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Radio sensibilidad y tamafio tumoral en esferoides celulares
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A partir de un modelo de dos compartimientos, uno para las celuas oxicas y el otro para las hipoxicas (que tienen
una presion de oxigeno deprimida respecto de la normal), se obtienen los parametros « y 3 del modelo lineal
cuadratico (LQ) de la sobrevida celular. Para la obtencion de estos parametros se promedia convenientemente
utilizandosc modclos que hacen explicita la dependencia con la posicion.
El modelo LQ de dos compartimicntos con sus parametros asi obtenidos, se aplica a una serie de determinacioncs
experimentales del factor de sobrevida de esferoides in vitro que son usados como modelos de tumores solidos. Se
mucstran los resultados del modelo teorico en dichos esferoides de 100, 500, 750, 1000 y 1200 um de diametro. Se
enfaliza sobre la posibilidad de predecir la variacion de los parametros con el tamafio del esferoide, realizando los
ajustes solo sobre el esferoide de menor tamario (100um)

We usc the lincar quadratic (LQ) model for surviving fraction. Specifically we use a two compartment model, one
for oxic cells and other for hypoxic ones (these have a depressed oxigenation level), and we obtain the respective
parameters a and 3. For the calculation of these parameters we use models with a explicit position dependence and

then we average.

We apply this two compartment LQ model to experimental data of surviving fraction for in vifro spheroids. We
show results of our theoretical model for spheroids with diameters of 100, 500, 750, 1000 and 1200 pm. We
emphazise on the possibility to predict the parameters spheroid’s sizes dependence. The only fit is made over the

smallest spheroid (100um2)

INTRODUCCION

La diversa respuesta de los tumores cancerigenos a la
terapia radiobiolégica se atribuye fundamentaimente al de-
sarrollo de células radioresistentes y también a la distinta
capacidad de las células para proliferartV @ . Trataremos
aqui la primera de estas fuentes de heterogeneidad.

Las modalidades de tratamiento pueden ser superadas si
se conoce mejor la forma de crecimiento de estos tumores,
esto es posible si se cuenta con un sistema in vitro que mim-
ifique la situacion in vivo. Este es el caso de los esfer-
oides celulares que son conglomerados tridimensionales,
también denominados “Multicelular Tumor Spheroids”
(MCTS)® .

Los objetivos del trabajo pueden ser descriptos como

e Proponer un método para calcular los pardmetros de

radiosensibilidad.

o Investigar sobre la dependencia con la posicion de la
radiosensibilidad en esferoides multicelulares.

e Predecir la fraccién de sobrevida de esferoides en
funcion de su tamafio

Para contrastar nuestros resultados, usamos los comple-
tos datos experimentales de fraccién de sobrevida celular
en esferoides, con radios desde R = 50um hasta R =
600un, obtenidos por Buffa et al® . El primero es tam-
bien medido en estado hipoxico.

Las determinaciones fueron realizadas sobre esferoides

de la linea celular WiDr (adenocarcinoma de colon humano).

Se ha mostrado que este es un buen modelo para describir
la respuesta a la radiacién de tumores WiDr in vivo.®)
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METODOS

La hipoxia celular es una de las principales fuentes de
heterogeneidad en un tumor. Las células que fo forman
pueden ser divididas en dos subpoblaciones, de acuerdo
a su nivel de oxigenacién, una oxigenada (menos radiore-
sistente) y otra hipéxica (muy radioresistente).

Modelo lineal cuadraitico de dos comparti-
mentos para células oxicas ¢ hipoxicas

El modelo mas aceptado para la fraccion de sobrevida
es el denominado lineal cuadratico (LQ), que es un modelo
“mecanistico” de muerte celular y reparaci6n de dafios sub-
letales © . Si diferenciamos dos estados de las células can-.
cerigenas de acuerdo a su nivel de oxigenacién, y usando
una distribucién Gaussiana bi-variada del tipo "mezcla"®
usando el modelo LQ, podemos escribir:

SF = fexp(—aff; D~ /3:7,02)

+ (1~ f*)exp (—af:”D - ﬁZJfDZ) m
en esta expresion D es la radiacion recibida en unica dosis,
£°= la fraccion oxica y tenemos ademas cuatro pardmetros,
en ellos el supraindice expresa la situacién oxigenada (ox)
o hipoxica (h). Con el subindice “eff” indicamos que son
valores promedio calculados segun se describe luego. En
particular 8,;; = (8) — 02/2 puesto que la precisién ex-
perimental hace imposible diferenciar entre el valor prome-
dio de By 1a dispersion en a.
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Determinacion de aess y By

Para determinar el valor de los pardmetros, necesitamos
describir los siguientes aspectos:

a)geometria del tumor. En la fig 1 se muestra un tumor
esférico idealizado consistente de un carozo hipoxico y de
un anillo o capa exterior oxigenada. El tamaiio del tumor
esta definido por su radio I2. La cantidad rodefine el ancho
o penetracion maxima de la region oxica.

Zona Oxica

To

Zona Hipoxica

Figura 1. Esquema de un esferoide

La esfera interna de radio R — 7y, al estar alejada de la
superficie del tumor y de los nutrientes es la region hipéx-
ica con celulas crecientemente radioresistentes . Nuestro
modelo es una caricatura muy simplificada de un tumor
sélido in vivo no vascularizado, sin embargo la descripcién
global de la hipoxia es gruesamente correcta.

b)Las expresiones de la radiosensibilidad local como
una funcion de la posicion en el tumor. Proponemos que los
parametros de radiosensibilidad locales, a(r, R) y 8(r, R)
dependan de la distancia radial ~ desde el centro del tumor
(0 < 7 < R). Enlatabla 1 describimos las funcionalidades
propuestas. Enella ag y 3, son parametros de los distintos
modelos, relacionados con la oxigenacion en la superficie
de los tumores.

La razén para proponer estas expresiones es doble. Pri-
meramente es conveniente minimizar el namero de parémet-
ros. En segundo lugar con la misma idea de simplicidad,
conviene analizar diversas funcionalidades, tanto lineales
como no lineales, y permitir que la radiosensibilidad crezca
con 7 o sea aproximadamente constante.

c) las expresiones para la radiosensibilidad promedio o
completa

En la ec. (1), cess®y Bes* (con i igual ox, h) deno-
tan los valores efectivos o promedios. Si asumimos como
vélida la hipétesis ergodica, suponiendo que estamos en
presencia de sistemas estadisticamente homogéneos ) |
los promedios sobre el conjunto estadistico y el promedio
volumétrico son intercambiables, supuesto que los volii-
menes sobre los que se opera son suficientemente grandes.
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Entonces podemos escribir -
1
= d = - 2
(o) [/af(a, B)de dfs v /a(r, R)dnrédr

av
E'rgodicidaa
@)
donde f(e, B) es la funcion de distribucion de o y 3.

En consecuencia, para obtener los pardmetros de ra-
diosensibilidad efectiva usamos la Tabla 1, y luego de la
correspondiente integracion, obtenemos las expresiones que
se dan en las Tabla 2 y 3. La primera es para esferoides con
R = 50pum en que es aceptable suponer 7o = Ry la se-
gunda vale para esferoides con R > 50um.

RESULTADOS

El procedimiento general sigue la secuencia:

1. Datos experimentales de la fraccion de sobrevida.
2. Modelo, ec (1).

3. Obtencionde sy y 3.y, tablas 2 y 3.

4. Determinacion de parémetros, tabla 4.

5. Resultados, fig. 2 y tablas 5,6y 7.

Determinacién de pardmetros

Para usar apropiadamente la ec (1) y las tablas2y 3 es
necesario dar valores a los pardmetros 79, 09°%, 8°%, ogh,
Bo" y f°%, en consecuencia.

a. Tomamos ro = 50um para todos los tumores sigu-
iendo el modelo de la capa externa constante (bien oxige-
nada), ver el review de Mueler - Kliese® .

b. Obtenemos of” y 83° usando la tabla 3 y ajustando
los datos correspondientes al esferoide de 50 um que se
encuentra en estado 6xico (irradiado en aire).

c. Obtenemos aff y A5 usando la tabla 3 y ajustando
los datos correspondientes al esferoide de 50 pm en estado
hipéxico (irradiado en atmésfera de nitrégeno).

d. La fraccién de zona 6xicaes fo° = (R® ~ (R —
r0)%)/R>.

El procedimiento involucra un ajuste sobre los datos
correspondiente al esferoide mas pequefo (R = 50um).
Los resultados de este unico ajuste se dan en la tabla 4
donde las incertezas consignadas corresponden al nivel de
confianza de 95%.

Calculamos con esto los parametros de radiosensibili-
dad para los tumores mayores de 50um, usando las expre-
siones dadas en la tabla 3. Los resultados para cada modelo
se danen lastablas 5,6y 7.

En la fig. 2 se muestran resultados para el modelo de
saturacion . Se presentan cuatro graficos separados para
mejorar la visualizacion. Debe resaltarse que la linea llena
es nuestra prediccién usando las expresiones correspondi-
entes.

Discusion

Los valores de los pardmetros calculados para los difer-
entes modelos dan en general valores fisicamente acepta-
bles seglin se muestra en las tablas 5, 6 y 7. Para el mod-
elo de saturacion se observa una aceptable disminucion de
los pardmetros de radiosensibilidad mientras aumenta el
tamafio del esferoide.
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TABLAL: EXPRESIONES LOCALES DE LOS PARAMETROS DE RADIOSENSIBILIDAD PARA CADA ZONA

MODELO ZONAOXICA(R—ro <7 < R)
ofr, ) B, R)
LINEAL gzi — agz — ah) Tl_"" ﬂgmi B — Ol —70)
CUADRATICO | %4r7? — (a7 — o) el [ 2872 ¢ (85 — Bg7) Bgpel
SATURACION | 09t — (ot — ag®) B | gom 1 — (gg gmj (R

ZONA HIPOXICA (0 < r < R —1q)

a(r, R) Br,R)
LINEAL BT BET
CUADRATICO Bk B r2
SATURACION o Bo i

TABLA2: PARAMETROS DIE RADIOSENSIBILIDAD PROMEDIADOS PARA CADA ZONA. R=50 uM

MODELO Oxico=Irradiado en aire rﬂ Hipoxico=Irradiado en Nitrogeno

o Peis agrr | Bers
LINEAL JogT | 2B~ (o)’ AN A CAy
CUADRATICO [ zos” 202% — 5 (057)? 2ol 280 J.,-g(cx )
SATURACION || 0.421a2% | 0.42182% — 2.682 x 10~3(a2%)? || 0.421c? | 0.4218% — 2.682 x 10-3(aft)2

TABLA3: PARAMECTROS DE RADIOSENSIBILIDAD PROMEDIADOS PARA CADA ZONA. R>50 4 M

MODELO Zona Oxica

(R—r<r<R)
T

ox
Xefr

:aeff

o (12R® —3r) +12Rrt ~ 18 A%r,)
LINEAL 12R TFaRr3—12RIr,

= o:x: _ h) gR—'f‘oz

Bo (12R =3ry+12Rrz—18Rr, )
2R Y AR — 1227 -
n—
© - By) Sl

(057)? (12R" —3r) +12Rr2 ~18R%r, )"

2(2RT+ARMI - 12R7, )

(05" (18R 4315 —15Rr} ~30R" r,+30R"r2

(BRI — 157 15 I2r2)

3 0% (BR +r5—6Rr} ~10R"r,+10R"r2)

3B (bR 3 —BRrI—10R°r, +10R*T2) _
BRI(BRT-3Fr,+77)

(o — )

RTQRT=3Rr,+r? . e
CUADRATICO oz 4 (R_?Tn,) ) ?(5R*+ry—5Rri—10R"r,+10R*r2)”
— (ag® — of) SORA(3RE—3Rretr1)? -
_3(ag)P(RO+ i —Rri—3R ro +3R r —BR r{+5R 1))
TR 3R 72
B (BRI —6Rrot Fritdln(qrer)ra-) _
IRI_3Rro 17T
or _ nmh (R—7g +
azw(sﬁﬂ_GRra—F r24+3r2 ln( )) (20))(3}:‘ 6Rro+ Yir? 43021 ( ))
R‘ —3BroFr? 1 (e —68ro o In
SATURACION s - o Reri +35 BREI—3Rr.772)7
) R 1 (3R +3ry +13Rry—6R’ry +4R*r]
SREF R 2RIy
(a(w) (+12Rr ln( )+1212 7 1n(m )
3R‘+Rj—2R7r‘
Zona Hipoxica (0<r<R-ro)
h h
QXerr Bers
o (R—r0o 12087 R(R—ro)—3(o0 ) (R—
LINEAL Bop (fore) By R(R=ro)_3(o)"(R-ru)”
3o (Rerg)? 3 (R—rgza‘ —4Rru(cx")‘ 38R Bl +2r. (o))
CUADRATICO —i?ﬂzr— ‘—5]7

R'-—QRT +§R‘ra+3r ln( ))
—~ RYI=3RrI+3RIr,

ol (4
SATURACION

(1,'-7‘ —R*—9Rr? +-;R"r.,+3ln('“) ,,)
TR IR I TR,
(@) (37‘ —R*+10Rr34+6R" ro+12Rr(,ln( ") —18R?r 2)
2(Rri— R +3R*r,—3R?*r} +
(oz"‘) (" T, —RY—9Rr? +§’-R2r(,+33'r’ ln( i ))
(R 3R 13 Rrg)”
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El modelo que da mejores predicciones es el llamado de
saturacion (fig 2), en los otros casos las predicciones estan
mas alejadas de los valores experimentales.

CONCLUSIONES

Liste trabajo permite concluir lo que sigue

1. El uso de la geometria de los MC'I'S permite prede-
cir los parametros de radiosensibilidad con exactitud
razonable. :

2. Para evitar la sobreparametrizacion, el andlisis fue
idealizado, pero nuestras simplificaciones estén jus-
tificadas razonablemente.

3. Los resultados son aceptables considerando que no
se realiza ningin ajuste, con excepcion hecha del es-
feroide més pequeiio.
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TABLA4: PARAMETROS PARA LOS DISTINTOS MODELOS (VER
TEXTO) .

Potmesil M., Goldfeder A.; Ce!l Tissue Kinet 13 : 563-570,1980

[ Modelos | oag® | B5° o K
Lineal 0.164 0.061 0.143 0.002
+0.018 | +0.003 | +0.028 | £ 0.0008
Cuadratico | 0.204 0.078 0.179 0.004
40.023 | +0.004 | +0.034 | £ 0.0005
Saturacion | 0.292 0.108 0.256 0.004
+0.032 | £0.005 | +0.049 | +0.002

TABLAS: PARAMETROS PARA CL MODELO LINCAL USANDO LA
PARTE CORRESPONDIENTE DE LA TABLA 3.

[ R(um) [ o5, [ 827 L oers | Bess
250 0,132 | 0,008 | 0,086 | 0,001
375 0.136 | 0,006 | 0,093 | 0,001
500 0.138 | 0,005 | 0,097 | 0,001
600 0,139 | 0,005 | 0,099 | 0,001

316 - ANALES AFA Vol. 15

TABLAG: PARAMETROS PARA GL MODELO CUADRATICO US-
ANDO LA PARTE CORRESPONDIENTE DE LA TABLA 3.

R(pm) | 0%, | Beps | o%rr | Bers
250 ] 0.153 | 0.017 | 0.069 | 0.001
375 [0.161 | 0.013 | 0,081 | 0.001
3500 ] 0.165 | 0.011 | 0.087 | 0.001
600 | 0.167 [ 0.010 | 0.090 | 0.001

TABLA7: PARAMETROS PARA GL MODELO DE SATURACION

USANDO LA PARTE CORRESPONDIENTE DE LA TABLA 3.

LRwm) | ogf, [ Befs | ers | Bepy |
750 | 0.240 | 0.016 | 0.226 | 0.003
375 | 0.233 | 0,007 | 0.220 | 0,003
500 | 0.223 | 0.003 | 0.209 | 0.003
600 | 0.206 | 0,003 | 0.189 | 0.003

Figura 2: Fraccién de Sobrevida (SF) versus dosis para los esfer-
oides de mayor radio. Puntos y barras: Valores experimentales
y error. Linea llena: Modelo de Saturacion.
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