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Se evalua cl impacto de las células hipoxicas en la cura tumoral, a través del calculo de ia fraccion de
sobrevida de células cancerigenas utilizando un modelo que considera la difusién de oxigeno y la
distribucién de este Gltimo en un esferoide celular sometido a radiaciones de baja LET (Transferencia Lineal
de Energia). La fraccién de sobrevida obtenida, considera Ja dependcncia de la densidad de células
oxigenadas y de células clonogénicas con la posicidon en ei esferoide, y a partir de allf se obtienc ia

probabilidad de control tumoral.

The impact of hipoxic cells in the tumoral curve is evaluated, through the calculation of the surviving
fraction of cancer cells, using a model which takes into account the oxigen diffusion and the oxigen
distribution in a cellular spheroid under radiations of low LET (Linear Energy Transfer). The obtained
surviving fraction considers the position dependence of density of oxigenated and clonogenic cclis, and then

the tumor control probability is obtained.

1. INTRODUCCION

Muchas mejoras para la radioterapia del cancer se
basan en la premisa de que los tumores sélidos contienen
células hipdxicas resistentes a la radiacion, las cuales
limitan la curabilidad de los tumores.

Por ello es importante establecer modelos para la
probabilidad de cura tumoral (t¢p) que consideren la
hipoxia, y contrastarlos convenientemente. Mejorar los
modelos existentes de fcp, a partir de medidas biolégicas
en células, es deseable también para permitir el disefio de
tratamientos terapéuticos y su evaluacién, que no estén
solamente basados en datos clinicos, cuyo tratamiento y
ajuste se ve dificultado por la complejidad del sistema y
la heterogeneidad de los datos.

En acuerdo a lo anterior, es importante encontrar
sistemas in vitro que permitan minimizar la
heterogeneidad intertumoral. En este trabajo se utilizan
determinaciones  experimentales!” de  esferoides
multicelulares tridimensionales. Estos proveen un sistema
de complejidad intermedia entre los datos de sobrevida de
una monocapa celular y los datos obtenidos de tumores
solidos in vivo.

En este trabajo usamos datos experimentales de la
linea celular WiDr del adenocarcinoma del colon humano
que se ha hecho crecer como esferoides de distintos
diametros, y se ha mostrado como un buen modelo para
describir la respuesta a la radiacion de tumores in vivo de
WiDr?,

El objetivo de este trabajo es probar distintos modelos
de fraccién de sobrevida celular (SF), aplicando diversas
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hipdtesis sobre cl niimero e influencia de las células
hip6xicas y contrastar dichas hipétesis, aplicandolas a
datos experimentales que dan la fcp. Esto tiltimo permite
la verificacion, a partir de medidas independientes, de los
mecanismos biolégicos que se hipotetizan.

Partiendo de modelos clasicos tipo lineal cuadratico
(LQ) para la radiosensitividad, se incluye luego un
modelo que tiene en cuenta una distribucion de células
hipdxicas, considerando la presion de oxigeno en funcién
de la posicion en el esferoide. Se aplican estos modelos a
medidas de 7cp y se contrastan los mismos comparando el
nimero de células clonogénicas de los esferoides antes de
irradiar, convenientemente disociados por tripsinizacién y
conteo celular por “plating”.

I1. DESCRIPCION DE LOS MODELOS

Los datos experimentales existentes para esferoides de
distinto diametro de la linea tumoral mencionada se
dividen en datos de fraccion de sobrevida (SF), mostrados
en la Figura 1, y la probabilidad de control tumoral (zcp),
Figura 2, ambas versus la dosis de radiacidn utilizada (D).

Modelos para fraccién de sobrevida (SF)

Modelo lineal cuadratico: El tipico modelo L.Q, muy
conocido en la bibliografia®®), se utilizara para determinar
los parametros de radiosensitividad

1) SF = exp(-aD — AD?)
Esta expresion incluye al simple modelo lineal si f=0.

El modelo standard sera aplicado a los datos
experimentales.
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Sabido es que la presencia de hipoxia celular (células.

que se encuentran con deficiencia de oxigeno) es un
fenémeno siempre presente en los conglomerados de
células cancerigenas, en particular para aquellas que se
encuentran lejos de la superficie tumoral, pudiendo
incluso desarrollarse un carozo necrético (anoxia), en
gran cantidad de tumores solidos. Es por ello que debe
mejorarse, atn en una forma simple, el modelo standard
LQ, para tener asi en cuenta este fendmeno, que se
presenta en nuestro caso en esferoides grandes.
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Figura 1. Datos de firaccion de sobrevida para didmetros de
esferoides de: 100 um (circulos huecos), 500 pm (cuadrados
huecos), 750 um (triangulos huecos), 1000 pum (cruces), 1200
pim (diamantes huecos) y 100 um irradiados bajo N (circulos
llenos)(1).
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Figura 2.-Datos de tcp para didmetros de esferoides de: 100 ,U'I.n
(circulos huecos), 500 um (cuadrados huecos), 750 um
(tridngulos huecos), 1000 pim (c):&ces), 1200 pm (diamantes
huecos) y 100 tm irradiados bajo N7 (circulos llenos)(1).

Modelo lineal cuadritico de dos compartimentos para
células éxicas e hipéxicas: Haciendo la suposicion de que
las células se encuentran solo en dos estados, d0xico o
hipéxico, a partir de la ecuacion (1) se obtiene

() SF = (1= f,)SFy + 1),SF,

donde f, es la fraccién de células hipdxicas y los

subindices o y h implican O6xico o hipdxico
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respectivamente. . :

_El modelo 1.Q de dos compartimentos puede
expresarse segun T
SF =(1- fy)exp(~a,D —ﬁoDz)"'

- 2
Snexp(-a,D - B,D%)
A fin de reducir el numero de parametros ajustables, se
utilizan ¢, y B, determinados para el caso de esferoides

)

irradiados en una atmoésferade N, y de alli @, = @, OER

Yy Bo = B,OER? , donde OER es la relacion de dosis de

radiacion en condiciones de hipoxia a la dosis de
radiacion en aire que se necesita para obtener la misma
sobrevida celular, y que en la mayoria de los tumores
cancerigenos humanos esta alrededor de 2.8V,

Modelo LQ con difusion de oxigeno: Puesto que la
existencia de una distribucidn en la fraccion hipdxica es
mucho mas realista que la presencia de solo dos estados
(6xico e hipdxico), utilizados en el modelo de dos
compartimentos, se describe a continuacion la forma de
obtener tal distribucién, considerando la existencia de un
gradiente en la concentracién de oxigeno a partir de la
superficie del esferoide. La difusién de oxigeno en un
esferoide se puede aproximar como un problema
esféricamente simétrico, siguiendo la ecuacién de
difusi6n, usada en el modelo de Krogh'®. )

16 ‘
(4) d——(r PO )) =

or

donde P(r) es la tension de oxigeno a una distancia r del

centro del esferoide. M es el consumo de oxigeno en el

medio, que se supone constante, s y d son la solubilidad y

la difusion de oxigeno, también supuestas constantes. Las

condiciones de contorno para esferoides son las
siguientes:

1) La tensién de oxigeno es constante en la interface
esferoide-medio, o sea, P(R) = P,. R eselradio del
esferoide.

2) En el centro del esfermde el flujo de oxigeno se hace
cero, o sea, dP/dr=0 en r=0.

La solucién de la ecuacién (4) con estas CC es la que

sigue

5) PO %Ps{l;(k"‘)/llz R-1<r<R

A 0 r<R-I

donde / esta definido como

(6) 12 = 6sdP, I M |

y corresponde a la maxima distancia de difusién del
oxigeno en el esferoide.

Acordemente, la fraccion de sobrevida en el modelo
con difusion de oxigeno puede escribirse como sigue

. R
(7 SF= Y SF(r)f(r)
r=R-1
donde SF(r) es la fraccién de sobrevida y f(r) es la

fraccién de células, en la posicion r, a una tensién de
oxigeno P(r)..

CORDOBA 2002- 272

&

L]



Siguiendo el modelo LQ, SF(r) puede expresarse
segin
(&) SF(r)= exp{— a, OER(r)D ﬂhOERz(r)D2
Abhora obviamente OFR(r) depende de la presién de
oxigeno en la posicidn r y puede ser calculada segin‘®
9) OER(r) = [k + m.P("))/[k + P(r)]
donde k = 6.8 mmHg y m es el maximo OFR , tomado
igual a 340,

Si se supone que la densidad de células clonogénicas
es constante, se puede estimar f(r) en la ecuacién (7)
simplemente como la fraccién de volumen del esferoide
que se encuentra a una tension de oxigeno P(r)

2

folr) =

(10) d
[F am2ar

Modelo para la probabilidad de control tumoral (zcp):
La probabilidad de control tumoral tcp se obtiene
asumiendo que la muerte celular producida por
irradiacion, sigue la estadistica de Poisson:
(11) tep = exp(—N.SF)
donde N es el numero inicial de células clonogénicas en
el esferoide, medidas por disgregacién y “plating”, y SF
es la correspondiente fraccion de sobrevida. Los
diferentes modelos para SEF que se han descripto
previamente son reemplazados en la ecuacion (11). A
partir de alli puede obtenerse una estimacioén del nimero
inicial de células clonogénicas y contrastarlo con la
determinacién experimental.

I1I. ANALISIS DE LOS RESULTADOS
Datos de sobrevida

Se evaluan primero los distintos modelos para la
fraccién de sobrevida, siguiendo el orden en que han sido
presentados, y por ultimo se contrastan los resultados con
los datos de zcp. Las determinaciones experimentales se
muestran en las figuras 1 y 2.

Modelo lineal cuadréatico: Se determinaron ¢ y £ para
los distintos tamafios de esferoide, verificandose que
hasta un tamafio de 500 micrones, los parametros dan
valores aceptables. Para tamafios crecientes no es asi, y la
falta de significado fisico de los pardmetros (signo — para
/) se debe fundamentalmente a la creciente aparicion de
hipoxia cuando crece el tamaiio de los esferoides. Todo
esto se muestra en la Tabla 1.

Modelo lineal cuadratico de dos compartimentos para
células dxicas e hipoxicas: En la Tabla 2 se muestran los
resultados obtenidos. En ella se da también la fraccién
hipoéxica para cada uno de los tamafios de los esferoides.
Sibienel valorde f} es cero para pequefios esferoides y
tiene un valor aceptable para los de mayor diametro, se
trata de valores promediados producto de un ajuste
suponiendo solo dos estados de oxigenacién, cuando en
realidad habrd una distribucion de valores.
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Tabla 1: Modelo LQ

diametro (um) | « B

100 0.12268 0.04525
[+0.01360] | [£0.00215]

100 (N,) 0.10759 0.00135
[£0.02076] | {+0.00074]

500 0.10353 0.02602
{£0.04427] | [£0.00346]

1 750 0.54838 -0.01145

[£0.05165] | [+£0.00351]

1000 0.45810 -0.01257
{£0.16866] | [+0.01194]

1200 0.33361 -0.00332
[£0.05466] | [£0.00223]

Valores de a y P obtenidos a partir del ajuste. Entre

corchetes se muestra el intervalo de validez de los pardmetros
con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 2: Modelo LQ de dos compartimentos

diametro (Lm) l fh

100 0

500 0

750 0.00392
[+0.000682]

1000 0.09939
[£0.02925]

1200 0.06582
[+£0.00522]

Valores de f p Obtenidos a partir del ajuste. Aqui se tomé

OER=2.8, & y [ son los valores obtenidos en la Tabla [ para

la irradiacion en presencia de N. Entre corchetes se muestra el
intervalo de validez de los pardmetros con un nivel de confianza
del 95%.

Modelo LQ con difusién de oxigeno: En la figura 3 se
muestra la fraccion de sobrevida para esferoides de 1200
um, utilizando este modelo. Esta grafica es ilustrativa
también para los otros diametros, puesto que los ajustes
son similares, dentro de los errores experimentales.
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Figura 3. Fraccién de sobrevida para esferoides de 1200 pim en
Juncion de la dosis de radiacion. Diamantes huecos. valores
experimentales(/), linea continua: ajuste.
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Datos de tcp

Muchos estudios intentan dar conveniente respuesta al
problema de cémo incorporar medidas bioldgicas a nivel
celular para predecir y evaluar la terapia radiobiologica
sin utilizar datos clinicos. Coincidentemente con esto y
para verificar si nuestras hipotesis en los varios modelos
de sobrevida son correctas analizamos datos de
probabilidad de cura tumoral fcp. La existencia de una
pendiente constante muestra la validez del modelo de
Poisson (dentro de los errores experimentales) para fcp. E1
valor de dicha pendiente y el conteo clonogénico
experimental se muestran en la Tabla 3, para los distintos
modelos de SF y para los diametros apropiados.

De esta tltima puede verse que las coincidencias son
aceptables para esferoides de pequefio tamafio, y no para
aquellos donde donde la hipoxia esta presente.

Para grandes esferoides, a pesar de tener en cuenta la
hipoxia, el nimero de células clonogénicas obtenidas por
ajuste es siempre inferior al valor experimental. Esto
puede deberse fundamentalmente a dos causas: a)
limitaciones en el modelado de Ia hipoxia, b) impacto de
la misma sobre las células clonogénicas.

Tabla 3: Numero de células clonogénicas

diametro N Modelos
(wm) experim. N N N
LQM | LQ2C | Dif. O,
100 104 241
[+68] [£1]
100(N,) | 116 33
[+66] [9]
500 2.7E4 120
[£7.3E3] | {£30]
750 9.1E4 509 81
[£5.4E4] [£31] [x14]
1000 9.5E4 206 40
[#3.9E4] [£8] [+7]
1200 1.6E5 441 84
[+6.5E4] [£35] {£3]

Lstimacion del numero de células clonogénicas, N, obtenido a
partir de los datos experimentales y los diferentes modelos,
para distintos didmetros de esferoides.

Si bien pueden perfeccionarse los modelos, en
particular en lo que hace a la fraccion de células
hipoxicas, el problema central radica en el punto b)
debido a que: 1) se reportan experiencias en otras lineas
celulares que dan también valores inferiores para el
numero estimado de células clonogénicas, usando
adenocarcinoma del pulmén humano y fibrosarcoma de
ratones®; 2) se reportan experiencias en que se ha
irradiado, con reoxigenacion, el esferoide de 1200 um y
los resultados para células clonogénicas son buenos bajo
estas condiciones". De aqui se puede deducir que las
diferencias observadas en la tabla 3, para grandes
esferoides, es debida fundamentalmente a que la hipoxia
celular no solo disminuye la radiosensitividad, sino
también el nimero de células clonogénicas que se
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desarrollan in situ.

IV. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten

concluir:

1) Para pequefios esferoides puede predecirse el control
tumoral a partir de medidas celulares de fraccion de
sobrevida.

2) Cuando existe hipoxia debe considerarse, ademas de
su efecto sobre la radiosensitividad, la disminucién de
células clonogénicas in situ.

3) El método descripto es aplicable a otras lineas
celulares y también a ensayos clinicos.
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