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RESUMEN

Las curvas de supervivencia celular son parte fundamental y de gran importancia en
el desarrollo de la radioterapia, para su construccion y analisis varios investigadores
han propuesto diferentes teorias matematicas que permitan precisién de andlisis, asi
es como el método matematico utilizado durante los ultimos veinte afios para su
ajuste ha sido el modelo lineal cuadratico, a partir de resultados experimentales en
este se representan dos elementos esenciales en donde se presume ruptura de
cadenas de AND y muerte celular en dos posibilidades, la primera es que el dafio celular
sea irreparable y el segundo que se produzca un dafio reparable por la célula.

Con este modelo se han presentado algunos inconvenientes en pruebas in vitro,
cuando se quieren analizar dosis mas altas, varios autores de la materia han
planteado nuevos ajustes que permitan llegar a estos parametros, que oscilan mas
alla de 6Gy, uno de los nuevos modelos que se plantean es el llamado linear
cuadrético cubico planteado por Joiner (Joiner & Kogerl, 2009) en donde se adiciona
un término a la ecuacion original, en este trabajo se modelan tres curvas de tumores
diferentes mama, cuello uterino y melanoma de experimentaciones in vitro de tres
trabajos realizados de manera independiente, con el fin de comparar el ajuste lineal
cuadratico y el ajuste lineal cuadratico cubico, los modelos fueron implementados en
el software MATLAB®, después de adecuar y adaptar los pardmetros correspondientes a
las ecuaciones; luego de su modelamiento se realiza un paralelo de las curvas para
determinar el modelo mejor de andlisis, identificando que el ajuste cubico presenta una
variacién importante respecto al cuadrético, sin embargo no en todas es de la misma
magnitud ya que puede depender de las caracteristicas propias de cada linea celular,
pero que permite un mejor ajuste a dosis mas altas de las registradas en el modelo
cuadratico, ademas de la importancia clinica que tienen estos modelos acercandose a la
realidad en in vitro en nuevas teorias en tratamientos hipofraccionados.

Palabras claves: Supervivencia, radio sensibilidad, ajuste, efectividad.



ABSTRACT

The curves of cellular survival are a fundamental part and of great importance in the
development of the radiotherapy, for his construction and analysis several
investigators have proposed different mathematical theories that allow precision of
analysis, this way it is like the mathematical method used during the last twenty years
for his adjustment has been the linear quadratic model, from experimental results in
this one two essential elements are represented where there is presumed break of
DNA chains and cellular death in two possibilities, the first one is that the cellular hurt
is irreparable and the second one that produces a repairable hurt to itself for the cell.

With this model they have presented some disadvantages in in vitro tests, when
higher doses want to be analyzed, several authors of the matter have raised new
adjustments that allow to come to these parameters, which range beyond 6Gy, one of
the new models who appear it is the so called quadratic cubic linear raised by Joiner
(Joiner & Kogerl, 2009) where a term is added to the original equation, in this work
there model themselves three curves of different tumors breast, uterine neck and
melanoma of in vitro experimentations of three works realized of an independent way,
in order to compare the linear quadratic adjustment and the linear quadratic cubic
adjustment, the models were implemented in the software MATLAB®, after adapting
and to adapt the parameters corresponding to the equations; after his modelling the
parallel one of the curves is realized to determine the best model of analysis,
identifying that the cubic adjustment presents an important variation with regard to the
gquadratic one, nevertheless not in all is of the same magnitude since it can depend on
the own characteristics of every cellular line, but that allows a better adjustment
higher doses of the registered ones in the quadratic model, besides the clinical
importance that these models have approaching the reality in in vitro in new theories
in treatments hypofractionated.

Keywords: Survival, radiosensitivity, adjustment, effectiveness.



INTRODUCCION

La radioterapia es el tratamiento terapéutico que emplea particulas u ondas de alta
energia como los rayos X, 0 rayos gamma, para destruir o producir dafio en las células
cancerosas. La radioterapia actla sobre el tumor destruyendo las células malignas y asi
impiden que crezcan y se proliferen. (Asociacion de oncologia radioterapia aragonesa).

Los estudios en radioterapia realizan cada vez mas esfuerzos, numerosas pruebas e
investigaciones para convertirse en un tratamiento altamente efectivo, en donde sus
efectos adversos sean minimos convirtiéndola asi en una de las primeras opciones de
tratamiento no quirdrgico de alta complejidad y evitando dafios colaterales en demas
6rganos. Su principal herramienta, es la radiobiologia que es la ciencia que estudia los
fendmenos que se producen en los seres vivos tras la absorcion de energia procedente
de las radiaciones ionizantes (Chacén JlI, 1998). En las experimentaciones hechas para
lograr determinar la relacion dosis - efecto se han realizado representaciones visuales
denominadas “curvas de sobrevida celular in vitro®, se trata de graficas en donde es
posible evidenciar la cantidad de colonias de células cultivadas que después de ser
sometidas a determinada radiacion sobreviven después de haber sido expuestas,
permiten la comparacion de diferentes efectos que presentan las células al realizar las
variaciones de la tasa de dosis de radiacion.

A lo largo de la historia autores en sus multiples investigaciones han desarrollado modelos
matematicos que logren realizar un ajuste y comprension de dichas curvas, (Astrahan,
2008 )(Park C, 2008) el modelo lineal cuadratico LQ ha sido durante muchos afios la
herramienta matematica de referencia para el analisis de las curvas de supervivencia
celular, pero en este andlisis a lo largo del tiempo y en las experimentaciones hechas por
otros investigadores también se ha evidenciado ciertas limitaciones. El modelo LQ
describe la respuesta celular a radiacion ionizante a bajas dosis de aproximadamente 5-
6Gy, sin embargo a dosis mas altas la respuesta de supervivencia de las células se
encuentra a menudo a parecerse mas a una relacion lineal (Iwato, 1999).

En este contexto algunos investigadores en el tema como Joiner & van der Kogel, Clint
Park, y Melvin Astrahan (entre otros), han desarrollado nuevos modelos experimentales
gue permitan un mejor y efectivo analisis de dosis mayores y que contribuyan con el
desarrollo de nuevos esquemas de dosis y fraccionamiento, el objetivo principal del
presente trabajo es realizar un acercamiento a uno de estos modelos de analisis (modelo
lineal cuadratico cubico) comparandolo con el modelo lineal cuadrético y lograr evidenciar
los cambios entre los ajustes, explorando asi nuevas teorias que contribuyan al
perfeccionamiento de tratamientos de hipofraccionamiento que consiste en la aplicacion
de mayores dosis de radiacion en menos sesiones logrando la mejor efectividad que los
tratamientos tradicionales.



1. ANTECEDENTES

La radiobiologia es la ciencia que se encarga del estudio e interaccion entre la radiaciéon y
los tejidos bioldgicos. Los modelos fisico-matematicos que se emplean en radiobiologia,
que han sido realizados y tienen por propdsito probar y medir la efectividad de los
distintos regimenes de radiacion. Diversos cientificos analizaron modelos teniendo como
herramienta la experimentacion y sobre un fundamento radiolégico, para emplearlas en
tratamientos de radiacion ionizante, las investigaciones relacionaron diversas
caracteristicas de importancia, entre los cuales se encontraron, la dosis por fraccién, la
dosis total, y el tiempo de tratamiento fundamental para lograr un mejor resultado
terapéutico.

Estos se basan en curvas experimentales, llamadas curvas isoefecto, que determinan la
relacion entre el efecto biolégico y la dosis total administrada. Mucho se ha discutido
sobre los modelos que proponen la célula como un objetivo Gnico o como un multi-objetivo
que puede interactuar directamente con la radiacion ionizante. Estos modelos de flujo en
el modelo cuadréatico lineal que intenta modelar matematicamente el comportamiento
experimental de las curvas de supervivencia celular (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014)

Estas llamados curvas muestran la relacion entre la dosis total, dosis por fraccion tiempo
total de tratamiento, y la influencia de la transferencia lineal de energia de la radiacion
ionizante (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014).

1.1 Modelos Fisico-Matematicos en Radiobiologia.

Una variedad de estudios y modelos radiobiolégicas se desarrollaron durante las primeras
décadas del siglo 20. Estos sirven como base para la investigacién sobre el tratamiento
del cancer con radiaciones ionizantes (radioterapia). Se presentan los parametros que la
respuesta celular modelo en interaccion con la radiacion ionizante. Los modelos empiricos
se basan en curvas experimentales, llamadas curvas isoefecto, que determinan la relacion
entre el efecto bioldgico y la dosis total administrada, después se proponen los modelos
gue expresan la célula como un objetivo Gnico o como una multidiana que pueden
interactuar directamente con la radiacion ionizante. Estos modelos de flujo en el modelo
cuadratico lineal que intenta modelar matematicamente el comportamiento experimental
de las curvas de supervivencia celular. (Garzoén, Plazas, & Salazar, 2014)

1.1.2 Primeras teorias relacion isoefecto.

En 1944 Strandqvist desarrollé6 un nuevo enfoque cientifico de los efectos de la radiacion
ionizante, la introduccion de la curva isoefecto (dosis-isoefecto) que representa el modo
que la dosis total de un tratamiento fraccionado se cambia, dependiendo el tiempo de
tratamiento total para producir un isoefecto equivalente. Este modelo se basa en el hecho



de que "la dosis total en el tiempo total determina los efectos, independiente de
racionamiento (Garzén, Plazas, & Salazar, 2014)

Figura 1 Curvas de Strandqvist en el papel de registro. La pendiente de la curva de 0,22 es el
mismo para la dosis tumoricidad de células escamosas para diversos grados de reacciones de la
piel (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014).

Total Dose (rad)
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Singke Dose Tatal time in days after the first iradiation

Strandqvist lleva a cabo medidas experimentales para el control de los efectos del cancer
en la piel. Se obtiene asi una familia de curvas (Figura 2), donde una regién éptima se
puede encontrar que favorece la curacién del tumor con complicaciones minimas
(Garzon, Plazas, & Salazar, 2014)

Esto se expresd como: D =kri» (1.1)

Donde D es la dosis total, T es el tiempo de tratamiento, p es una potencia inferior a 1 (por
determinar), y k es la constante de proporcionalidad. El exponente de T, equivalente a la
pendiente de las curvas Strandqvist, representa el valor medio de las capacidades de
reparacion y recuperacion de tejidos normales o tumorales. Strangvist demuestra la
relacion entre la dosis y el tiempo de tratamiento total requerido para producir cierto efecto
biolégico. (Garzoén, Plazas, & Salazar, 2014)

Cohen analiza y se compara los datos de respuesta de los tejidos normales, tales como la
piel con recurrencias de cancer de piel, y sugirid, en este caso especifico, que la
pendiente de la curva de isoefecto para la piel fue 0,33 en tejidos normales y 0,22 en los
tejidos tumorales. Esto dio a la relacion entre la dosis de tolerancia y tiempo total de
tratamiento (Garzén, Plazas, & Salazar, 2014)



En 1967, Ellis propuso una expresion matematica que relaciona la dosis total, el tiempo de
duracién de tratamiento y el nimero de fracciones usadas en el régimen de dosis total, la
cual denomino dosis nominal estandar ( NSD).

Esto fue usado por Ellis sustituir el término T%? por n” en la primera expresién encima,
donde la n es el numero de fracciones. Ellis usa un esquema estandar de 30 fracciones
de 2 Gy que administré mas de 40 dias, le permitié encontrar el valor del exponente del
numero de fracciones, usando la siguiente relacion:

402=30p = p=0,24 (1.2)

Expresada en:
D=kn%#*T%M (1.3)

La constante de k de proporcionalidad es ajustada a un esquema de tratamiento,
asignandolo el nombre NSD, y cuya interpretacion fisica facilita la comparacién de
tratamientos con esquemas de fraccionamiento diferentes, indicando el efecto biolégico,
las dimensiones de este constante incluyen la dosis y el tiempo, y la unidad propuesta es
la RAT (la terapia de radiacién equivalente) la expresién se convierte en:

D= (NSD) n®#T1%™ (1.4)

NSD se utiliza para calcular la tolerancia del tejido normal en la region del tumor, y
representa la tolerancia de tejido conjuntivo normal, que se da en 1800 rad. (Garzon,
Plazas, & Salazar, 2014).

En 1972 Orton y Ellis introdujeron el factor de fraccionamiento de dosis de tiempo
(TDF),este modelo relaciona el efecto de dos esquemas terapéuticos que usan el valor de
TDF donde los efectos son los mismos, si el valor de TDF es el mismo para ambos
esquemas. El valor de TDF obtenido por Orton y Ellis es calculado como una funcién de
tiempo y fraccionamiento. Su expresion matematica es lo siguiente:

TDF=n.d"%%® x-%1° 107® (1.5)

Donde la n es el numero total de fracciones, la d es la dosis por fraccion, y x es el
coeficiente de proporcionalidad que relaciona los dias de la semana con el nimero de
sesiones por semana. La ventaja de este modelo es el comportamiento lineal del TDF en
lo que concierne a la n, asi relacionando protocolos de tratamiento diferentes. Ademas,
este modelo es aplicado facilmente en la practica clinica y relaciona las variables
fundamentales de un tratamiento de radioterapia: dosis, tiempo y nimero de fracciones.
Sin embargo, este modelo tiene algunas desventajas, como su gama corta de
aplicabilidad sobre tejidos diferentes. Los modelos ya mencionados han sido substituidos
por aquellos deducidos de las ecuaciones de supervivencia de célula, incluyendo el
modelo Lineal Cuadrético. (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014)



1.2 Modelos basados en Curvas de Supervivencia de Celular e Iso-efecto.

La interpretacion de los efectos de radiacion sobre tejidos sanos y tumorales esta
fundamentada segun el efecto causado por las células que componen estos tejidos. Las
células de supervivencia son aquellos que realizan sus actividades reproductivas, con sus
funciones, después de la irradiacion. La muerte de célula ocurre cuando la célula deja de
realizar su funcién en las células diferenciadas, y cesa sus actividades reproductivas en
células indiferenciadas.(Garzo6n, Plazas, & Salazar, 2014)

Los métodos empleados en la determinacion de las curvas de supervivencia de células
expuestas a la radiacion se agrupan en dos categorias: in-vitro y ex-vivo estos métodos
se basan en la capacidad de algunas células para sobrevivir y reproducirse en un medio
de cultivo mientras que en ex-vivo métodos se basan en el recuento de células en ciertos
organos después de ser irradiados. (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014)

Una curva de supervivencia se presenta en forma semi-algoritmico (ver Figura 2), con el
valor de la dosis real en el eje x, y el logaritmo natural de la fraccion de supervivencia en
el eje y. De acuerdo con los datos adquiridos empiricamente, interpolaciones y
extrapolaciones se han generado con el fin de obtener curvas de supervivencia celular.

Estos procedimientos matematicos, junto con sus supuestos teoricos, se origind una serie
de modelos de curva sur-supervivencia, tales como:

e Teoria de blancos.
e Modelo de dos componentes.
e Modelo Lineal Cuadréatico.

Figura 1 Curva original de la fraccién de la dosis de radiacion para la supervivencia de las
células de mamifero (HeLa) (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014)
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1.2.1 Teoria de blancos

En este modelo cada célula posee un solo blanco y muere con un solo impacto,
matematicamente, el nimero de objetivos dN inactivados por una pequefia dosis dD es
proporcional al nimero de objetivos la N y a la dosis dD. Por lo tanto:

dN o« Nd = N=— NdD/ Do (L.6)

Cuando D, es una constante que corresponde al valor de la dosis que permite el 37% de
la supervivencia celular y el signo menos indica la muerte celular. El valor Dy caracteriza a
la sensibilidad intrinseca de una poblacién de células. Esto significa que el menor es la
dosis que reduce la poblacion celular original a su 37%, mayor sera la sensibilidad a la
radiacion. En la integracion se obtiene:

N=Ng e_D/DO 2.7

Donde Ng es el nimero inicial de células y N es el nimero de células que sobreviven a
una dosis de radiacion. Teniendo en cuenta la célula como un Unico objetivo, la
supervivencia de una poblacion de células esta representado por la supervivencia S, y se
expresa como:

S=N/N,=e ~®Py) = InS=- (D/Do) (1.8)

Cuando el valor D, puede ser interpretada como la dosis media para una relaciéon de un
golpe por cada blanco. (Garzén, Plazas,& Salazar, 2014)

1.2.2 Teoria de Blancos multiples — Impacto uUnico.

En este modelo, la célula se considera que tiene mdultiples objetivos, y la inactivacion de
todos ellos es necesaria en otros para lograr la muerte celular. Cada objetivo se inactiva
por un solo golpe. De acuerdo con la interpretacion anterior, y de acuerdo con la
deduccion légica, la ecuacion de supervivencia para este modelo es:

S=1(1-e"®PN " 5 nS=In(1-(1-e"®PN") (1.9)

Donde S es la fraccién de supervivencia, D la dosis total, Do es una constante que
corresponde a la dosis promedio de un golpe por objetivo, por lo tanto, el mantenimiento
de la interpretacion del modelo anterior, y n es el nimero de objetivos de la célula.
(Garzon, Plazas, & Salazar, 2014).

La curva de supervivencia obtenida para este modelo tiene una pendiente inicial igual a
cero, lo que hace que sea imposible modelar correctamente el comportamiento de la
mayoria de células de mamiferos, ya que, empiricamente, las curvas de supervivencia en
general, muestran una pendiente negativa inicial. Sin embargo, a medida que aumenta la
dosis, el comportamiento obtenido corresponde a las curvas de supervivencia empiricos.
(Garzén,Plazas,& Salazar, 2014)



1.2.3 Modelo Lineal cuadratico.

El modelo lineal cuadratico es una formulacion matematica que utiliza un polinomio de
segundo grado y supone que cada célula estd muerta debido a la inactivacion de los dos
0 mas objetivos es el mas aceptado desde los ultimos afios. Este modelo presupone que
la célula muere como consecuencia de dos posibilidades: 1) que el dafio celular sea
irreparable y 2) que se produzca un dafio reparable por la célula. En funcion de ello, la
curva de supervivencia viene determinada por dos componentes; uno linealmente
proporcional a la dosis de radiacion, relacionado con el dafio irreparable (dafio letal), y
otro proporcional al cuadrado de la dosis relacionado con el dafio reparable (dafio
subletal) (Preston, 2005)

Segun este modelo, la fraccion superviviente es igual a:

SF = exp =@ *#P2

donde aD es el término lineal, proporcional a la dosis, y D2 el término cuadratico,
proporcional al cuadrado de la dosis; por esto el modelo recibe el nombre de lineal-
cuadrético. Cuando el término lineal iguala al cuadréatico, es decir, cuando la proporcion
de dafios reparable e irreparable se iguala, el modelo puede expresarse como sigue:

oD =pD2 -~ a/f=D2/D=D

es decir, que el cociente a/f (también llamado cociente de efectividad) es igual al valor de
la dosis a la que los dafios reparable e irreparable se hacen iguales. Una gréfica muy
incurvada tendra un pequefio a/f, mientras que una grafica aplanada lo tendra grande.
(Sendra Portero, 2002)

El modelo de supervivencia celular lineal cuadratico presenta las ventajas de una relativa
simplicidad matematica y un buen ajuste a los datos observados en el rango de 2 Gy a 8
Gy. El esquema clasico de fraccionamiento viene a ser 2 Gyl/fracciobn una vez al dia
durante unas 30 fracciones, lo que se conoce como fraccionamiento convencional. El
problema del fraccionamiento convencional es la repoblacién celular, especialmente en
tumores con tiempo de duplicacién elevado. En este sentido el hipofraccionamiento
acelerado (varias dosis diarias de < 2 Gy) presenta una potencial ventaja biolégica, pero a
costa de incrementar la toxicidad aguda, lo que obliga a interrumpir el tratamiento y, por
tanto perder dicha ventaja) (Asociacién de oncologia radioterapia, 2015)

El modelo lineal cuadratico LQ es un instrumento Gtil para intercomparar fraccionamientos
convencionales; esto no coincide con lo que es observado experimentalmente en muchos
estudios de supervivencia celular clonogenica en la alta dosis relaciones de respuesta de
dosis en el que de radiacibn mas estrechamente se acerca sobre una linea directa
(Astrahan, 2008 )



Figura 2 Representacion de una curva de supervivencia in vitro mediante una escala lineal o una
escala semilogaritmica En la curva de la izquierda se ha representado la supervivencia en escala lineal.
A la derecha los mismos datos se han representado en una escala semilogaritmica. Se observa que, en
la derecha, a dosis altas, el trazo de la supervivencia puede estudiarse con mas detalle que en la
representacion lineal, en la que el trazo de la funcién se hace asintético. Ademas, el grado de
radiosensibilidad a bajas dosis se puede observar en el tamafio del hombro de la curva de
supervivencia en escala semilogaritmica. (Balart, 2001)
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1.3 ALTERNATIVAS DE NUEVOS MODELOS

El modelo de LQ describe la respuesta celular a la radiacién de ionizacion sumamente
bien en dosis menos que aproximadamente 5-6Gy y es el modelo preferido para usar en
esta gama de dosis. Sin embargo, en dosis mas altas la respuesta de supervivencia de
células a menudo es encontrada para mas estrechamente parecerse a una relacion lineal
entre In (S) y la dosis, como se ha descrito por los modelos basados en la teoria objetivo
(Joiner & Kogerl, 2009).

La sobre prediccién de la potencia y la toxicidad de radioterapia de ablativo de dosis alta
como la radioterapia corporal extereotaxica (SBRT) por el lineal cuadratico (LQ) el modelo
condujo a la vacilacién de muchos clinicos a adoptar esta opcién eficaz y bien tolerada
terapéutica (Park C, 2008)

1.3.1 Modelo Lineal cuadrético cubico

Un modo simple de ajustar el modelo de LQ para representar la respuesta mas lineal en
dosis mas altas es de afiadir un término adicional proporcional al cubo de la dosis, pero
en frente en el signo a los términos lineales y cuadraticos. Esto es llamado el lineal
cuadratico cubico, o0 modelo LQ-C.



Una manera simple de ajustar el modelo LQ en su respuesta lineal en mayores dosis, es
agregar un término adicional proporcional al cubo de la dosis, pero de signo opuesto a los
términos lineales y cuadraticas (Iwato, 1999)

1.3.2 Curva de supervivencia celular (USC)

El objetivo de este estudio era ofrecer un método alternativo de analizar el efecto de
SBRT por construyendo una curva de supervivencia universal (USC) que proporciona la
aproximacion superior de las curvas de supervivencia experimentalmente moderadas en
el ablativo, la gama de dosis alta sin perder las fuerzas del modelo de LQ alrededor del
hombro (Park C, 2008)

El USC fue construido por la hibridacién dos modelos radiobioldgicos clasicos: el modelo
de LQ y el modelo multiobjetivo. Asumiendo que el modelo LQ da una buena descripciéon
para la radioterapia fraccionada de manera convencional (CFRT). Para dosis de ablativo
mas alla del hombro la curva de supervivencia mejor descrita como una linea recta, como
se predice en el modelo multiobjetivo (Park C, 2008)

El USC suavemente interpola de una parabola predicha por el modelo de LQ a la asintota
terminal del modelo multiobjetivo en la regién de dosis alta del modelo USC encontradas
en dos funciones de equivalencia, la dosis biol6gicamente eficaz y la dosis de equivalente
de fraccion sola tanto para CFRT como para SBRT. El modelo de USC puede ser usado
sacar relaciones iso-efecto (funciones de dosis equivalentes) de alguno arbitrariamente
fraccionaron RT. Para SBRT, un concepto nuevo de la dosis de equivalente de fraccion
sola (SFED) puede servir como un modo alternativo y mas intuitivo de comparar
esquemas de fraccionamiento de dosis diferentes. Se define SFED como la dosis
entregada en una fraccién sola que tendria el mismo efecto biol6gico que el esquema de
fraccionamiento de dosis en cuestién. Para una dosis total la D dada en fracciones de n,
cada fraccion con la dosis, la d, SFED es determinada por la interseccion de la curva de
supervivencia de fraccidon sola y la linea horizontal isoefecto que cruza la curva de
supervivencia eficaz (Park C, 2008).

Figura 2 La curva de supervivencia universal (USC) y la transicion entre la dosis se extiende en
el cual lineal cuadratico (LQ) el modelo es vélido y la gama de dosis en la cual el modelo
multiobjetivo es valido. Debajo de la transicién medican DT, USC la curva es idéntico con la curva
de modelo de LQ y encima de DT, USC la curva es idéntico con la parte terminal lineal de curva
multiobjetivo modelado (Park C, 2008)
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1.3.3 Propuesta Astrahan. (LQ-L)

Recientes avances tecnoldgicos permiten a la radioterapia ser entregados en una manera
sumamente conforme a objetivos localizados casi en todas partes en el cuerpo. Esta
capacidad ha renovado el interés clinico a hipofraccionamiento en el que el tumor es
entregado unas fracciones de dosis muy grande por fraccion. El extrapolar la experiencia
clinica de regimenes convencionales a las fracciones de alta dosis es importante para el
disefio hipofraccionamiento de tratamientos. (Astrahan, 2008 ).

La intercomparacion de fraccionamientos convencionales con regimenes de
hipofraccionamiento puede beneficiarse de los célculos de (BED) dosis biolégicamente
efectiva, que en cambio usan una dosis recorren independiente lineal cuadrético-lineal la
LQ-L la formulacion que mejor encaja los datos experimentales a través de una mas
amplia gama de dosis. (Astrahan, 2008 ).

Las implicaciones dosimétricas de LQ-L son exploradas usando un modelo simple que
requiere solo la especificacion de una dosis DT en el cual las transiciones de curva de LQ
a la linealidad final y la célula logren aniquilar por Gy en la parte final lineal de la curva de
supervivencia en la alta dosis. Lo muestran que la tangente de linea a la curva de LQ en
la transicion médica DT a menudo puede ser usada acercarse sobre la cuesta final de la
curva de respuesta de dosis (Astrahan, 2008 ).

Las limitaciones de la formulaciéon LQ son que no es compatible con algunos ejemplos de
supervivencia de célula clonogenicas y que esta incorrectamente modelada, la
disminucién experimentalmente observada exponencial de supervivencia de célula con la
dosis en la alta dosis (Astrahan, 2008 )

La prueba de una curva lineal cuadratica lineal a los datos experimentales dosis-
respuesta es una solucién simple a este problema. Los modelos de LQ-L probablemente
encontrardn su utilidad mayor clinica intercomparando regimenes convencionales e
hipofraccionamiento para aquellas reacciones que exponen la respuesta de dosis de LQ-L
y son de bajo a/ B porque la transicion a la linealidad final bien podria caerse en algun
sitio dentro de la gama de las dosis que podrian ser consideradas para
hipofraccionamiento (Astrahan, 2008 )

La formulacion de LQ-L propuesta, puede caber una amplia variedad de datos de
respuesta de dosis sobre una muy amplia gama de dosis que cede una dosis recorre la
aproximacién independiente para a/ B, que, a su turno, permite la (BED) pueda ser
intercomparado sobre una amplia gama de dosis (Astrahan, 2008 ).



11

Figura 3 Demostracion de ilustracién de principio como a/ B las diferencias podrian ser
explotadas si el bajo o/ B la respuesta expone el comportamiento de LQ-LY DT 2 a/ B Gy

(Astrahan, 2008 )
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1.4 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.4.1 Objetivo General

Analizar curvas de sobrevivencia celular realizando una comparacién de los ajustes lineal
cuadratico y cubico para determinar la efectividad de su analisis.

1.4.2 Objetivos Especificos

= Implementar los ajustes matematicos, lineal cuadrético, y cubico en tres muestras
diferentes de cultivo celular en Matlab.

= Realizar una comparacion y analisis de las curvas resultantes entre los métodos
cuadratico, y cubico.

= Determinar y validar el modelo mas efectivo de analisis en supervivencia celular,
segun los modelos planteados.
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2. MARCO TEORICO

Los fenémenos fisicos que se presentan en la interaccion de la radiacion con los d&tomos
que constituyen las células generan excitacion o ionizacibn que desestabilizan la
estructura normal de las moléculas que se encuentran en el mismo. Un electrén de alta
energia se demora alrededor de 10-18s para atravesar una molécula de acido
desoxirribonucleico ADN, generando rupturas en una o ambas de sus hélices (Garzon,
Plazas, & Salazar, 2014)

El citoplasma estd compuesto principalmente de agua, éstas son las moléculas que se
ven afectadas principalmente por la radiacion. Ellos reaccionan quimicamente dentro de la
célula entre si y con otros constituyentes celulares, la produccion de radicales libres
altamente reactivos que se afiaden al ADN, alterando su constitucién quimica. Casi todos
los procesos que tienen lugar en las células requieren enzimas que actian como
catalizadores para acelerar estos procesos y para encontrar el equilibrio. Por ello se
espera que sean reparados con éxito muchas de las lesiones producidas por
radiaciones. Pero dependiendo del grado de complejidad, la lesion puede conducir a la
muerte celular o intervenir seriamente en el ciclo de division celular mitotico. En estos
procesos bioldgicos, el ADN busca la reparacion y la célula en su totalidad busca volver a
la funcion normal (Garzon, Plazas, & Salazar, 2014).

2.1BIOLOGIA Y RADIACION

Estudios experimentales y tedricos en la biologia de radiacién contribuye al desarrollo de
radioterapia en tres niveles diferentes, moviendo a su turno de la mayor parte de general
al mas especifico: (Joiner & Kogerl, 2009)

e Ideas - el suministro de una base conceptual para la radioterapia, la identificacion
de mecanismos y procesos que son la base de la respuesta de tumores y tejidos
normales a la irradiacion y que ayudan a explicar fendmenos observados. Los
ejemplos son el conocimiento sobre la hipoxia, la nueva oxigenacion, la
repoblacién de célula de tumor o los mecanismos de reparacion de dafio de ADN.
(Joiner & Kogerl, 2009)

e Estrategia de tratamiento - desarrollo de nuevos accesos especificos en
radioterapia. Los ejemplos son la célula hipoxia sensible, agente apuntado, la
transferencia de energia la radioterapia (LET), la radioterapia acelerada y el
hiperfraccionamiento. (Joiner & Kogerl, 2009)

e Protocolos - consejo sobre la opcion de listas para radioterapia clinica. Por
ejemplo, formulas de conversion para cambios de fraccionamiento o tarifa de
dosis, o consejo sobre si hay que usar quimioterapia simultaneamente o
secuencialmente con radiacion. También podemos incluir bajo estos métodos de
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titulo para predecir el mejor tratamiento para el paciente individual (la radioterapia
individualizada). (Joiner & Kogerl, 2009)

Hay sin duda que la radiobiologia ha sido muy fructuosa en la generacion de nuevas ideas
y en la identificacion de mecanismos potencialmente explotables. Una variedad de nuevas
estrategias de tratamiento ha sido producida, pero lamentablemente, pocos de estos
hasta ahora han conducido a beneficios demostrables clinicos (Iwato, 1999)

Con respecto a tercio de los niveles catalogados encima, las férmulas mas recientes de
conversion basadas en el lineal cuadratica (LQ) la ecuacién parecen ser acertadas. Sin
embargo, mas allda de esto, la capacidad de ciencia de laboratorio para dirigir la
radioterapia en la opcion de protocolos especificos es limitada por la insuficiencia de los
modelos tedricos y experimentales: siempre serd necesario confiar en ensayos clinicos
para la opcién final de un protocolo (Fontes Neto F, 2010).

2.2 CELULA.

La célula es una unidad minima de un organismo capaz de actuar de manera auténoma.
Todos los organismos vivos estan formados por células, y en general se acepta que
ningun organismo es un ser vivo si no consta al menos de una célula. Las células de los
tejidos animales suelen ser compactas, entre 10 y 20 um de diametro y con una
membrana superficial deformable y casi siempre muy plegada. (La célula, 2016)

En el interior de las células tienen lugar numerosas reacciones quimicas que les permiten
crecer, producir energia y eliminar residuos. El conjunto de estas reacciones se
llama metabolismo (término que proviene de una palabra griega que significa cambio) (La
célula, 2016)

Todas las células contienen informacion hereditaria codificada en moléculas de &cido
desoxirribonucleico (ADN); esta informacion dirige la actividad de la célula y asegura la
reproduccidn y el paso de los caracteres a la descendencia (La célula, 2016)

2.2.1 Composicién guimica.

En los organismos vivos no hay nada que contradiga las leyes de la quimica y la fisica. La
quimica de los seres vivos, objeto de estudio de la bioquimica, estd dominada por
compuestos de carbono y se caracteriza por reacciones acaecidas en solucién acuosa y
en un intervalo de temperaturas pequefo. La quimica de los organismos vivientes es muy
compleja, méas que la de cualquier otro sistema quimico conocido. Estd dominada y
coordinada por polimeros de gran tamafio, moléculas formadas por encadenamiento de
subunidades quimicas; las propiedades Unicas de estos compuestos permiten a células y
organismos crecer y reproducirse. Los tipos principales de macromoléculas son
las proteinas, formadas por cadenas lineales de aminoacidos; los acidos nucleicos, ADN y
ARN, formados por bases nucleotidicas, y los polisacéridos, formados por subunidades de
azucares. Las células eucariéticas, que forman todos los demas organismos vivos,
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incluidos protozoos, plantas, hongos y animales, son mucho mayores (entre 10 y 50 pm
de longitud) y tienen el material genético envuelto por una membrana que forma un
organo esférico conspicuo llamado nucleo. De hecho, el término eucariético deriva del
griego ‘nucleo verdadero’, mientras que procariético significa ‘antes del nucleo’ (La célula,
2016).

2.2.2 Partes de la célula.
El ndcleo.

El érgano mas conspicuo en casi todas las células animales y vegetales es el nlcleo; esta
rodeado de forma caracteristica por una membrana, es esférico y mide unas 5 um de
diametro. Dentro del ndcleo, las moléculas de ADN y proteinas estan organizadas
en cromosomas que suelen aparecer dispuestos en pares idénticos. Los cromosomas
estan muy retorcidos y enmarafiados y es dificil identificarlos por separado. Pero justo
antes de que la célula se divida, se condensan y adquieren grosor suficiente para ser
detectables como estructuras independientes. EI ADN del interior de cada cromosoma es
una molécula Unica muy larga y arrollada que contiene secuencias lineales de genes.
Estos encierran a su vez instrucciones codificadas para la construccion de las moléculas
de proteinas y ARN necesarias para producir una copia funcional de la célula. (La célula,
2016)

El nlcleo esta rodeado por una membrana doble, y la interaccion con el resto de la célula
(es decir, con el citoplasma) tiene lugar a través de unos orificios llamados poros
nucleares. El nucléolo es una regién especial en la que se sintetizan particulas que
contienen ARN y proteina que migran al citoplasma a través de los poros nucleares y a
continuacién se modifican para transformarse en ribosomas. El ndcleo controla
la sintesis de proteinas en el citoplasma enviando mensajeros moleculares. EI ARN
mensajero (ARNm) se sintetiza de acuerdo con las instrucciones contenidas en el ADN y
abandona el ndcleo a través de los poros. Una vez en el citoplasma, el ARNm se acopla a
los ribosomas y codifica la estructura primaria de una proteina especifica (La célula,
2016).

Citoplasma y citosol.

El citoplasma comprende todo elvolumende la célula, salvo el ndcleo. Engloba
numerosas estructuras especializadas y organulos, como se describird mas adelante. La
solucién acuosa concentrada en la que estan suspendidos los organulos se llama citosol.
Es un gel de base acuosa que contiene gran cantidad de moléculas grandes y pequefias,
y en la mayor parte de las células es, con diferencia, el compartimiento mas voluminoso
(en las bacterias es el Unico compartimiento intracelular). En el citosol se producen
muchas de las funciones mas importantes de mantenimiento celular, como las primeras
etapas de descomposicion de moléculas nutritivas y la sintesis de muchas de las grandes
moléculas que constituyen la célula (La célula, 2016)
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Aunque muchas moléculas del citosol se encuentran en estado de solucién verdadera y
se desplazan con rapidez de un lugar a otro por difusion libre, otras estdn ordenadas de
forma rigurosa. Estas estructuras ordenadas confieren al citosol una organizacion interna
gque actia como marco para la fabricacion y descomposicién de grandes moléculas y
canaliza muchas de las reacciones quimicas celulares a lo largo de vias restringidas (La
célula, 2016).

Cito esqueleto.

El cito esqueleto es una red de filamentos proteicos del citosol que ocupa el interior de
todas las células animales y vegetales. Adquiere una relevancia especial en las animales,
que carecen de pared celular rigida, pues el cito esqueleto mantiene la estructura y la
forma de la célula. Actia como bastidor para la organizacion de la célula y la fijacion de
organulos y enzimas. También es responsable de muchos de los movimientos celulares
(La célula, 2016)

Los espermatozoides nadan con ayuda de flagelos, por ejemplo, y las células que revisten
el intestino y otros conductos del cuerpo de los vertebrados tienen en la superficie
numerosos cilios que impulsan liquidos y particulas en una direccién determinada. Se
encuentran grandes haces de filamentos de actina en las células musculares donde, junto
con una proteina llamada miosina, generan contracciones poderosas (La célula, 2016)

Los movimientos asociados con la division celular dependen en animales y plantas de los
filamentos de actina y los micro tdbulos, que distribuyen los cromosomas y otros
componentes celulares entre las dos células hijas en fase de segregacion. Las células
animales y vegetales realizan muchos otros movimientos para adquirir una forma
determinada o para conservar su compleja estructura interna (La célula, 2016)

Mitocondrias y cloroplastos.

Las mitocondrias son uno de los organulos mas conspicuos del citoplasma y se
encuentran en casi todas las células eucaridticas. Observadas al microscopio, presentan
una estructura caracteristica: la mitocondria tiene forma alargada u oval de varias micras
de longitud y esta envuelta por dos membranas distintas, una externa y otra interna, muy
replegada (La célula, 2016).

Las mitocondrias son los organulos productores de energia. La célula necesita energia
para crecer y multiplicarse, y las mitocondrias aportan casi toda esta energia realizando
las Ultimas etapas de la descomposicién de las moléculas de los alimentos.

Estas etapas finales consisten en el consumo de oxigeno y la produccion de dioxido de
carbono, proceso llamado respiracion, por su similitud con la respiracién pulmonar. Sin
mitocondrias, los animales y hongos no serian capaces de utilizar oxigeno para extraer
toda la energia de los alimentos y mantener con ella el crecimiento y la capacidad de
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reproducirse. Los organismos llamados anaerobios viven en medios sin oxigeno, y todos
ellos carecen de mitocondrias (La célula, 2016)

Membranas internas.

Nucleos, mitocondrias y cloroplastos no son los Unicos organulos internos de las células
eucarioticas delimitados por membranas. El citoplasma contiene también muchos otros
organulos envueltos por una membrana Unica que desempefan funciones diversas. Casi
todas guardan relacion con la introduccién de materias primas y la expulsién de
sustancias elaboradas y productos de desecho por parte de la célula. Por ello, en las
células especializadas en la secrecion de proteinas, por ejemplo, determinados organulos
estan muy atrofiados; en cambio, los organulos son muy numerosos en las células de los
vertebrados superiores especializadas en capturar y digerir los virus y bacterias que
invaden el organismo (La célula, 2016)

La mayor parte de los componentes de la membrana celular se forman en
una red tridimensional irregular de espacios rodeada a su vez por una membrana y
llamada reticulo endoplasmético (RE), en el cual se forman también los materiales que
son expulsados por la célula. El aparato de Golgi esta formado por pilas de sacos
aplanados envueltos en membrana; este aparato recibe las moléculas formadas en el
reticulo endoplasmico, las transforma vy las dirige hacia distintos lugares de la célula (La
célula, 2016)

Los lisosomas son pequefios organulos de forma irregular que contienen reservas de
enzimas necesarias para la digestion celular de numerosas moléculas indeseables. Los
peroxisomas son vesiculas pequefias envueltas en membrana que proporcionan un
sustrato delimitado para reacciones en las cuales se genera y degrada peréxido
de hidrégeno, un compuesto reactivo que puede ser peligroso para la célula. Las
membranas forman muchas otras vesiculas pequefias encargadas de transportar
materiales entre organulos. En una célula animal tipica, los organulos limitados por
membrana pueden ocupar hasta la mitad del volumen celular total (La célula, 2016).

2.2.3 Ciclo celular.

El ciclo celular (también llamado ciclo de division celular) es una secuencia de sucesos
que conducen primeramente al crecimiento de la célula y posteriormente a la divisién en
células hijas. El ciclo celular se inicia en el instante en que aparece una nueva célula,
descendiente de otra que se ha dividido, y termina en el momento en que dicha célula, por
divisién subsiguiente, origina nuevas células hijas. (Ciclo, 2016).

El ciclo celular es la base para la reproduccién de los organismos. Su funcién no es
solamente originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en forma
debida y con laregulacion adecuada (con controles internos para evitar la posible
creacion de células con multiples errores) (Ciclo, 2016).
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La creacidbn de nuevas células permite al organismo mantenerse en un constante
equilibrio, previniendo asi aquellos desdrdenes que puedan perjudicar su salud
(enfermedades congénitas, cancer, etc.). Los controles internos en la célula son
ejecutados por proteinas que no permiten que se presenten situaciones desastrosas
(enfermedades) para un ser vivo. Las células que no entrardn en divisibn no se
consideran que estén en el ciclo celular. (Ciclo, 2016)

En rigor, el ciclo celular (la secuencia de sucesos) comprende dos periodos bien nitidos:
ainterface (etapas G 1— S y G , y ladivision celular (etapa M). Esta ultima tiene lugar
por mitosis o meiosis (Ciclo, 2016)

La interface es el periodo comprendido entre divisiones celulares. Es la fase mas larga del
ciclo celular, ocupando casi el 95 por ciento del ciclo, trascurre entre dos mitosis y como
ya vinos se divide en tres sub etapas: G ;, Sy G , (Ciclo, 2016)

El estado o etapa G ;, del inglés Growth o Gap ; (Intervalo 1), es la primera fase del ciclo
celular, en la que existe crecimiento celular con sintesis de proteinasy de ARN. Es el
periodo que trascurre entre el fin de una mitosis y el inicio de la sintesis de ADN. Tiene
una duracién de entre 6 y 12 horas, y durante este tiempo la célula duplica su tamafio y
masa debido a la continua sintesis de todos sus componentes, como resultado de la
expresion de los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo particular
(Ciclo, 2016).

Figura 4 La divisiéon celular, constituida por la mitosis (division del nicleo) y la
citocinesis (division del citoplasma), ocurren después de completarse las tres fases
preparatorias que constituyen la interface (Ciclo, 2016)
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El estado o etapa S (del inglés Synthesis) representa "Sintesis". Es la segunda fase del
ciclo, en la que se produce lareplicacion o sintesis del ADN, como resultado
cada cromosoma se duplica y queda formado por dos cromatidas idénticas. Con la
duplicacion del ADN, el nucleo contiene el doble de proteinas nucleares y de ADN que al
principio. Tiene una duracion de unos 6-8 horas (Ciclo, 2016).

El estado o etapa G ,del inglés Growth o Gap , (Intervalo 2), es el tiempo que transcurre
entre la fase S y el inicio de la mitosis (la célula se prepara para mitosis). Tiene una
duracion entre 3 y 4 horas. Termina cuando la cromatina empieza a condensarse al inicio
de la mitosis (Ciclo, 2016).

El estado o etapa M representa “la fase M”, e incluye la mitosis o reparto de material
genético nuclear (donde se divide la cromatina duplicada de modo tal que cada célula hija
obtenga una copia del material genético o sea un cromosoma de cada tipo) y
la citocinesis (divisién del citoplasma). Si el ciclo completo durara 24 horas, la fase M
duraria alrededor de media hora (30 minutos). El final de la mitosis da cabida a un nuevo
ciclo en G ;0 puede que la célula entre en fase G yque corresponde a un estado de
reposo especial caracteristico de algunas células, en el cual puede permanecer por dias,
meses y a veces afos. Las células que se encuentran en el ciclo celular se
denominan proliferantesy las que se encuentran en fase G, se llaman células
guiescentes. Aqui es importante recordar que todas las células se originan Unicamente de
otra existente con anterioridad. Como todo proceso organico, el ciclo celular esta sujeto a
regulacion. Esta es realizada en sitios especificos llamados puntos de control o de
chequeo, que pueden frenar o disparar diversos procesos que le permitan a la célula
proseguir con su ciclo normal de replicacién del material genético, crecimiento y division.
La funcion de la regulacion, basicamente es realizada por proteinas especificas conocidas
como cinasas (kdc) y ciclinas (ciclinas A 6 B) (Ciclo, 2016).

Las células frente al ciclo.

Hay células que se encuentran permanentemente en el ciclo, como las epiteliales; otras
estan permanentemente fuera del ciclo, como las neuronas, y otras estan fuera del ciclo,
pero bajo un estimulo adecuado pueden volver a dividirse, como es el caso de las células
hepaticas (Ciclo, 2016).

2.3 RADIOSENSIBILIDAD.

Puesto que la respuesta a la radiacién de los tejidos parece tener una componente
genética importante, puede suponerse que la radio sensibilidad de las células en cultivo
reflejara la expresion genética del individuo del que proceden. Asi, si existen diferencias
en la radio sensibilidad de los fibroblastos de personas distintas, cabe esperar también
una diferencia entre esas personas para otras estirpes celulares (Guirado, 2012).

Esta suposicion se ha confirmado en los trabajos de varios grupos, que han mostrado que
la radio sensibilidad relativa de diferentes tipos celulares procedentes del mismo individuo
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es semejante. Por tanto, un ensayo in vitro podria servir para determinar la sensibilidad
potencial de cada individuo y predecir la respuesta de sus tejidos sanos a la radiacion.
Una primera posibilidad consiste en analizar el dafo inicial, en forma de roturas dobles de
cadena, en el ADN (Guirado, 2012).

Este analisis no esta exento de posibles artefactos, ya que es preciso emplear dosis muy
altas y el dafio inicial esta muy lejos del efecto final que la radiacion produce sobre el
tejido puesto que, tras este, intervendran los mecanismos de reparacion celular y tisular y
efectos que se producen en un plazo mas largo, como la inestabilidad genética generada
por la radiacién. Una segunda opcion consiste en la medida del dafio residual del ADN,
esto es, tras la reparacion; lo que supone una mayor complejidad experimental y, por
consiguiente, una mayor perturbacion del material biolégico original. Asi los resultados se
hacen dependientes de algunos detalles técnicos importantes, como las condiciones del
cultivo, y no esta mas clara que para el dafio inicial su relacién con los efectos sobre el
tejido, aunque el dafio residual del ADN pueda considerarse mas cerca de esos efectos
que el dafio inicial. Puede evaluarse la supervivencia celular, lo que exige la realizacién
de un ensayo clonogenicol después de extraer las células de un donante y cultivarlas en
el laboratorio. Algunos autores han mostrado correlacion entre la supervivencia de
fibroblastos irradiados y la severidad de las reacciones clinicas a la radioterapia (Guirado,
2012).

La irradiacion de la materia viva genera una serie de procesos en cascada que alteran la
cinética celular. La radiacién ionizante destruye la capacidad de las células en actividad
mitGtica para reproducirse; son las mas sensibles aquéllas que se hallan en fase S o de
sintesis proteica, en la que los elementos destruidos son dificilmente recuperables.
(Guirado, 2012)

Sin embargo, las células en fase GO son practicamente insensibles a la radiacion. Este
fendmeno es de suma importancia en la aplicacion de tratamientos de radioterapia,
teniendo en cuenta que las células de un tejido irradiado tienden a incorporar a la mayoria
de células en fase de reposo GO, como accién compensatoria, de tal manera que si se
administra la radioterapia en dosis fraccionadas la repeticion de las dosis lograra una
mayor destruccioén celular y una erradicacion mas efectiva del tumor (Gomez Soler, 2007)

Los tejidos circundantes al tumor se comportan de forma similar al recibir radiacion. Sin
embargo, su capacidad de recuperacién es mayor, por lo que los efectos a largo plazo
son menores y mas tolerables que en el tejido tumoral (Gomez Soler, 2007).

Las radiaciones ionizantes provocan destruccion celular, en algunos casos mediante
impacto directo de los electrones acelerados sobre la molécula de ADN, aunque son mas
las células que se ven dafiadas por un efecto indirecto. Cuando los rayos penetran en el
nacleo celular e interaccionan con las moléculas de agua, ocasionan la formacién de
radicales de oxigeno. Estos radicales inestables lesionan el &cido desoxirribonucleico y
rompen la cadena cromosomica (Gomez Soler, 2007).
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Como consecuencia se produce un dafio irreparable y la muerte celular inmediata.
Algunas células logran sobrevivir, pero son incapaces de subdividirse y mueren durante la
mitosis 0 se degeneran lentamente. La reaccién provocada en los tejidos irradiados se
denomina radio sensibilidad, entendida ésta como el efecto deseado para lograr la
erradicacion del tumor y “la probabilidad de que una célula muera al intentar la division,
independientemente del tiempo que tarde en iniciar la division”. (Gomez Soler, 2007).

La radio sensibilidad depende de diversos factores:

e Tipo de tejido: los tejidos de proliferacion celular rapida (tejido hematopoyético y
criptas intestinales) con células muy indiferenciadas son altamente radio sensible.
Los de proliferacion celular lenta y muy diferenciados (neuronas) tardardn mas
tiempo en manifestar los efectos de la radiacién. Este hecho explicaria los efectos
secundarios agudos en los tejidos de proliferacion rapida y los efectos
secundarios a largo plazo que pueden producir lesiones crénicas (Gomez Soler,
2007).

e Oxigenacion: se refiere a las caracteristicas del medio que condicionan la
posibilidad de recuperacion celular tras la radiacion. Las células bien oxigenadas
son mas radio sensibles que las hipoxias. El tejido tumoral esta formado por
células de crecimiento rapido y desordenado que pueden estar situadas a
distancia de los vasos nutrientes y que, al no recibir el oxigeno necesario, se
sitian en fase GO de reposo y, por lo tanto, son poco sensibles a la radiacion. Sin
embargo, al destruir las células bien oxigenadas cercanas a los vasos, éstas
ocuparan su lugar, pasando a fase S; seran destruidas con la siguiente fraccion
de radiacion recibida (Gomez Soler, 2007).

Estos aspectos, entre otros, son tenidos en cuenta para ajustar las dosis de tratamiento y
apoyan la teoria del fraccionamiento de dosis como mas eficaz para erradicar los tumores
porque permite: (Gomez Soler, 2007)

e La reparacion de las células tumorales y de los tejidos sanos en el intervalo entre
cada radiacion, con la particularidad de que los tejidos sanos estan mejor
oxigenados y su reparacion se logra con mayor eficacia que la de las células
tumorales. Este mecanismo, ademas, se acrecienta a medida que aumenta la
dosis de radiacién recibida, lo que permite destruir el tejido tumoral con lesiones
“aceptables” de los tejidos sanos. Disminuyen los efectos agudos de la radiacion y
se logra una mejor tolerancia al tratamiento (Gomez Soler, 2007).

e La re-oxigenacion de las células del tejido tumoral aumenta con las dosis
recibidas, lo que mejora su radiosensibilidad y el efecto terapéutico. Por otra parte,
la citolisis también tiene el efecto de liberar vasos hasta entonces comprimidos por
el tumor, con lo que aumentan el aporte sanguineo y la oxigenacion de las células
(Gomez Soler, 2007).
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La repoblacién de las células tumorales estd demostrada en el cancer de vejiga,
en el melanoma, en el cancer cutaneo, en el cancer inflamatorio de mama y en los
tumores de cabeza y cuello. Este fendmeno se tiene en cuenta al planificar el
tratamiento, no se prolongara la duracion total del mismo mas tiempo del
estrictamente necesario y se evitaran las interrupciones por reacciones agudas en
lo posible. Por ultimo, los tumores de crecimiento rapido deben ser tratados
rapidamente. (Gomez Soler, 2007)

La redistribucién es otro fenbmeno que contribuye a lograr el efecto terapéutico
gque se desea. Ya se ha descrito que las células tienen una mayor
radiosensibilidad si se encuentran en fases activas de mitosis, hecho que se
produce casi de forma simultdnea en el tejido tumoral cuando se captan células
GO hasta ese momento en reposo, para compensar la destruccion que produce la
radiacion (Gomez Soler, 2007)

Tabla 1. Tipos de tumores y radiosensibilidad, tomado de Principios de radioterapia (radioterapia)

(Gomez Soler, 2007)
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(T47D) y cuello uterino (HelLa); por lo tanto es importante precisar sus
risticas para una mejor comprension y analisis.

Células cancer de mama T47D.

T47D es una linea celular del cancer epitelial usado ampliamente, derivado del

adenoc
epitelio

arcinoma de mama. Las células mantienen caracteristicas diferenciadas del
mamario, incluida la habilidad de procesar el estradiol via receptores de estrogeno
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citoplasmico. Aunque es facil de propagar, estas células son generalmente de crecimiento
lento.

Los esferoides tumorales son agrupaciones celulares que crecen en suspension in vitro
sin ningun soporte sélido, en dénde los elementos formes que los constituyen se unen
fuertemente entre si y reproducen estructuras que reflejan, en diferente grado, la
organizacion tisular de la que proceden. En la actualidad se han obtenido esferoides
multicelulares a partir de lineas celulares tumorales establecidas y especimenes
quirdrgicos procedentes tanto de tejidos humanos como animales. Los esferoides
tumorales multicelulares presentan cualidades bioldgicas comunes con los tumores
sélidos, pudiendo simular las metastasis en sus primeras etapas de desarrollo
constituyendo asi un modelo fundamental en la investigacién de la biologia del cancer
(Aranda Haro, 2003).

El crecimiento de los esferoides multicelulares es consecuencia de la multiplicacién de los
clonégenos de la poblacién celular que los constituye, crecimiento que puede ser
manipulado modificando las condiciones medio ambientales en donde éstos se
desarrollan. Los esferoides de gran tamafio presentan, invariablemente, areas de necrosis
central como consecuencia de la muerte celular provocada por la disminucion local de
oxigeno, déficit en el aporte de nutrientes y descenso del mismo, al igual que los tumores
en animales de experimentacion, tienen unas caracteristicas de crecimiento - tiempo de
duplicacién del volumen, distribucién en el ciclo celular, densidad de empaquetamiento y
adherencia intercelular que los hacen muy semejantes a los tumores humanos in vivo; sin
embargo dos factores los hacen claramente diferentes de éstos: 1) la ausencia de
vascularizacion, lo que supone gue oxigeno y nutrientes se suplen enteramente por
difusion y, 2) la inexistencia de un hospedador, por lo que el sistema inmune o la
respuesta antitumoral de éste no influyen sobre el devenir de la poblacién celular, al
menos en los modelos de esferoides mas sencillos (Aranda Haro, 2003)

Asi mismo la respuesta de los esferoides a la radiacion y sus posibilidades predictivas
acerca del comportamiento tumoral, dependen en gran medida de su estructura y de su
cinética de crecimiento (Aranda Haro, 2003).

2.4.2 Radiosensibilidad T47D.

Se presentdé como un método fiable para comparar la respuesta a la radiacion de lineas
celulares in vitro con la radiorrespuesta clinica de idénticas estirpes tumorales T47D vy
MCF7.

Estas dos lineas celulares de cancer de mama dependientes de hormonas humanas que
son ampliamente utilizados como modelos experimentales para in vitro y ex vivo en
estudios de cancer de mama, varias proteinas implicadas en el desarrollo del cancer se
identificaron en estas lineas celulares por andlisis protedmicos, aunque estos estudios
informaron los perfiles protedmicos de cada linea celular, hasta ahora, no se han
establecido sus perfiles de expresién diferencial de proteinas. Las proteinas identificadas
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en las lineas tienen probablemente un porcentaje de similitud cercano al 95% y con al
menos dos péptidos Unicos emparejados se consideraron en el analisis. (Aka & Lin, 2012)

De acuerdo a la similitud de respuesta de las lineas celulares de estudio en cancer de
mama se toma como referencia el articulo de acuerdo a la respuesta celular se hace
referencia a la linea MCF7.

La expresion del dafio provocado por la radiacion ionizante sobre los esferoides MCF7
puede evaluarse de formas muy distintas, similares a las utilizadas en la investigacion
clinica en los estudios de radiosensibilidad, si bien es necesario elegir la metodologia mas
apropiada, asi como un correcto ajuste de los resultados para cada uno de los fendmenos
gue se investigan (Aranda Haro, 2003).

La formacion individual de los esferoides que permite una menor manipulacién de los
mismos y consigue una poblacion de esferoides homogénea en su tamafio desde su
inicio, con grupos experimentales similares para cada dosis y protocolo de irradiacion
elegido; la aproximacion teérica para la normalizacién a un volumen inicial comun (VIC)
gue hace posible derivar los pardmetros de crecimiento de los esferoides (Aranda Haro,
2003).

Los esferoides multicelulares una vez irradiados con un rango de dosis comprendida entre
0 y 6 Gy no recobran la cinética de crecimiento correspondiente a los esferoides de
control al menos durante el tiempo de observacion, esto se concreta en una disminucion
del pardmetro (Aranda Haro, 2003).

Las células MCF7 irradiadas formando esferoides multicelulares de tamafio comprendido
entre 150-200 um de didmetro son menos sensibles a la radiacion que las tratadas
formando una monocapa. Los pardmetros de radiosensibilidad estimados el valor de las
constantes a, 3 del modelo lineal cuadrético y fraccion de supervivencia a 2 Gy a partir de
los ensayos clonogénicos para monocapa y esferoides multicelulares, y de los ensayos de
cure para esos Uultimos, asi lo demuestra. Una tendencia idéntica ha podido ser
demostrada tras la cuantificacién del dafio producido por la radiacién a nivel del DNA en
ambos modelos, el nimero de lesiones es menor en las células irradiadas como
esferoides multicelulares respecto al que se produce cuando se tratan formando una
monocapa (Aranda Haro, 2003).

La explicacion a estas diferencias en radiosensibilidad acepta varias alternativas: el menor
grado de lesién molecular producido para igual dosis de radiacion, las diferencias en
eficiencia en la reparacion de las lesiones, o la peculiar distribucion celular en estadios
proliferativos o no del ciclo celular (Aranda Haro, 2003).

El protocolo experimental mas adecuado para determinar la radiosensibilidad de los
esferoides o de muestras tumorales in vivo requiere de la irradiacion a dosis con
significacion clinica: 1-5 Gy, ademés de tiempo entre dosis que permitan la reparacion
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completa y se minimice el reclutamiento y la regeneracion acelerada, y del empleo de
esferoides de pequeno tamafo (<200 um) en los que no se evidencien fendmenos de
hipoxia celular (Aranda Haro, 2003).

2.4.3 Células cancer de cuello uterino- Hela.

Una célula HelLa es un tipo celular clasificado en una linea celular inmortal usado en la
investigacion cientifica. Es la més antigua y comun linea celular usada en humanos. La
linea derivo de unas células de cancer cervical obtenidas el 8 de Febrero de 1951 de
Henrietta Lacks, una paciente quien, eventualmente, murié de cancer el 4 de Octubre de
1951. La linea celular resulto ser de gran durabilidad comparada con las multiples otras
lineas celular que se usan en investigacién. Las células HelLa han sido usadas para
investigar como el virus Parvo infecta las células humanas, Hela, perros y gatos
(Celeromics Células, 2016).

La linea celular HelLa fue derivada de la investigacion del cancer. Estas células proliferan
anormalmente rapido, incluso comparandolas con otras células cancerigenas. Como otras
muchas células cancerigenas, las células HelLa tienen una version activa de telomearse
durante la divisién celular, que previene la reduccién incremental de telomeneres que
implica el envejecimiento y la eventual muerte celular. De esta manera las células eluden
el limite de Hayflick, que es la limitacion de divisiones celulares que las células normales
pueden realizar antes de convertirse en senescentes (Celeromics Células, 2016).

Caracteristicas de la linea celular HelLa:

e Tamafio: 20 micrones de diametro (nucleo celular mamifero ~10 micrones
didmetro).

e Adherente/No adherente: Adherente.

e Tipo celular: célula inmortal.

e Fuente celular: Tejido del cérvix (Celeromics Células, 2016).

2.4.4 Algunas consideraciones en radio sensibilidad en Hela.

Las células derivadas de carcinoma cervical pueden llegar a ser menos sensibles a la
apoptosis inducida por hipoxia, lo que sugiere que la integracion del ADN viral puede
llevar a la inmortalizacién de la célula infectada por el virus (Fontes Neto F, 2010)

En distintos estadios, no se ha encontrado ninguna correlacion entre los valores de pO? y
la proliferacion, lo cual sugeria que son factores predictivos independientes en este tipo
tumoral. Se ha observado que el estado de oxigenacion pre-tratamiento puede predecir la
supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad, y/o el control local en
pacientes con cancer cervical (Fontes Neto F, 2010)
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La capacidad de predecir la respuesta al tratamiento, especialmente en relacién a la
respuesta a la radioterapia, podria aportar nuevos datos en el camino de la
individualizacion del manejo de pacientes, facilitando la eleccion de la modalidad de
tratamiento primario o si se requiere o no tratamiento adyuvante (Fontes Neto F, 2010)

2.4.5 Células cancer de piel (Melanoma) — Fon.

El melanoma es una neoplasia maligna que se forma a partir de células epiteliales,
denominadas melanocitos. Los melanocitos se ubican en la lamina basal que separa la
epidermis de la dermis. Su funcion es la de sintetizar melanina, la cual es responsable de
la pigmentacion de los tejidos y posee propiedades antioxidantes que neutralizan los
radicales libres producidos por la accion de la radiacion ultravioleta del sol (Negrin, 2015)

Ocurre la transformacion del melanocito normal en una célula neoplasica. Las
alteraciones genéticas se desarrollan en funcién de dos tipos de genes, genes supresores
de tumores y oncogenes. Dichas alteraciones producen una falla en la regulacion del
crecimiento celular que conlleva a la proliferacion descontrolada de las células (Negrin,
2015).

Se produce la invasion local, las células son capaces de progresar a través de la dermis.
Para que se cumpla esta migracion celular es preciso que las células tumorales
atraviesen la membrana basal, estimuladas por factores quimio tacticos producidos por
células normales y tumorales y por componentes de la matriz extracelular. Juegan un
papel fundamental en este periodo las moléculas de adhesiéon celular, los factores de
crecimiento y los factores angiogénicos. Los eventos de progresién de este periodo
descriptos por el modelo de Clark son:

= La fase de crecimiento radial, donde las células adquieren la capacidad de
proliferar intra-epidérmicamente

= La fase de crecimiento vertical, donde adquieren la capacidad de invadir la dermis
(Negrin, 2015).

El paso final es la difusion de las células a otras areas de la piel u otros 6rganos, en
donde puedan proliferar con éxito y establecer un foco metastasico (Negrin, 2015).

El estudio histologico del melanoma se basa en la presencia de una proliferacion tumoral
melanocitica atipica acompafiada de cambios epidérmicos y respuesta inflamatoria y
dérmica. En las fases iniciales la proliferacion de melanocitos atipicos esta limitada a la
epidermis (in situ), con presencia de melanocitos en todos los niveles epidérmicos
(Crecimiento radial). Los melanocitos atipicos se disponen individualmente y en nidos de
tamafio y forma heterogénea. A medida que la lesion progresa puede existir afectacion de
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dermis observandose células tumorales sueltas y en nédulos (Crecimiento vertical) de
tamafio y forma variable (Alegre, 2016).

Las células del melanoma son de morfologia variable, cuboidales o fusiformes y suelen
mostrar ausencia de maduracion nuclear (reduccion del tamafio nuclear en profundidad)
asi como mitosis y necrosis celular. Los melanomas se acompafian de una respuesta
inflamatoria con presencia de infiltrado inflamatorio de predominio linfo-histiocitario que
puede ser variable en su distribucién e intensidad. Otro hallazgo histoldgico caracteristico
del melanoma es la observacion de fendmenos de regresion histoldgica que consiste en la
presencia de un denso infiltrado inflamatorio con presencia de melandfagos y areas
variables de fibrosis dérmica. Existen datos histol6gicos que son importantes de cara a
conocer el pronéstico de un melanoma entre los que se incluyen el grosor en milimetros
del tumor (indice de Breslow), la presencia de ulceracion, el nUmero de mitosis y la
presencia de satelitosis e invasion vascular (Alegre, 2016).

2.4.6 Radiosensibilidad células melanoma.

Tradicionalmente, el melanoma es considerado un tumor escasamente radio sensible por
lo que la cirugia sigue siendo el tratamiento preferencial para pacientes con melanoma.
Existe una estrecha relacion en la expresién de la molécula HLA-G en el aumento de la
radiosensibilidad de las células se podria sugerir la participacion de la molécula HLA-G en
la radiosensibilidad tumoral (Michelin , Gallegos , Dubner, & Baffa Trasci, 2010)

Las diferentes lineas de células de melanoma presentan un comportamiento mas agresivo
y un fenotipo mas indiferenciado, con capacidad de invasién y metastasis y muestran
mayor resistencia a los efectos citotdxicos de las radiaciones ionizantes que las células
otras lineas en los estudios realizados (Negrin, 2015).

Se ha podido observar una tendencia de menor induccién de dafio en las células G10,
respecto del control y A7, que podria deberse a la induccién de menor dafio en este tipo
celular o bien a una respuesta defectuosa en la sefializacion del dafo, lo cual puede
inferirse del andlisis de expresién. Los diferentes resultados de radiosensibilidad permiten
disponer de una primera aproximacion de la regulacién génica de los procesos asociados
a la modulacion de la radiosensibilidad intrinseca en células de melanoma para el estudio
de biomarcadores predictivos de radiosensibilidad a ser incorporados en la terapia
radiante. Se encuentra el estudio del gen MRE11 como un potencial biomarcador de
radiosensibilidad intrinseca que permita identificar tempranamente la estrategia
terapéutica més apropiada y especifica a ser aplicada para cada paciente, maximizando
su probabilidad de curacion. Nuevos estudios deberan llevarse a cabo para continuar
probando la validez de este gen como biomarcador. Algunas de las pruebas a realizar
serian: analizar si los estudios de expresion se correlacionan con el nivel de proteina
encontrada en las células, aumentar el nUmero lineas celulares en estudio y estudiar si la
correlacion se mantiene en distintos tipos celulares, entre otros (Negrin, 2015).
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2.5 RADIOTERAPIA

La radioterapia es una modalidad de tratamiento local en la que se utilizan radiaciones
ionizantes. La radiacion altera el material genético de las células cancerosas y las
destruye parando su crecimiento (Asociacién de oncologia radioterapia, 2015).

La radiacién se dirige especificamente al tumor por lo que se minimiza la afectacion de las
células sanas. En caso de tumores que por su tamafio o su localizaciéon no son operables,
la radioterapia se puede usar para disminuir el tamafio de los tumores haciéndolos mas
accesibles para que luego puedan ser extirpados quirdrgicamente

También se usa de forma paliativa como tratamiento del dolor asociado al tumor o a sus
metastasis. (Gomez Soler, 2007).

La radiacion aniquila las células enfermas mediante la obtencion secundaria de particulas
cargadas y los radicales libres en el niacleo que al mismo tiempo producen una
modificacion de tipos de dafios en el ADN (Asociacion de oncologia radioterapia, 2015)

La evidencia de que el dafio al ADN es la primera causa de la muerte celular y la
mutacion por la radiacion. Por Cada 1Gy de dosis de transferencia de energia promedio
de radiacion produce dafio. Muchas veces las lesiones son mas importantes que otras y la
letalidad de la radiacién se correlaciona mas significativamente con el nimero de DSBs
residuales, sin reparar varias horas después de la irradiacion. Si la muerte de células se
modifica cambiando LET, nivel de oxigeno, y temperatura (Asociacion de oncologia
radioterapia, 2015).

Las rupturas de cadena sencilla, dafio base y entrecruzamientos ADN-proteina no reflejan
el cambio en la celda matar por todos estos modificadores. Se piensa que reflejan el
cambio en la celda matar por todos estos modificadores (Salud al dia cancer radioterapia,
2015).

Se piensa que un so6lo una OSD residual (o 'golped’) en una seccion vital de ADN puede
ser suficiente para producir una aberracién cromosomica significativa y por lo tanto para
esterilizar la célula (Salud al dia cancer radioterapia, 2015).

Diferentes técnicas se han detallado para descubrirla formacién de colonias por células
tumorales y por lo tanto para la medicién de la supervivencia celular.

Casi todos requieren primero la produccion de suspensiones de una sola célula. Esto por
lo general no es sencillo, ya que los tejidos tumorales difieren ampliamente en la facilidad
con la que pueden ser desagregadas. Las enzimas tales como tripsina, colagenasa y
pronasa se utilizan a menudo y algunos tejidos pueden ser desvinculados mecanicamente
(Salud al dia cancer radioterapia, 2015).
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2.6 CURVAS DE SUPERVIVENCIA CELULAR.

Las curvas de supervivencia celular se emplean en radiobiologia para expresar la accion
de la radiacion sobre la tasa de supervivencia de las células en el cuerpo (Valente M,
2009).

Las curvas de supervivencia celular son convenientes debido a que son una
representacion visual, que permite determinar y analizar de la muerte que se esta
causando a partir de la radiacién aplicada a las células, son modelos mateméaticos de las
tasas de supervivencia de células normales o anormales, especies tan distintas se
pueden comparar facilmente uno contra el otro (Valente M, 2009).

La proporcion de células sobrevivientes, disminuye cuando la dosis aumenta. Las tasas
de supervivencia dependeran de la dosis, del sistema celular estudiado, y de las
condiciones de estudio. Para radiaciones fuertemente ionizantes (alto LET), la curva
dosis-respuesta es exponencial, la que resulta una recta en escala semi-logaritmica. Las
curvas pueden ser caracterizadas basicamente por la pendiente, y por la dosis de
inactivacion media necesaria para reducir la supervivencia en un 37% (Valente M, 2009).

Las curvas con radiacién de bajo LET tienen un hombro inicial seguido de una parte
rectilinea o casi rectilinea en escala semi-logaritmica. Se caracteriza por tener una DOen
la parte exponencial de la curva, un nimero de extrapolacion n y una dosis cuasi umbral
(Dq) que es el valor de la interseccion de la parte rectilinea de la curva sobre el eje de las
dosis (Valente M, 2009).

2.6.1 Curvas con hombro.

La tasa de supervivencia de la mayor parte de las células representa una incurvacion
convexa inicial (hombro). Frecuentemente la curva tiende a ser rectilinea y entonces
podemos introducir el pardmetro D,. (Sociedad argentina de radio proteccion, 2015)

La extrapolacién de la recta terminal hasta el eje de las ordenadas define un valor n,
llamada también nimero de extrapolacion (Sociedad argentina de radio proteccion, 2015)

La tangente inicial en estas curvas suele tener una pendiente nula. Otras curvas
presentan una incurvacion continua en todo el espectro de dosis explorado. La
interpretacion de estas curvas puede hacerse desde varios encuadres:

e La muerte celular resulta de la acumulacion de eventos que tomados
individualmente (Sociedad argentina de radio proteccion, 2015).

e son incapaces de generar muerte celular pero que adicionados son letales (modelo
balistico). lesiones que aisladas devienen reparables, son irreparables cuando los
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mecanismos de reparacién son saturados (modelos basados en la reparacion
celular) (Sociedad argentina de radio proteccion, 2015).

Las curvas de supervivencia presentan grandes diferencias segun las especies en juego.
Las diferencias de radio sensibilidad quedan evidenciadas comparando las distintas
curvas, tanto de especies diferentes como de sistemas diferentes (Sociedad argentina de
radio proteccion, 2015).

Es necesario recordar que las células eucariotes son mas radiosensibles que las
procariotes, al tiempo que las células con mayor grado de diferenciacion son méas radio-
resistentes que las células menos diferenciadas (Sociedad argentina de radio proteccion,
2015).

Entre las lineas celulares mas radio sensibles encontramos las células totipotenciales del
sistema hematopoyético y las células fuente de lineas germinales como las
espermatogonias (Sociedad argentina de radio proteccion, 2015).

La diferencia de formas de las curvas de segun el tipo de células, es el fundamento del
efecto diferencial ligado al fraccionamiento de las dosis (Sociedad argentina de radio
proteccion, 2015).

Las células son mas sensitivas:

e Sison mitéticamente activas.

e Siaun no estan comprometidas en una via de diferenciacion (Sociedad argentina
de radio proteccion, 2015).

2.7 MODELO LINEAL CUADRATICO.

El modelo mas aceptado desde los Ultimos quince afios es el denominado modelo lineal
cuadratico. Este modelo presupone que la célula muere como consecuencia de dos
posibilidades: (Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005)

1) que el dafio celular sea irreparable y 2) que se produzca un dafio reparable por la
célula. En funcién de ello, la curva de supervivencia viene determinada por dos
componentes; uno linealmente proporcional a la dosis de radiacion, relacionado con el
dafo irreparable (dafo letal), y otro proporcional al cuadrado de la dosis, relacionado con
el dafio reparable (dafio subletal). Segun este modelo, la fraccion superviviente es igual a:
(Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).

S:e—(0D+BD2) (21)

Donde aD es el término lineal, proporcional a la dosis, y BD2 el término cuadratico,
proporcional al cuadrado de la dosis; por esto el modelo recibe el nombre de lineal-
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cuadratico. Cuando el término lineal iguala al cuadratico, es decir, cuando la proporcién
de dafios reparable e irreparable se iguala, el modelo puede expresarse como sigue:
(Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005)

aD=pD2 > aff=D2/D=D (2.2)

Es decir, que el cociente a/f (también llamado cociente de efectividad) es igual al valor de
la dosis a la que los dafios reparable e irreparable se hacen iguales. Una grafica muy
incurvada tendra un pequefio a/f, mientras que una grafica aplanada lo tendra grande
(Horas , Olguin, & Rizzotto, 2005).

El modelo de supervivencia celular lineal cuadréatico presenta las ventajas de una relativa
simplicidad matematica y un buen ajuste a los datos observados en el rango de 2 Gy a 8
Gy (Salud al dia cancer radioterapia, 2015).

Pero su principal ventaja reside en que el cociente a/f puede calcularse
experimentalmente y la respuesta de los tejidos puede predecirse con este parametro,
aun sin conocer los valores absolutos de los coeficientes, lo que ha permitido clasificar las
células del organismo en: (Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).

e Aguellas de cociente de efectividad (a/B) alto, que corresponden a las que tienen
una velocidad de recambio elevada y escasa capacidad de reparacion (Horas,
Olguin, & Rizzotto, 2005).

e Aquellas de cociente de efectividad bajo, que corresponden a las células mas
diferenciadas, de recambio lento, y que toleran mejor la irradiacion mediante
fracciones bajas, debido a una notable capacidad para reparar el dafio subletal
(Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).

Los efectos tdxicos agudos son consecuencia de la deplecion de células de recambio
rapido, lo que se corresponde con una vida media corta y por tanto una gran rapidez en la
aparicion de la clinica (tiempo de latencia escaso) (Horas , Olguin, & Rizzotto, 2005).

En el otro extremo, los efectos crénicos son debidos a la deplecion de células de
recambio lento y vida media larga, y por lo tanto, sus alteraciones se expresan con un
tiempo de latencia prolongado. La relacion a/f tiene extraordinaria importancia en
radioterapia. Los efectos agudos del tratamiento presentan valores una relacién ao/f3
grande, mientras que los tardios la presentan pequefia (Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).

La mayoria de los tumores presentan una relacion a/f semejante a las de los efectos
agudos y fraccionamiento de dosis, en los inicios de la radioterapia, se hizo evidente que
administrar una sola fraccion (dosis unica) para el tratamiento del cAncer era sumamente
ineficaz, por no decir imposible, por lo que la radioterapia clinica tomé dos directrices
principalmente: (Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).
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1) Protraer o diluir la dosis en el tiempo, aplicando baja tasa de dosis. Este es el principio
bésico de la braquiterapia (Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).

2) Fraccionar la irradiacion, dividiendo la dosis total en diversas fracciones diarias, lo que
constituye el principio basico de tratamiento con radioterapia externa. La eleccion de estas
dos modalidades responde a ciertas necesidades practicas centradas en alcanzar una
dosis tumor adecuado sin acercar a complicaciones indeseables o incluso desastrosas
(Horas, Olguin, & Rizzotto, 2005).

2.8 FRACCIONAMIENTO E HIPOFRACCIONAMIENTO.

La radioterapia generalmente se administra por fracciones o sesiones de radiacion diaria
o0 semanal de muy numerosas condiciones para los variedad tratamientos y los diferentes
tumores a tratar (Biocancer research journal, 2015).

La aplicacién de radioterapia en pacientes se ha valido de mdltiples investigaciones y
ensayos para ser la méas favorable y cémoda opcion de tratamiento; con todos las
experimentaciones y esfuerzos realizados se han propuesto teorias que permitan tomar
las mejores decisiones de tratamiento, es por ello que el estudio y desarrollo de la
administracién de las dosis se han convertido en un tema controversial y de muchos
campos de exploracion, destacando la importancia clinica de las observaciones que se
hagan en cuanto a hipofraccionamiento como una opcién favorable de tratamiento
(Biocancer research journal, 2015).

La dosis total, la dosis por fraccion y el tiempo entre fracciones, asi como el tiempo total
del tratamiento son factores muy importantes a tener en cuenta para valorar la eficacia del
mismo o, lo que es lo mismo, la fracciébn de células supervivientes que permanecen
activas al finalizar el mismo. Intentando explorar esas diferencias cualitativas, se han
introducido en la practica clinica diferentes pautas de fraccionamiento, variando dichos
pardmetros (Biocancer research journal, 2015).

En el desarrollo de los distintos tratamientos el fraccionamiento convencional ha sido el
mas aceptado y utilizado, pero también se han descrito avances en otros tipos de
fraccionamiento por definicion el fraccionamiento convencionales esta dado por 180-200
Gy/dia en una unica fraccion, 5 dias/semana, es el que consigue un mejor indice
terapéutico en la mayoria de los tumores. Dosis totales de 50 a 70 Gy en 5 a 8 semanas
(Biocancer research journal, 2015).

El hipofraccionamiento de 300, 400, 500 Gy/dia x 2 a 10 dias. Se utiliza en algunos
tumores especificos, como el melanoma. Donde mas frecuentemente se utiliza es en
tratamientos paliativos donde, debido a la corta supervivencia esperada, o0 a la urgencia
del caso, se necesita conseguir una destruccioén tumoral muy rapida, sin importar tanto los
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efectos secundaros tardios, que aparecen en mayor medida con este tipo de
fraccionamiento (Biocancer research journal, 2015).

2.8.1 Importancia clinica de ensayos de hipofraccionamiento.

Las investigaciones clinicas que han realizado varios autores a lo largo del tiempo para
mejorar y plantear nuevas estrategias de tratamientos con ayuda de experimentaciones in
vitro en curvas de supervivencia celular, han significado una importancia clinica en el
desarrollo del hipofraccionamiento que han demostrado mejores resultados clinicos entre
los cuales se encuentran tumores de mama, cabeza, cuello y prdostata como primeros
ejemplos de a la luz de este fraccionamiento.

Se puede encontrar varios ensayos de utilidad clinica realizando un acercamiento al
mejoramiento de este tratamiento en donde la importancia de las curvas de sobrevida
celular y los ajustes matematicos para el andlisis de las mismas permite acercamiento al
manejo de estas dosis en hipo fraccionamiento; entre ellos tenemos:

1. “Radioterapia estereotaxica hipofraccionada exacta de la préstata (sharp), 33,5 Gy en
cinco fracciones para enfermedad localizada: primeros resultados del ensayo clinico”
(Stereotactic hypofractionated accurate radiotherapy of the prostate (sharp), 33.5 Gy in
five fractions for localized disease: first clinical trial results). Evaluacion de la viabilidad
y la toxicidad de la radioterapia estereotactica hipofraccionado precisa (SHARP) para
el cancer de prostata localizado

Un ensayo de fase Il de (SHARP) para el cancer de préstata localizado utilizando 33,5 Gy
en 5 fracciones calculados biolégicamente equivalente a 78 Gy en fracciones de 2 Gy en
campos de conformacion no coplanares y todos los dias de localizacion estereotaxica
fueron utilizados para tratamiento genitourinario (GU) y la toxicidad gastrointestinal (GI)
fueron evaluados por la Asociacion Americana de Urologia (AUA) puntuacion y criterios
comunes de toxicidad (CTC). Los valores de antigeno (PSA) especifico de la préstata y la
funcion sexual declarada se registraron a intervalos de seguimiento especificados.El
estudio incluye 40 pacientes. La mediana de seguimiento es de 41 meses (rango, 21- 60
meses). La toxicidad aguda de grado 1-2 fue de 48,5% (GU) y 39% (GI); Al final el grado
de toxicidad de grado 1-2 fue 45% (GU) y 37% (Gl). No se informé de finales de grado 3 o
mayor toxicidad. (Madsen B, 2007).

Veintiséis pacientes informaron de impotencia antes de la terapia; 6 (23%) han
desarrollado impotencia, la mediana del tiempo hasta el nadir de PSA fue de 18 meses
con la mayoria de los nadires de menos de 1.0 ng / mL. La actuarial de 48 meses a partir
de la libertad bioquimica recaida es del 70% para la Sociedad Americana de Radiologia
Terapéutica y Oncologia definicion y el 90% en la alternativa nadir + 2 ng / ml definicion
de falla. En conclusion en este ensayo clinico (SHARP) para el cancer de prostata
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localizado llegaria a ser posible con los resultados de la toxicidad aguda o tardia minima
el escalado de dosis deberia ser posible (Madsen B, 2007).

2. “Los primeros resultados de la prueba aleatorias en el reino unido de radioterapia de
hipofraccionamiento acelerado para el tratamiento de cancer de mama precoz (CRUK /
04/015) ” (First results of the randomised UK FAST Trial of radiotherapy hypofractionation
for treatment of early breast cancer (CRUK/04/015)) (Yarnold, 2011)

Los ensayos aleatorios de prueba de 15 6 16 fracciones regimenes de radioterapia
adyuvante en mujeres con cancer de mama temprano han reportado resultados
favorables en comparacion con el fraccionamiento estandar. Para evaluar
hipofraccionamiento por semana se determin6 en un régimen de 25 -fracciones (Yarnold,
2011).

Las mujeres escogidas para este ensayo son mayores 50 afios con cancer de mama
precoz fueron escogidas aleatoriamente después de la reseccién completa del tumor a
50 Gy en 25 fracciones frente a 28,5 o0 30 Gy en 5 fracciones una vez por semana de 5,7
0 6,0 Gy, respectivamente, en toda la mama. El criterio de valoracion principal fue el
cambio de 2 afios en la apariencia de ecografia mamaria. Novecientos quince mujeres
fueron reclutadas entre 2004 y 2007.

Setecientos veintinueve pacientes tenian evaluaciones fotograficas de 2 afios. Las
razones de riesgo para el cambio leve / marcadas fueron 1,70 (95% 1.26 a 2.29, p <0,001)
para los 30 Gy y 1,15 (0,82 - 1,60; p = 0,489) en comparacion con el 28,5 Gy versus 50
Gy. Las tasas de tres afios de duracidon de los efectos marcados médico-evaluaron
moderados / adversos mama fue de 17,3% (13,3 a 22,3%, p <0,001) para los 30 Gy y
11,1% (7,9 a 15,6%, p = 0,18) 28,5 Gy en comparacion con 9,5% (6,5-13,7%) después de
50 Gy. (Yarnold, 2011)

Con una mediana de seguimiento de 37,3 meses sobrevivientes, se han producido 2
recaidas tumorales locales y 23 muertes. A los 3 afios de seguimiento medio de 28,5 Gy
en 5 fracciones es comparable a 50 Gy en 25 fracciones, y significativamente mas suave
que 30 Gy en 5 fracciones, en términos de efectos adversos en mama (Yarnold, 2011).

Estos entre otros ensayos clinicos hacen parte de la extensa investigacion e importancia
cientifica del estudio de la supervivencia celular en tumores que pueden determinar el
avance del hipofraccionamiento y acercandose a los resultados in vitro respecto a la
realidad.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

En este capitulo se muestran dos modelos matematicos en funcién de tres lineas
celulares in vitro, usadas experimentalmente en estudios de supervivencia celular a
diferentes dosis, evaluando la efectividad de uno de los modelos predictivos.

3.1 MODELO LINEAL CUADRATICO

El modelo méas aceptado en dosimetria (Balart, 2001) y que ha sido herramienta a nivel
clinico se fundamenta en:

Ecuacién del modelo lineal cuadratico:

P supervivencia = SF = exp (- aD - BD?) (3.1)
Donde aD es el término lineal, proporcional a la dosis, y BD? el término cuadratico,
proporcional al cuadrado de la dosis.

Los valores a y 3 son constantes y estan dados por cada linea celular de manera
independiente. (Balart, 2001)

Ecuacién del modelo cubico.

P supervivencia = SF = exp (- aD - BD*+ y D°). (3.2)
En donde y= B/ (3DL)

Para el valor de DL se indicaron valores respecto al comportamiento lineal de la grafica
respecto a altas dosis.

3.2 DESARROLLO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES.

En el desarrollo experimental se utilizaron tres tipos de lineas celulares como lo son:
Melanoma (FON), mama (T47D) y cuello uterino (HelLa); con el fin de evaluar
cualitativamente segun los datos tomados de la literatura, para analisis tanto lineal
cuadratico como cubico de tumores con caracteristicas diferenciadas respecto a su
respuesta a la exposicién a radiaciones ionizantes.

La célula de melanoma fue irradiada a través de intervalos de tiempo con una dosis
incremental de 0 a 13 Gy, obteniendo una variacion de muerte celular de 16.5% a través
de la dosis. Los datos de a/f3 fueron referidos respecto a la respuesta de la célular a la
radiacion.
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Tabla 2. Datos linea celular melanoma (Aballay, 2011)

LINEA CELULAR FON
Dosis (GY) SF

0 1

2 0,59

5 0,2

8 0,034
10 0,00339
13 0,0005

a=0.20
B=0.029
a/B=6.8
DL=10

La linea celular de mama que se utilizé se irradio en un rango de 0 — 10 Gy de forma
incremental, en intervalos de tiempo en donde se tiene aproximadamente una muerte
celular de 20%, los datos o/B se asumieron respecto a la radiosensibilidad propia de la

linea.

Tabla 3. Datos linea celular mama (Meca, 2016)

LINEA CELULAR T47D

Dosis (GY) SF
0 1
1 0,79
2 0,56
5 0,17
8 0,019
10 0,0038

a= 0.1
B=0.05
a/B=2
Y= 3/3DL

DL=8

Para la linea celular de cuello uterino se fundamenta de los datos experimentales a/f,
obtenidos por (Quintero, 2012), cuya irradiacion celular se trabaj6 en un intervalo de
dosis de 0 a 10 Gy, con una variacion de muerte celular cercano al 14.3%.
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Tabla 4 Datos linea celular cuellos uterino (Quintero, 2012).

LINEA CELULAR HELA

Dosis (GY) SF a= 0.159497
0 1 B=0.0335798
1 0,94 a/p=4.8
2 0,76 DL=8
4 0,42
6 0,28
8 0,08
10 0,06

3.3 IMPLEMENTACION NUMERICA.

Los datos a/f empleados en el modelado de las curvas, se determinaron de acuerdo a la
literatura utilizada, los valores D se asignaron de manera incremental en la ecuacion
programada en matlab segun (tablas 2, 3,4) para el modelo cuadratico, a su vez la
variacion del modelo cubico el termino DL se estableci6é de acuerdo a la premisa de cada
grafica donde se hacia més lineal a altas dosis.

3.3.1 Implementacion del Modelo lineal cuadratico.

En la figura 5 se puede observar la curva de supervivencia celular de una linea de
melanoma en la coordenada Y, con la variacion de dosis aplicada en la axisa X,
evidenciando un hombro de supervivencia aproximada en 10°a 10 (SF), a una dosis de
5 Gy. Alli se puede observar un aumento de muerte celular directamente proporcional y
significativa a la dosis aplicada.
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Figura 5 Curva de supervivencia modelo lineal cuadratico linea Fon.
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En la figura 6 se aprecia un hombro de supervivencia que se encuentra en los rangos de
10° a 1,7 x 10™ (SF) en la coordenada Y, en donde ya inicia una caida significativa
respecto al aumento de las dosis en la axisa X, mas all4 de los 5 Gy la muerte es
proporcional al aumento de la misma.

Figura 6 Curva de supervivencia modelo lineal cuadratico linea T47D.
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En el modelado representado en la Figura 7 de la linea celular HelLa, se evidencia un
hombro de supervivencia en la coordenada Y de 10°a 3,0 x 10" (SF), en donde alrededor
de los 4 Gy (axisa X), la muerte celular incrementa conforme lo hace la irradiacion
aumenta.

Figura 7 Curva de supervivencia modelo lineal cuadratico linea HelLa.
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En las curvas obtenidas con el ajuste cuadratico indican una buena descripcion de
supervivencia a bajas dosis entre 4 — 5 Gy, lo que comprueba las teorias de su uso en
fraccionamientos convencionales, pero al aumentar la dosis la muerte celular se
incrementa de manera acelerada, llevando la curva a un comportamiento lineal.

3.3.2 Implementacion Modelo lineal cubico

En la figura 8 se observa la implementacion del modelo lineal cubico ecuacion (3.2) de la
linea celular de melanoma, con un hombro de supervivencia en la coordenada Y, de 10° a
1,2 x 10" (SF), en donde alrededor de los 5 Gy (axisa X), la muerte celular incrementa
conforme lo hace la radiacion.
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Figura 8 Curva de supervivencia modelo lineal cubico linea Fon.
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En la figura 9 se aprecia un hombro de supervivencia celular que se encuentra en los
rangos de 10° a 2,2 x 10 (SF) en la coordenada Y, en donde ya inicia una caida
significativa respecto al aumento de las dosis en la axisa X, mas all4 de los 5 Gy la muerte
es proporcional al aumento de la misma de la linea celular de mama.

Figura 9 Curva de supervivencia modelo lineal cubico linea T47D.
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En la figura 10 se puede observar la curva de supervivencia celular de una linea de cuello
uterino en la coordenada Y, con la variacion de dosis aplicada en la axisa X, evidenciando
un hombro de supervivencia aproximada en 10°a 3,3 x 10™ (SF) a una dosis de 5 Gy, alli
se puede observar un aumento de muerte celular directamente proporcional y significativa
a la dosis aplicada.

Figura 10 Curva de supervivencia modelo lineal cubico linea HelLa.
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3.3.3 Comparacion de los modelos.

Al comparar los modelos cuadratico y cubico, en la linea celular de melanoma como se
muestra en la Figura 11, se puede visualizar un aumento gradual de la supervivencia en
funcion del modelo cuadratico, este cambio se puede describir a partir de los 8 Gy con
una variacion de supervivencia del modelo cubico de 3.8 x 10° (SF) y en 13 Gy con una
diferencia de 4.6 x 10® (SF).
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Figura 11 Comparacion de curvas de supervivencia modelo lineal cuadratico y cubico
linea Fon.
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Comparando la linea celular de mama de los modelos (ver figura 12), la diferencia se
destaca a partir de los 2 Gy acentuandose una mayor diferenciacion cerca a los 8 Gy, con
divergencia de supervivencia celular de 0.51 x 10° (SF) y a un aumento de dosis (10 Gy)
se evidencio un cambio de 1.6 x 10 (SF) lo que valida un mejor comportamiento del
modelo cubico en altas dosis.

Figura 12 Comparacion de curvas de supervivencia modelos lineal cuadratico y cubico linea
T47D.
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En la linea celular HelLa la correlacion de los ajustes modelados lineal cuadratico y cubico
como se muestra en la figura 13, muestra una variacion desde los 4 Gy con una muerte
celular de 3,0 x 10 (SF), incrementando en una dosis de 8 y 10 Gy a una supervivencia
aproximada de 6,2 x 10"y de 1,9 x 102 (SF) respectivamente.

Figura 13 Comparacion de curvas de supervivencia modelos lineal cuadréatico y cubico linea
HelLa
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En la comparacién de los modelos se puede confirmar que hay un mejor ajuste del
modelo lineal cubico respecto al lineal cuadratico, por la supervivencia alli representada,
aungue no se llega al punto ideal de supervivencia si se acerca al concepto de adecuar el
modelo vigente para lograr mejores descripciones en dosis altas. Tambien se puede
identificar que la variacion de supervivencia de las lineas celulares difiere entre las
mismas, asi mismo hay una mayor supervivencia en dosis de 8, 10 y 13 Gy para las
lineas de mama y melanoma, en la linea de cuello uterino a pesar de visualizar el cambio
€S menor en proporcion respecto a las otras dos lineas.

3.4 Graficas de comparacion.
Para lograr una mejor diferenciacion de los cambios de los modelos se realizo un
diagrama de barras obteniendo una representacion grafica mas sencilla para su analisis.
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Tabla 5 Datos resultantes linea Melanoma.

LINEA CELULAR FON
Dosis (GY) SF-LQ SF - cubica
1 0,795328534|  0,796097723
2 0,596903393 0,60153734
5 0,178173052|  0,201057033
8 0,031555733|  0,051763673
10 0,007446583|  0,019578303
13 0,000552532|  0,004620588

Figura 14 Representacion de datos Melanoma
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Tabla 6 Datos resultantes linea mama.

LINEA CELULAR T47D

Dosis (GY) SF - LQ SF - cubica
1 0,860707976|  0,862502987
2 0,670320046| 0,681585666
5 0,173773943|  0,22546658
8 0,018315639| 0,053219344
10 0,002478752|  0,019907342
13 5,82947E-05|  0,005668013

Figura 15 Representacion de datos Mama
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Tabla 7 Datos resultantes linea cuello uterino..

LINEA CELULAR HELA

Dosis (GY) SF-LQ SF - cubica
0 1 1
1 0,824418656|  1,006947221
2 0,635519058|  0,642672553
4 0,308737215|  0,337659034
6 0,114651888|  0,155107539
8 0,032546573|  0,066622419
10 0,007062544|  0,028615932

Figura 16 Representacion de datos cuelo uterino.
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A pesar de la ventaja que se logra determinar con el modelo Lineal cuadrdtico cubico hay
consideraciones especiales que no estan contenidas en este modelo, lo que podria contribuir en el

mejoramiento de los modelos entre ellas se tendrian:

Tabla 8 Parametros de importancia.

Parametro

Linea Celular
(Radiosensibilidad)

Tiempo de proliferacién
celular

Oxigeno

Efectividad clinica

Descripcién

En sus variables es importante
definir un término que describa el
tiempo de radiacion para poder
determinar mejor la supervivencia
gue puede verse modificado por el
cambio de radiosensibilidad en
cada linea celular.

El tiempo de proliferacion de cada
linea  celular como  termino
independiente podria determinarnos
la efectividad de las dosis aplicadas
y podria aportar en el desarrollo de
los ajustes

Una de las variables no menos
importante es el grado de
oxigenacion en la cual se encuentra
el o6rgano a irradiar, que puede
determinar la supervivencia celular.

En este modelo se puede determinar
un aumento de la supervivencia pero
sigue siendo limitado para demostrar
la efectividad del
hipofraccionamiento
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4. CONCLUSIONES.

El modelo lineal cuadratico (LQ) presenta problemas de andlisis a altas dosis,
generalmente 5-6 Gy como lo ha descrito la bibliografia aqui referenciada, el modelo lineal
cuadratico cubico (LQ-C) logra realizar un mejor ajuste como se puede evidenciar al
comparar las dos curvas, realizando un acercamiento a los nuevos modelos planteados
para el andlisis de dosis mayores, que buscan optimizar los tratamientos
radioterapéuticos.

Aunqgue el modelo LQ es el méas utilizado y aceptado para calculos de dosis, siempre se
ha demostrado la necesidad de mejorar su implementacién, en este trabajo se expone
una de sus mas sencillas variaciones adicionando un solo termino, que se denominé
modelo LQ-C, sin embargo es solo un acercamiento que intenta validar la aceptacion de
nuevos modelos entre los cuales se pueden nombrar también LQ-L de Astraham o USC
de Park.

La radiosensibilidad de cada linea celular depende en alto grado de factores biol6gicos
propios de cada una, también con su relacién a/Bf o su respuesta tardia a radiaciones
ionizantes; ademas de las condiciones de cultivo in vitro que son de importante
relevancia, pero esto no indica que sea un limitante a la hora de analizarlas con un nuevo
modelo que mejore su estudio.

En este trabajo se ha podido diferenciar un cambio significativo entre LQ y LQ-C de las
lineas celulares de melanoma y mama que en las observadas en cuello uterino en donde
su relacion de diferenciacién no es muy significativa respecto a las otras dos sin embargo
si existe un mejor ajuste con LQ-C.

Los resultados descritos respecto al uso de los modelos no invalidan de manera tacita el
clasico LQ, por el contrario se sirve del mismo para optimizar su implementacién como
teoria base, pero determinan definitivamente la necesidad de perfeccionar este modelo,
disminuir las limitantes y mejorar los tratamientos de fraccionamiento que actualmente se
utilizan, ademéas de variables que adicionalmente puedan contribuir a mejorar los
modelos.

La eficacia de las experimentaciones in vitro son una herramienta indispensable de las
cuales las disciplinas como la radiologia oncolégica y la fisica- medica se basan, para
poder determinar el uso en radioterapia como tratamiento definitivo contra tumores,
optimizar la calidad de los métodos otorga un aporte clinico muy importante ya que a
partir del mismo se logran desarrollar teorias que permitan el avance de estas ciencias, a
pesar de tratarse de pequefios pasos en el acercamiento a la realidad clinica, son de
influencia, el solo hecho de acercarse a comparar dos sencillos métodos permite generar
mas interrogantes en el estudio del mejoramiento de estos modelos.
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