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RESUMO

Atualmente, os tipos mais importantes de imunoterapias sdo aquelas especialmente
desenvolvidas para ativar respostas imunes inatas e adaptativas no microambiente
tumoral (TME). Virus oncoliticos s&o capazes de infectar e matar células tumorais,
enquanto desencadeiam respostas imunes antitumorais sistémicas, mostrando-se um
tratamento de cancer promissor e de facil combinacao com outros tipos de terapia,
como mostrado em estudos clinicos recentes. Neste contexto, esta dissertagao propde
um novo modelo de equacdes diferenciais ordinarias nao-lineares, descrevendo as
interacdes no TME entre as células tumorais, células natural killer (NK), células T
citotéxicas CD8™ e particulas de virus oncolitico, com o objetivo de determinar como
o sistema imune influencia na viroterapia e como pode ser usado para melhorar o
prognostico da terapia. A partir de simulagbes numéricas, mostra-se que: a eficacia da
viroterapia oncolitica € maior em tumores grandes; o influxo constante de células NK
no TME pode ter papel fundamental no sucesso da viroterapia; o sistema imune do
hospedeiro sozinho ndo é suficiente para impedir a progressao do tumor; a variacao
da citopaticidade do virus oncolitico influencia no resultado da terapia; a imunidade
inicial do paciente pode prejudicar a eficacia da terapia.

Palavras-chave: equacdes diferenciais ordinarias. estabilidade. analise qualitativa.
imuno-oncologia. imunologia. analise de sensibilidade.



ABSTRACT

Currently, the most important types of immunotherapies are those specially developed
to activate innate and adaptive immune responses in the tumor microenvironment
(TME). Oncolytic viruses are able to infect and kill tumor cells, while triggering systemic
antitumor immune responses, proving to be a promising cancer treatment and easy
to combine with other types of therapy, as shown in recent clinical studies. In this
context, this dissertation proposes a new nonlinear ordinary differential equation model,
describing the interactions in the TME between tumor cells, natural killer (NK) cells,
CD8™ cytotoxic T cells and oncolytic virus particles, with the aim of determining how the
immune system influences virotherapy and how it can be used to improve the prognosis
of therapy. From numerical simulations, it is shown that: the effectiveness of oncolytic
virotherapy is greater in large tumors; the constant influx of NK cells into the TME may
play a key role in the success of virotherapy; the host’s immune system alone is not
sufficient to prevent tumor progression; the variation in the cytopathicity of the oncolytic
virus influences the outcome of the therapy; the patient’s initial immunity may impair the
effectiveness of the therapy.

Keywords: ordinary differential equations. stability. qualitative analysis. immuno-oncology.
immunology. sensitivity analysis.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisas em Cancer, uma em cada
cinco pessoas no mundo desenvolvem cancer durante sua vida (WORLD CANCER
DAY, 2022). O cancer nao é uma doenga Unica, mas um espectro amplo de con-
dicbes causadas por uma falha de controle que normalmente regula a proliferacao,
diferenciacao e a sobrevivéncia das células (ROITT et al., 2013). Células cancerosas
diferenciam-se de células normais de diversas formas, como por exemplo: células
cancerosas podem crescer sem precisarem receber sinais, sdo capazes de ignorar
sinais que dizem para as células pararem de se dividir ou fazerem apoptose, podem
invadir areas proximas e até se espalharem para outros locais do corpo, sinalizar o
crescimento de vasos sanguineos nos tumores, permitindo que sejam supridos com
nutrientes e oxigénio, sédo capazes de se evadir do sistema imune e, convenientemente,
manipular o sistema imune para ajuda-las a se manterem vivas e crescendo. Visto que
esse tipo de célula, em muitos casos, depende de tais mecanismos para sobreviver,
diversos tratamentos aproveitam-se dessas necessidades para erradicar o tumor, por
exemplo, inibindo fatores de crescimento, impedindo o crescimento de vasos sangui-
neos na regiao do tumor, etc. (WHAT IS CANCER?, 2021).

No que tange a resposta imunoldgica, os tumores sobrevivem e crescem no
ambiente hostil de um sistema imunoldgico saudavel por meio da manipulagéo, atenu-
ando as respostas efetoras das células do sistema imune inato, limitando a exibi¢cao
de antigenos e paralisando as células efetoras imunes infiltrantes (LICHTY et al.,
2014). Isto acontece, pois 0s canceres representam o que € proprio (ou seja, o que
esta normalmente presente no corpo) e por isso nao tém padrées moleculares asso-
ciados a patogenos (PAMP, do inglés, pathogen-associated molecular patterns), que
normalmente sdo necessarios para desencadear respostas imunes eficazes (ROITT et
al., 2013). Além disso, normalmente, as células do sistema imune adaptativo ndo en-
tram nos tecidos, a ndo ser que sejam recrutadas pelas células do sistema imune inato
em consequéncia das respostas inflamatérias desencadeadas pelos PAMP. Como as
células dendriticas que residem nos tecidos sao células imaturas, ndo migram aos
linfonodos para apresentar antigenos, a menos que sejam ativadas por um PAMP
ou outra fonte de estimulagdo dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs,
do inglés, pattern recognition receptors). Por isso, um antigeno produzido pelo tumor
provavelmente é ignorado pelo sistema imune (a ndo ser que entre em contato com
uma célula dendritica madura) e cria-se tolerancia a este antigeno. Neste caso, a to-
lerédncia se da por omissao, mas os tumores também levam as células dendriticas a
tolerarem os antigenos estranhos do ambiente secretando interleucina 10 (/L — 10),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés, vascular endothelial growth
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factor), fator de crescimento transformador beta (TGF-S, do inglés, transforming growth
factor beta), que suprimem a ativacao, proliferacao e diferenciacao das células T. As-
sim, pode-se dizer que grande parte do insucesso do sistema imune adaptativo em
combater tumores pode ser explicada pela apatia ou tolerancia das células T (ROITT et
al., 2013). Deste modo, o tumor cria um nicho de imunossupressao inata e adaptativa,
que permite sua fuga de sistemas reguladores homeostaticos. Apesar dessa regiao
de privilégio imunoldgico proteger o tumor do ataque do sistema imune, isto tem um
preco: as células tumorais tém maior limitacdo na capacidade de responder a infeccbes
virais do que tecidos normais e, portanto, podem ser atacadas e destruidas por virus
manipulados (LICHTY et al., 2014).

Agentes infecciosos presentes no ambiente extracelular sofrem agdes dos PRRs
sollveis e fagocitose pelos macrofagos e neutrofilos. Para lidar com agentes infec-
ciosos dentro das células do hospedeiro, 0 corpo possui no sistema imune células
chamadas de natural killer (NK), linfocito granular grande capaz de buscar padrdes
anormais de expressao proteica em células infectadas por virus e destruir células que
sofreram mutagdes e estao transformando-se em tumores (ROITT et al., 2013). As
células NK compbem a terceira maior populacdo de células linfoides presentes no
sangue dos humanos (ZWIRNER, DOMAICA, FUERTES, 2020). Nos ultimos 30 anos,
muitos estudos foram feitos para determinar e explicar os mecanismos que permitem
que células NK distingam células alvo de células saudaveis (VIVIER et al., 2008). Um
dos critérios utilizados é a auséncia do que € proprio, isto €, células que ndo possuem
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés, major
histocompatibility complex) - proteinas presentes na superficie de praticamente todas
as ceélulas nucleados do organismo - sdo reconhecidas e destruidas pelas células NK
(ROITT et al., 2013). A expressao das moléculas do MHC pode ser suprimida por meio
da agao de interferons e as células NK também sao capazes de reconhecer tal su-
pressao. Além disso, as natural killer inspecionam as células em busca da expressao
de moléculas MHC-relacionadas, proteinas que aparecem em resposta a estresse,
como por exemplo, danos ao DNA, sendo este critério chamado de alteragéo do que
é préprio (ROITT et al., 2013). As células NK sdo citotoxicas e liberam granulos que
contém moléculas citoliticas, como por exemplo, granzima B e perforina, induzindo a
morte de células infectadas ou estressadas. Ainda, sdo capazes de secretar citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento a fim de coordenar uma resposta imune adapta-
tiva, recrutando células dendriticas e células T (WARRIKER, KHAKOO, BLUNT, 2021).

Segundo Roitt et al. (2013), a partir da resposta imune inata, as respostas
imunes adaptativas demoram de 4 a 5 dias para tornarem-se funcionais. Ainda, os prin-
cipais agentes da resposta imune adaptativa séo os chamados linfécitos T e linfocitos
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B, células que possuem receptores especificos em suas membranas plasmaticas e
podem reconhecer uma quantidade enorme de estruturas. Os linfécitos reconhecem
moléculas chamadas de antigenos. Apds o reconhecimento, o linfécito é estimulado a
proliferar-se e diferenciar-se, 0 que aumenta a quantidade de linfcitos que possuem a
capacidade de reconhecer o antigeno especifico que desencadeou a resposta inicial.
Células T sao linfocitos capazes de proteger o corpo de células infectadas por patoge-
nos, como bactérias e virus, e células de cancer (BAILEY, 2019). Durante a infancia,
as células T desempenham papel fundamental para a constru¢do de imunidade contra
patdgenos ou antigenos comuns, a partir de reservas de células T de memoria, que
serdo utilizadas durante outras fases da vida. Na fase adulta, o encontro com pat6-
genos e antigenos desconhecidos diminui e a fungao das células T passa a ser, em
suma, manter a homeostase e imunorregulacao de antigenos recorrentes. Também
ha foco em vigilancia tumoral. Conforme o ser humano torna-se idoso, as células T
diminuem sua atuacéo, o que desregula o sistema imune e favorece o desenvolvimento
de doencgas (RYDING, 2021).

Componente fundamental da imunidade adaptativa, células T originam-se na
medula 6ssea, migram para o timo via sangue (o T em células T significa "derivado do
timo" (BAILEY, 2019)), onde amadurecem, multiplicam-se e diferenciam-se em células
T auxiliares, células T reguladoras ou citotéxicas, ou tornam-se células de memoria
(T CELL, 2022). Depois disso, migram para tecidos periféricos, circulam no sangue ou
no sistema linfatico e, quando estimuladas por antigenos especificos, células T auxilia-
res secretam citocinas que estimulam a produgéo de anti-corpos (T CELL, 2022). As
células T reguladoras controlam as respostas imunes e as células T citotoxicas, ap6s
serem ativadas por alguma citocina, ligam-se ao antigeno especifico que desencadeou
a resposta imune inicial e matam células infectadas e células de cancer (RYDING,
2021; T CELL, 2022). Existem diversos tipos de células T, com funcdes especificas no
sistema imune (BAILEY, 2019). Algumas das mais comuns sao as células T auxiliares
CDA™* e as células T citotéxicas CD8* (RYDING, 2021). As células T CD8* estao forte-
mente envolvidas na destruicdo de células de cancer. Células T citotdxicas possuem
granulos, ou seja, sacos contendo substancias quimicas - como por exemplo, perforina
e granzima - utilizados para causar apoptose na célula alvo (BAILEY, 2019; DURGEAU
et al., 2018). A perforina forma um poro na membrana da célula alvo, que permite que
as granzimas entrem na célula infectada ou tumoral. Dentro das células, elas clivam as
proteinas, causando apoptose da célula alvo (WISSINGER, 2016). As células T CD8*
também causam indiretamente a morte das células tumorais ou virais secretando as
citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés, tumor necrosis factor alpha)
e interferon gamma (IFN-y) (DURGEAU et al., 2018).
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O microambiente tumoral, ou TME, do inglés, tumor microenvironment, é o ecos-
sistema que cerca um tumor, composto por células imunes como microglia, macréfa-
gos e linfécitos, componentes da matriz extracelular, como o colageno, fibronectina,
hialuronano, laminina, entre outros, vasos sanguineos e outras células como fibro-
blastos e células endoteliais (JAHANBAN-ESFAHLAN et al., 2020). As interacdes do
tumor com seu microambiente afetam seu desenvolvimento, sendo o TME usado pelo
tumor para crescer mais rapido e espalhar-se, gerando novos tumores, na medida em
que fornece todos os nutrientes necessarios para isto (MURFIN, 2021). As células
ndo-malignas presentes no TME promovem tumorigénese em todas as fases do de-
senvolvimento do cancer e na metastase. A comunicacgéao intercelular € um subproduto
de uma rede complexa de citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores
inflamatorios, enzimas de remodelamento de matriz, células tumorais circulantes (co-
nhecidas como CTCs, do inglés, circulating tumor cells), exossomos, DNA livre de
células (cfDNA, do inglés, cell-free DNA), corpos apoptoticos, entre outros (JAHANBAN-
ESFAHLAN et al., 2020). Um estudo realizado em 2021 descobriu que a composicao
de uma pequena area (uma fatia de tecido) do TME pode ser muito diferente de uma
area coletada a uma distancia de 100 microns da primeira (aproximadamente a largura
de um fio de cabelo) (MURFIN, 2021). Tal descoberta pode tornar possivel determinar
risco de cancer e prognostico a partir da identificacao da localizagédo de marcadores
bioldgicos no TME. Diferentes tipos de cancer possuem microambientes similares, po-
dendo ser fibréticos, por exemplo, o que dificulta a penetragdo de algumas drogas no
tumor. Outros podem ser altamente vascularizados, o que facilitaria a injecao intratumo-
ral, mas que também promoveria o crescimento do tumor, pois 0 mesmo se beneficia
da presenca de vasos sanguineos (MURFIN, 2021).

Os componentes do TME interagem entre si e com o tumor permitindo seu cres-
cimento. Estudos sugerem que frequentemente, para o sucesso do tratamento contra
0 cancer e para determinar se a resposta imune agira a favor ou contra ao tumor, o
nuamero de tumores € menos importante do que a localizagdo dos mesmos e como eles
interagem entre si e com os outros componentes do TME (MURFIN, 2021). A perda
de integridade tecidual, carcinogénese e outros processos ocorrem como consequén-
cia de interagbes entre células tumorais, componentes ndo celulares e celulares do
TME. Deste modo, as interacées em células ndo neoplasicas reativas, células tumorais
geneticamente alteradas e componentes da matriz extracelular controlam a maioria
dos estagios da tumorigénese efetivamente, incluindo evolugdo clonal, heterogenei-
dade do cancer, transicao epitélio-mesenquimal, migracdo, invasao, desenvolvimento
de metastase, neovascularizagao, apoptose e resisténcia a drogas quimioterapicas.
Entender as interacdes entre os componentes do TME se faz necessario para compre-
ender como um tratamento funciona e como pode ser aprimorado, pois permite que
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se compreenda mecanismos subjacentes acerca do crescimento tumoral e metastase
(JAHANBAN-ESFAHLAN et al., 2020). Portanto, para um tratamento de cancer bem
sucedido é preciso utilizar drogas que atinjam o sistema vascular que alimenta o tumor,
o sistema imune (que pode ajudar o tumor a crescer ou combaté-lo), e as células
tumorais (MURFIN, 2021).

Usar virus para tratamento de cancer vem sendo estudado desde o comeco do
século passado quando pacientes com diferentes malignidades experienciaram regres-
sdo tumoral depois da vacinagao contra raiva, ou depois de contrairem algumas doen-
cas virais (MULLEN; TANABE, 2002). Cada virus possui um tropismo celular especifico
que determina qual tecido sera preferencialmente infectado por ele (por exemplo, virus
da raiva prejudica neurénios, virus da Hepatite B, hepatdcitos, etc) (RUSSEL; PENG;
BELL, 2014). Com os avancos em biologia tumoral, genética e virologia, tornou-se
possivel explorar o uso de virus para tratamento de cancer a partir do desenvolvimento
dos chamados virus oncoliticos, que mediam a destruicdo das células tumorais, sem
causarem danos aos tecidos normais (MULLEN; TANABE, 2002; RUSSEL; PENG;
BELL, 2014). Atualmente, os tipos mais importantes de imunoterapias sdo aquelas
especialmente desenvolvidas para ativar respostas imunes inatas e adaptativas, como
por exemplo, células T e células NK, no TME (SHI et al., 2020). Apesar de virus on-
coliticos terem sido desenvolvidos primariamente para causar diretamente a lise de
células tumorais, estudos clinicos mostraram que também iniciam uma resposta imune
anti-tumoral sistémica (LICHTY et al., 2014). A maioria dos virus naturalmente possui
preferéncia por tumores e isto pode ser explicado pela biologia do tumor, visto que
tumores tem a capacidade de, ndo apenas evitarem as respostas imunes, como resis-
tirem a apoptose e supresséo transacional, que sdo mecanismos essenciais utilizados
por células normais para evitarem a infecg¢éo viral (RUSSEL; PENG; BELL, 2014).

O sucesso da viroterapia requer a entrada em células tumorais e a inducao de
respostas imunes sistémicas (SHI et al., 2020). Células infectadas podem sofrer lise
como resultado direto da replicacao viral. Este ciclo se repete com a progénie viral,
que infecta células tumorais adjacentes e as destroi replicando-se. Este mecanismo
de replicacéo gera a amplificacdo da dose inicial de virus oncolitico utilizada, que con-
tinua acontecendo até que os virus sejam eliminados pelas células imunes ou até que
ndo existam mais células suscetiveis a infecgcdo (MULLEN; TANABE, 2002). Quando
células normais séo infectadas pelo virus oncolitico, elas respondem a infeccdo modu-
lando negativamente seu metabolismo e/ou sofrendo apoptose, inibindo a propagacao
viral (RUSSEL; PENG; BELL, 2014). Alguns virus oncoliticos sdo capazes de gerar
proteinas citotéxicas durante sua replicacao (por exemplo, adenovirus expressam E3
11.6 kD e E4ORf4, ambas proteinas citotdéxicas) (MULLEN; TANABE, 2002). Outro
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mecanismo utilizado pelo virus oncolitico para eliminar células tumorais é a inducao de
imunidade antitumoral especifica e ndo-especifica (MULLEN; TANABE, 2002; SHI et
al., 2020). A lise das células tumorais infectadas pode liberar PAMPs, tais como acidos
nucleicos virais e proteinas, e padrées moleculares associados a risco (DAMPs, do
inglés, danger-associated molecular patterns), estimulando a resposta imune inata e
recrutando células NK presentes no TME, uma vez que reconhegam PAMPs e DAMPs
através de PRRs (SHI et al., 2020). Ap6s o reconhecimento, secretam citocinas infla-
matorias como IFN-a, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-12, que podem induzir respostas antivirais
e antitumorais e recrutar mais células imunes inatas que estejam em linfonodos proéxi-
mos (SHI et al., 2020). Antigenos virais sdo apresentados nas superficies das células
tumorais infectadas em conjuncéao com a proteina do MHC de classe |, que posteri-
ormente é reconhecido por linfécitos T citotdxicos CD8* (MULLEN; TANABE, 2002).
Adicionalmente, a liberacédo de antigenos tumor-associados (TAAs, do inglés, tumor-
associated antigens), ou antigenos tumor-especificos (TSAs, do inglés, tumor-specific
antigens), depois da lise das células tumorais também induz a resposta das células T
CD4* e T CD8*, que causam morte celular imunogénica (ICD, do inglés, immunogenic
cell death) nas células tumorais, como demonstrado em estudos clinicos (SHI et al.,
2020).

Muitos artigos propdem modelos matematicos que consideram a interagao entre
células tumorais e células imunes. Concentrando-se nas interacoes entre células tu-
morais, células NK e células T CD8*, em (DEPILLIS et al., 2005), os autores propdem
um modelo validado de equacdes diferenciais ordinarias (EDOs) para explorar as dina-
micas da rejei¢cao tumoral, o papel das células NK e T CD8*, e o desenvolvimento de
imunidade protetora a reexposi¢éo do tumor. Em (DEPILLIS et al., 2013), é proposto
um modelo de EDOs para estudar as interacoes de células NK, T CD8*, e T CD4*
reguladoras em um tratamento para cancer nos rins com sunitinib (farmaco). Outro
modelo de EDOs para estudar interagdes entre células tumorais, células NK e células
T CD8* citotoxicas foi proposto em (MAHASA et al., 2016). Apesar de nao considerar
a viroterapia oncolitica, o modelo forneceu informagdes relevantes sobre 0 que esperar
da interagéo entre as células imunes e o tumor: o influxo de células NK pode possuir
papel crucial em aumentar a resposta imune das NK (e, consequentemente, aumentar
a resposta citotdxica), a imunidade do paciente nao é suficiente para erradicar o tumor,
ainda que seja alta. Modelos mais recentes estudando as interagbes entre células tu-
morais, células NK e T CD8* podem ser encontrados em (SONG et al., 2021; AWANG;
MAAN; SULAIN, 2022). Em (AWANG; MAAN; SULAIN, 2022), os autores desenvolvem
um modelo de equagdes diferenciais com retardamento para estudar as interagoes
entre as células tumorais ndo-infectadas, tumorais infectadas, células NK e células T
CD8*.
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Muitos modelos para viroterapia oncolitica foram desenvolvidos nas ultimas
décadas (WODARZ, 2001; WEIN; WU; KIRN, 2003; WU; KIRN; WEIN, 2004; FRI-
EDMAN et al., 2006; BAJZER et al., 2008; BIESECKER et al., 2009; KOMAROVA;
WODARZ, 2010; EFTMIE et al., 2011; MACNAMARA; EFTIMIE, 2015; AL-TUWAIRQI;
AL-JOHANI; SIMBAWA, 2020; VITHANAGE; WEI; JANG, 2021). Em (MACNAMARA;
EFTIMIE, 2015), foi proposto um modelo de EDOs para viroterapia oncolitica, consi-
derando a interacdo das células tumorais com células T CD8* efetoras/memoria, e
particulas de virus oncoliticos. O objetivo principal do estudo foi determinar como di-
ferencas no tamanho da populacao inicial de células de memoéria T CD8* poderiam
impactar no controle, dorméncia e escape das células tumorais. Em (MAHASA et al.,
2017), foi proposto um modelo de EDOs para estudar as interagbes entre células nor-
mais suscetiveis ndo-infectadas, células tumorais suscetiveis ndo-infectadas, células
normais infectadas, células tumorais infectadas, virus oncolitico, células T CD8* tumor-
especificas e células T CD8* virus-especificas. Em um trabalho mais recente feito por
Senekal et al. (2021), os autores propdem o que dizem ser o primeiro modelo de EDOs
nao-lineares que estuda interacdes entre virus oncoliticos, células tumorais e células
NK ativadas e induzidas pelo virus oncolitico, com o objetivo de compreender melhor
como funciona a dindmica do tumor com as respostas das células NK induzidas pelo
virus no TME. De acordo com as conclusdes tiradas pelos autores em (SENEKAL et
al., 2021), as células NK sozinhas ndo sao capazes de controlar o crescimento tumoral
a longo prazo, sendo necessario considerar outra variavel, como por exemplo, células
T CD8*. Outros trabalhos foram publicados em 2022, como por exemplo, os autores
em (MAHASA et al., 2022), propdem um modelo que ndo considera a viroterapia como
monoterapia, combinando-a com doses de terapia de células T com receptor de anti-
geno quimérico (CAR-T cell therapy). Em (JANG; WEI, 2022), os autores consideram
um modelo de EDOs para as interagdes entre virus oncolitico, células tumorais nao-
infectadas e infectadas, células imunes inatas ativadas, células imunes adaptativas
tumor-especificas e células imunes adaptativas virus-especificas, baseado no modelo
proposto em (STOREY; LAWLER; JACKSON, 2020), que considera mais uma variavel:
concentracdo de PD-1, ou seja, ndo é um trabalho que lida com a viroterapia como
monoterapia.

Dado o panorama estabelecido, percebe-se que a interacao entre as células NK,
T CD8* e tumorais € de suma importancia para o sucesso da viroterapia. O objetivo ge-
ral desta dissertacdo € a proposta de um modelo de EDOs para as interagdes entre os
virus oncoliticos, células tumorais, células NK e células T CD8* no TME. Pretende-se
determinar condicOes para a estabilidade dos pontos estacionarios do sistema, discutir
sobre a influéncia da imunidade inicial do paciente no prognéstico da terapia, discutir
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sobre diferencas no virus oncolitico escolhido, determinar se o tamanho inicial do tu-
mor influencia na eficacia da terapia e determinar quais parametros possuem maior
influéncia na viroterapia.

O modelo proposto nesta dissertacao difere-se dos trabalhos presentes na li-
teratura, podendo fornecer novas informagdes quanto as interagées consideradas. O
modelo em (DEPILLIS et al., 2005) serviu de base para o0 modelo aqui proposto, em
suma para o equacionamento das interagoes entre as células NK e T CD8* e para a
escolha de alguns parametros, especialmente pelo fato de ser um modelo validado. Os
modelos propostos em (MACNAMARA; EFTIMIE, 2015; SENEKAL et al., 2021) forne-
ceram ideias de como modelar as interagdes entre as células T e o virus oncolitico, e
entre as células NK e o virus oncolitico. Diferentemente do feito em (MACNAMARA; EF-
TIMIE, 2015; SENEKAL et al., 2021), opta-se por propor um modelo incluindo ambas
as células natural killer e T CD8* citotoxicas tumor-especificas. Ainda, diferentemente
do feito em (MAHASA et al., 2017; JANG; WEI, 2022), o objetivo ndo é estudar a acao
do virus em células normais e ndo se considera uma populagao de células T CD8*
virus-especificas, utilizando as células NK para desempenharem este papel. Ademais,
nao se pretende estudar a viroterapia oncolitica em combinacdo com outras terapias,
diferentemente do que foi feito em (STOREY; LAWLER; JACKSON, 2020; MAHASA
et al., 2022). Por fim, o modelo proposto difere-se do encontrado em (JANG; WEI,
2022), pois nao considera retardamento no recrutamento das células T CD8*, além de
suposicdes bioldgicas que fazem com que o crescimento, recrutamento e lise sejam
equacionados de formas distintas das apresentadas pelos autores.

Os capitulos desta dissertacao estdo dispostos como a seguir. No Capitulo 2,
€ introduzida a proposta do modelo de equacdes diferenciais ordinarias nao-lineares
descrevendo as interacdes entre as células tumorais, células NK, células T CD8* e
virus oncolitico. No Capitulo 3, é feita a andlise qualitativa do modelo. No Capitulo 4,
realiza-se uma analise de sensibilidade PRCC para os parametros do modelo, com
a intengao de determinar quais parametros possuem maior impacto sobre o total de
células tumorais durante o tratamento. Simula¢gdes numéricas sao apresentadas, bem
como comentarios sobre os resultados obtidos. Por fim, no Capitulo 5, conclui-se a
dissertacao e expdem-se perspectivas para trabalhos futuros.
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2 PROPOSTA DO MODELO

Neste capitulo, formula-se um modelo de equacgdes diferenciais ordinarias des-
crevendo as interacdes entre células tumorais infectadas ou néo, particulas de virus
oncoliticos, células NK e células T do tipo CD8*. Sao estabelecidas equacdes des-
crevendo as concentracdes de células tumorais nao-infectadas, T, (células), células
tumorais infectadas, T; (células), células NK, N (células), células T CD8*, L (células), e
virus oncoliticos, V (PFU/cel.!). Os parametros, suas descricdes, valores e referéncias
podem ser encontrados na Tabela 2.

Na Figura 1 pode-se observar um diagrama esquematico das interagées no TME
entre as células tumorais (ndo-infectadas e infectadas), particulas de virus oncolitico,
células NK e células T CD8*. As suposicdes bioldgicas incorporadas no modelo sao
as seguintes:

1. Células tumorais nao-infectadas crescem segundo a lei logistica na auséncia
de respostas imunes (DEPILLIS; RADUNSKAYA, 2003).

2. Células tumorais infectadas possuem vida util menor do que as células nao-
infectadas (MAHASA et al., 2017), sendo assim, neste trabalho opta-se por
nao utilizar crescimento logistico para modela-las.

3. Assume-se que a lise de células tumorais infectadas da origem a novas
particulas de virus oncoliticos, que, por sua vez, infectam células tumorais
nao-infectadas em sua vizinhanca (MAHASA et al., 2017).

4. Assume-se que células imunes tumor-especificas (no presente caso, T CD8%)
sao capazes de reconhecer e matar células tumorais infectadas ou néo, visto
que células tumorais sdo capazes de expressar antigenos tumor-associados
(conhecidos na literatura por TAAs) (ZHU et al., 2013).

5. Tanto as células NK, quanto as células T CD8* podem matar células tumo-
rais.

6. Considera-se que células NK estdo sempre presentes e ativas ao redor do
tumor, visto que fazem parte da imunidade inata. Apés algumas horas da
infeccado, células NK sao recrutadas ao microambiente tumoral e mediam a
inativagéo viral (DEPILLIS et al., 2005).

7. Cada célula NK e T CD8" se tornara inativa depois de alguns encontros com
células tumorais.

8. Assume-se que as células NK sao capazes de reconhecer antigenos tu-
morais e virais, mas nao o virus dentro da célula infectada (SENEKAL et

1 Célula.
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Figura 1 — Diagrama esquematico das interagdes locais entre células tumorais, virus
oncoliticos, células NK e células T CD8* no TME. Células tumorais nao-
infectadas (Ty) proliferam-se e sofrem morte natural. Apds a injecao de
virus oncoliticos (V) no sistema, as células tumorais ndo-infectadas passam
a ser células tumorais infectadas (7;). Células tumorais infectadas sofrem
lise e liberam novas particulas de virus. As células NK (N) sempre estéao
presentes no microambiente tumoral, através do influxo constante (s5). As
células NK tornam-se ativas por meio da morte celular imunogénica sofrida
por células tumorais infectadas, o que gera recrutamento de outras células
NK e de células T CD8* (L). Além disso, células NK e T CD8* matam
células tumorais, e células NK matam particulas de virus oncoliticos. Por
fim, células NK e T CD8* sofrem morte natural.

Legenda

- *> Recrutamento
................. » Inativagdo
————— Morte/Infec¢do/

Influxo

Recrutamento

Fonte: Elaboragao prépria, parcialmente criada usando Servier Medical Art, fornecido por Servier, licen-
ciado sob uma licenga Creative Commons Attribution 3.0 n&o portada.

al., 2021). Sendo assim, células NK matam células tumorais independente-
mente se sao infectadas ou ndo, mas as taxas de morte por NK para cada
populacédo de tumorais sao diferentes.

A Tabela 1 mostra como as suposi¢des biolégicas acima podem ser vistas como
expressdes matematicas.
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Tabela 1 — Descricdo das expressdes matematicas.

Equacdo Termo Descricao
T, Tu+T; . - , .
% aly <1 - Ur+ ’) Crescimento logistico das células tumorais
1
nao-infectadas.
-bTyV Infeccao por virus oncoliticos das células
tumorais nao-infectadas.
—cyNTy Morte de células tumorais nao-infectadas
causada pelas células NK.
L ) .
—d; T“s 1 Morte de células tumorais nao-infectadas
1
causada pelas células T CD8".
T; - ] . .
% b1,V Infeccao por virus oncoliticos das células
tumorais nao-infectadas.
—eq7; Morte de células tumorais infectadas ao
se partirem e liberarem novas particulas
de virus.
—CoNT; Morte induzida das células infectadas pela
interacdo com as células NK.
L . . ] ,
—dj T,-S 1 Morte induzida das células infectadas pela
1
interacdo com as células T CD8*.
av - ] ] .
o 9zT; Producao de particulas de virus a partir da
morte de células tumorais infectadas.
—dboNV Inativacdo de particulas de virus oncoliticos
livres no microambiente tumoral.
dN )
o So Influxo constante de células NK.
N T; . - ]
wN (1 - —) ( ! ) Estimulacéo e recrutamento de células NK.
rp) \ho+Tj
—IN Morte natural das células NK.
—k(Ty+ T;))N Inativacdo das células NK a partir da interacao
com células tumorais.
L ]
% —mL Morte natural das células T CD8*.
n(Ty+ T;)L , .
e Recrutamento das células T CD8™ pelas
hy + Ty + T;
células tumorais.
—qL(Ty+ T)) Inativagéo das células imunes T CD8* pelas
células tumorais.
pN(Ty + T;) Recrutamento das células T CD8* a partir da

interacao de células NK com células tumorais.

Fonte: Elaboragao propria.

Propde-se o seguinte sistema imunocompetente de equacdes diferenciais ordi-
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narias, baseado na Figura 1:

%=aru (1-%)—bruv—c1/vru—d1 Tus1—L+L’ (1)
% = bTyV—eyT;—cNT; - dj T,-S1—L+L, (2)
% = gzTi—doNV, 3)
%=32+wN<1—g) (hZTTI_>—IN—k(Tu+T,-)N, (4)
%:-mu%—qunﬁT,-)+pN(Tu+T,-). (5)

Completa-se o sistema com as seguintes condi¢des iniciais:

Tu(0) = Ty, cel., T;(0) =0 cel., V(0) = Vg virions, N(0) = Ny cel., L(0) = Ly cel.. (6)

Considerando a equacao (1), denota-se o crescimento logistico das células tu-
TU + 7-,

I
proliferagdo das células tumorais ndo-infectadas e ry sua capacidade de sustentagédo.

A populacédo de células tumorais ndo-infectadas € infectada pelos virus oncoliticos sob
taxa b. Tal fendmeno esta representado no modelo pelo termo —b T, V, uma redugéo na
populacdo de tumorais causada por oncdlise viral. Nota-se que foi usada cinética de
acao das massas para modelar a interagao entre virus e células tumorais, pois, como
feito por Senekal et al. (2021), assume-se que virus oncoliticos interagem com células
tumorais sob taxa que é proporcional ao numero total de células tumorais presentes
no microambiente tumoral. Senekal et al. (2021) explica ainda que tal termo significa
que ndo ha mais de uma infeccdo por uma particula de virus em cada célula tumoral.
Denota-se a perda de células tumorais nao-infectadas pela interacdo com células NK
através do termo —cy NTy, em que ¢4 representa a taxa de morte das células tumo-

morais nao-infectadas pelo termo a7y, (1 — ) em que arepresenta a taxa de

rais ndo-infectadas por NK. Por fim, o termo —d; T

s i 1 representa a reducao de
células tumorais ndo-infectadas causada pela resposta imune adaptativa antitumoral.
Um termo do tipo Michaelis-Menten foi utilizado, pois a entrada de células imunes no
tumor é limitada pela arquitetura tumoral (MAHASA et al., 2017; MURFIN, 2021). O
parametro sy representa a constante de meia-saturagao para as células efetoras que
suportam metade da taxa méaxima de morte e dy, a taxa de lise das células tumorais

pelas imunes tumor-especificas (no caso deste trabalho, células T CD8%).
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Na equacao (2), denota-se a parcela de célula tumorais infectadas por bT,V. O
segundo termo, —eq T;, representa a morte celular das células tumorais infectadas indu-
zida pelos virus oncoliticos, em que eq é a taxa de lise das células tumorais infectadas.
O termo —co NT; representa a morte de células tumorais infectadas por células NK, sob

. L . . :
taxa co. Por fim, —d, T,-S—+L denota a morte de células tumorais infectadas a partir

da interagdo com células T CD8*. Novamente, assume-se que a cinética de Michaelis-
Menten representa satisfatoriamente o fato de que a arquitetura tumoral pode retardar
a entrada de células imunes adaptativas no tumor (MAHASA et al., 2017; MURFIN,
2021).

Na equacao (3), as particulas de virus sao produzidas pelas células tumorais
infectadas com taxa gz, fenbmeno presente no modelo através do termo gzT;, em que
g representa o numero de particulas de virus liberadas de uma célula infectada e z
é a taxa sob a qual os virus oncoliticos matam células tumorais. O ultimo termo da
equacéo (3), —do NV, denota a inativagdo de particulas de virus oncoliticos livres no
microambiente tumoral por células NK, com taxa do.

Na equacéo (4), so representa o influxo constante de células NK. Por fazerem
parte da imunidade inata, asssume-se que células NK estdo sempre presentes no
microambiente tumoral (SENEKAL et al., 2021). Este trabalho assume que a ativagao
das células NK depende do contato com células tumorais infectadas (LEUNG, 2020).

. N T; . ~
Assim, o segundo termo, wN | 1 — — , representa a estimulacao e recru-
r2) \ha+ T,

i
ho + T;
células tumorais pelas células NK (SENEKAL et al., 2021), ou ainda, descrever que

os efeitos efetores das células NK sobre a morte das células tumorais sédo limitados.
Além disso, a resposta das células NK € aumentada pela lise, 0 que causa morte

tamento das células NK. Usa-se o termo para modelar a redugéo da lise das

. A N
celular imunogénica (SENEKAL et al., 2021). Deste modo, wN | 1 — - representa

o recrutamento de células NK via morte celular imunogénica por céluzlas infectadas,
sob taxa w, até sua capacidade de sustentagéo r». A capacidade de suporte € usada
neste caso, pois o corpo suporta uma quantidade limitada de células imunes ativas.
O parametro h, representa a constante de meia-saturagao para células infectadas. O
termo —/N denota a morte natural das células NK sob taxa / e, por fim, levando em
consideragao que a interagdo com as células tumorais resulta na inativagao das células
NK (SENEKAL et al., 2021), o ultimo termo, —k(T, + T;)N, denota tal fenémeno, sob
taxa k.

Na equacéo (5), o primeiro termo, —mL, representa a morte natural das células
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n(Ty+ T;)L
hs+ Ty + T}’
imune antitumoral, mediada por células T CD8*, sendo n a taxa de proliferacao das cé-

lulas T CD8* e hy a constante de meia-satura¢éo de antigenos tumorais que induzem
meia proliferagéo de células imunes. Como a ativagédo da resposta imune antitumoral,
mediada por células T CD8*, depende da quantidade de antigenos tumorais, utiliza-se
um termo Michaelis-Menten para indicar os efeitos de saturacdo da resposta imune
tumor-especifica (DEPILLIS et al., 2005; MAHASA et al., 2017). Além das células T
CD8* serem recrutadas pelas células tumorais, também sao recrutadas através da
interagcao das células NK com as células tumorais, sendo este um fato representado
no modelo pelo termo +pN(T, + T;), em que p é a taxa de geracao de células T CD8™,
induzida pela lise celular de células tumorais causada por células NK. Este termo tam-
bém é relevante, pois modela o fato de que a resposta imune especifica das células T
CD8™* s6 ¢ ativada ap0s a ativacao da resposta imune inata (DEPILLIS et al., 2005). O
termo —qL(Ty + T;) representa a inativagao das células imunes T CD8* pelas células
tumorais, sob taxa q.

T CD8*, com taxa de morte m. O segundo termo, representa a resposta

Abaixo encontra-se a Tabela 2 de defini¢cdes, valores e referéncias dos parame-
tros presentes no modelo.



Capitulo 2. Proposta do Modelo

26

Tabela 2 — Defini¢des, valores e referéncias dos parametros presentes no modelo.

Parametro Valor

Descricao e Referéncia

a 0,927 dia™ Taxa de proliferagéo das células tumorais nao-infectadas
(MACNAMARA e EFTIMIE, 2015)

n 1,47 x 108 cel Capacidade de suporte das células tumorais
(SENEKAL et al., 2021)

b 8,9 x 107 (PFU‘1)(dia_1) Taxa de infeccao das células tumorais ndo-infectadas
pelos virus livres (SENEKAL et al., 2021)

Ci 6,41 x 107" (cel‘1)(dia“) Taxa de morte das células tumorais nao-infectadas por
NK (KAPOOR, Suhela et al., 2013)

o 2,0 dia™ Lise das células tumorais (infectadas ou nao) pelas
células imunes (MACNAMARA e EFTIMIE, 2015)

Sq 102 cel Constante de meia-saturagao para as células efetoras
que suportam metade da taxa maxima de morte
(MACNAMARA e EFTIMIE, 2015)

e 1,5 dia™ Taxa de lise das células tumorais infectadas
(SENEKAL et al., 2021)

Co 8,68 x 1071° (cel™")(dia™') Taxa de morte das células tumorais infectadas pelas
células NK (SENEKAL et al., 2021)

g 108 (PFU)(ceI_1) Numero de particulas de virus liberadas de uma célula
infectada, capaz de formar placas
(MACNAMARA e EFTIMIE, 2015)

z 1,0 dia™ Taxa sob a qual os virus oncoliticos matam células
tumorais (MACNAMARA e EFTIMIE, 2015)

b =ds 2,3 dia™ Taxa de eliminagdo dos virus (SENEKAL et al., 2021)

So 3,2 x 103 (cel)(dia™) Influxo constante de células NK (SENEKAL et al., 2021)

w 1 x 1075 dia™ Taxa de recrutamento de células NK via morte celular
imunogénica por células infectadas (SENEKAL et al., 2021)

I 6,63 x 10'° cel Capacidade de suporte para produgdo de NK
(SENEKAL et al., 2021)

ho 10* cel Constante de meia-saturagao para células infectadas
(SENEKAL et al., 2021)

k 3,42 x 1077 (cel™')(dia™")  Taxa de inativagdo das células NK por células tumorais
(KAPOOR, Suhela et al., 2013)

/ 4,12 x 1072 dia™ Taxa de morte natural das células NK
(SENEKAL et al., 2021)

m 0,1 dia™ Taxa de morte das células T CD8* (MAHASA et al., 2017)

n 0,0375 dia™ Taxa de proliferagéo das células T CD8*
(SENEKAL et al., 2021)

hs 40,0 cel Constante de meia-saturagédo de antigenos tumorais que
induzem meia proliferagao de células imunes
(MAHASA et al., 2017)

q 3,42 x 10710 (cel™)(dia™") Taxa de inativacéo das células T CD8* pelas células
tumorais (DEPILLIS et al., 2005)

P 1,1 x 107 (cel")(dia™')  Taxa de geracdo de células T CD8*, induzida pela lise

de células tumorais causada por células NK
(KAPOOR, Suhela et al., 2013)

Fonte: Elaboragéo propria.
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3 ANALISE DO MODELO

Neste capitulo, primeiro faz-se a analise qualitativa do modelo imunocompe-
tente (1)-(5). Prova-se a existéncia e unicidade, positividade e limitagdo de solugdes,
calculam-se os pontos estacionarios, e entao é feita a analise da estabilidade dos
pontos obtidos. Por fim, realiza-se a analise qualitativa do submodelo livre de células
imunes. O objetivo desta andlise € determinar condi¢des e parametros que possam im-
pactar sobre a obtencao de um estado livre de tumor através da viroterapia oncolitica,
na auséncia das células NK e T CD8*.

3.1 MODELO IMUNOCOMPETENTE

O modelo proposto neste trabalho descreve a evolugao no tempo de populacdes
de células e virus, ou seja, as concentracbes devem permanecer ndo-negativas e
limitadas. A seguir, prova-se que isto de fato ocorre.

Teorema 1. (i) (Ndo-negatividade das solugbes) Dadas as condigbes iniciais nao-
negativas (Ty, > 0, Tig > 0,Vy > 0,Nyg > 0,Ly > 0), as correspondentes
solugdes (Ty(t), Ti(t), V(t), N(t), L(t)) permanecerdo ndo-negativas para todo
t € [0, 00).

(i) (Limitagdo das solugbes e regido invariante) O sistema é limitado e a regido
invariante é dada por

zgryl
doSp’

QC={(TU,T,,V,N,L)GR§|0g Tu<r,0<Ti<r, 0<V<

0<N<2 o< <Pl
/ lq

Ademais, o dominio Q¢ € positivamente invariante.

(iii) (Existéncia e unicidade) Para quaisquer valores ndo-negativos das variaveis de
estado do modelo, uma solugdo para o modelo existe e € unica no dominio
positivamente invariante para todo tempo t > 0.

Demonstragao. (i) Para T,(t) dado como na equagao (1), tem-se que Ty(t) > 0, para
todo t > 0. De fato, suponha por absurdo que isto ndo acontega, ou seja, que exista

t; > 0 tal que Ty(ty) =0, dTé’ff” <0e Ty(t) > 0, para todo t € [0,t;). Observando a
equacgao (1), tira-se que
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dTy(t Tu(ty) + Ti(t
s = atyte) (1= LI ) 7y ) Vi) - 0N Tutt)
L(ty)
di Tu(z‘1)s1 TL(h) 0,
que contradiz a hip6tese de que dTgiH) < 0.
Logo, Ty(t) > 0, paratodo t > 0.
N
Agora, seguindo 0 mesmo raciocinio, se t» > 0 é tal que N(t) = 0, d d(ttz)
N(t) > 0, para todo t € [0,l), da equacéo (4) segue que
dN(t) N(tp) Ti(t2)
= — —IN
gt~ 2+ wNe) (1 r2 ha + Ti(to) (%)
—k(Tu(t2) + Ti(t2))N(t2) = s2 > 0,
contradicdo. Portanto, conclui-se que N(t) > 0, para todo t > 0.
Somando as equacdes (1) e (2), obtém-se que
d(Tu+T)) _ CTu+Ti\ 3 _ L
—ar - aTy (1 T bTyV —c{NT, —d; T“s1 1
L
+bTyV—e4Ti—coNT;—d; T,-s1 1
Tu+T; L
> —aTu% —CiNTy—e1Tj—coNT; = dy(Tu + T/)m
> —aT, Tt ) g (7,0 Ty -5~ (61 + o) Ty - 6y NT,
g S1+ L

2—(aTu+d1 - )(Tu+Ti)—maX{C1Nae1+02N}(Tu+Ti),

rq S1+L

d(Ty + T))(t3)

Supondo que exista f3 > 0 tal que (T, + T;)(t3) = 0, <0e

dt
(Ty + T;)(t) > 0, para todo t € [0,13), de (8), conclui-se que
d(Tu+ Tts) _  (aTults) L(ty) ,
B Ta——— P +dj s+ L(ty) (Tu+ Tj)(t3)

—max {c1N(t3), e1 + caN(t3) } (Tu + T)(t3) = 0,

uma contradicdo. Assim, n&o existe tal t3 e (T, + T;)(t) > 0, para todo t > 0.

(8)
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A partir disso, pode-se mostrar que L(t) > 0. Observando a equacao (5), obtém-
se que

O = ~mL=QL(Ty+ Ty = ~(m+ g(Ty + TH)L

Resolvendo a inequagéo acima considerando o Principio da Comparagéao A 3.
(ver Anexo A), segue que

L(t) > Lgexp {—mt—q/(Tu + Tj)(1) dt} >0,Vt >0,

pois m,q >0, (Ty + T;)(t) > 0, paratodo t >0e Ly > 0.

dT;(ts)

Agora, suponha por absurdo que exista fy > 0 tal que T;(t4) = 0, —dr <0e
T;(t) > 0, para todo t € [0,1;). Da equagéo (2), segue que
dT; L
d_z‘l =bTyV —eiTj—cNT;—d Tis1 ]
L
> —e1Tj—cNT;—dj Tim
dT;(ty) L(ty)
D S T . — , — , R S LA
= —gr = €1 7illa) = c2N(la) Ti(lg) = oy 7':(1‘4)S1 L) 0,

gue contradiz a hipétese considerada. Conclui-se que T;(t) > 0, para todo t > 0.

Por fim, para mostrar que V(t) > 0, da equacéo (3), nota-se que

dv

o - 9zT;—do NV

>—dbNV.

A partir da inequagéo acima e do Principio da Comparacéo A 3. (ver Anexo A),
obtém-se que

V(t) > Vpexp {—dg/N(t)dt} >0,

pois N(t) > 0, paratodot>0,d>>0e Vy > 0.

(ii) Considerando a equacao (1), note que
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dTy Tu+T; L
W = aTu (1 r1 ) bTuV C1 NTU d1 TUS-I n L
dT, aT,> aT,T, L
2u _ - —bT,V—cyNT,—d4 T,
dt aTu f1 I’1 b u 01 u d1 US-| + L
dTy _ .7 _ al,” _naly-aly® I 2dTu -
dt ry g riaTy—aT,? dt

r1 dTu

Pretende-se integrar o lado esquerdo da inequacéo a partir de fracoes parciais.
Assim,

1 A B Alry—Ty)+BT,

S _ + =
Tun—-To) Tu R=-Tu  Tuln-Tg
_Ar—ATy+ BTy _ Ary + Ty(B—A)

Tu(ry—Tu) - Tu(ry—Tu)
= A= l e B =A.
r

Entao,

1 1 1
= + .
Tu(ri=Ty) nTu r(ry—Tu)
Integrando o lado direito, obtém-se

L In(Tw) = In(ry - Tu)).
r4

Assim, de (9), segue que
n (In(Tu) In(ry — Ty)

- ) <t+C, (10)
a q r

C constante qualquer.

Impondo a condigé&o inicial, dada por T,(0) = Tyq, tem-se

n <In(Tu0) In(ry — Tu0)> _C

a q B r
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de modo que, de (10),
n (In(Tu) In(ry — Tu)> e (In(Tuo) In(ry — Tuo))
- a

g g g g

:>In( Tu )gat+|n( Tuo )
f1 - Tu r1 - TUO
T(re —
( u(ry Tu0)> < at
(ry = Tu) Tug

= Tu(ry = Tug) < rq Tupe® - TuTyge®

(
= Tu(ry = Tuo) + TuTupe® < ry Tyge®
(

= Tu f'1 - TUO + Tuoeat) S r1 Tuoeat.
Logo,
N Tu < eatTuon _ Tu0r1
o r1—Tu0+eatTu0 r1_TUO+T
eat uo
, . Tuor Tuor
= limsup Tyu(f) < limsup Tuo 1 = Yot _
t—o0 tsoo M~ 1luo +T Tuo
eat uo

que é cota superior para Ty,.

Note que, somando-se as equagdes (1) e (2), segue que

d(Tu+T) Tu+T, L
#:aTu <1— Ur1 I>—bTuV—C1NTu—d1 TUS1+L+bTUV_e1TI_02NTI
L
- T:
d1 IS1+L
Sar1_M=ar1_a(Tu+ TI)

i

Utilizando o fator integrante

ol adt _ qat

tem-se que

d(T, + T;
eat—( Léz’t i <eflary—e#a(Ty+T))

Tu+ T
= eat—d( L&: i +e®a(T,+ T) < e?lar
N d(e?(Ty + T;))

dt

= e (Ty+T) <

) < e?ar

at
arie
1 +C=r1eat+C,
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C constante qualquer.

Como (Ty + T;)(0) = Ty(0) = Tyg, segue que

Tu0=l’1 +C=C-= Tuo—f1, e,
(Tu+T) <r+Ced

= (Tu+T)<r+(Tug—ry)e™

= limsup (Ty + T;)(t) < limsup rq + (Tuo—r1)e‘at =

t—o00 t—o0

ri.

Como T, e T, sdo positivas, T; < Ty + T;.
Logo, Ti(t) < ry.

Agora, da equagao (4), observa-se que
dN N T;
o = So + WN <1 _E> <h2+ T,-) —IN—Kk(Ty+ T;))N
< so—IN. (11)

Considerando o fator integrante

o/ ldt _ ot

obtém-se que

Integrando ambos os lados, tem-se que
nelt < 22", o
-
N < 372 +ce !

C constante qualquer.
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Impondo a condic¢&o inicial, dada por N(0) = Ny, segue que C é dada por

N0=S—/2+C,
C=%—%.

Logo, de (11), conclui-se que

limsup N(t) < limsup 2 + (No- 2) et =52
t—o0 tooo | / /

Portanto, N(t) < max {NO,S—IZ}.

Da equagéo (3), considerando Tj(t) < T8 = r; e N(t) < NB = 3—/2 para todo

t >0, tem-se

av
ot
< gzTP - d,NBYV.

= gzT;— doNV,

Utilizando o fator integrante

o eNBdt _ qcbNE
segue que

dVv
edzNBtE < edgNBtZgTiB _ edzNBtdzNB vV

edzNB’% +e®N°lg, NBy < g®N°t7TB
d(e®N°ty)

dNBt B
< 2™V tzgT>".
dt - gli

=

Integrando ambos os lados da inequacéo acima e utilizando A 3. (ver Anexo A),

segue que
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NPt ,,TB
e®Nty < D ¢
doNB
2g7; 0Nt
= V< +Ce™™
d2N5'
Ainda, como V(0) = V),
Z TB zgTB
vty < 22 Vo= 2250 ) geeN°t,
d2NB d,NB
Tomando limites em ambos os lados da equacéo acima, segue que:
Z T-B zgTB zgTB
limsup V() = lim 2904 Vo= 2T i ) gaN®t _ 2%
tsoo t—00 d2NB d,NB dyNB
zgTB zgry!
Assim, conclui-se que V(t) < max< Vp,——5 p,ouainda, V(f) < max { Vo, ——— }
doNB |’ doS2

Por fim, note que, da equagéo (5), se (Ty + T;)(t) < (Tu + T,-)B

=re
S
N < NB - TQ,Vtz 0, tem-se

dL L, MTu+ TL

dt =—m m—qL(Tu+ 7-I)+pN(TU+ 7-,)
< PN(Ty+ T)—qL(Ty + T})
< pNB(Ty + T)B = q(Ty + T))BL.

Utilizando o fator integrante e A 3. do Anexo A,

oxp{ [ a(Tu+ ToPat} = oxp {alTu + )Pt}

segue que

_ pNB(Ty+ T)B B
+ Cexp{—q(Tu+ T)Bt!,
o7, s+ cow{-aur Tt}

C constante qualquer.



Capitulo 3. Analise do Modelo 35

Impondo a condicao inicial, seque que

_ pNB(T, + T)B

Lo =L(0 +C
0=H0 =" 7, T)B

B \B

g PN (Tu+Tg |
q(Tu+T))

Portanto,

B \B B \B
L < PNTue TZ oy PNA(Tu 1) exp{—q(Tu+T,)Bt}.
q(Ty + Ti)B q(Ty + TI)B

Tomando limites em ambos os lados da equagéo acima, segue que:

. - pNB(T, + T)B pNB(Ty + T))B B
| L(t) < | Ly— e —-q(Ty+ T))"t
msup LD < m = s\~ g e ) e %

_PNS(Tu+T)B _ pspry _ psp
qTu+T)B oy g

, S
Deste modo, conclui-se que L(t) < max {LO, p/—q2}
(iii) Como o lado direito do sistema é de classe C', satisfaz as propriedades de
funcdes localmente Lipschitz. Desta forma, a existéncia e unicidade de solugdes do
sistema sao garantidas pelo Teorema A 2. do Anexo A.
[

3.1.1 Pontos Estacionarios

A seguir calculam-se os pontos estacionarios referentes ao sistema (1)-(5). Por
comodidade, opta-se por omitir a notagao para os pontos estacionarios T, T, V*, N*, L*
durante as contas.

Ilgualando o lado direito da equacao (1) a zero, obtém-se:



Capitulo 3. Analise do Modelo 36

dTu_ Tu+T,’ L _
F = Tu (1 [‘1 ) bTuv C1 NTU d1 Tus1 T L = 0
Tu+T; L
T, 1——1L)=bV-cyN- =
- u[a( r ) oV-a d131+L] °
Tu+T; L
o Ty=0 ou a<1— ut ’)—bV—c1N—d1 -0
r S1+[_
T T; L
o Ty=0o0u a- 24 _ 2l _py_cN-d =0
r £ +L
T, T; L
o Ty=00u 2Y_a- 2l _py_cN-d
g " S1+L
r arl; L
Tu= Tu=(— —— —=bV—-ciN-
& Ty=0o0u Ty (a)[a r b Cq d1s1+L

Considere o caso em que T, = 0. Igualando o lado direito da equacao (2) a zero,
tem-se que

%:bTuV—aT/—czNT,-—m T,-S1—L+L=O
= T,-(—e1 —czN—d1S1L+L) +bTy,V=0
= -T; (61 + CoN + dy S1ﬁ-L) =—-bTyV
S To bT,V .

eq +02N+d1s1 T
= T;=0.

Agora, igualando o lado direito da equacao (3) a zero, segue que

9zTi—dboNV =0
= gzT; = dbNV

9zT;

V =
7T BN’

e como T; =0, tira-se que V = 0.

Ilgualando o lado direito da equacéo (4) a zero, e considerando T; =0, T, =0,

N Ti
32+WN(1—E) (h2+7_i)—/N—k(Tu+T,)N_O

= 5~ IN=0 :>N=S—I2.
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Por fim, igualando o lado direito da equacéo (5) a zero, obtém-se

N n(Ty+ T;)L
hy+ Ty+T;
-mL=0 = L=0.

—mL —qL(Tu+ Tj)+pN(Ty + Tj) =0

Assim, o primeiro ponto estaciondrio do modelo imunocompetente obtido é
Py = (0,0,0,N*,0) = (0,0,0,3—/2,0>. P; pode ser chamado de Ponto Estacionario de
Erradicacao do Tumor, que representa a situacao de completa erradicacéao do tumor,
Ou seja, sucesso da viroterapia oncolitica. Se o virus infectar todas as células tumorais,
entdo estas sofrerdo oncolise até que nao existam mais células tumorais. De acordo
com as suposicoes bioldgicas apresentadas no Cap.2, as células NK sempre estao
presentes ao redor do tumor e, P¢ indica que, apés um tratamento bem-sucedido,
espera-se que a populacao de células NK estabilize-se em S—/2 células. Ainda, a popula-
cao de células T CD8* (L) ao redor do tumor estingue-se, visto que (de acordo com o
proposto no Cap.2) sao recrutadas pelo tumor e pelo encontro de células NK e células

tumorais.

Agora, considerando o caso em que T, # 0, igualando o lado direito da equacao
(3) a zero, tem-se a seguinte expressao para V:

_ 29T,
T diN’

Igualando o lado direito da equacao (2) a zero e substituindo V na mesma,
tira-se que:

%

N #0.

L

bTyV —eTi—coNT; - d T/m =0
20 TL - o1 Ty oo Ty—c Tr o =0
= 7y (90 ey o= £ ) =0
= Tj=0 ou ng),z/-u—e1—02N—d1s1ﬁ_L=0.

Se T; = 0, entdo, igualando o lado direito da equacgéo (1) a zero, segue que:
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Ty Tu+T; L
_dt —aTU (1 2 ) bTUV C1NTU d-| TUS1 L
aly L
:Tu (a—T—bV—C1N—d1S1+L) =0
arly L
:>Tu—0 ou a—T—bV—C1N—d1S1+L—O

Note que T, = 0 resulta em P;.

Ilgualando do lado direito da equacao (4) a zero, obtém-se:

32+WN(1—N) ( Ti )—/N—k(Tu+T,-)N=0

) \h+T,
= 55— IN—KTyN =0
= 55— IN—kN = =0
2 L eN+d =
r 1 1S1+L
a
:>82—/N_kNa(s1+L)+r1c1N(s1+L)+d1Lr1 -0
ri(sy + L)

= L(spa+ SoCir{N + spdyry — INa—IN>cqry — INdyry — kNary)
+ S0asq + SpC1r1S1 —INasq — /N201 r1sq1—kNarys1 =0
N(alsy + karysq) + IN201 r1S1 —SpaS1 — SoC1I151

=L= .
N(spcyry + al — Idyry —kary) — IN2cyry + Spa+ Spdyry

Reescrevendo a expressao para L obtida acima, segue que

[ = O(-|N+(12N2—O{3

; 12
agN—agN? + ag (12)

em que

aq = als1 + kar1 S1, Op = /C1 r{S1, O3 = S0aSy + SoCyI1Sq,

or4=szc1r1+al—ld1r1—kar1, a5=lc1r1, 06=32a+52d1r1.

Escrevendo T, como
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T _ ary(sq + L)
““a(sy+L)+cir(sy+ N+ dyr L’
e notando que

aiN +aoN? —a
ar{(sy+L)=arq [ s1+ 1 2 5 8
oagN—asN= + ag
(01 + ar1a4)N+ (0(2 —ar S1Ol5)N2 + Ogdl1S{ — Q3

agN —as5N? + ag

(a1 N + aoN? —ag)

als{+L)+ciri(sy + )\N+dyriL=|[ s
(51 +L)+ciri(sy + )N+ dyrq (1+a4N—O(5N2+a6

) (@+cyriN)

+ d-| rq (a1N+a2N2—a3)
agN—agN? + ag

BiN +BoN? + B3N° + By
agN—-agN2 +ag

em que

ﬂ1 = 8§1d0y4 + Oqa+ S10gCy{ —A3Cq I +d1 riay,

ﬁ2 =—s—1a5a+orza+ C11S104 +a1C1{ + d1f102,

ﬁs =—=8§105C1 1 +O2C117, ﬂ4 = s1asa+a3a—d1 ras.
Pode-se reescrever T, como:

(O(1 + ar1or4)N + (O{2 —an S1G5)N2 + gal1S1 — 03

Tu =

B1N +BaN? + B3NS + B ’
ou ainda,
_ YiN+y2N2+y3
u-= 2 3 3 (13)
BN +BoN=+B3N> + 4
em que

Y1 =04 +anay, yp =02 —arsds, yg=0agal1Sy—ag.

Agora, note que T, L fornece:
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YiN +YoN? +y3 aiN +asN? —ag
T BN +BoN2 + BsN3 + B, agN—oasN2 + ag
PaN* + p3N3 + po N2 + py N — pg
" G5NB+ quN* + 3N3 + goN2 + gy N + o

Tul

em que
Po =Y303, P{ =Y301 —Agyq, P2 =Y10q +Y302 —AgY2,
P3 =Y201 +Y1Q2, P4 =Y202,
Qo = Bace, G =0gP1 +L404, Qo =ayfy +agfo—P40as,
Q3 = Boag — 105 + agf3, Qs = f3as —asfs, Qs =—05P3.
Logo,
PaN* + p3N3 + poN2 + py N — py
TuL gsN® + g4N* + g3 N3 + go N2 + g1 N + qq
ha+ Tu  hgBaN3 + (hafa +Y2)N? + (31 +y1)N + (Bahg +y3
B1N +BoN? + B3N3 + By
_ myN” + mgN® + msN® + myN* + mgN3 + moN2 + myN — mg
~ ngN8 + n7N7 + ngN® + ngNS + ngN4 + ngN3 + noN2 + nyN + ng’
em que

Mo =Y393B4, M1 =pi1fa—P1y303, M2 =B1Pp1 —P2y303 +LaP2,
Mg = Pafig + Pof1 + P1B2—Y203, My = PaPs+P1P3+B2p2 +P3P1,
Mg = B1P4 + P2P3 +B3P2, Mg = Pops +P3P3, M7 = Pafa,

ng = (Bahs +y3)Bace, Ny = (haBy +y1)Baas + q1(Bahz +v3),

na = (h32 +y2)Bace + q1(h3f1 +v1),

n3 = p3(Bahs +y3) + G2(haf1 +y1) + q1(h3B2 +y2) + h3f3Ba0e,

Ny = Pa(Bahs +y3) + q3(haf1 +y1) + (h3f2 +y2)q2 + h3f3q1,

ns = h3fi3q3 + qa4(h3Po +y2) + q5(h3f1 +v1) + A5P4Y3,

ng = q5(h3f1 +v1) + a(hafa +y2) + g3h3fa,

n7 = h3B3q4 + gs(h3f2 +y2), Ng = qshafs.

Assim, do lado direito da equacéo (5) igualada a zero, T; = 0, tem-se
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. nTyL
h3 + Tu

ayN +arN? —a
[ 2 3
agN —agN? + og

- QLTU + pNTu =0

+n

m7N7 + mgN® + msN® + myN* + mgN3 + moN? + myN —m
ngN8 + nyN7 + ngNG + ngN® + ngN* + naN3 + noN2 + ny N + ng

PaN* + p3N3 + poN? + py N — py
gsN° + qaN* + gaN3 + g N2 + 1N + qo
YiN? +yoN3 +ygN 1
BiN+BaN2 + B3N8 + By |~

+p

Dada a complexidade da igualdade (14), conclui-se que os Pontos Estacionérios
de Viroterapia Ineficaz, P, = (T, 0,0, N*, L*), que indicam que a viroterapia oncolitica
falhou e a populagédo de células tumorais ndo-infectadas continua a crescer até T,
sdo dados pelas solugdes positivas das equacdes (12), (13) e (14).

Em busca de uma expressao para os Pontos Estacionarios de Coexisténcia,
considera-se

zgT;
doN’

V= N 0, (15)

€ 0 Caso em que

Tu= (1) [a—i—bv oN—dy—- (16)

£ 51+ +L|

Ilgualando o lado direito da equacao (2) a zero, obtém-se

dr; L
dt bTuV e-|T C2NT d1T1—+L =0
br bric bridy LV L
= bryV-bT;V - 1v2 Lhd Viyom 1a1s1+L—e1T,-—02NT,-—d1T,-m=O
br T3 292 , , ,
bryzgT; bry 9~ brycizgTiN  bridyzglLT, ey Ti— coNT, — d T; _0
d2N d2N2 adzN 3(31 + L)dQN S1+ L
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242
N (_bnz g ) T84T, {br1zg_br1c1zg_02N_e1 L (d1 . bdng)} 0

ad2N2 | N adp si+L adyN
briz2g?\ brizg briciz L bdyryz
- 2 1279 149 _brczg o bairzgy _
= Ti=0ou T, ( ad22N2>+d2N ad, coN—eq s1+L<d+ ad2N>_0'
o . _ 4 ¢4 _ r d1L . )
SeTj=0,entdo V=0e T, = 1 2 N a(s + ) A partir desta expres

sédo para Ty, pode-se obter expressdes para L e N seguindo o raciocinio feito an-
teriormente. Deste modo, sdo obtidos pontos estacionarios de Viroterapia Ineficaz,
P> = (T},0,0, N*, L*).

Considerando o caso em que

briz2g?\ brizg bricizg L bd;ryzg
72 1 129 _bncizg o bdiryzg\ _
/ ( I ) YHN T ad, eNTe o (9t g ) 70
segue que:
o d5aN? (abrigzN(s{ + L) —brycizgN(s; + L) — cN3(s + L)a

"7 dhaN ( bryz2g2(sq + L)

+—LadzaN +eq(sy + L)adoN
briz2g2(sq + L) ’

(17)

bd;rizg
ad2 N

emquea=d; + e consideram-se apenas as solugdes positivas de (17).

3.1.2 Analise de Estabilidade

O sistema linearizado no ponto (Ty, T;, V, N, L) é representado pela matriz jaco-
biana:

a1 —% Tu —bTu —Cq Tu aig

bV ano bTu —Co T, dog
J= 0 gz —d2N —O’z 4 0 )
—kN aso 0 asq 0

asy  asp 0 p(Tu+T)) ass5

em que
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I 1 S1+L,
d1S1
ai5 =— Tu,
B s +2
oo =—e1 —CoN—-d L
220 =—61—C2 15 [’
d1S1
aog = — T;,
BT (s +02"
a42=WN<1—ﬂ)L2—kN,
r2) (ho+Tj)

T, 2N
(T (-2) s

nL(hg+ Ty+ T;)—nTyL

acq = —qgL + pN,
5 (hs + Ty + T))2 a-+p
pey o ML Ty T) =0Tl
(hg + Ty + T;)?
n
355=—m+mTu—Q(Tu+Ti)-

Avaliando a jacobiana no ponto Py = (O,O,O,S—I2,0), obtém-se

C1So

; 0 0 0 O
0 —e— 02—132 0 0 0
J(Pq) = 0 9z —@ 0 0],
_ks aso -l 0
P P2 0 0 -m
/ /
em que ago = 5—/2 [h—vz (1 —%) —k].
Como J(Pq) é triangular inferior, os autovalores s&o exatamente os elementos
da diagonal, sendo eles: A4 = —01—132, Ao =—e1 — Cz_lsz Ag = —@, Ay =—I, A = —m.
Como os parametros sdo todos positivos, A; < 0,i=1,...,5 e conclui-se que Py, ponto

estacionario de Erradicacao do Tumor, é localmente assintoticamente estavel.

Para investigar a estabilidade dos pontos de equilibrio de Viroterapia Ineficaz,
P> = (T;,0,0,N*,L*), avalia-se a jacobiana no ponto P, e obtém-se:
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a adis1 T}
a -1 —bT; 0-¢y T} ——11°u
11 r u u 1'u (S1+L*)2
L*
0 —a-fg L* bT; 0 0
1
JPa)=1 o 9z —bN* 0 0 . (18)
*
%N*(ﬂ(ﬁ—ﬁ)—k)w‘ 0  —I—kT} 0
ho r2
as1 as 0 pTy ass
em que
T:\ aTy L*
— 1— Suy u _ N* _
o a( f1) n “ d131+L*’
nL*(hg + TZ) + nT;L*
u
nL* * %
ST I
nT; N
a55_—m+h3+7_&k—q u-

Reescrevendo (18) como

A A A3 Ay As
0 B, B3 0 0
JP)=|0 C C3 0 0|,
Dy Db 0 Dy O
Ey E 0 E; Ej
observa-se que os autovalores correspondentes a jacobiana avaliada em P, s&o as
solucdes da equacéao

3, M2y2 M3y Ha_
A +H17\ +H17\+H1 0,
em que

Hy = B3Cy + AyDy + AsEy,

Ho = As[D1E4 — E1(Bz + C3 + D4)] — B3 Co(Aq + Dy + E5) — A4 D1(C3 + Es),

Hg = B3Co[A1 Dy + E5(Aq + Dy) — AgD1] + Ay Bo[E1(C3 + Dy) + D1(C3 + Es)]

+ D1[A4C3E5 — AsE4(B + C3)] + AsEq[Bo(C3 + Dy) + C3D4),

Hy = AyDy(=BaC3Es + B3CoEs) + C3(As D1 E4 By — AsE1 By Dy) — B3 CoEs A1 Dy
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P, é estavel, segundo o critério de Routh-Hurwitz A4, caso tenha-se H; # 0,

Ho Hs
—£ —= HqHy.
H1 >0, H1 >0eH2H3> 4 M

Dada a dificuldade em analisar qualitativamente a estabilidade de P, resolve-se
analisa-la numericamente. Da equagéao (14), tem-se P(N*) dado por

P(N*) = 51N + 611N 4 61gN™0 + 5gN® + 5gN8 + 57N7 + 5 NC + 55N°
+84N* + 53N° + 55N? + 61N + 8¢ = 0, (19)

em que

612 = NM7Q5 — QpPaNg; 611 = NM7Qy4 + NMgG5 — QP4 N7 — QP3Ng + Py2Ng;

610 = —Ma2Ng + NM7q3 + NMgdy + NM5Js + NM7B3 — QP4 N — qP3N7 — qP2Ng + Py1Ng

+ Py2n7;

0g = —Mai{ Ng — Mas M7 — NM705 + NM7 Qo + NMgQ3 + NM5qQ4 + NMy Qs + NM7L2

+ NMgf3 — QP4 N5 — QP3N — qP2N7 — qP1 Ng + PY1 N7 + PY2Ng + Py3Ng;

68 = —mcx1 I77 - ma2n6 + ma3n8 + nm7a4 - nm6a5 + nm7q1 + ntCIQ + nm5q3 + nm3q5
+ NMyQy + NM731 + NMe2 + NMsf3 — qP4N4 — QP3 N5 — gP2Ng — qP1 N7 + gP Ng + PY1Ng
+ Py2Ns5 + Py3nz + Py2Qs;

67 = —mor1 n6 - ma2n5 + mor3n7 — ma2q5 + nm7a6 + nm6a4 — NMsQO5 + nm7q0 + nm6q1
+ NM5 Qo + NMyQ3 + NM3 Gy + NMaQs + NM7 4 + NMe1 + NMsLo + NMyP3 — qP4N3

— QP34 — QP2Ns5 — qP1Ng + QP N7 — qP4P3 + PY1 M5 + PY2N4 + Py3Ng + Py1ds + PY2qa;
86 = —mcx1 I75 - ma2n4 + ma3n6 - ma1 Q5 - ma2q4 + nm6a6 + nm5a4 - nm4cx5 + nmqu
+ NM5Qq + NMy Qo + NM3Qq3 + NMoqy + NM1 G5 + NMgf4 + NM5B1 + NMyLo + NM3f3

+ QP405 — QP4 N2 — qP3N3 — gP2 Ny — gP1 N5 + gP N — QP42 — QP33 + PY1 N4 + Py2N3

+ Py3Ns + Py1Q4 + Py2Q3 + Py3qs;

55 = —ma1 n4 - maan + mor3n5 — ma1 Q4 — ma2q3 + ma3q5 — magﬂz + nm5or6 + nm4a4
— NM303 + NM5qg + NMyqgq + NM3go + NMog3 + NMy g — NM Qs + NMsL4 + NMy L+

+ NM3fs + NMof3 — QP40 + GP305 — GP4 N1 — qP3 N2 — QP23 — gP1 Ny + QP N5 — gP4 1
— qpP3f2 — QP23 — Py20ais + Py N3 + PYolp + Py1G3 + Py2do + PY3Qs + PY3N4;
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04 = —Mot1 N3 — MAaNo + MAiz N4 — MA1 Q3 — MAaPo + MAzgs — MA1 B3 — Masfo + NMyOg

+ NM304 — NMo05 + NMy gy + NM3QGq + NMy Gz + NMaGo — NMy gy + NMyP4 + NM3B4

+ NMofa + My B3 — gP40e — P304 + GP205 — gP4 My — GP3 N1 — QP22 — QP1 N3 + GPo N4

— QPafa — aP3P1 — qPoP2 — gP1B3 + Py204 — PY105 + P12 + PY2Ny + PY3ng + PY1Qz

+Py2q1 + PY34qs;

03 = —Moat{ Ny — MAs Ny + MAizNg — Ma{ Qo — MAoqy + Mazgz — Ma1 o — Masf{ + Magfs

+ NM30g + NMo04 — NM4 05 + NM3qg + NM{ Qo + NMaqq — NMy Q3 + NM3B4 + NMoL+

+ nm4 B2 — nMpf3 — gP30s — P2014 + qP10 — P3Ny — QP21 — qP1 N2 + Py N3 — QP3P

— qp2f1 — qP1B2 + gPoP3 + PY104 + PY20e — PY305 + PY1 N1 + Py2Ng + Py3N2 + PY14

+PY2q0 + PY3Q2;

bp = —may Ny — Magny + Magny — May gy — Mag Qo + Maggp — Mayff1 — Magfy + magfo

+ NMo0ig + NM{ 0y + NMO5 + NIM{ Gy + NMa Qg — NMy Qo + NMaof4 + NM1 1 — MMPo

— gp20ig — gP1 04 — QP05 — QP2Ng — gP1 Ny + GPoN2 — gP2B4 — qP1S1 + gPoP2 + PY196

+Py3Aq4 + Py1Mp + PY3My + Py19o + PY3q1,

04 = —ma1 Ny + MagNy — Mai1 qg + Mazgq — Ma1 B4 + Magf1 + NMyag — NMyO4 + NM1 Qg

— Mo gy + My 4 — nMofB1 — gP13e + PO — GP1 Mg + GPoM — GP1B4 + gPoB1 + PY3ds

+Py3Mo + PY39o;

6o = magng + Magqo + Magfi4 — NMyAg = NMo o — NMof4 + GPoAs + GPo Mo + GPoP4-
Utilizando o MATLAB e os valores para os parametros presentes na Tabela 2,

foram obtidos os seguintes valores para N*:

N]" = 0,6661, NS =61,4995, N§ = 89,4547, Nj{ = 1466,7697, Ng-)k = —2453,2449,
Ng = 1462544,3492, N; =-32663793,3059, Ng =2189843836,5648,
Ng = 105490363379,8766, Nj, =-214213668210,8882.

Considerando apenas os valores de N* positivos, foram calculados os respecti-

vos valores de T;j e L*, a partir da substituicdo dos valores de N* nas equagdes (12) e
(13). Foram obtidos trés pontos Ps, a saber:

P 1 = (153802693,2026, 0, 0, 61,4995, 6,9389 x 10_8),
P> » = (105375773,3408, 0, 0, 89,4547, 1,6518 x 10_6),
P> 3 = (6375893,1952, 0, 0, 1466,7697, 0,0027).

Para cada ponto P, obtido, calculou-se a jacobiana avaliada no ponto e os
respectivos autovalores. Os autovalores obtidos para o ponto Py 4 foram:
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A11=-54,6531<0, Apq=-09279<0, A3q=-0,2078<0,
A41=11628,4952 >0, A5q=-11771,4443 <0.

Como A4 1 > 0, conclui-se que P, ¢ € instavel. Os autovalores obtidos para o ponto
P> 5 foram:

A1 =-38,0763 +0,0000/, App=-0,2704+0,2813i, A3, =-0,2704—0,2813i
A4 =—9788,3979 + 0,0000/, A5, =9581,1521 +0,00001.

Como a parte real de A5 > 0, conclui-se que P, € instavel. Por fim, os
autovalores obtidos para o ponto Py 5 foram:

Ay 3 =-4,0627 + 0,0000/, Ap3=0,2747 +0,9628/, Az3=0,2747-0,9628/,
A43 =—4605,9696 + 0,0000/, Ag 3 =1230,8992 + 0,0000;.

Como a parte real de Ap 3,13 3,15 3 > 0, conclui-se que P, 3 € instavel.

Portanto, considerando os parametros da Tabela 2, nenhum dos pontos P obti-
dos numericamente sdo estaveis.

Os pontos estacionarios de Coexisténcia, Pz = (T, T/, V*, N*, L*), descrevem
a situacao na qual o tumor e o virus oncolitico coexistem no TME. Dada a dificuldade
em extrair informagdes sobre T, T, V*, N*, L* (observando a equagao (17), e o lado
direito das equacoes (4) e (5) igualadas a zero) e, consequentemente, sobre a esta-
bilidade de P3, opta-se por fazer um estudo numeérico, utilizando valores da Tabela 2.
Para isto, utiliza-se o Matlab para resolver o lado direito das equacdes (1) - (5) igualado
a zero. Consideram-se 0s casos:

i) Tumor inicial grande (Tyg = 5 x 107 células);
ii) Tumor inicial pequeno (Tyq = 10° células);

iii) Imunidade inicial baixa (Tyg = 5 x 107 células, Ny = 108 células, Ly = 10
células, s, = 3,2 x 103 células);

iv) Imunidade inicial alta (Tyg = 5 x 107 células, Ny = 10° células, Ly = 102
células, s, = 3,2 x 10 células);

v) Alta citopaticidade do virus (Tyg = 5 x 107 células, ey = 0,4 dia™');

vi) Baixa citopaticidade do virus (Tug = 5 x 107 células, ey = 0,04 dia™").
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Mais informacdes sobre cada um destes casos serdo dadas no Cap.4 - Resulta-
dos.

Cada caso forneceu um ponto estacionario. Os pontos obtidos nos casos i), iii),
iv), v) e vi) possuem valores para 7" e V* aproximadamente nulos, o que caracteriza
P>. Nestes casos, P»> - ponto estacionario de Viroterapia Ineficaz - é estavel apenas
para a imunidade inicial alta:

P, = (30531,3673, 3,5773 x 10713, 1,0484 x 1074, 15234,8906, 817,8712),

com autovalores

A1 =-0,03141 +0,1727i, Ao =-0,0314-0,1727i, A3 =-2,1003,
A4 =—35041,0239, A5 =-1,6243.

No caso do tumor inicial pequeno (ii)), o ponto estacionario de Coexisténcia
obtido foi

Pz = (6122,0331, 3359,2957, 955,4104, 1528,7287, 25,4446),

com autovalores

Ay =—3517,6260, A, =0,0005+1,1500i, A= 0,0005—1,15001,
Ay =—2,093, A5 =-0,0758,

e P3 é instavel.

3.2 SUBMODELO LIVRE DE IMUNIDADE

Nesta subsecéo, avalia-se a estabilidade dos pontos estacionarios referentes
ao submodelo Livre de Imunidade. O submodelo mostra-se importante para que se
compreenda como o virus oncolitico atua no combate ao tumor, permitindo que se evi-
dencie o papel fundamental das células imunes no tratamento, a partir da comparacao
entre os casos com e sem células NK e células T CD8".

Na auséncia de populacoes de células NK e células T CD8*, o modelo (1)-(5)
reduz-se para:
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dly CTu+Ti\

W = aTu (1 2 ) bTu V, (20)
dT;

Ft’=bTuV—e1T,-, (21)
av

o = 9ZTi— sV, (22)

com condicdes iniciais
Tu(0) = Tyg, Ti(0)=0, V(0)=V,. (23)

A nao-negatividade e limitacao das solugdes do submodelo Livre de Imunidade
(equagdes (20)-(22)) podem ser obtidas a partir da discusséo feita anteriomente. A
regido invariante neste caso é dada por

QF‘:{(T“’T”V)GRE'OSTUSH,OS Ti<n,0< vg—zgr1},
3

sendo esta, positivamente invariante.

3.2.1 Numero Basico de Reproducao

Para uma melhor compreensao de como a eliminagdo do tumor esta ligada a
caracteristicas do virus oncolitico, a seguir calcula-se 0 nimero basico de reprodu-
cao (Ry). Pode-se definir o niumero basico de reprodugédo como a média de novas
infecgdes de células tumorais geradas por uma célula infectada, via lise, durante a
viroterapia em uma populacédo constituida apenas de células tumorais suscetiveis a
infeccdo (DRIESSCHE; WATMOUGH, 2002). Se R < 1, entdo, em média, o nUmero
de novas infecgbes geradas por uma célula infectada € menor do que um. Se Ry > 1,
entdo, em média, o nimero de novas infeccdes geradas por uma célula € maior do que
um. Neste caso, a infecgcdo numa populacao de células tumorais persiste. Para calcular
0 Ry, utiliza-se o método da matriz de préxima geracao (DRIESSCHE; WATMOUGH,
2002).

As variaveis Ty(t), T;(t), V(t) podem ser divididas em trés grupos: o grupo néo-
infectado, ¢, o grupo infectado, mas né&o infeccioso, y, e o0 grupo infeccioso, y. Desta
forma, tem-se @ = (Ty), Y = (T;), y = (V), e 0 modelo das equagdes (21)-(22) pode ser
escrito como:
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do _
E - f((Pyl-,UsY)s
dp
ot " g(@,P,Y),
dy
E = h(gDsL)USY)

Considerando que o ponto estacionario Ey = (rq,0,0) pode ser escrito como
Eo = (¢0, 0, Yo), em que ¢g = (r1), Yo = (0) e yp = (0), segue de g(po, ,y) = 0 que

e 7

bI’1V—eT,=0:> V=b—[’1

Substituindo a expresséo obtida acima em h(pq, 7;, V), obtém-se

e T;
o, Tis Vipo, T) = 2gTi= o=y .
Fazendo
_d _ . Ozeq
G-= dTI h((POs Os V(QDO: O)) =2Zg br1 ’

e escrevendo G como

G=M—D,emqueM=zgeD=%,
1

segue que o Numero Basico de Reprodugéo (R) é dado pelo raio espectral

Ro =p(MD™"),
resultando em
bl’1
Ro=% g

Teorema 2. O modelo definido pelas equacgdes (20)-(22) sempre possui um estado
estacionario trivial, chamado de Estado Estacionario de Erradicacdo do Tumor,
EEy = (0,0,0), que ¢ instavel. Ademais,
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1 Se Ry < 1, entdo o sistema (20)-(22) possui outro estado estacionario chamado
de Estado Estacionario de Viroterapia Ineficaz, EE{ = (r1,0,0), que é localmente
assintoticamente estavel.

2 SeRg > 1, entdo EE, torna-se instavel e o sistema (20)-(22) possui outro estado
estacionario chamado de Estado Estacionario de Coexisténcia,
EE, = (T, T, V*), emque T, T, V* sdo dados por

*

_ 2r2bPz2g° + eqads — dzeq bry Zg
¥ =

adzbzg + b2ry z2g2
. —ejads + adsbryzg

"7 adsbgz + b2ry 22g2’

« _abryzg—ejads

"~ adsb+ b2rizg’

que é localmente assintoticamente estavel se

aq1(ap3zg — e10s)
(a1203 + a1329)

aig >y, a1 < , a1 < e +0s,

em que

2
y 22181281 + a11(e12 + dz° + ds + €13 — a423p1) + Ap3(€129 + d329)

ax129
—e1d3” — e4%d3 — ay12(eq + ds)
2129 ’
242,22 )
ayy =a 1_2r1b z°9° + ejads —dze1brizg  brizg—eq0ds |
ry(adbzg + b2ry z2g?) adz + bryzg

—2ab?r2z%g? — ea°ds + adzeq bry zg

#2 = ri(adsbgz + b2ri z2g2) ’
—2b3r2z292 — ey abd? + dzey b?ry zg
8 = adzzg + bryz2g2 ’
8oy = abryzg — ejads
ads + br1gz
- =2b3r1222g2 + eyabd? — dye1 b2ry 29

adszg + bryz2g2

Uma maior discussao sobre a estabilidade dos estados estacionarios sera feita
na préxima subsubsegéo.
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3.2.2 Analise de Estabilidade

O sistema linearizado no ponto (Ty, T;, V) é representado pela matriz jacobiana:

a<1—TU+7-/)—aTu—bV —aTu —bTu
rq rq rq

J= bV —e;  bTy
0 gz —d3

A seguir calculam-se os pontos estaciondrios referentes ao sistema (20)-(22).

Ilgualando o lado direito da equacao (20) a zero, obtém-se:

Ty {a (1 -y) —bv} -0,
1

ou seja,

Tu+7-,'

Tu=0 ou 3(1—
I

) -bV =0.
Se T, =0, do lado direito da equacéo (21) igual a zero tem-se que

bTyV-e;T;=0=T;=0=V=0.

Assim, o primeiro ponto estacionario obtido é dado por EEj = (0,0, 0).

Tu+T;
Se a <1 - "'r+ ’) — bV =0, entdo pode-se escrever T, como:
1
bryV
Tu=ry— ,—%. (24)

T:
Igualando o lado direito da equacao (22) a zero, conclui-se que V = %
3
Substituindo V em (24), tem-se:
brizg
=rn—-T;(1- .
Tu=n=T ( ads )

Ao igualar o lado direito da equacao (21) a zero, segue que
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bTuV—e1T,-=O:>b(r1 —T,-—b“gzr,-) brOZ 1 _ 6T -0

ad3 d3
brygz 74
1o (o) e
brygz 9z
:>T,-=Ooub(r1—T,-—a1—d3T,-)d—3—e1 =0.

Se T¥ =0, entdo T; = r; e V* = 0, que fornece o segundo ponto estacionario,
EEy =(ry,0,0).

Agora, se

entao

2, 2.2
T _bgz b r1gzz +br1zg_e1=0
d3 ads d3
ejad2 — adsbry z
o T= 1405 3 19_
—adsbgz — b2ry z2g2

9zT;

Substituindo a expressao obtida para T; em (24),eem V = p
3

, Obtém-se que

*

2r2b2 7292 + eqads — dze bry zg
u —_

3

adzbzg + b2r{z2g2
« abrizg—ejady
~ adzb+ b2rizg

Logo, o terceiro ponto estacionario € dado por EE, = (T, T, V), em que
T;, T e V* séo dados como acima.

Em resumo, foram encontrados trés pontos de estabilidade, a saber:

(i) Estado estacionario de erradicacao do tumor (EEy): EEy = (T,*, T;*,V*) =
(0,0,0), que representa a situacao de total erradicagdo do tumor. Este es-
tado indica que a viroterapia foi bem sucedida, com todos as variaveis iguais
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a zero. Avaliando a jacobiana no ponto EEj, tem-se

a 0 o
J(EEg)=10 -e O
0 gz —-d3

Os autovalores correspondentes sédo a,—eq,—ds, 0 que indica que EE; €
instavel, visto que a > 0. Comparando com o ponto estacionario de Erradi-
cacao do Tumor obtido para o modelo imunocompetente, a instabilidade do
ponto EEg indica que, sem as células imunes, o protocolo de tratamento ndo
pode gerar eliminacao permanente do tumor, enquanto que, para o modelo
imunocompetente, a estabilidade do ponto de Erradicagdo do Tumor indica
a possibilidade de sucesso na erradicagcao do tumor a longo prazo.

(i) Estado estacionario de viroterapia ineficaz (EE4): (T,*, T;*,V*) = (ry,0,0),
que corresponde ao estado em que o tumor € constituido apenas de células
tumorais ndo-infectadas. Este estado corresponde ao caso em que a viro-
terapia falha, pois a populacao de células tumorais continua a crescer até
atingir sua capacidade de suporte, ry, € nenhuma particula de virus sobre-
vive. Avaliando a jacobiana no ponto EE; resulta em:

-1 -a —bf1
J( EE1 )= 0 —€q br1
0 —-gz —d3

A equacao caracteristica correspondente €

PO) =23 + (€1 + dg + 1)A2 + (€103 + d3 — bry gz + 1)\ + €103 — bry gz = 0.

Os autovalores correspondentes sao

1
M =1, Az = 5-e1—ds F /(1 + 032 —4(-bry g7 + e1d3)).

A seguir, apresentam-se teoremas sobre a estabilidade do ponto EE;.

- . o . r o
Teorema 3. (Estabilidade Local): EE4 € localmente assintoticamente estavel se e—1 < b_;z
1

. r- d
e instdvel se - > —S_.
€1 ng
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Demonstragéo. Primeiro, note que Ay = -1 <0.

Se (e + d3)2 +4brigz—4eqd3 > 0, entéo

Az = %(—91 - d3 - \/(61 + d3)2 + 4bf'-| 9z —4eq d3) <0

AS = %(—61 - d3 + \/(91 + d3)2 + 4bl’1 gz — 461 d3)

pode ser positivo, negativo , ou zero.

Se—ey—d3 + \/(e1 + d3)2 + 4br{gz —4e4d;z < 0, ou ainda, se

e+ 03> \/(e1 + d3)2 + 4bry gz — 4403, entdo A3 < 0. Como eq + d3 é positivo, segue

que (e + d3)? > (1 + da) + 4bry gz — 41 ds, ou ainda, 4e;d3 > 4brygz = £_1 < bd_gz'
1

2 R asz ;
)© +4brygz—4e1d3 >0 se 1< , conclui-se que no

caso em que Rq < 1, todos os autovalores s&o negativos e EE; € localmente assintoti-
camente estavel.

Ainda, como (eq + d3

r d . ~ s
Se -1 > =2 ou ainda, Ro > 1, entédo A3 > 0 e EE; é instavel. O
€1 ng

Teorema 4. (Estabilidade Global): Quando < ﬁ EE, é globalmente assintotica-

r
91 ng
mente estavel.

Demonstracdo. Considerando a fung¢ao de Lyapunov dada por

L(Tu, T;, V) = Ty=T; = T In <E> Ny
7-u d3
nota-se que L estad bem-definida, € continua e positiva definida, para quaisquer
Ty>0,T;>0, V>0.Além disso, o minimo global L = 0 ocorre em EE;.

A derivada de L com respeito a t € dada por:

d. oL dTy, oL dT; oLdV

dt ~ 9Ty dt T aT at T oV ot
% .

(1_E> {aTu (1— T”+T’>—bTUV] LbTyV—e T+ 21297, Dy
Tu r d3 d3

=(Tu—-Tj) {a (1 - Tur-: Ti) —bTuV] +bTyV — ey T/+brc1],—32g7_/—br1 V
= (Ty=T;) {a (1 _— T") —bTuV} +bTuV+(br(1j§g—e1)T,-—br1 v



Capitulo 3. Analise do Modelo 56

- aTu—riTu(Tu+ T)—bTyV—aT:+ riT[j(Tu+ T)+bTiV + bT,V
1 1

brizg

+( %

— (aTy+ rirg(Tqu T) +bT[jV+bTuV)—(r£Tu(Tu+ T:) +bTyV +aT; + bry V)
1 1

+(Ro—1)eqT;

—eyli-bnV

Deste modo, % =P-Q+(Rg—1)e1T;,eseRyp<1, P<Q, entéo% < 0 para

. aL .
quaisquer Ty, T;, V>0, e i 0 se, e somente se, Ty = T;; e T; = 0, simultaneamente.

Assim, o0 maior subconjunto invariante compacto do conjunto

M = {(Tu, T, V) eoa;% =0}

€ o conjunto {EE4}. Pelo Principio de Invariancia de LaSalle A 1. (ver Anexo A), o
ponto EE; é localmente assintoticamente estavel se Ry < 1. Como ja argumentado
anteriormente, EE4 € instavel no caso em que Rg > 1.

]

Implicagéo Clinica: Como trata-se do ponto estacionario de viroterapia oncoli-
T . . . . dzeq .
tica ineficaz, este teorema implica que a viroterapia falha quando g < , OU seja,
quando o numero de particulas de virus liberadas de uma célula infectada for menor
adze S , T .
do que % Isso significa que o tumor voltara a crescer até atingir sua capacidade
de suporte, ry. O sucesso da viroterapia também depende de outros fatores, como por
exemplo, o tamanho inicial do tumor, a habilidade de replicagdo do virus, o0 niumero

inicial de células tumorais infectadas, entre outros (SENEKAL et al., 2021).

(iii) Estado Estacionario de Coexisténcia (EE,): (T,*,T;*,V*),emque T,*,T;*,V*
sao dados por:

. 2r2b?z2g? + eyads — dzeqbryzg
u —

b

adzbzg + b2r{ z2g2
—eyads + adsbry zg
" adsbgz + b2r; 22g2’
. abrizg—eqjads
" adsb+ b2rizg’

X
1
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que terapeuticamente descreve a coexisténcia de tumor e virus oncoliticos
no microambiente tumoral.

Teorema 5. (Estabilidade da coexisténcia) EE, é assintoticamente estavel se

ay1(ax3zg — e10s)
a3 >y, da1< , 811 <€q+0s,

(a1203 + a1329)

em que

aer—al1- 2r2b2 2g + €4 ad§ —dze brizg _ brizg—eqds
1 ry(adzbzg + b2ry z2g2) ads + bryzg

—2ab?r2z2g? — e a2dZ + adzey bry zg

%2 = r1 (adsbgz + b2ryz2g2) ’
arg = —2b3r2z292 — eyabdZ + dzeqb?ry zg
adzzg + bry z2g2 ’
fyy = abryizg —eqads
ads + brigz
g = 2b3r222g? + eqabds — dye  bPry 29

adszg + bry z2g2

_ 181261 + a1 (612 + d5® + d3 + €103 — a10ap1) + ap3(€1 29 + 0329)
az129
—e10d3° — e12d3 — ay1%(ey + d)
ax129 '

Demonstrag&o. Avaliando a jacobiana no ponto EE,, segue que:

ai1 a2 a3
J(EEp) = | a1 —e1 a3 |,
0 gz —d3
em que

ai—al1- 2r2b272g? + eqad2 — dzeq bry zg _ brizg—eyds
ri(adzbzg + b2ry z2g2) ads + bryzg

—2ab?r2z2g? — ea°dZ + adzeq bry zg

#2 = ri(adsbgz + b2ri z2g2) ’
—2b3r2z292 — ey abd2 + dye;b?ry zg
8 = adzzg + bryz2g2 ’
ap( = abr1 Zg — €1 ad3
ads + brigz
. 2b3r222g? + eqabd2 — dyeq bPry 29
23 =

adzzg + bryz2g2
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A equacdo caracteristica em EE, é

3 2
PQ) =—-A" + (a1 —e1 —d3) A° +[a11(ey + d3) — €103 + ap32g + a2821] A
+ 116103 —ay1a329 + a1282103 + a1382129 = 0,
que pode ser reescrita como

P(A) =23 + a;A% + ao) + ag = 0,
em que

af

€1 +d3—a11,
a

e103 —ayy(eq + d3) — ax3zg — arzaxy,

ag = a118p329 — @11 6103 — a1282103 — 813821 29.
Agora, note que se aq1 < e1 + d3 entdo a; > 0. Ainda,

at1(ag3zg — eqds) — ax1(ay203 + a1329) >0
a11(832g — €103)
(a1203 + a1329)
Logo, s 8y < a11(ax3zg —e1ds)
(21203 + a1329)

< daoq <

, entdo az > 0.

Agora, note que

ara = (eq +dz—ayq)(e1d3 —ayq(e+ d3) —ax3zg — as2az4)
2 2 2 2
= e1“d3—ay1(e1” + e103) —ax3e12g — a12a21 €1 + 103" —aqq(e1ds + dz%)
2
— ap303zg —aipap103 — €103a11 + a11°(€1 + O3) + ap3ay12g + a12821a11-

Para que aja, > as, € preciso que

ay1(ax320 — €10d3) — a1 (81205 + a1329) < a11(ax32g — €103) — A1 81203 + a11(—(61° + dp)
— 03® — e105 + a1p8p1) + a3(—6120 — 0329) — A1p8p1 61 + €105° + €705 + a11°(eq + d5)
 —ap1a132g < —dp1 81261 + a11(~€1° — 3% — 03 — €1 03 + a12821) — Ap3(€12 + d329)
+ €032 + 812d5 + a12(eq + 03)
o ay > 2181261+ ai1(e1? + d5® + ds;r e1ZCg7'3 — a123p1) + apz(€129 + d32g)

21

—e1d3° — 61205 — ay1%(ey + d)
az129
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a1(aszzg — e1ds)

o _ (a1203 + a1329) = o
critério de Routh-Hurwitz A 4. (ver Anexo A), o ponto estacionario de coexisténcia &

localmente assintoticamente estavel.

Deste modo, se a3 >y, asq < e ajq < eq + ds, entdo, pelo

O

Implicag&o Clinica: Segundo Senekal et al.(2021), como este ponto € localmente
assintoticamente estavel, uma possivel interpretacédo biolégica seria que a viroterapia
oncolitica tratada como monoterapia ainda seria capaz de erradicar o tumor, o que vai
de acordo com estudos pré-clinicos que mostraram regressao tumoral completa apds
administracao de virus oncolitico de modo intratumoral.
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4 RESULTADOS

Neste capitulo apresentam-se os resultados da anélise de sensibilidade glo-
bal do modelo imunocompetente e do submodelo livre de células imunes. Ainda,
apresentam-se simula¢gdes numeéricas do submodelo livre de células imunes e do
modelo imunocompetente, e analisam-se os resultados em busca de explicagdes plau-
siveis biologicamente.

4.1 ANALISE DE SENSIBILIDADE GLOBAL

Nesta secdo apresentam-se os resultados da andlise de estabilidade global do
modelo imunocompetente e do submodelo livre de imunidade. Para realizar a andlise,
utiliza-se o método da amostragem por hipercubo latino (LHS) e escolhe-se a andlise
de Partial Rank Correlation, que fornece os coeficientes de correlacéo parcial (PRCC)
e 0s correspondentes p-values. Ao combinar o LHS com o PRCC, é possivel avaliar
razoavelmente a sensibilidade da populacéao de células tumorais quanto as variacoes
nos parametros (MARINO et al., 2008). A significancia estatistica do PRCC de um
parametro indica a contribuicdo do mesmo para a imprecisdo das previsées obtidas
pelo modelo. Os parametros com PRCC grandes, ou seja, maiores do que 0,5, ou
menores do que —0,5, e correspondentes p-values pequenos, isto €, menores do que
0,05, possuem maior correlacao significativa com o tamanho da populacao de células
tumorais. Quanto mais préximo o valor do PRCC esta de 1 ou —1, mais forte é a
influéncia do parametro do LHS na populagéo total de células tumorais. O sinal do
PRCC indica se a correlagdo € positiva ou negativa, isto €, um sinal negativo indica
que o parametro do LHS é inversamente proporcional ao total de células tumorais, e
um sinal positivo indica que o parametro do LHS é diretamente proporcional ao total
de células tumorais (MARINO et al., 2008).

4.1.1 Submodelo Livre de Imunidade

Para o Submodelo Livre de Imunidade (20)-(22), 7 parametros foram utilizados
no método de Hipercubo Latino (Latin Hypercube Sampling, ou LHS), a saber: a, ry,
b, e, z, g, e dz. Como o numero de pardmetros no submodelo é pequeno, tomou-se
a decisao de utilizar todos eles, apesar de nao ser necessario, por exemplo, incluir
a capacidade de suporte das células tumorais, ry, na analise. Foram utilizadas 100
amostras para o LHS, e um espaco de tempo de 200 dias, calculando-se o PRCC com
respeito ao total de células tumorais, ou seja, Ty(t) + T;(f). Os valores base para os
parametros podem ser vistos na Tabela 2. O valor maximo escolhido para cada para-
metro foi duas vezes seu valor base, e o valor minimo escolhido foi metade do seu valor
base, de acordo com as indicacdes em (MARINO et al., 2008). Os pontos no espaco
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de tempo considerado escolhidos foram os dias 1,5, 10, 15, 30, 70, 100, 150 pés inicio
do tratamento com o virus oncolitico, para que seja possivel obter informacdes sobre o
comeco, meio e fim do tratamento. As condicdes iniciais para o0 modelo utilizadas foram:
Tup = 108 células, T;y = 0 células e V, = 103 PFU. Na Figura 2 pode-se observar o
PRCC para cada parametro do modelo em cada t escolhido e, nas Tabelas 3a e 3b,
apresentam-se os p-values correspondentes.

No primeiro dia apds a infecgao, a maior correlagdo positiva significativa com a
populagéo total de células tumorais foi da taxa de proliferacao das células tumorais nao-
infectadas (a), e os de maior correlagdo negativa significativa foram: taxa de infecgéo
das células tumorais nao-infectadas pelos virus livre, b; lise das células tumorais infec-
tadas, eq; taxa sob a qual os virus oncoliticos matam as células tumorais, z; nUmero de
particulas de virus liberadas de uma célula infectada, g. O mesmo quadro mantém-se
nos dias 5, 10, 15 e 30. No dia 50, z perde sua significancia. Nos dias 70, 100 e 150,
nenhum dos parametros considerados possuem correlagao positiva significativa com o
total de células tumorais, e, no dia 70, b e e; possuem correla¢do negativa significativa.
Nos dias 100 e 150, apenas e possui correlagdo negativa significativa.

Figura 2 — Resultados do PRCC. Cada grafico de barras indica o PRCC entre o total
de células tumorais e os parametros do submodelo.
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Fonte: Elaboragao propria.

Percebe-se que o paréametro e, a chamada citopaticidade do virus, possui
correlacéo negativa significativa com a populacéo total de virus oncoliticos em todas
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Tabela 3 — p-values.

(a)

Dia a r b ey z
Dia1 2,1644 x 10 0,0507 1,0894 x 102  8,6374 x 10° 1,2315 x 1072
Dia5 2,9786 x 107'® 10,9385 2,0347 x 102  1,5142 x 105  1,8021 x 107'°
Dia10 5,0459 x 1072 0,8694 5,1197 x 1072 93519 x 1072  1,8932 x 10~
Dia15 11,1109 x 107 0,8950 2,2950 x 10720 8,8825 x 107196 3,5988 x 1010
Dia30 5,6921 x 10° 0,4875 3,1444 x 1077 2,2201 x 10713"  2,0905 x 10°°
Dia50 8,7948 x 1077 0,2551 4,7442 x 1072 1,4767 x 10714 0,0006
Dia 70 0,0032 0,6591 11,3910 x 108  3,3495 x 10715 0,0053
Dia 100 0,0003 0,7546 4,8986 x 10® 6,2682 x 107165 0,0116
Dia 150 0,5705 0,8429 0,5010 9,6164 x 10742 0,3942
(b)
Dia g do
Dia1 5,2515x 107'® 00,9095
Dia5 6,2101 x 1077 0,04741
Dia10 2,3785x107'* 0,1682
Dia15 8,2179x 107  0,4351
Dia30 9,6723 x 10°'° 0,7907
Dia50 1,4661 x 107  0,9259
Dia70 7,6658 x 1077  0,8854
Dia100 2,7287 x 107>  0,6888
Dia 150 0,7243 0,9962

Fonte: Elaboragao propria.

as fases do tratamento consideradas. Isto indica que variar a citopaticidade do virus
pode ser interessante para melhorar os resultados da viroterapia.

4.1.2 Modelo Imunocompetente

A seguir, faz-se uma analise de sensibilidade global para os parametros do
modelo imunocompetente (1)-(5). Esta analise computacional é Gtil para identificar
quais parametros do modelo contribuem de forma significativa para a eficacia da vi-
roterapia oncolitica. De acordo com o discutido em Marino et al. (2008), utilizam-se
os valores para os parametros encontrados na Tabela 2 como valores base, o do-
bro deles para os valores maximos e metade deles para o valores minimos. Além
disso, geram-se 30 amostras usando LHS para computar os PRCC e os chamados
"p-values"associados, com respeito a populacdo total de células tumorais, Ty =
Tu(t)+ T;(t), em diferentes dias do tratamento. Para computar o PRCC, escolhem-se os
dias 1,5, 10, 15, 30, 50, 70, 100, 150 pos tratamento com virus oncolitico (Vg = 10%), e
escolhe-se um tamanho grande para o tumor, T;g = 5 x 107. A Figura 3 mostra o PRCC
para cada parametro do modelo e a cada ponto escolhido. Na Tabela 4 encontram-se
os correspondentes p-values, e na Tabela 5 faz-se um resumo dos parametros de
maior correlag&o significativa de acordo com os dias.
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Figura 3 — Resultados do PRCC. Cada grafico de barras indica o PRCC entre o total de
células tumorais e os parametros do modelo imunocompetente. Em (a) sen-
sibilidade relativa da populagao de células tumorais nos dias 1,5,10, 15,30
apos o tratamento com virus oncolitico; Em (b) sensibilidade relativa da
populacao de células tumorais nos dias 50, 70, 100, 150 apés o tratamento
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Observando a Figura 3 e os p-values na Tabela 4 no dia 1, percebe-se que
existe uma correlacdo negativa significativa entre a populagédo de células tumorais e a
taxa de lise das células tumorais pelas células T CD8*, dj, lise das tumorais infecta-
das, ey, constante de meia saturagao das células tumorais em resposta aos antigenos
tumorais, h3, e o influxo constante de células NK, s,. Ainda, observa-se que a taxa
de inativacdo das células imunes pelas células tumorais, g, possui correlagao positiva
significativa com a popula¢do de células tumorais. Dentre os parametros de maior
correlacdo negativa significativa, destacam-se ey e s». A correlagcdo negativa do influxo
constante de células NK com a populagéo total de células tumorais pode indicar que,
antes do inicio do tratamento, uma mudanca no numero pré-existente de células NK
no TME pode aumentar o efeito anti-tumoral do tratamento. A escolha de s, deve ser
cautelosa, pois um numero muito grande de células NK ativadas no TME pode impe-
dir a propagacao do virus e prejudicar o tratamento (SENEKAL et al., 2021). No dia
5, ainda existe correlagao positiva significativa entre T;y4 € q, € correlagdo negativa
significativa com dy, eq, h3. Ja nos dias 10 e 15, observa-se correlacdo positiva signifi-
cativa com eq e, no dia 15, também ha correlagdo negativa significativa com a taxa de
infeccdo das células tumorais nao-infectadas pelos virus, b.

No dia 30 ha correlagao negativa significativa com a lise das tumorais pelas cé-
lulas T. No dia 50, correlacao negativa significativa com a constante de meia-saturagédo
das células tumorais em resposta aos antigenos tumorais, hs. Apés 70 dias da infec-
c¢ao com virus oncoliticos, existe correlacao negativa significativa entre as células
tumorais e o0 numero de particulas. No dia 100, observa-se correlagdo negativa signifi-
cativa com a taxa de morte das células tumorais infectadas por NK, ¢, e com a taxa
de proliferacao das células T, n. Ademais, correlacao positiva significativa com a taxa
de morte das células tumorais ndo-infectadas por células NK, ¢4, e com a capacidade
de suporte para producao de células NK, r».
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Tabela 4 — p-values.

(a)

Dia a b Ci d, ey Co
Dia 1 0,6520 10,3989 0,1054 0,0240 0,2659 5,0407 x 10 0,2991
Dia5 0,6849 0,4419 10,3268 0,0452 0,2394 4,5963 x 10° 10,2388
Dia10 0,4160 0,2125 0,6234 0,0578 0,1086 1,1601 x 10* 0,2478
Dia15 0,2485 10,0400 0,7781 0,5171 0,0788 0,0153 0,7401
Dia30 0,7849 10,2038 0,9471 0,0409 0,2865 0,7738 0,6683
Dia50 0,2651 0,6453 0,9449 0,7638 0,7463 0,5659 0,1443
Dia70 0,6896 0,7341 0,0849 0,4810 0,5865 0,6357 0,2357
Dia 100 0,3455 0,0480 0,0126 6,0960 x 10* 0,0581 0,0883 0,0343
Dia 150 0,9505 0,3612 0,5036 0,2152 0,5328 0,8174 0,7753
(b)
Dia g a> So w ho /
Dia 1 0,2133 0,7410 10,0244 0,1457 0,3443 0,8826 0,5537
Dia5 0,3867 0,8256 0,0518 0,3165 0,4039 0,9583 0,5277
Dia10 0,7521 0,595 0,0883 0,3561 0,7329 0,9728 0,9902
Dia15 0,7063 10,4346 0,1907 0,1537 0,1660 0,2462 0,2850
Dia30 0,3073 0,5518 10,4518 0,9577 0,4638 0,3587 0,5347
Dia50 0,5994 0,1018 0,6031 0,6444 0,6659 0,0880 0,6862
Dia70 0,0320 0,4968 0,4046 0,9134 0,0929 0,6488 0,7185
Dia 100 0,0632 0,0578 0,0338 0,5521 0,0119 0,9709 0,1006
Dia150 0,1796 0,3582 0,6951 0,9267 0,6708 0,6424 0,9749
(c)
Dia k m n hs q p
Dia 1 0,6054 10,1421 0,5178 0,0242 0,0376 0,0852
Dia5 0,9447 10,3322 10,4929 0,0447 0,0310 0,0601
Dia10 0,9443 0,7185 10,8333 0,1089 0,1094 0,1223
Dia15 0,1627 0,8319 10,2412 0,1427 0,3368 0,2509
Dia30 0,3669 0,9890 0,0650 0,1229 0,8297 0,5339
Dia50 0,1267 0,8109 0,1369 0,0241 0,4302 0,6409
Dia70 0,1167 0,1766 10,8783 0,7181 0,7961 0,5370
Dia100 0,5192 0,8550 0,0016 0,2737 0,4527 0,0907
Dia150 0,6010 0,4738 0,1856 0,9255 0,3066 0,1427

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 5 — Parametros com correlacao significativa com o total de células tumorais.

Dia Correlagao positiva significativa  Correlagao Negativa significativa
Dia 1 q d1,61,32,h3

Dia 5 q d1 , €1, h3

Dia 10 nenhum &4

Dia 15 nenhum b, e

Dia 30 nenhum d

Dia 50 nenhum hs

Dia 70 nenhum g

Dia 100 Cq, I b, d1,02,32,n

Dia 150 nenhum nenhum

Fonte: Elaboragao propria.

4.2 SIMULACOES NUMERICAS

A seguir, apresentam-se as simula¢gées numéricas feitas para o modelo imuno-
competente (1)-(5) e para o submodelo livre de células imunes (20)-(22). As solucdes
numericas das equagdes dos dois modelos foram feitas usando a rotina ode23s do
MATLAB e os parametros presentes na Tabela 2, a ndo ser em cenarios nos quais as
mudangas nos parametros seréo especificadas. Em todos os casos, utiliza-se V; = 108
PFU. Alguns autores definem a eficacia da viroterapia oncolitica pela rapidez com que
a infecgao viral se propaga para inibir o crescimento tumoral (SENEKAL et al., 2021).
Pretende-se determinar condicbes a partir das quais a viroterapia seja eficaz na elimi-
nacao do tumor.

4.2.1 Viroterapia com a auséncia de células imunes

Para que se possa compreender como/se/quando a viroterapia oncolitica pode
eliminar ou controlar a proliferagdo de células tumorais sem a influéncia das células
imunes, sao feitas duas simulagdes: a primeira considerando um cenario de tratamento
no qual a populagéo inicial de células tumorais ndo-infectadas € pequena, e a segunda
considerando uma populacgéao inicial de células tumorais nao-infectadas grande. A hi-
pbétese sendo testada é a de que a viroterapia oncolitica € mais eficiente em tumores
maiores. Seguindo o proposto por Senekal et al. (2021), utiliza-se Tyg = 108 células
para o caso em que o tumor é pequeno e Tyg = 5 X 107 células para 0 caso em
que o tumor é grande. Os autores destacam que tumores humanos que podem ser
detectados variam de 107 a 10° células.
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Figura 4 — Populagdo de células tumorais no caso em que: (a) Tyg = 108 células,
Vo = 108 PFU; (b) Tug =5 x 107 células, V, = 103 PFU.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Na Figura 4a, observa-se o comportamento das populagcdes de células tumorais
nao-infectadas e infectadas do submodelo livre de imunidade, no caso em que a popu-
lagc&o inicial de células tumorais é pequena. Quanto a populagéo de células tumorais
nao-infectadas, sem viroterapia, T, estabiliza-se em 1,46 x 108 células, em aproxima-
damente 11 dias. Com viroterapia, a populacédo de células tumorais nao-infectadas,
T,, rapidamente atinge valor aproximadamente zero (T, = 1,41 x 1078 células) em
t = 0,1 dia. Com relacao a populacao de células tumorais infectadas, ap6s infeccao
por virus oncolitico, a populagéo de células tumorais infectadas atinge o valor maximo
de 8,76 x 10° células, em t = 0,1 dia, sofre reducio, até zerar em aproximadamente
11 dias apds a infeccdo. Na Figura 4b, mostra-se o comportamento das populagcdes de
células tumorais nao-infectadas e infectadas do submodelo livre de imunidade, no caso
em que a populagéo inicial de células tumorais € grande. Considerando a populagao
de células tumorais nao-infectadas, sem viroterapia, T, estabiliza-se em 1,46 x 108
células, em aproximadamente 7 dias. Com viroterapia, a populacado de T, atinge um
valor préximo de zero (T, = 2,15 x 10713 células) em ¢t = 0,1 dia. J& a populacéo de
células tumorais infectadas atinge o valor maximo de 4,31 x 107 células em t = 0,1 dia,
sofre redugéao, até zerar em torno de 9 dias ap0s a infecgao.

Tais resultados séo consistentes com resultados obtidos em (SENEKAL et al,
2021) e em estudos experimentais, mostrando que se a populagao de células tumo-
rais for pequena, a viroterapia oncolitica possui menos eficacia do que em um tumor
maior, pois precisa de mais tempo para que as células tumorais infectadas sofram
lise pelos virus oncoliticos. Em ambas as simulagdes foi utilizada uma injecao viral
de Vy = 10° PFU. Deste modo, como a injecao foi a mesma, no mesmo dia, t = 0, e
assumindo que as cinéticas de reproducdo viral sdo as mesmas, é possivel concluir
que o que influenciou na redugédo do tumor foi o tamanho inicial do mesmo. Como
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explicado na Introducéo, as células infectadas sofrem lise como resultado da replica-
céo viral e liberam novas particulas de virus, que por sua vez infectam mais células
tumorais, replicam-se e lisam as células hospedeiras. Este ciclo continua até que néo
existam mais células suscetiveis a infeccao ou particulas de virus. Esta pode ser uma
explicacdo para o fenémeno observado na Figura 4, pois um numero maior de cé-
lulas tumorais nao-infectadas implica em uma maior chance de infecgéo viral. Uma
maior chance de infecg¢ao viral implica em uma maior propagacédo do virus e mais
células tumorais infectadas. Por sua vez, mais células tumorais infectadas significa
maior citorreducao das células tumorais nao-infectadas.

4.2.2 Viroterapia com a presenca de células imunes
4.2.2.1 Variando a citopaticidade do virus

Modela-se a citopaticidade do virus oncolitico como a taxa de morte das células
infectadas, sendo usada como parametro para dizer sobre o sucesso ou fracasso da
viroterapia (SENEKAL et al., 2021). De acordo com os resultados obtidos na andlise de
sensibilidade, o pardmetro ey possui grande influéncia no tamanho da populagéo total
de células tumorais (Ty(t) + T;(t)), principalmente nos primeiros 15 dias apos o inicio
do tratamento. Apés analisar como o tamanho inicial do tumor influencia na eficacia
da viroterapia oncolitica, nesta subsecao varia-se o valor da citopaticidade do virus,
ou seja, o valor do parametro e4, com o objetivo de determinar se a citopaticidade do
virus influencia na resposta imune das células NK e células T CD8*, e como isso se
traduz na eficacia da viroterapia. De acordo com estudos, a utilizacdo de virus que
possuam citopaticidade viral baixa, leva a uma maior inibicdo do crescimento tumoral
(SENEKAL et al., 2021). Assim como em (SENEKAL et al., 2021), para o caso em que
a citopaticidade viral € baixa, utiliza-se eq = 0,04, e para o caso em que a citopatici-
dade viral é alta, e; = 0,4. Em todos os casos, as condig¢des iniciais utilizadas foram:
Tuo = 5 x 107 células, Tip = 0 células, Vj = 108 PFU/cel., Ny = 0 células e Ly = 0
células. Os valores dos outros parametros podem ser encontrados na Tabela 2.

Como pode ser observado nas Figuras 5a e 5b, a influéncia das células imu-
nes, NK e linfocitos T citotoxicos CD8*, ndo é suficiente para eliminar a populagéo de
células tumorais, que, sem viroterapia, passa de uma populacdo de 5 x 107 células
para 6,51 x 107 (populagdo maxima atingida) células em um dia. Apds o pico, reduz-se
a 4,1 x 10 células no dia 60, até estabilizar-se em torno de 4,5 x 108 no dia 100.
Independente da citopaticidade do virus, as células tumorais nao-infectadas atingem
um valor préximo de zero, 1 x 10739, em t = 0,1 dia. Destaca-se que, apesar de 5a e
5b mostrarem erradicacdo do tumor em ambos 0s casos, estudos in vivo mostraram
que a viroterapia oncolitica utilizada como monoterapia raramente resulta em completa
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regressao em tumores, se comparada com tratamentos combinados (SENEKAL et al.,

2021).

Figura 5 — Comparacao do impacto de diferentes citopaticidades virais. As figuras da
esquerda mostram o numero de células ou particulas de virus durante os
dias sob tratamento com virus oncolitico de baixa citopaticidade (e1 = 0,04).
Nas figuras da direita, é possivel ver o numero de células ou particulas
de virus durante os dias sob tratamento com virus oncolitico de alta cito-
paticidade (eq = 0,4). Os outros parametros seguem os valores da Tabela
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Figura 5
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Fonte: Elaboragao propria.

Com relagéo as células tumorais infectadas (7;), na Figura 5c pode-se obser-
var 0 caso em que a citopaticidade do virus oncolitico € considerada baixa e em 5d
0 caso em que a citopaticidade é alta. O valor maximo atingido por T; no caso da
citopaticidade do virus baixa é 4,97 x 107 células, em t = 0,1 dia. Apds atingir o pico,
reduz-se a 2,3 x 10° células no dia t = 8, até que sofra erradicacdo no dia t = 35.
No caso de maior citopaticidade do virus, T; atinge valor maximo de 4,8 x 107 células
em t = 0,1 dia. Apds atingir o pico, reduz-se a 4,5 x 10° células no dia t = 5, até
que sofra erradicagdo no dia t = 20. Nota-se que, de acordo com a Figura 4b, no
caso em que considera-se apenas a infeccao viral, a populacao de células tumorais
infectadas atinge o maximo de 4,31 x 107 células. J& nos casos nos quais considera-se
as interacoes locais entre as células NK, células T CD8" e células tumorais infectadas
por virus oncoliticos, como nas Figuras 5¢ e 5d, obtém-se uma maior quantidade de
células tumorais infectadas (maximo de 4,97 x 107 células para citopaticidade baixa
e 4,8 x 107 células para citopaticidade alta). Tais resultados sugerem que respostas
imunes de células NK e células T CD8*" melhoram a viroterapia oncolitica.

Observa-se nos graficos 5e e 5f o comportamento da populacao de particulas
de virus oncoliticos. No caso 5e, em t = 0,1 dia atinge o pico de 1,53 x 107 particulas,
reduz-se a 9,9 x 10° particulas no dia t = 5, até ser eliminado em torno do dia 25. No
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caso em que a citopaticidade do virus é alta, em 5f, em t = 0,1 dia, V atinge o pico
de 1,4 x 107 particulas, reduz-se a 4,9 x 10° particulas no dia t = 4, até ser eliminado
em torno do dia 17. Nas Figuras 5g e 5h pode-se observar a evolucdo no tempo da
populacao de células NK nos casos de baixa e alta citopaticidade do virus, respecti-
vamente. Sem a viroterapia, células NK sofrem reducdo inicial até 132 células no dia
t =1,5, até comecarem a aumentar, atingindo o maximo de 914 células no dia t = 57,
sofrem redug@o novamente, até estabilizarem-se em torno de 880 células, em aproxi-
madamente 100 dias. Com a viroterapia, no caso de maior citopaticidade do virus, a
populacdo de NK atinge valores maiores do que no caso de baixa citopaticidade, por
exemplo, no primeiro caso, atinge-se 1400 células no dia 7, enquanto que, no segundo
caso, atinge-se 0 mesmo numero de células em 5 dias, até estabilizar-se, em ambos
0s casos, em torno de 1530 células aproximadamente no dia 14, no primeiro caso, e no
dia 10, no segundo caso. Nas Figuras 5i e 5 mostra-se a evolucao das células T CD8".
Sem a viroterapia, a populagcéo cresce até atingir um méaximo de 8652 células em torno
do dia t = 26, reduz-se e estabiliza-se em torno de 6800 células no dia { = 120. Com a
viroterapia, na Figura 5i, caso em que a citopaticidade do virus € baixa, a populagcéo
de células T CD8* atinge o valor maximo de 2678 células em aproximadamente t = 5
dias, sofre reducao, até zerar em torno do dia t = 100. J& na Figura 5j, caso em que a
citopaticidade do virus € alta, a populagao de células T CD8™* atinge o valor maximo
de 1894 células no dia t = 4 e sofre redugéo até zerar em torno do dia 100.

Conclusdes tiradas em estudos dizem que virus com citopaticidade baixa per-
mitem que mais células sejam infectadas antes da resposta imune das células NK
(SENEKAL et al., 2021), o que explicaria o0 maior numero de células tumorais infec-
tadas na Figura 5¢c. Um maior nimero de células infectadas aumenta as chances de
ativacao das células NK via contato direto com as células infectadas. Isso gera uma
forte resposta das células NK, como pode ser visto na Figura 5g, que consequente-
mente resulta em uma maior citotoxicidade das células NK contra células infectadas,
liberando mais particulas de virus oncolitico, como pode-se observar na Figura 5e.
Comparando as Figuras 5e e 5f, nota-se que o tempo de eliminacao do virus é sig-
nificativamente maior no caso do virus com citopaticidade menor (25 dias contra 17
dias do virus de maior citopaticidade). Uma das suposi¢des bioldgicas consideradas
no desenvolvimento do modelo € a de que células NK sao estimuladas pela morte
das células tumorais infectadas. Assim, diminuir a citopaticidade do virus implica em
retardar a resposta das células NK, que explica o motivo pelo o qual a populacéo de
células NK demora mais tempo para atingir o valor maximo no caso de baixa citopatici-
dade (Figura 5g) do que no de alta citopaticidade (Figura 5h). Além disso, uma maior
populacao de células infectadas, aliada a forte resposta das células NK, causa o que
pode ser observado na Figura 5i: uma maior quantidade de células T CD8*.
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Agora, pensando nos resultados obtidos para o virus de maior citopaticidade,
conclui-se que aumentar e4 gera um numero menor de particulas de virus (como pode
ser observado na Figura 5f), pois a resposta imune das células NK é mais rapida neste
caso (Figura 5h). Consequentemente, resulta em menos células tumorais infectadas
(Figura 5d) e uma menor resposta, apesar de mais rapida, de células T CD8™* (Figura 5j).
E importante destacar que o nimero menor de células tumorais infectadas também se
deve ao fato de que quanto maior a citopaticidade, menor o tempo de vida das células
tumorais infectadas, pois o tempo de replicagao viral € menor. Como vivem menos,
possuem menos chance de encontrarem com células NK, diminuindo o recrutamento
e ativacao das mesmas e, por consequéncia, das células T, prejudicando a vigilancia
das células imunes contra o tumor. Segundo Shi et al. (2020), a inducao de respostas
do sistema imune inato e adaptativo pelo virus pode ser “uma faca de dois gumes”,
pois uma resposta resposta rapida demais pode bloquear a replicacao do virus e a
infeccdo das células tumorais, exatamente o que foi obtido na Figura 5. Ainda, além
de pensar sobre o virus escolhido, é importante decidir o dia apropriado para o inicio
do tratamento, pois a imunidade inicial pode prejudicar ou aumentar a eficacia da
viroterapia (SHI et al., 2020).

4.2.2.2 Variando a imunidade

Como visto na subsubsecao anterior, a imunidade inicial pode diminuir ou au-
mentar a eficacia da viroterapia (SHi et al., 2020). Além disso, segundo os resultados
da andlise de sensibilidade global feita no inicio do capitulo, o influxo contante de
celulas, sy, possui correlagdo negativa significativa com o total de células tumorais, no
primeiro dia apds o tratamento com viroterapia oncolitica. Deste modo, nesta subsub-
secéao pretende-se avaliar como a imunidade no inicio do tratamento pode influenciar
na eficacia da viroterapia. Para isto, varia-se a imunidade inicial do paciente da se-
guinte maneira: no cenario em que a imunidade é baixa, consideram-se as populacoes
iniciais Tyg = 5 x 107 células, Ty = 0 células, V = 103 virions, Ny = 103 células e
Lo = 10 células, e o influxo constante de células NK, s, = 3,2 x 103 células; no cendrio
em que a imunidade inicial do paciente é alta, consideram-se as populacdes iniciais
Tup = 5 x 107 células, T;g = 0 células, V = 103 virions, Ny = 10° células e Ly = 102
células, e o influxo constante de células NK, s, = 3,2 x 104 células. Estes valores foram
escolhidos com base em (MAHASA et al., 2016). Todos o0s outros parametros podem
ser encontrados na Tabela 2.

Na Figura 6a, observa-se a evolugao da populacao de células tumorais nao-
infectadas, com e sem tratamento, considerando o cenario de baixa imunidade. Sem a
viroterapia oncolitica, T, atinge o valor maximo de aproximadamente 5,9 x 107 células
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em t = 0,9 dia, sofre reducdo, até estabilizar-se em torno de 4,5 x 10% células em
aproximadamente 80 dias apos a infec¢do. Conclui-se que apenas sob a influéncia das
células imunes, ndo obtém-se erradicacao do tumor. Com o tratamento, a populagao
aproxima-se de zero, assumindo o valor 6,34 x 10724 em t = 0,1 dia. No segundo
cenario, apresentado na Figura 6b, observa-se a evolu¢ao da populacao de células
tumorais ndo-infectadas, com e sem tratamento, desta vez considerando o cenario de
imunidade alta. Sem a viroterapia oncolitica, T, sofre redugao da populagao inicial até
atingir 4,2 x 10° células no dia t = 40 e estabilizar-se em torno de 3,5 x 10° células,
a partir do dia t = 100, mostrando que, ainda que se considere imunidade alta, ela
sozinha nao é capaz de erradicar o tumor. Com a viroterapia oncolitica, a populacéao
de células tumorais ndo-infectadas é rapidamente erradicada, atingindo 2,34 x 10710
células em t = 0,1 dia.

Figura 6 — Comparagéo do impacto de diferentes imunidades iniciais. As figuras da
esquerda mostram o numero de células ou particulas de virus durante os
dias sob tratamento com virus oncolitico, no caso em que a imunidade inicial
é fraca (Tyg = 5 x 107 células, Ty = 0 células, Vy = 103 PFU, Ny = 103
células e Ly = 10 células, s, = 3,2 x 103 células). Nas figuras da direita, é
possivel ver o numero de células ou particulas de virus durante os dias sob
tratamento com virus oncolitico, no caso em que a imunidade inicial € forte
(Tug = 5 x 107 células, T;y = 0 células, Vo = 103 PFU, Ny = 10° células e
Ly = 102 células, So =3,2 x 10% células). Os outros parametros seguem 0s
valores da Tabela 2.
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Fonte: Elaboragao propria.

Na Figura 6¢ mostra-se a evolug¢ao da populacao de células tumorais infectadas
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(T;) no tempo, considerando o cenario de baixa imunidade. A popula¢do rapidamente
cresce e atinge seu valor maximo de 4,25 x 107 células em t = 0,1 dia, sofre rapida
reducédo, até zerar em aproximadamente t = 10 dias, mantendo-se em valores proxi-
mos de zero pelo resto do periodo considerado (200 dias). Na Figura 6d mostra-se
a evolucao da populagéao de células tumorais infectadas, considerando o cenario de
imunidade alta. Assim como na Figura 6c, a populagcédo rapidamente atinge o valor
maximo de 4,29 x 107 células em t = 0,1 dia, reduz-se, até zerar em aproximadamente
10 dias. Na Figura 6e observa-se o comportamento da populacdo de particulas de
virus oncoliticos durante os dias que sucedem a infecgéo, no caso em que a imunidade
é baixa. Em t = 0,2 dia, V atinge seu valor maximo de 6,64 x 10’ PFU, reduz-se a
1,59 x 10° PFU em t = 2,5 dias, até zerar em aproximadamente 8.5 dias. Na Figura 6f
mostra-se 0 comportamento da populag¢ao de particulas de virus oncoliticos no caso
em que a imunidade ¢ alta. Neste caso, V atinge o valor méaximo de 3,25 x 108 PFU
no dia t = 0,3, reduz-se a 3,5 x 10* PFU no dia t = 2,5, até zerar em aproximadamente
seis dias.

Com relagao a populacao de células NK, na Figura 6g é possivel observar o
comportamento da mesma sem terapia € com viroterapia. Sem a viroterapia, N atinge
o valor minimo de 144 células em t = 1,4 dia e rapidamente aumenta, até estabilizar-se
em aproximadamente 880 células, no dia f = 103. Apés a infeccao com o virus onco-
litico, a populacdo de NK passa de 103 células em t = 0 para 233 células em t = 0,2
dia, rapidamente aumenta, até estabilizar-se em torno de 1530 células, a partir do dia
t =10. O caso em que a imunidade € alta pode ser visto na Figura 6h. Sem viroterapia,
a populacao de células NK sofre uma queda brusca de 10° em t = 0 para 3503 células
em t = 0,3 dia. Volta a crescer, até atingir equilibrio em torno de 1,53 x 104 células, em
aproximadamente cinco dias. Apos infeccéo por virus oncolitico, atinge valor minimo
de 1915 células em t = 0,5 dia, e volta a crescer, até atingir equilibrio em torno de
1,45 x 104 células, em aproximadamente 50 dias.

Na Figura 6i mostra-se o comportamento da populacao de células T CD8* (L),
com e sem viroterapia, no cenario de baixa imunidade. Sem viroterapia, a populagcéao
passa de 10 células e atinge seu maximo de 8636 células, em t = 25 dias. Sofre
reducéo, até estabilizar-se em aproximadamente 6830 células, em 113 dias. Apos in-
feccdo com o virus oncolitico, L atinge o valor maximo de 1116 células no dia t = 2,5,
reduz-se, até zerar no dia t = 73. Na Figura 6j € possivel observar o comportamento
da populacao de células T CD8* no caso em que a imunidade é alta. Sem viroterapia,
em 14 dias, a populacdo passa de 102 células para 6,75 x 10% células. Reduz-se, até
estabilizar-se em valores préximos de 8633 células, a partir do dia t = 188. Apds a
infeccdo com o virus oncolitico, a populagéo passa de 102 células em t = 0, para seu
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maximo 3,23 x 10%, em t = 1,5 dia. Ap6s atingir seu maximo, sofre reducao, até zerar
em aproximadamente 115 dias ap6s a infec¢édo por virus oncolitico.

Percebe-se que o niumero de células infectadas é menor quando a imunidade
inicial € mais fraca (6¢). Como as células NK séo recrutadas pelas células infectadas,
um numero menor de células infectadas resulta em um nimero menor de células NK,
0 que explica a diferenca entre as Figuras 6g e 6h. Ambas as populagdes influenciam
no tamanho da populagao de células T CD8*, uma vez que as células NK coordenam
o recrutamento das células T. Deste modo, faz sentido obter-se um nimero menor de
células T no caso da imunidade fraca, como mostrado na Figura 6i. Ainda, nota-se
que a quantidade de particulas de virus é significativamente maior no caso em que
a imunidade é mais fraca (6e), € que a eliminagcéo do virus € mais lenta neste caso.
Ademais, percebe-se que o minimo da populacao de células NK coincide com o pico
da populagao de virus, em t = 0,2 dia, ambos acontecendo ap6s o pico de células
tumorais infectadas (em t=0,1). Como discutido anteriormente, um niamero grande de
células NK no inicio do tratamento reduz a eficacia do mesmo, pois as células inibem
a propagacao viral, o que pode explicar a maior quantidade de particulas de virus no
caso da imunidade fraca.
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5 CONCLUSAO

Nesta dissertacao, foi proposto um modelo de equacgdes diferenciais ordinarias
nédo-lineares para descrever as interacdes no microambiente tumoral entre células
tumorais, células natural killer, células T CD8™* e particulas de virus oncolitico. O pro-
pésito deste estudo foi analisar a influéncia das células NK e das células T CD8*
no progndstico do tratamento. Para isto, foi realizada a analise qualitativa do modelo,
propondo-se teoremas, sobretudo sobre a estabilidade dos pontos estacionarios mais
relevantes biologicamente. Ainda, a mesma andlise foi feita para o submodelo livre
de células imunes, com o objetivo de verificar como a viroterapia funcionaria sem a
influéncia das células imunes aqui consideradas. Depois, foram realizadas andlises de
sensibilidade global, tanto para o0 modelo imunocompetente, quanto para o submodelo
livre de células imunes, de modo que fossem determinados quais parametros pos-
suem mais chances de impactar significativamente nas mudancgas da populagéo total
de células tumorais (soma de células tumorais nao-infectadas com células tumorais
infectadas) durante os dias que sucedem o inicio da viroterapia. Simulagées numéri-
cas foram realizadas e pretendeu-se esclarecer os seguintes questionamentos: i) sem
a presenca das células imunes, a viroterapia € eficaz? Existe diferenga no sucesso
da viroterapia de acordo com o tamanho inicial do tumor?; ii) Como a citopaticidade
do virus oncolitico influencia na viroterapia e como isto se traduz no comportamento
das outras células durante as fases do tratamento?; iii) Como a imunidade inicial, ou
seja, como o tamanho inicial das células NK, células T CD8* e o influxo constante das
células NK (s») influencia no sucesso da viroterapia?

A andlise de sensibilidade global mostrou que, no inicio do tratamento, os pa-
rametros de maior correlagcao negativa significativa com a populacao total de células
tumorais sédo o influxo constante de células NK, a taxa de lise das células tumorais
pelas células T CD8* e a taxa de lise das células tumorais infectadas, fornecendo o pri-
meiro indicativo de que a citopaticidade do virus oncolitico é importante para o sucesso
da viroterapia, e de que a quantidade inicial de células NK presentes no TME influencia,
tanto na propagacao viral, quanto na forca da resposta imune adaptativa, impactando
na populagéo de células tumorais. A taxa de lise das células tumorais é um parametro
significativo, pois quanto mais células tumorais lisadas, maior é o recrutamento de
células NK e maior o numero de novas particulas de virus oncolitico liberadas. Apés
100 dias do inicio do tratamento, observou-se que os parametros com maior correlagéo
negativa significativa com o total de células tumorais foram parametros relacionados
as células imunes, sendo eles: taxa de morte de células tumorais ndo-infectadas pelas
células NK, taxa de morte pelas células NK de células tumorais infectadas e a taxa de
proliferagéo das células T CD8*.
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Com relagédo aos resultados obtidos nas simulagées numéricas, observou-se
que a eficacia da viroterapia oncolitica depende do tamanho inicial do tumor, obtendo
melhores resultados para tumores maiores. Além disso, concluiu-se que a citopatici-
dade do virus oncolitico influencia na eficacia da viroterapia, uma vez que virus com
baixa citopaticidade permitem que mais células tumorais sejam infectadas, o que gera
um maior numero de células tumorais infectadas. Mais células infectadas aumentam
a chance de respostas imunes, pois ha uma maior probabilidade de encontro entre as
células, e também aumentam o recrutamento de células NK via morte celular imuno-
génica. Ademais, isto também se traduz em um ndimero maior de particulas de virus,
ampliando a capacidade antitumoral do tratamento. Também se concluiu que apenas
a acao das células imunes ndo é suficiente para erradicar o tumor, mesmo no caso de
imunidade inicial alta. Percebeu-se que se a imunidade inicial for forte, o numero de
particulas de virus é significativamente menor do que no caso em que a imunidade
inicial é fraca, pois uma resposta inicial forte de células NK inibe a propagacéao viral.
Além disso, comparando as simulagdes feitas para o submodelo Livre de Imunidade
com as simulagdes para o modelo imunocompetente, percebeu-se que as respostas
imunes aumentam a eficacia da viroterapia.

Tendo discutido os resultados, cabe observar que os mesmos estao sujeitos
as limitagcdes do modelo, tanto com relacdo aos parametros, quanto a forma com a
qual as suposigdes bioldgicas foram incorporadas no modelo. Para trabalhos futuros,
diferentes modos de modelar as interacdes entre as células serdo considerados. Como
as simulagdes do modelo nao foram validadas com nenhum dado experimental, futu-
ramente isto sera feito. Apesar de ndo ser um modelo validado, todos os parametros
utilizados nas simulacdes foram escolhidos a partir de estudos publicados na mesma
area, o que fornece certo grau de confiabilidade aos resultados. A rapidez com a qual
se obtém erradicagcao das células tumorais nao-infectadas, faz com que surja a ideia
de utilizar os parametros em horas, facilitando o entendimento sobre o primeiro dia
apés o inicio do tratamento. Como considera-se nesta dissertagdo a viroterapia como
monoterapia e, de acordo com os resultados obtidos, respostas imunes podem aumen-
tar a eficacia da viroterapia e a imunidade inicial do paciente possui grande influéncia
no sucesso da terapia, em trabalhos futuros pretende-se combinar a viroterapia com
outras imunoterapias, como por exemplo, terapia com inibidores de checkpoint imuno-
l6gico (ICB), vacinas contra cancer, bispecific T cell engagers (BiTEs), terapia CAR-T
(que foi estudada aliada a viroterapia em (MAHASA et al., 2022)), entre outras imuno-
terapias promissoras, para aproveitar-se da imunidade e atingir melhores resultados
com a viroterapia oncolitica.
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GLOSSARIO

CD4* Glicoproteina da superficie celular, geralmente das células T auxiliares, que
reconhece moléculas MHC classe Il das células apresentadoras de antigenos

CD8* Glicoproteina da superficie celular, geralmente das células T citotdxicas, que
reconhece moléculas MHC classe Il das células-alvo

IL—10 Tipo de citocina produzida por macréfagos ativados e por alguns linfécitos T.
Reduz a inflamagéo bloqueando a producgéo de citocinas pelas células imunes.

antigeno Qualquer molécula que possa ser reconhecida por um anticorpo ou receptor
decélulaT

apoptose Morte celular programada, caracterizada pela digestdo do DNA por endo-
nuclease

citocina Proteina de baixo peso molecular que estimula ou inibe a diferenciagéo, a
proliferacdo ou a funcao das células imunes

Complexo Principal de Histocompatibilidade Por definicdo € conhecido como um
locus génico responsavel pela codificacao de estruturas proteicas que fazem a
apresentacao de antigenos aos linfécitos T, promovendo a proliferagéo dessas
células e consequente resposta imunolégica prépria

célula de memdéria Células T e B formadas por expansao clonal durante uma res-
posta imune primaria e que, apds novo encontro com o mesmo antigeno, estao
“preparadas” para mediar uma resposta imune secundaria mais rapida, intensa e
duradoura que a resposta imune primaria

célula dendritica Célula imune que liga a imunidade inata e adaptativa. A principal
funcdo dessa célula inata é capturar, processar e apresentar antigenos para
células imunes adaptativas e mediar sua polarizacdo em células efetoras

célula efetora Células que desempenham funcao imune (por exemplo, liberacao de
citocinas, citotoxicidade)

célula imatura Célula que nao possui a habilidade de lutar contra infecgdées no corpo

célula T auxiliar Subclasse de células T que prestam a ajuda necessaria (na forma
de citocinas e/ou interacdes cognatas) a expressao da funcao efetora por outras
células do sistema imune

célula T citotéxica Célula T (geralmente CD8%) que destréi células-alvo depois de re-
conhecer moléculas de MHC-peptidios estranhos expostos ha membrana dessas
células
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célula T reguladora Célula T (principalmente CD4*) que suprime a atividade funcio-
nal dos linfécitos e das células dendriticas

exossomo Pequenas vesiculas produzidas pelo sistema endocitico de diversos tipos
celulares. O interesse recente nos exosssomos € atribuido ao seu papel na dis-
seminacao de organismos patogénicos, bem como na sua fungao em promover
e regular a resposta imune

fagocitose Englobamento de células e particulas, realizado por fagécitos — células,
incluindo mondécitos/macréfagos e neutréfilos, especializadas em englobar outras
células e particulas

fator de crescimento Proteinas, formadas por polipeptideos, que se ligam aos re-
ceptores da superficie celular, emitindo um sinal que atravessa a membrana
citoplasmatica e efetua um comando celular ou nuclear, desta forma desempe-
nha uma importante fungao na comunicacao intercelular, promovendo ativacéao
da proliferacao, diferenciagdo e movimentacao das células, além de influenciar a
sintese de proteinas e a apoptose celular

fibroblasto Célula do tecido conjuntivo que produz colageno e tem participacédo im-
portante na cicatrizagao de feridas

fibronectina A fibronectina é uma proteina adesiva que ajuda as células a aderirem
a matriz, encontrada em todos os vertebrados. Existe uma forma soluvel que
circula nos fluidos do corpo ativando a coagulacao, cicatrizagao e fagocitose

granzima Serinoesterases encontradas nos granulos dos linfécitos T citotdxicos e
das células NK. Induzem apoptose da célula-alvo na qual penetram por meio
de canais produzidos por perforinas inseridas na membrana celular pela célula
citotoxica

hialuronano Também conhecido como &cido hialurdnico e hialuronato, constitui um
dos principais componentes da matriz extracelular (ECM), foram conduzidos nu-
merosos estudos relativos a pele

homeostase Um estado de equilibrio entre todos os sistemas do corpo necessa-
rios para que o corpo sobreviva e funcione corretamente. Na homeostase, os
niveis corporais de acido, pressao arterial, agucar no sangue, eletrélitos, ener-
gia, horménios, oxigénio, proteinas e temperatura sédo constantemente ajustados
para responder as mudancas dentro e fora do corpo, para manté-los em um nivel
normal

infiltrante Um tipo de célula imune que se move do sangue para um tumor. Linfécitos
tumor-infiltrantes podem reconhecer e matar células cancerigenas. Na terapia
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de cancer, os linfécitos que se infiltram no tumor sdo removidos do tumor de
um paciente, cultivados em grande niumero em laboratorio e depois devolvidos
ao paciente para ajudar o sistema imunoldgico a matar as células cancerigenas.
Também chamado de TIL

interferon Uma substancia natural que ajuda o sistema imunol6gico do corpo a com-
bater infeccdes e outras doencgas, como o cancer. ex. IFN-a e IFN-B podem ser
induzidos na maioria dos tipos celulares, enquanto IFN-y é produzido pelos linfo-
citos T. Todos os trés tipos induzem um estado antiviral nas células e, além disso,
o IFN-y atua na regulag&o das respostas imunes

laminina Glicoproteina que é formada por trés cadeias polipeptidicas dispostas em
cruz. Sua funcao é a de ancorar as células epiteliais a ECM, da qual faz parte,
através de associacOes a outras proteinas como as integrinas, o colageno, a
elastina e a fibronectina

linfonodos Uma pequena estrutura em forma de feijao que faz parte do sistema imu-
nolégico do corpo. Os ganglios linfaticos filtram substancias que viajam através
do fluido linfatico e contém linfécitos (glébulos brancos) que ajudam o corpo a
combater infeccdes e doencas

linfécito B Um tipo de glébulo branco que produz anticorpos. Os linfécitos B fazem
parte do sistema imunoldgico e se desenvolvem a partir de células-tronco na
medula éssea. Também chamado de célula B

linfécito granular grande Leucdcitos (na verdade, a maioria nao é de linfocitos) que
contém granulos citoplasmaticos e atuam como células natural killer (NK) e killer
(K). os linfécitos T citotoxicos CD8+ ativados (Tc) também adquirem o aspecto
morfologico do linfocito granular grande

lise Processo de ruptura da membrana plasméatica da célula e a liberacdo do material
de dentro para o meio exterior da célula. A lise celular € um processo natural que
ocorre na digestao ou na agao contra agentes infecciosos

macroéfago Célula fagocitaria grande, derivada do mondcito sanguineo. Atua como cé-
lula apresentadora de antigenos e pode mediar a ADCC (Citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpos)

microéglia Tipo de célula do sistema nervoso central que, entre outros papeis, tem
funcao similar a dos glébulos brancos na corrente sanguinea. As micréglias fazem
a vigilancia ativa do tecido cerebral e da medula.
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neutréfilo Principal granulécito polimorfonuclear fagocitario circulante. Entra nos teci-
dos nas fases iniciais da resposta inflamatéria e também é capaz de mediar a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo.

oncolise viral Processo de infeccdo e destruicao de células tumorais por particulas
de virus oncoliticos.

padrao molecular associado ao patégeno Moléculas (p. ex., lipopolissacadidio, pep-
tidoglicano, acidos lipoteicoicos e mananos) expressas em niveis altos pelos pa-
tégenos microbianos na forma de motifs repetitivos, que nao existem os tecidos
do hospedeiro. Por isso, sdo usadas pelos receptores de reconhecimento de
padrées (PRR) do sistema imune para diferenciar os patégenos dos antigenos

proprios
patogeno Agente especifico, causador de doenca

perforina Molécula produzida por células T citotdxicas e células NK que é polimeri-
zada e forma um poro na membrana da célula-alvo, resultando em destruicao

quimiocina Familia de citocinas estruturalmente relacionadas que induzem seletiva-
mente quimiotaxia e ativacao de leuc6citos. Também sao importantes para o
desenvolvimento de érgaos linfoides, compartimentalizagdo células nos tecidos
linfoides, desenvolvimento das células Th1/Th2, angiogénese e cicatrizagao de

feridas

sistema imune inato Imunidade que nao é intrinsicamente influenciada por contato
prévio com um antigeno, ou seja, todos os componentes da imunidade que néo
sdo mediados diretamente pelos linfocitos

timo Pequena glandula no sistema linfatico que produz e treina glébulos brancos
especiais chamados células T

VEGF Uma substancia produzida pelas células que estimula a formagdo de novos
vasos sanguineos.
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ANEXO A - FERRAMENTAS

Considere o sistema

X = f(x), (25)

em que f : D — R" é uma aplicagéo localmente Lipschitz de um dominio D c R em
R7.

A 1. (Teorema de LaSalle) (KHALIL, 2001, pg.128, Teo. 4.4): Seja () € D um conjunto
compacto positivamente invariante com respeito a (25). Seja V : D C R uma fungdo
continuamente diferenciavel tal que V(x) < 0 em Q. Seja E o conjunto de todos os
pontos em Q em que V(x) = 0. Seja M o maior conjunto invariante em E. Entdo, toda
solugcdo comegando em Q) se aproxima de M quando t — oc.

A 2. (THIEME, 2003, pg.423, Teo. A.4): Seja R7*! = [0, )" o cone de vetores néo-
negativos emR". Seja F : RM*1 — R" Jocalmente Lipschitz,

F(t,x) = (F1(t,x), ..., Fn(t,x)), X =(X1,...,Xn),

e que satisfaz

Fi(t.x) > 0 sempre que t>0, x € R}, x;=0.

Entao, para todo xO € R, existe nica solucdo de x' = F(t,x), x(0) = x°, com
valores em R”, que esta definida em algum intervalo [0,b), b > 0.

A 3. (Principio da Comparacdo) (TESCHEL, 2012, pg.27, Teorema 1.3): Suponha f
continua localmente Lipschitz com respeito a x uniformemente em t. Sejam x(t) e y(t)
duas fungbes diferenciaveis tais que

x(to) < y(to), x(t)—f(t.x(t)) < y(O) = f(t.y(1)), t € [p, T) (26)

Entéo, temos que x(t) < y(t), para todo t € [ty, T). Ademais, se x(t) < y(t) para algum
t, isto permanece verdadeiro para todo t.

A 4. (Critério Routh-Hurwitz) (EDELSTEIN-KESHET, 2005, pg. 233, The Routh-Hurwitz
Criteria): Dada a equacdo caracteristica

AR a1/\k_1 + a2/\k_2 +---+a, =0,

defina k matrizes como a seguir:



ANEXO A. Ferramentas 91

az a
3 = as a4 as
aj 1 0 0 0 a 1 0 0
a a a 1 0 az ap, a 0
I-I] = 3 2 1 H Hk = 3 2 1 ’
as ay as ao 0 -
dpj dpjp a2j3 Agj4 ... & 0O O ag

em que o termo (I, m) na matriz H; é

asi—_m, se 0<2/-m«<k,

1, se 2/=m,

0, se 2l<mou?2l>k+m.

Entéo, todos os autovalores possuem parte real negativa; isto €, o estado esta-

ciondrio N é estavel se, e somente se, 0s determinantes de todas as matrizes Hurwitz
forem positivos:

detH;>0(j=1,2,...,k).

Nos casos em que k = 2,3, o critério pode ser resumido como

1. k=2:a1>0,32>0.

2. k=3:a1 >0,a3>0,a1a2>a3.
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