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Se testea una relacion entre la razén de mejora por oxigeno (OER) y los pardmetros de radiosensibilidad del
modelo Lineal Cuadritico (LQ) en condiciones hipdxicas y aerébicas de oxigenacion, en varias lineas celulares
cultivadas en monocapa, esferoides y tumores trasplantados (xenograft). Considerando dicha relacién aparecen
los dos mecanismos de muerte celular por irradiacién. Se comparan ajustes de la Fraccién de Sobrevida (SF) en
ambas condiciones de oxigenacién usando el modelo LQ. Los datos son obtenidos de bibliografia. Se muestra la
existencia de dichos mecanismos y su implicancia en los diferentes sistemas estudiados. Se determina la validez
de uno u otro mecanismo en cada caso, y la dependencia de OER con la dosis.

Palabras claves: Razén de Mejora por Oxigeno (OER), Modelo Lineal Cuadrético (LQ), Fraccién de Sobrevida
(SF), Monocapa, Esferoides, Tumores Trasplantados.

A relationship between oxygen enhancement ratio (OER) and parameters of Linear Quadratic (LQ) model in
hypoxic and aerobic conditions in several cell lines grown as monolayer, spheroids and transplanted tumors
(xenograft) is tested. By considering this relationship, the two mechanisms of cell death by radiation appear.
Surviving Fraction (SF) fits are compared in both oxygenation conditions by using the LQ. The data are obtained
from literature. The existence of such mechanisms and their implications in the different systems studied is
shown. The validity of one or other mechanism in each case is determined and the OER dependence with dose.
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L. INTRODUCCION

La hipoxia tumoral es de importancia en la terapia de
tumores. Ella es una de las causas principales de las
fallas de los tratamientos en muchos canceres humanos'.
Las células cancerigenas en situacién aerdbica
(oxigenaciéon normal) o de hipoxia, que en el caso
extremo tiene una presién de oxigeno de 0.5 mm Hg, se
comportan frente a la radiacién ionizante en forma
diferente. Las células hipdxicas pueden ser del orden de
tres veces mds resistentes a la radiaciéon que su
contraparte 6xica’. La radiorresistencia de las células
hip6xicas se atribuye a una reduccién en el dafio de
ADN. El dafio en el ADN puede ser quimicamente
restaurado bajo hipoxia, pero es permanente en la
presencia de oxigeno™”.

El pardmetro OER (Oxygen Enhancement Ratio) es
la raz6n de la dosis en condiciones aerdbicas e hipdxicas
en situacién de isosobrevida. Este puede crecer, decrecer
o0 mantenerse invariante con la dosis aplicada. Este
comportamiento es determinado por las relaciones de los
parametros del modelo LQ". El parametro OER depende
de muchos factores, tales como la presién parcial de
oxigeno (PO2), el tipo de tejido, la dosis local aplicada y

la transferencia lineal de energia (LET). La dependencia
de OER con la dosis decrece al incrementarse la LET".

Todo el tratamiento y los datos experimentales
utilizados en este trabajo, se refieren a irradiacién con
baja LET (Transferencia Lineal de Energia).

Se estudian los pardmetros de radiosensibilidad del
modelo LQ. De la relaciéon existente entre ellos y el
pardmetro OER surgen dos mecanismos de dafio celular.

Es importante considerar la existencia de uno u otro
de los mecanismos. El Mecanismo 1 implica que OER es
independiente de la dosis de radiaciéon. E1 Mecanismo 2
implica la variacién de OER con la dosis*. Esto adquiere
mads importancia en el caso de tratamientos prolongados.
En consecuencia, la experimentacion previa al
tratamiento clinico conviene que se efectie en esferoides
o tumores trasplantados.

En este trabajo se usan datos tomados de bibliografia,
que incluyen lineas celulares que crecen como:
monocapa”®, esferoides”® " tumores trasplantados™®.

Los sistemas de cultivo celular en monocapa son un
modelo experimental bidimensional (2D).

Los esferoides (multicellular tumor spheroids,
MCTS) son cultivos tridimensionales (3D) que adquieren
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esa forma esférica. Son modelos celulares mds
sofisticados. Los esferoides permiten los contactos célula
a célula y célula a matriz.

Los tumores transplantados se desarrollan a partir de
lineas celulares humanas que crecen en ratones inmuno
deprimidos.

El propésito de este trabajo es determinar cudl de los
dos mecanismos es vélido en los sistemas estudiados. Se
muestra también la dependencia del pardmetro OER con
la dosis de radiacién aplicada usando la relacién entre los
pardmetros de radiosensibilidad del modelo LQ y OER.

II. MODELOS Y METODOS

La radiosensibilidad de células de mamiferos es
eficientemente descripta por el modelo Lineal Cuadratico
(LQ). En dicho modelo’, la fraccién SF de células que
sobreviven luego de absorber una dosis de radiacién D
puede escribirse como,

(1) SF (D) = exp(-aD-pD?)

Esta ecuacion consiste de dos funciones de
probabilidad de Poisson que describen la muerte de
células por el proceso de “Unica traza” (o) y ‘“doble
traza” (B). La pendiente inicial de las curvas de sobrevida
y la efectividad a bajas dosis estd determinada por «,
mientras [ representa la contribucién del dafio
acumulado. El modelo LQ provee muy buenos ajustes
para alta y baja dosis.

Usando el modelo LQ, para isosobrevida obtenemos

2 a,D,+ IBADj =a,Dy, + IBHD121

Donde D, y Dy son las dosis de radiacién en condiciones
aerébicas e hipdxicas y o y P son los conocidos
pardmetros lineal y cuadritico del modelo LQ.

El pardmetro OER se define como la relacion de dosis
que da el mismo nivel de efecto bioldgico (sobrevida) en
condiciones hipéxicas y dxicas
3) OER. = Dui

Ai
Dy; y Dy; son las dosis que producen el mismo nivel de
sobrevida, i. Esta definicién produce un OER que es
dependiente de la dosis de radiacién aplicada. Puede
considerarse la existencia de un OER,, que es el limite de
OER para bajas dosis de radiacién y de un OERg, que es
el limite para altas dosis.

Considerando las ecuaciones (2) y (3) se obtiene:

@ G ] S T
B, OER;

La ecuacién (2) es una expresion algebraica de
segundo grado y, como es sabido, puede satisfacerse de
dos maneras:

A) Asumiendo que la dosis a la cual la contribucién
lineal es la misma que la contribucién cuadratica para
células aerdbicas e hipoxicas.

(5) OER, = OERy; aylos= (Bu/Bs)"” (Mecanismo 1)

@, OER

a

B) Asumiendo que las componentes lineal y cuadritica
contribuyen al dafio celular independientemente.

(6) OER,# OERy; anloy # (Bu/Ba)">  (Mecanismo 2)

Las ecuaciones (5) y (6), donde se ha considerado la
ecuacién (4) , expresan diferentes mecanismos de dafio
bioldgico, pero ambas resultan en la misma fraccién de
sobrevida. Es importante mencionar que si se cumple el
Mecanismo 1 el OER es independiente de la dosis de
radiacién®. En el otro caso (Mecanismo 2) el OER varfa
con la dosis*. Se comparan los ajustes. Se elige el mejor
ajuste usando el test-F y el corrected Akaike Information
Criterium (AICc)".

Para el test-F, el criterio para aceptar uno de los dos
modelos estd basado en el valor elude p. Si el valor de p
es menor que (1-el nivel de confianza elegido) se desecha
el modelo mds simple (Mecanismo 1) y se concluye que
el modelo mds complejo (Mecanismo 2) ajusta los datos
significativamente mejor.

Los pesos del test de Akaike indican la probabilidad que
el modelo (Mecanismo) sefialado en la Tabla 1 sea el
mejor entre los dos modelos considerados.

La validez de uno u otro mecanismo tiene importancia,
pues determina el comportamiento del pardmetro OER
con la dosis aplicada.

II1. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han realizado ajustes simultdneos por cuadrados
minimos, todos ellos al 95% de nivel de confianza, para
estimar los pardmetros de radiosensibilidad del modelo
LQ. Se aplicaron los tests F y el criterio de informacién
de Akaike corregido para pequefias muestras (AICc) para
establecer el mejor ajuste'’. Los datos son obtenidos de la
bibliograffa citada e informacion sobre el procedimiento
experimental y otros aspectos es provista por los autores.

En la Tabla 1 se mencionan todos los sistemas
analizados. Se muestran las figuras de cinco de ellos.
También se da la bibliograffa correspondiente.Se muestra
el resultado de los tests F y Akaike .Se utilizaron lineas
celulares que crecen como: monocapa (Fig la y b),
esferoides (Fig 2 a y b) y tumores trasplantados (Fig 3a).
En todas estas figuras se muestra SF versus la dosis y el
ajuste del modelo LQ. Se muestra el valor de los
pardmetros o,y PBa y el OER correspondiente. En las
figuras el ajuste es aceptable en todo el rango de la dosis
s6lo en algunas de ellas desmejora para altas dosis pero
sin afectar nuestro andlisis, dado que el error del ajuste se
mantiene, en todos los casos, dentro de los rangos del
error experimental mencionado por los autores. La Fig 3b
muestra OER versus la dosis. Cada punto estd
identificado de acuerdo a la forma de crecimiento.
Procedimiento para el ajuste

En todos los sistemas considerados, los datos se
agruparon en 6xicos e hipdxicos, segiin se muestra en las
figuras. Las lineas llenas son el ajuste y los puntos los
datos experimentales. Los pardmetros de interés son
O, Pa, OER,, OERg y Oy Yy Bu. Los primeros cuatro
fueron estimados mediante un ajuste simultidneo por
cuadrados minimos. Los pardmetros oyy Py fueron
obtenidos usando la ec. (4). Para establecer si el
Mecanismo 1 o el Mecanismo 2 son validos, se
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compararon los ajustes simultdneos aplicando una
ecuacion diferente para cada caso:
Mecanismo 1: OER,, = OERg. La ecuacion usada fue.

(7) SF =exp| — %o p_ ﬁmz D
OER OER

Cuando se usa esta ecuacion para los datos aerdbicos se
fija el pardmetro OER al valor 1.

Mecanismo 2: OER,, # OERg. La ecuacién usada para
el ajuste simultdneo en este caso es

(8) SF =exp _hD_Lmqu
OER, OER/}

Cuando se usa esta ecuacion para los datos aerdbicos se
fijan los pardmetros OER,, y OERg al valor 1.
1
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Figura 1. Fraccion de Sobrevida (SF) versus la dosis
aplicada (D). Ajuste usando ecuaciones (5)y (7).

En estos sistemas se han probado ambos mecanismos
y se observa: 1) En todos los sistemas que crecen como
monocapa es vdlido el Mecanismo 1 de dafio celular
(OER, = OERg). Remarcdndose que en este caso, OER
es independiente de la dosis aplicada. 2) En todos los
cultivos celulares que crecen tanto en esferoides como en
tumores trasplantados de diversos volimenes, es valido
el Mecanismo 2 de muerte celular (OER, # OERp). Se
observa que en estos casos OER varia con la dosis
aplicada. En Ia literatura, OER,, y OERg son usualmente
tratados como factores independientes y muchos autores®
asumen la validez del Mecanismo 2 sin profundizar el
andlisis. Los estudios reportados en este trabajo son los
primeros, a nuestro conocimiento, que usan datos de las
tres forma de crecimiento de la misma linea celular para
testear ambas hipétesis. Es importante notar que factores

relacionados con la estructura 3D y con los contactos
célula-célula estdn presentes en esferoides y en tumores
trasplantados pero no en cultivo en monocapa''.
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Figura 2. Fraccion de Sobrevida (SF) versus la dosis
aplicada (D). Ajuste usando ecuaciones (6) y (8).
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Figura 3.Panel a: SF versus la dosis (D). Ajuste usando
ecuaciones (6)y (8). Panel b: OER vs la dosis (Dy) los
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signos son los valores correspondientes a SF=0.5,0.1 y
0.01

IV. CONCLUSIONES

Como se ha mencionado, el OER depende de muchos
factores tales como la presion parcial de oxigeno, el tipo
de tejido, la LET, que siempre es baja en todos los datos
considerados, y la dosis de radiacién local aplicada. Este
trabajo se enfoca en la dependencia de OER con la dosis.
Se analiza como es esta dependencia y si cambia con la
forma de crecimiento. En trabajos previos ¢ se ha

observado que el factor OER depende no sélo de la linea
celular y otros aspectos, sino también del modo en el cual
se realiza el cultivo in-vitro, observdndose mejor acuerdo
entre resultados de irradiacién in-vitro e in-vivo para el
caso de esferoides. En el presente trabajo se analizan
datos experimentales de otros sistemas existentes en la
literatura. Se utiliza el modelo LQ, obteniéndose otros
resultados, esto reafirma la diversidad caracteristica del
cancer. Se estiman también los pardmetros de
radiosensibilidad que podrian ser de utilidad para la
planificacion de tratamientos clinicos.

Tabla 1. Se muestran los sistemas utilizados y los valores p para el F-test y los correspondientes pesos para el Akaike
Test (AICc). También se informa el mecanismo correspondiente, que es el mismo para ambos tests en todos los casos.

Comparacion de Ajustes

Fig. Linea Celular Crecimiento como  F-test Pesos'de Mecanismo
Akaike

la  V79-379 A Chinese hamster cells (Carlson et al., cultivo en monocapa 0.1782 0.5333 1
2006)

1b  WiDr cells (West y Sutherland, 1987) cultivo en monocapa  0.1576  0.5368 1
Chinese hamster ovary cells (CHO) (Hirayama et cultivo en monocapa  0.8395  0.9886 1
al., 2005)

2a  V79-379 A Chinese hamster cells (West et al., cultivo en esferoides 0.0006 0.9982 2
1984) (200 um didmetro)

2b  WiDr cells (West y Sutherland, 1987) cultivo en esferoides 0.0117 0.9057 2

(1200 um didmetro)

MLS Human Ovary Carcinoma cells (Rofstad and cultivo en esferoides 0.0038 0.9671 2
Sutherland, 1989) (1600 um didmetro)

3a WiDr cells (West y Sutherland, 1987) tumor trasplantado (8- 0.0287  0.8005 2

10 mm didmetro)
MLS Human Ovary Carcinoma cells (Rofstad and tumor trasplantado
Sutherland, 1989) (200 mm’ volumen) 00345 0.7716 2
MLS Human Ovary carcinoma cells (Rofstad and tumor trasplantado
Sutherland, 1989) (2000 mm’ volumen) 0.0018 ~ 0.9853 2
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