer: una en la que utilizamos un enfoque macroscopico donde, emple-
ando propiedades globales del crecimiento tumoral, formulamos un conjunto de ecuaciones
diferenciales ordinarias que resolvimos analiticamente, y otra en la que, con una mirada
mesoscopica y empleando algunas reglas a nivel celular, desarrollamos un conjunto de
ecuaciones discretas que resolvimos con un fuerte trabajo computacional, lo que nos per-
mitio predecir o reproducir resultados detallados para tumores individuales.

En nuestra formulacién mesoscopica consideramos una escala celular que incluyé: con-
sumicién de nutrientes, reproduccion, muerte y migracion celular, y una escala extracelu-
lar donde introdujimos fuentes y difusién de nutrientes (y de droga, cuando modelamos
quimioterapia). En este tipo de procedimiento enfocamos nuestra atencion en la dindmica
y competencia de poblaciones. En nuestro modelo, las células cancerosas no sélo compiten
por el nutriente disponible, sino que también lo hacen por el espacio. Hemos considera-
do, inicialmente, un tumor homogéneo que posteriormente se vuelve heterogéneo por la
aparicién de una subpoblacién con caracteristicas diferentes. La competencia entre am-
bas subpoblaciones depende de la region de surgimiento de la nueva subpoblacién y de
la velocidad de crecimiento de la poblaciéon original. Consideramos un tumor inicial-
mente homogéneo de crecimiento lento y podemos afirmar que la evolucién de la nueva
subpoblacion con mayores ventajas estd limitada fundamentalmente por la competencia
inicial. Superado este obstaculo la nueva poblacién prospera y el crecimiento tumoral se
vuelve descontrolado.

Dentro del mismo planteo, modelamos el efecto de la quimioterapia sobre un tumor ho-
mogéneo y el efecto de la aparicién tanto de resistencia intrinseca como adquirida. De-
pendiendo de la sensibilidad de las células y de la dosis aplicada, obtenemos terapias
totalmente éxitosas en las primeras aplicaciones o terapias no efectivas que generan una
evolucién oscilatoria de la poblacion de células cancerosas vivas. En nuestros resultados
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obtenemos tumores con un crecimiento geométrico caracterizado por “anillos” de alta
densidad poblacional. La aparicién de resistencia intrinseca o adquirida frustra la accion
terapéutica generando tumores heterogéneos no confinados. Por la implementacién del
modelo no podemos comparar directamente cual de los dos tipos de resistencia lleva més
rapido al fracaso de la terapia. Es sabido que la resistencia intrinseca puede ser evitada
por un estudio genético previo de las células cancerosas. Luego, seria importante prevenir
este tipo de resistencia. Para hacerle frente a la resistencia adquirida seria conveniente
que el tratamiento utilice més de una droga. La tendencia actual es hacia el desarrollo
de terapias adaptadas a las caracteristicas individuales del paciente. Un objetivo a me-
diano plazo deberia ser el desarrollo de programas de simulacién que permitan predecir
la evolucion de un tumor sujeto a la accion de agentes terapéuticos disenados para pa-
cientes individuales. Caracterizando al anfitrién y a la terapia por medio de parametros
relevantes, se podria asi ayudar en el diseno de una estrategia terapéutica éptima.

La formulacién del modelo podria modificarse para introducir inhibidores de crecimiento
los cuales son generados por el continuo metabolismo celular y/o por el proceso de necrosis
[JPGCFEF05] disminuyendo la proliferacién celular en el borde del tumor cuando la con-
centracién de éstos llega a un valor critico. Otra modificacién importante seria cambiar
la geometria de la red y pensar en una red con simetria esférica como la utilizada en
[KTCDO(] e implementar el algoritmo numérico manteniendo el cardcter discreto de las
células. En cuanto a la quimioterapia debemos estudiar en més detalle como son reab-
sorbidas las células cancerosas que mueren por apoptosis por el cuerpo humano, siendo
tal vez necesaria la incorporacién explicita de macréfagos. También podriamos estudiar
el efecto de dos drogas combinadas para obtener un 6ptimo régimen de tratamiento. Al-
gunos estudios modelisticos recientes muestran que la aplicacién simultanea de dos tipos
de terapia puede tener efectos sinérgicos [CSSCO1].

De nuestra formulacién macroscépica podemos concluir que la aparicion de necrosis ayuda,
a los esferoides tumorales, a alcanzar tamanos mayores. Sin embargo, los nutrientes y el
oxigeno penetran profundamente asegurando que la condicién m < 1/27(a/b)® nunca
sea alcanzada. Por lo tanto siempre se alcanzara un tamano limitado con un maximo
diametro, que usualmente es de alrededor de los 2mm. En los tumores reales o in vivo el
desarrollo de regiones necrotizadas estd probablemente a favor del crecimiento continuo
hasta el comienzo de una etapa vascular angiogenética, asegurando el crecimiento del
tumor. Para la etapa temprana de crecimiento podemos sugerir que la tasa metabdlica
tumoral estd controlada por una ley de potencias pura, pero para etapas posteriores, ya
sea por el surgimiento de necrosis o por el desarrollo de angiogénesis, ésta adquiere una
forma funcional mas compleja debido a que: o bien no toda la masa del tumor consume
nutrientes, o bien los nutrientes no sélo llegan por difusién sino que también son suminis-
trados por una red de distribucién fractal formada por los vasos capilares.
Los parametros a y b podrian ser estimados de mediciones experimentales para diferentes
lineas celulares. Por ejemplo, para un esferoide que no desarrolla necrosis tenemos que el
radio final es:
R— (1)1/39.
dtp” b
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Luego, el cociente de estos parametros puede ser obtenido por una simple relacién ge-
ométrica, mientras que, por la ecuacién , el valor de b puede ser determinado in-
dependientemente calculando la pendiente del grafico —31In(1 — (m/M)Y3) versus t. Si
consideramos esferoides que desarrollan nicleo necrético también debemos determinar A,
el cual es medido directamente. Luego, podemos proceder de la misma manera que antes
usando los datos correspondientes a t < 7 y midiendo la masa del inicio de la necrosis, es
decir m(7) = m. Luego el pardmetro 7 puede ser determinado mediante:

ZLLp)1/2A17(1 — exp(—b7/3)).

a=
Algunas modificaciones deberian ser introducidas al modelado de la inmunoterapia. Ac-
tualmente se considera que dentro de los cinco tipos de glébulos blancos que estan pre-
sentes en sangre humana los neutrofilos son los méas indicados para ser utilizados como
terapia anti-cancer por ser resistentes al entorno écido del tumor, por lo tanto pueden
estar en cercano contacto con las células cancerosas. Si se logra una presencia masiva de
neutrofilos en la zona tumoral se consiguen dos objetivos: debilitar el mecanismo de des-
plazamiento en el borde de las células tumorales impidiendo su replicacién y aumentar la
presién en el interior del tumor. Es decir, los neutréfilos encapsulan el tumor y le impiden
crecer y con el tiempo las células tumorales se mueren [MCO04]. Luego, la inmunoterapia
con neutroéfilos no sélo mata las células cancerosas de la periferia sino que también impide
su crecimiento y reproduccion.

Podria ser muy importante relacionar los enfoques macroscépico y mesoscopico. La in-
troduccién de un modelo intermedio permitié relacionar los parametros caracteristicos
de ambos enfoques para los esferoides tumorales multicelulares [DGCT05]. Sin embargo,
queda mucho trabajo por realizar.
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