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RESUMEN

El uso de las ciencias computacionales y las matematicas, han permitido el desarrollo de
aplicaciones que son utilizadas en areas tan complejas como las ciencias biomédicas, donde a
pesar de la complejidad del campo, se ha logrado ayudar a médicos y bidlogos en la gran tarea de
entender los mecanismos de funcionamiento de enfermedades tales como el VIH o el virus de la

influenza, la gripe aviar entre otros.

Un ejemplo de estas aplicaciones, es el diseiio de modelos matematicos para el estudio de
enfermedades como el cancer, que en los tltimos afos han mostrado ser de utilidad para tratar
de entender, explicar, predecir el comportamiento de esta enfermedad y proponer estrategias de

intervencion en el proceso.

La investigacion presentada en esta tesis, se enfoca en el estudio del melanoma, un tipo de
cancer de piel muy agresivo con una tasa de incidencia que ha aumentando en los ultimos afios.
Los estudios presentados en la tesis, utilizan un nuevo paradigma de trabajo llamado oncolégica

matematica [1].

Este paradigma de trabajo, es el conjunto de tres grandes areas de la ciencias como lo son las
ciencias de la computacion, las matematicas y las ciencias médico biolégicas, trabajando sobre
un mismo objetivo. En esta tesis, se desarrollaron dos modelos matematicos cuya finalidad es
estudiar el desarrollo del melanoma en ratones al recibir una terapia con células dendriticas
(CDs) para aumentar su respuesta inmune y asi lograr la erradicacién de las células de tumorales.
Este tipo de terapia también es llamado inmunoterapia pues su objetivo es tratar de estimula el

sistema inmune contra el cancer.

El primer modelo es un modelo de cuatro ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs) que nos
permitié estudiar los protocolos de infusién de CDs, utilizados en inmunoterapias en ratones
con melanoma. El segundo modelo propuesto es un modelo de cinco ecuaciones diferenciales con
retardos (EDRs) que tiene por objetivo buscar una terapia con células dendriticas (CDs) mas

eficiente, proponiendo nuevos protocolos de infusién de CDs.

Los resultados son validados con datos biolégicos obtenidos del Laboratorio de Inmunoterapia



e Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina en la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico, donde se realizan estudios sobre el cancer de piel en ratones y su respuesta a la inmuno-

terapia con CDs.

Estos modelos muestran una visién simplificada de los mecanismos de funcionamiento que
ocurren dentro del sistema inmune de los ratones con melanoma al recibir la inmunoterapia,
sin embargo pueden ser utilizados para predecir el comportamiento del crecimiento del cancer

teniendo en cuenta su proximidad a los datos biol6gicos reales.
A lo largo de esta tesis se muestra el desarrollo de estos dos modelos, las pruebas que se

realizaron, su comparacion con datos biolégicos y las conclusiones obtenidas de la investigacion

realizada.
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ABSTRACT

Using the computer sciences and the mathematics in areas such as biomedical sciences has
developed applications with the objective to understand the behaviour of very dangerous diseases

such as HIV (human immunodeficiency virus) or avian flu.

An example of this application are the mathematical models developed to study cancer. Pre-
viously, some important results have been obtained in order to explain and predict the behaviour

of this disease.

The investigation presented in this thesis focuses on the study of Melanoma which is the most
dangerous form of skin cancer. Recently, studies show that the rate of people suffering melanoma

is increasing throughout the world.

Two mathematical models were developed during the thesis, whose objective was to study
the growth of melanoma in mice which received an immunotherapy with dendritic cells (DCs) in

order to enhance the immune response of the mice and eradicated the tumor cells.

The first model is four ordinary differential equations (ODEs), which allowed studying the
protocols infusion of DCs used in the immunoterapy in mice with melanoma. The second model
developed is five delay differential equations (DDEs) where their main objective was to search for

a better immunotherapy than that currently used by investigators of UNAM.

The results were validated comparing the computer simulation results with biological trial
results of the Experimental Immunotherapy Laboratory of the Medicine Faculty in the Universi-
dad Autonoma de Mexico (UNAM).

These models represent a simplified view of the complex immunotherapy mechanisms that

occur in mice. However, they could be used to predict the behaviour of the tumor cell growth

taking into consideration the approximation with the real data error.
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CAPITULO

INTRODUCCION

La incidencia de cancer alrededor del mundo ha ido incrementando draméaticamente debido
al crecimiento de la poblacién y su envejecimiento. Para el afio 2030 se tiene una expectativa
de crecimiento de 21.7 millones de nuevos casos de cancer y 13 millones de muertes por cancer
es por ello que el estudio de su prevencién y tratamiento es de importancia mundial para su

erradicacién [3].

Una de las modalidades de tratamiento que se han estudiado en los ultimos afios es la basada
en el principio de que el sistema inmune de los organismos es capaz de generar una respuesta

inmune contra las células tumorales [4]], esta terapia también es llamada inmunoterapia [2].

La inmunoterapia que utiliza células dendriticas (CDs) para inducir la respuesta inmune
contra diferentes variantes del cancer es una terapia que ha sido explorada en los tltimos afios
por los médicos, biélogos e inmundlogos con resultados prometedores [5]. Este tipo de terapia
induce una respuesta inmune especifica, provocando con esto que los pacientes no desarrollen

una respuesta adversa al tratamiento [2].

Sin embargo, a pesar de los logros que se han obtenido hasta ahora, no se ha logrado una tera-
pia efectiva contra el cancer. Por lo que las investigaciones continuan realizandose encaminadas
al desarrollo de nuevas inmunoterapias y la optimizacién de las existentes [6]. En esta direcciénla
utilizacién de herramientas desarrolladas en otras areas de investigaciéon como las ciencias de la
computacion y las matematicas han permitido obtener un conocimiento mas profundo sobre el
desarrollo, crecimiento y expansion del cancer, al crear modelos matematicos que simulen el com-

portamiento de algunas de las complejas interacciones que ocurren en los pacientes con cancer [[7].



CAPITULO 1. INTRODUCCION

En esta investigacion se presenta dos modelos matematicos, los cuales representan una vista
simplificada de los mecanismos que ocurren en el sistema inmune de ratones con melanoma y su

interaccion con la inmunoterapia con CDs.

El primer modelo es un modelo de cuatro ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs), el cual
simula el crecimiento de células tumorales en un ratén con melanoma al aplicarle diferentes
inmunoterapias hipotéticas con CDs. Para su disefio se considero las interacciones entre las
células tumorales, las CDs aplicadas por la inmunoterapia, los linfocitos T citot6xicos (CTLs)
activados y el factor de crecimiento transformante beta (T'GF — ) como inhibidor del sistema
inmune. Los resultados muestran los rangos de operacion entre los cuales se deberia encontrar la
cantidad de CDs inyectadas en los ratones para obtener mejores posibilidades de éxito en una

inmunoterapia.

En base a las conclusiones y observaciones obtenidas del modelo de EDOs, se elabor6 un
segundo modelo matematico de cinco ecuaciones diferenciales con retardo (EDRs) que representa
algunas interacciones que ocurren en el sistema inmune de un ratén con melanoma y la inmu-
noterapia con CDs; en este modelo se incluyé ademas el tiempo de retardo que existe entre la

infusion de la inmunoterapia y la muerte de las células tumorales.

E1 modelo es validado comparando los resultados de las simulaciones computacionales con los
resultados de las pruebas bioldgicas de la inmunoterapia con CDs desarrollada por el Laboratorio
de Inmunoterapia Experimental de la Facultad de Medicina en la Universidad Auténoma de
México. Los resultados del crecimiento de las células tumorales obtenidos de la simulacién del
modelo de EDRs, muestran un crecimiento similar a la poblacion de células tumorales obtenidas

en los datos biolégicos.

Esto nos permitié usar el modelo como una infraestructura para probar diferentes protocolos
hipotéticos de tratamiento. Los resultados numéricos de estas simulaciones sugieren que al incre-
mentar una sola dosis de CDs inyectadas en los ratones el crecimiento de las células tumorales
decae de forma mas rapida que con la terapia usada actualmente, logrando obtener mayores

posibilidades de éxito en la eliminacién de las células tumorales.

Finalmente, la modelacién y simulacién de estos modelos nos permitié describir, cuantificar
y predecir el comportamiento de algunos de los mecanismo complejos que ocurren dentro del
sistema inmune de los ratones al recibir la inmunoterapia con CDs. Lo que se traduce en un
aumento en el conocimiento sobre esta enfermedad que podria ayudar a disminuir los costos y

tiempo de experimentacién a los biélogos, médicos y oncélogos.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

La incidencia de personas que padecen melanoma, ha ido incrementando en los dltimos afios
y aunque existen tratamientos muy exitosos para etapas tempranas, no lo es asi para etapas
tardias, donde la cirugia, quimioterapia o radioterapia ha demostrado poco éxito. Uno de los
estudios mas prometedores son las inmunoterapias, las cuales utilizan el propio sistema inmune
del organismo para atacar el cancer tratando de inducir una respuesta inmune utilizando células

dendriticas, células citotéxicas o la infusién de citocinas como el caso del IL — 2.

Sin embargo, estos estudios son costosos y llevan mucho tiempo de elaboracion. Es en este
punto donde el uso de otras areas de conocimiento como las ciencias de la computacién y las mate-

maticas, permite ayudar en la gran tarea de entender y tratar a una enfermedad como es el cancer.

En este trabajo se plantea el estudio de inmunoterapias en ratones con melanoma a nivel
célular. Utilizando un modelo de EDOs y un modelo de EDRs, considerando una aproximacién a
la dinamica de las células tumorales debido a su interaccién con las CDs propias de la inmunote-
rapia, las células del sistema inmune ( células citotéxicas activadas e inactivadas) y la citocina
TGF - B.

1.2. Objetivo

El objetivo general es estudiar la dinamica del crecimiento del melanoma en ratones y la
inmunoterapia con CDs. Utilizando la modelacién matematica y las simulacién computacional
para entender los mecanismos que ocurren dentro del sistema inmune del ratén, la infusién
de CDs y el crecimiento de células de melanoma hemos tratando de predecir su respuesta a la

inmunoterapia con CDs.

1.2.1. Objetivos especificos

» Realizar una representacion matematica de las interacciones entre el sistema inmune, las

células cancerosas y las CDs propias de la inmunoterapia.

= Localizar los rangos de operacién del tiempo de infusién y cantidad de CDs inyectadas entre

los cuales se deberan encontrar las inmunoterapia con mayores posibilidades de éxito.

= Proponer un modelo matematico ad hoc a la inmunoterapia antitumoral que desarrolla
el Laboratorio de Inmunoterapia e Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina en la

UNAM en ratones con melanomas.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

= Proponer una nueva terapia de CDs que disminuyan el crecimiento de las células del

melanoma y que sea biolégicamente posible realizar dentro de los laboratorios de la UNAM.

= Medir la eficacia de estas terapias propuestas, utilizando los datos experimentales arrojados

por el modelo.

= Realizar un estudio de sensibilidad a los parametros utilizados en el modelo.
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MARCO TEORICO

2.1. Cancer

El cancer es una enfermedad que engloba una gran variedad de padecimientos y comienza
cuando las células del organismo empiezan a crecer sin control provocando que exista un desequi-

librio entre la replicaciéon y muerte celular [8].

Las células cancerosas tiene la capacidad de formar nuevos tejidos, invadir el tejido que las
rodea y diseminarse a otros 6rganos dentro del cuerpo, impidiendo el correcto funcionamiento de
los 6rganos donde se encuentran [9] [10]. Este proceso es llamado metdstasis y sucede cuando las

células cancerosas entran en el torrente sanguineo o los vasos linfaticos [11].

Existen diferentes tipos de cancer con diferentes caracteristicas entre si, como la tasa de
crecimiento, los 6rganos que afecta, la forma en que aparece la metastasis o su respuesta a
diferentes tratamientos, haciendo muy dificil encontrar tratamientos eficientes. A pesar de que
cada dia se conoce mas sobre la forma de prevenir y tratar el cdncer, cada afio aumenta el nimero

de personas que lo padecen y que mueren si no son tratadas adecuadamente [8].

2.2. Melanoma

Una forma muy peligrosa del cancer de piel es el melanoma, el cudl ha estado incrementando
su incidencia en personas que lo padecen alrededor del mundo [12][13]]. En las tltimas décadas,
ha habido grandes avances en los tratamientos en etapas tempranas con una alta tasa de éxi-

to [2,[14]], sin embargo no es asi en etapas tardias en las cuales los tratamientos son limitados [15].
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El melanoma es un tipo de cancer que inicia con las células melanocitas situadas en la
epidermis (capa exterior de la piel, que tiene la funcién de proteger a las capas inferiores y a
los 6rganos del cuerpo del medio ambiente). Otro nombres con los que se le conoce a este tipo
de cancer son melanoma maligno o melanoma cutdneo. La mayoria de las células de melanoma

producen melanina, por lo que los tumores de melanoma son generalmente color café o negro [12].

El melanoma es 20 veces mas comun en personas de piel blanca que en personas de piel
obscura. Se han encontrado diferentes factores de riesgo que pueden hacer que una persona
tenga mas probabilidad de desarrollar melanoma, en los que se incluye la exposiciéon a rayos

ultravioleta (UV), historial familiar con melanoma, inmunosupresion, edad o género entre otros.

Algunos de los principales tratamientos que se dan a los pacientes con melanoma son [12} [13]:

= Cirugia. Este tratamiento consiste en extirpar el tumor junto con una pequena cantidad de
piel normal no canceroso en los bordes, aplicando anestesia local. Es la opcién principal
de tratamiento para la mayoria de los melanomas y usualmente tiene éxito en estados

tempranos del melanoma.

= Quimioterapia. Utiliza medicamentos que pueden matar a las células cancerosas. Los
medicamentos generalmente son inyectados en las venas o administrados por via oral
mediante pildoras. Estas viajan a través del torrente sanguineo a todas partes del cuerpo.

Atacando a las células que se encuentran dividiendo.

= Radioterapia. Utiliza rayos X, los cuales matan a las células cancerosas mediante un haz

de luz. La radioterapia se enfoca en la zona donde se encuentra el tumor.

= Inmunoterapia. Utiliza medicamentos que estimulan el sistema inmune del propio paciente
para que pueda reconocer y destruir a las células cancerosas. Es utilizado para tratar a

pacientes con estados avanzados de melanoma.

2.3. Inmunologia

A través de los anos se han estudiado las defensas que el cuerpo ejerce contra la presencia
de agentes infecciosos o la introduccién de sustancias foraneas capaces de causar algiun daifio o

enfermedad al organismo [2].

El sistema encargado de generar estas defensas es el sistema inmune, el cuél esta formado
por células y moléculas que colectivamente y coordinadas tratan de protegerlo. El sistema inmune
es altamente efectivo en detectar y eliminar agentes infecciosos externos, como bacterias, hongos

o virus que se encuentran en nuestros tejidos.
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Existe un gran nimero de investigaciones sobre la capacidad del sistema inmune de eliminar
tumores. Las dificultades asociadas a este tipo de defensa contra el cancer son evidentes desde
el principio: el sistema inmune esta organizado para reconocer y eliminar agentes externos del
cuerpo y permitir a los tejidos propios del cuerpo vivir en paz. Sin embargo, las células cancerosas
son nativas del cuerpo y son en muchos sentidos, indistinguibles de las células normales del

cuerpo.

2.3.1. Respuesta inmune adaptativa

El sistema inmune de los organismos poseen diferentes mecanismos de defensa contra agentes
infecciosos. Uno de estos mecanismos es realizado por la inmunidad innata. Es la primera linea
de defensa contra los agentes infecciosos, esta conformada por células y mecanismos de defensa
bioquimicos que se encuentran antes de la infeccién, teniendo como objetivo el de responder
rapidamente a los agentes externos. Este tipo de respuesta no distingue bien las diferencias entre

los agentes externos [2].

Una reaccién mas tardia a los agentes externos es llevada a cabo por la inmunidad adaptati-
va, la cual es estimulada por la repetida exposicién a los agentes infecciosos, incrementando su

respuesta y especificidad.

La respuesta inmune adaptativa comienza cuando el sistema inmune identifica de los agentes
infecciosos externos al ser presentados a las células del sistema inmune llamados linfocitos. La
presentacion se lleva a cabo mediante las células presentadoras de antigeno (CPAs), las cuales
son capaces de reconocer e ingerir moléculas especificas del agente infeccioso (antigenos). Esta
presentacién de antigenos ingeridos por las CPAs a los linfocitos T se dan en los nodos linfaticos,

para lo cual las CPAs migran siguiendo el consumo de antigeno.

Los linfocitos pueden reconocer y responder a la presencia de antigenos foraneos activandose
y mediando una respuesta celular. Existen varios subtipos de linfocitos que pueden reconocer a
los antigenos. Entre los que se encuentran los linfocitos T ayudantes y los linfocitos T citotéxicos

(CTLs por sus siglas en inglés Citolyc T Lymphocyte) o células T citotéxicas.

La respuesta inmune celular se monta cuando el sistema inmune desarrolla células citotéxi-
cas capaces de reconocer y directamente atacar otras células que despliegan ciertos antigenos
especificos sobre su superficie. En este caso, las células citotéxicas de linaje de los linfocitos -T'
(CTLs) han desarrollado su propia maquinaria de reconocimiento de antigenos en la forma de
receptores de células -T(TCRs), los cuales usan para identificar a las células que producen ciertos

antigenos particulares y ser destruidos por los linfocitos citotéxicos T.
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Figura 2.1: Esquema de la respuesta inmune adaptativa [2]

2.4. Inmunoterapia contra el cancer utilizando células

dendriticas

Las células cancerosas promueven el crecimiento de tumores, su movilidad, proliferacion,
invasién y angiogénesis via genes inmunosupresores, macrofagos y células dendriticas inmaduras.
Ademas, muchos tumores expresan o inducen citocinas inmunosupresoras como el TGF — f
y el IL —10. Como resultado, la presentacién cruzada de tumor-antigeno por las CDs induce
anergia o supresion de las células T (no activacion) lo que provoca la inactivacién de la respuesta
antitumoral. En la actualidad existe una terapia prometedora antitumoral que usa infusiones de
CDs [5ll.

Las células dendriticas, juegan un rol muy importante en la iniciacién, programacion y regu-
lacién de la respuesta inmune especifica. Su objetivo al utilizarse en la inmunoterapia, es inducir
una respuesta especifica de las células T hacia la células cancerosas. La primera etapa de esta
inmunoterapia consiste en cultivar a las CDs con antigenos especificos tumorales. Lo que permite
inducir la respuesta inmune de las células T y activar las CTLs para facilitar la eliminacién del
tumor. Esto puede se alcanzado cultivando de forma in vitro, las CDs (las cuales previamente
fueron obtenidas de los pacientes) con adyuvantes (proteinas que inducen la maduracién de las

CDs) y los antigenos especificos del tumor [6]].

La segunda etapa consiste en inyectadar estas células dentro del paciente [6]. Al utilizar CDs
activadas permite inducir la respuesta inmune de las células T y activar las CTLs para facilitar

la eliminacién del tumor.
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Figura 2.2: Inmunoterapia con CDs [2]

Recientes estudios sugieren que pacientes con altos nimeros de CDs presentes en los tumores
sobreviven mas que los pacientes con pocas CDs en el tejido con cancer. Los resultados del estudio
realizado por Daud et al., sobre melanoma en estadio III y IV, donde las CDs fueron tratadas con
citocinas maduradas antes del tratamiento muestran remision o retraso en su recurrencia (Daud
et al.).

El desarrollo de nuevas terapias y la optimizacién de las terapias existentes, continta siendo
un importante campo muy prometedor para las investigacién de las terapias contra el melanoma
en los préoximos afios. La necesidad de disefiar mejores inmunoterapias que aumenten la respues-
ta inmune es crucial para el futuro de las terapias contra el melanoma, lo cual va unido con el

mejor entendimiento de la respuesta inmune y la enfermedad [16]].
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CAPITULO

MODELACION MATEMATICA

3.1. Modelacion

Los modelos matematicos tratan de describir partes del mundo real, utilizando conceptos

matematicos como constantes, variables, funciones, ecuaciones,etc [17].

Su objetivo mas importante es el de representar de forma fiel el comportamiento de un
sistema fisico que permita su mejor entendimiento. Los modelos matematicos permiten explorar
las consecuencias de manipular varios de sus parametros asociados con un escenario particular,
utilizando métodos matematicos y la simulacién computacional [18]]. El observar los resultados
de estas manipulaciones permite el disefio de nuevos escenarios de experimentaciéon que definan
mejor la direcciones de las investigaciones [19] 20]. Por ejemplo, los modelos que simulan el
crecimiento de cancer, al manipular sus parametros permiten probar protocolos de tratamiento

antes de que sean puestos en practica, lo que ayudaria a predecir la eficacia de estos [21-23].

Tiene claramente otras dos ventajas: el bajo coste econémico, dado que la experimentacién
real requiere de mayores recursos econéomicos y el tiempo de ejecucion, sensiblemente inferior en

la utilizacién de simulaciones numéricas de los modelos matematicos [17].
La elaboracién de un modelo matematico lleva tiempo y necesita bases de datos fiables de los
experimentos fisicos estudiados [17] debe seguir los siguientes puntos en su elaboracién [24].

1. Entender el problema biolégico (identificar los factores relevantes, la dependencia e inde-

pendencia de variables).

2. Realizar una representacion realista del fenémeno biolégico (descripcion y abstraccion de
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las ideas utilizando matematicas).
3. Encontrar una solucién que sea utilizable

4. Los resultados deben tener una interpretacion fisica en términos de predicciones.

Es importante recalcar que un modelo matematico es una descripcion del fenémeno estudiado
y no una explicacién completa de su comportamiento [24]. Su principal uso es el de probar teorias
acerca del comportamiento del sistema, dando predicciones sobre su comportamiento y aun
cuando sea posible recrear un espacio y tiempo similar al del fenémeno estudiado, se debe hacer

la distincién de los resultados que el modelo muestra y que tan cerca de la realidad se encuentra.

Existen varias herramientas que pueden utilizarse para disefiar un modelo; tal como [18]:

= Ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO). Utilizadas para modelar poblaciones que evolu-

cionan en un periodo de tiempo continuo.

= Ecuaciones en derivadas parciales (EDPs). Son usadas para modelar dos o mas variables

independientes, por ejemplo el tiempo y el espacio o el tiempo y la edad.
= Modelos estocasticos. Son modelos completamente probabilisticos.

= Automatas celulares (AC). Son modelos discretos, donde las variables independientes y
dependientes son discretas. Un AC puede ser determinista o estocastico cuando su regla de

evolucion es estocastica.

La seleccion de una de estas herramientas para disefiar un modelo depende de las preguntas

que se quieran responder, el proposito del modelo, los datos disponibles, etc [18].

3.1.1. Modelos continuos de poblacion

Uno de los problemas mas estudiados y que ha tenido éxito desde el punto de vista de la
modelacién matematica es el crecimiento de las poblaciones, la complejas interacciones entre las
diferentes poblaciones y su relacion con su medio ambiente. Algunos ejemplos de estos estudios
son el crecimiento de una sola especie (crecimiento de conejos), modelos de interacciéon de dos
especies (modelo predador-presa), sociedades de especies multiples en ecologia (cadenas de ali-
mentacion, estructuras de comunidades) e incluso en epidemiologia de enfermedades infecciosas
[191.

dN . . .
ar =nacimientos —muerte+ migracion 3.1)
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La ecuacion anterior es un ejemplo de una ecuacion de conservacidn, la cual podria describir la
dinamica de la poblacién de una sola especie es decir la tasa de cambio de la poblacién. Donde

N(t) es la poblacién de la especie al tiempo ¢.

3.1.2. Modelos con retardo

Algunos modelos continuos consideran que la interaccion entre sus elementos ocurren de
forma instantanea o al mismo tiempo, sin embargo en la realidad esto no ocurre en la mayoria
de las veces [24]. Una forma de tratar este tipo de interacciones es incluir dentro del modelo, el
tiempo de retardo que se da entre las interacciones del fenémeno. En las ecuaciones diferenciales
estos retardos se pueden considerar en los modelos de ecuaciones diferenciales con retardo (EDRs)

de la forma:

dN(t)
dt

donde, T' > 0 es el retardo y es tratado como otro parametro dentro del modelo.

=f(N@®),N@t-T)) (3.2)

3.1.3. Modelacion matematica y el cancer

En cuanto a la enfermedades como el cancer, la oncologia matematica describe los procesos
relacionados con esta enfermedad como un conjunto de complejas interacciones, con objetivo de
identificar y analizar los procesos biolégicos que ocurren en ella para cuantificar y el predecir su
comportamiento [1]. Lo que ha ayudado a entender la evolucién de esta enfermedad y a probar

hipétesis sobre esta.

Uno de los temas claves sobre el cancer es la prediccién del crecimiento de los tumores, el cual
es estudiado con gran interés por los fisicos y computélogos debido a la importancia que tiene

para su tratamiento [21} 23] [25].

La evaluacién de la calidad de estos modelos es compleja debido a que pueden existir diferen-
tes aproximaciones para reproducir un mismo resultado experimental [20]. Chauviere et. al [1]
refieren que la eleccion de un tipo de modelacion esta determinada por la escala de interés a la
que se estudiara el cancer y el nivel de detalle que se requiere para el problema en particular
y que por lo tanto un buen modelo es aquel que ofrece soluciones que pueden ser probadas
experimentalmente y que provee conocimientos verdaderos sobre el problema biolégico. Mientras
que Byrne et. al [20] sostienen que la elecciéon depende de la utilizacién que se da al modelo y los

tipos de datos que estan disponibles.

Por otro lado, los modelos basados en ecuaciones pueden describir hasta cierto nivel detalle,

el crecimiento del tumor, la evolucién de nutrientes, la distribucion de las redes vasculares, la
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estructura de la matriz extracelular entre otros. Para esto se requiere datos experimentales de
varios tipos y la evaluacién de varios parametros (ejemplo, tasas de proliferacion, coeficientes
de difusion de quimicos dentro de los tejidos). Sin embargo, esta adquisicién y extraccion es una
tarea muy dificil, donde es necesario una gran interacciéon entre modeladores, experimentalistas

y clinicos para lograr una mejor modelacion.

Datos experimentales }

terapia 1

Terapias hipotéticas
[1... 64]

Comparacion

Figura 3.1: Esquema de simulacion para las terapias hipotéticas

3.1.4. Inmunoterapia aplicada contra gliomas malignos (GM) y
glioblastomas malignos(GBM) (Aproximacion a un problema similar)

En el ano 2007, Natalie Kronik et al. [21]], proponen un modelo matematico de seis ecuaciones
diferenciales para la inmunoterapia adaptativa aplicada a gliomas malignos (MG), el cual describe
las complejas interacciones de las células tumorales con aCTL y los receptores MHC, mediante
las TGF-p y las INF-y (Figura[3.2).

Los parametros del modelo que fueron obtenidos de experimentos biolégicos in vitro e in vivo
en humanos. EL modelo completo es usado para recuperar o simular varios escenarios inmuno-
terapeuticos y esta prediccion es validada por la comparaciéon con dos conjuntos de resultados
empiricos, que son de Burger et al. [26] y Kruse et al. [27] y Kruse and Rubinstain [28]. E1
estudio se completé con simulaciones que identificaron escalas mejoradas de inmunoterapia e

indicaciones cuya intervencién podria llevar a la cura.

En la Figura[3.2] se describen las interacciones de las células y los MG. Para una respuesta
inmune efectiva los linfocitos T-CD4 deben pasar a través de la barrera BBB (barra azul)y unirse
a las moléculas MCH-II (pequerias lunas amarillas) en la superficie de las CPA (figura en forma de
cangrejo) or los astrocitos (figura en forma de célula estirada). Esta unién eventualmente activa
la transicion de los linfocitos CD8 a CTLs (estrella morada). La CTL se junta a una molécula
MCH-I (estrella de cuatro puntos)en la superficie de la célula tumoral destruyendola. La célula

tumoral en turno produce altos niveles de TGF — § (bolitas naranjas la parte superior)reduciendo
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Figura 3.2: Inmunoterapia para gliomas malignos

la permeabilidad de la BBB, la expresién del MHC-II y la actividad de los linfocitos T. E1 INF —y
(bolitas azules las parte inferior)producen CTLs, incrementa la permeabilidad de 1a BBB, aumenta
la activacion de los linfocitos T y con ellos la expresién de las moléculas MHC-I y las moléculas
MHC-IL.

El modelo simula un tumor de grado III sin tratar y un GBM en progreso. Se distingue
entre el grado III y el tumor GBM por la tasa maxima de crecimiento » = 0,00035 y r = 0,001,
respectivamente. La figura muestra los resultados de la simulacién del crecimiento natural
de un tumor grado III y GBM.

Los resultados corroboran las estimaciones hechas por Burger et al.[26]], en el caso del tumor
de grado II requiere aproximadamente de 3 a 5 afios para pasar desde el tamafo minimo del
diagnostico hasta el maximo tamario para la muerte del paciente. Siguiendo estas estimaciones
esto da un crecimiento de 101 a 10! células. Burger et al.[26] reportan que para el GBM el
tumor requiere un afio para pasar desde el tamano minimo del diagnostico hasta el maximo

tamano para la muerte del paciente.
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Figura 3.3: Simulacién experimental, con los siguientes parametros 7'(0) = 2, C(0) = 2 para grado
III r = 0,00035 (linea azul) y para grado IV del MG r = 0,001 (linea verde)
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MODELACION DE LA INMUNOTERAPIA CON CD PARA RATONES CON
MELANOMA ASUMIENDO UNA RESPUESTA INMEDIATA

En los tdltimos anos se ha desarrollado varias inmunoterapias contra el melanoma con el
objetivo de activar la respuesta inmune y estimular los mecanismos de defensa que el propio orga-
nismo tiene hacia el cdncer. En el afio 2001, Overwilk et al. [29] plantean protocolos para probar
en ratones in vivo modelos de inmunoterapia y observar el crecimiento de subcutaneo y pulmonar
del melanoma B16. Estos protocolos proponen una forma de implantar las células tumorales
en los ratones, sin embargo hasta ahora no existe un protocolo estandar para implementar las

infusiones de las inmunoterapias.

Cuadro 4.1: Protocolos de induccién de melanoma en ratones

Protocolo Tipo Infusion Tamario Tipo de ratén
Melanoma subcutaneo B16 melanoma 1 x 10° celu- 1lem® de 14 a 21 C57BL/6
las/ratén dias
Melanoma multiple pul- B16 melanoma 2 x 10° celu- 50 a 250 nédulos C57BL/6
monar (metastasis) las/raton pulmonares de 16
a 18 dias

El uso de CD activadas es parte de las nuevas estrategias terapéuticas para aumentar la
respuesta de las CTLs. El objetivo de las vacunas con CD es inducir la respuesta inmune de las

células T y activar las CTLs para facilitar la eliminacién del tumor.

Los experimentos in vivo sin embargo requieren una planificacién muy cuidadosa, ademés de

que toman varias horas ininterrumpidas de trabajo para tratar de minimizar el tiempo en que
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las células tumorales o las CTLs estén en el hielo [29]].

El siguiente estudio, muestra un modelo matematico de ecuaciones diferenciales ordinarias
(ODEs), el cual simula algunas de las interacciones del sistema inmune en ratones con melanoma
y la inmunoterapia que se aplica a estos utilizando células dendriticas. Con el objetivo de deter-
minar los rangos de operacién entre los que se podria encontrar una terapia con CDs con mayores
posibilidades de éxito, el modelo simula 64 inmunoterapias propuestas aplicadas a diferentes

condiciones iniciales.

4.1. Modelo de EDOs

Considerando el trabajo realizado por Kronik et. al [21}, [22], Pillis Et. al [23] y los experimen-
tos biolégicos reportados por Pifion Et. al [30] se construyé un modelo matematico de 4 ecuaciones
diferenciales ordinarias, las cuales representan algunas interacciones del sistema inmune y la

inmunoterapia de CD que aplica a los ratones con melanoma.

La ecuacién [4.1] describe el crecimiento de las células tumorales utilizando una ecuacién
logistica, considerando que su muerte solo se da por las células CTLs activadas y por la citocina
TGF - 3 que actiia como inhibidor del sistema inmune. La ecuacién describe la infusién de
células dendriticas dependiente de la inmunoterapia hipotética que sera evaluada. Para este
modelo se consideré que las células CTLs son activadas y replicadas en funcién de las células
dendriticas ademas de que las CTLs inactivadas son constantes (consideradas en las condiciones
iniciales) y que solo se activaran cuando haya presencia de células dendriticas, mientras que
la muerte de las CLTs se da por muerte natural (ecuacién [4.3). Por ultimo, la produccién de la
citocina TGF — 3 por las células tumorales como inhibidor del sistema inmune esta representada

por la ecuacién [4.4
Crecimiento de las células tumorales

dT T
haduluy, ol ) R,
27 =T ( K) ar Ca(

1_
)(aTﬁ+—eT’ﬁ( arp)) 4.1)

T+hyp Fg+erp

La ecuacién describe el crecimiento de las células tumorales. El primer término del lado
derecho describe el crecimiento como una funcién logistica, donde r7 es la tasa de crecimiento de
las células y K es limite de crecimiento de las células tumorales. El segundo término describe
su eliminacién por las CTLs activadas. El parametro a7 es la maxima eficiencia que con la que
la CTLs matan a las células tumorales por lisis, el termino %hr define la accesibilidad de las
células CTLs a las células tumorales utilizando un término de saturacién de michaelis-menten

con una constante de michaelis-menten A 7. El tltimo término del lado derecho de la ecuaciéon 4.1
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representa el efecto que causa TGF — §, al inhibir la eficiencia de las CTLs. Se considera también
una funcion de saturacién inversa, en este caso lo minimo que puede reducir la eficiencia de las

CTLs es el término a7gp.

Crecimiento de las células dendriticas
La ecuacién 4.2} describe la inmunoterapia aplicada utilizando células dendriticas. Se conside-
ra que el namero de CDs, d( decae a una tasa constante pup, entonces, para ¢t < 168 se considera

que el niumero de CDs esta dado por
D(t)=doe "*.  Sit<168

con t, =n-168 para n =1---3, son introducidas en el ratén por la inmunoterapia 10 CDs. Por lo

tanto, el nimero de CDs esta dado por

3
D(t)= Y dy(t)e o168 Git >0
n=0

donde d,,(¢) = 106)(163n(t) para y1es,(¢) =0 Si ¢ <168n y y168,:(t) = 1 en otro caso.

Notar que la evolucién de las CDs dentro de los intervalos (168(n —1),168n) paran=1---6
esta dado por
dD

T =—-upD, t€(168(n—1),168n) paran=1---3 4.2)

Crecimiento de las células CTLs activadas

En ecuacién[4.3] se describe la dindmica de las CTLs activadas , el primer término del lado
derecho de la ecuacion, se refiere a la replicacion o expansion de las células activadas por las
células dendriticas cuando estas llegan a los nodos linfaticos, el siguiente término es la activacién
de las células CTLs naive o endégenas del organismo, esto solo lo va a realizar cuando las células
dendriticas sean inyectadas (no se permite nuevas CTLs en ausencia de DCs). Por tultimo se

introduce un término de muerte de las células CTLs.

dcC,

di :re'Ca'(m +ra'Ci'D0n—/.LCa'Ca. 4.3)
donde,
D _{O, siD()=0
711,  siD@)>0

Dinamica del TGF — 8 por las células tumorales
El primer término de la ecuacién representa la produccién del TGF — § por las células
tumorales. Para este modelo solo consideramos que las células tumorales producen el TGF - a
una tasa r7g y que esta se va degradando naturalmente dentro del ratén a una tasa constante ug
dF

p
— L s T —pp-Fy. 44
57 = r1e T —np-Fp (4.4)
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4.2. Simulacion y pruebas

Para la simulacién de las condiciones iniciales del tumor se tomaron en cuenta dos parame-
tros, la tasa de crecimiento “r” y poblacion inicial de células tumorales “ty”. Se consideraron 100
valores posibles en un rago entre 0,001 y 0,1 para el parametro r y otros 100 valores posibles

para el pardmetro ¢y en un rango entre 5x 10% y 2x 10? ( Ver esquema de trabajo en la Figura: .

Condiciones iniciales
aleatorias Simulacién con y
to: [6x10%---2x 10%] sin inmunoterapia
r:[0,001---0,1]
terapia 1

Terapias hipotéticas
[1... 64]

Comparacion

Figura 4.1: Esquema de simulacion para las terapias hipotéticas

De la combinacion de estos parametros se escogieron de forma aleatoria 100 condiciones inicia-
les por cada terapia que se planteé6 para probarla. Las terapias propuestas son una combinacién
del nimero de células dendriticas inyectadas al raton y el tiempo de aplicacion de estas células
dendriticas. Las células dendriticas que se utilizan para las terapias propuestas son del orden
de 1x10%,1x10%,1x10%1x10°%,1x10%1x107,1x108 y 1x10° células dendriticas inyectadas.
Mientras que el tiempo de infusién considerado fue de 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216
horas (ver Figura [4.2). Las infusiones son después de las 168 horas de iniciada la simulacién

siguiendo los protocolos descritos por Overwijk Et. al [29].

Ntumero de CDs
inyectadas al raton

CDs: [1x10%---1x107]

Terapia hipotética
seleccionada

Tiempo de infusion
Tiempo :[48---216] horas

Figura 4.2: Esquema de seleccion de la terapia hipotética a probar
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Por ultimo, para la determinacién del éxito o no de una terapia se consideré el promedio
de crecimiento de la poblacién de células tumorales, simulando el crecimiento de las células
tumorales sin inmunoterapia y con inmunoterapia. Si el promedio de crecimiento de la poblacion
es mayor a 70% se considera que la inmunoterapia no tuvo éxito pues no existe una respuesta
y las células tumorales siguen creciendo. Si el promedio se encuentra entre el 30% y el 70% se
considera que el crecimiento es estable y si el crecimiento de la poblacién es menor al 30% en
comparacion con la poblacién de células tumorales que no reciben inmunoterapia se considera
que la terapia es exitosa. El valor de las constantes del modelo se muestran con mayor detalle en

el Anexo.

101

numero de celulas

Celulas tumorales‘

oo e — \ ;~liE§§§§§;%%
0 100 200 00 400 500 600 700
tiempo (hrs)

Figura 4.3: Terapia 1 x 103 CDs cada 120 horas, aplicada a 100 condiciones iniciales diferentes.
Se observa en color rojo, la células tumorales que recibieron inmunoterapia y en color azul el
crecimiento de las células tumorales sin inmunoterapia

La Tabla 4.2 muestra 8 de los 64 tratamientos hipotéticos propuestos, los cuales consisten en
inyectar 1 x 102 CDs al ratén a diferentes tiempos bajo 100 distintas condiciones iniciales. Como
se puede observar en la Tabla[4.2] las inmunoterapias aplicadas no generan ninguna respuesta en
el crecimiento de las células tumorales. La Figura[4.3] muestra 100 de las 800 pruebas realizadas

para esta terapia.

Al probar terapias con 1 x 107 CDs inyectadas en la inmunoterapia no importando el tiempo
de infusion y bajo 100 condiciones iniciales diferentes, los resultados muestran que alrededor del
50% de la terapias tiene éxito (ver Tabla4.3). En la figura se puede observar los resultados

de aplicar la terapia con 1 x 107 CDs cada 72 horas bajo 100 condiciones iniciales diferentes.
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Cuadro 4.2: Tratamientos hipotéticos 1 para el modelo de EDOs

Tratamiento Numero de Periodo de % de crecimiento No hay resp. Estable Exito
CD inyecta- infusién

das
1 1x103 48 0,99 100 0 0
2 1x103 72 0,99 100 0 0
3 1x103 96 0,99 100 0 0
4 1x103 120 0,99 100 0 0
5 1x103 144 0,99 100 0 0
6 1x103 168 0,99 100 0 0
7 1x103 192 0,99 100 0 0
8 1x103 216 0,99 100 0 0
9
15310
= 10F
B
L
?
g
i
0O 7 ‘7 200 400 500 600 700

tiempo (hrs)

Figura 4.4: Terapia 1 x 107 CDs cada 72 horas, aplicada a 100 condiciones iniciales diferentes.
Se observa en color rojo, la células tumorales que recibieron inmunoterapia y en color azul el
crecimiento de las células tumorales sin inmunoterapia

Los resultados de los tratamientos hipotéticos donde se utilizan infusiones mayores a 1 x 108
CDs a diferentes tiempos de infusién, muestran que todas estas terapias tienen éxito, es decir
los porcentajes de crecimiento de las células tumorales son menores al 30% comé6 se observa
en la Tabla[4.4] En la figura se observa a las células tumorales decaer rdpidamente al ser

inyectadas las células dendriticas.
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Cuadro 4.3: Tratamientos hipotéticos 1 para el modelo de EDOs

Tratamiento Numero de Periodo de % de crecimiento No hay resp. Estable Exito
CD inyecta- infusion

das
1 1x 107 48 0,33 30 16 54
2 1x107 72 0,37 40 3 57
3 1x 107 96 0,46 20 2 48
4 1x107 120 0,45 48 0 52
5 1x 107 144 0,42 45 0 55
6 1x107 168 0,40 41 1 58
7 1x107 192 0,53 55 1 44
8 1x107 216 0,54 57 0 43

5% 10

—
o
T

[&3)

numero de celulas

Celulas tumorales ‘
—

0 00 200 300 400 500 600 700
tiempo (hrs)

Figura 4.5: Terapia 1 x 108 CDs cada 144 horas, aplicada a 100 condiciones iniciales diferentes.
Se observa en color rojo, la células tumorales que recibieron inmunoterapia y en color azul el
crecimiento de las células tumorales sin inmunoterapia

Cuadro 4.4: Tratamientos hipotéticos 1 para el modelo de EDOs

Tratamiento Numero de Periodo de % de crecimiento No hay resp. Estable Exito
CD inyecta- infusion

das
1 1x 107 48 0,027 0 0 100
2 1x107 72 0,027 0 0 100
3 1x 107 96 0,028 0 0 100
4 1x107 120 0,029 0 0 100
5 1x 107 144 0,029 0 0 100
6 1x 107 168 0,029 0 0 100
7 1x 107 192 0,030 0 0 100
8 1x107 216 0,030 0 0 100
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CAPITULO

MODELACION DE LA INMUNOTERAPIA CON CDS EN RATONES CON
MELANOMA

5.1. Experimentacion biolégica

El grupo de investigacién de la UNAM, utilizé 10 ratones de tipo C57BL/6 [31] de entre 6 y 8
meses de edad para realizar los experimento biolégicos. Estos ratones fueron mantenidos dentro

del departamento de Biologia Celular y Tisular de la UNAM durante toda la experimentacién [30].

La inmunoterapia disefiada por los investigadores de la UNAM utiliza CDs tomadas de la
médula 6sea de ratones tipo C57BL/6, las cuales son incubadas de forma in vitro con la proteina
MG-CSF [32] para diferenciar a las CDs y con el antigeno MAGE-AX para estimular la

inmuno respuesta.

Por otro lado, la formacién de melanomas fue inducido utilizando 6 x 10* células cancerosas
de la linea B16/F10 [34], las cuales fueron inoculadas subcutdneamente en los 10 ratones de
la linea C57BL/6. La terapia con (Células Dendriticas derivadas de la Médula Osea)
da inicio después de una semana de la induccién del tumor; por cada ratén les es inoculado de
forma subcutdnea 1 x 106 |CDs|, una vez a 1a semana durante 3 semanas. De la misma manera
se utilizaron otros 10 ratones de la linea C57BL/6 a los cuales les fue inducido la formacién
de melanomas 6 x 10* células de la linea B16/F10, sin embargo no recibieron tratamiento con
CDs, permitiendo asi obtener datos del crecimiento de los tumores sin inmunoterapia (grupo
de control). La eficiencia del tratamiento biolégico fue medida comparando los diametros de
los tumores, midiendo expresién de las moléculas MHC, la modulacién de las citocinas IL —2 y

IL -10, los niveles de CD8 T linfocitos ademas de medir la tasa de sobrevivencia que presentan
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los ratones.

Cuadro 5.1: Protocolo de la inmunoterapia con células dendriticas (CDs)

Tiempo de infusion

Protocol Semanal Semana2 Semana3d Semana4 Semanab
(0 h) (168 h) (336 h) (504 h) (672 h)
Control Infusién Sacrificio
de la de 6 x 10% de los
inmunoterapia B16/F10 ratones
células
Protocol 1 Infusion Infusion Infusién Infusion Sacrificio
(Tratamiento de 6 x 10* de 106 CDs de 10° CDs de 108 CDs de los
con CDs) B16/F10 ratones
células

La medicién del crecimiento de los tumores con y sin tratamiento de inmunoterapia se llevé a
cabo utilizando un calibrador vernier y da inicio al séptimo dia una vez que las células tumorales
fueron inyectadas para después medirse cada dos dias a partir del décimo dia hasta que los

ratones mueran o a la 5ta semana cuando son sacrificados.

Los resultados muestran que al utilizar como antigeno del tumor, induce una
respuesta especifica contra el melanoma, incrementa la sobrevivencia del ratén, y presenta una
tasa de crecimiento menor a la del grupos de control. Los ratones sin inmunoterapia viven por 28
dias, teniendo un diametro promedio de 4,3cm el dia 28 mientras que recibiendo la inmunoterapia

con CDs viven hasta 40 dias con un diametro promedio de 1,5¢m el dia 40.

Tomando en cuenta la observacién de los investigadores de la UNAM de que no todas las CDs
llegan a los nodos linfaticos para activar a las células citotéxicas, se consideré entonces que solo

el 50% del total de las CDs inyectadas por dosis activan la respuesta inmune.

5.2. Modelo matematico de EDRs

5.2.1. Células tumorales, “T"”

Para estudiar el crecimiento de la poblacién de células tumorales, “T” se consideré un cre-
cimiento tipo Gompertz [35], el cual puede observarse en primer término del lado derecho de
la ecuacion [5.1donde el pardmetro “r” representa la tasa maxima de crecimiento del ratén y el

parametro “K” es la capacidad de acarreamiento (limite maximo del tamafio de la poblacién de
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células tumorales que el medio puede sostener). Cabe hacer notar que el nimero de células en
un ratoén es significativamente menor que el valor de “K” obtenido a partir de los datos experi-
mentales (ver Anexo 1), por lo que para la simulacién computacional del crecimiento tumoral
se consideré un crecimiento tipo Gompertz para T' < 1,6 x 1010 y si T = 1,6 x 1010 el raton muere,

como muestran los resultados experimentales.

Para la eliminacién de las células tumorales por las CTLs “C,”, (segundo término del lado
derecho de la ecuacién [5.1)), suponemos que tanto “T"” como “C,” son proporcionales. El pardmetro

“a7” denota la tasa maxima de la eficiencia de las CTLs para eliminar a las células tumorales.

La influencia de la citocina TGF - f3, “F3” también es considerada. Esta produce una reduccién
en la eficiencia de la inmunoterapia y se supone que es un factor inmunosupresor de la actividad

de las CTLs [36]. La forma de inhibicién Michaelis-Menten [37]], representada por el factor
erp(l-arp)
7.6 eT,ﬁ+Fﬁ

Michaelis-Menten y el parametro “ar g” es tasa maxima de reduccion que produce el TGF-§ en la

ar es usada para este proposito, donde, el parametro “er s” es la constante de
eficiencia de las CTLs. Este término es similar al usado por Kronik et al. [21]] en su modelo de
EDO el cual describe la interaccion del sistema inmune y el crecimiento de Gliomas.

dT

K
—=TT1D(T)—GT'Ca‘T'(aT,B+

erg(l—arp)
dt ’

5.1
€T B +Fﬁ ( )

5.2.2. Células dendriticas, “D”

La ecuacion describe la dinamica de la poblacién de células dendriticas, “D”. El nimero
inicial de células dendriticas, dg es considerado que decae a una tasa constante up, entonces

para n < 168 el nimero de células dendriticas esta dado por

D():=0 Si t<168

ent, =n-168 paran =1---3, 10% las células dendriticas son inyectadas dentro del ratén, entonces,

el numero de células dendriticas de la inmunoterapia esta dado por

0, Si t<168

108 H0(t-168) o ¢ Si 168<¢<168-2
D(t):=¢

108 (e7H0(1=168) 4 o—Hp(t=168:2)) . o Si 168-2<t<168-3

106 (e—uD(t—168) + e Hp(t-1682) | e—uD(t—168~3)) cef, Si +>168-3.
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Donde “ef”, representa el porcentaje total de las CDs que inicial la inmuno respuesta. Notar
que la evolucién de las células dendriticas dentro del intervalo (168(n —1),168n) paran=1---3

esta dado por

dD
T =-upD, t€(168(n—1),168n) paran=1---3 (5.2)

5.2.3. Linfocitos T Citotoéxicos activados, “C,”

La dindmica de las CTLs activadas, “C,”, es descrita en la ecuacién[5.3] donde se considera
la activacién de las CD8" naive, la expansién de las CTLs activadas y la muerte natural de las

mismas.

El primer término del lado derecho de la ecuacién [5.3] representa la activacién de las CTLs o
células citotdxicas inactivadas. Se considera que el contacto entre las CDs y las CTLs inactivadas
producen la activacién de estas. Ademas, se propone que la activacion es llevada a cabo antes de
la muerte de las células tumorales por el contacto de las CTLs activadas y que se da una tasa de
activaciéon “r,”. El encuentro entre las CTLs inactivadas con las CDs ocurre al tiempo ¢ — 7. Por
otro lado, la probabilidad de sobrevivencia de las CTLs inactivadas durante el retardo de tiempo

se considera que est4 dado por el término e <" en la ecuacién 5.3

El segundo término del lado derecho de la ecuacién representa la expansién de las CTLs acti-
vadas. El parametro “r,” representa la tasa de expansion de las CTLs activadas, que se da por el
contacto entre las CDs, la cual es descrita como una funcién de saturacion tipo Michaelis-Menten
[37]. De la misma forma, como se lleva a cabo la activacién de las CTLs, la expansion se da antes
de la muerte de las células tumorales por el contacto de las CTLs y se asume que se da al tiempo
t — 1. La probabilidad de que las CTLs activadas sobrevivan durante el tiempo del retardo esta

considerada en el término e *«7 de la ecuacién

La muerte natural de las CTLs activadas se incluye en el dltimo término de la ecuacién [5.3],

con una constante de muerte “uc,”.

dC,
dt

= e - (R0 +

re-eCHeaD. D(t - 1) (50| - e, Ca- (5.3)
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5.2.4. Linfocitos T citotéxicos inactivados, “C;”

La ecuacién expresa la dinamica de la poblacion de las CTLs inactivadas,“C;”. El primer
término del lado derecho de la ecuacién es igual al primer término de la ecuacion[5.3|con un signo
negativo y representa el decrecimiento de la poblacion de las CTLs inactivadas al ser activadas.

El contacto entre estas poblaciones ocurre en el tiempo ¢ — 7.

Dado que el sistema inmune no presenta una respuesta significativa al ser inducidas las
células tumorales, se considera que la respuesta de activacién del sistema inmune se da después
de ser inyectada la inmunoterapia, por esta razoén no se toma en cuenta un término que producira
nuevas células CTLs inactivadas. En las simulaciones computacionales, se considera una cantidad

basal de CTLs inactivadas que se introducen en el modelo como una condicién inicial (ver Anexo).

El efecto de las células dendriticas en la activacién de las CTLs, esta representado en la
ecuacion [5.4] como una funcién tipo Michaelis-Menten y la dependencia de la eficiencia de las
“C;” al ser activadas por la poblacién de las “D” es representada por el parametro “p” que es la

constante de Michaelis. Se asume tasa constante de muerte “yc,” para las CTLs inactivadas.

D(t-71)

dc; _De-m
D(t-1)+6p

—ue,C;. 54
a7 He; (5.4)

= —rq-eTHaD.Cit—1)- (

5.2.5. Factor de crecimiento transformante beta, “Fs”

Uno de los mecanismos de defensa de las células tumorales al sistema inmune es la secrecién
de la citocina TGF-g, la cual puede entre otras cosas inhibir la actividad de las CTLs [38]. La
dinamica que sigue la citocina TGF-, esta representada por la ecuacion donde el parametro
“ar p”, representa la tasa de produccion por célula tumoral de la citocina TGF-f; la cual es
proporcional al nimero de células tumorales , “T” y el dltimo término de la ecuacién representa

la tasa de degradacién natural con coeficiente “ug” de la citocina TGF-f.

dF
_dt :aT,ﬁT_“ﬁFﬁ (55)
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5.3. Simulacién computacional

El modelo es implement6 utilizando el método de Runge Kutta de cuarto orden para ecua-
ciones diferenciales con retardos (EDRs) con un paso de integracion de 1 hora [39, 40]. Algunos
parametros han sido obtenidos de la literatura y otros fueron calculados usando el modelo de
EDRs propuesto junto con los resultados de los experimentos in vivo de la inmunoterapia desa-
rrollada por los investigadores de la UNAM. En el Anexo se presentan las referencias utilizadas

para obtener los parametros del modelo (ver Anexo).

Los datos experimentales fueron utilizados para calcular el valor de la tasa maxima de
crecimiento del tumor “r” y la poblacién méaxima que el medio ambiente puede sostener “K”,
usando el método de ajuste de minimos cuadrados a la funcién de crecimiento Gompertz [35], con
poblacién inicial de células tumorales igual a 6 * 10* de acuerdo al protocolo de inmunoterapia

aplicado por los investigadores de la UNAM (Tabla [5.1).

La eficiencia maxima de las CTLs para eliminar a las células tumorales, “ar”, la tasa de
activacién de las CTLs inactivadas “r,”, la tasa de expansion o replicacion de las CTLs activadas
y el retardo en el tiempo “7”, fueron calculadas utilizando una bisqueda exhaustiva utilizando
el modelo de EDRs para minimizar la diferencia entre los resultados numéricos y los datos

experimentales, en el Anexo se dan mas detalles de este procedimiento (ver Anexo).

5.4. Ajuste por minimos cuadrados

El modelo matematico presentado se enfoca en uno de los experimentos biolégicos realizados
por Gabriela et. al [30]. El cual realiza un pretratamiento a las CDs con el antigeno MAGE-AX
antes de ser inyectado dentro del raton. La tasa maxima de crecimiento “r” y la capacidad maxima
de acarreamiento “K” fueron calculadas usando un ajuste de minimos cuadrados a la funcién
de crecimiento Gompertz, con el objetivo de determinar el comportamiento del crecimiento del
melanoma dentro de los ratones siguiendo las condiciones propias del experimento biolégico sin

inmunoterapia (5.1

En la Figura[6.13| se muestra los resultados del ajuste por minimos cuadrados. El objetivo
fue aproximar los datos biolégicos (nimero de células tumorales resultantes del crecimiento del
melanoma sin inmunoterapia, medidas por los investigadores de la UNAM) a una curva que los
represente adecuadamente y proporcione predicciones lo mas fiable posible. En esta investigacion

se realizaron pruebas con las ecuaciones de crecimiento tipo Logistica y de Gompertz [41],[42].

KAe™

1+ Aot (5.6)

x(t) =
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Figura 5.1: Ajuste por minimos cuadrados a los datos reales (linea roja) utilizando la ecuacién
logistica (linea verde) y a la ecuacién de Gompertz (linea roja).

donde A es la poblacion inicial, r es la tasa de crecimiento y K capacidad de acarreamiento.

Para realizar el ajuste se transformo la curva logistica (Ecuacién y la curva de Gompertz
(Ecuacién en una recta mediante un cambio de variables adecuado, y entonces el problema
se reduce a un ajuste de tipo lineal. El ajuste utilizando una ecuacién logistica muestra un error
normalizado cuadratico medio (NRMSE por sus siglas en inglés) del 22,95 % mientras que para la
ecuacién de Gompertz se obtuvo un NRMSE del 4,95 % (ver Figura[6.13).

x(t)=Ke A¢" (5.7)

donde A es la poblacién inicial, r es la tasa de crecimiento y K capacidad de acarreamiento.

5.5. Parametros del modelo

Tasa mdxima de crecimiento del tumor, “r”. Para esta estimacion se tomé en cuenta el promedio
de diametros de los tumores, medidos por los investigadores de la UNAM. Las mediciones se
realizaron, el séptimo dia después de la induccién de las células tumorales y repetidas cada
dos dias después del décimo dia por un periodo de 700 horas en los ratones de control para la
inmunoterapia. Se asumié una forma esférica para calcular el niimero de células en los tumores
obteniéndose finalmente el promedio de células tumorales medidas. Se consideré que el tamario

de una célula tumoral es apréximadamente de 17,4 +0,21u m [43]).

Usando el método de minimos cuadrados para ajustar los datos biolégicos a la una curva

de crecimiento de tipo Gompertz se calcul6 la tasa de crecimiento. Los resultados muestran un
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valor para el parametro “r” igual a 0,0010602 con un NRMSE 4,95 % (ver Figura|6.13), linea azul).

«

Capacidad de acarreamiento del Tumor, “K”. Representa el tamafio maximo de poblacién de
células que el medio ambiente puede sostente y fue calculado usando el mismo ajuste de minimos
cuadrados a la funcién de Gompertz para calcularlo realizado anteriormente. La busqueda del
valor para el pardmetro “K” se realizé en un rango entre 101° y 1020, determinando un valor para

015 ¢élulas tumorales.

el parametro “K” igual a 6,75 * 1

Por otro lado, observando los resultados biolégicos, demuestran que los ratones mueren cuan-
do el tumor alcanza un didmetro de 4,3 cm (apréximadamente 1,6 * 1010 células tumorales). Por
esta razon se consideré a esta cantidad de células tumorales como un limite de la poblacién de
las células tumorales. En las simulaciones computacionales cuando se alcanza esta cantidad de

células tumorales se toma como constante a partir de ese momento.

Tasa natural de muerte de las CDs,“up”. De Pillis et al. [23] usa los estudios realizados por

Ludewig et al. [44] para determinar el valor "up" en 0,0096254 1.

Tasa de muerte para la células CTLs activadas en el sitio del tumor, “uc,”. El valor de parametro
“uc,” fué calculado por De Pillis et al. en 0,01925A71.

Limite de la densidad de CDs por la tasa mdxima de proliferacién de las CTLs “Op”. Fue puesta

en en 212 células dendriticas y determinadas por De Pillis et al. [23]].

Limite de la densidad de “C,” por la tasa mdxima de proliferacion de las CTLs, “04”. Se encontré

en un intervalo de busqueda entre [1, 300] células logrando el mejor ajuste en 10.

El modelo propuesto y los datos experimentales de la inmunoterapia en ratones con melanoma
fueron utilizados para encontrar los valores de los parametros “ar”, “t”, “rg” y “ra”, realizandose
una bisqueda exhaustiva y utilizando el error minimo cuadratico medio para determinar el valor
optimo de estos parametros. El error minimo cuadratico medio es el resultado de comparar la
poblacién de células tumorales de los experimentos biolégicos y la poblacién de células tumorales

generadas por el modelo. El valor de los parametros determinados fueron:

Mdxima eficiencia de las células citotoxicas, “ar”. Representa la eficiencia a la cual las células
citotéxicas pueden eliminar a las células tumorales. Esta estimacion es llevada a cabo utilizando
una busqueda exhaustiva en un intervalo de buisqueda entre 10712 y 102, el valor obtenido fue de
6107 1pL,
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Figura 5.2: Biasqueda exhaustiva del parametro ar. Se muestran los datos reales de las células
tumorales (linea azul), células tumorales a las que se les aplic6 la inmunoterapia utilizando
diferentes valores de a7 (lineas verdes), resultado de la mejor aproximacion a los datos reales
(linea roja).

Tasa de activacion de las CTLs, “r,”. Se utilizé un intervalo de biisqueda entre 0,00001 y 100
para encontrar su valor, obteniéndose un valor igual a 6147 1. Los datos usados en el modelo
propuesto por Ludewig et al. [44] y Handel et al. [45] fueron considerados para determinar los
intervalos de busqueda. En la figura se observan algunas de las iteraciones que se realizaron

para obtener el valor el parametro “r,” utilizando el modelo de EDRs.
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Figura 5.3: Busqueda exhaustiva del parametro “r,”. Se muestran los datos reales de las células
tumorales (linea azul), células tumorales a las que se les aplicé la inmunoterapia utilizando
diferentes valores de “r,” (lineas verdes) y el resultado de 1a mejor aproximacion a los datos reales
(linea roja).
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Tasa de expansion de las CTLs activadas,“r,” . El valor de parametro “r,” fue calculado en
650041 que es el resultado de la estimacién usando una bisqueda exhaustiva en un intervalo
de busqueda entre 104~ y 7000~ 1. Se observa en la ﬁgura los resultados de algunas de las

busquedas realizadas para encontrar el valor del parametro “r,”.
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Figura 5.4: Busqueda exhaustiva del parametro “r,”. Se muestran los datos reales de las células
tumorales (linea azul), células tumorales a las que se les aplicé la inmunoterapia utilizando
diferentes valores de “r,” (lineas verdes) y el resultado de la mejor aproximacién a los datos reales
(linea roja).

Retardo en el tiempo, “t”. Indica el tiempo cuando la terapia tiene el mayor efecto en el crecimiento
de las células tumorales. Considerando las observaciones de los investigadores de la UNAM
que el tiempo de este efecto se da entre 100 y las 300 horas después de haber inyectado la
primera infusién de CDs, el valor de “t” fue determinado en 265 hours utilizando una busqueda
exhaustiva. En la figura se muestran algunas simulaciones que se realizaron para obtener el

valor de tao con error de aproximacién minimo.

Los parametros listados a continuacién fueron tomados de los estudios realizados por Kronik et
al. [21] 22]

Mdximo efecto de reduccion de la citocina “T'GF — ” en la eficiencia de las CTLs, “at g”. Usando
los reportes acerca de la eficiencia de las CTLs el valor determinado por Kronik et al. es de

0,69n7 L.

Dependencia de las CTLs en la eficiencia de la citocina TGF — 3, “e7 g”. Estimado en 10*pg por
Kronik et al. [21] y los datos de Peterson et al.[46]].
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Figura 5.5: Bisqueda exhaustiva del parametro “r”. Se muestran los datos reales de las células
tumorales (linea azul), células tumorales a las que se les aplic6 la inmunoterapia utilizando
diferentes retardos de tiempo (lineas verdes), resultado de la mejor aproximacion a los datos
reales (linea roja).

Tasa de muerte de las CTLs inactivadas, “pc,” . El modelo usa la vida media de las CTLs estimada
por Kronik et al.[21] en 0,00747 L.

Tasa de produccion de la citocina TGF — f por una célula tumoral, “rr g”. Calculada en 5,75 * 1076
pg(cell x h)~1 Kronik et al.[21] y basada los datos de Peterson et al. [46].

Tasa de degradacion de la citocina TGF — f, “uFg”. Fué encontrada en un intervalo de busqueda
entre 171 y 10n71, calculada en 2,72 L.
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CAPITULO

RESULTADOS

6.1. Simulacion y validacion del crecimiento de las células

tumorales

Utilizando los protocolos de control y de infusiéon de las CDs para la inmunoterapia contra
el melanoma en ratones (ver Tabla[5.1) y el modelo de EDRs, se procedié a su simulacién. La
validacién del modelo se llevé a cabo comparando los resultados biol6gicos con los resultados de

las simulaciones.

6.1.1. Simulacion del protocolo de control para la inmunoterapia con CDs

La simulacién del crecimiento de las células tumorales sin inmunoterapia con el modelo de
EDRs, se llevé a cabo utilizando una poblacién inicial de 6 * 10* células tumorales (cantidad
de células tumorales usada en las pruebas bioldgicas para inducir melanoma en los ratones
(Tabla[5.1) y los pardmetros mostrados en el Anexo, con el parametro de méxima eficiencia de las

CTLs puesto en 0 (Ejemplo “ar =07).

Para observar la diferencia entre el crecimiento real de los tumores y el simulado por el
modelo de EDRs, se calculé6 la raiz normalizada del error cuadratico medio (NRSME por sus
siglas en inglés) entre los resultados de simulaciones computacionales y los datos reales obtenidos
de los experimentos biol6gicos. Se tomaron en cuenta solo los datos obtenido en los tiempos de
medicién realizados por los investigadores de la UNAM, iniciados al séptimo dia después de que
fueran inducidas las células de melanoma en los ratones y continuados a partir del décimo dia

con intervalos de dos dias durante 5 semanas.
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La poblacion de células tumorales reales en el tumor fue calculada tomando el promedio de
los diametros medidos por los investigadores de la UNAM en los ratones asumiendo una forma

esferica (tamaifo del tumor igual a 17,4 +0,21u [43]).

En la figura 1, se muestra los datos reales del crecimiento de las células tumorales y los datos
obtenidos del modelo matematico utilizando el protocolo de control. Se puede observar que el
crecimiento del tumor es interrumpido pues no existe influencia de las CTLs que disminuya su
crecimiento. En la hora 672, la simulacién es parada porque en los experimentos biolégicos es

cuando los ratones son sacrificados .
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Figura 6.1: Simulacién del crecimiento de las células tumorales (control de la inmunoterapia).
Duracién de la simulacién 700 h, T'(0) = 6 x 104, » = 0,00106h~ 1 y K = 6,754'5cells (Table
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Figura 6.2: Simulacién del crecimiento de las CDs y las CTLs activadas (control de la inmu-
noterapia). Duracién de la simulacién 700 h, T'(0) = 6 x 10%, » = 0,001064 ! yK = 6,7541%cells
(Table[6.1)
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6.1. SIMULACION Y VALIDACION DEL CRECIMIENTO DE LAS CELULAS TUMORALES

En la terapia de control no hay infusiéon de CDs en el ratén, al realizar la simulaciéon numérica,
los resultados muestran que no hay presencia de esta poblacién de células (Figural[6.2] linea azul).
El crecimiento y replicacion de la poblacién de CTLs (Figura linea rosa) se asumi6 que se
da por el contacto con las CDs, dando como resultado que la ausencia de CDs, produce que las
CTLs inactivadas no se activen y por lo tanto no exista poblacién de CTLs que puede influir en el

crecimiento de las células tumorales.
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Figura 6.3: Simulacién del crecimiento de las CTLs inactivadas y la expresién del TGF —
(control de la inmunoterapia). Duracién de la simulacién 700 h, T(0) = 6 x 104, » =0,001062 ! y
K =6,754'5cells (Table

Dentro de las condiciones iniciales del modelo, se consideré que existe un poblacién inicial de
CTLs propias del ratén que no son activadas pues es necesario el contacto con las CDs. Suponemos
que estas células van muriendo a una tasa constante (ver Seccién Parametros), como puede ser
observado en la Figural[6.3] linea verde. También se puede observar en la figura, la expresién de
la citocina TGF — B por las células tumorales, como no existe una disminucion en la poblacion de

células tumorales, la expresién tampoco va disminuyendo.

6.1.2. Simulacion del protocolo de la inmunoterapia con CDs

Utilizando el protocolo de inmunoterapia con CDs que los investigadores de la UNAM aplican,
el cual administra tres dosis de 10% CDs activadas con MAGE-AX, inyectadas cada 168 horas
durante tres semanas (ver Tabla Protocol 1) y con los parametros mostrados en el Anexo
(ver Anexo), la simulacién de la inmunoterapia fue realizada. De igual forma, el NRSME fue
calculado para medir la diferencia entre la poblacién de células tumorales reales obtenidas de
los experimentos biolégicos y la poblaciéon de células tumorales obtenida de las simulaciones

computacionales aplicando el protocolo 1, los resultados muestran un NRMSE del 10,5% ( ver
Figura[6.4).
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Figura 6.4: Simulation de la inmunoterapia (Protocolo 1). Duracién de la simulacién 1000 h con
T(0)=6x 10%, r =0,001062 " y K = 6,754'5cells (Tabla[5.1)
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Figura 6.5: Simulation de la inmunoterapia (Protocolo 1), crecimiento las CTLs activadas y
la infusién de las CDs. Duracién de la simulacién 1000 h con T'(0) = 6 x 10%, » = 0,00106~2" ! y
K =6,754%cells (Tabla

La figura [6.5] muestra la infusién de las células dendriticas linea verde, se puede observar
como existen tres picos en las horas 168, 336 y 504 que es cuando se simula la infusién de las
CDs en el modelo. Se observa también la dinamica de las células citotéxicas activadas linea roja,
la activacion de estas células da como resultado la muerte de las células tumorales, la cuil se
consider6 que no es de forma inmediata por lo que la terapia para ser efectiva tiene un tiempo de
retardo de 256 horas, en la grafica este retardo se observa al verse elevada la cantidad de CTLs
en tiempo igual a 424 horas.

En la grafica se observa la dinamica de las CTLs inactivadas, como puede observarse
las CTLs decaen, pues la ecuacion representa como estas CTLs se van activando por lo que su
poblacién va disminuyendo. Cabe hacer notar que durante la modelacién de la inmunoterapia con

CDs, se consideré que las CDs propias del ratén no juegan un rol importante dentro en el sistema
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Figura 6.6: Simulation de la inmunoterapia (Protocolo 1), dindmica de las CTLs inactivadas.
Duracién de la simulacién 1000 h con T'(0) = 6 x 104, r = 0,001062 ! y K = 6,754 cells (Tabla

inmune de los ratones ya que estas células no son capaces de inducir una respuesta inmune pues

su poblacién es pequeiia o se encuentra inmunosuprimida.
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Figura 6.7: Simulacién de la inmunoterapia (Protocolo 1), dindmica de la citocina TGF — .
Duracién de la simulacién 1000 h con 7'(0) = 6 x 10%, » = 0,00106A ' y K = 6,754'%cells (Tabla[5.1)

La dindmica de la citocina TGF — 3, se encuentra unida a la cantidad de células tumorales
que hay durante la simulacién como puede observarse en la grafica la expresion de esta
citocina reduce la eficiencia de la inmunoterapia y se consideré que su expresion esta dada por

las células tumorales.

6.2. Protocolos de inmunoterapia propuestos

Considerando que el protocolo usado por los investigadores de la UNAM puede ser mejorado,

se sugieren diferentes protocolos de inmunoterapia para erradicar el tumor y extender la vida de
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los ratones, los cuales fueron probados utilizando el modelo de EDRs.

6.2.1. Modificacion de la cantidad de CDs inyectadas

Para probar diferentes cantidades de CDs inyectadas, se us6 el mismo protocolo de inyeccion
de CDs que en los experimentos biolégicos (tres dosis cada 168 horas y 1000 horas), pero se
cambio la cantidad de CDs inyectadas por dosis. Los resultados de la simulacién son mostrados
en la Tabla

La eficiencia de los protocolos hipotéticos propuestos se obtuvo, calculando el promedio de
reduccion de las células tumorales (en términos de porcentaje) comparando la poblacién de células
tumorales simuladas sin recibir ningtn tratamiento y la poblacién de células tumorales obtenidas
al recibir el tratamiento hipotético utilizando el modelo EDRs. Los datos utilizados para la
comparacién fueron tomados a las 168 horas después de iniciada la simulacién y continuando
a partir 240 horas con intervalos de 48 horas durante 1000 horas (siguiendo el mismo patrén
de medicién utilizado por los investigadores de la UNAM). Las Figuras and muestran
algunos resultados de las simulaciones utilizando los protocolos hipotéticos propuestos, donde la

cantidad de CDs inyectadas fue cambiada.

Cuadro 6.1: Protocolos hipotéticos para la inmunoterapia con CDs

Protocolo Dosis de Intervalo de Numerode % CDs % de Decre. Erad.

CDs Inyec. (horas) dosis
2 10% 168 3 50 12,61 no
3 108 168 3 50 19,92 no
4 10% 168 3 50 20,79 no
5 10° 168 3 50 20,95 no
6 108 168 3 50 68,65 no
7 107 168 3 50 88,69 si
8 108 168 3 50 91,68 si
9 10° 168 3 50 91,68 si

Intervalo de Inyec. Intervalo de inyeccién, Erad Erradicacién, % de CDs Porcentaje de CDs que arriban a los nodos
linféticos y que inician la inmuno respuesta.
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La Figura muestra el resultado de inyectar 1+ 103 CDs cada 7 dias durante 3 semanas
(linea punteada), se puede observar que el crecimiento del tumor no sufre ningin cambio y
continda creciendo, demostrando que esta cantidad es insuficiente para eliminar o detener el

crecimiento del tumor (linea gruesa) en la simulacién.
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Figura 6.8: Simulacién de protocolos hipotéticos con diferentes cantidades de CDs por dosis. El
intervalo de inyeccién es cada 168 horas durante tres semanas, aplicando 10> CDs por dosis
(Tabla[6.1] Protocolo 3), se obtuvo un porcentaje de decrecimiento del 19,92 %. La poblacién de
células tumorales (linea gruesa) y la cantidad de CDs inyectadas (linea punteada) son mostradas
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Figura 6.9: Simulacién de protocolos hipotéticos con diferentes cantidades de CDs por dosis. El
intervalo de inyeccién es cada 168 horas durante tres semanas, aplicando 108 CDs por dosis

(Tabla[6.1] Protocolo 3), se obtuvo un porcentaje de decrecimiento del 88,69 %. La poblacién de
células tumorales (linea gruesa) y la cantidad de CDs inyectadas (linea punteada) son mostradas

Por otro lado, la Figura|6.9|muestra los resultados de inyectar 1% 108 CDs cada 7 dias durante
3 semanas; la simulacién muestra como la poblacion de células tumorales decae dramaticamente
después de transcurrir 700 horas. Por lo que puede decirse que esta terapia podria tener mejores

resultados que la terapia actual.
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6.2.2. Modificacion de intervalo de inmunoterapia

Se propuso modificar el intervalo de inyeccién de las CDs, conservando el mismo niimero de
CDs usadas en la experimentos biolégicos de la inmunoterapia (10® CDs por dosis, Tabla
Protocolo 1), con el objetivo de observar la influencia del nimero de infusiones en el tratamiento.
Como en los anteriores protocolos hipotéticos, la eficiencia de los tratamientos propuestos fue

medida usando el promedio de reduccién de las células tumorales. Los resultados se muestran en

la Tabla

Cuadro 6.2: Protocolos hipotéticos modificando el intervalo de inyeccién de las CDs

Protocolo Dosis de Intervalo de Nuamerode % CDs % de Decre. Erad.
CDs Inyec. (horas) dosis

10 10° 48 8 50 85,97 yes
11 108 72 5 50 83,70 yes
12 108 96 4 50 81,40 yes
13 108 120 3 50 76,05 no
14 108 144 3 50 76,72 no
15 106 192 2 50 37,12 no
16 108 216 2 50 33,11 no

Intervalo de Inyec. Intervalo de inyeccion, Erad Erradicacién, % de CDs Porcentaje de CDs que arriban a los nodos

linfaticos y que inician la inmuno respuesta.
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De los resultados en la Tabla se puede observar que el tumor es erradicado en las
simulaciones para los intervalos de inyeccién menores a 120 horas en un rango de simulacién de
1000 horas. Mientras que para los intervalos mayores e iguales a 120 hora, el resultado de las
simulaciones muestran que células tumorales siguen creciendo y que por lo tanto no es erradicado

el tumor.

En la Figura[6.10] se observan los resultados de la simulacién aplicando el protocolo hipotético
10 de la Tabla Este protocolo aplica 8 inyecciones de 10® CDs, los resultados muestran que
las células tumorales son eliminadas en su totalidad a las 300 horas después de haber ocurrido la

ultima infusién de CDs.

97
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Figura 6.10: Simulacién de la inmunoterapia cambiando el nimero de inyecciones de CDs.
Intervalo de inyeccién cada 48 horas aplicando 10% CDs por dosis durante tres semanas (Table
Protocol 10) con un 85,97% de decrecimiento obtenido. En la grafica se muestra la poblacién
tumoral (linea gruesa) y cantidad de CDs inyectadas (linea puntada)

La figura6.11] muestra los resultados de aplicar solo dos dosis de 10% CDs cada 192 horas
(Tabla Protocol 15). Los resultados muestran que estas dos dosis no son suficientes para

permitir que el crecimiento de células tumorales se detengan y se elimine el tumor canceroso.

6.2.3. Modificacion de las dosis de CDs y el intervalo de aplicacion de la

inmunoterapia

Con el objetivo de encontrar un protocolo de inmunoterapia mas eficiente que el utilizado ac-
tualmente por los investigadores de la UNAM, fueron probadas dosis de 102,10%,10%,10%,106,107,108
y 10% CDs con intervalos de inyeccién de 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 192 horas. Siguiendo la

metodologia de prueba mostrada en la Figural6.12

Los resultados muestran (ver Anexo) que usando dosis iguales o mayores a 108 CDs con

intervalos menores que 120 horas en un tiempo de simulacién de 1000 horas, las células tumorales
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Figura 6.11: Simulacién de la inmunoterapia cambiando el nimero de dosis de CDs suministra-
das. Intervalo de inyeccién cada 192 horas aplicando 108 CDs por dosis durante tres semanas
(Tabla Protocolo 15), un 37,12% de decrecimiento fue obtenido. Se muestran la poblacién
tumoral (linea gruesa) y la cantidad de CDs inyectadas (linea punteada).

son eliminadas, lo que indica que todas estas térapias hipotéticas son exitosas. Por el contrario, si
los intervalos de inyeccién son mayores a 120 horas con 108 CDs por dosis, las células tumorales
contindan creciendo después de las 1000 horas. Los resultados también muestran que para
cualquier dosis menor a 10% CDs no importando el intervalo de infusién, ninguna terapia resulta

exitosa, pues la poblacién de células tumorales continta creciendo.

6.2.4. Porcentaje de CDs que inducen la respuesta inmune

Las observaciones de los experimentos biolégicos realizados por investigadores de la UNAM,
concluyen que no todas las CDs inyectadas llegan a los nodos linfaticos del ratén para inducir la
respuesta inmune. Tomando en consideracién esta observacion, se propuso realizar protocolos
de inmunoterapia hipotéticos con el objetivo de observar c6mo influye el porcentaje de CDs
inyectadas en la inmunoterapia utilizando el modelo de EDRs. Se utiliza el Protocolo 1 (ver Tabla

5.1) para la infusién de las CDs.
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Figura 6.12: Diagrama de la metodologia de prueba de las inmunoterapias hipotéticas.

Cuadro 6.3: Protocolos hipotéticos el % de CDs inician la respuesta inmune

Protocolo Dosis de Intervalo de Numerode % CDs % de Decre. Erad.

CDs Inyec. (horas) dosis
17 10° 168 3 100 80 yes
18 108 168 3 80 77,58 yes
19 108 168 3 60 73,05 yes
20 108 168 3 40 60,33 no
21 108 168 3 20 22,16 no

Intervalo de Inyec. Intervalo de inyeccién, Erad Erradicacién, % de CDs Porcentaje de CDs que llegan a los nodos
linfaticos y que inician la inmunorespuesta.

Los resultados de las simulaciones muestran, que si el porcentaje de CDs que llegan a los
nodos linfaticos es igual o mayor al 80 %, las células tumorales son erradicadas (ver Figura [6.13),
por lo que seria factible buscar una terapia que incrementara el nimero de CDs que llegan a los

nodos linfaticos.

La Figura(6.13] muestra los resultados de las simulaciones aplicando los protocolos hipotéticos
de la Tabla se puede observar que la linea magenta, representa los resultados de la terapia

actual utilizada por los investigadores de la UNAM (protocolo 6) y que si este porcentaje se
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Figura 6.13: Porcentaje de CDs inyectadas en la inmunoterapia que influyen en la eficiencia de la
inmunoterapia. La linea azul muestra el nimero de células tumorales obtenidas sin aplicar la
inmunoterapia, la linea negra muestra el resultado de aplicar el protocolo 17, linea azul protocolo
18, linea verde protocolo 19, linea magenta protocolo 6,linea morada protocolo 20, linea amarilla
protocolo 21

aumentado en un 20 %, la inmunoterapia podria eliminar a las células tumorales (protocolo 19).

6.2.5. Importancia de la citocina TGF - f3

La influencia de la citocina TGF — 8 en la inmunoterapia fue observada utilizando el modelo
de EDRs al eliminar la tasa de produccion de la citocina TGF — B por las células tumorales en la
ecuacion [5.5) (Ejemplo “rr 5= 0").

Los resultados de la simulacién muestra que el efecto del TGF — 8 en la inmunoterapia dis-
minuye la poblacion de las células tumorales en un 77,68 % mientras que bajo la influencia de la
citocina TGF —  la poblaciéon disminuye solo un 68,65 %. Lo que sugiere que podria buscarse una
terapia alternativa donde se utilicen inhibidores de la citocina TGF — 8, los cuales permitirian
mejorar la eficiencia de la inmunoterapia, eliminando mas las células tumorales que la terapia

actual (Figura|(6.14).

6.2.6. Analisis de sensibilidad de los parametros

El analisis de sensibilidad de los parametros fue realizado para conocer el impacto que
produce cada uno de los parametros utilizados en los resultados de la simulaciéon del modelo [25].
En la literatura se encuentran varias formas de realizar este analisis [47-49]], para el modelo de

EDRs se utilizé un analisis de sensibilidad local paramétrico (por sus siglas en inglés LPSA). El
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Figura 6.14: Efecto de la citocina TGF — 8 en la inmunoterapia. Intervalo de inyeccién cada
168 horas aplicando 108 CDs por dosis durante 1000 horas. Se muestra la poblacién de células
tumorales (linea verde) considerando considerando la influencia de la citocina TGF — 8 en la
simulacién del modelo de EDRs y la poblacion de células tumorales (linea roja) sin la influencia
de la citocina TGF — 3 en la simulacién del modelo

coeficiente de sensibilidad es definido como [50]:

u_ SM(y) | M(y)
Syl = 6.1)

donde O representa el parametro que es variado y M(y) es la caracteristica de la respuesta del

sistema a la salida y. 6 M es el cambio en M debido al cambio 66 en 6.

La sensibilidad de cada uno de los parametros del modelo de EDRs fue calculada comparando
la diferencia entre el nimero de células tumorales obtenidas después de cambiar en +1% el valor
de referencia del parametro (sin modificar los demas parametros) contra la cantidad de células
tumorales obtenidas sin modificar ningin parametro, aplicando en ambas simulacion el Protocolo

1 (ver Tabla con 1000 horas de simulacién.
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Cuadro 6.4: Analisis de sensibilidad local paramétrico

Parametro Poblacion obtenida % de cambio Poblacién obtenida % de cambio

decre. —1% decre. —1% incre. +1% incre. +1%
K 7,06 x 108 0,97 7,2 x 108 -1,01
r 6,04 x 108 15,29 8,35 x 108 -17,02
3,90 x 108 45,33 1,26 x 109 ~176,64
ar 7,84 x 108 -9,96 6,49 x 108 9,05
ra 7,29 x 108 -2,18 6,98 x 108 2,13
Te 7,67 x 108 -7,61 6,63 x 108 7,07
ef 7,67 x 108 -7,61 6,63 x 108 7,07
LF.p 7,18 x 108 -0,68 7,08 x 108 0,67
¢(0) 7,09 x 108 0,64 7,18 x 108 -0,64
e, 4,46 x 108 37,53 1,11 x 10° -56,05
arp 7,34 x 108 -2,99 6,93 x 108 2,85
erp 7,18 x 108 -0,68 7,08 x 108 0,66
UD 6,58 x 108 7,79 7,72 x 108 -8,29
6p 7,13 x 108 0,00 7,13 x 108 0,00
04 7,13 x 108 0,00 7,13 x 108 0,00
T 7,08 x 10% 0,70 7,18 x 10% -0,70
L, 6,58 x 108 7,78 7,71 x 108 -8,12

Poblacién final de células tumorales 7,13 * 108 con un tiempo de simulacién de 1000 horas. Poblacién obtenida decre.
—1%. Poblacion obtenida decrecimiento del valor del parametro en un —1%. % de cambio decre. —1%. Porcentaje
de cambio obtenido al decrementar el valor de referencia del parametro. Poblacién obtenida incre. +1%. Poblacién
obtenida incrementando el valor del parametro en un +1%. % de cambio incre. +1%. Porcentaje de cambio obtenido al
incrementar el valor de referencia del parametro en un +1%.

La Figura muestra una grafica con algunos de los resultados obtenidos del analisis de
sensibilidad. Se puede observar que el parametro “r” es el que presenta un porcentaje mayor de
sensibilidad al comparar la cantidad de células tumorales obtenidas al final de la simulacién
(intervalo de cambio entre —76,64 % y 45,33 %), seguido de la tasa de crecimiento del tumor “r” y
el parametro de maxima eficiencia de la células citotéxicas “aT”. Los resultados numéricos se

muestran en la Tabla

6.3. Analisis de resultados

El modelo matematico de cinco EDRs presentado, es capaz de simular el crecimiento de
células tumorales con un NRMSE 10 %, entre los datos reales de las pruebas biolégicas de la
inmunoterapia con CDs, la cual fue desarrollada por los investigadores de la UNAM y los re-
sultados de las simulaciones del modelo propuesto. A pesar de que sélo se toman en cuenta las
interacciones de las células tumorales, las células dendriticas, las CTLs activadas/inactivadas y

la citocina TGF - B se puede considerar que la aproximacién es favorable.
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Figura 6.15: Anilisis paramétrico de sensibilidad (LPSA) para el modelo de EDRs aplicando el
Protocolo 1 (Table

La validacién del modelo permite probar diferentes protocolos hipotéticos de la inmunoterapia
con el objetivo de encontrar un protocolo de inyeccion de CDs mas eficiente que el actual. Se

propuso como cambiar el nimero de infusiones y variar la cantidad de CDs inyectadas.

Observando los resultados de estas pruebas, se puede decir que si se utilizan 4 dosis de 108
CDs inyectadas cada 96 horas durante tres semanas (ver Protocolo 12, Tabla[6.1), el crecimiento
de las células tumorales es menor que el obtenido con el protocolo de inmunoterapia usado actual-
mente (ver Protocolo 1, Tabla[5.1)) por los investigadores de la UNAM. Este resultado muestra
que el incrementar solo una infusién mas en la inmunoterapia actual, los ratones podrian vivir
mas e incluso el tumor podria ser erradicado, cabe mencionar que este protocolo hipotético es

viable biolégicamente y experimentalmente.

Se encontré ademés que inyectado cantidades mayores o iguales a 107 CDs por dosis no
importando el periodo de infusién de las CDs, el tumor es erradicado. Sin embargo, para obtener
esta cantidad de CDs de forma in vitro por ahora no es posible para los investigadores de la

UNAM debido a las limitaciones del laboratorio de experimentacién (ver Anexo).

También se observa que al utilizar cantidades menores o iguales a 10° CDs por dosis no
importando el periodo de infusién de las CDs, las células tumorales siguen creciendo. Por lo que
estas terapias no son eficientes y por lo tanto no se consideraran para mejorar la inmunoterapia

(ver Anexo).
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En el caso de variar el porcentaje de CDs que llega a los nodos linfaticos para inducir la
inmuno respuesta, el objetivo era observar si el nimero de CDs inyectadas afectan la eficiencia
de la inmunoterapia. Realizando este experimento, se encontré que si mas del 80% de las CDs
llega a los nodos linfaticos, el tumor es erradicado. Lo que sugiere que la inmunoterapia actual
podria ser mejorada, encontrando una forma donde mas CDs lleguen a los nodos linfaticos y asi
mayor niumero de CTLs puedan ser activadas y replicadas provocando asi que el tumor pueda ser

erradicado con mayores posibilidades.

Actualmente, se han incluido la inhibicién de la citocina TGF — 8 en algunas inmunoterapias
con CDs o con CTLs [51]] para mejorar la respuesta inmune de los ratones hacia las células
tumorales; por esta razén se simula un tratamiento hipotético utilizando el modelo de EDRs
en el cual el efecto de la citocina es eliminado, para observar si la influencia de esta citocina
es relevante en la inmunoterapia usada por los investigadores de la UNAM. Los resultados
muestran que la citocina tiene una gran relevancia en la efectividad de la inmunoterapia. Por lo
que una combinacién entre la infusién de CDs e inhibidores de la actividad de la citocina TGF -

puede dar mejores resultados que la terapia actual.

Realizando el analisis de sensibilidad de los parametros del modelo de EDRs, se observé que
el parametro “7”, es el parametro mas sensible dentro del modelo y esto se debe a que cuando se
diseii6 el modelo de EDRs se consideré que la activacién y proliferaciéon de las CTLs se da antes
de que las CTLs eliminen a células tumorales, es decir la respuesta a la inmunoterapia sufre un
retardo en el tiempo. Lo cual es observado en los resultados de los experimentos biolégicos [30]
donde la respuesta principal de la inmunoterapia se da al dia 30 después de ser inyectadas las

CDs dentro del ratén y no de forma inmediata cuando son inyectadas.

La tasa de crecimiento del tumor “r”, es otro de los parametros al que es mas sensible el
modelo de EDRs, el cual esta directamente relacionado con el tipo de cancer que se esta simulando

(en este caso es cancer de piel).

Por otro lado “ar”, es otro parametro al que es sensible el modelo, el cual representa la
capacidad que tienen las células CTLs de eliminar a las células tumorales y que por lo tanto
genera una influencia grande en la respuesta del modelo. Uno parametro al que también el
modelo se muestra mas sensible es a la eficiencia de la inmunoterapia, la cual esta relacionada
con el nimero de CDs que llegan a los nodos linfaticos para activar y reproducir a las CLTs. Esta
eficiencia estd asociada con los tratamientos que las CDs reciben antes de ser inyectadas dentro

de los ratones y que por ahora no son considerados en el modelo.
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El uso de la modelacién matematica y la simulacién computacional a través del desarrollo de
dos modelos matematicos durante esta tesis nos permitié estudiar la dinamica del crecimiento de
las células cancerosas en ratones con melanoma y su interaccion con algunas de las células del
sistema inmune. Se ha alcanzado con ello nuestro objetivo principal presentado en esta tesis los
resultados de la simulacién de estos dos modelos, los cuales nos ayudan a estudiar la respuesta

del crecimiento de células tumorales en ratones al aplicarles una terapia con CDs.

Los dos modelos matematicos desarrollados durante esta tesis representan de manera simple
los mecanismos que ocurren dentro del sistema inmune, las células de melanoma y su respuesta

a la inmunoterapia con CDs, suponiendo que su respuesta es inmediata.

El primer modelo es un modelo de 4 EDOs, el cual nos permiti6 probar diferentes inmunotera-
pias hipotéticas, con el objetivo de encontrar un rango de operacién donde estas inmunoterapias
puedan tener mayor posibilidades éxito. Los resultados muestran que las células tumorales
tienen un porcentaje de crecimiento entre el 30% y el 70%, cuando reciben entre 10® y 107 CDs

inyectadas para cualquier tiempo de infusién.

El segundo modelo matematico propuesto esta basado en la inmunoterapia antitumoral que
fue desarrollada por los investigadores de la UNAM. Los resultados obtenidos de los experimentos
biolégicos muestran que la respuesta a la inmunoterapia con CDs no actia de forma inmediata,
razon por la cual se propone un modelo de 5 EDRs, el cudl representa también de forma simple
algunos de los mecanismos que ocurren entre el sistema inmune y la inmunoterapia con CDs

contra el melanoma en ratones. En este modelo se considera que el tiempo de respuesta a la
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inmunoterapia.

El modelo de EDRs toma en cuenta cinco interacciones entre las células del sistema inmune,
las células tumorales y una citocina. La validacién del modelo se realizé al obtener el NRMS
entre los datos obtenidos de la simulacién computacional y los datos biolégicos. Con base a los
resultados obtenidos de las validaciones realizadas, se considera que el modelo reproduce de

forma adecuada el comportamiento observado en los experimentos biol6gicos.

Esta validacion da la posibilidad de probar diferentes protocolos hipotéticos al utilizar una
infraestructura de trabajo con el modelo, los resultados muestran que la inmunoterapia usada
en los experimentos biologicos puede ser mejorada manipulando el nimero de CDs inyectadas,
cambiando el intervalo de inyeccién, eliminando el efecto de la citocina TGF — 8 o incrementan-
do el porcentaje de las CDs que llegan a los nodos linfaticos. Es importante mencionar que si
es aumentada en una sola dosis de CDs los resultados obtenidos con la actual inmunoterapia

mejorarian dando la posibilidad de que los ratones sobrevivieran mas tiempo.

Por otra parte, el modelo es usado para analizar las consecuencias de manipular sus parame-
tros. Se encontré que el retardo en el tiempo “7”, la tasa maxima de crecimiento del tumor “r” y la
maxima eficiencia de citotoxicidad de las CTLs juegan un rol significante en la sensibilidad del
modelo. Estos parametros nos dan otras pistas de cémo la inmunoterapia podria incrementar su

eficiencia para asi detener el crecimiento de las células tumorales o eliminarlas.

El modelo matematico puede ser usado como una guia para mejorar la inmunoterapia y asi
minimizar costos en tiempo y dinero al probar nuevos protocolos. Lo que eventualmente ayudaria
a los investigadores de la UNAM a tener mayores posibilidades de éxito al probar un nuevo

protocolo.

Finalmente,creemos que el desarrollo de este tipo de modelos pueden ayudar en la compren-

si6n de esta enfermedad y que ayudara en la busqueda de soluciones para combatirla.

7.1. Trabajo futuro

1. Durante la fase de prueba se observé que el modelo de EDRs puede ser mejorado incremen-

tando el nimero de parametros claves entre los cuales se puede encontrar:

= Incorporar las células ayudantes T linfocitos o CD4+ y las células B, las cuales estan
relacionadas con la producciéon de anticuerpos capaces de reconocer el antigeno del

melanoma.
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= El modelo de EDRs solo considera una citocina la cual tiene la funcién de inhibir
al sistema inmune, sin embargo existen también citocinas que son liberadas por
los linfocitos T, los cuales ayudan a contrarrestar esta inhibicién, promoviendo la
activacion o replicacion de las células T y células B, como es el caso de la citocina
IL-2

= La expresion del complejo de mayor histocompatibilidad (MHC) clase I y II en la
superficie de las CDs, el cual da inicio a la respuesta inmune y es utilizado por los
investigadores de la UNAM como un indicador de que la respuesta inmune ha sido
exitosa, esta expresion puede ser incorporadas al modelo utilizando expresiones de

michaelis-menten en la ecuacién 5.3l 5.1

2. Incorporar al modelo términos que representen la terapia que reciben las CDs para ser
maduradas y activadas con el antigeno especifico del melanoma. Este modelo debera
considerar las pruebas biolégicas que fueron realizadas por los investigadores de la UNAM.

Donde se realizaron 4 terapias diferentes mas la terapia de control.

3. Realizar un analisis de estabilidad lineal para buscar bifurcaciones, puntos en los cuales la

terapia puede cambiar su comportamiento dependiendo de los parametros que se analicen.
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ANEXO
Cuadro 8.1: Condiciones iniciales del modelo
Variable del modelo  Valor Intervalo en el tiempo Referencia

T(t) 6 x 10% [-7,0] Gabriela et. al.
D(t) 0 [-7,0]
Cu(®) 0 [-7,0]
Ci(t) 2x 108 [-7,0] Duriacil et. al

Fﬁ 0 [_T’ 0]
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Cuadro 8.2: Parametros utilizados en el modelo EDOs

Parametro Nombre Valor Observaciones
rr Tasa méaxima de creci- | 0,001471 Basado en el estu-
miento del tumor** dio de Kronik et al.
[22] swanson/zvia
K Capacidad de acarrea- | 10! cell Basado en el estu-
miento del tumor** dio de Arciero et
al. [563] y Kronik et
al.[22]]
ar Maéxima eficiencia de las | 0,12 A1 1531 y 122l
células citotéxicos
hr Eficiencia de saturacion | 5 x 108cell 1271 y 22
de las CTLs para un ta-
maio grande de tumor
argp Maximo efecto de la re- | 0,69 none Basada en los es-
duccién de la citocina tudios de Massa-
TGF - B en la eficiencia gue [36] y Kronik
de las CTLs [27]]
erp Dependencia de la efi- | 10* pg Basada en los da-
ciencia de las CTLs en la tos de Peterson
eficiencia del TGF - 8 [46] y Kronik [21]]
e Tasa de expansién de las | 3,5416h71 Ludewig et al.[44]
CTLs por las CD
6p Limite de la densidad de | 212cells Ludewig et al. [44]]
las CD por la tasa ma-
xima de proliferacion de
las CTLs
ra Tasa de activaciéon de las | 0,00004(cell «*h)~"1 Ludewig et al. [44]
CTLs por las CD
Ue, Tasa de muerte de las | 0,01925A71 Basada en los da-
CLTs activadas en el si- tos de Pillis et
tio del tumor al.[23]
rTp Tasa de produccién de | 5,57x107% pg(cellxh)™! | Basada en el estu-
TGF - 3 por una sola ce- dio de Kronik et al.
lula tumoral [21]
Kp Tasa de degradacién del | 7h~1 [21]
TGF -
C; Celulas CTLs inactiva- | 370cells [23] (dato ak doc)
das endogenas
UD Tasa de muerte de las ce- | 0,0096254 71 dato ah doc basa-
lulas D do en los datos de
Ludewig et al. [44]]
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Cuadro 8.3: Parametros utilizados en el modelo EDRs

Parametro Descripcién Valor Referencia
estimado

r Tasa maxima de creci- 0,001060289 Ajustada a una funcién
miento del tumor Rl de Gompertz.

K Capacidad de acarre- 6,75 x 10® Ajustada a una funcién
miento del tumor cells de Gompertz.

ar Maéxima eficienciadelas 6 x 107! Estimada usando una
células citotéxicas 7l bisqueda exhaustiva

arg Maximo efecto de la re- 0,69none Basada en los datos de
ducciéon de la citocina Kronik [21] y Thomas
TGF — B en la eficiencia [36l
de las CTLs

er.p Dependencia de las 10%pg Basada en los datos de
CTLs en la eficiencia de Peterson [46]] y Kronik
la citocina TGF - (211

UD Tasa natural de muerte 0,009625X 4~ Ludewig [44] y De Pillis
de las CDs 1231

ra Tasa de activacién de las  61A~71 Estimada usando una
CTLs por las DCs bisqueda exhaustiva

0p Limite de la densidad de 212cells Basada en Ludewig [44]
las CDs por la tasa ma-
xima de proliferacién de
las CTLs

e Tasa de expansién de las  6500~7! Estimada usando una
CTLs activadas busqueda exhaustiva

Uc, Tasa de muerte por las 0,019252~1  De Pillis [23]
células CTLs activadas
en el sitio del tumor

04 Limite de la densidad de 10cells valor Ad hoc ajustado
las C, por la tasa ma-
xima de proliferacion de
las CTLs

U, Tasa de muerte de las 0,007271 Valor Ad hoc basado en
CTLs inactivadas Kronik [21]

rTp Tasa de produccién dela 5,75 = 107® Basada en los datos de
citocina TGF - poruna pg(cell = Peterson etal.[46]y Kro-
solo la célula tumoral h)71 nik et al.[21]]

Kp Tasa de degradacién de 2,721 Valor ajustado, utilizan-
la citocina TGF - do los datos de Coffey

[64] y Kronik [21]]
T Retardo en el tiempo 265h Estimada usando una

busqueda exhaustiva
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