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RESUMEN.

Las terapias para combatir el cancer han ido cambiando y evolucionando al paso
del tiempo, con el fin de obtener mejores resultados y evitar dafiar a las células
sanas. La terapia fotodinamica es una aproximacion a ello. Es una terapia que usa
la combinacion de un agente fotosensor mas luz. Activado el fotosensor se liberan
elementos que generan estrés dentro de la célula y provoca la activacion de p53
citosolico que permite el acarreo de iones calcio hacia el reticulo endoplasmico y
después a la mitocondria, que la llevara a una saturacién de calcio que la llevara a
su lisis y liberacion de citocromo C, elemento para comenzar la via de muerte celular

inducida.

Se realiz6 un modelo de ecuaciones diferenciales que simulan la actividad de la

terapia fotodinamica en:

1- Una célula aislada
2- Dos células acopladas

3- Ocho células acopladas

De las variables dentro de los sistemas de ecuaciones, la que fue del interés en este
trabajo fue p53, puesto que se buscaba demostrar el papel que tiene p53 en sus
dos estados posibles (mutado y no mutado) como regulador de Ca?* dentro de una

célula cancerigena tratada con terapia fotodinamica

Los resultados mostraron que ante la generacion de estrés celular, el papel que
tiene p53 citosolico dentro de la regulacion de Ca?* es muy importante, ya que si el
valor numérico de p53 tiende a cero (valor que simula p53 en estado mutado dentro
del sistema de ecuaciones) la toma de Ca?" del citosol hacia el reticulo
endoplasmico se vuelve baja, por lo que la mitocondria no se satura y con ello el
proceso de muerte celular programada no seria posible. Por lo contrario, al asignarle
a p53 un valor numérico mayor, en el sistema comienza a haber un recambio de
Ca?* entre la mitocondria, interpretando que la mitocondria se lisé y hubo liberaciéon

de citocromo c para llevar a cabo el proceso de apoptosis.



ANTECEDENTES.

El cancer.
La proliferacion, diferenciacion y supervivencia de células individuales en los

organismos pluricelulares se regulan cuidadosamente para atender los

requerimientos del organismos como un todo (Cooper, & Hausman, 2011).

Esta regulacion no existe en las células cancerosas y la principal alteracion que
causa el desarrollo de un cancer es la proliferacién continua y descontrolada de las
células. Son células que en vez de responder apropiadamente a las sefales que
controlan el comportamiento celular normal, crecen y se dividen de manera
descontrolada, invadiendo tejidos y 6rganos sanos que en Ultima instancia se
propagan por todo el cuerpo e interfieren con la funcion de los tejidos de los 6érganos
sanos. La pérdida generalizada del control del crecimiento que muestran las células
cancerosas es el resultado de la acumulacion de alteraciones en multiples sistemas

reguladores de la célula.

El cancer se puede producir por la proliferacion anormal de cualquiera de los

diferentes tipos de células del cuerpo. (Cooper, & Hausman, 2011)

Es estimado que nuestros cuerpos hay alrededor de 200 diferentes tipos de células
somaticas, que tienen una capacidad de proliferacion limitada. In vitro las células
somaticas dirigen la multiplicacién de la poblacién de 50 a 60 veces antes de entrar
a un arresto de su crecimiento que no es reversible llamado senescencia. En
contraste, las células madre y células cancerigenas evitan esa barrera replicativa y
adquieren la habilidad para dividirse indefinidamente cuando se cultivan bajo

condiciones especificas in vitro (Hanahan, & Weinberg, 2000).

El desarrollo del caracter maligno de un tumor es un complejo proceso multietapa,
son muchos los factores que pueden influir en el desarrollo del cancer y en la
mayoria de los canceres es simplista hablar de una Unica causa. De todas maneras,
se han encontrado muchos agentes que disparan la generacién de tumores, como

la exposicion a radiacion, productos quimicos y virus. (Cooper, & Hausman, 2011)



Desarrollo y causas
Se han descrito y caracterizado los elementos genéticos que son necesarios para

la oncogénesis. Células somaticas humanas pueden volverse cancerigenas por la
activacion de elementos genéticos definidos tales como la introduccion de un RAS
oncogeénico, activacion de las telomerasas y bloqueo de las rutas p53/Rb. (Hahn et
al. 1999). Es importante mencionar que en algunos tumores su proliferacion y
supervivencia depende de la actividad constitutiva de una o pocas mutaciones,
llevando a la inhibicion de las vias que ocasionan muerte celular, fenémeno

conocido como “adiccion a oncogenes” (Brunton, et al 2011).

Tratamientos
La practica de la medicina contra el cancer ha cambiado conforme se han

desarrollado tratamientos que han sido eficaces para el tratamiento exitoso de
canceres que afios atras eran letales, como el testicular, los linfomas y la leucemia.
(Brunton, et al 2011). Ejemplos de ello son la quimioterapia adyuvante y el
tratamiento hormonal, estos nuevos medicamentos oncoldégicos pueden prolongar
la vida del paciente y evitar la recurrencia neoplasica después de la reseccion
quirdrgica de canceres localizados, ya sean de origen mamario, colorrectal,
pulmonar, etc. Asi también, la quimioterapia se utiliza como parte del tratamiento
multimodal de canceres localmente avanzados de cabeza, cuello, mama, pulmén y
eso6fago, asi como sarcomas de tejidos blandos y tumores pediatricos solidos, con
lo que se permite realizar cirugias mas eficientes y asi mejorar los resultados para
eliminar las masas tumorales que en tiempos pasados eran incurables (Brunton, et
al 2011).

TERAPIA FOTODINAMICA (PDT)
La terapia fotodinamica (PDT por sus siglas en inglés “photodynamic therapy”) es

un tratamiento que utiliza una droga sensible a la luz llamada “fotosensibilizador” o
“fotosensor” que al ser expuesta a luz a una longitud de onda apropiada, transmite
la energia captada de la emisién luminica y la transmite al oxigeno molecular
intracelular generando asi la formacidén de especies reactivas de oxigeno Yy otras

especies moleculares reactivas tambien relacionadas a mecanismos de muerte
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celular programada. Multiples cascadas de sefializacion y organelos celulares son
afectados concomitantemente en las células expuestas al estrés fotodindmico, vias
como las de adenilato ciclasa (AC), receptor tirosina cinasa (RTKs), MAP cinasas
(MAPK/ERK), fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K/Akt), varias proteinas fosfatasas,
factores de transcripcién, organelos como la membrana plasmética, mitocondria y
el reticulo endopldsmico también se ven afectados, todo esto con la intencion de

llevar a la célula cancerigena a un proceso apoptotico.

La fuente de luz usada para la PDT puede venir de un laser u otras fuentes de luz.
La luz puede ser dirigida a través de cables de fibra 6ptica (fibras delgadas que
transmiten luz) para lanzar luz al area dentro del cuerpo. Por ejemplo, un cable de
fibra optica puede ser insertado a través de un endoscopio (un delgado tubo
luminoso usado para mirar en tejidos dentro del cuerpo) dentro de los pulmones o
esofago para tratar cancer en esos organos. Otras fuentes de luz incluyen los diodos
emisores de luz (LEDs) que podrian ser usados para tumores superficiales como

cancer de piel.

Siendo ademas que la terapia fotodinamica no solo tiene la cualidad de eliminar las
células cancerigenas actuando directamente sobre el tumor sélido, sino que
también puede actuar en la vascularizacion dentro del tumor, afectando asi la
angiogénesis tumoral y evitando que la misma masa de células malignas obtenga
nutrientes para su crecimiento. También se ha reportado su papel coadyuvante en
la respuesta de células inmunes contra células cancerigenas, puesto que ante la
presencia del fotosensor dentro de la masa tumoral se han reportado acumulaciones
de neutréfilos que genera una baja en el crecimiento del tumor. ("Photodynamic
Therapy for Cancer", 2019)

Mecanismos moleculares
Como primer paso de la PDT para tratamiento de cancer, un agente sensibilizador

es inyectado dentro del torrente sanguineo para que el agente es absorbido por las
células del cuerpo tanto sanas como malignas. Aproximadamente 24 a 72 horas
después de la inyeccion el tumor es expuesto a luz haciendo que el agente quimico

absorba los fotones emitidos a la correcta longitud de onda, cambiando la



multiplicidad electrénica de la droga fotosensora, pasandola de su estado basal a
uno singlete y posterior a un estado de triplete, siendo en este estado donde el
fotosensor comienza la generacion de las especies reactivas de oxigeno ya sea
donando electrones a moléculas celulares que se convertirdn en radicales y estos
a su vez interactien con moléculas de oxigeno, o que el fotosensor en su estado de
triplete pueda interactuar directamente con el oxigeno y comience a generarse el
estado de estrés dentro de la célula para asi desencadenar las vias apoptoticas que

se necesitan para eliminar las células tumorales. (Dolmans,2003)

Dindmica de p53 en procesos cancerigenos
P53 es el elemento antitumoral mas estudiado, es el eje de numerosas rutas de

sefalizacion mediadas por estrés que controlan el destino celular y procesos
apoptoticos, es un factor de transcripcion y transactiva numerosos genes
involucrados en la induccion al arresto del ciclo celular y/ o apoptosis (Lacroix, et al
2006) (Green, & Kroemer 2009). Bajo condiciones normales, p53 es expresado a
un nivel bajo, causado por una degradacion proteosomal mediada por una proteina
ubiquitinadora ligasa conocida como MDM2, manteniendo a p53 como una forma
funcionalmente latente (Kubbutat et al1997) (Honda et al 1997). p53 cumple su
papel ante estrés celular o dafio al DNA, es inducido a acumularse en el nacleo
celular atreves de modificaciones post-traduccionales como fosforilacion y
acetilacion que hacen que p53 pase de una forma latente a una forma activa,
llevandolo a la disociacion de MDM2 de p53 (Sionov & Haupt 1999) (Lacroix, et al
2006). Cuando p53 esta funcionalmente activo, transactiva un conjunto apropiado
de genes objetivo para inducir el arresto del ciclo celular o apoptosis, estos
comportamientos celulares son dependientes del grado y del tipo de dafio celular
(El-Deiry, 2003). Asi p53 media el arresto del ciclo celular y permite que las células
reparen su DNA dafiado. Cuando la reparacion del ADN es completa, la célula
regresa al ciclo celular normal. Por otro lado, cuando las células tienen un dafio
serio al DNA o se genere estrés celular que ponga en riesgo el funcionamiento de
la célula, p53 ejecuta sus mecanismos proapoptoticos para eliminar células con
graves alteraciones en su material genético o y asi inhibir la transferencia de DNA

dafado a las células hijas. (Ozaki, & Nakagawara 2011). Por lo tanto queda claro
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su papel en la regulacion celular y que su mal funcionamiento es un aspecto

importante para la formacion de tumores en diferentes tipos de canceres humanos.

Su actividad es crucial para regular una eficiente muerte celular en células
cancerigenas bajo estrés celular (Green & Kroemer, 2009) evocado por drogas
quimioterapéuticas o radiacion. Muchas células cancerigenas sin embargo
contienen genes mutantes de p53 o p53 no funcionales y son incapaces de
responder eficazmente a los tratamientos, en efecto 50% de canceres humanos
albergan mutaciones somaticas en genes de p53 (Vousden & Lane 2007). Sin
embargo, el mecanismo por el que WTp53 suprime el crecimiento tumoral e influye
en la respuesta a drogas para mediar apoptosis no son aun completamente
entendidas. (Giorgi et al. 2015)

Dentro de la célula se reconocen dos reservorios de p53, una citoplasmica y otra
nuclear, ambas responden de forma dependiente al estrés (Marchenko et al 2007).
Estas piscinas coexisten trabajando mediante mecanismos de transcripcion y
mecanismos independientes a transcripcion (Haupt, 2003) (Moll, et al 2005). Ambas
son regulados por modificaciones postraduccionales que permiten su acumulacion
y permiten la activacion completa de funciones proapoptoticas (Sorrentino, et al
2013).

De las piscinas mencionadas, el citoplasma es la principal fuente de p53 involucrada
en la ruta no transcripcional a través de translocacion mitocondrial, mientras que la
piscina nuclear es responsable de los mecanismos dependientes de transcripcion.
Siendo ambos regulados por modificaciones postransduccionales que permiten su
acumulacion y la completa activacion de sus funciones proapoptéticas. (Moll, et al
2005). (Sorrentino, et al 2013)

Recientes estudios han sugerido que p53 participa en la induccién a apoptosis
actuando directamente en la mitocondria debido a que p53 puede mediar apoptosis
sin su dominio de unién a DNA (el dominio propuesto por ser fundamental para la
orientacion de p53 a la mitocondria) y la localizacibn mitocondrial de p53
probablemente no sea el Unico mecanismo independiente de transcripcion por el

gue p53 promueva apoptosis (Haupt, et al 1995)
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Actividad frente a terapias tumorales
En el trabajo de Giorgi. et al. investigaron si una localizacion extra nuclear de p53

podria mediar la funciobn supresora de tumores a través de una ruta no
transcripcional. Lograron ver coémo era la acumulacion de p53 en los
compartimentos reticulo / mitocondria después de tratamientos anticancerigenos
que potencian la muerte celular. Para establecer si otro aspecto de p53 no
mitocondrial podria estar involucrado en una ruta proapoptotica no transcripcional
verificaron la localizacion de p53 usando técnicas bioquimicas y de
inmunoflorsencia. Purificaron fracciones de reticulo endoplasmico y MAM
(mitocondria associates membranes) de fibroblastos embrionarios de raton (MEFs)
y del cancer de colon humano (HCT -115p53 +/+). P53 fue localizado en el reticulo
endoplasmico y MAMs asi como la fraccion citosdlica bajo condiciones sin
tratamiento; mostrando asi la relacion de p53 en el movimiento de flujos de Ca?* en

el complejo mitocondria/ RE. (Giorgi. et al. 2015).

Homeostasis de Ca?*
En el curso de la evolucién, Ca?* ha sido seleccionado como un portador universal

de sefales. La seleccidon ocurrié en el tiempo de la transicién de vida unicelular a
una forma multicelular, cuando la division de tareas entre las células de los
organismos trajo con ella la necesidad de intercambiar sefales. La seleccion de
Ca?* como un portador de informacion celular fue apropiada por su coordinacién
guimica dentro de los sitios de la geometria irregular que tienen las complejas
moléculas celulares, (proteinas) (Carafoli, 2002) (Carafoli, 2003). La importancia del
control de Ca?*intracelular es reflejada por la multitud de sistemas dependientes de
este ion, desarrollados a lo largo de la evolucidén para cumplir distintas tareas de
sefalizaciéon intracelular. Estos sistemas trabajan ya sea transportando Ca?* a
través de la membrana o acomodéndolo reversiblemente en el citosol o en el lumen
de los organelos. (Prins, & Michalak 2011).

El arreglo de los procesos que son controlados por Ca?* comienza con el origen de

una célula viva en la fertilizacién, y termina con el proceso de muerte programada
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gue termina la vida una vez que las células han alcanzado el fin de su ciclo de vida.
Su actividad descontrolada podria dafiar la célula irreversiblemente, eventualmente
terminando con su muerte. En ese sentido, al haberse seleccionado en el proceso
evolutivo a Ca?* como un determinante para funcionar, las células son forzadas a
vivir en un estado de permanente riesgo controlado, en el que la posibilidad de una
catastrofe por una incorrecta regulacion de Ca?* es siempre constante. Como
sucede en la muerte de células necroéticas debida por la sobrecarga masiva de Ca?*
citosolico, por ello siempre existe un riesgo constante dentro del ambiente celular.
La muerte celular regulada por Ca?* también es resultado de procesos controlados
por parte de las mismas células para llevar un correcto funcionamiento tisular. Este
es el proceso de apoptosis, que es una de las principales formas en que las células
procesan sefiales de Ca?* mediante la interaccion con organelos como el reticulo
endoplasmico y la mitocondria para controlar procesos esenciales como

regeneracion de tejidos y en la modelacion de érganos. (Prins, & Michalak 2011)

Las mitocondrias son organelos intracelulares dotados con dos membranas con
propiedades de permeabilidad de iones: la membrana mitocondrial mas externa
(OMM) es libremente permeable a iones y pequefias moléculas, mientras que la
membrana interior de la mitocondria (IMM) se encuentra doblada dentro de la
invaginacion interna llamada “cristate” que contiene complejos multienzimaticos de

la cadena respiratoria de la ATP sintasa y los sistemas transportadores de Ca?*.

El transporte mitocondrial de Ca?* tiene caracteristicas Unicas. La entrada de Ca?*
a la mitocondria no necesita hidrolisis de ATP pero utiliza el sistema uniportador de
membrana mitocondrial y el potencial de membrana (negativo por dentro)
mantenido a través de la membrana interna por la cadena respiratoria que sirve
como fuerza motriz. Ademas de que la compuerta uniportador mitocondrial ha sido
propuesta por ser una compuerta altamente selectiva de iones. (Kirichok, et al
2004). (Saris & Allshire 1989).

Bajo condiciones de reposo, las tasas del influjo y eflujo de Ca?* son lentas y
aseguran el mantenimiento de una baja concentracion de calcio en la matriz

mitocondrial. El equilibrio cinético entre influjo y eflujo en consecuencia resulta en

13



un estéril ciclo de Ca?* a través de la membrana mitocondrial interna (Carafoli,
1979). Cuando Ca?* citoplasmatico incrementa sobre un limite dado (mayor que 10
micromoles) la rapida acumulacion de Ca?* por la mitocondria es iniciada y el Ca?*
de la matriz mitocondrial incrementa dramaticamente. Finalmente, el exceso de la
acumulacion de Ca?* por la mitocondria (sobrecara mitocondrial de Ca?. MMO)
podria resultar en la apertura de un gran canal no selectivo en la membrana interna
de la mitocondria, el poro mitocondrial de transicion permeable (MPTP) que colapsa
el potencial de membrana, induce la hinchazén de la membrana interna y la ruptura
de la membrana externa, y la liberacion de proteinas del espacio intramembranal

(IMS) en el citoplasma.

Y gracias a los descubrimientos de los mecanismos de respiracion de la
mitocondria, se fue capaz de comprender otros procesos, como en este caso el de
la dindmica de Ca?" mitocondrial; asi estos mecanismos de flujo iénico fueron
clarificados. Asi fue establecido que la toma de Ca?* es un proceso electrogénico.
(Vasington & Murphy 1962). (DeLuca, & Engstrom 1961).

Al final del dia, tanto la liberacion de Ca?* del RE y el influjo capacitivo de Ca®* que
atraviesa por los canales mitocondriales activados por la liberacion del mismo ion
son mostrados como apotogénicos (Wertz & Dixit 2000) (Jiang, et al 1994).
Consecuentemente la induccion a apoptosis en células tumorales es uno de los
principales objetivos de las terapias anticancerigenas. Estudios durante la pasada
década han remarcado la importancia de la sefializaciéon de Ca?* en la regulacién
de aspectos claves en la muerte celular. En particular la modulacién de sefiales de
Ca?* pueden cambiar la sensibilidad a sefiales apoptoticas como agentes

guimioterapéuticos. (Leonard & Salpeter 1979).

Varios estudios han indicado que el contenido de Ca?* del reticulo endoplasmico
determina la sensibilidad celular a estrés apoptotico y que la perturbacion de la
homeostasis de Ca?* parece ser un componente clave en el desarrollo de muchas
patologias. Por lo tanto los cambios en el flujp de Ca?* son regulados por la
liberaciébn de mas Ca?* proveniente de reticulo endoplasmico hacia el citosol.

Ademas que la mitocondria puede promover la supervivencia de células
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cancerigenas, reduciendo la sensibilidad a sefiales apoptoticas. (Schanne, et al
1979)

Ca?* RE — mitocondria
Por mas de medio siglo, la mitocondria ha sido conocida por participar activamente

en la compartimentalizacion de Ca?* intracelular. La mitocondria toma el calcio
electroforéticamente del citosol a través del compartimento uniportador y pueden

liberarlo de nuevo a través de diferentes rutas.

La afinidad a Ca?* por parte del compartimento uniportador es baja y el tamafio de
la piscina de Ca?* mitocondrial es pequefia bajo condiciones fisiolégicas normales
(sin estimulos estresantes). Sin embargo, grandes cantidades de Ca?* pueden
acumularse en la mitocondria bajo condiciones patologicas, cuando las

concentraciones de Ca?* se elevan (Thor, et al1984).

Por muchos afios la toma de Ca?* mitocondrial fue considerada principalmente
como un dispositivo de seguridad en situaciones temporales de sobrecarga de Ca®*
intracelular. Pero esa perspectiva cambio, gracias a las nuevas técnicas con nuevos
indicadores que pueden censar cambios en la concentracion de Ca?* y en especifico
los cambios dentro de los compartimentos intracelulares. Como resultado de tal
tecnologia, se ha vuelto aparente que los flujos de Ca?* a la mitocondria son partes
integradas de sefalizacion celular. La baja afinidad de la mitocondria para importar
Ca?* es superado por la proximidad de la mitocondria al RE y la creacion de “puntos
calientes” en la boca de los canales de liberaciéon de Ca?* (Hajnéczky et al 1995).
Ca?* parece regular un segundo mecanismo que es el responsable de la
permeabilizaciéon del poro externo de la mitocondria (OMM) vy la liberacion de
proteinas mitocondriales proapoptoticas, que se acoplan a la respuesta de estrés y
forman el complejo conocido como la inner — membrane permeability transition. Esto
involucra la apertura de un poro permeable de transicion (PTP) que consiste en un
gran complejo proteico que comprende un canal anidnico voltaje dependiente
(VDAC), el translocador nucleétido adenina (ANT), ciclofilina mitocondrial D vy

muchas otras proteinas. (Halestrap,et al 1998) (Crompton, 1999).
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Figura 1. Mecanismo de la liberacidén de proteinas espacio intramembranal de la mitocondria. Este proceso
involucra la apertura del poro de transicion permeable (PTP), que consiste de un canal anionico voltaje
dependiente (VDAC), translocador nucle6tido de adenida (ANT) y ciclofilina (CyD) asi como otras varias
proteinas. La apertura del poro es seguida por la inchazon de la matriz mitocondrial, la ruputra de la
membrana mitocondrial exterior (OMM) y la liberacién de citocromo ¢ (Cyt ¢) y otras proteinas del espacio

intermembranal. (Orrenius. S 2003)

El complejo poro de transicidbn permeable ha sido localizado por los sitios de
contacto entre la membrana mitocondrial interna y la membrana mitocondrial
externa. El poro se comporta como un canal operado por voltaje que se vuelve

activo por una alta concentracion de Ca?* en la matriz mitocondrial.

Ademas, la actividad que tiene Ca?* sobre la liberacién de Ca?* esta dada por la
interaccion de Ca?* con Cardiolipina. Citocromo C se une a la IMM por su asociacion
con Cardiolipina. La cardiolipina es Unica para mitocondria y esta presente

predominantemente, sino exclusivamente en el IMM. Evidencia indica que la
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disociacion de citocromo c de la cardiolipina es un paso crucial para la liberacion de
citocromo se en el citosol y para la induccidén de apoptosis (Ott, 2002).

Varios tratamientos han sido encontrados para disparar apoptosis a través de la
permeabilidad mitocondrial de Ca?* en varios tipos celulares. Sucesivamente, este
rearrelgo dirige una produccion incrementada de ROS por la cadena respiratoria
que promueve la oxidacion de la fosforilacion de lipidos de membrana y proteinas,
y como resultado un incremento en la permeabilidad de la membrana. De hecho, la
interaccion Ca?*-cardiolipina podria ser un paso crucial en la secuencia de eventos

por la que Ca?* dispara la permeabilizacion de la membrana mitocondrial.

Ademéas de esto, Ca?* es muy importante para la activacion de apoptosis, pues no
solamente interviene en la apertura de la IMM sino que hay otros objetivos

potenciales de Ca?* para dirigir a la célula a procesos de apoptosis

Ca?* como molécula direccionadora puede activar distintas partes del programa de
muerte celular programada, que pueden funcionar solas 0 en conjuncién con otros
subprogramas para matar a la célula. Gracias al desarrollo de nuevas metodologias,
se puede apreciar la importancia de los flujos de Ca?* en el complejo mitocondria-
reticulo endoplasmico en las sefializaciones apoptoticas y la funcidon central que

tiene calcio en la mitocondria para originar la muerte celular. (Orrenius, et al 2003).

Modelos matematicos como herramienta.
El uso en la investigacion por analisis de modelos matematicos que imitan el

comportamiento de las redes intercelulares ha sido muy utilizado en los ultimos
afios. Tales modelos son abstracciones de la realidad. Estos son disefiados para
enfocarse en ciertos aspectos del objeto de estudio. Por ejemplo, el famoso modelo
de esferas y barras para modelar la estructura quimica, que se enfoca justamente
en las uniones de moléculas quimicas. Este modelo no captura, por ejemplo el

resultado de la polaridad en los &tomos de la molécula.

Los bidlogos regularmente hacen uso de modelos tangibles del “mundo real”. Estas
pueden ser simples, tales como los modelos de esferas y barras, o complejos como

modelos de organismos o modelos de enfermedades animales. Los bidlogos
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también usan modelos conceptuales. Estos tipicamente toman la forma de las
descripciones verbales de los sistemas y son comunicados por diagramas que
ilustran un paquete de componentes y las formas en las que ellas interactdan. Estos
diagramas de interaccién o “modelos caricatura” juegan un papel central en la

representacion de nuestro conocimiento en los procesos celulares. (Ingalls, 2012).

Figura 2. Esquema que ejemplifica un “modelo conceptual” de un proceso reactivo
molecular, donde dos moléculas (A y B) se unen en una interaccion ligando/receptor
que forma el complejo “AB”. Esta nueva molécula (AB) inhibe la tasa en la que C se
convierte a D (Ingalls, B. 2012).

Modelos matematicos para simular la dinamica de Ca intracelular
Debido a que la dindmica de la concentracion del ion Ca?" muestra un

comportamiento complejo, muchos especialistas en modelos matematicos se han
interesado en su estudio. Ademas muchos tipos celulares responden a las
estimulaciones agonistas con oscilaciones en la concentracion de Ca?*. (Keener, &
Sneyd, 2009).
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Figura 3. Oscilaciones tipicas de Ca?* en variedades de tipos celulares. A: Hepatocitos
estimulados con vasopresina. B: Glandula paroétida de rata estimulada con carbacol. C:
Gonadotropinas estimulada con hormona liberadora de gonadotropina. D: Huevos de
hamster después de la fertilizacion. E y F: Insulinomas estimuladas con diferentes

concentraciones de Carbacol (Berridge and Galione, 1988, Fig. 2.)

Las oscilaciones de calcio han sido implicadas en una vasta cantidad de control de
procesos celulares. Como la activacion de los oocitos en la fertilizacion, crecimiento
axonal, migracion celular, expresion genética, formacion de nodulos en pelos
radiculares, desarrollo muscular y liberacion de citosinas de las células epiteliales.
En muchos casos, las oscilaciones son de una frecuencia con sefial codificada que
permite a la célula usar Ca?* como un segundo mensajero mientras evitan los

efectos toxicos de una prolongada alta concentracién de Ca?*. (Berridge, et al 2003)

En una gran variedad de células, la estimulacidén por una sefal extracelular dirige el
comienzo de picos repetitivos de Ca?*. [1-4. 7] (Berridge & Irvine 1989) (Tsunoda

1991). Algunos modelos tedricos para el fendmeno de oscilacién han sido también
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propuestos (Dupont & Goldbeter 1992) (Goldbeter et al 1990). Uno de los varios
mecanismos que han sido formulados matematicamente estan basados en el
modelo llamado “Calcio induce liberacion de Calcio” o CICR (Calcium Induces
Calcium Release) por sus siglas en inglés: Ca?* citosolico es asumido para activar
su propia liberacion de los compartimentos intracelulares después de un incremento
inicial.

El viaje y la propagacién de las ondas de Ca?* son propagadas entre las células
formando ondas intracelulares que pueden viajar alo largo de muchas células. Tales
ondas han sido observadas en higados intactos, cortes cerebral hipo campal, y
cultivos celulares epiteliales y gliales. (Sanderson et al 1990) (Charles et al., 1991)
(Cornell-Bell et al 1990)(Kim et al., 1994) (Robb-Gaspers and Thomas, 1995).

Modelo CICR
El modelo CICR por el acrénimo en inglés CICR (Calcium Induces Calcium

Reléase) describe un proceso biolégico por el cual calcio promueve su propia
liberacidon de los compartimentos de calcio intracelular. La difusion de calcio dentro
de las células es grandemente retrasada por amortiguadores o buffers. CICR por lo
tanto provee un medio de amplificacion de iniciacion de eventos microscopicos en
la propagacion de sefales de calcio. El calcio para control de actividades celulares
tiene que alcanzar objetivos que podrian ser distantes de los sitios de iniciacion. Sin

CICR, las células tendrian que relegarse a una lenta difusion de calcio.

Los sitios de unién a calcio que son mediados por CICR han sido encontrados
primariamente en receptores a rianodina e IP3. Estos canales estructuralmente
relacionados son ampliamente expresados y median la liberacién de calcio en
musculos, neuronas y en células no excitables. CICR por lo tanto ocurre via la unién

directa de calcio a los canales.

El mecanismo CICR ocurre durante los latidos del corazon, cuando los influjos de
calcio pasan a través de los canales tipo L operados por voltaje que
subsecuentemente proveen la sefial para inducir al proceso de la siguiente
liberacién de calcio de los receptores yuxtapuestos de rianodina encontrados en el

reticulo sarcoplasmatico o endoplasmico, resultando en la contraccién muscular
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cardiaca. Ejemplos de CICR en células no eléctricamente excitables que incluyen a
IP3 y la induccion de oscilaciones y ondas de calcio son, la fertilizacion de huevos
de mamiferos, y el esparcimiento de ondas de calcio en células acinares

pancreéticas que subyace granulos zimogenos y secrecién de fluidos.

il

Ca2* sensitive

l enzymes | Arachidonate
Ca2t 7 S0 NO
2+ : .
Ca“" -releasing ' _ . . IP;
messengers . Mitochondrion :

(e.g.1P,) \
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Current Biology

Figura 4. La imagen representa como el mecanismo de CICR amplifica las
sefales de Ca. Comenzando de izquierda a derecha, la figura ilustra la iniciacion
de una sefal de calcio via canal intracelular. Esto dirige la directa liberacion de

calcio de los canales vecinos o la produccion de mensajeros liberadores de Ca.
(Berridge, 2003).

Otras manifestaciones de CICR.
Aunque los receptores de IP3 y rianodina son considerados como los primeros

canales CICR, otras pocas formas de CICR han sido reportadas. Por ejemplo, se
demostré que la proteina plicistina 2, mutada en la enfermedad poliquistica hepética
autosomica dominante (ADPCLD) puede operar mediante canales CICR. También
el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial puede abrirse en respuesta a

elevados niveles de calcio en la matriz celular. Este resulta en la rapida liberacién
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de calcio de la mitocondria, que pude afectar a las mitocondrias vecinas dirigiendo

una sefal propagadora.

El termino CICR es mas comunmente usado para implicar la activacion de la

liberacion de canales por la directa unién de calcio. (Roderick, et al 2003).

El cancer se ha vuelto una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en
todo el mundo. En 2012, 14.1 millones de nuevos casos diagnosticados y 8 millones
de muertes alrededor del mundo estuvieron relacionados con el cancer. (Ferlay et
al 2015). Y aunque con un diagndstico temprano via programas de ocultaciones y
mejores modalidades de tratamiento han resultado en el decremento en las tasas
de mortalidad por cancer aun existe el reto en términos de morbilidad y mortalidad.
(Bray, et al 2012). Muchos y muy especializados tratamientos estan disponibles
dependiendo el tipo de cancer, etapa y localizacion del tumor primario; radio y
qguimioterapia y en recientes afios inmunoterapia son los tratamientos mas
conocidos, otras opciones son usadas o combinadas, como terapias génicas y

terapia fotodinamica (PDT).

La resistencia a las terapias es un problema emergente que para resolver hay que
desentrafar las propiedades del mecanismo adyacente tumoral y las
consecuencias de todos los tipos de tratamientos, esto es importante para acertar
en el objetivo especifico de las células tumorales y asi eliminarlo de forma eficaz
(Nelson, et al 1990). Ante una gran cantidad de terapias, existe la terapia
fotodinamica donde la implementacion de elementos no toxicos: luz y
fotosintetizador generan formas reactivas de oxigeno (ROS) y moléculas de
oxigeno singlete, moléculas que subsecuentemente infligen dafio a las células
tumorales o a la vasculatura tumoral, que podria resultar en la muerte celular
ademas de potenciar una respuesta inmune antitumoral, todo en direccién a la
destruccion del tumor. (Castano, 2004).]La finalidad es potenciar la sefializacion de
calcio mediante produccion de ROS para ocasionar la muerte celular, por lo que es
evidente que la sefializacién de Ca?* ha sido el tema de interés con relacion al efecto

de PDT. Finalmente, las sefales de Ca?* generadas por la terapia fotodinamica
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pueden ser propagadas a las células que rodean a la célula tratada como ondas

intercelulares de Ca, el llamado, efecto observador.

Esta terapia a pesar de ser innovadora cuenta con ciertas limitantes, una de ellas
es la dificultad de irradiar la luz a tumores internos y la otra esta relacionada con la
difusion de Ca®* a las células vecinas, siendo que la onda tiene un limite, pues Ca?*

no se propaga en su totalidad dentro de la masa tumoral.

La tarea es determinar cudl es lo que frena la propagacion de Ca?* dentro del tumor
mediante el uso de modelado matematico, para esto se propone un modelo

matematico para poder proponer que es lo que causa este fendbmeno.

Objetivos:
e Plantear un modelo matematico que describa el proceso de difusion del ion

Ca2+ en células de cancer de colon.

Objetivos particulares:
e Plantear un sistema de ecuaciones diferenciales que describa las

concentraciones de Ca?*intracelular y mitocondrial en una célula no acoplada
tratada con terapia fotodinamica ante la presencia del fotosencibilizador
activado por luz.

e Plantear un sistema de ecuaciones, que describa la dinamica de Ca en una
célula tratada con terapia fotodindmica y la dinamica de Ca en la célula
adyacente con efecto observador con actividad de p53 citosolico en estado
salvaje

e Plantear un sistema de ecuaciones que describa la dinAmica de Ca?* en una
célula tratada con terapia fotodindmica y la dinamica de Ca?* en la célula
adyacente con efecto observador con actividad de p53 citosolico en estado

mutado
Metodologia:

Para la realizacion de esta tesis se utilizd el modelo de Goldbeter (1986) que

describe las oscilaciones de Ca?* en la célula. En el modelo se plantean dos
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ecuaciones. La primera describe la dinAmica de Ca?* en el citosol de la célula. La

segunda ecuacion describe la dindmica de Ca?* dentro de los reservorios celulares.

Modelo Goldbeter (1986) para describir oscilaciones de Ca2+

Primera ecuacién para describir dinamica Ca2+ intracelular.
Este es el modelo que plantea Goldbeter (1986), para simular la dinAmica de Ca?*

dentro de la célula.
En la primera ecuacion se simula la dinAmica del ion Ca?* en el ambiente citosolico.

AZ
A—t=v0+v1ﬁ—v2+v3+ka—kZ,

Donde:

2 Influjo de Ca?* extra celular a el citosol

(Termino linealizado)

B Funcion de saturacion de los receptores
alP3
v1f Determina cada nivel de IP3 que

controla un flujo constante de Ca?* con
origen de piscinas sensibles a IP3 en el

citosol.

v, Transferencia de Ca?* de citosol a

piscinas insensibles a IP3 (Mitocondria)

V3 Transferencia de Ca?* de piscinas

insensibles a IP3 a citosol

k¢ Fuga pasiva de Y a Z (no esencial para
que haya oscilaciones, pero si para

controlar la amplitud de las ondas)

k Salida de Ca?" del citosol (Termino
linealizado)
Z Concentracion de Ca?* en el citosol

24



Y Concentracion de Ca2* en el citosol

Segunda ecuacién para describir dinamica de Ca?" en reservorios de Ca?
En la segunda ecuacién, modela la dinamica de Ca?* dentro de los reservorios de

Ca?* sensibles a Ca?* (CICR).

AY
A_l' = vz - v3 - ka
En donde:
v, Transferencia de Ca?' de citosol a
piscinas
V3 Transferencia de Ca?* de piscinas a
citosol
k¢ Fuga pasivade Y aZ
Y Concentracion de Ca?* en el citosol

En su modelo usa dos ecuaciones para describir el proceso de bombeo de Ca?*
hacia los reservorios celulares (v,) y la liberaciéon de Ca?" de los reservorios

celulares hacia el citosol (v3)

Donde:
YA Vy, = Maxima taza de bombeo de
Uy, = VMZ kn 4 Zn 2 . .
2 Ca“* hacia el citoplasma
Z=Concentracion de Ca?* en citosol
n = Coeficiente de Hill,

K,=Constantes de bombeo

v < ym )( VA > Donde:
U3 = Vus3
Kg + Y™ J\K,+2p Vius= Mé&xima taza de bombeo fuera

del citoplasma
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m= Coeficiente de Hill,

p= Denota grado de cooperatividad
del proceso de activacion.

Kz= Constantes de liberacién

K,= Constante de activacion

El modelo de Golbeter para simular las oscilaciones de Ca?* y su frecuencia se
utilizé para poder construir el modelo de esta tesis, para poder simular como es
la dinAmica de Ca?" mediada por p53 citosolico salvaje y mutado ante la
presencia de agentes de estrés generados por la presencia de luz mas un

fotosensor (terapia fotodinamica)

Las ecuaciones que se construyeron para la simulacion de la dindmica de Ca?*

en una terapia fotodinamica
Los supuestos para la construccién de cada ecuacion fueron los siguientes:

a. Ca® sale de las piscinas de forma instantdnea ante la presencia del
fotosensibilizador + luz.
b. Ca?*difunde de manera libre entre el espacio extracelular.

c. Ca?'pasa libremente entre las membranas de las células vecinas.
Se tomaron distintas situaciones para modelar.

1. De primera instancia se construyd un modelo de dos ecuaciones
diferenciales para simular la actividad de Ca?* en una célula aislada a nivel
intracelular y su saturacién de Ca?* en la mitocondria por la actividad de p53
no mutado.

2. Se simulo la actividad de Ca?* en una célula aislada a nivel intracelular y su
saturaciéon de Ca?* en la mitocondria por la actividad de p53 mutado

3. Se simulé simular la actividad de Ca?* en una célula acopada a otra para
simular la actividad de Ca?* en la célulairradiada y en la célula acoplada por

la actividad de p53 no mutado.
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4. Se simuld la actividad de Ca?* en una célula acopada a otra para simular la
actividad de Ca?* en la célula irradiada y en la célula acoplada por la
actividad de p53 mutado

5. Se simulé la actividad de Ca?* de tres células acopladas a nivel intracelular
y su saturacion de Ca?* en la mitocondria por la actividad de p53 mutado y

no mutado.
Los modelos matematicos se resolvieron numéricamente utilizando el lenguaje de

programacién Python. (ver 3.6)

Sistemas de ecuaciones diferenciales para modelar células acopladas y
aisladas.

Sistema de ecuaciones diferenciales para modelar una célula aislada.

d[Ca?*]
9 - pdt + vy + v f =Xy % v, + V3 + kY — kZ
AlCa?t
% =Xy * Uy — Vg — ka
Donde:
X, = p53y
<, = p53,,
oy p53 normal o mutado
pdt Actividad de luz + fotosensor
2 Influjo de Ca?* extra celular a el citosol
(Termino linealizado)
B Funcion de saturacion de los

receptores a IP3
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v1pB Determina cada nivel de IP3 que
controla un flujo constante de Ca?* con
origen de piscinas sensibles a IP3 en
el citosol.

vy Transferencia de Ca?' de citosol a
piscinas insensibles a IP3 (Mitocondria)

V3 Transferencia de Ca?" de piscinas
insensibles a IP3 a citosol

k¢ Fuga pasiva de Y a Z (no esencial para
que haya oscilaciones, pero si para

controlar la amplitud de las ondas)

k Salida de Ca?* del citosol (Termino
linealizado)
Z Concentracion de Ca?* en el citosol
fuga Salida de Ca?" por las uniones tipo
GAP
D Termino de difusion

Este modelo es una modificacién del modelo de Goldbeter et.al (1986), que incluye
variables para la simulacion de la dinAmica de Ca?' ante la presencia de un
fotosensor mas luz y la actividad de p53 en estado mutado y salvaje. Las variables
agregadas a la ecuacion fueron “pdt’ y “alfa”’, que puede ser p53 salvaje o p53

mutado

A partir de la grafica de la funcion de la ecuacion que modela la actividad de p53 no
mutado ante terapia fotodinamica en una célula aislada se observé que la
concentracion de calcio en el RE aumenta, mientras que la concentracion de calcio
citosolico se mantiene a niveles bajos, hasta que en el RE llega a un punto maximo
donde hay un recambio de calcio entre RE/ citoplasma como se observa en la figura
1.
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Los valores de las variables estan en el Anexo de esta tesis.

— (itosol
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time

Figura 1. Grafica de la funcién que simula la dindmica de Ca** (alfa=p53w) ante terapia
fotodinamica en una célula aislada.

Por otro lado en la gréfica obtenida cuando el valor de alfa es p53 mutado, el
comportamiento es muy diferente, notando un incremento de la concentracion de
calcio en citosol mientras que en el reticulo endoplasmico la concentracion se
mantiene a valores de casi cero como se puede ver en la figura 2. Esto es debido a
la baja actividad de p53 en estado mutado, pues su capacidad para hacer llegar
Ca?* citosolico hacia el RE es muy baja, por lo que no se ve que exista un

intercambio de concentraciones de Ca?*.
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Figura 2. Grafica de la funcién que simula la dindmica de Ca?* (alfa=p53m) ante terapia
fotodindmica en una célula aislada
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Sistema de ecuaciones diferenciales para dos células acopladas

d[Ca?**], -
2 - pdt + vy + v =Xy * U, + V3 + kfY — fuga * kZ + D * ([Ca*"],
—[Ca**]y)
AlCa?*
[A—t]ER =0y * U, — V3 — kY
d[Ca?*],
T=v0+v1[)’—0<2*v2+v3+ka—kZ
AlCa?*
[A—t]ER =% Uy — V3 — KfY
Donde:
x,= p53,
X, = P53,

En el sistema de ecuaciones se modela como es la interaccion entre dos células
acopadlas. En este modelo de dos células acopladas se afladen nuevos términos
de los ya afiadidos en el modelo de una célula aislada. El término “fuga” y “D” como
termino de difusion. “Fuga” es la variable que simula la salida de Ca?* de las células
después de que es liberado completamente de la mitocondria. “D” es la variable que

simula la difusion en las células vecinas.

En el primer caso ambas células tienen valor de p53 no mutado, y con una primera
ecuacion con la constante “PDT” que simula la terapia fotodinamica, ademas se le
afiade un término de difusién “D”, para simular el paso de Ca?* de la célula irradiada
y la entrada de calcio al citosol de la segunda célula acoplada. La grafica de las
funciones del sistema de ecuaciones se puede apreciar en la figura 3. Muestra como
hay un incremento en los niveles de Ca2+ en RE, llega a un punto maximo y
comienza a haber un intercambio rapido de Ca?* del RE al citosol. Se ve que la

segunda célula tiene concentraciones mas bajas en el RE
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Fig 3. Grafica de las funciones que simulan el efecto de la terapia fotodinamica en el
comportamiento de Ca®* de dos células acopladas con p53w.

En el segundo caso se cambi6 en la segunda célula a p53 salvaje por p53 mutado.
Se puede notar en la grafica de la figura 4 que el calcio citosolico de la primera
célula (con p53 salvaje) aumenta de manera muy lenta, mientras que la
concentracion de calcio en el RE aumenta mas rapido, llega a un punto maximo y
baja de manera brusca y la concentracion de calcio citosolico crece también muy
rapidamente. Mientras la simulacion de la segunda célula, el calcio citosolico

aumenta y la concentracion de calcio del RE, se mantiene en niveles bajos.

En el Ultimo caso ambas células p53 salvaje fue cambiado por p53 mutado, por lo
gue las graficas de las funciones de ambas ecuaciones muestran que las
concentraciones de Ca?* citosolico se eleven mientras que las concentraciones en
el reticulo endoplasmico se mantengan en niveles bajos como se muestra en la

figura 5
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Fig 4. Grafica de las funciones que simulan el efecto de la terapia fotodinamica en el
comportamiento de Ca®* de dos células acopladas con p53 salvaje y mutado, respectivamente.
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Fig. 5 Graficas de las funciones que simulan el efecto de la terapia fotodindmica en el
comportamiento de Ca?* de dos células acopladas con p53m.
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Sistema de ecuaciones diferenciales para ocho células acopladas con

p53 no mutado
d[Ca®"],
dt

* (Vg * [Ca?*], — [Ca®*]y) + (v * [Ca®*]53 — [Ca?*],)
+ (v * [Ca®*]y — [Ca?*]3) + (v * [Ca?*]s — [Ca®*],)
+ (g * [Ca**]g — [Ca?*]s) + (v * [Ca?*]; — [Ca®*]e)

+ (vo * [Ca®*]g — [Ca?*],)

AlCa?t
d[Ca®*], 2
—ar - pdt + vy + v, =X % vy + v3 + kY — fuga * kZ—D * ([Ca®"],

— [Ca®*]y)

A[Ca**]gp

A—t =Xy* Vy — VU3 — ka
d[Ca2+]3 2
—a - pdt + vy + v, —X3% v, + v3 + kY — fuga * kZ—D * ([Ca®*]3

—[Ca®*])

A[Ca**]gp

T =X3* Vy — Vg — ka
d[Ca?*], 5
—ar - pdt + vy + V1 —X4* v, + vz + kY — fuga * kZ — D * ([Ca®*],

—[Ca®*]5)

AlCa?t

% =Xy * Vy — Vg — ka
d[Ca’*]s 5
T pdt + v + v, —Xs* v, + v3 + kY — fuga * kKZ — D x ([Ca**]s

— [Ca**]y)
A[Ca* g
T =Xg* Uy — Vg — kfy

= pdt + vo + v —Xy*x v, + v3 + kfY — fuga xkZ+ D
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d[Ca?*],
———— = pdt + vy + V1 —Xe* U, + V3 + kY — fuga * kZ — D * ([Ca**]s

dt
— [Ca®*]5)
A[Ca2+]ER
A—t =0C6* Vy — VU3 — ka
d[Ca?*], -
- pdt + vy + v —X7% v, + V3 + kY — fuga * kZ — D * ([Ca“"];
—[Ca**]e)
AlCa?t]
A—tER =Xy* Vy — Vg — ka
d[Ca2+]8 2+
- pdt + vy + v —Xgx v, + V3 + kfY — fuga * kZ — D * ([CaT]g
—[Ca®*]y)
A[Ca2+]ER
T =Xg* Uy — Vg — ka
Donde:
x,= p53,
<, = p53,,
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Todas las células tienen a p53 salvaje. Se puede apreciar en la figura 6 el
incremento en la concentracién de Ca?* del RE hasta llegar a un punto maximo y
descender rapidamente (sin llegar a cero), al contrario con la concentracion de

calcio en citosol, que crece de manera lenta para después incrementar rapidamente.
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Figura 6. Gréficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca®* en RE con p53w
ante terapia fotodindmica en ocho células acopladas.
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Figura 7. Gréficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca?* citosol con p53w
ante terapia fotodindmica en ocho células acopladas
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Esto muestra como es el intercambio de calcio de citosol a reticulo por la actividad

de p53.
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Figura 8. Gréficas de las funciénes que simula la dindmica de Ca* en citosol/RE con
p53w ante terapia fotodinamica en una célula aislada.

En la figura 8 estan las graficas de las ocho células con p53 salvaje, donde el
intercambio de concentraciones de calcio entre el reticulo endoplasmico y el citosol

se aprecia con claridad

En la figura 11 se muestra el resultado de cambiar p53 en estado salvaje a p53 en
estado mutado en las células 2,5y 7. Esto generd que dichas ecuaciones tuvieran
un comportamiento de altas concentraciones de calcio en el citosol mientras que en
el reticulo endoplasmico las concentraciones se encontraban en niveles bajos. Por
lo contrario, las ecuaciones restantes mantienen el comportamiento “normal” de p53

en estado salvaje, teniendo el intercambio de calcio entre citosol/reticulo.
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Figura 9. Gréficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca®* en RE con p53w y
p53 m ante terapia fotodindmica en ocho células acopladas
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Figura 10. Graficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca?* en citosol con
p53w v p53 m ante terapia fotodindmica en ocho células acopladas
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Figura 11. Graficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca** en la celula con p53w y
p53 m ante terapia fotodindmica en ocho células acopladas

Para finalizar, en todas las células fue cambiado el valor de alfa, de un valor que
simula a p53 en estado salvaje a otro que simula p53 mutado. Lo que se ve en las
graficas de la figuras 12 y 13 son los comportamientos por la baja actividad de p53
en el sistema, mostrando un crecimiento elevado en la concentracion de calcio
citosolico, que va disminuyendo al paso de cada célula, mientras que en la
concentracion de calcio en el reticulo endoplasmico se ve también que hay un leve
incremento en la concentracion de calcio que de igual forma al paso de cada célula,

la concentracion de calcio haciendo mas pequefia.
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Figura 12. Graficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca en reticulo
endoplasmico de ocho células acopnladas con p53m ante terapia fotodinamica
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Figura 13. Graficas de las funciones que simulan la dindmica de Ca?* en el citosol de

ocho células acopladas con p53m ante terapia fotodinamica
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Para hacerlo mas visible, la figura 14 muestra las gréficas de las concentraciones
gue simulan la concentracion de calcio en citosol y en el reticulo endoplasmico. Se
ve la diferencia entre los niveles de calcio entre estos dos sitios, mientras calcio
citosolico crece de manera notoria, calcio del reticulo endoplasmico se mantiene en
niveles bastantes bajos para no hacer el recambio de calcio que se ve cuando hay

p53 salvaje.
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Figura 14. Graficas de las ocho ecuaciones que simulan la dindmica de calcio en el citosol y RE con
p53 mutado ante terapia fotodinamica
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Conclusiones:
De las simulaciones se observa el efecto de la actividad de p53 citosolico en estado

no mutado ante la terapia fotodinamica (PD tiene una funcién importante en la
propagacion de la sefial de calcio intracelular entre el citosol y la mitocondria. La
literatura menciona la importancia de p53 citosolico en dos tareas fundamentales.
La primera es que p53 hace que se lleve Ca?* del citosol hacia el reticulo mediante
lainteraccion conlabomba SERCA, llevandola de en un estado inactivo a un estado
activo, potenciando la entrada del ion al organelo. La segunda funcion es la
interaccion que tienen en el complejo ER/MAM, acumulandose en los dominios
especializados del complejo para modular la homeostasis de Ca?* del RE hacia la
mitocondria que la lleva a la sobrecarga de Ca?*, liberacién de citocromo C y un
posterior proceso apoptotico.

Se puede ver en el modelo que la célula blanco tratada con terapia fotodinamica
tiene un intercambio de Ca?* del citosol a la mitocondria, que al saturarse colapsa
y el Ca?*almacenado pasa de nuevo al citosol que difunde a las células vecinas por
las uniones tipo GAP que existen entre ellas en la masa tumoral. La entrada de Ca?*
al citosol de las células vecinas con presencia de p53 en estado salvaje lleva al
mismo proceso de intercambio entre concentraciones del citosol y la mitocondria, lo
que lleva a la saturacién de Ca?* en el organelo como sucedié en la célula blanco,
lo que conlleva a procesos de muerte celular en cadena dentro del tumor, lo que es
el llamado proceso observador.

De manera contraria, en las simulaciones de células que contienen p53 mutado, el
crecimiento en niveles de Ca?' citosolico ocurre pero no hay un aumento
considerable en la concentraciéon de Ca?" mitocondrial, lo que indica que
desencadenar un proceso apoptotico se dificulta.

Asi, estas simulaciones dan mas evidencia sobre el papel de p53 en el proceso del
efecto observador ante terapia fotodinAmica y las consecuencias de tener p53

mutado en este proceso.
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DISCUSION:
La dinamica del ion calcio juega un papel determinante en las células en todas las

etapas del desarrollo (Clapham, D. E. 2007.) Por lo que abunda la existencia de una
amplia bibliografia sobre experimentos y modelados matematicos de la dinamica
del ion calcio en diferentes tipos tisulares. Sin embargo los estudios in vitro e in vivo
gue se tienen de la dinamica de calcio en células cancerigenas son muy escasos.
p53 citosolico y su papel como regulador de calcio en la apoptosis.

La actividad de p53 citosolico en el proceso de apoptosis es demostrada en los dos
trabajos de Carlota G y colaboradores. En el primer trabajo publicado, demuestran
la actividad que tiene p53 citosolico en la regulacion de Ca?* en el reticulo
endoplasmico y la mitocondria, como es su union en los complejos formados entre
ambos organelos y como se ve afectado este comportamiento en p53 mutado. Todo
esto fue estudiado mediante farmacos y sustancias (H20.) para la generacion de
estrés celular. Los resultados muestran como es p53 el encargado de llevar a cabo
el proceso de apoptosis mediante el acarreo de calcio desde el reticulo hacia la
mitocondria para su sobrecarga y posterior liberacién de citocromo c.

En un trabajo posterior del mismo equipo de trabajo, pero ahora en un experimento
in vivo en un modelo murino con el uso de un fotosensor y luz se verificd lo mismo
gue en el anterior trabajo; la actividad de p53 en estado salvaje es el responsable
de la liberacion de calcio intracelular y de su acarreamiento hacia la mitocondria, su
lisis y la liberacion de citocromo c, necesario como “disparador’ de las sefiales
apoptéticas. De la misma manera, en el modelado matematico realizado en este
trabajo para simular la dinAmica de calcio ante terapia fotodinamica, también se
pudo notar el papel que tiene p53 en el comportamiento de las curvas de las
concentraciones de calcio citosolico, su importancia en la regulacién de calcio
dentro de los organelos intracelulares, pues los cambios en los niveles de calcio
citosolico y de reticulo/mitocondria con valores de p53 mutado y no mutado eran

bastante notorias
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Dindmica de Cay su importancia en el proceso apoptotico y efecto
observador
El trabajo de B. Cali y colaboradores es importante pues no solamente ve la

dindmica del ion calcio en una célula aislada, sino que plantea el efecto observador
generado por la absorcion de luz por una molécula fotosensor (AlClpc), donde
también sefala la importancia de las uniones tipo GAP para que se sea posible tal
efecto, dando como resultado la difusién de calcio a las células vecinas.

Sus resultados sobre el dafio focal que provoca la terapia fotodinamica con el uso
del fotosensor con centro aluminio/cloro muestran que en la célula irradiada el
incremento de calcio intracelular se eleva mostrando un pico que llega casi alos 0.4
moles de calcio, después en las células ubicadas a una distancia de 22 micrémetros
se eleva un poco mas que en la célula irradiada para que después a distancia cada
vez mas alejada de la célula irradiada, las concentraciones de calcio van
disminuyendo cada vez mas. Estos resultados comparados con los resultados
obtenidos con la simulacion de este trabajo muestran una amplia similitud en el
comportamiento de calcio que obtuvieron en el trabajo de B. Cali y colaboradores.
Muestra similitud en términos cualitativos, es decir, en los comportamientos que
tienen las curvas, pues aunque se asignaron valores propuestos en el modelo de
Golbetter, cuantitativamente los resultados fueron diferentes.

Estas diferencias en los valores que se obtuvieron en este trabajo y los encontrados
en el trabajo de B. Cali pueden deberse a que no todos los parametros que se
encuentran en una célula cancerigena son usados como variables dentro de las
ecuaciones. Valores no tomados en cuenta como el potencial de membrana y el
intercambio de los iones de calcio, la tasa en que se forma IP3 mediante su
precursor PIP2, la densidad de poros de transicion mitocondriales para la entrada
de Ca?*, la transicion del cambio de actividad de la bomba SERCA del reticulo
endoplasmico, la velocidad en la que viaja el calcio en el ambiente intracelular y la

cantidad de células que estan acopladas unas con otras dentro de un tumor.
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Importancia de las uniones tipo GAP en el efecto observador.
Como ya se habia mencionado con anterioridad, las uniones tipo GAP en las células

son de gran importancia para el intercambio i6nico (Gulistan Mese. 2007). Asi, la
experimentacién en el bloqueo de tales canales muestra que juegan un papel
importante dentro de la terapia fotodinamica, pues al inhibir el flujo de calcio a las
células vecinas por el bloqueo farmacolégico de las uniones tipo GAP, el efecto
observador se veria completamente mermado, como se vio también en el trabajo
de B. Cali. Por lo que aunque p53 estuviera en estado salvaje, la terapia
fotodinamica seria ineficaz.

Aunque el objetivo del presente trabajo fue la de observar cualitativamente el
comportamiento de calcio por la actividad de p53 en sus estados mutados y salvaje,
también se pueden simular otros fendmenos, como la inhibicion de las GAP junction
mediante el cambio de valor a cero en el término de difusion. También dando valores
distintos a la constante PDT, que simula la actividad del fotosensor, aumentando

dicho valor, se podria simular un mejor efecto del fotosensor dentro de la terapia.
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9. Anexo.

Tabla 1
«, p53 salvaje 2.5
p53 mutado 0.0006

pdt 2

Vo 1
B 0.3

(] 65

V3 500
k¢ 1
k 5
Z 0

fuga 0.5
D 2
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Cdédigo utilizado para resolver numéricamente el sistema de ecuaciones del

modelo de una celula aisladas en lenguaje Python.

from scipy.integrate import odeint

import numpy as np

from pylab import * # for plotting commands
import matplotlib.pyplot as plt

import matplotlib

from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D
matplotlib.rc('xtick’, labelsize=18)
matplotlib.rc('ytick', labelsize=18)
matplotlib.rc('axes’, labelsize=18)

#Parametros:

Vm2 = 65
Vm3 = 500
nio = 1.
nil=7.3
beta = .30
n=2.
m=2.
p=4

k =10.
kf=1.

K2 =1.

KR =2,
KA =0.9
PDT=2
p53w=2.5
p53m=.0006
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#Condiciones iniciales
Zi=0

Yi=0.

Z2i=0

Y2i=0.

#EI sistema

def system(y,t):
Z1=y[0]
Y1=y[1]

Z2=y[2]
Y2=y[3]

def ni2(2):
return Vm2*(pow(Z,n)/(pow(K2,n) + pow(Z,n)))

def ni3(Z,Y):
return

Vm3*(pow(Y,m)/(pow(KR,m)+pow(Y,m)))*pow(Z,p)/(pow(KA,p)+pow(Z,p))

dZ1 = PDT+ni0 + nil *beta - p53w* ni2(Z1) + ni3(Z1,Y1) + kf*Y1- k*Z1
dY1 = p53w*ni2(Z1) - ni3(Z1,Y1) - ki*Y1

dZ2 = PDT+ ni0 + nil *beta - p53m*ni2(Z2) + ni3(Z2,Y2) + ki*Y2- k*Z2 #- (22
-Z1)

dY2 = p53m*ni2(Z2) - ni3(Z2,Y2) - ki*Y2

return np.array([dZ1,dY1,dZ2,dY2])
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time = np.linspace(0.0,3.0,1000)
yl=odeint(system,[ Zi, Yi, Z2i, Y2i],time)

plt.figure(1)

plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(*Calcium concentration’)
plt.plot(time,y1[:,0],'b',label="Citosol’)
plt.plot(time,y1[:,1],"--r'label="Mitocondria’)
plt.legend()

plt.figure(2)

plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(*Calcium concentration’)
plt.plot(time,y1[:,2],'b',label="Citosol’)
plt.plot(time,y1[:,3],"--r',label="Mitocondria’)
plt.legend()

plt.show()
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Cdédigo utilizado para resolver numéricamente el sistema de ecuaciones del

modelo de dos células acopladas en lenguaje Python.

from scipy.integrate import odeint

import numpy as np

from pylab import * # for plotting commands
import matplotlib.pyplot as plt

import matplotlib

from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D
matplotlib.rc('xtick’, labelsize=18)
matplotlib.rc('ytick', labelsize=18)
matplotlib.rc('axes’, labelsize=18)

#Parametros:

p53w =2.5

p53m = 0.0006

Vm2 =65 # Maxima taza de bombeo de Ca al los reservorios!!!!
Vm3 =500 # Maxima taza de bombeo de Ca al citosol

ni0 =1. # Entrada de Ca extraceluar a el citosol

nil = 7.3 # Liberacion de Ca al citosol por modulacion de IP3 en picinas sensibles
alP3

beta = .30 # Funcion de saturacion de los receptores a IP3
n=2. #Coeficiente de Hill

m=2 #Coeficiente de Hill

p=4 #Grado de cooperatividad en proceso de activacion
k=5#10. #Salida de Ca del citosol

ku =20

kf=1 #FugapasivadeY aZ

K2=1. #Constante de bombeo

KR =2. # Constante de liberacion

KA =0.9 # Constane de activacion
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D=2 #Termino de difusion

TFD =2

fuga=0.5 #Salida de Ca2+ despues de su salida de la mticondria por las GAP
#Condiciones iniciales

Zi=0.
Yi=0.
Z2i=0
Y2i=0.
#EI| sistema
def system(y,t):
Z1=y[0]
Y1=y[1]
Z2=y[2]
Y2=y[3]
def ni2(2):
return Vm2*(pow(Z,n)/(pow(K2,n) + pow(Z,n)))
def ni3(Z,Y):
return

Vm3*(pow(Y,m)/(pow(KR,m)+pow(Y,m)))*pow(Z,p)/(pow(KA,p)+pow(Z,p))

dZ1 =TFD + ni0 + nil * beta - p53w*ni2(Z1) + ni3(Z1,Y1) + kf*Y1 - fuga*k *Z1
+D*(ni0*(Z2-21))

dY1l = p53w*ni2(Z1) - ni3(Z1,Y1) - kf*Y1

dZ2 = ni0 + nil *beta - p53w*ni2(Z2) + ni3(Z2,Y2) + kf*Y2- fuga* k*Z2 -
D*(ni0*(Z2 - Z1))

dY2 = p53w*ni2(Z2) - ni3(Z2,Y2) - ki*Y2

return np.array([dZ1,dY1,dZ2,dY2])
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time = np.linspace(0.0,3.0,1000)
yl=odeint(system,[ Zi, Yi, Z2i, Y2i],time)

plt.figure(1)

plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(*Calcium concentration’)
plt.plot(time,y1[:,0],'b',label="Citosol’)
plt.plot(time,y1[:,1],'--r',label="ER’)
plt.legend()

plt.figure(2)

plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(*Calcium concentration’)
plt.plot(time,y1[:,2],'b',label="Citosol’)
plt.plot(time,y1[:,3],"--r',label="ER")
plt.legend()

plt.figure(3)

plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(*Calcium concentration’)
plt.plot(time,y1[:,0],'b",label="1st citosol p53w")
plt.plot(time,y1[:,1],"--r'label="1st mitocondria p53w’)
plt.plot(time,y1[:,2],'m",label="2nd citosol p53w’)
plt.plot(time,y1[:,3],"--k',label="2nd mitocondria p53w")
plt.legend()

plt.show()

Cadigo utilizado para resolver numéricamente el sistema de ecuaciones del modelo

de ocho células acopladas en lenguaje Python.
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from scipy.integrate import odeint

import numpy as np

from pylab import * # for plotting commands
import matplotlib

import matplotlib.pyplot as plt

from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D
matplotlib.rc('xtick’, labelsize=18)
matplotlib.rc('ytick', labelsize=18)
matplotlib.rc('axes’, labelsize=18)

#Parametros:

p53w = 2.5

p53m = 0.0006

Vm2 =65 # Maxima taza de bombeo de Ca al los reservorios!!!!
Vm3 =500 # Maxima taza de bombeo de Ca al citosol

ni0 =1. # Entrada de Ca extraceluar a el citosol

nil =7.3 # Liberacion de Ca al citosol por modulacion de IP3 en picinas sensibles
alP3

beta = .30 # Funcion de saturacion de los receptores a IP3
n=2. #Coeficiente de Hill

m=2 #Coeficiente de Hill

p=4 #Grado de cooperatividad en proceso de activacion
k=5.#10. #Salida de Ca del citosol

ku =20

kf=1 #FugapasivadeYaZ

K2 =1.2 #Constante de bombeo

KR =1. # Constante de liberacion

KA=0.9 # Constane de activacion

D=2 #5

D1=11

D2=10
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D3=8
TFD =2
fuga=.5

#Condiciones iniciales
Zi=0
Yi=0
Z2i= 0.
Y2i=0.
Z3i=0
Y3i=0
Z4i= 0.
Y4i= 0.
Z5i=0
Y5i=0
Z6i=0
Y6i=0
Z7i=0
Y7i=0
Z8i=0
Y8i=0
#EI| sistema
def system(y,t):
Z1=y|[0]
Y1=y[1]
Z2=y[2]
Y2=y[3]
Z3=y[4]
Y3=y[5]
Z4=y[6]
Y4=y[7]
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Z5=y[8]

Y5=y[9]

Z6=y[10]
Y6=y[11]
Z7=y[12]
Y7=y[13]
Z8=y[14]
Y8=y[15]

def ni2(2):
return Vm2*(pow(Z,n)/(pow(K2,n) + pow(Z,n)))
def ni3(Z,Y):
return
Vm3*(pow(Y,m)/(pow(KR,m)+pow(Y,m)))*pow(Z,p)/(pow(KA,p)+pow(Z,p))
dZ1 = TFD + ni0 + nil *beta - p53w * ni2(Z1) + ni3(Z1,Y1) + kf*Y1- fuga*k*Z1 +
D*(ni0*(Z2 - Z1) + (ni0*(Z3-Z2)) + (ni0*(Z4-Z3))+ (ni0*(Z5 - Z4)) + (ni0*(Z6-Z5)) +
(ni0*(Z7-26))+(ni0*(Z8-27)))
#V0 + V1B - Z2 + 23 +kfy - kz +difusion
dY1 = p53w*ni2(Z1) - ni3(Z1,Y1) - kf*Y1

dZ2 =ni0 + nil * beta - p53w *ni2(Z2) + ni3(Z2,Y2) + kf*Y2- fuga*k*Z2 - D*ni0*(Z2
-Z1)
dY2 = p53w*ni2(Z2) - ni3(Z2,Y2) - kf*Y2

dZ3 =ni0 + nil * beta - p53w * ni2(Z3) + ni3(Z3,Y3) + kf*Y3- fuga*k*Z3 - D*ni0*(Z3-
Z2)
dY3 = p53w*ni2(Z3) - ni3(Z3,Y3) - kf*Y3

dZ4 = ni0 + nil * beta - p53w*ni2(Z4) + ni3(Z4,Y4) + ki*Y4- fuga*k*Z4 - D*(ni0*(Z4-
Z3))

dY4 = p53wni2(Z4) - ni3(Z4,Y4) - ki*Y4
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dZ5 = ni0 + nil *beta - p53w *ni2(Z5) + ni3(Z5,Y5) + kf*Y5- fuga*k*Z5 - D*(Ni0*(Z5
- Z4))
#V0+ V1B - Z2 + z3 +kfy - kz +difusion
dY5 = p53w*ni2(Z5) - ni3(Z5,Y5) - kf*Y5

dZ6 = ni0 + nil *beta - p53w * ni2(Z6) + ni3(Z6,Y6) + kf*Y6- fuga*k*Z6 - D*(ni0*(Z6
- Z5))
dY6 = p53w*ni2(Z6) - ni3(Z6,Y6) - kf*Y6

dZ7 =ni0 + nil *beta - pS3w * ni2(Z7) + ni3(Z7,Y7) + ki*Y7- fuga*k*Z7 - D*(ni0*(Z7-
Z6))
dY7 = p53w*ni2(Z7) - ni3(Z7,Y7) - kf*Y7

dZ8 = ni0 + nil *beta - p53w * ni2(Z8) + ni3(Z8,Y8) + kf*Y8- fuga*k*Z8 - D*(ni0*(Z8-
Z7))

dY8 = p53w *ni2(Z8) - ni3(Z8,Y8) - kf*Y8

return
np.array([dZ1,dY1,dZ2,dY2,dZ3,dY3,dZ4,dY4,dZ5,dY5,dZ6,dY6,dZ7,dY7,dZ8,dY8]

)

time = np.linspace(0.0,2.0,1000)
yl=odeint(system,[Zi,Yi,Z2i,Y2i,23i,Y3i,Z4i,Y4i,Z5i,Y5i,Z6i,Y6i,Z27i,Y7i,Z8i,Y8i],time

)

plt.figure(9)
plt.title("DINAMICA Ca2++ MITOCONDRIA")
plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(‘calcium concentration ‘)
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plt.plot(time,y1[:,1],"b",label= "1st eq")
plt.plot(time,y1[:,3],'g',label='2nd eq )
plt.plot(time,y1[:,5],'r',|label="'3rd eq ')
plt.plot(time,y1[:,7],'c',|abel="4rd eq )
plt.plot(time,y1[:,9],"m",label="5st eq ")
plt.plot(time,y1[:,11],'y',|abel="6th eq ')
plt.plot(time,y1[:,13],'k',label= "7th eq ")
plt.plot(time,y1[:,15],'cyan’,label='8th eq’)
plt.legend()

plt.figure(10)

plt.title("DINAMICA Ca2++ CITOSOL7")
plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(‘calcium concentration’)
plt.plot(time,y1[:,0],"b",label="1st eq")
plt.plot(time,y1[:,2],'g',label="2nd eq’)
plt.plot(time,y1[:,4],'r',|abel="3rd eq’)
plt.plot(time,y1[:,6],'c',|abel="4rd eq")
plt.plot(time,y1[:,8],"m",label="5st eq")
plt.plot(time,y1[:,10],'y',|abel="6th eq’)
plt.plot(time,y1[:,12],'k',|label= "7th eq")
plt.plot(time,y1[:,14],'cyan’,label="8th eq’)
plt.legend()

plt.figure(11)

plt.title("DINAMICA Ca2++")
plt.xlabel(‘time")

plt.ylabel(‘calcium concentration ")
plt.plot(time,y1[:,0],"b",label="citosol")
plt.plot(time,y1[:,1],"--r'label="mitocondria")
plt.plot(time,y1[:,2],'b")
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plt.plot(time,y1][:,3],"--r")
plt.plot(time,y1[:,4],"b")
plt.plot(time,y1[:,5],--r")
plt.plot(time,y1[:,6],'b")
plt.plot(time,y1[:,7],"--r")
plt.plot(time,y1[:,8],"b")
plt.plot(time,y1[:,9],"--r")
plt.plot(time,y1[:,10],'b")
plt.plot(time,y1[:,11],"--r")
plt.plot(time,y1[:,12],"b")
plt.plot(time,y1[:,13],--r")
plt.plot(time,y1[:,14],'b")
plt.plot(time,y1[:,15],--r")

plt.legend()

plt.show()
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