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1. Alcance geografico y/o temporal de la Tesis: Alcance internacional y
vigente siempre que se estudien modelos de cancer mediante el enfoque
de los sistemas complejos.

m. Temas tratados en la Tesis (palabras claves): Cancer; Tumor; Sistemas
Complejos; Metastasis; Diferenciacion Celular Cancerosa.

n. Resumen en espafiol (hasta 1000 caracteres):

En el presente trabajo se estudian modelos que describen el desarrollo de
procesos cancerosos en humanos a distintas escalas. A partir de un modelo que
describe la interaccién de las células del sistema inmune con células tumorales,
cuyos parametros se pueden variar por medio de diferentes estrategias
terapéuticas, se estudid la respuesta del crecimiento tumoral ante diferentes
variaciones temporales de dichos parametros. Con el objeto de estudiar el
crecimiento espacial de los tumores soélidos, se elabor6 un modelo de autémata
celular. Se tuvo en cuenta la diferenciacion celular de células cancerosas,
eventual plasticidad y la importancia de la distribucién en la zona periférica de
células madre cancerosas en relacion con circunstanciales metastasis.
Finalmente, se desarrollé una caracterizacion de las rutas de metastasis para
organos especificos mediante el uso de Cadenas de Markov, mostrando la
propagacién de metastasis desde diferentes sitios primarios hacia otros
secundarios y terciarios, resaltando la relacién y el andlisis sobre los estados
absorbentes.

0. Resumen en portugués:

No presente trabalho, modelos que descrevem o desenvolvimento de processos
cancerigenos em humanos em diferentes escalas sdo estudados. A partir de um
modelo que descreve a interagdo de células do sistema imunolégico com
células tumorais, cujos parametros podem ser variados por meio de diferentes
estratégias terapéuticas, foi estudada a resposta do crescimento tumoral a
diferentes variacdes temporais dos referidos parametros. Para estudar o
crescimento espacial de tumores sélidos, foi desenvolvido um modelo de
autdomato celular. A diferenciacao celular das células cancerigenas, a eventual
plasticidade e a importancia da distribui¢ao na zona periférica das células-
tronco cancerigenas em relacao as metastases circunstanciais foram levadas
em consideracdo. Por fim, uma caracteriza¢do das vias de metastase para
orgaos especificos foi desenvolvida usando Cadeias de Markov, mostrando a
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disseminac¢do de metastases de diferentes locais primarios para secundarios e
terciarios, destacando a relagdo e a analise dos estados absorventes.

p. Resumen en inglés:

In this thesis work, cancer is analysed from the perspective of complex systems
using different scales. From an immunotherapeutic model of interaction
between cells of the immune system and cancer, the different responses of the
system were studied, by means of different types of temporal variations, for the
possible ranges that the parameters can take. Next, a model of a cellular
automaton was carried out in space for a solid tumour, taking into account the
cellular differentiation of cancer cells, eventual plasticity and the importance of
the distribution in the peripheral zone of cancer stem cells in relation to
circumstantial metastases. Finally, a characterization of the metastasis
pathways for specific organs was developed through the use of Absorbing
Markov Chains, showing the spread of metastases from different primary sites
to secondary and tertiary ones, highlighting the relationship and analysis on
the absorbent states.
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Captulo

Introduccion

1.1. Sistemas bioldgicos

Preguntarnos como funcionan los seres vivos puede llevarnos a interrogantes
tan amplios como dificiles de responder. Desde hace décadas, la biologia gene-
r6 subdisciplinas para poder investigar y comprender en mayor profundidad los
amplios temas e interrogantes que naturalmente surgen dia a dia. Los sistemas
biolégicos son definidos como aquellos que involucran el estudio parcial o total
de un ser viviente. No podemos entender un sistema biolégico simplemente co-
mo una suma de partes, sino como una interaccién entre todas aquellas que lo
conforman[Z] teniendo en cuenta su desarrollo y evolucién estructural temporal
y espacial. Estos sistemas, estan conformados como una red compleja de amplia
variabilidad de funciones y escalas[3]. A su vez, son capaces de funcionar, con-
servar y/o modificar estados ante perturbaciones internas (o externas), lo que nos
da eventualmente condiciones de robustez y/o adaptabilidad[4]. Pese a esto, son

sistemas que pueden de dejar de funcionar parcialmente o totalmente.

23
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1.1.1. El cuerpo humano y su orden de complejidad

Un sistema bioldgico, como lo es el cuerpo humano, esta caracterizado por un
orden de complejidad y jerarquizacién que da su comienzo en la célula (la unidad
de menor tamafio considerada como elemento con vida[5]), continuando por los
tejidos (agrupacién de células del mismo tipo) y los érganos (unién de tejidos

organizados que funcionan conjuntamente) que conforman al organismo:

CELULA — TEJIDO —s ORGANO — CUERPO HUMANO
COMPLEJIDAD ASCENDENTE

No obstante, para abordar el estudio del cuerpo humano, puede ser de utilidad
dividirlo en otros sistemas de érganos que sean de funciones similares y traba-
jen en conjunto (sistema nervioso, sistema enddcrino, y sistema inmunoldgico,
entre otros) o en aparatos, que son organos de diferente tipo que se coordinan
para realizar una funciéon (aparato digestivo, aparato locomotor, etc.). Ejemplo
de la relacién entre sistemas y aparatos puede ser el sistema muscular (conjun-
to de musculos controlados mediante contraccién) y osteoarticular (conjunto de
huesos y articulaciones que sirven para estructura y movilidad del cuerpo) con
el locomotor, donde ambos producen de manera sincronizada desplazamientos y

movimientos[6].

SISTEMAS
APARATOS

CUERPO HUMANO

1.2. Neoplasias

En el cuerpo, dependiendo del sector, tejido u 6rgano especifico, las células

tienen varias propiedades y funciones definidas, las mas destacables y generales
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son la tasa de reproduccién definida y el tiempo de vida promedio. Cuando hay

cambios en este habitual funcionamiento, generando alteraciones de los tejidos
produciendo aumento de su volumen, manifiestan acumulaciones de células que
no necesariamente se comportan como sanas y generan un eventual desorden
en el sistema. Estas acumulaciones son conocidas como “neoplasias”[Z], pueden
eventualmente afectar de manera parcial o total un érgano, diseminarse a otros, y
tener consecuencias mortales en caso de no ser tratados a tiempo o de manara no

eficiente.

Existen dos tipos de neoplasias:

= Las benignas, son aquellas que generalmente estdn encapsuladas, no se ex-
tienden a otras partes del cuerpo y, en el caso que sea necesario, pueden
ser extirpadas sin consecuencias mayores mediante cirugias. Lo esencial, en
términos de salud, es que no generan cambios en el normal funcionamiento
de un érgano. Ejemplo de este tipo de neoplasias son los pélipos intestinales
(que pueden ser retirados mediante colonoscopia), lipomas, adenomas y ha-
martomas, entre otros. Respecto a las dos tltimas neoplasias mencionadas,
pueden desarrollarse en distintos érganos, como en el corazdn, el parénqui-

ma pulmonar, el higado y/o el rifién, por citar algunas[&].

» Las malignas, donde las células que la componen se dividen de una manera
descontrolada, sus tiempos de vida estan fuera de lo normal y dafian consi-
derablemente el drgano que las aloja como asi también sus tejidos cercanos,
con el agravante de poder entrar al sistema circulatorio y diseminarse a otros

tejidos y/u érganos.
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1.2.1. Cancer

La definicién de la palabra “tumor” implica simplemente el aumento de masa
ocupante en un tejido; siendo junto al rubor, el dolor y el calor (eventualmen-
te también la impotencia funcional del tejido) los signos clinicos de la respuesta
inflamatoria[9]. Cominmente, a la neoplasia benigna se la asocia como “tumor
benigno”; en cambio, cuando una neoplasia es maligna, perjudicando de distinta

manera a tejidos y/o érganos, se la denomina cdncer[[10].

Generalmente, se asocia el concepto de neoplasia maligna a “tumor maligno”
aunque no sea del todo correcta esta relacidon por la etimologia de la palabra tu-
mor. No obstante, cabe aclarar que cuando se haga referencia en esta tesis a células
tumorales, nos estaremos refiriendo a aquellas que estan vinculadas a una neopla-

sia del tipo maligna, en consecuencia, a células cancerosas.

La denominacidn de los distintos tipos de canceres depende del 6rgano involu-
crado y del sitio de origen del mismo. A su vez, se los puede discriminar por s6lidos
o hematoldgicos. Ejemplo de sélidos pueden ser cancer de colon-recto, cancer de
estomago o cancer de higado; en el caso de los segundos lo son los distintos tipos

de leucemia (mieloide, linfoide, no hodgkiniano, etc.) [I1].

BENIGNA

NEOPLASIA , -
MALIGNA — CANCER SOLIDO

HEMATOLOGICO

Dado su cardter nocivo, el cancer ha sido objeto de extensos y variados estu-

dios e investigaciones. Es sabido que junto a las enfermedades cardiovasculares,
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el cancer es la causa de muerte por enfermedad mas importante en el mundo[12],

generando de parte del dmbito cientifico-académico, una constante bisqueda en
la prevencion, tratamiento y cura[[I:3]. Respecto a las enfermedades cardiovascua-
les, el desarrollo y avance de la medicina han logrado controlar numerosas pato-
logias que eran mortales en adultos (como el aneurisma de aorta), aumentando
significativamente la expectativa de vida media[14]. Esto determiné un aumento
considerable en el porcentaje de muertes por cancer a nivel mundial, poniendo en
evidencia que si no se discrimina por su tipo, la edad es el factor determinante en
el riesgo global de ser afectado por cualquier clase de cancer[[I5]. Paraddjicamen-
te, siendo que los adultos mayores (mds de 60 afios) son el grupo etario con ma-
yor probabilidad de tener cancer, estos tienen un crecimiento y desarrollo tumoral
mas lento, ya que su tasa metabdlica es mucho menor en comparacién a personas

de etapas etarias anteriores[[16] (infancia, juventud y/o adultez menor a 60 afos).

A nivel mundial, dependiendo de la zona geogréfica, los hdbitos y costumbres
pueden desencadenar mayor cantidad de tipos especificos de cancer. En Argenti-
na, el cancer es una de las principales causas de muerte por enfermedad. Segtn
el Instituto Nacional del Cancer (INC) de Argentina[ll'Z], los principales son ma-
ma y préstata en mujeres y hombres respectivamente. En relacion a aquellos que
mas afectan a ambos sexos son pulmoén y colon-recto. Las causas principales son
muy diversas, desde el consumo de tabaco (hdbito de fumar de manera activa o
pasiva), agentes cancerigenos, mutaciones genéticas heredadas o adquiridas, obe-
sidad, radiacion excesiva y algunos virus como el del papiloma humano o a través

de bacterias como Helicobacter pylori[[l8, 19].

Agentes cancerigenos (compuestos en base a arsénico, cadmio, cromo, entre

otros). Radiacion excesiva. Mutaciones genéticas heredadas o adquiridas. Consu-
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mo de tabaco (habito de fumar de manera activa o pasiva). Obesidad. Virus como

el del papiloma humano (cdncer de ttero principalmente) o a través de bacterias
como Helicobacter pylori (cdncer de estémago principalmente)

En nuestro organismo, previo a cualquier tratamiento y diagndstico, la tnica
barrera natural para prevenir y generar mecanismos estructurados de defensa pa-
ra agentes extrafos, internos o externos, es el sistema inmunitario. En las etapas
iniciales de un tumor, cuando las células comienzan a formar una acumulacion de
masa anormal de tejido, cuyo crecimiento excede y estd sin coordinacién, la de-
nominada “vigilancia inmunoldgica” es la encargada de reconocer y eliminar estas
células. Este reconocimiento y eliminacién de las células cancerosas no es senci-
llo y en algunos casos es poco eficiente. Cuando las células normales desarrollan
proteinas defectuosas por mutacidn o falla en la expresién genética, desencadena
la reaccién del sistema inmunitario para destruirlas; las células cancerosas, a dife-
rencia de las normales, “engafian” al sistema inmunitario generando moléculas en
su superficie que sirven como sefiales ante el sistema inmunitario para no ser des-
truidas. Por lo tanto, la terapias basadas en mecanismos inmunoldgicos, utilizan
factores externos para estimular la respuesta inmunitaria natural y hacerla mas
eficiente, dando como resultado terapias menos invasivas y nocivas en relacion a
las tradicionales[20] (radioterapia, quimioterapia y remocion de érganos, entre

otros).

1.3. El cancer: un sistema complejo

El abordaje y andlisis del cdncer, como objeto de nuestro estudio, no puede ser
solamente encarado por un conjunto de conocimientos acotados que provengan
de una rama especifica de la ciencia. Esto seria, al menos, insuficiente por el nivel

de variabilidad en los distintos ordenes de escalas y las funcionalidades involucra-
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das en cada una de ellas.

El cancer puede presentarse como un fenémeno pseudo-aleatorio en la san-
gre o en un tejido sano sin dar indicio o sintoma alguno. A su vez, la evolucién
espacial y temporal en una neoplasia maligna es variable. La estructura clonal
de un tumor cambia generalmente para cada persona (pudiendo tener diversas
mutaciones en uno o mds 6rganos), lo que hace que cada cancer sea practicamen-
te tinico[21] en cada persona desde el punto de vista genético. Por otro lado, el
mismo es un sistema adaptativo, ya que dependiendo del érgano o tejido, genera
distintos mecanismos durante su crecimiento y expansion para la adquisicion de

energia y nutrientes provenientes del organismo huésped[22].

Por lo tanto, el cdncer debe ser tratado desde un conjunto de herramientas que
provengan de distintas perspectivas: la fisica, la matematica, la biologia, la me-
dicina y la informatica, entre otros[23]. El estudio de un sistema bioldgico (mas
alld del que involucra esta tesis) no debe minimizarse a una sumatoria de obje-
tos a investigar sino a la interaccidn, interrelaciones y propiedades que surgen del
conjunto de las mismas teniendo en cuenta su relacién ante fluctuaciones tanto
externas como internas. Es asi, que la investigacién desarrollada en este trabajo,

es definida y estudiada como un “sistema complejo”’[24].

1.4. Analisis multiescalar y estructura de la tesis

La organizacion de este trabajo tiene un lineamiento acorde al orden ascen-
dente de escala y sus interrelaciones. Cada capitulo contendrd individualmente su
marco tedrico, introduccion, antecedentes, conclusiones y, en caso de ser necesa-

rio, los anexos que correspondan. Esta forma de presentacién, es con la intencién
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de distinguir los capitulos por los tépicos tratados y cada una de las escalas anali-

zadas en los mismos.

La presente tesis comienza con la “Escala Poblacional”, investigando la inter-
accion de células cancerosas con el sistema inmunitario (las denominadas células
efectoras) mediante un modelo de competencia poblacional y la variacién de los
pardmetros que son bioldgicamente plausibles.

Se continua con la “Escala Espacio-Poblacional”, donde se estudia el crecimiento
de un tumor en el espacio teniendo en cuenta su diferenciacién celular (modifica-
ciones de sus propiedades genéticas, en un determinado linaje, para cumplir una
funcién determinada en el organismo) entre células madre y diferenciadas tumo-
rales. Ademads, dependiendo de la ubicacién de células en los sectores cercanos al
borde del tumor, se analiza la influencia en posibles metastasis (migracion y crea-
cion de nuevos tumores en otros 6rganos).

Posteriormente, se realiza un analisis de las rutas de metastasis en una “Escala
de Organos” para los principales tipos de cancer, donde cada uno de los mismos
serd estudiado como un nodo (o unidad). Las probabilidades de generar metds-
tasis en un determinado 6rgano (sitio primario de metdstasis), o de concretarse
una segunda metastasis (sitio secundario de metdstasis) desde el sitio primario, se
caracterizan mediante herramientas de teoria de probabilidad.

Finalmente, se presentan conclusiones generales y reflexiones. Ademads, en base a
los resultados obtenidos, se exponen nuevas preguntas y posibles investigaciones

que surgen en consecuencia de los mismos.



Captulo

Inmunoterapia

2.1. Introduccion

El sistema inmunitario es aquel que estd compuesto por varios tipos de células
(que se forman principalmente en dos érganos del cuerpo, el timo y la médula
Osea) y proteinas que distinguen componentes celulares normales y anormales,
como asi también lo propio de lo extrafio en el organismo[25]. Esta distincién
entre propio y extrafio no esta desarrollado completamente desde el nacimiento,
sino que se va desarrollando principalmente en los primeros afios de vida, lo-
grando reconocer fundamentalmente lo propio para no generar autolesiones[26].
La denominada seleccién “positiva-negativa” es aquella que distingue lo extrafio
para responder a las posibles amenazas (se calcula que un sistema inmunitario
desarrollado puede responder a aproximadamente 10! de ellas) mediante clones
preformados que se activan de modo selectivo ante cada una de las mismas[27].

Respecto a las acciones especificas del sistema inmunitario, al reconocer agen-
tes patégenos (virus, bacterias, protozoos, helmintos, etc.) y/o quimicos de inva-
sidn externa o interna, injertos o neoplasias, reacciona de manera tal que pueda
degradarlos y eliminarlos del organismo previniendo o contrarrestando efectos
adversos en el mismo. La inmunoterapia es el conjunto de estrategias en trata-
mientos médicos para la estimulacion y respuesta veloz del sistema inmunitario

31
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contra el cancer[28, 29, B0]. La diferencia fundamental, en comparacién a otras
terapias como la quimioterapia, la radioterapia o la cirugia, son los efectos secun-
darios menos agresivos y la rdpida recuperacién[31, 32].

Las células de un tumor maligno tienen superficies que expresan leves diferen-
cias en sus receptores respecto a las células normales. Estas sustancias, que son
proteinas, son conocidos como “antigenos del cdncer”[33]. Estos tipos de antige-
nos, pueden ser detectados por el sistema inmunitario como agentes nocivos al

organismo.

A nivel general, los antigenos tumorales se pueden agrupar en dos grandes
grupos: antigenos especificos de tumor, expresados por las células tumorales pe-
ro no por las células normales; y los antigenos asociados a tumores. Estos dltimos
son expresados en tumores y en células normales, pero su expresion es excesiva
o presenta una regulacién atipica en los tumores[34]. Es relevante destacar que
existen dos tipos de inmunidad en el cuerpo humano y ambas tienen mecanismos
de accién frente a neoplasias malignas. La inmunidad innata[35] es la que actia
rapidamente contra agentes extrafios, aunque no tiene memoria. Se compone de
piel y mucosas (como una primera barrera inmunitaria del cuerpo), componentes
que estimulan la inflamacion y células como macréfagos y Natural Killers (N K),
donde estas ultimas tienen una relevancia considerable en la accién contra tu-
mores. La inmunidad adquirida (o adaptativa)[35] es la mas relacionada con la
respuesta inmune contra tumores, debido a que su desarrollo resulta posterior al
contacto con un agente extrafio, generando mecanismos de memoria mediante
receptores de linfocitos. Los linfocitos son células sanguineas que regulan la res-
puesta de este tipo de inmunidad, circulando por todo el organismo a través del
aparato circulatorio y el sistema linfatico. Esta propiedad de memoria es impor-
tante, ya que ante un nuevo contacto con el mismo agente extrafio, el sistema
inmunitario lo reconoce rdpidamente, reaccionando y activando los mecanismos
de defensa (este sistema de aprendizaje y memoria es similar al de los sistemas
machine learning[36] o de redes neuronales artificiales[37]). De manera similar al
caso de las N K del sistema inmune innato, los linfocitos son las células principa-

les en la respuesta inmune antitumoral. De este modo, los dos tipos de inmunidad
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son complementarias, las células presentadoras de antigenos (dendriticas y ma-
crofagos) expresan fragmentos de los antigenos de las células tumorales (que se
capturan y se destruyen) presentandolos a los linfocitos T, las células efectoras del
sistema inmune. Asi, se genera el mecanismo de memoria comentado previamen-
te, dando una respuesta especifica donde cada linfocito 7' tiene la capacidad de
reconocer solo un antigeno.

Actua rapidamente

INNATO Respuesta no especifica

Utiliza macréfagos, NK, dendriticas, entre otras

No desarrolla memoria
SISTEMA INMUNTARIO \

Actua si sistema innato no es efectivo
ADQUIRIDO Respuesta especifica
Utiliza linfocitos B y efectoras T

Desarrolla memoria

\

A modo de resumen, el sistema inmunitario tiene la capacidad de vigilar la
aparicion de tumores mediante distintos mecanismos, debido a que las células tu-
morales expresan antigenos detectados como extrafios. El sistema inmune vigila
y elimina a estas células tumorales aberrantes, impidiendo asi su crecimiento y
expansion. Sin embargo, factores tanto tumorales como del propio organismo al-
teran el adecuado funcionamiento de este mecanismo de vigilancia inmune, pro-
vocando el desarrollo y crecimiento de un tumor, y su posterior propagacion por
el organismo, en forma descontrolada. La manipulacién del sistema inmune para
que se active contra los tumores es la base de la inmunoterapia.

Se designa a tumor en estado de latencia a aquel donde sus células tumorales
se mantienen durante largos periodos con aumentos no significativos en su pobla-
cion celular. Estos estados se dan tanto en las etapas iniciales o después de un tra-
tamiento invasivo. Células propias del sistema inmunitario, como las T-citotdxicas
(CTL), macrofagos y las células asesinas naturales “Natural Killers (N K)”, pue-
den participar en el mantenimiento de un estado latente del tumor y, manipulando
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exteriormente su dindmica, lograr contrarrestarlo[38].

Las células del sistema inmunitario mencionadas previamente (también cono-
cidas como activadas y/o efectoras) son aquellas que actiian de manera inmediata
en la respuesta inmunitaria frente a la presencia de antigenos, dando lugar a lo
que se conoce como “respuesta primaria” [2]. Este rol de las células efectoras es
trasladable a su reaccién al estar en presencia de células tumorales o cancerosas

que se manifiesten en algtin érgano del cuerpo humano.

Una manera de llevar a cabo la inmunoterapia es introducir antigenos en el tu-
mor o la zona circundante (siempre que sea posible), permitiendo que las células
efectoras del sistema inmunitario [40], como los linfocitos (que estan involucra-
dos en la inmunidad mediada por células), reconozcan las células cancerosas y
puedan contrarrestar su replicacién y propagaciéon. Ademds de estimular de ma-

nera mas veloz el sistema para dar respuestas a otros estimulos similares.

Actualmente, la relacién entre los modelos matematicos y la respuesta del sis-
tema inmunitario estd dando grandes pasos para ayudar y dar tratamientos al-
ternativos. Kuznetsov [38] en 1994 aplicé el modelo de Lotka-Volterra[39] para
modelar la interaccion entre células tumorales y células efectoras del sistema in-
munitario. Kirschner-Panetta[41] en su modelo (que llamaremos K P) introduje-
ron células efectoras utilizadas ampliamente en la comunicacién del sistema in-
munitario; Arciero[42], y finalmente Tsygvintsev[43], se basan en el modelo K P
y desarrollaron una cuantificacidon para los parametros a partir de datos experi-
mentales. Estos ultimos, en su trabajo sugieren que algunos de los parametros del
modelo pueden tener dependencia temporal, lo que abre un nuevo enfoque de
alternativas para introducir nuevos experimentos y pruebas para controlar el cre-
cimiento de tumores.

Como objetivo principal en este capitulo, proponemos formas de controlar el
crecimiento de células tumorales basadas en el modelo de K P mediante el uso
de datos experimentales proporcionados por Arciero [42] y siguiendo las obser-
vaciones de Tsygvintsev [43]. Apelaremos a la variabilidad temporal de algunos
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parametros que pueden ser modificados externamente y aplicados efectivamente

como una terapia alternativa[42].

Este capitulo estd organizado de la siguiente manera: En la seccién 2.2 hace-
mos una introduccién del modelo e identificamos los parametros relevantes para
el problema y su andlisis. La dindmica correspondiente al modelo se muestra en la
Sec. 2.3. La Sec. 2.4, esta dedicada al andlisis de las variaciones temporales simul-
tdneas en los pardmetros y, finalmente, la Sec. 2.5 muestra resultados en general,
resumen y algunas conclusiones de los mismos.

2.2. Metodologia

El modelo de K P es un modelo de competencia poblacional entre las células
del sistema inmunitario “efectoras” y células cancerosas “tumorales”. Estas dos po-
blaciones de células las denotaremos con las letras £y T'. Las células cancerosas
T son generalmente homogéneas y tienen un crecimiento del tipo logistico[46].
Por su parte, las células F representan aquellas células que han sido estimuladas y
estan listas para responder a la anomalia (ver referencias [41], [42] and [43] para
mas detalles), que en este caso son las células tumorales (eventualmente las cé-
lulas efectoras pueden responder ante otros sintomas que no son necesariamente
tumorales, esto no sera tenido en cuenta ya que se aleja del objeto de este tra-
bajo). El modelo que describe la dindmica poblacional consiste en un sistema de
ecuaciones diferenciales de primer orden en el que estas dos especies de células

interactuian son:

dE E

— =cl'—uk 2.1
T (2.1)
ar ET

Este modelo, cualitativamente hablando, expresa la interaccion entre células
del sistema inmunitario que tratan de destruir a las células del tumor e impedir su
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crecimiento mediante antigenos y aportes al sistema inmunitario. El significado de

los parametros y los valores obtenidos a partir de datos experimentales [42] estan

representados en el Cuadro 2Tl

Nombre Definicién Valor Basal (unidades) Rango
1 Tasa de mortalidad de células efectoras E 0.03 (1/dia) 0.03
P Tasa de proliferacion de E 0.1245 (1/dia) 0.1245
f Saturacién media de E 1073 (células) [1075,1]
s Término inmunoterapéutico 1 (células/dia) [1072,10%]
c Término de antigenicidad del cancer 0.05 (1/dia) [1073,0.5]
T Tasa de crecimiento tumoral 0.18 (1/dia) [0.1,2]
b Capacidad de cancer(crecimiento logistico) 1079 (1/células) 1079
a Término de remocién de c4dncer 1 (1/dia) [1072,10%]
g Saturacién media de T 10° (células) 10°

Cuadro 2.1: Pardmetros del modelo y sus rangos.

Estos parametros describen en su mayoria factores intrinsecos al tumor y su
interaccion con el sistema inmunitario. No obstante, resaltamos tres que son fun-
damentales para inferencia externa y fortalecimiento del sistema inmunitario en
relacién al tumor, los pardmetros ¢, s y a. La importancia del primero radica en
que es el activador principal de las células efectoras y de este depende en gran
parte la eficiencia de la respuesta inmune ante el tumor; la del segundo en que
hace referencia a la inferencia externa con células (con citocinas por ejemplo) que
potencien el sistema inmunitario (vacunas) en pos de la aniquilacion del tumor; y
finalmente la del tercero porque es el que determina la interaccién entre células
E y células T y su grado de eliminacién del tumor. Mds adelante hablaremos con
mayor detalle sobre estos parametros.

Basdndonos en las propiedades generales de los sistemas bioldgicos, es sabi-
do que los mismos estan sujetos al ruido intrinseco [47, 48]. Por lo tanto, para
considerar esto ultimo y garantizar un acercamiento mayor a la realidad en el
modelo utilizado, se introduce el mismo en las ecuaciones correspondientes a las
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células efectoras (Ec. 1)) y a las células tumorales (Ec. 2Z22). En consecuencia, el
modelo K P para los parametros en condiciones basales, queda modificado por la

influencia del ruido de la siguiente manera:

d /
d—?:cT—uE—i-pELH—l-s—i-{Ca\/C_T—Cb\/ME—l-Cc pEL_i_f‘i‘Cd\/g} (2.3)

A1 =rT(1-0T)—a BT + {Ce\/TT(l—bT)—Cf a ET } (2.4)

dt T+g T+g

Donde (; i = a,b,c,d,ey f son variables aleatorias con Distribucién Normal
N(0,1), es decir con ¢ = 1 (desviacién estdndar), ¢ = 0 (media) y sin correlacién

entre ellas (§; &) = 0 con j # i.
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Figura 2.1: Serie temporal para células tumorales. Cuando E(0) = T(0) = 10? células,

el modelo estocdstico converge al de comportamiento determinista.

Utilizaremos como condiciones iniciales del problema E(0) = T'(0) = 10? célu-
las. Esto es en base al trabajo inicial de este modelo (Ver Ref. [43]) que contempla
condiciones donde el sistema es estable y se correlaciona con la observacion “in
vivo”.

Si el numero de células tumorales es mayor o del orden de 103, la simulacién es-
tocdstica tiende a un comportamiento determinista. Esto nos quiere decir que el
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sistema, para este numero de células tumorales, es robusto bajo el efecto del ruido
intrinseco. Entonces, de ahora en adelante, trabajaremos con el sistema determi-
nista a partir de un numero inicial de células efectoras y tumorales expresadas
previamente. Es decir, no tendremos en cuenta las fluctuaciones ya que para este
tamafio del sistema, las mismas no son significativas.

(]

(¢)]

N

N° de células
w

\V]

0 500 1000 1500
t (dias)

(a)

x10""

0 0005 001 0015 002 0025 003 0035 0.04
v (1/dia)

(b)

Figura 2.2: Serie temporal para las células del sistema y espectro de potencia de las
mismas, donde la frecuencia natural es Vsysem, = 0.01039/dias para ambas, lo que

implica un periodo Iy, = 96.24 dias.
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Los resultados de la evolucion temporal de las células tumorales y su espec-

tro de potencia se pueden observar en la Fig. Z2a y 2Z2b respectivamente. El
numero de células efectoras y tumorales alcanzan un valor constante en la serie
temporal y, ademds, se puede observar una frecuencia caracteristica en el espectro
de potencia (Vsysier, = 0.01039/dia). Asimismo, podemos obtener las cantidades
de células efectoras (£) y tumorales (7') en el estacionario para los pardmetros
definidos en condiciones basales, las mismas son Ej,.,; = 2.017 x 10* células y
Thasat = 1.208 x 10* células.

Con la intencion de cuantificar la relacion entre la cantidades finales e iniciales
de células £'y T definimos:

g N°de células E en el estado estacionario  E

J
Eo EO

(2.5)

_ N°de células T en el estado estacionario  Te
B To T

Jr (2.6)

Por otro lado, para relacionar la cantidad final de células £ y T' con respecto
a sus valores en el estado estacionario para los parametros establecidos en las
condiciones basales (Cuadro Z.1) establecemos:

_ N°de células E en el estado estacionario  FEeg

KP = 2.7)

Ebasal Ebasal

_ N°de células T en el estado estacionario  Tey

KT (2.8)

Tbasal Tbasal

Por lo tanto, para el sistema en condiciones basales, las cuatro relaciones ex-
presadas recientemente nos dan lo valores representados en el Cuadro 22:
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Relacion | Valor
JE 20.17
KE 1
JT 12.10
KT 1

Cuadro 2.2: Valores de J y K en condiciones basales

Cabe aclarar que a pesar de ser muy evidente que KX=K7 = 1, éstas relaciones
seran de importancia para caracterizar la evolucion del sistema en los desarrollos
que se dan a continuacién.

2.3. Sistema dinamico con dependencia temporal de

los parametros

2.3.1. Dependencia temporal de los parametros

Analizamos el comportamiento del sistema utilizando tres diferentes depen-
dencias temporales en los pardmetros que son de singular importancia[43]. Estos
parametros son el término inmunoterapéutico (s), el término de antigenicidad del
cdncer (c) y el término de remocion de cdncer (a). La consideracion respecto al tipo
de dependencia temporal viene dada por las siguientes funciones denominadas
F(t):

1. Oscilaciones periddicas de cada pardmetro (c(t), a(t) y s(t)) con la frecuencia
natural del sistema vgyser,.
(Fmar - me)

F(t) = 5 SIN(27Vsystem - t) +

(Fmam + me)
2

(2.9)
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2. Tren de picos periddicos (“spikes”) de cada pardmetro (c(t), a(t) y s(t)) con la
frecuencia natural del sistema vy, = 0.01039/dia, es decir con un periodo
Dsystem = -—— = 96.24 dfas.

Vsystem

Fron t =T ayatem- =1,2,3...
F(t) _ { para yst n conn (210)

Frin  parat # Igysem.n
Frae V Fiin son los valores maximos y minimos respectivamente (segtn el
Cuadro 1)) que puede tomar cada uno de los pardmetros a variar.

3. Tren aleatorio de “spikes” de cada pardmetro (c(t), a(t) y s(t)).
Si x es una variable aleatoria con Distribuciéon Normal o =1y =0

F(t) = (2.11)

Frwe paraz <0
Foim parazxz >0

F(t) es siempre es una funcién positiva, la distribucién normal es solo para
dar la misma probabilidad de ocurrencia para F,,,, 0 F),i,. Por otro lado,
existe una restriccion para este ultimo caso, el tiempo minimo entre una
ocurrencia y la siguiente debe ser de la unidad de tiempo utilizada en este
modelo, es decir, un dia.

Se analiza la evolucién del sistema estudiando la dependencia temporal de
un parametro a la vez, mientras que los otros permanecen constantes. Primero se
variara c, luego s y finalmente a. Posteriormente, se simula la evolucién corres-
pondiente a la dependencia temporal de los pardmetros en simultdneo de acuerdo
a las dependencias funcionales ya indicadas.

Por otro lado, cuando la evolucion del sistema en el estado estacionario sea una
oscilacién, los valores de K*, KT, J¥ y J7 seran teniendo en cuenta el valor medio
de la misma.

2.3.2. Dependencia temporal del parametro ¢ (término antigé-
nico)

Este pardmetro estd asociado al reconocimiento de células tumorales y esti-
mula la duplicacion de las células efectoras para contrarrestar y atacar el tumor



Universidad
Nacional de
General
Sarmiento

de manera constante. Su rango, especificado en el Cuadro 2T es [1073,0.5] y su
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unidad correspondiente es (1/dia).
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Figura 2.3: Series temporales para las distintas formas de dependencia temporal del

pardmetro c: (a) Oscilaciones, (b) Picos periddicos y (c) Picos aleatorios.

Como podemos ver en la Fig.23a, si la dependencia temporal de ¢ viene dada
por la Ec. 29, el sistema es claramente oscilante, con valores de K muy por debajo
de las condiciones basales (donde les prestamos atencién e importancia principal-
mente las tumorales). Asimismo J > 1, lo cual muestra un aumento respecto a las

condiciones iniciales.
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Oscilacion | Picos periddicos | Picos aleatorios
JE | 18.28 0.375 18.3972
KF | 0.906 0.0019 0.9121
JT | 1.8724 0 2.16
KT | 0.1550 0 0.1789

Cuadro 2.3: Valores de J y K para las distintas formas de dependencia temporal del

pardmetro c.

Si la dependencia temporal viene dada por la Ec. 2211 (Fig. ZZ3c) Se dan condicio-
nes similares al caso oscilatorio pero con amplitudes menores de oscilacién tanto
para células tumorales (7)) como efectoras (F).

En cambio, si las variacidn se da por la Ec. ZZTOEc. (Fig.223b) la respuesta en
las series temporales de 7'y F muestran comportamientos similares y que son
biolégicamente deseados en el estacionario (7" — 0), aunque preocupa considera-
blemente el valor maximo que alcanzan las células tumorales al principio de las
serie, algo que efectivamente es un problema al pensarlo como eventual terapia
para el cancer.

2.3.3. Dependencia temporal del parametro s (término inmu-
noterapéutico)

Este pardmetro esta relacionado con la estimulacion y propagacion del sistema
inmunoldgico. Por ejemplo, por la entrada de células estimuladas con citocinas
cerca de la ubicaci6n del tumor. El rango es [1072,10?] y su unidad es células/dia.

Considerando las dependencias temporales indicadas en las Ec. 2.9, ZZT0O y D.TT
para este pardmetro, se puede observar que la respuesta oscilatoria del sistema se

! Proteinas que produce el cuerpo en bajas cantidades y median la comunicacién entre células.

En el tratamiento de cancer, la citocina Interleuquina-2 (/L — 2) incrementa la acciéon inmu-

noldgica de las células efectoras que atacaran a las células tumorales[&4].
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Figura 2.4: Series temporales para las distintas formas de dependencia temporal del

pardmetro s: (a) Oscilaciones, (b) Picos periodicos y (c) Picos aleatorios.

Oscilacién | Picos periddicos | Picos aleatorios
JE 119.95 20.1786 20.1784
KF | 0.9893 1.0004 1.004
J' 1 10.79 12.104 12.1022
KT | 0.8940 1.0002 1.018

Cuadro 2.4: Valores de J y K para las distintas formas de dependencia temporal del

pardmetro s.

da para las tres situaciones. No obstante esta es mas notoria en el primer caso (Fig.
4a), en las otras dos situaciones (Fig. ZZ4b y 24c) por cuestiones de escala, no

es tan visible.
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Cuando la dependencia temporal de s(t) viene dada por la Ec. 29, el com-
portamiento es similar a la obtenido cuando la dependencia de ¢(t) es de la mis-
ma forma (comparar Cuadros y 224). Para caso particular de las células 7',
K5 = 0894y J5 = 10.79 (el sub-indice O hace referencia al modo oscilatorio
del pardmetro), los que muestra un crecimiento grande respecto a las condiciones
iniciales pero una disminucién respecto al valor en el estacionario respecto a la
simulacion en condiciones basales. Para los casos de picos periddicos y aleatorios,
tanto las Fig. ZZ4b y 2Z4c como los cuadros , como los Cuadros y P4 muestran
un comportamiento practicamente igual al caso en condiciones basales.

2.3.4. Dependencia temporal de parametro a (término de re-
mocion)

Este es un término de remocion de las células tumorales debido a la inter-
accién de las mismas con las células efectoras. [1072,10%], unidades de (1/dia).
Representa una nocién de intensidad limitada del sistema inmunitario (en la Ec.
relaciona 'y T mediante una expresion de Michaelis-Menten), dado que las
células efectoras solo podrian interactuar con la periferia de un tumor y no con su
totalidad.

Oscilacion | Picos periddicos | Picos aleatorios
JE | 0.4830 1.49 x 106 0.3618
KF¥ | 0.0239 7.41 x 104 0.0179
JT | 0.2673 8.97 x 10° 0.1943
KT | 0.0221 7.42 x 10* 0.0161

Cuadro 2.5: Valores de J y K para las distintas formas de dependencia temporal del

pardmetro a.
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Figura 2.5: Series temporales para las distintas formas de dependencia temporal del

pardmetro a: (a) Oscilaciones, (b) Picos periddicos y (c) Picos aleatorios.

Podemos ver que en la Fig.28a, que si a(t) estd dada por la Ec. 29, el com-
portamiento muestra “picos” de amplitudes variables de células tumorales y caen
rapidamente a cero. En general esto puede ser un resultado favorable desde el
punto de vista que hay decaimientos hasta llegar a 7" = 0, pero los picos muestran
las recaidas en el tratamiento tumoral, que se da cuando parece curado el tumor
pero después de algunos afios aparece repentinamente (ya sea en una metastasis
del érgano de origen o en el mismo sitio). Para esta situacion de variacién de a(t):
(KE,J5, K, 5] < 1, lo que habla de buenos resultados tedricos pero no posibles
resultados terapéuticos.

Si a(t) viene dado por la Ec. ZZT0 hay un comportamiento claramente periédico
(con un periodo 7" = 1.42@,.,,,) con valores medios muy altos, tanto para las
células tumorales T' (las que pretendemos que se anulen en un caso ideal) como
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las células efectoras F, algo que nuevamente no es terapéuticamente viable. Para
el caso que a(t) viene dado por la Ec. 7T los valores son K5, J5, K, J3] < 1,
marcando una reduccién del nimero de células tumorales 7" con respecto al valor
inicial 7, como con respecto a 7' en el estacionario en condiciones basales. Un
resultado en principio positivo respecto a las aspiraciones de disminuir el nimero
de células tumorales.

Aclaracion

Al realizar las simulaciones, en algunos casos las series temporales pueden al-
canzar un comportamiento estacionario oscilatorio (como por ejemplo en la Fig.
-4a). No necesariamente deben interpretarse las oscilaciones como un crecimien-
to y decrecimiento del volumen del tumor a la par de las mismas, sino que debe
relacionarse con el valor medio de estas oscilaciones para dar una interpretacion
mas real. Por otro lado, es importante sefialar que hay una cantidad de células tu-
morales muertas que forman parte de lo que se denomina “nticleo necrético” del
tumor. Este nucleo no es tenido en cuenta para los andlisis realizados dado que
no es de relevancia, debido a que el principal sector nocivo del tumor es su zona
periférica por su potencial vascularizacion, deformacién de tejidos adyacentes y
eventual metastasis[45].

2.4. Dependencia temporal simultanea de los para-
metros cy s

Teniendo en cuenta los tres pardmetros analizados (¢, s y a), el término de
remocion a es el mas dificil de modificar externamente. Generalmente depende de
las propiedades intrinsecas del tipo de tumor y su localizacidn. Segun el tejido u
organo de alojamiento, puede eventualmente tener mayor o menor respuesta a la
accién de las células efectoras F del sistema inmunitario.

Considerando los motivos mencionados, el pardmetro a se mantendra de ma-
nera constante en su valor basal de referencia (« = 1/d{a) para todas las simula-



Universidad
Nacional de
General
Sarmiento

ciones. Para los parametros c y s, cuyos rangos son los expresados en el Cuadro
D1, las dependencias temporales estdn dadas por las siguientes funciones:
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= ¢(t) y s(t) seran dados por las Ec. 2-9.
= ¢(t) y s(t) seran de la forma descriptas en Ec. 2ZT0.

= ¢(t) y s(t) seran aquellas mediante la Ec. ZZTT.
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Figura 2.6: Series temporales para la dependencia temporal en simultdneo de los pard-

metros cy s: (a) modo oscilatorio; (b) con picos periodicos; y (c) con picos aleatorios.
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Oscilacion | Picos periddicos | Picos aleatorios
JE | 18.2995 0.0211 18.35
K¥ | 0.9030 0.001 0.91
JT | 1.5054 0 1.9606
KT | 0.1171 0 0.1623

Cuadro 2.6: Valores de J y K para variaciones en simultdneo de cy s.

Respecto a la respuesta del sistema ante una dependencia temporal simultdnea
dada por la Ec. 2210 (picos periddicos, Fig. ZZ@b), el sistema responde con un gran
pico cantidad de células tumorales 7'y después una anulacion total de las mismas.
No obstante, el pico de 7" es demasiado alto y no es confiable para una eventual
terapia. Cuando la dependencia temporal simultdnea es efectuada por la Ec. 2211
(picos aleatorios, Fig. P-fic), se obtiene K7 < 1y KT ~ 2, lo que habla de un
crecimiento de células tumorales respecto a la de las condiciones iniciales (aun-
que es mas bajo que en otros casos vistos previamente en este analisis), aunque su
implementacion como terapia es dificultosa dado el caracter aleatorio. Finalmen-
te, cuando la dependencia temporal simultdnea de los parametros es mediante
la Ec. 2.9, como podemos ver en la Fig. PZ8a (oscilaciones), el sistema tiene una
respuesta oscilante, con el valor de células efectoras mayor a las tumorales. Aqui
KX = 0.1171, algo positivo si tenemos en cuenta como evoluciona el sistemas en
condiciones basales, aunque JJ ~ 1.5, indicando un aumento respecto de 7T a las
condiciones iniciales.

Los casos donde la dependencia temporal simultdnea es generada por las Ec.
210 (picos periodicos) y 211 (picos aleatorios), son descartados por los argumen-
tos mencionados previamente. Particularmente, sobre la incidencia de los parame-
tros de manera aleatoria, estos son procesos experimentales altamente dificultosos
de realizar por la complejidad de introducirlos de en algun tipo de tratamiento on-
colégico.
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1
2.4.1. Variacion del periodo de oscilacion ' = — de cy s
v

Profundizando el tipo de variaciéon simultdnea en el caso oscilatorio, es in-
teresante analizar el comportamiento del sistema para distintas variaciones de

la frecuencia (vyystern) del mismo. Estas variaciones, pueden ser interpretadas en
1

Vsystem

evolucion puede diferir cuando v cambia. Segin lo comentado, podemos distin-

funcién del periodo I'yysem (Usystem = ). Las Fig. 27 y L8 muestran como la

guir entre dos casos:

= Si0 < v < vgygem (periodos mayores al periodo caracteristico del sistema
[system) donde K < 1; ademds que 7' ~ 0 en grandes lapsos temporales.
Desafortunadamente, se genera un efecto de recidiva, fenédmeno que ocurre
cuando se vuelve a observar un crecimiento importante de células tumorales
después de tiempos prolongados sin haberlas, pero con una cantidad maxi-
ma de células tumorales (7},,,) muy alta (Fig. 7).

" Siv > Vgygems Kb < 1 (periodos menores al periodo caracteristico del sis-
tema I’y s.m), €l sistema mantiene un comportamiento del tipo oscilatorio,
con valores de JJ < 2. Ademas, en general K < 0.2. Esta situacién puede
contemplarse en la Fig. ZZ8.

Otra manera de ver la como repercute esta variacion de la frecuencia v es ver
que valores toman KJ y JJ en un funcién del perfodo I' (recordemos que I' = 1).
De similar modo, podemos ver que relacién existe entre los valores maximos de
células tumorales y el valor en el estacionario para condiciones basales (T,s01) ¥
con respecto el valor en el estacionario con respecto a las condiciones iniciales
(T0). Es decir, las relaciones 7o« y Tz en funcién de I'. Las Fig. 29 y Fig. 210
representan las relaciones expresadas previamente para variaciones del periodo
et << 2T e

Por lo tanto, se puede observar que cuando el periodo de oscilaciéon de c y
s es menor a el periodo caracteristico de sistema I' < I'yy 5., (0 lo mismo decir
que v > Vgyqem) los valores de la cantidad de células tumorales son los esperados
para una eventual terapia dado que siempre tanto K}, como asi también J}, son
menores a 1.
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2.5. Conclusiones del capitulo

Con la intencién de buscar nuevas formas de control para las células tumorales,
podemos ver que el modelo K P se puede utilizar como tratamiento inmunologi-
co. Focalizando en el modelo, basandonos en las modificaciones propuestas y los
resultados obtenidos, cuando los pardmetros c(t) y s(¢) estdn dados por la Ec.
(esto es dependencia temporal oscilatoria) tenemos oportunidad de observar una
disminucién respecto a como el sistema se comporta en condiciones donde sus
parametros tienen valores basales. No obstante, la variacién de la frecuencia v (o
periodo I') muestra casos donde si las oscilaciones son con un periodo menor al
del sistema Iy, ., podemos obtener relaciones de K7© y J70 menores a 1. Algo
que implica ciertamente una disminucion de las células tumorales respecto a sus
condiciones iniciales y su valor en el estacionario de la serie temporal de 7' en
condiciones basales.

Actualmente, existen terapias en las que el antigeno se introduce a través de
vacunas en el propio tumor y en zonas vecinas para estimular el sistema inmunita-
rio [51), 52, 53, 54]. De acuerdo con investigaciones biolégicas y médicas recientes,
donde se explica el uso de este tipo de vacunas, el tumor puede disminuir hasta
desaparecer [55, 56] mediante inputs relacionados con oscilaciones periddicas de
antigenos y células efectoras, situacién andloga a lo desarrollado mediante la va-
riacién individual y/o simultdnea de los pardmetros cy s.

Con respecto a la incidencia de los pardmetros de manera aleatoria, son pro-
cesos experimentales muy complejos de realizar y no necesariamente tienen co-
rrelacion con los resultados expresados de manera tedrica. Esto es debido, entre
diversos motivos, a factores aleatorios internos y/o externos como asi también cli-
nicos, lo que conlleva a un factor de incerteza considerable[57] que es dificil de
representar con las herramientas desarrolladas en el presente capitulo. Este tipo de
andlisis no es contemplado en este trabajo, pero eventualmente puede ser objeto
de investigacién futura. Asimismo, como posibilidad de extensién de este trabajo,
se pueden considerar ODF's del tipo impulsivas[58] para simular los “input” de
vacunas que fortalezcan los mecanismos del sistema inmunitario en funcién de los
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resultados para las variaciones temporales simultdneas de los pardmetros c y s.

Discusion

Con la intencién de desarrollar e implementar un modelo mds realista, se po-
drian cambiar las condiciones iniciales en funcién de la siguiente observacidn:
Generalmente, mediante estudios tomografia computarizada, un tumor sélido ge-
neralmente es detectable a partir de un radio de 0.8mm. aproximadamente (su-
poniéndolo cuasi-esférico y dependiendo del nivel de tecnologia utilizado pa-
ra su visualizacion) [59, 60]. Por otro lado, un radio de una célula tumoral se
estima en 0.0lmm aproximadamente (estimado en base a células de distintos
organos) [49, 50]. De esta manera, podemos obtener una relaciéon de la cantidad
de células T en un tumor al ser detectado:

4/3m(0.8mm)>?

~ 5.10°
4/3m(0.01mm,)3

Este simple cédlculo nos muestra que estamos en el orden de 5.10° células tumo-
rales 7' como condicién inicial de nuestro modelo. A partir de esto, si realizamos
las simulaciones con las condiciones iniciales 7'(0) = 5.10° células tumorales 7'y
E(0) = 10? células efectoras E (suponiendo siempre que hay una cantidad de cé-
lulas del sistema inmunitario innato que combaten el tumor desde el inicio aunque
no lograron efectos relevantes), encontramos las soluciones del sistema tal como
se representa en la Fig. 2ZTTI.

Por lo tanto, si pretendemos modificar el modelo para hacerlo mas realista se-
ria conveniente, en principio, utilizar condiciones iniciales como las propuestas en
este apartado. El inconveniente surge al observar que el sistema alcanza su régi-
men estacionario después de 560 dias (alrededor de 1.53 afios) respecto al inicio
de la simulacidn.

En consecuencia, se observa la existencia de un delay considerable en el inicio de
las oscilaciones del sistema en condiciones basales. Esto poco tiene que ver con un
caso bioldgico real, ya que la primera implementacion de una terapia como la pre-
sentada en esta capitulo seria extremadamente tardia. Asimismo, probablemente,
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Figura 2.11: Series temporales para células efectoras (E) y células tumorales (1') con

condiciones iniciales T'(0) = 5.10° y E(0) = 10°.

la persona enferma ya hubiese manifestado otros sintomas y enfermedades rela-
cionadas propias de estadios mas avanzados del cancer.

Queda como posible trabajo a futuro, la eventual modificacién de pardmetros
del sistema (manteniendo la plausibilidad bioldgica) con la finalidad para amino-
rar ese tiempo de retraso en alcanzar el estacionario del sistema, como asi también
el posterior analisis de la dependencia temporal de los parametros como ya se ha
estudiado en este capitulo.






Captulo 3

Automata celular y diferenciacion

celular

3.1. Introduccion

Las células madre (SC) son células pertenecientes a los organismos del tipo
pluricelular y generan, a través de la mitosis, nuevas células con funciones defini-
das. Las SC pueden dividirse para crear nuevas células, estas pueden ser células
madre, lo que conocemos como autorrenovacion, u otras células con funciones es-
pecificas y/o especializadas, proceso conocido como diferenciacién[61]. Cuando
una célula ya esta totalmente diferenciada, pierde la propiedad de generar nuevas
células[b62].

Las células madre de la mérula, llamadas totipotentes[63], son aquellas que
originan el embrién y la placenta, por ende, tienen la capacidad de dar origen
a todos los diferentes linajes celulares que formaran los tejidos y 6rganos que
constituyen el organismo completamente desarrollado. La primera célula de este
tipo (cigoto) es creada cuando un espermatozoide fecunda un ovocito, a partir
de alli el cigoto se divide y formara el trofoblasto (precursor de la placenta) y
alguna de las capas embrionarias (endodermo, mesodermo o ectodermo). Luego
de algunos ciclos de division (al llegar a 16 células) durante aproximadamente 4

57
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dias, éstas células desarrollan la morula que estard conformada por masa celular
externa, encargada de la formacion de la placenta; e interna, células embrionarias
con un principio de especializacion en sus funciones que dan origen a las células
madre pluripotentes.

Las células madre pluripotentes[64] son aquellas que se encargan del desarro-
llo embrionario y tienen la facultad de diferenciarse en subconjuntos. Las célu-
las pluripotentes estdn presentes en todas las etapas del desarrollo embrionario
(generando células de sus tres linajes); ademds el grupo de células dentro del
blastocisto’, llamada masa celular interna, pueden diferenciarse en todos los ti-
pos celulares que conformaran el organismo adulto, es decir, érganos y tejidos.
Es importante destacar que muchas de las células del blastocisto mantienen del
desarrollo del embarazo pero son incapaces de generar un nuevo individuo por
si mismas. Una vez que las células madre pluripotentes estdn confinadas en un
determinado tejido, son células madre adultas multipotentes.

Las células madre multipotentes[b5] generar todos los tipos celulares de su
mismo linaje embrionario, dando origen a las células madre hematoldgicas y cé-
lulas madre especializadas (huesos, nervios, musculos, etc.). Sus células generan
células hijas que pueden diferenciarse en células del tejido de origen pero no en
otro tipos de células. Asimismo, existe células madre multipotentes embrionarias,
que son aquellas encargadas de generar génadas (etapa inicial de la formacién de
los érganos sexuales (ovario o testiculo) y sus respectivas células reproductoras
(6vulo o espermatozoides).

Finalmente, las células madre unipotentes[66] (o progenitoras) solo se dife-
rencian en un tipo de células, pueden autorrenovarse como asi también diferen-
ciarse dando células con funciones definidas y tinicas para el tejido en el que se
encuentran[b7]. Las mas comunes pueden ser las musculares[68].

Hematoldgicas

TOTIPOTENTE — PLURIPOTENTE — MULTIPOTENTE

Otras SC especializadas

NIVEL DE DIFERENCIACION DE LA CELULA MADRE

El blastocisto se conforma por dos capas celulares: la externa, denominada trofoblasto, de
aproximadamente 70 células; y la masa celular interna que estd constituida alrededor de 30

células.
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Los tumores estan compuestos por una diversa cantidad de células con distintas
caracteristicas moleculares. Las células madre cancerosas (C'SC) identifican a un
subconjunto de células cancerosas que pueden autorrenovarse y diferenciarse co-
mo las células madre normales. No obstante, aunque comparten éstas caracteristi-
cas de las células madre, su caracteristicas fenotipicas y moleculares se distinguen
claramente de las células madre normales (SC's)[69]. De esta manera, las CSC's
son una subpoblacion celular cancerosa cuyas superficies manifiestan marcadores
celulares (“C'SC Markers”)™ de células madre normales multipotentes (con restric-
cién de linaje dependiendo del tipo de tumor la etapa del mismo) [[Z0]. El origen
de una C'SC es desde una SC normal que adquiere caracteristicas neoplasicas, es
decir, severos cambios del material genético que repercuten en el control de su re-
produccidn, entre otras cosas[[Z1]. A partir de este suceso, la siguiente renovacion
o diferenciacion de ésta célula generard otras que no son normales[72], dando

inicio y crecimiento a un tumor.

El estudio de las C'SC's y su organizacion es objeto de investigacién en diversas

disciplinas[73, 74, [/5]. Su rol, es importante para entender y analizar la forma-
cion [Z€6], tasas de crecimiento[[/7], agresividad [[/8], recidiva (es decir, cuando el
cancer parece curado pero después de un tiempo vuelve a aparecer) y metdstasis
[79].
Por lo expresado previamente, existe una hipétesis de estructura jerarquica[80,
81] de las CSCs™, suponiendo que las mismas tienen la capacidad de generar
células parcialmente progenitoras (PC) y diferenciadas (DC') con una funcion es-
pecifica, impulsando asi el crecimiento y posterior diseminacién del cdncer. Dicho
de otro modo, las tnicas células que pueden renovarse y generar una poblacién de
células tumorales son las C'SCs[B3]. Las CSC's suelen ser mas resistentes a tera-
pias como la radioterapia y la quimioterapia[80], estos tratamientos generalmen-
te eliminan a células que predominan en el tumor, como lo son las diferenciadas
(D), presentando a corto o largo plazo, una recidiva en el mismo érgano u otro
si es que una C'SC' logr6 alojarse y colonizar otro sitio.

I Moléculas de la pared celular que determina en que estado de diferenciacién se encuentra la

misma.

I Las C'SC's son también conocidas como Células Iniciadoras de Cancer (T'1C's) [R0].
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Para nuestro trabajo, estudiaremos solo C'SC'y DC, donde las ultimas las asu-
miremos independientemente de sus sub-etapas, siendo células totalmente dife-
renciadas que no son capaces de proliferar adquiriendo solamente capacidad fun-
cional. Ademas, tendremos en cuenta la posibilidad de reversibilidad en la dife-
renciacién de células cancerosas, proceso que es conocido como “plasticidad” de
las mismas.

La plasticidad (transdiferenciacion o reprogramacién celular) es un proceso
por el cual una célula, que no es madre, se transforma en una de otro fenotipo[84],
incluso puede revertir la diferenciacién para volver a ser una SC'. Un claro ejemplo
se da en las salamandras donde existe una transdiferenciacién de células diferen-
ciadas a células madre progenitoras que logra regeneracién en una extremidad
amputada[B5]. La plasticidad de las células cancerosas es un mecanismo impor-
tante que, junto con las alteraciones genéticas y epigenéticas, promueve la diversi-
dad de las células cancerosas y contribuye a la heterogeneidad intratumoral, gene-
rando dificultades para encontrar una terapia efectiva. La plasticidad provee a las
células cancerosas la propiedad de cambiar dindmicamente entre un estado dife-
renciado (asociado a un potencial angiogénico limitado e independiente si es una
célula parcialmente diferenciada (o progenitora (PC')) o totalmente diferenciada
(DC)) y un estado de célula madre (C'SC), lo que repercute en un crecimiento
tumoral a largo plazo, aumentando sus competencias para invadir, diseminar y co-
lonizar un érgano generando una metastasis[86]. En algunos casos, a las células
cancerosas se las separan en dos grandes grupos: las C'SC's y las que no lo son
madre (DCsy PC's). A este tltimo grupo se lo llama simplemente “diferenciadas
cancerosas”, dado que son las que aportan la principal masa al tumor y ambas
pueden dediferenciarse a C'SC por igual[87, 88]. En resumen, las C'SC pueden
renovarse o generar células cancerosas diferenciadas DC's, y éstas tltimas pueden
transdiferenciarse nuevamente a C'SC.

Las células cancerosas generan acumulaciones (en la mayoria de los casos pue-
den ser esferoides [89]) perturbando, como se dijo previamente, el normal funcio-
namiento del érgano, dispersdndose eventualmente y generando metdastasis. En

ocasiones, el sistema inmune evita la metastasis anulando las células tumorales
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[[79], aunque las C'SC's pueden modificarse genéticamente “engafiando” al siste-
ma inmune, originando un nuevo tumor en otro érgano. Las C'SC's no generan
metdstasis en todos los drganos, pero generalmente hay algunos mas propensos
que otros. Estudios sobre marcadores de células madre (“CSC Markers”) mues-
tran tipos de C'SC's que predominan en algunos 6rganos frecuentes de tener esta
enfermedad[90].

En este capitulo, se analiza el proceso de diferenciacién celular en C'SC's. Ade-
mas, se determina la proporcién de células madre ubicadas en la periferia del
tumor, con intencién de discutir las posibilidades de que éstas se desprendan, se
dispersen y colonicen otros érganos. En consecuencia, proponemos un modelo tri-
dimensional (3D) de “autéomata celular” para la evolucién de células cancerosas
teniendo en cuenta la diferenciacion de las mismas. Para este modelo, considera-
remos ademads la plasticidad y su relacidn con la generacion de posibles metéastasis.

La organizacion del presente capitulo estd dada de la siguiente manera: en la
Sec. 3.2 introducimos la descripcién de diferenciacion celular tumoral para el mo-
delo adoptado y las reglas del autémata; los pardmetros utilizados se muestran en
la Sec. 3.3; la Seccién 3.4 estd dedicada al andlisis de este modelo y la estimacién
del rango de plasticidad; en la Sec. 3.5, analizamos la plasticidad y su relacién con
la metastasis. Finalmente, en la Sec. 3.6 resumimos algunas conclusiones.

3.2. Diferenciacion en células cancerosas y reglas

del automata

3.2.1. Estructura jerarquica para la diferenciaciéon celular

Para las células cancerosas, hay una estructura jerdrquica de caracteristicas
similares a las células normales, donde la divisiéon se produce mediante una regu-

lacién que depende de su linaje celular [91].

En la actualidad, los modelos estructura jerdrquica de células madre cancerosas
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requieren una transformacion bidireccional entre C'SC'y las células diferenciadas
DC's [92]. El modelo que se presenta de C'SC's tiene base en el modelo tradicional
de SC, asumiendo la auto-renovacion [93] y plasticidad en la estructura jerdrquica
de CSC's [94] y sus diferenciadas.

Para explicar la diferenciacién utilizada en el modelo, tomaremos como punto
de partida una C'SC, donde pueden existir tres posibles eventos, de acuerdo a la
estructura jerarquica a usar como se muestra en la Fig. Bl

1. Divisién simétrica de C'SC: Una C'SC puede dividirse en dos C'SC iguales

(renovacion).

2. Divisién asimétrica de C'SC: Una C'SC puede dividirse en una C'SC' y en
una DC.

3. Diferenciacion simétrica de C'SC": Una C'SC puede dividirse en dos DC's.

4. Plasticidad: Una DC puede retrotraerse a su estadio previo de C'SC.

Entonces, tendremos tres poblaciones involucradas en este modelo:

a) C'SC: Células madre cancerosas.

b) DC': Células cancerosas diferenciadas (independiente de los estadio in-
termedios de diferenciacion).

c) PCSC: CSCs que provienen de DC mediante plasticidad.

Cabe aclarar que para este modelo no tendremos en cuenta la apoptosis (pro-
ceso de muerte celular). La misma no es de relevancia para nuestro andlisis dado
que este trabajo se enfoca principalmente en el crecimiento y los pardmetros de
diferenciacion celular. Generalmente, las células muertas ocupan un espacio en el
centro del tumor y su andlisis no contribuye a nuestros objetivos. Por otro lado,
el espacio ocupado por células tumorales muertas es generalmente en torno al
centro del tumor sin llegar a la periferia del mismo.
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Figura 3.1: Estructura jerdrquica. La division 1 es la representacion de la division
simétrica de una C'SC en otras dos equivalentes; la division 2 hace referencia a la
division asimétrica de una C'SC' en una C'SC y una DC; finalmente la division 3
muestra la diferenciacion simétrica de una C'SC en dos DC's, también conocida como

diferenciacion total o final. Las flechas punteadas hacen referencia a la plasticidad.

3.2.2. Reglas del automata celular utilizado

Los modelos de autdmatas celulares permiten la caracterizacién y simulacion
computacional de un sistema dindmico de propiedades espaciales y/o tempora-
les. Para esta evolucion, el espacio y el tiempo evolucionan en celdas lindantes
y mediante pasos (o tiempos) discretos[95]. Generalmente los automatas con-
sisten de una rejilla modelada en una, dos o tres dimensiones (espacio de evo-
lucién) con condiciones iniciales y reglas de interaccién (o leyes) que evaltian
los estados de las celdas contiguas entre si; esto es definiendo como debe cam-
biar de estado cada celda dependiendo de los estados previos de sus vecinos.
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Eventualmente, este modo de cambio puede ser una expresién algebraica. Una
caracteristica fundamental de los autématas celulares es que dejan en manifies-
to las propiedades que surgen de la dindmica propia de un sistema en base a su
evolucion temporal, con la posibilidad de observar propiedades emergentes que
surjan[96]. Ejemplos conocidos de esta herramienta de simulacién son modelos
de epidemiologia compartimental[97] (relacién entre poblaciones de infectados,
suceptibles y recuperados de una enfermedad), transmision de informacion en
sociedades[98] (la difusion de una determinada informacion en una comunidad)
y transito vehicular[99] (ordenamiento de vehiculos y espacios disponibles), entre
otros.

Para este modelo, las reglas estructurales vienen dadas por el sistema:
i. Espacio inicial de configuracién cibica con una tnica C'SC' en el centro.

ii. El sistema se actualiza simultdneamente en tiempos discretos (pasos adi-
mensionales) t = 1,2,3,...,7, con T = 120.

iii. Cada celda (célula) interactia con sus vecinas mds cercanas en el espacio
(26 celdas).

Si X, denota al espacio del autémata celular, donde ¢, j, k£ son los indices del
mismo, cada celda puede tener 4 estados posibles:

0 si la celda (4, j, k) estd vacia.
P 1 sila celda (i, j, k) es una DC.
YPT Y9 silacelda (i,7,k)es unaCSC.
3 silacelda(i,j, k)esuna PCSC.

En los gréficos se usara el color blanco para el estado 0, gris para el 1, azul para

el 2 y rojo para el 3.

Para la division celular, siempre se evaltian las celdas que contengan C'SC's en el
borde del tumor en cada instante sucesivo ¢. Es decir, aquellas celdas cuyos



Nacional de

Universidad
General , , . . e
m Sarmien Capitulo 3. Autémata celular y diferenciacién celular 65

estados sean X ; , = 2 (células madre periféricas) estdn contiguas a celdas con
estados X; ;, = 0 (vacias).
Las reglas para las divisiones celulares vienen dadas por las siguientes condiciones:

Sea ¢ un numero aleatorio de Distribucién Uniforme U(0, 1),

i. Si ¢ > B (pardmetro de renovacion de C'SCs) y X = 2, se efecttia una divi-
sion simétrica de una C'SC en dos iguales. Por lo tanto una celda vacia, en
contacto con las periféricas, pasa de estado X = 0 a X = 2 (Division celular
A visualizada en la Fig. BT).

ii. Si A < { < B (B pardmetro de diferenciacion) y X = 2, entonces se produce
una divisién asimétrica de una C'SC en una C'SC'y otra DC'. Por lo tanto una
celda vacia, en contacto con las periféricas, pasa de estado X = 0a X =1
(Divisién celular B visualizada en la Fig. B).

iii. Si ¢ < Ay X = 2 se efectia una divisidon simétrica de diferenciacién total
de una C'SC en dos DC's. Por lo tanto, la celda evaluada pasa de X = 2 a
X = 1y una celda vacia en contacto con esta ultima, pasa de estado X = 0
a X =1 (Division celular C visualizada en la Fig. B).

Para el caso de la plasticidad (transdiferenciacién celular), se recorrera el
volumen del autémata para las celdas X = 1 (DC's). La plasticidad se dard
cuando:

Sea ¢ un numero aleatorio de Distribucién Uniforme U (0, 1),

i. Sila celda a evaluar es una DC'y 6 < ~, entonces la DC' volvera a su estadio
previo de C'SC. Por lo tanto la celda evaluada pasa del estado X = 1 a
X = 3. 7y es el pardmetro de plasticidad.

3.3. Metodologia

Generalmente el porcentaje de C'SC's se encuentra entre el 0.6 % y 1% del to-
tal de células cancerosas para la mayoria de los tumores sélidos[T00, TOT]™. Si

V' Eventualmente hay unas pocas excepciones con porcentajes de C'SC's cercanos al 5 %[102]
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llamamos N al numero total de células tumorales a tiempo ¢, esto implica que en
el estado estacionario 0.006 < €3¢ < 0.01.

En base a lo mencionado, buscamos los pardmetros 3, \ y v para representar
un modelo real que se pueda usar en diferentes escenarios y que, a su vez, estos

valores concuerden con los encontrados en la literatura. Estos pardmetros, seran

csc pc
NN Y

cuando las mismas alcancen un estado estacionario. Teniendo en cuenta que

buscados en base a las series temporales de las proporciones de células
posc
la proporcién de C'SC's debe tener el rango mencionado, tomaremos 0.8 % como
valor promedio del mismo. Bajo estas consideraciones, puede haber varios grupos
de pardmetros que pueden considerarse admisibles.

Hemos elegido, por simplicidad, el siguiente grupo de pardmetros:

= 3 =00925

n A\ =0.73

Los valores elegidos de  y A corresponden a un modelo donde no es tenida
en cuenta la transdiferenciacion, o reprogramacion celular (v = 0), de las células
cancerosas diferenciadas. La busqueda del rango que puede tomar 7 sera bajo
la condicién de que el porcentaje final de C'SC' no supere al 1% del total de las
células tumorales del tumor. Es necesario aclarar que para los distintos valores que
pueda tomar +, el numero final de C'SC sera diferente (hasta llegar al 1 %), lo que
serd relevante a la hora de analizar la tendencia de las células madre cancerosas a
colonizar otros érganos y generar una posible metastasis.

Las simulaciones fueron realizadas con el software GNU Octave [[104].

3.4. Analisis

En las Fig. BZa y BZb se representan la evoluciones (sin plasticidad) para el
autémata celular. Alli se puede ver su simetria cuasi-esférica del tumor para las
todas las células tumorales en general y para las madre y diferenciadas respecti-
vamente. Es relevante observar en la Fig.3.3a la tendencia estacionaria de la serie.
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La baja proporcién de C'SC hace que éstas sean dificiles de observar en la Fig. B2.
La Fig. B:3b muestra la serie temporal de C'SC', donde se alcanza un estacionario
en 0,8 % del total de células cancerosas en el sistema para un valor de v = 0.

El tiempo de evolucidén y el radio medio del tumor han sido normalizados, ya
que dependen del 6rgano que aloja el tumor y del tipo de cancer desarrollado
[T0O5, TOA]. Este sera nuestro punto de partida para encontrar ~. El intervalo de
busqueda serd en incrementos discretos de 1075, teniendo como restriccién que la
proporcién de C'SC's serd como méaximo en torno al 1 %.

(b)

Figura 3.2: Simulacion del autémata celular sin plasticidad. (a) Vista de todas las
células tumorales sin distinciones. (b) En gris las DC's y azul las C'SC's. El valor que

estd en cada una de las coordenadas espaciales corresponden a un radio normalizado.

3.4.1. Rango del parametro de plasticidad (v)

Las simulaciones fueron realizadas con la intencién de encontrar el rango apro-
piado de plasticidad v, siempre bajo las restricciones del maximo porcentaje de
CSC's en el sistema, el mismo es:
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(a) Proporciones de CSCsy DC's
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Tiempo normalizado

(b) Porcentaje de C'SC's

Figura 3.3: (a) Series temporales, sin plasticidad, de las proporciones CSCsy DC's
respecto al total de células tumorales N. Se puede observar que la proporcion de
CSC's es considerablemente menor que las DC's. (b) Ampliacion de la serie temporal

de €3¢= yisualizada en (a) en términos de porcentajes (<32 x 100).



Nacional de

Universidad
General ’ e . . .7
m Sarmien Capitulo 3. Autémata celular y diferenciacién celular 69

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
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(a) CSCs para diferentes valores de ~y
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Figura 3.4: (a) Serie temporales de C'C'Ss para diferentes valores del pardmetro de
plasticidad ~. (b) Porcentaje de C'SC's, discriminadas por su procedencia, para los

distintos valores de .

Plasticidad: 0 < v < 0.0025.

La Fig. B4a es una serie temporal de varios valores de plasticidad, que alcanza
una meseta cercana a 1% de C'SC's. La Fig. B4b muestra la proporciéon de célu-
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las madre cancerosas provenientes de la plasticidad (PCSC) o por mitosis, donde
estd claro el crecimiento de las células en funcién del parametro de transdiferen-
ciacién, o plasticidad, ~.

3.4.2. Visualizacion espacial de C'SC's

La cantidad de C'SC' y PCSC's en el sistema es muy baja, es por esto que
analizamos las series temporales y la distribucién espacial con la intencién de es-
tudiar la proporcién de las mismas. En la Fig. B3 podemos ver como las mismas
estan distribuidas espacialmente para el valor maximo de ~ y apreciar como es-
tdn diseminadas por todo el volumen del tumor. Ademas, es notable la simetria
cuasi-esférica del volumen del tumor, con irregularidades debido al tipo de herra-

mienta estocdstica utilizada (autémata celular) para su simulacién computacional.

La influencia de la plasticidad muestra un aumento claro de C'SC's en todo el
tumor ademas de las ya existentes por division celular simétrica o asimétrica. La
Fig. B5c representa una visualizacion exclusiva de PC'SC's. Teniendo en cuenta
que por simplicidad para la visualizacién, la imagen en cuestién es solo para el
mayor valor de plasticidad, podemos ver el alcance que las mismas tienen a me-
dida que crece el radio del tumor. A distintos valores del mismo, podemos ver que
siempre se alojan C'SC's, lo cual es importante para entender la razén por la cual
los tumores manifiestan recidiva[ll07] (reiniciacién del tumor después de alguna
terapia) después de suponerlos anulados o con solo células muertas, ademas de
ser motivo por el cual algunos tumores producen metdstasis debido a la migraciéon
de C'SC's [T08].

3.5. Tendencia hacia la metastasis

La metdstasis es la propagacién de las células tumorales circulantes (CTC)
desde un tejido u 6rgano de origen (conocido como Sitio Primario) a otro cer-
cano o distante por diferentes vias a través del torrente sanguineo o el sistema
linfatico [109, 110] (llamado generalmente Sitio Secundario). Los factores de es-
te proceso de diseminacién pueden ser diferentes segun el drgano, las condiciones
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(@ (b)

(o)

Figura 3.5: Distribucion espacial para las células tumorales (radio normalizado) para
el valor mdximo de ~ . En gris DC's, en azul C'SC's y en rojo PCSCs (CSC's por
plasticidad). (a) Para todas las células cancerosas. (b) Para toda C'SC's. (c) Para solo

PCSCs.

particulares de la historia clinica del paciente y su localizacién inicial. Como se
menciono anteriormente, consideramos que es crucial para comprender la metas-
tasis la relacion entre C'SC's y su ubicacidn en el tumor. El volumen periférico
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es importante para analizar considerando la posible migraciéon desde este sector
[TTT] hacia otros.

Con la intencién de cuantificar la relacion entre la proporcién de células madre
cancerosas (C'SC's) en la periferia analizaremos el sector del tumor comprendido

por el siguiente rango del radio:

0.95 < R <1 (R normalizado)

Implica que el Volumen del Radio Periférico (VRP) es:

4/3.7.(0.95.R)?
4/3.1.R3

VRP =1 — =1—-0.857375 = 0.14265

Como se puede observar, el V RP es aproximadamente % de todo el volumen
del tumor. En esta porcion del volumen es donde se da la mayor probabilidad de
las células tumorales que puedan desprenderse y, posterior a sortear la reaccion
del sistema inmunitario, propagase a través de los vasos sanguineos o ganglios
linfaticos que lo rodean hasta llegar a otro 6rgano y colonizarlo.

Definimos N, para hacer referencia al nimero total de células cancerosas alo-
jadas en el Volumen del Radio Periférico (V RP). Asi, analizaremos como es la

proporcion 8¢ para este rango del radio normalizado R.

En la Fig. B, se muestra la proporcién de células madre cancerosas C'SC's
con respecto al total de células cancerosas N, en el VRP (%fs) en funcién del
radio normalizado del tumor para el sector 0.95 < R < 1. En naranja se muestra
esta proporcién para el valor mds alto de plasticidad (v = 0.0025), donde estan
incluidas de manera conjunta tanto las C'SC's a través de divisién celular como
por plasticidad; en color azul, la C'SC's con plasticidad nula (v = 0). Se observa

CSCS

ademas que en la Fig. B8 no pusimos valores de cuando R = 1, ya que para

ese radio son muy irregulares los bordes y seria 1naprop1ado tomar un valor alli.

CSCs

Puede advertirse que la proporcion de es mas alta para el valor maximo de
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Figura 3.6: Proporcion de en la periferia del tumor. En naranja con plasticidad

mdxima (v = 0.0025), en azul sin plasticidad (v = 0).

7, con un intervalo para ese rango del radio, en términos porcentuales, del 6.69 %;
en contraste del caso para 7 = 0, donde el intervalo es del 5.1 %.

Por lo tanto, se puede comprobar que el incremento de células madre cance-
rosas en el borde del tumor generara mayores posibilidades para que las mismas
pueden desprenderse, migrar y generar metdstasis[I12]. Asimismo, en la Fig. 3@
se observa que estas posibilidades se incrementan si se tiene en cuenta la plasti-

€8¢ es mayor al

cidad de las células diferenciadas (DC's), ya que la proporcion “2=2
caso donde la misma es nula. La Fig. B.f refleja la relacién menc1onada solamente
el pardmetro v en sus valores extremos con la intencién de visualizar los casos mas

ilustrativos.
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3.6. Conclusiones del capitulo

Actualmente, el estudio de diferenciacién celular en tumores malignos y sus re-
sultados establecen nuevos fundamentos y puentes entre la investigacion tedrica y
experimental [[I'13, '14]. Las estadisticas de datos clinicos actuales demostraron
que las C'SC's son una de las principales causas responsables del crecimiento, re-
cidiva y metdstasis del tumor durante o después de un tratamientos y/o terapias
aplicadas en distintos tipos de cancer. Esto conlleva a la necesidad de este andlisis
para un eventual tratamiento tomando como principal objetivo la destruccion o
anulacién de las CSCs[I15, 116, 117].

Organo Diametro (cm.)
Mama 0,2
Pulmén 7
Utero 4
Testiculo 4,5
Tiroide 2
Melanoma 0,4
Pancreas 2
Colon/Recto 4
Vejiga 0,8

Cuadro 3.1: Didmetro promedio de tumores solidos mds recurrentes en hombres y

mujeres.

Para comprender, complementar y caracterizar la diferenciacién de las células
cancerosas, contrastando con datos experimentales y/o bibliograficos, propusimos
y construimos un modelo tedrico-estocdstico basado en un autémata celular de
simetria cuasi-esférica que contempla células madre cancerosas (C'SC's) (cuantifi-
cando los parametros /3 y A de renovacién y diferenciacién correspondientemente)
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como asi también el rango posible de transdiferenciacién (o plasticidad, repre-
sentado por el pardmetro 7) de células diferenciadas (DC's) a madre cancerosas
(C'SC's). Asimismo, el rango encontrado para la plasticidad en el sistema esta de
acuerdo con los datos proporcionados en la literatura [[100, 118, 119] de propor-
cién de C'SCs.

El analisis realizado refleja que la metdstasis tiene mayores oportunidades de
llevarse a cabo si en la periferia del tumor la proporciéon de C'SC' es mayor que en
otros sectores del mismo o simplemente se incrementa. En nuestro andlisis, esto
se corresponde con el valor maximo del pardmetro de plasticidad (v = 0.0025)
y ocurre lo contrario en los casos donde ~ disminuye hasta llegar a (y = 0). En
conclusion, podemos observar una correlacion directa entre los valores de ~ y las
posibilidades de generarse una metastasis en otro sitio debido al incremento de
proporcion de C'SC's.

Ademads, considerando informacién sobre los didmetros promedio en tumores
solidos (tomados en la etapa previa de encontrar metdstasis en otro érgano) [[120]
y el cardcter adimensional del modelo, el mismo puede ser facilmente extrapola-
do a tumores especificos como los que podemos observar en el Cuadro Bl Esto
provee una herramienta importante, ya que con los respectivos cambios de escala
espacial y temporal se pueden representar tumores reales, generando la apertura
de una nueva ventana para el estudio y caracterizacién de las terapias contra el
cancer y el control ante la diseminacion de C'SC's [121], 122].






Captulo

Rutas de metastasis

4.1. Introduccion

Para comprender el concepto de metdstasis primero debemos tener en cuen-
ta las etapas, o estadios, de canceres sélidos que se correlacionan con su nivel
de evolucidn. Estas etapas pueden tener particularidades respecto a cada tumor
maligno por el érgano o tejido que lo aloja (por ejemplo la evolucién de una neo-
plasia maligna en el pulmén no es idéntica a la que ocurre en una mama), pero
generalmente estan representadas por cinco etapas[123]:

Etapa 0:
Esta etapa, considerada la inicial del cdncer porque se da generalmente
cuando es detectado, considera que el tumor estd y permanece en el sitio
donde comenzé su formacion (“in situ”). No tiene contacto de ningun tipo
en tejidos cercanos. Es la etapa mds adecuada para extirparlo.

Etapa I:
Esta etapa generalmente involucra un aumento de volumen respecto a la eta-
pa anterior. La neoplasia comienza a tener contacto con otros tejidos (pue-
den ser del mismo tipo) u érganos que lo rodean. A pesar de esto, no tiene
consecuencias considerables en el normal funcionamiento de los mismos.
Cabe destacar que en esta etapa, las células del cancer no se han diseminado
a los ganglios linfaticos u otras partes del cuerpo. Generalmente es conoci-

77
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Etapa I1y II1I:

Etapa IV

da como una edad temprana del cdncer y puede ser tratado localmente con
radioterapia.

Se da cuando los cénceres o tumores crecen de manera considerable e in-
ciden sobre tejidos u érganos adyacentes causando complicaciones en sus
funciones. En esta etapa comienzan a percibirse deformaciones considera-
bles de los tejidos. Eventualmente, los canceres de esta etapa comienzan a
diseminar algunas de sus células a sectores externos del tumor como lo son

los ganglios linfaticos pero no todavia a otros 6rganos (propagacion local).

Ultima estadio, aqui el cancer ha logrado diseminar sus células a otros te-
jidos u dérganos que no necesariamente son cercanos y generan un nuevo
cancer alli. Este estadio, es conocido como etapa de metdstasis. En esta eta-
pa, el tratamiento se dificulta por la cantidad de sitios donde hay tumores
y los potenciales riesgos de generarse otros nuevos en nuevos sitios. Tenien-
do en cuenta que esta etapa finaliza cuando una nueva neoplasia malignas
desarrollada en otro sitio, se inicia nuevamente la “Etapa 0” para el tumor
generado en el nuevo tejido u érgano.

Deteccion — Crecimiento — Invasion a tejidos cercanos — Diseminacion

0

Etapa 0 — Etapa [ — Etapa [/ y [1] — Etapa IV

Metastasis es la diseminacion de Células Tumorales Circulantes (CT'C) desde

un sitio primario (donde se origina o detecta el origen del primer cdncer) hacia

organos cercanos o distantes mediante diferentes caminos. Este proceso depende

del 6rgano en cuestidn y su ubicacién inicial, ddndose a través del torrente san-

guineo o del sistema linfatico (una coleccion de vasos que transportan fluidos y

células del sistema inmune) [[124, 125].

Claramente este proceso de diseminacion es complejo, las células cancerosas

tienen alto metabolismo y en consecuencia un mayor requerimiento de oxigeno,
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existiendo genes que estimulan la angiogénesis tumoral' para llevar esto a cabo,
siendo éste el requerimiento inicial para el proceso de metdstasis. Posteriormente,
las C'T'C deben superar ciertos impedimentos para poder colonizar un nuevo sitio,
ya que se calcula que solo el 0.01 % lo logra[126]. Los impedimentos principales
para que una C'T'C' tenga éxito en un nuevo sitio es que debe desprenderse de
sus vecinas y trasladarse a través del espacio intercelular y atravesar la membrana
basal, debe poder eludir los ataques del sistema inmunitario, ingresar a través de
una pared vascular y tejido distinto al que originalmente pertenecia y poder re-
producirse generando una nueva neoplasia maligna[[I27, 128]. Ademds, teniendo
en cuenta que la C'T'C proviene de un tumor maligno de otro sitio, es necesario
aclarar que el nuevo tumor metastdsico es del mismo tipo de origen y comparte
caracteristicas genéticas similares[[129].

Las Cadenas de Markov (M C's) son procesos estocdsticos discretos donde la
probabilidad de un estado depende solamente del estado anterior y no como una
consecuencia de los estados previos sucesivos?[[132]. Las M(C's son usadas pa-
ra modelar entre otras cosas, sistemas biolégicos de manera continua y dindmica
[130, 1371]. En la actualidad, mediante el uso de M C's, algunos trabajos han toma-
do diferentes enfoques para simular y modelar procesos de metdstasis de pulmdn,
donde se cuantifican los mecanismos de progresion y las escalas de tiempo para
caracterizar las micrometdstasis internas del érgano [134, 135].

En el presente capitulo hacemos uso de M C's del tipo absorbentes. Este tipo de
MC's son aquellas que tienen estados que al ser alcanzados tienen probabilidad
cero de poder avanzar hacia otros[[I32]. Para el caso de nuestra investigacion, se-
ran los érganos con probabilidad practicamente nula respecto a otros, de generar
metdstasis. Esta herramienta de probabilidad, es con la cual hacemos el andlisis de
las rutas de metdstasis de tumores solidos en diferentes érganos. Tomando como
posibles “rutas”: desde el sitio primario a un sitio secundario (metéstasis desde el
sitio primario); y desde alli a un sitio terciario (metdstasis desde el sitio secun-
dario), de acuerdo a las estadisticas y érganos de importancia segin el Instituto

I Proliferacién de vasos sanguineos para el aporte de oxigeno y nutrientes al interior del tumor,

regulado por moléculas que pueden estimular este proceso en la periferia del mismo.

I Para més informacién ver Anexo B—Z1l.
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Nacional del Cancer (INC) de Argentina[I33] y el National Cancer Institute de
Estados Unidos (NCIUE).

En este capitulo se analizan las probabilidades de tener un tumor en un sitio
secundario o terciario dependiendo del 6rgano donde se origina el primer cancer,
asi como las probabilidades que un tumor originado en un sitio primario alcance
un sitio secundario o terciario que no es propenso a generar una nueva metasta-
sis (generalmente son aquellos 6rganos que tienen una probabilidad muy baja de
propagar las C'T'C). Finalmente, se calcularon los pasos (es decir, las etapas entre
la metdstasis de un sitio primario a secundario y/o terciario) basados en estados
aborbentes (en nuestro caso, estos estados son érganos con baja probabilidad de
generar metdstasis respecto a otros). El objetivo principal de este capitulo es com-
prender la relacién entre los 6rganos en un escenario de metdstasis y caracterizar
las posibles vias de metastasis partiendo de un érgano en particular.

Los procesos de metastasis pueden diferir dependiendo del sexo dado que al-
gunos tejidos y érganos son distintos. Puntualmente aquellos asociados al aparato
reproductor (ovarios, vagina o dtero en las mujeres y prdstata o testiculos en los
hombres). Sin embargo, el analisis es similar en ambos casos. Por simplicidad, en
este andlisis solo se hace referencia a los tumores y metdastasis en hombres como
caso de estudio, con la certeza de saber que puede ser extrapolado facilmente al
caso de las mujeres puesto que el tratamiento es analogo.

Para mayor precision, este capitulo estd organizado en la siguiente forma: en
la Seccion se proporciona una breve descripcion de la metodologia; La Sec-
cién estd dedicada a describir matrices de transicién y estados absorbentes; la
matriz de transicién para los sitios terciarios se muestra en la Secciéon &4 en la
Seccién B5 se encuentra un andlisis del numero esperado de pasos y la probabili-
dad de que una ruta de metastasis finalice en alguno de los estados absorbentes;
finalmente, los comentarios y conclusiones se presentan en la Secciéon B.4.
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4.2. Metodologia

La matriz de transicién P se utiliza para describir las transiciones en una MC,
en nuestro caso fue construida y determinada por la cantidad de 6rganos con las
mads altas probabilidades de generar metdstasis. Esta matriz muestra la probabili-
dad que un érgano pueda ser alcanzado por las CT'C's [T36] desde otro y ha sido
construida bajo la suposicién de haber generado efectivamente la metéstasis. Has-
ta ahora, se conocen tres rutas principales de metdstasis: Hematdgena (circulacion
sanguinea), linfdtica y transcelémica (por cavidad serosa o del liquido cefalorraqui-
deo). Con esta informacién, mediante las estadisticas del Instituto Nacional de
Cancer de Argentina[[I7] y del National Cancer Institute de Estados Unidos so-
bre los principales tumores y los datos cuantitativos sobre los principales drganos
afectados desde el sitio primario[[:37], se realizé el grafo ilustrado en la Fig. BTl
Este muestra los tumores mds comunes y los sitios principales donde se pueden
generar metdstasis.

El grafo fue disefiado mediante el software libre Visone 2.15 [[138]. El tamafio
de los nodos representan la proporcién de casos de los principales tumores ma-
lignos. La conexién entre estos érganos (links) estan basados, como dijimos pre-
viamente, acorde a las relaciones de metastasis referidas por el INCEEUU[137].
Ademas, las formas de los nodos dependen de la cantidad de drganos enlazados:
los octdgonos para aquellos érganos que tienen baja probabilidad de generar me-
tastasis; los hexdgonos para 2 o 3 6rganos; los rombos con 4 o 5; y finalmente los
circulos, con mds de 6 drganos. Es importante tener en cuenta que los érganos con
baja probabilidad de generar metdéstasis en comparacion con el resto, se muestran
en el grafico como un enlace sobre si mismos (no debe confundirse en que generan
metastasis sobre si mismos o casos de micrometdstasis interna).

En la Fig. BT, se puede observar que el pulmdn es el principal link entre los
organos. A su vez, podemos ver que los principales sitios primarios son la prdstata
y el colon/recto. El pulmén es el cdncer més comun, pero es el lugar donde se
genera la primera metastasis, siendo el principal sitio secundario[51, 52]. Para los
casos particulares de cancer de piel/musculo y melanoma, estos no deben ser aso-
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Pr

Figura 4.1: Grafo para las principales conexiones de metdstasis para tumores en hom-
bres segtin estadisticas del INC y NCIUE. Los nombres de los 6rganos estdn mostrados

mediante simbolos de su sigla en inglés, que estdn explicados en el Cuadro B

ciados como iguales; el primero es asociado a aquél que se genera por neoplasias
malignas de células basales y escamosas de la piel y/o musculos exteriores; en
cambio el segundo, es generado por anomalias en los melanocitos[139].

Su adoso, a modo excepcional y teniendo en cuenta de de no ser muy frecuente
en hombres, el cdncer de mama. Esto se fundamenta en que llegado el caso de
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generarse un cancer alli, existe una gran cantidad de dérganos enlazados en los
que puede generar metastasis. Esto es basandonos en la comparacién con otros de
los 6rganos expuestos en el Cuadro BT

ORGANO SIMBOLO
Glandula suprarrenal (Adrenal Gland) A
Vejiga (Bladder) Bl
Hueso (Bone) Bo
Cerebro (Brain) Bra
Mama (Breast) Bre
Colon/recto (Colon/Rectum) CR
Vesicula biliar (Gallbladder)
Rifién (Kidney) K
Higado (Liver) Li
Pulmén (Lung) L
Melanoma M
Pancreas Pa
Peritonéo (Peritoneum) Pe
Préstata (Prostate) Pr
Piel/musculo (Skin/Muscle) SM
Estéomago (Stomach) St
Testiculo (Testicular) Te
Tiroides (Thyroid) Th

Cuadro 4.1: Simbolos de organos
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4.3. Matriz de transicion, probabilidades y estados

absorbentes

4.3.1. Matriz de transicidon y sus probabilidades

La caracterizacion de la evolucién metastasica es desarrollada mediante Cade-
nas de Markov y se basa en la construccion de la red para sitios primarios mostra-
dos en el grafo de la Fig. &1l

Sea X (sitio primario) el 6rgano donde el tumor fue originado y X; el estado
del proceso donde el nuevo tumor se forma a partir de X, y desarrolla metastasis.
Entonces la probabilidad de que un érgano desarrolle metastasis desde otro es:

pij = P[X1 = j|Xo =1 (4.1)

El tiempo de transicion, sub-indice de X, no refiere a tiempo calendario, sino
hace referencia a un tiempo en el cual ha sido observada y confirmada la forma-
cion de un nuevo tumor. Por otro lado, 7,5 = 1,2, 3..., m es el nimero de 6rganos.
A p;; se lo denomina probabilidad de transicion[53] y tiene dos propiedades fun-
damentales:

n Z;":l Pij = Pa+pi2+- . .+Dpim = 1. Como el sistema debe estar necesariamente
en uno de los estados m la sumatoria de probabilidades debe ser igual a 1,
resultado vélido para la suma de todos los elementos de cualquier fila de la
matriz de transicion.

» Cada elemento p;; > 0

Basado en las probabilidades de transicion y extendiéndola a cada uno de los
organos se construye una matriz llamada Matriz de transicion P y viene dada por:

Las rutas de metdstasis en la mayoria de los 6rganos son conocidas cualitativa-
mente. Pero no hay una probabilidad definida de que érganos “receptores” tienen
ventaja sobre otros[[I37, 143]. Por este motivo, asumimos una equiprobabilidad
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de que un d6rgano X, (sitio primario) alcance otro 6rgano X; (sitio secundario).
Ademas, en los casos de érganos que no son generalmente colonizados por CTC's
de determinados sitios primarios (segun las referencias [[137, 140] y [141]) asu-
miremos un probabilidad p;; = 0. Esto ultimo, es con la intencién de trabajar y
analizar los sitios primarios y secundarios predominantes y mas comunes en los
cuales se genera metdstasis.

Observando la matriz P, un tumor en un sitio primario, por ejemplo préstata
en la Fig. B33), tiene probabilidad no nula de desarrollar un nuevo tumor en un
sitio secundario y serd de 1/4 para L, Li, Boy Pe. Lo mismo si se considera un
tumor en el estémago (4.3hH), que serd de 1/3 para Li, Pey L.

La descripcion de la matriz de transicion P se encuentra en el Apéndice B.73.
Otra forma de visualizar la matriz P se muestra en la Fig. &2. Alli, las probabili-
dades expresadas en la ecuacién B2 puede ser observada en escala RGB.

L BreBla St Th M K Pr CRPa Te G BoBraLi Pe A SM
L

Bre

M 10.7
K
Pr 10.6
CR
Pa 105
Te
0.4

Bra

Figura 4.2: Visualizacion de la matriz de transicion P para sitios secundarios.
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Figura 4.3: Probabilidades (en porcentaje) de metdstasis in drganos desde cdncer de

prostata (a) y estomago (b) respectivamente.

4.3.2. Estados absorbentes

Es importante denotar la existencia de estados absorbentes en el sistema, estos
son estados donde es imposible salir y se encuentran si alguna fila de la matriz
satisface [142]:

pi=1Yy py=0 (si i #j) (4.3)

Las propiedades de las Cadenas de Markov Absorbentes (AMC's) son:

m La cadena tiene como minimo un estado absorbente.

= La cadena termina en un estado de absorcion con probabilidad 1 de perma-
necer alli y 0 de salir de alli.

Para algunos 6rganos, ain cuando el tumor se origina alli, en un sitio primario
o0 en un sitio secundario, no genera una nueva metastasis. Los estados absorbentes
son érganos que rara vez hacen metdstasis. Para nuestro estudio en términos de
AMC's, son 6rganos que no generan metastasis en el siguiente paso de la matriz
de transicion. Los estados absorbentes de P son: hueso (Bo), cerebro (Bra), higado
(Li), peritoneo (Pe), gldndula suprarrenal (A) y piel/miisculo (SM).
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4.4. Matriz de transicidon para sitios terciarios (se-
gunda metastasis)

En términos de M C's, para que el proceso pase del estado i al estado j en dos
pasos, debe pasar necesariamente por un estado intermedio k. Si un tumor en un
sitio secundario se propaga a un nuevo organo (sitio terciario), se etiquetard como
X,. La probabilidad de generar un nuevo tumor en un sitio terciario desde un sitio
primario viene dada por:

pg) =P[X;=j|Xo=1] = sz‘k-pkj (4.4)
k=1

donde i, j,k = 1,2,3...,m es el nimero de 6rganos. De igual manera que con
la Ec. &2, la nueva Matriz de transicion para el segundo paso P® se representa

como:

PR _ [ (2)]’ P ¢ gmxm (4.5)

ij

Para esta seccién del capitulo es necesario realizar una aclaracién de relevan-
cia. Es sabido que al generarse una metastasis, el 6rgano que le da origen continua
con la evolucién de su cancer y puede generar otras metastasis posteriormente. Al
formular la matriz P analizaremos sélo la probabilidad de originar metdstasis
en un sitio terciario especifico desde un determinado sitio primario sin tener en
cuenta las otras posibles metdstasis intermedias ni la propia evolucién del mismo.
Ejemplo de esto, si se estudia la probabilidad de generarse una metdstasis en un
sitio terciario como el pulmén (L) desde un sitio como la préstata (Pr), no se
tiene en cuenta que ocurre la propia evolucion del cancer en ese sitio ni las demas
posibles metdstasis desde el mismo descriptas en las matrices de transicién P y
P®.

La Ec. &1 proporciona informacion sobre la probabilidad de una segunda me-
tastasis desde un sitio primario pasando por las posibles conexiones. Es sabido que
las metdstasis en sitio terciario (“metastasis de metdastasis”) generalmente se dan
en casos donde las esperanzas de vida disminuyen considerablemente, no obstan-
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te existen casos de tratamiento exitoso a pesar de ello[144, [45]. La matriz P(?
se muestra en el Apéndice &74.

De esta manera, P® permite encontrar las probabilidades de que se alcance la
metdastasis en un determinado sitio terciario desde un sitio primario. Por razones
de claridad, se muestran dos ejemplos en las Fig. &-43 y B.4H.

Un andlisis global de la matriz P®) muestra que si el sitio primario es el pul-
mon (L), los estados absorbentes son los sitios terciarios mds probables como se
observa en la Seccion (Bo, Bra, Li, Pe, Ay SM). De esta manera, se evidencia
el papel del pulmoén como el vinculo principal entre los érganos [146]. Para otros
organos (sin tener en cuenta los estados de absorcion) si el tumor se desarrolla,
existe cierta probabilidad de generar metdstasis en un sitio terciario.

En resumen, segun las estadisticas recientes[[IZ], los tumores principales en la
poblacién son los tumores de pulmén (L) y colon/recto (C'R). En la matriz de P
se pueden observar las probabilidades de desarrollar un tumor de sitio terciario
a partir de esos dos. Si el tumor de colon/recto es un sitio primario, los sitios
terciarios principales son el higado (Li:) y el peritoneo (Pe). Y si hay un tumor de
pulmon, los principales sitios terciarios son los 6 estados absorbentes mencionados

anteriormente. Esto se puede visualizar en la Fig. B5.

4.5. Analisis del numero esperado de pasos y
probabilidad de absorcion por estados
absorbentes

Cuando estamos en presencia de estados absorbentes y hay probabilidades de
llegar a uno de ellos en una primera o segunda metdstasis, se puede estimar la
probabilidad de alcanzar estos estados a partir de un érgano definido. Como he-
mos mencionado previamente, cada metastasis la consideramos como un paso, es
decir, la primera metdstasis es un paso, la segunda metastasis son dos pasos y una
eventual tercer metdstasis son tres pasos. Asi, se puede calcular la cantidad de pa-
sos antes de alcanzar un estado absorbente y las probabilidades de que esto ocurra
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Figura 4.4: Probabilidad (en porcentaje) para tumores malignos en sitios terciarios

desde (a) colon/recto (CR) and (b) pulmén (L).
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L BreBla St Th M K Pr CRPa Te G BoBra Li Pe A SM
L

Bre
Bla
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Th

0.9

0.8

Pr
CR
Pa
Te

Bo
Bra
Li
Pe

0.2

0.1
SM

Figura 4.5: Visualizacién de la matriz de transicion P® para sitios terciarios.

para cada uno de los érganos.

Para formalizar la cantidad de pasos y las probabilidades correspondientes pa-
ra que esto suceda, la matriz de transicidn se representard en su forma candnica
[T42], que llamaremos J. La matriz .J, es la representacion de la matriz de transi-
ciéon P donde se caracterizan 4 sub-matrices que la componen dependiendo de las
caracteristicas de cada estado:

J = 4 (4.6)

= NN contiene las probabilidades que se mueven de un estado no absorbente a
otro estado no absorbente.

= A contiene las probabilidades de pasar de un estado no absorbente a otro
estado absorbente.
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m O es la sub-matriz secundaria de ceros.

m ] es la sub-matriz secundaria de identidad.

Discriminando dentro de la matriz J aquellas sub-matrices que reflejan pro-
babilidades referidas a los estados del sistema, podemos decir que en A estan los
elementos que originan a estados absorbentes y en N los que generan n estados
no absorbentes. Por lo tanto, hay m = a + n estados del sistema.

Otro analisis relevante respecto a las rutas de metdstasis es calcular, a partir de
un estado transitorio, el nimero esperado de pasos antes de ser absorbidos por un
estado de absorcion. Si llamamos ¢; al numero esperado de pasos antes de que la
cadena se absorba comenzando en un estado transitorio 4, y ¢ al vector de columna
cuyas componentes sean los ¢;, éste ultimo vector () puede ser estimado mediante
la siguiente expresion [[142]:

t=F.¢c (4.7)

Donde F' = (I — N)~! es llamada matriz fundamental[T42] y ¢ es un vector cuyas

componentes son todos unos™.

En ¢ (Ec. B7) se muestran los tumores con mas de una etapa de metdstasis (da-
do el entero mas cercano, una etapa (o paso) es la primera metdstasis en un sitio
secundario, y dos pasos es la segunda metdstasis en un sitio terciario). La vejiga y
las tiroides tienen un mayor nimero de pasos, los pasos maximos para el pulmén
y el rifién son en torno a dos, valor en concordancia con la principal tendencia de
mortalidad en los hombres debido a estos tipos de tumores [[140, 1T49].

Ademas, el cdlculo de la probabilidad de absorciéon de cualquier estado no
absorbente por cualquier estado absorbente viene dado por la matriz Z[142].

I Para m4s informacién acerca de la construccién del vector ¢ y de la matriz F ver Anexo B-Z2.
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Bre

Bla

St

Th

|
I

Pr

CR

Pa

Numero esperado de pasos antes de ser absorbido (Ec. B7).

steps
2.237
1.559
2.810
1.745
2.810
1.447
2.118
1.559
1.745
1.745
1.745
1.745

Z = F.A, donde A es la sub-matriz definida luego de la Ec. B, contiene la pro-

babilidad de que un 6rgano especifico absorbente aloje un tumor de un 6rgano

especifico no perteneciente a los estados de absorcion™.

En nuestro caso, si tomamos como referencia la sumatoria estimada de todos

los elementos de cada columna (es decir, de cada uno de los estados de absor-

cion), las principales probabilidades son el higado (Li) y hueso (Bo), seguidos

por peritoneo (Pe) y glandula suprarrenal (A).

v

Para mas informacion acerca de la construccién de la matriz Z ver Anexo EZZA.
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Pr

CR
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Te

Bo

0.190
0.297
0.164
0.063
0.164
0.238
0.095
0.297
0.063
0.063
0.063
0.063

Bra

0.120
0.280
0.128
0.040
0.128
0.224
0.060
0.030
0.040
0.040
0.040
0.040

A
0.133
0.033
0.068
0.044
0.068
0.026
0.566
0.283
0.044
0.044
0.044
0.044

Probabilidades de absorcion por parte de los estados absorbentes.
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4.6. Conclusiones del capitulo

Con el fin de buscar nuevas formas de entender el proceso de metdstasis, su
propagacion y sus relaciones entre drganos, se utilizaron las Cadenas de Markov,
particularmente Cadenas de Markov Absorbentes (AMC's), como una herramien-
ta matematica eficaz para lograr este objetivo. Se desarrollé una caracterizacién
general de las rutas de metéastasis bajo perspectivas de probabilidades y estadisti-
cas. Ademds, se observo que el pulmon es el érgano conector principal entre un
sitio primario y un sitio terciario.

El grafo y sus conexiones, para desarrollar las matrices de transiciéon para la
aparicion de nuevos tumores, han resultado ser una buena aproximacion a la reali-
dad. Estas matrices muestran las conexiones y la existencia de estados absorben-
tes en organos con probabilidades mas bajas (casi nulas respecto a otras) para
generar metdstasis ([[147, 148]) en sitios secundarios y/o terciarios. Los estados
absorbentes representan érganos que no son la fuente de metastasis, definidos en

la literatura, en términos de Newton et al.[[:34], como drganos “esponjas”.

Mediante el andlisis del nimero de pasos esperado y la probabilidad de absor-
cion por los estados de absorcidn, es posible predecir los sitios terciarios a partir
de otros sitios[[I50]. Ademads, se puede obtener una aproximacion cuantificada de

(2), Dado su cardcter predictivo, es

las matrices de transicidon del segundo paso P
un resultado util para tratamientos y terapias. Por otro lado, a medida que haya
exista mayor informacion respecto a estadisticas de metdstasis, o por células tumo-
rales predominantes que prevalezcan en cada érgano, el analisis serd mas preciso

y amplio.

Por otra parte, mediante las propiedades de las Cadenas de Markov Absorben-
tes, se encontrdé que en no mds de dos pasos (segunda metdstasis desde el sitio pri-
mario al sitio terciario) se alcanza cualquier estado absorbente (Bo, Bra, Li, Pe, A
y SM), resultado corroborado en la literatura [[I51, 152, 153, 154, I55]. Esto
también se puede ver como un resultado desde el punto de vista de nuestro mo-
delo, el punto principal es el hecho de que en 3 pasos (P?) alcanzamos un estado
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de absorcion con una alta probabilidad (ver Apéndice B-Z5), donde la suma de
probabilidades de cada fila, en las columnas de érganos absorbentes, es aproxima-
damente 1.

6
Zabs:l Pabs

L [ 0.845 ]
Bre 0.928
Bla 0.790
St 0.905
Th 0.790
0.943
K 0.857
Pr 0.928
CR 0.905
Pa 0.905
Te 0.905

¢ | 0905 |

Donde abs = Bo, Bra, Li, Pe, Ay SM (estados absorbentes).

Como comentario final mencionemos gustaria recordar que el analisis realiza-
do en este capitulo es bastante similar para las mujeres. Para ello se debe tener en
cuenta los 6rganos especificos del género (como ovarios, vagina y utero), y cance-
res particulares que puedan predominar a diferencia de los hombres. Los estados
absorbentes serian los mismos.



(/’ oo
96 Capitulo 4. Rutas de metéstasis o

4.7. Apéndices del capitulo @

4.7.1. Proceso estocastico, Cadena y Propiedad de Markov

Cuando un proceso no es del tipo determinista (donde no existe el azar en la
predictibilidad de la evoluciéon de un sistema) se lo define estocdstico. Dicho de
otra manera, es cuando la sucesion de estados futuros del sistema tienen relacién

con procesos, elementos aleatorios o secuencias cambiantes”.

Una Cadena de Markov (M (') es un proceso estocastico discreto donde la pro-
babilidad de ocurrencia para un evento tiene dependencia solamente del evento
anterior. A esta particularidad de “falta de memoria” se la denomina “Propiedad
de Markov”.

Formalmente, una M C™ es una secuencia de variables aleatorias X;, X,, X3, ...,
en un tiempo n el estado serd X,,. Entonces, la probabilidad del evento en el tiem-
po siguiente X, viene dado por una dependencia tnica de X,:

P(XnJrl = xn+1|Xn = 1;717an1 = Tn—1y--- aXl = :El) = P(XnJrl = :L‘n+1|Xn = xn)

Donde i es una instante intermedio entre 1y n.

4.7.2. Matriz fundamental (F) , Matriz de probabilidades de
absorcion de estados no absorbentes (matriz ) y Tiem-
po de absorcion (7).

Basandonos en que la matriz de transicién P puede ser escrita de forma cano-

nica (Ec. &) como:

V' Montroll, E. (Ed.). (2012). Fluctuation phenomena (Vol. 7). Elsevier.
VI Introduccién a las series de tiempo. Métodos paramétricos. Universidad De Medellin, 2007.



Nacional de

Universidad
General , , .
m Sarmien Capitulo 4. Rutas de metdstasis 97

Procederemos a avanzar k pasos hasta k — oo, asi obtenemos:

2

N A N2 A+ N.A

p2_ _ + (4.9)
0 I 0 I
N3 A+ N.A+ N2A

P3 = . + 1+ (4.10)
Nk (I+N+N2+...+ N1} 4

pPF = 0 (T+ N+ +[ * ) (4.11)

Si tenemos en cuenta que N es la sub-matriz que contiene las probabilidades
de que un estado no absorbente alcance otro de igual clasificacién, significa que
cualquier p;; de N serda 0 < p;; < 1. A a su vez, siempre la suma de cada fila serad
>_j—1 pij < 1 ya que es una sub-matriz de la matriz de transicién P cuya sumatoria
por fila es 1 por definicion. Por esta razon, para k pasos, se cumple siempre que
p}; < pi;- Entonces, para la sub-matriz N, N* — 0si k — oc.

Ademads, por lo expresado previamente, la norma de estd sub-matriz sera

[IN| = max; Y2774 [ny;| < 1

Y esto implica que:
I+N+ N+ 4+ Nt =(]-N)!
dado que es una serie geométrica convergente™ debido a || N|| < 1.

Esta matriz se denomina “matriz fundamental” en procesos de Markov y la lla-
maremos F. Esta matriz se calcula mediante la expresiéon F = (I — N)~ L.

VI Gémes, M., & Indurdin, E. (1999). Series Geométricas Generalizadas. Revista de educacién

matematica, 14(1).
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Reemplazando F' y N* para el caso donde la cantidad de pasos tiende al infinito

(k — o) obtenemos P* = P> que resulta:

0 F.A
P> = (4.12)
0 I
De aqui se obtiene la sub-matriz Z = F.A (Ec. £8), que contiene las probabili-
dades de ser “absorbido” en cada uno de estos estados partiendo de aquellos que

no lo son"™@.

Por otro lado, a través de F' se proporciona el numero esperado de pasos antes
de que un estado no absorbente caiga en uno absorbente. Si ¢; es la cantidad de
pasos mencionada desde un estado i, la suma de cada una de las filas de F' dara la
sumatoria de los tiempos (pasos) después de haber pasado por todos los posibles
estados no absorbentes hasta llegar al primer absorbente.

Para realizar esta sumatoria de las i filas de F', es necesario multiplicar F' por
un vector columna cuyas todas sus componentes sean 1. De esta manera el tiempo
de absorcion ¢ (Ec. B7) esta determinado por:

t=Fe¢

Donde c es el vector columna con todas sus componentes igual a 1.

VII Grinstead, C. M., & Snell, J. L. (2012). Introduction to probability. American Mathematical

Soc.
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4.7.5. Matriz P®®: Probabilidades de generar metdstasis en un

sitio cuaternario.

L Bre Bla St Th M K Pr CR Pa Te G Bo Bra Li Pe A SM
L 16 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 18 55 43 1 41 33
765 409 409 409 409 409 409 409 409 409 409 409 1 522 186 7 356 364
49 1 1 268 35 183 1 7 3
Bre 943 0 102 0 102 0 0 0 0 0 0 941 129 611 34 272 170
BI 53 8 s 2 8 2 8 8 8 8 8 8 21 19 15 41 3 77
a 765 765 765 85 765 85 765 765 765 765 765 765 170 180 59 255 67 765
53 2 2 20 23 244 19 7 2
st | %5 0 0 1§ 0 g O 0 0 0 0 0 55 g fIT 51 208 85
h 53 8 s 2 8 2 8 8 8 8 8 8 21 19 15 41 3 77
765 765 765 8 765 85 765 765 765 765 765 765 170 180 59 255 67 765
18 2 2 18 28 98 2 7 91
M 433 0 0 255 0 255 0 0 0 0 0 0 79 129 409 85 340 425
53 1 1 41 29 91 1 75 3
K 510 0 0 51 0 51 0 0 0 0 0 0 589 680 919 17 136 85
49 1 1 268 10 183 1 75 3
pr oa3 O 0 % 0 1 O 0 0 0 0 0 541 469 511 34 272 170
(3= 53 2 2 20 23 244 19 7T 2
P CR 765 0 0 153 0 153 0 0 0 0 0 0 131 809 611 51 204 85
53 2 2 20 23 244 19 _T 2
Pa 765 0 0 153 0 153 0 0 0 0 0 0 31 809 611 51 204 85
53 2 2 20 23 244 19 7 2
Te | 75 0 0 53 0 ¢ 0 0 0 0 0 0 35 g 61 51 204 8B
53 2 2 20 23 244 19 _T_ 2
¢ 765 0 0 153 0 153 0 0 0 0 0 0 131 809 611 51 204 85
Bo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Bra 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Li 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Pe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
smM | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1







Captulo

Conclusiones generales, reflexiones y

trabajo futuro

La realizacidon de este trabajo no tuvo como objetivo la elaboracién de una
tesis especifica de fisica, matematica, biologia, o cualquier etiqueta de rama tra-
dicional de la ciencia que en general adquieren las tesis doctorales. Esto es un
desafio planteado debido a la temadtica elegida, e implicé proveer de caracter mul-
tidisciplinario a la presente investigacién. Aunque parezca trivial mencionarlo, el
problema complejo del cdncer debe ser analizado desde el punto de vista de, valga
la redundancia, los sistemas complejos.

Teniendo en cuenta el desafio expresado, los modelos analizados en los distin-
tos capitulos tienen correlacién con resultados experimentales previos. Sabemos
ademas, que la modelizacién bioldgica a través de la interdisciplinariedad, en al-
gunos casos, adiciona dificultades cuando se trata de tener en cuenta la mayor
cantidad de fendmenos representados. Esto genera riesgos de concretar modelos
poco robustos y posiblemente con falta de correlacién con la realidad. En conse-
cuencia, realizamos y encontramos resultados usando los modelos descriptos con
una gran rigurosidad. Esto logré converger a un apropiado equilibrio de la balanza
“realista-modelizable”, al iniciar y desarrollar una investigacion de lo que implica
el cancer en diferentes escalas y métodos de abordaje.
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Como hemos mencionado anteriormente, se analizaron y desarrollaron méto-
dos para analizar el cdncer desde varias perspectivas y aproximaciones. A partir
de las mismos, se obtuvieron resultados que pueden orientarse a eventuales te-
rapias inmunoterapéuticas para tumores soélidos con pardmetros bioldgicamente
plausibles; como asi también caracterizaciones respecto a la distribucién espacial
de células madre cancerosas y diferenciadas, teniendo en cuenta transdiferencia-
cion celular (plasticidad) y su importancia en las posibles metdstasis. Respecto a
este ultimo fenémeno, se estudiaron y se cuantificaron de manera probabilistica
las posibles rutas que pueden generarse a partir de un érgano (sitio primario) ha-
cia otros mediante estadisticas.

En general, la obtencidn de informacion estadistica en medicina difiere de la
metodologia utilizada en otras ciencias. Esto no sucede adrede, ocasionalmente
los enfoques y finalidades de la informacién son usados de distintas maneras y
con distintos criterios. Para dar ejemplo de esto, en varias publicaciones de medi-
cina las estadisticas hacen referencia a poblaciones de muy pocos pacientes que
a nosotros no nos es suficiente para generalizar y repercute en al momento de
cuantificar informacién. De esta manera, nuestros analisis y perspectivas obliga-
ron a encauzar la investigacidn desde un conjunto de distintas escalas y con una
busqueda rigurosa de datos. Esto ultimo, es debido a que en muchos casos la mis-
ma fue dispar y hasta contradictoria, generando importantes discusiones respecto
a como interpretarlos y utilizarlos de manera congruente y correlacionada con la
observacién in vivo (in vitro segun la escala) y/o datos clinicos segtin corresponda.

Como hemos visto en las conclusiones de cada uno de los capitulos, las mis-
mos pueden generar nuevos puntos de partida para nuevas preguntas e hipdtesis,
siendo éstas las bases que den sustento a futuras investigaciones y posteriores es-
tudios del tema. Una de las posibles futuras direcciones de investigacion, respecto
a solamente los topicos de esta tesis, es realizar un modelo integrador que contem-
ple lo analizado hasta aqui (y otras investigaciones que puedan contribuir) con el
objetivo de poder generar un software[156] accesible que tenga en cuenta situa-
ciones particulares (historia clinica del paciente, alimentacidn, habitos de tabaco o
alcohol, exceso de peso, recidiva y demds factores). Este desarrollo seria teniendo
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en cuenta una optimizacion automadtica de pardmetros (que puede ser mediante el
uso de redes neuronales artificiales) para determinar rangos de variables inmuno-
terapéuticas, de evolucion espacial y ubicacién de células madre cancerosas, como
asi también la consideracién de distintas probabilidades de generarse metdastasis
en un 6rgano determinado dependiendo del sitio primario.

A su vez, como posibles trabajos futuros derivados (o motivados) a partir de
los resultados obtenidos, es de interés analizar las interacciones entre distintas po-
blaciones celulares teniendo en cuenta la diferenciacion celular del sistema inmu-
nitario y la correspondiente en las células cancerosas[157]; estudiar la relacién y
crecimiento espacial de las mismas con posibles condiciones de contorno debidas
a restricciones fisicas y/o quimicas[[I58]; analizar los vinculos entre las células
madre cancerosas en base a sus marcadores y las posibles predicciones proba-
bilisticas en las incidencias de potenciales metdstasis en distintos érganos[I59];
caracterizar y crear modelos predictivos respecto al metabolismo de las células
tumorales y sus ciclos o redes mds importantes, como por ejemplo los de metioni-
na y folato[160]; crear modelos de sistemas cancerosos no solidos; determinar la
relacién por distintos grupos etarios y la relaciones genéticas para cancer heredo-

familiar[T671]; entre otras posibles opciones.
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