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Abstract
Purpose: To develop a general model of the kinetics of growth of multicellular tumor spheroids
by computer simulation and applying this model to the multicellular tumor spheroids of cell
line MCF-7 of human breast cancer with the variables obtained of the experimental model.
Material and Methods: The computational model was developed with the programming
language Fortran. The program consists of a main routine which modifies the state of the cells
(proliferative cycle, hypoxia or cell death state) and a set of functions and subroutines that
calculate the distances between positions of a cubic lattice, the number of neighbors cells, the
distance of each cell to the nutrient source, the probability of dividing each grid position at
each instant, the number of cells to proliferate by each layer in each iteration, seeking a empty
position where it can place a new cell after division and calculate the probability that cells on
the periphery which are not closely associated with the spheroid, they leave it.
Results: 1t is possible computer a simulation successfully of the proliferation kinetics of
multicellular spheroids line of breast cancer with a reduced number of parameters.
Conclusions: There are extremely complex simulation models that it are difficult to use in
the study of the results of cancer treatments for common clinical situations. In this paper we

opted for simplicity, by computer simulation of tumor growth with a small number of parameters.
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I. INTRODUCCION

I.1. Modelo biolégico de esferoides tumorales multicelulares

I1.1.1. Modelos in vitro de tumores sélidos

Los esferoides tumorales multicelulares (MTS) son agregados de células tumorales que
crecen in vitro en suspension con condiciones mecanicas y nutricionales altamente contro-
ladas, véase Figura 1. Los MTS son frecuentemente utilizados para modelar el crecimiento
de un tumor en el que todavia no se han desarrollado vasos sanguineos, el microambiente
y las perturbaciones fisiolégicas que ocurren en su seno. Como resultados experimentales
de estos estudios se obtienen diversos parametros de los esferoides, tales como el volumen,
el nimero de células, las fracciones de células vivas y necréticas y el tamano méximo. Los
esferoides desarrollan una serie de caracteristicas tipicamente observadas en los tumores
avasculares: metabolismo alterado, perturbaciones en las expresiones de los genes y las
proteinas, ntucleo necrético y resistencia a las terapias. Las curvas de crecimiento de los es-
feroides muestran, en general, la misma cinética de crecimiento que los tumores nodulares
in vivo. Estas curvas de crecimiento pueden describirse mediante el modelo de Gompertz
[Lai64]. Los nutrientes llegan al esferoide por difusién e ingresan en él por su superficie.
Las células cercanas a la superficie del esferoide estan en contacto con los nutrientes y
el oxigeno que lo rodean. Esta abundancia hace que las células de la periferia consuman
una gran cantidad de alimentos y que proliferen activamente. Debido a este factor y al
hecho de que los nutrientes penetren en el esferoide sélo por difusion se desarrollan re-
giones internas que estan privadas de oxigeno y alimentos, generando, posteriormente, un
ntcleo necrético. Estas caracteristicas hacen que dentro de los modelos experimentales,
el modelo de MTS in witro constituya un modelo con ciertas analogias con los tumores
in vivo, que no presentan otros modelos experimentales como los cultivos en monocapa.

Todo esto sin olvidar que también presenta muchas de las limitaciones que conlleva un



modelo experimental in wvitro ya que los tumores reales son mas complejos que los mod-
elos bioldgicos in wvitro. Por ejemplo, una caracteristica que los diferencia es que, ante
la ausencia de alimentos, los tumores reales promueven la formacién de vasos sanguineos
para nutrirse (angiogénesis), fenémeno que no ocurre en esferoides hechos crecer in vitro.
Debido a estas y otras diferencias, como la carencia de estroma, algunos tipos de terapias,
como la antiangiogénesis o la inmunoterapia no puede ser bien estudiadas desde modelos

in vitro [Men07].

FIG. 1: Se muestra la imagen de la seccién central de un esferoide de 230 pm de radio [Chil0]. Se
puede observar en escala de grises la concentracién de oxigeno: blanco, alta concentracién; negro,

baja concentracién.

Uno de los aspectos més importantes de estos modelos de esferoides es la interaccion de
las células del esferoide entre si, que se pone de manifiesto por la existencia de resistencia
multicelular (multicellularresistance, MCR) [Gil10].

Las caracteristicas que presenta el modelo de MTS lo convierten en un modelo til



en estudios de biologia tumoral (migracién, invasién y angiogénesis) y en aplicaciones
biomédicas y clinicas. La base de este éxito radica en la combinacién de la organizacion
tisular con el ambiente controlado por la metodologia in vitro [Bat00, Gal06].

La utilizacion de estos modelos permite el abaratamiento de los costos de laboratorios
en ensayos farmaco-toxicolégicos, ya que reduce el ntimero de animales requeridos en
el laboratorio al permitir disenar los experimentos con datos mas precisos. Un modelo
que ademas permite predecir la eficacia de terapias antitumorales en los correspondientes
tumores in vivo [Gill0].

Los esferoides, ademas, presentan una resistencia a la radioterapia similar a la de
los tumores soélidos in vivo, de manera que se puede incluir el efecto de la radioterapia
en el crecimiento del tumor. Esta caracteristica ha dado lugar a estudios generales de
respuesta de MTS a la radiacién [Berl0, Gui03] y a otros més especificos relacionados

con la hipersensibilidad a bajas dosis en MTS [Guil2b].

I1.1.2. Simetria radial

Se puede considerar al esferoide tumoral multicelular como una mezcla de estados y
compartimentos celulares. Se distingue una capa externa o proliferativa, otra capa media
o quiescente, que interaccionan entre si, y una ultima capa interna o centro necrético. Se
pueden distinguir estas capas en la Figura 1. Se puede observar una clara analogia entre
las células de los tejidos tumorales y las de los MTS puesto que las células en proliferacion
se localizan a unas pocas capas celulares de distancia de los vasos sanguineos, mientras
que las células quiescentes y necréticas lo hacen a mayores distancias de los vasos. La
distancia entre los vasos y las areas necroticas, en tumores humanos, varia entre 50
y 250 pum, que es aproximadamente la misma que se observa en esferoides, desde la
periferia hasta la zona de necrosis. Esta distancia es dependiente del tipo celular, su tasa
metabdlica, el grado de empaquetamiento celular y las concentraciones de sustratos en el

medio de cultivo. En relacién con las células de tejidos normales, el niimero de capas de



células viables que rodean los nicleos necréticos es de 10 a 20, correspondiendo a una
distancias entre 100 y 220 um, con volimenes extracelulares del 35 al 55%. Estos valores
son similares a los que se pueden observar en tumores in vivo y corresponden a regiones
en las que se muestran gradientes de nutrientes, de presiones parciales de Oy y de pH
[Sut88]. Las células en ciclo proliferativo se encuentran en las capas mds externas del
esferoide, hasta aproximadamente la quinta capa. En capas mads internas encontramos
las células quiescentes, de las cuales una importante proporcién son viables y capaces de

proliferar cuando se las saca de este entorno [Mul85, Gro91].

1.2. Modelos computacionales de crecimiento tumoral

Los modelos computacionales permiten simular experimentos y analizar los datos
obtenidos sin el coste que supondria la realizacién de estos en las condiciones experimen-
tales reales. Ademas es posible dilucidar resultados que no se podrian poner de manifiesto
experimentalmente. Con estos modelos se van a poder generar poblaciones virtuales de
esferoides y simular ciertas condiciones experimentales que se quieran estudiar.

La evaluacién de nuevas estrategias terapéuticas contra el cancer, antes de su aplicacién
en tumores in wvivo, es posible realizarla con estos modelos computacionales de MTS
virtuales. Esto va a permitir disear estudios que no son posibles en ensayos clinicos
reales, bien porque sélo se disponen de datos de estudios retrospectivos no diseados para
el andlisis de cualquier cuestion especifica, bien porque por cuestiones éticas supondria
disear estudios prospectivos en los que las variables relevantes suponen un perjuicio para
el paciente, como ocurria si quisiésemos estudiar diferentes esquemas de fraccionamiento,
o ensayarse los efectos de interrupciones o demoras, en un tratamiento de radioterapia.

Estos modelos se basan en técnicas Monte Carlo que hacen posible simular en pobla-
ciones virtuales objeto de ensayo, la variabilidad observada en los experimentos reales.
Tras una correcta sintonizacién, ajuste de pardmetros del modelo computacional con los

datos que ofrecen los estudios reales de laboratorio, se podrian realizar simulaciones in-



troduciendo variabilidad sélo en los pardmetros motivo de estudio [Guil2a].
Los modelos computacionales los podemos clasificar del siguiente modo: basados en

autématas celulares y basados en ecuaciones diferenciales.

1.2.1. Basados en automatas celulares

Un Automata Celular es un sistema dinamico discreto gobernado por reglas simples
deterministas. En él se considera al espacio y al tiempo de manera discreta. El autéomata
consiste en una red uniforme y regular, cuyas posiciones denominamos sitio o “célula”.

Los primeros autématas, desarrollados por Von Neumann, datan de 1947 [Von66].
Diichting y colaboradores proponen los primeros modelos computacionales basados en
automatas celulares aplicados a MTS [Duc85, Duc89]. Estos autores modelan el crec-
imiento de un esferoide tumoral a partir de la proliferacién de las células tumorales indi-
viduales que lo constituyen. Los datos de entrada que el modelo de simulaciéon necesita
son los tiempos de las fases del ciclo celular de cada célula tumoral especifica. El modelo
cinético celular a partir del cual se simula el crecimiento del esferoide, consiste en consid-
erar el ciclo celular de G1 a M (G1, S, G2 y M), la fase G y el estado de necrosis. La
célula que se encuentra en ciclo proliferativo puede realizar de nuevo el ciclo, o pasar a la
fase Gp. A continuacion puede pasar a estado de muerte celular o a la realizacién de otro
nuevo ciclo proliferativo. Las simulaciones comienzan con una célula, y por las limita-
ciones en la capacidad de computacion, sélo podian trabajar con matrices de 42 x 42 x 42.
Pudieron simular hasta 104 células, 15 veces menos células que un esferoide de unas 150
micras de dimetro. Emplearon el modelo de Gompertz para describir el crecimiento en la
simulacién computarizada.

Los autématas individuales, células tumorales, se fijan segiin una topologia (estructura
regular) en la que se distribuyen formando el autémata celular. La interaccién entre
células se simula, de manera que el comportamiento de una célula esta afectada por el

de sus vecinas. Ademas cada célula estara en estados y la célula pasara de uno a otro



con una cierta probabilidad. Un autémata celular de define a partir de una matriz (n
dimensional), la asignaciéon de un conjunto de estados iniciales a cada autémata de la
matriz, el conjunto de estados posibles de cada autémata, una funcién de transicion
que asigna un nuevo estado a un autémata teniendo en cuenta el estado de todos sus
vecinos, una funcién que asigna a cada autémata el conjunto de sus vecinos (funcién
vecindario), una distribucién de probabilidades para cada posicién de la matriz y momento
determinado, y un conjunto opcional de estados finales. Las posiciones dentro de la
estructura regular estan definidas por indices sobre los cuales es posible especificar las
posiciones permitidas [Wol94]. De manera que las células, localizadas en una red espacial,
progresaran en su ciclo reproductivo y vital dependiendo de su acceso a los nutrientes. La
division de una célula supondra la necesidad de ubicarla en una nueva posicién, mientras
que la muerte de alguna de ellas puede hacerla desaparecer del agregado celular y generar
el movimiento de las células que la rodean.

Ya hemos visto las caracteristicas que ha de cumplir un sistema complejo para consi-
derarse un autémata celular, pero se han de tener en cuenta otros aspectos importantes
en relacién con la cinética de crecimiento de las células tumorales para, finalmente, poder
simular el crecimiento de un esferoide tumoral multicelular. Es asi preciso conocer el
tiempo de duplicacién de las células tumorales la fraccién de crecimiento (proporcién
de células de una poblacién que se encuentran en ciclo proliferativo) y el desequilibrio
entre produccién y pérdida de células, acumulacion de células tumorales que justifica el

crecimiento progresivo.

1.2.2. Basados en ecuaciones diferenciales

Los modelos basados en ecuaciones diferenciales pretenden hacer una descripcion
detallada de procesos del metabolismo celular, aspectos bioquimicos y biomecénicos, e
incluso se llegan a considerar propiedades del medio como la concentracién de metabolitos

y nutrientes. Asumen unidades de medida que pueden ser comparadas con datos exper-



imentales. La consideracién de procesos metabdlicos de diferentes escalas temporales
exigen a estos modelos descripciones matematicas complejas. Para esferoides de 1 mm
de didmetro y 25 pardmetros por células se necesitan 107-10® ecuaciones diferenciales,
y requieren 10?°-10%! bytes/esferoide para llevar a cabo simulaciones ab initio de un
esferoide de estas caracteristicas. En estos modelos se consideran la aleatoriedad de
sucesos discretos como la mitosis, muerte celular, particién de organulos subcelulares, etc.
[Chil0]. Ademds, utilizan modelos basados en redes complejas; redes que, por ejemplo,

preservan su estructura gracias a fuerzas viscoeldsticas entre células vecinas [Chi04, Mil10].

1.2.3. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son dos:

e Desarrollar un modelo general de la cinética de proliferacién de MTS mediente

simulaciéon computacional.

e Aplicar este modelo a los MTS de la linea celular de cancer de mama MCF-7 con

variables obtenidas del modelo experimental.

Este trabajo de investigacion estd fundamentado en el paralelismo que presentan
la simulacién computacional y la experimentacién con clulas tumorales. Se simula el
crecimiento de los MTS de la linea celular MCF-7 atendiendo a los pardametros obtenidos
del crecimiento de los esferoides cultivados en el Laboratorio del Investigaciones Médicas

del Hospital Universitario San Cecilio de Granada.

II. MATERIAL Y METODOS

I1.1. Esferoides multicelulares de la linea MCF-7



Se ha utilizado en este trabajo la linea celular MCF-7 de origen tumoral. Fue obtenida
en 1973 a partir de un derrame pleural metastasico de una enferma de adenocarcinoma
mamario [Sou73]. Se trata de la primera linea celular documentada como receptor es-
trogénico positivo que responde con cambios metabdlicos y estructurales a la accién de
los estrégenos [Lip75, Hor78].

El mantenimiento en suspensién de las células MCF-7, formando agregados multi-
celulares, se consiguié con aceptable eficacia, impidiendo la adherencia celular al soporte
solido del cultivo. Se utilizaron cajas de cultivo con paredes de pléstico no adherente unas
veces y cajas de cultivo con el fondo tratado con una fina capa de agar semisélido al 1%
de concentracié final en medio esencial minimo (MEM), otras. El medio de cultivo celu-
lar utilizado comtinmente fue MEM suplementado con 10% de suero bobino fetal (FBS).
Transcurridas unas horas después de la siembra, la observacién con microscopio de los
discos Petri donde se prepararon los cultivos, nos permitié distinguir agregados flotantes
formados por un nimero variable de células, que alcanzarén formas globulares (ovoidea,
cilindrica y, predominantemente, esférica) en el curso de las 24-48 horas siguientes. El
crecimiento de los esferoides se sometié a observacion de manera individualizada en dis-
cos de Petri de 35 mm o cajas de 48 pocillos. A intervalos de tiempo variables segin
las necesidades de los diferentes protocolos experimentales, se efectud después la medida
de dos diametros ortogonales y se calculd el volumen de los esferoides. La periodicidad
minima y méxima de las medidas oscild entre 48 y 96 horas [Vil96].

La observacion al microscopio invertido de contraste de fase, con ayuda de una rejilla
graduada aplicada al ocular, previamente calibrada, nos ha permitido medir los didmetros
ortogonales de los agregados celulares aparentemene esféricos y calcular su volumen me-

diante el uso de la siguiente ecuacion:

donde a es el didmetro mayor medido y b es el didmetro menor [Ole92].
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11.2. Modelo computacional

El modelo computacional se ha desarrollado con el lenguaje de programacion Fortran.
Se trata de un programa estructurado que consta de un cuerpo de programa, que contiene
la rutina principal, ademas de cuatro funciones y cuatro subrutinas. Las funciones se
emplean para el calculo de las distancias entre posiciones de una red ctibica de posiciones
fijas, el nimero de vecinas o células que ocupan una posicién en las cercanias de otra, la
profundidad a la que se encuentra una célula del medio exterior, es decir, la distancia al
aporte de nutrientes, y para el calculo de la probabilidad de divisiéon de cada posicion de
la red en cada instante. En cuanto a las subrutinas, una calcula el radio del esferoide y
el volumen en cada iteracién, otra calcula el niimero de células que van a proliferar por
cada capa en cada iteracién, una tercera busca una posicién vacia donde pueda ubicar la
nueva célula tras una division y, por ultimo, una subrutina en la que se sortean las células
de la periferia que no estdn muy ligadas al esferoide y lo van a abandonar (exfoliacién).

Se define una matriz 3D en cuyas posiciones se irdn colocando las células tras cada
iteracion, que haremos corresponder a un tiempo de ciclo celular. Se comienza la simu-
lacién con una configuracién inicial de posiciones ocupadas de la red. Aqui hacemos notar
que, experimentalmente, se comienza el seguimiento del crecimiento del esferoide a partir
de un nimero de células que inicialmente forman un agregado. Se le asigna un ntmero a
cada estado celular: 1 para las células en ciclo proliferativo, 2 para el estado de muerte
celular y 3 para el estado de quiescencia. La configuracion inicial estd constituida por 188
células en ciclo.

Ya se ha comentado que los nutrientes llegan al esferoide por difusion y penetran en él
por su superficie. Las células cercanas a la superficie del esferoide estan en contacto con
los nutrientes y el oxigeno que lo rodean y, por lo tanto, tienen un buen acceso a estos;
lo cual hace que proliferen activamente. Las células mas internas del esferoide, que se

encuentran en regiones que estan privadas de oxigeno y alimentos, contituyen el nicleo
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necrético. Entre la periferia y el nucleo necrético se encuentra una region con un gradiente
de nutrientes y oxigeno que tendrd una pendiente determinada y que condicionara la
actividad proliferativa de las células de esta zona. La forma de este gradiente puede
depender de la linea celular y de las condiciones de cultivo de los esferoides.

La probabilidad de division de las células segtin la capa celular a la que pertenezcan
depende de la profundidad de la capa, de la linea celular y de las condiciones de cultivo
como ya se ha cometado. Se presenta un gradiente en esta probabilidad de divisiéon que
estd principalmete condicionado por el gradiente de concentracion de O,. Se entiende que
tendra una forma similar a este gradiente de concentraciéon. En la Figura 2, tomada de
[Tim04], podemos ver uno de estos perfiles de concentracién de oxigeno en una seccién
de unos esferoides de lineas celulares deferentes (lineas HepG2 y HCT116). Podemos
observar un perfir similar para la linea tumoral DU-145 de céncer de préstata humano

?7?. Todos estos perfiles de O, de miden con microelectrodos sensibles a oxigeno.
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FIG. 2: Gradientes de concentracién de oxigeno en MTS de las lineas celulares HepG2 (circulos
negros) y HCT116 (circulos blancos). El valor cero de profundidad sefiala la superficie del esferoide.
La concentracién de Os es practicamente cero en la regién central de los esferoides, a unas 200 pm

de la superficie.
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Se propone una funcion gradiente similar a las que hemos mostrado, ver Figura 3.
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FIG. 3: Funcién gradiente de nutrientes, Os y pH.
La expresion matematica de esta funcién gradiente viene dada por la siguiente ecuacién:

1+ eap(ly — po) o)
1 + 61’])(@ — lo) - Po ’

donde [y v po son parametros de la funciéon y [ es la profundidad de cada una de las

posiciones del esferoide medida desde el exterior.

El programa comienza realizando un sorteo que determinara si cada célula de las que
conforman la configuracion inicial se divide o no, ver Figura 4. La probabilidad de que cada
célula se divida o no depende del producto de parametro, Py, y la funciéon gradiente de
nutrientes, oxigeno y pH que hayamos definido, que a su vez dependera de la profundidad
a la que esté posicionada esa célula en concreto.

El valor maximo de la probabilidad de divisién lo determina el valor del parametro
Pyi.,. La probabilidad de division sera cada vez menor a medida que la posicién celular
esté més alejada de la superficie del esferoide, y es la funcién gradiente de nutrientes y O,

la que determina este gradiente en la probabilidad de divisién celular. Una vez realizado
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FIG. 4: Diagrama jerarquico que representa el flujo de trabajo del programa.

el sorteo se guardan las posiciones de las células que se van a dividir en esa iteracién. El
sorteo al que se somete cada célula seguird una distribucion binomial.

Una subrutina, a la que hemos llamado UBICACI()N, es la encargada de buscar una
posicion de la red vacia en la que ubicar la nueva célula. La subrutina realiza una busqueda
en 98 direcciones diferentes. Estas direcciones corresponden a los vértices de cuatro cubos
colocados en cada uno de los ocho cuadrantes de una esfera virtual entorno a la posicion
de la célula que se va a dividir. El fijar las direcciones de crecimiento disminuye el orden
de complejidad del algoritmo. Todas las direcciones de busqueda tiene el origen en la
célula que, por sorteo, va a dividirse en una iteracion concreta. En cada direccién se

busca la primera posicion de la red vacia que se encuentre en la zona de células en ciclo

14



proliferativo; es decir, no se colocara una célula nueva en la zona de necrosis o de hipoxia.
Se hard una exigencia mas a este algoritmo de busqueda: de todas las posiciones posibles
se seleccionard para colocar la nueva célula, la més cercana que tenga un mayor numero
de células vecinas. La funcién que realiza la busqueda del nimero de vecinas lo hace en
las 125 posiciones mas cercanas a la posicién analizada.

En cada iteracion, y una vez que se han colocado las nuevas células, se actualiza el
estado de cada célula segtin la posicién relativa que ocupa en la red, ya que al colocarse
nuevas células estas posiciones relativas se han modificado. Si la posiciéon de una célula
tiene una profundidad asociada, distancia al exterior del esferoide, mayor que lo que hemos
determinado mediante un pardametro, al que hemos denominado Ljqye,, y que corresponde
a la zona de células en ciclo proliferativo, el estado de la célula cambia. El nuevo estado
corresponde al de las células en hipoxia, quiescentes. La profundidad de la capa de células
en hipoxia también se define mediante un pardmetro, Lppo,. Sila profundidad de una
posicion es mayor que la suma de las capas de células en ciclo y quiescentes, el nuevo
estado de la célula serd el de muerte celular. Una célula en estado de muerte celular no
modificard su estado a partir de ese momento. Una célula en estado quiescente si puede
modificar su estado a estado proliferativo, si tras la ubicacién de células de cada iteracion
su profundidad asi lo indica.

La funcién que determina la profundidad de cada posiciéon de la matriz, busca dos
posiciones consecutivas seguidas vacias y calcula la distancia entre la posicion analizada y
la posicion no vacia anterior a las dos vacias consecutivas. Tiene definidas 42 direcciones
de busqueda y el origen de todas estas direcciones es la posicion de la red que se esta
analizando.

La subrutina que elimina del agregado aquellas células que se encuentran en la super-
ficie, segin un sorteo aleatorio, depende de un parametro que determina la probabilidad
de exfoliacién. A este pardmetro lo hemos denominado P, .

La dltima subrutina que aparece en cada iteracién de la rutina principal es la que

calcula el volumen del esferoide. Esta subrutina calcula la posicién de la matriz sobre la
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que estan las células que a de mayor profundidad, es decir la posiciéon a mayor distancia de
la periferia. Esta posicién es la considerada como origen, de manera que a partir de ella y
segun tres direcciones ortogonales, seis sentidos, se cuenta el niimero de capas de células
que hay en cada regién del esferoide, ver Figura 5. El valor del volumen calculado depende
de un parametro de escala, que denominaremos Fj.,, v de unos factores de compactacion
que denominaremos F'S¢, F'Sy v FSy. El factor de escala tiene en cuenta el espacio
asociado a cada célula y el espacio intercelular, asigna una distancia al espacio entre dos
posiciones consecutivas de la matriz. Los factores de compactacion tienen en cuenta la
diferente compactacién de las tres regiones diferenciadas del esferoide, la regién de células
en ciclo, en hipoxia y del nucleo necrético. Ambos factores seran caracteristicos de cada

linea celular. El volumen del agregado se calcula segiin la siguiente ecuacion:

FIG. 5: En este grafico se muestran las 6 sentidos de biisqueda que permiten el conteo del nimero

de células por capa de un esferoide tumoral multicelular simulado.

con:
Ree = (Re+ Ry +R,)’ — (R, + R,)?
Run = (R + R,)? — (Rn)?
Rop = (Ry)’
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donde R., Ry y R, son el nimero de capas de células en ciclo, hipoxia y muerte celular
respectivamente, multiplicado, por el factor de escala.

Los pasos de la simulacion no corresponden a un dia, corresponden al tiempo de ciclo
de las células objeto de estudio. En el caso de la linea celular MCF-7 de cancer de mama
el tiempo de ciclo se estima en 20 horas y, por lo tanto, habré que considerar un factor de
1.2 para poder hablar en términos de dias y no en términos de iteraciones de la simulacién.

Es posible simular la siembra de células en distintos puntos de la red y, por lo
tanto, analizar diferentes patrones de crecimiento. Se han simulado hasta seis esferoides

separados unas 20 posiciones de la red cibica, simultaneamente.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

I11.1. Estructura de los esferoides simulados

En la Figura 6 se ha representado una secuencia de ocho imagenes que muestran la
evolucion de un esferoide simulado. Se reproduce la estructura de los esferoides reales
cultivados en el laboratorio: un nicleo necrético (cuando el tamafio alcanzado es suficiente
para ello), una capa interior en hipoxia (capa intermedia) y una capa externa con células
en proliferacién.

Los tiempos empleados en las simulaciones de MTS de unas 700 ym de radio, son de
unos 15 minutos. Esto corresponde a uns 30 iteraciones.

El modelo computacional nos permite la simulacion de méas de un esferoide y, por tanto,
el analisis en el crecimiento de un agregado de esferoides que evoluciona inicialmente de
manera independiente pero que, finalmente, constituyen un solo agregado, ver Figura 7.

II1.2. Sintonizacion de parametros
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FIG. 6: Se representan ocho iteraciones en secuencia de la formacién de un esferoide simulado. Se
observa una zona central correspondiente al niicleo necrético (negro), una regién mds externa (azul)

que corresponde a la regién de células en hipoxia, y una capa externa de células en ciclo (roja).

FIG. 7: Etapas iniciales de crecimiento de un agregado constituido por dos esferoides que inicialmente
crecen individualmente y que finalmente constituyen un agregado. Vision externa de la capa de células

en ciclo (rojo), en hipoxia (azul) y niicleos de células muertas (negro).

Una vez desarrollado el modelo general de cinética de proliferacion de MTS mediente
simulaciéon computacional, lo aplicamos a los MTS de la linea celular de cancer de mama
MCEF-7. Para aplicar el modelo a esta linea celular concreta se debe sintonizar el mismo,
es decir, dar valores a los parametros del modelo de manera que se obtenga el mejor ajuste

entre los resultados simulados, a partir del modelo computacional, y los obtenidos experi-
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mentalmente en el laboratorio. Se van a sintonizar la funcin gradiente, las relaciones radio
de la necrosis-radio del esferoide, niimero de células-didmetro del esferoide y diametro del
esferoide/didmetro inicial-tiempo.

El factor de escala de la red (Fy.y) vy los factores de compactacién (F'Sq, FSy, FSy)
estdn conectados con la relaciéon entre el radio de necrosis y el radio del esferoide, ver
Figura 8. En esta figura se representan simulaciones en las que hemos usado un valor del
pardmetro de la simulacién Py, = 0.30, lo cual supone un tiempo de duplicacién (Tp) de
1.9 dias. La ecuacién que relaciona ambos parametros es la siguiente:

Piw = 1 exp(-22). (@)

La relacion entre el radio de necrosis y el radio del esferoide sélo es funcién de los
parametros F'scal, 'S¢, FSy y F'Sy. En las simulaciones el parametro que se modifica
es la Py, que harda que el tumor crezca mas o menos rapido pero no afectara a la razon entre
el radio del esferoide y del nicleo necrético. Por otro lado cualquiera de las simulaciones
realizadas y que se ajustan a los valores de crecimiento experimental, dan los mismos
resultados en relacion a la relacién de radios ya que se han fijados aquellos parametros
relevantes. Para fijar estos pardmetros se exige que 10% células ocupen un volumen de
(4.1941)210% pm? segiin muestran los datos experimentales [Vil96]. Este ntimero de
células seleccionado es especialmente relevante ya que es el niimero de células aproximado
que contienen los esferoides que se consiguen en el laboratorio y a partir del cual se
comienza el seguimiento de la variacion de su volumen. Al fijar estos pardmetros también
se establece una relacion entre el niimero de células y el diametro del esferoide, ver Figura
9. En esta figura podemos ver el nimero de células de cada esferoide frente al didmetro
de los mismos. Se representan tanto los datos experimentales como los simulados. En el
conteo de células de la simulaciéon se ha considerado, por un lado, el total de células vy,
por otro, el nimero de células sin considerar las que estdn muertas, ya que suponen una

fuente de incertidumbre en el contaje experimental. Se han realizado cinco simulaciones
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para la representacion de los datos experimentales. Hemos usado la simulacién con Py,

= 0.30.

700 U T d T Y T i T . T z T ! T
r = Experimentales
600 -,

Simuladas
500 -

400 |-
300 -
200 |
100

Radio de la necrosis (um)

0 1 1 I ! I ! 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Radio del esferoide (mm)

FIG. 8: Representacion de puntos experimentales (azul) y simulados (rojo) del radio del nicleo
necrético frente al radio del esferoide. Ajuste de regresién lineal de puntos experimentales (azul) y

simulados (rojo). Valor del pardmetro Py, = 0.30. Incertidumbres con factor de cobertura k = 1.

El valor del niimero de células en las capas proliferativa e hipdxica lo hemos obtenido
de unos estudios experimentales en los que se emplea uridina yodada en uno y timidina
tritiada en otro [Vil96]. Se realizaron sobre unos esferoides de unas 350 um de didmetro.
En el primer estudio se obtubieron 8 capas de células en ciclo proliferativo y 2 en hipoxia.
Los resultados fueron diferentes para el segundo experimento, ya que la capa de células
que proliferaban contenia 4 elementos, mientras que la de células quiescentes contenia 6.
En ambos casos la capa de células muertas contenia 3. El modelo computacional que
se propone ha considerado un resultado intermedio de los expuestos, se ha tomado un
valor de 6 para la capa mas externa de células en ciclo y de 2 para las células en hipoxia,
correspondiente al primer experimento, porque son los valores que mejores resultados
arrojaban.

II1.3. Comparacion entre esferoides cultivados y esferoides simulados
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FIG. 9: Datos experimentales (azul) y simulados (rojo y verde) del nimero de células por esferoide

frente al didmetro del mismo. Incertidumbres con factor de cobertura k = 1.

A partir de la sintonizacién, y para comparar los datos medidos en el laboratorio
(que muestran variabilidad) es preciso hacer variar el pardmetro Py, manteniendo los
valores del resto de parametros fijos. Variando el parametro P, es posible reproducir la
variabilidad mostrada por los datos experimentales. El rango de valores que representan
bien el crecimiento de los esferoides reales es [0.16,0.33]. Los valores de los pardmetros

que reproducen los resultados experimentales aparecen en la Tabla I.

TABLE I: Valores de los pardmetros usados en el modelo computacional.

lO bo Fscal(um) Pdiv Llayer Pea:f Lhipo:c FSC FSH FSN

76 0.5 22.5 [0.33 — 0.16] 6 0.01 2 1.42 187 3.60

En la Figura 10 se representan los ajustes a la ecuacién del modelo de crecimiento de

Gompertz [Nor88]. Todas las curvas han sido normalizadas a un valor de volumen igual
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a 1210% pym?3 [Guil2a]. En la ecuacién (5) se representa el modelo de Gompertz y en la
ecuacién (6) la expresién matemdtica que permite la normalizacién a volumen comun Vj.

Los parametros de Modelo de Gompertz son A y a.

V(t) = V(ty) exp(A[l —exp —a(t —to)]) . (5)
Vv
A = Aln(— 6
() (6
@g 2000 4
o
x
S 1000k
£
>
o)
>
0 i 1 L |
10 20 30 40
Tiempo (dias)

FIG. 10: Se representan los ajustes a la ecuacién de Gompertz de los datos de crecimiento de esfer-
oides experimentales (gris) y simulados (rojo) para todos los pardmetros del modelo computacional
fijados excepto el pardmetro Pg;,, para el se han considerado valores en el intervalo [0.16,0.33]. Se han

representado los valores de 0.16 hasta 0.33 en pasos de 0.01. Todas las curvas han sido normalizadas

a un valor de volumen igual a 1x10% pm3.

Los valores de los parametros de los ajustes de Gompertz que reproducen la variabilidad
manifestada experimentalmente son representados en las Figura 11 y Figura 12. No se
observa correlacion en ninguna de las figuras, ni en la que se representan los parametros

de los ajustes de los datos experimentales, ni en la correspondiente a las simulaciones.
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FIG. 11: Valores de los parametros de los ajustes al Modelo de Gompertz de los datos experimentales.
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FIG. 12: Valores de los parametros de los ajustes al Modelo de Gompertz de los datos simulados.

La variabilidad obtenida en las simulaciones una vez fijados todos los parametros puede
observarse en la Figura 13. En esta figura se representan dos conjuntos de 5 simulaciones
cada una, correspondientes a los valores de Py, 0.25 y 0.30. Esta variabilidad de cada
conjunto de simulaciones no es suficiente para explicar los diferentes comportamientos de
las curvas experimentales, siendo este el motivo por el que hay que variar el parametro

Pdiv-
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FIG. 13: Se representan dos conjuntos de ajustes al modelo de Gompertz de 5 simulaciones cada
uno, correspondientes a los valores de Py, 0.25 (verde) y 0.30 (rojo). En gris se representan el

conjunto de ajustes al modelo de Gompertz de los datos experimentales.

Del crecimiento de los esferoides podemos anadir ademas que se observa en las simu-
laciones un comportamiento lineal del incremento del didmetro relativo (al valor inicial
de crecimiento) de los esferoides en funcién del tiempo de seguimiento, ver Figura 14. De
estos resultados se deduce que la fraccién de crecimiento no es constante.

En la Figura 15 podemos observar el crecimiento de 6 células clonogénicas separadas
diez posiciones celulares entre ellas, inicialmente aisladas, que finalmente forman un
agregado debido a que la cercania y el tiempo transcurrido lo permiten (rojo); tambin
el crecimiento simulado de estos seis clondgenos suficientemente alejados de manera que

nunca llegan a agregarse (azul). Se puede observar un mayor crecimiento para el conjunto

de clondgenos suficientemente distantes.

IV. CONCLUSIONES

Conclusiones:
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FIG. 14: Se representa el incremento del didmetro relativo (al valor inicial de crecimiento) de los

esferoides en funcién del tiempo de seguimiento.

En este trabajo se ha desarrollado un modelo computacional de crecimiento tumoral
basado en automatas celulares, cuya caracteristica principal ha sido la simplicidad. FEl
nimero de pardmetros del modelo es reducido y esto permitiria un facil uso en el estudio
de los resultados de los tratamientos oncoldgicos para las situaciones clinicas habituales,
a diferencia de otros modelos extremadamente complejos.

Mediante este modelo se describe adecuadamente el crecimiento de los esferoides tu-
morales multicelulares de la Ilnea MCF-7 cultivados in wvitro en el laboratorio. Se ha
mantenido siempre el paralelismo entre la simulacion computacional y la experimentacién
con MTS de la linea celular MCF-7.

Para reproducir la variabilidad observada en el laboratorio es preciso hacer variar uno
de los parametros, relacionado con la probabilidad de division, manteniendo los valores
del resto de parametros del modelo fijos.

El modelo permite simular situaciones ms generales, como la que se produce cuando
existe una siembra dispersa de clulas que no forma un nico agregado. El modelo permite

la simulacion del crecimiento de diferentes células distantes inicialmente que pueden
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FIG. 15: Crecimiento simulado un conjunto de 6 clondgenos separados diez posiciones celulares,
inicialmente aislados, que finalmente forman un agregado (rojo). Crecimiento simulado de estos seis

clondgenos que nunca llegan a agregarse (azul).

llegar a formar un unico agregado.

Perspectivas:

Estudio de diferentes formas de Radioterapia en el tratamiento de las metstasis o las
etapas iniciales del desarrollo tumoral.

Estudio del crecimiento de las clulas tumorales que quedan tras cirugia y como afectaria
esto a los resultados obtenidos con los diferentes esquemas de trataminto.

Ampliacin del modelo para incluir la angiognesis, ya que el modelo nos permite gracias
la estructura modular del cédigo, la introduccién de diferentes patrones de estructura

vascular en un tumor.
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