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RESUMEN

Laspoblaciones celulares en un organismo estón estrictamente controladas por el
balance de señales complejas que estimulan o inhiben Ia proliferación,
diferenciación y sobrevida de las células. Existenevidencias experimentales que
sugieren que las especies reactivos del oxigeno estón involucradas en eI
desarrollo del cancer. El primer objetivo de este trabajo fue evaluar la
participación de las especies reactivos del oxígeno en los mecanismos de
proliferación y transformación celular y modular los niveles de estas especies a fin
de inhibir la proliferación y de esta forma controlar el crecimiento tumoral. Los
resultados demostraron que existe un aumento de la actividad de superóxido
dismutasa y una disminución de los niveles de catalasa y glutatión peroxidasa,
enzimas disipadoras de peróxido de hidrógeno, en función de la malignidad. Este
desbalance enzimótico se correlacionó con aumento de la producción de
peróxido de hidrógeno. La disipación de peróxido de hidrógeno de manera
exógena mediante tratamientos con catalasa ¡nhibióla proliferación en líneas
celulares de diversos orígenes tisulares y de organismos diferentes, lo que sugiere
que la participación del peróxido de hidrógeno en el control de Ia proliferación
sería un fenómeno general. Por otro lado, tratamientos con catalasa inhibieronel
desarrollo de tumores experimentales. En concordancia con estos resultados, se
demostró que la transfección estable del cDNA de la catalasa en una línea
celular tumoral humana, disminuyó la tasa de proliferación y revirtió
características de fenotipo maligno. Con respecto a los mecanismos de la
inhibiciónde proliferación por secuestro de peróxido de hidrógeno, se demostró
aumento de los niveles de óxido nítrico en los tratamientos con catalasa,
sugiriendoa esta especie como un posible mediador de esta vía.
Por otro lado, dado que Ia radioterapia constituye junto a la quimioterapia una
de las principales formas de tratamiento contra el crecimiento tumoral, el
segundo objetivo de esta tesis fue la caracterización de Ia radiosensibilidad
intrínseca de líneas celulares con diferente grado de malignidad, de la respuesta
celular a diferentes tipos de radiaciones ionizantes y el estudio del efecto del
óxido nítrico como posible radiosensibilizador selectivo de las células tumorales.
Los estudios de radiosensibilidad intrínseca demostraron un aumento de Ia
radiorresistencia en función de Ia malignidad en las células tumorales de ratón
evaluadas, que no se manifestó en las células de orígen humano. Con respecto a
las irradiaciones con haces de protones y de litio en comparación con la
radiación gamma, se demostró un aumento de la eficiencia biológica relativa
(RBE)en función de la transferencia lineal de energía (LET)de la radiación, que
resultó consistente con los datos bibliográficos. Por otro lado, los estudios de la
acción del óxido nítrico mostraron un mayor efecto radiosensibilizador en las



Resumen

células con mayor capacidad tumorigénica. Esteefecto podn'a ser explicado por
el estado prooxidativo basal de las células mas malignas, que potencian’a |a
acción de la radiación. Se demostró también la acción del óxido nítrico como
radiosensibílizadoren tumores experimentales.
Estos resultados sugieren la posibilidad de explorar terapias antioxidantes
específicas y radiosensibílizadores selectivos para el control del crecimiento
tumoral.



Abstract

ABSTRACT

Cell populations ¡n a living organism are strictly controlled by the balance of
complex signaling systems, which stimulate or inhibit cell proliferation,
dífferentiation and survival.Substantial experimental evidence suggests a role of
reactive oxygen species in the development of cancer. Thefirstaim of the present
study was to evaluate the ¡nvolvement of reactive oxygen species in the
mechanisms of cell proliferation and transformation and to modulate the levels of
these species to lnhibit proliferation and thus control tumor growth. The results
showed an increase in superoxide dismutase activity and a fall in the activities of
H202-detoxifying enzymes, catalase and glutathione peroxidase, as a function of
malignancy. Thisimbalance ¡n the antioxidant system was coupled to a rise in the
levels of H202.The exogenous removal of H202by treatment with catalase induced
an inhibition of proliferation in all the tested cell lines of different tissues from several
species, suggesting that the regulation of proliferation by H202would be a general
phenomenon. Moreover, ¡n vivo treatments with catalase inhibited the growth of
experimental tumors. Furthermore, the rate of proliferation was inhibited and some
features of malignant phenotype were reversed by a stable transfection of the
cDNA of catalase ¡n a human tumor cell line. Regarding the mechanisms of the
inhibition of cell proliferation by scavenging H202,an increase in the levels of nitric
oxide by treatment with catalase was found, suggesting that nitricoxide could be
a mediator of thissignaling pathway.
Takinginto account that radiotherapy coupled to chemotherapy is one of the
main forms of treatment for cancer, the second aim of this study was to
characterize the intrínsic radiosensitivity of cell lines with different degrees of
malignancy, the cellular response to different types of ionizing radiation and the
effect of nitricoxide as a possible selective radiosensitizer of tumor cells.
The studies of intrínsicradiosensitivitydemonstrated an increase ¡n radioresistance
as a function of malignancy ¡n the mouse tumor cells evaluated. However, this
correlation was not found ¡n the human cells tested. Regarding proton and Iithium
beam irradiations as compared with gamma irradiations, an increase in relative
biological effectiveness (RBE)as a function of the linear energy transfer (LET)was
found, which was consistent with previous reports. Furthermore, the studies of the
action of nitric oxide resulted in a greater radiosensitizing effect on the more
tumorigenic cells. These differential effects could be due to the basal prooxidative
state of the more malignant cells that could potentiate the effect of radiation. The
radiosensitizing effect of nitric oxide on experimental tumors was also
demonstrated.
These results suggest the possibilityof exploríng specific antioxidant therapies and
selective radiosensitizersfor the control of tumor growth.
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Hace 140 años, el microscopista aleman Johannes Mueller demostró

que un tumor estaba formado por células, a partir de ese momento comenzó

la búsqueda de las causas que estaban originando esta alteración celular.

Eldescubrimiento realizado por Rous' en l9i i, de que un virusera el transmisor

y causante de la aparición de un crecimiento maligno en polloy Ia identificación

de numerosos retrovirus2con capacidad transformante durante las décadas

del 50 y 60 fueron los pilares del concepto de que un tumor surge como

consecuencia de un cambio genético. Howard Temin en i971, fue quien

propuso que esos genes serían formas alteradas de genes celulares normales a

través de un proceso de mutación somótíca o rearreglo genético. En 1976,

gracias al revolucionario descubrimiento de Ia transcriptasa reversa3 se

construyó una sonda del oncogen v-src y se observó que híbridizaba con el

ADNde células normales, se identificaron entonces las contrapartes normales

de los oncogenes, los protoncogenes. Luego gracias a los sucesivos avances

de Ia biologia molecular y de la tecnologia del ADN recombinante, se

comenzaron a identificarque aquellas secuencias transforrnantestransportadas

por los retroviruseran formas alteradas de genes relacionados con el control

del crecimiento y diferenciación celular‘. Se comenzaron a vincular entonces

a los oncogenes con componentes de vías de transducción de señales

relacionadas con el control de la proliferación celular tales como proteínas

quinasas, receptores de factores de crecimiento, factores de crecimiento,

proteinas G y factores de transcripción. Hacia finales de los años 70, gracias aI

desarrollo de técnicas para introducir ADNexógeno en células eucariontes, se

identificaron variosfragmentos de ADNde células cancerosas con capacidad

transformanteS. Esta metodologia experimental asi como la inducción de

cóncer en animales por transferencia de oncogenes a través de la tecnología

de animales transgénicosóconfirman el concepto de que Ia “ganancia de una

función génica" puede generar la aparición de un fenotipo maligno.

La idea de que la “pérdida de función de genes" esta asociada a Ia

transformación celular surge en i983 a partir de estudios que revelaron Ia

alteración y pérdida de función de un gen supresor (RB)en el retinoblastoma’.

Mós tarde, en i990 se demostró que mutaciones en el gen supresor p53 estón
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asociadas con una variedad de sarcomas, leucemías, cancer de pulmóny de

mamaB. Elanalisis de polimorfismosde la longitud de fragmentos de restricción

(RFLP)y el desarrollo de la tecnología de los ratones “knock out" fueron de

gran importancia para la confirmación de que la alteraciones recesivas y la

consecuente pérdida de una función génica puede también provocar la

aparición del fenotipo maligno. Actualmente Ia secuenciación del genoma

humano, así como el desarrollo de nuevos enfoques de estudio como la

genómíca9 y proteómicalo funcional basada en tecnologías sumamente

sofisticadas como Ia de “microarray”constituyen una fuente de gran potencial

para el entendimiento de esta patología.

Como hemos visto,la comprensión de los mecanismos que se encuentran

alterados en una patología humana estó limitada y sigue los pasos de la

tecnología desarrollada hasta el momento históricoen que nos encontremos.

Vale la pena recordar, que somos parte del mismo proceso histórico y es de

esperar que la investigación bósica y aplicada junto al desarrollo de nuevas

tecnologías, sean promisoriaspara el diseño de estrategias mas eficientes para

el tratamiento de esta patología.

Cáncer. Conceptos generales

Después de mencionar brevemente las principales hechos históricosque

sirvieronde pilares para Ia comprensión de las causas que originan el cóncer,

podemos definirlocomo una patología genética caracterizada por la pérdida

del control de la proliferación y del posicionamiento celular, características

que le permiten a las células alteradas invadir y proliferar en otros tejidos u

órganos. Estaalteración del comportamiento celular puede manifestarse en Ia

mayoria de los tejidos del organismo, dando origen a una gama de tumores

diferentes con características propias y heterogéneas. Sinembargo, el proceso

de transformación del fenotipo celular tiene características comunes en todos

los casos. Todas las células de un tumor parecen descender de una única

célula ancestral'l que ha acumulado una serie de alteraciones genéticas y

epigenéticas que le otorgaron Ia capacidad de evadir las restricciones que
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controlan la proliferación. Esto constituye “el paradigma genético" del

cóncer'ï. Un tumor se origina por la acumulación de varias alteraciones

genéticas, aunque en algunos casos puede surgircomo consecuencia de una

o dos alteraciones genéticas”, como en el caso del retinoblastoma. Se ha

estimado que hacen falta de 4 a 7 eventos para el desarrollo de loscónceres

epiteliales mas comunes”. Estasalteraciones afectan genes relacionados con

el ciclo celular o su control, involucrando la activación de protooncogenes o

la pérdida de actividad de genes supresores. Estoscambios pueden ocurrirpor

mutaciones o por sobreexpresión inducida por amplificación génica o por

rearreglos cromosómicos. Por otro lado, también se ha descripto la activación

o supresión de genes por cambios en patrones de metilación's. En algunos

casos, la mutación en si misma no es causal del cambio de fenotipo celular

sino que puede afectar a genes relacionados con los sistemas de reparación

celular'ó, elevando de este modo Ia tasa de mutación y en consecuencia

aumentando Ia probabilidad de adquisición del fenotipo maligno. Finalmente,

todas estas alteraciones genéticas pueden ser heredadas o adquiridas por

acción de factores carcinogénicos externos o por estímulos internos como

hormonas, radicales libreso procesos inflamatorios crónicos”.

Estasalteraciones genéticas difieren entre los distintostipos de cóncer y

aún pueden ser diferentes dentro de un mismo tumor No obstante,

asociaciones específicas de alteraciones genéticas son presumiblemente el

reflejo de los procesos evolutivos que gobiernan Ia génesis y progresión de la

transformación celular”. Por lo tanto, el cancer se convierte en un proceso

microevolutivode acumulación de alteraciones genéticas que puede llevar

meses o años donde a diferencia de cualquier otra célula del organismo

empiezan a operar losmecanismos de selección natural.
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Modelos de estudio

Losestadios de evolución celular responsables de Ia transformación de

una célula normal en cancerosa se han logrado reproducir in vivo en los

modelos de carcinogénesis en múltiples pasos en donde se induce Ia

formación de tumores mediante el uso de distintosagentes químicos”. Enestos

modelos se definen tres etapas operativas:

Iniciación, es un estadío irreversible que implica una lesión genética no letal,

heredable pero que altera potencialmente vías de transducción de señales

relacionadas con la proliferación y diferenciación celular. Los agentes

químicosque pueden actuar como iniciadoreslo hacen de manera directa o
indirecta, siendo en este caso metabolizados a intermediarios electrofilicosmós

reactivos que se unen covalentemente al ADN.Loscompuestos químicos mas

utilizados en la iniciación son hidrocarburos policiclicos, como el 7,i2-dimeti|­

benz(a)antraceno (DMBA)y el benzopireno. La etapa de iniciación, sin Ia

subsiguienteetapa de promoción, no genera tumores.

Promoción,es un estadío de Ia carcinogénesis en el cual se induce la selección

y expansión clonal de las células iniciadas, que resulta finalmente en Ia

aparición de tumores. Los agentes promotores mós utilizados son diterpenos

como el i2-O-tetradecanoilforbol-i3-acetato (TPA),alcaloides indólicos y

peróxidos organicos como el peróxido de benzoílo. La acción de los

promotores puede resultar en cambios epigenéticos, que surgen de

alteraciones a nivel transcripcional, traduccional o post traduccional. Los

agentes que pueden actuar como promotores, no son carcínógenos per se y

sus efectos son reversiblessise suspende el tratamiento.

Progresión, es el estadío en el cual una lesión benigna se transforma en

maligna a través de una nueva lesión en el ADN.Las sustancias que pueden

actuar en Ia etapa de progresiónson genotóxicas como agentes iniciadoreso

peróxidos organicos.
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La transformación celular descripto, inducida in vivo mediante protocolos de

corcínogénesís quimica, se puede correlacionar con los cambios sufridospor

una célula en proceso de transformación neoplósica in vitro". Cuando se

extraen células de un tejido y se les provee de las condiciones y medios

adecuados para su crecimiento ¡nvitro, se dividen un número determinado de

veces luego del cual entran en crisisy mueren. Algunas células pueden pasar

ese punto de crisis,espontáneamente o en forma inducida mediante el uso de

agentes quimicos o fisicoso por transfección de algún oncogen, y originaruna

línea celular establecida. Lascélulas que la forman se hallan inmortalizadas no

presentando otras diferencias fenotípicas mas que la capacidad de dividirse

indefinidamente. Estas células provenientes de cultivos primarios normales u

obtenidas de tumores benignos, pueden sufrir otras alteraciones que le

otorguen nuevas caracteristicas fenotípícas tales como: una disminuciónen la

adherencia a una superficie de anclaje, una menor dependencia del suero

para su crecimiento, la capacidad de crecer en medios semisólidos o

verticalmente en vez de en monocapa y de formar tumores al ser inoculadas

en animales experimentales. Todas estas características transforman a la linea

celular establecida en una l'nea celular transformada o funorigénicn.

Ademas de los modelos experimentales descriptos, se pueden diseñar

otros modelos mas sofisticados mediante manipulaciones genéticas

(transfeccíones celulares, animales transgénicos o “knock out"). Todos estos

enfoques experimentales permiten un estudio controlado y reproducible que
favorece el anólisis de los mecanismos involucrados en la inducción de

cancer. Sin embargo, no reflejan totalmente las alteraciones que sufren las

células en tumores humanos. Por lo tanto, los analisis ex vivo de biopsias de

tejidos tumorales humanos son de suma utilidad para la caracterización de Ia

inducción de cancer en humanos. EIestudio conjunto de varios enfoques y

modelos nos acerca a una mejorcomprensión de esta problematica.



Tratamientos actuales y nuevos enfoques terapéuticos

En el area de la investigación en cancer, muchos esfuerzos se han

dedicado a la búsqueda de estrategias terapéuticas para curar Ia

enfermedad. Lascélulas cancerosas pueden ser removidos quirúrgicamente o

pueden ser eliminadas por la acción de compuestos químicos tóxicos

(quimioterapia) o por radiación (radioterapia). Unas pocas células cancerosas

que permanezcan en el organismo son suficientes para proliferary producir un

resurgimientode la enfermedad.

Unode los principales problemas de los tratamientos convencionales de

quimioterapia es la toxicidad de los compuestos utilizados, para las células

normales. Por lo tanto, la implementación de estrategias que permitan inhibirIa

proliferación de las células tumorales con menor riesgo para los tejidos

normales representa una alternativa a las terapias convencionales. En este

sentido, se pueden evaluar dos posibles alternativas. Por un lado, una opción

que impliquemenor toxicidad para las células normales sen'a la implementación

de tratamientos que logren modular las alteraciones que presentan las células

tumorales, tendiendo a la reversión del fenotipo tumoral. Este enfoque es de

sumo interés, dado que tiende a la recuperación de las características

normales por parte de las células tumorales. Sinembargo, esta alternativa se

encuentra en una etapa muy incipiente como para pensar actualmente en la

cura del cóncer por esta vía. Por otro lado, una alternativa mas realista

basóndonos en losconocimientos actuales, es la búsqueda de selectividad en

los tratamientos, de manera de actuar sobre las células tumorales y no sobre

las células normales. Con respecto a esto, existen diversas óreas de

investigación con resultados promisorios y en algunos casos se han

desarrollado protocolos terapéuticos que se aplican exitosamente. En este

enfoque se incluyen areas tan diversas como la inmunoterapia, la terapia

génica selectiva y Ia radioterapia selectiva por el uso de partículas cargadas,

como la protonterapia, o por el uso de radiosensibilizadores que actúen

preferencialmente sobre las células tumorales.



CAPITULO I

ESTUDIO DE LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO Y DEL

NITROGENO EN LA TRANSFORMACION CELULAR
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1.1.1. La célula y el estrés oxidativo: las especies reactivas del oxígeno

EImantenimiento de la homeostasis es un requisito indispensable para la

integridad y supervivencia celular. Bajo condiciones fisiológicas, este equilibrio

interno esta sometido a fluctuaciones dadas por factores intra y extracelulares.

Las especies reactiva: del oxigeno, derivados metabólicos de Ia respiración

celular, representan un factor que potencialmente puede alterar este

equilibrio. Durante la respiración celular, el oxígeno se reduce en forma

completa a agua, sinembargo un pequeño porcentaje (l a 5 %)lo hace de

manera incompleta dando origen a estas especies reactivos. Estos

intermediarios de reducción son el anión superóxído (O24, el peróxido de

hidrógeno (H2O2)y el radical hidroxilo (-OH) (FigurasLi y L2). EIoxígeno singulete

(02‘) es otra especie reactiva derivada del O2,que no es un intermediario de

reducción sino un estado excitado que posee alto poder oxidante (Figural.2).

+e'+2H’ +e‘#H’

C C Cow C
Oz :1) oz»¡:> “202 ¡:3 'OH i:> Hzo

Anión Peróxido Radical
Superóxido de Hidrógeno Hidroxílo

Figura I.1 Estados de reducción parcial y total del oxígeno molecular.
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Figura 1.2 Configuración electrónica del oxigeno molecular, estado basal, estados
excitados y parcialmente reducidos

Algunos de estos intermediarios de reducción del oxígeno, como el Oz; y el -OH

son radicales libres dado que presentan un electrón desapareado y en

consecuencia poseen una alta inestabilidad y capacidad de reacción

¡nespecifica. ElH202no es un radical libre y presenta baja reactividad, pero en

presencia de 02- y de metales de transición como el hierro genera OH, un

radical libre sumamente reactiv02°(FiguraL3).

Oz; + Fe” l:> Oz + Fe2’

HzOz + Fez’ l:> Fe" + "OH + ‘OH Reacciónde Fenton

Hzoz * Oz—' l:> Oz + ‘OH + ’OH Reacción de Haber-Weiss

Figura I.3 Generación del radical hidroxilo por reacción del unión superóxido y el
peróxido de hidrógeno con metales de transición.

Las principales fuentes celulares que generan estas especies reactivos son la

cadena de transporte electrónico mitocondrial, el metabolismo de acidos

grasos y el metabolismo de compuestos xenobióticos en el retículo

endoplasmóticomü.
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En las mitocondrias, el oxígeno actúa como Último aceptar de

electrones en la cadena de transporte de electrones durante la respiración

celular. Estas organelas reducen completamente aproximadamente el 90 %

del oxígeno que consumen las células, sólo del l al 5 % deriva en especies

parcialmente reducidas. La relación estimada de 024 a H202esta entre 1.5 y

2.1, lo cual indica que todo el H202mitocondrial deriva del 02, dado que son

necesarias dos moléculas de 02_- para obtener una molécula de H202.Los

peroxisomas contienen enzimas que utilizan 02 para eliminar ótomos de

hidrógeno de sustratos organicos específicos a través de una reacción

oxidativo que genera H202, el cual es localmente disipado por las altas

concentraciones de catalasa de estas organelas. En el retículo

endoplasmótico, el citocromo P450 esta involucrado en el metabolismo de

compuestos xenobióticos catalizando su reducción u oxidación y generando

02-:...como compuesto residual en este proceso. Estas especies oxidativas

también se generan por autooxidación de algunas moléculas citoplasmóticas

como la hemoglobina y por acción de algunas enzimas, como Ia xantina

deshidrogenasa que se encuentra predominantemente en endotelios. En

condiciones de isquemia o estimulación por calcio esta enzima se convierte en

xantina oxidasa que depura las xantinas generando acido úrico y O2; como

subproducto de la reacción.

Lasespecies reactivos del oxígeno estan involucradas en fenómenos de

toxicidad celular, debido a su capacidad de reactividad inespecifica con las

biomoléculas. Ocasionan peroxidación Iipídica (FiguraL4),daño a proteínas y

lesiones al DNA23.

Iniciación
Abstraccíón de H' por un oxídanfe

LH|:> L'

Propagación
Reacción en cadena de radicales libres orgánicos

L'+oz :> Loo­

LOO +LH ¡:> LOOH+L'

Terminación

LOO'+L' i:(> LOOL

Figura 1.4. Peroxidación Iipídica
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1.1.1.1. El sistema de defensa antioxidante

Dada la toxicidad que presentan las especies reactivas del oxigeno, la

aparición de sistemas de defensa antioxidantes hicieron posible Ia

supervivencia de las células aeróbicas, permitiendo el mantenimiento y

regulación de una homeostasis celular oxidativo compatible con la vida. La

oxigenación dela biosferaconstituyó entonces una fuerza evolutivaque actuó

en forma paralela e independiente sobre losorganismos existentes, lo que llevó

a la existencia actual de múltiples sistemas de defensa antioxidante. Estos

sistemas estan constituidos por componentes enzimóticos y por compuestos de
naturaleza no enzimática“.

El sistema enzimótico de defensa antioxidante estó constituido por

superóxido dismutasas que protegen a la célula de los efectos tóxicos del

aníón superóxido y por catalasas y peroxidasas que disipan principalmente el

peróxido de hidrógeno.

Sqaeróxído dismutasas (500)": Son un grupo de enzimas capaces de catalizar

Ia dismutación de dos moléculas de aníón superóxido en peróxido de

hidrógeno y oxígeno, constituyendo Ia principal defensa contra Ia toxicidad

del oxígeno (FiguraI.5).En células eucariotas, se caracterizaron tres clases de

superóxidos dismutasas:

Superóxido dismutasa dependiente de cobre-zinc (50D Cu-Zn): Esuna proteína

dimérica de 32 kD de peso molecular localizada en el citoplasma. Cada

subunidad, contiene un ótomo de cobre que forma parte de su sitioactivo y

un ótomo de zinc que le da estabilidad a Ia molécula. Esinhibida por cianuro o

por tratamientos prolongados con dietilditiocarbamato.

Super'óxido dismutasa extracelular: Su secuencia aminoacídica tiene gran

homología con la anterior. También esta asociada a ótomos de cobre y de

zinc pero estó constituida por cuatro subunidades, teniendo un peso

aproximado de 135kDy sólo se encuentra en algunos tejidos.

Superóxído dismutasa dependiente de manganeso (SCD-Mn): Esta enzima no

estó relacionada filogeneticamente con las anteriores. Posee un ótomo de
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manganeso en su sitioactivo y se encuentra en mitocondrias de eucariotas y

en organismos procariotas. En los organismos eucariotas estó constituida por

cuatro subunidades idénticas teniendo un peso de 80 kD.A diferencia de las

anteriores es insensible a la inhibición por cianuro.

Oz; «o027;.0 ZH' :> Hzoz 0 Oz

Figura I.5 Reacción de dismutación del anión superóxido.

Catalasa y peroxidasas: Controlan los niveles de peróxido de hidrógeno, que

constituye un riesgo potencial para la formación del radical hidroxilo.

Catalasa (CA'I'Y‘:Es una enzima que cataliza la reducción de peróxido de

hidrógeno a agua (FiguraLó). Es una hemoproteína homotetramérica cuyo

peso molecular ronda entre 200 y 350 kD y se encuentra principalmente

localizada en los peroxisomas.

Hzo2 + Hzoz :> 2Hzo + Oz

H202+AH2 :1) 2Hzo+A

Figura I.6 Reducciónde peróxido de hidrógeno catalizada por la
enzima catalasa

Glufatiónperoxidasas (9x)": Son un grupo de enzimas que también catalizan

la reducción de peróxido de hidrógeno y de otros hidroperóxidos organicos,

utilizandode manera específica eI tripéptido glutatión,como agente dador de

electrones (FiguraI.7). Hay dos isoformas de esta enzima, una de ellas estó

constituida por cuatro subunidades, posee selenio en su sitioactivo y es la que

se encuentra en mayor proporción en los tejidos. La otra isoforma estó
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constituida por dos subunidades, no posee selenio en su sitio activo y sólo

reduce hidroperóxidos organicos. La distribución subcelular de glutatión

peroxidasa es complementaria a Ia de catalasa, las dos terceras partes de la

enzima estan en el citosol, una tercera parte en las mitocondrías y no hay

glutation peroxídasa en peroxisomasü.

HzOz+265H l:> 2H20+6556

ROOHs ZGSH :1) nou s HzO + esse

Figura I.7 Reducción de peróxido de hidrógeno y de otros
hidroperóxidos orgánicos catalizada por la enzima glutatión peroxida.

Por otro lado, la célula ademas posee un mecanismo que restablece los

niveles de glutatión en su forma reducida, constituído por Ia enzima glutatión

reductasa que utiliza NADPHcomo agente dador de electrones para Ia

reducción del tripéptido (FiguraI.8).

esse o NADPH+H'l:> mor + ZGSH

Figura 1.8 Reducción de glutatión oxidado por acción de la enzima
glutatión neductasa

Ademas del sistema enzimótico de defensa antioxidante, Ia célula

cuenta con moléculas de bajo peso molecular que actúan secuestrando

radicales libres”. Algunos son de naturaleza liposoluble, como la vitamina Ey el

B caroteno y actúan principalmente a nivel de la membrana plasmótica,

mientras que otros son hidrosolubles, como el glutatión y el ócído ascórbico.

Este sistema es particularmente importante en la remoción del radical hidroxilo

y del oxígeno singulete, ya que estas especies no poseen sistemas enzimóticos

para su neutralización.
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WWII-III“)

Durante el metabolismo normal,

existe un equilibrio entre la

"""" velocidad de generación y Ia

velocidad de disipación de los

niveles de especies reactivos del

oxígeno. Cuando la velocidad

de disipación disminuye o la

velocidad de generación de

estas especies aumenta, la célula

entra en un estado prooxidante o

de estrés oxidativo (FiguraL9).

Figura I.9 Balanceentre la producciónde
ROSy lossistemas de defensa antioxidante

1.1.1.2 Las especies reactivos del oxígeno y su vinculacióncon el cáncer

Las especies reactivos del oxígeno ya sea originadas por agentes

exógenos o a partir de fuentes endógenas pueden provocar cambios

genéticos, como aberraciones cromosómicas, mutaciones puntuales en

protoncogenes o genes supresores, o cambios epigenéticos en vías de

transducción de señales relacionadas con la proliferación y diferenciación

celular. Por otro lado, diversas evidencias experimentales vinculan a las

especies reactivos del oxígeno con el desarrollo del cancer (FiguraHO):

> Los metabolitos del oxígeno estón involucrados en las etapas de la

carcinogénesis quimica. Porejemplo, muchos promotores tumorales inducen la

generación de especies oxidativas por fuentes celulares endógenas mientras

que otros promotores son generadores de radicales libres”.
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> Estudios epidemiológicos muestran que secuestradores de radicales libres

tales como las vitaminas C y E inhiben el desarrollo de cóncer en modelos

experimentales y tienen un efecto quimioprotector en el hombre,

especialmente en el cancer de pulmón, mama y colon 3°.

> Procesos inflamatorioscrónicos estan asociados con el desarrollo de neoplasias.

En este tipo de reacciones, hay reclutamiento de células pertenecientes aI

sistema inmune como neutrófilosy macrófagos, que generan estas especies

reactivas como parte de su mecanismo de acción en defensa del

organism 03'32.

> Existeuna clara correlación entre la ingesta de metales de transición (hierro,

níquel), que facilitan la producción de especies reactivos del oxígeno, con el
desarrollode cancer en animales”.

Por otro lado, existen numerosas evidencias que vinculan a Ias especies

reactivas del oxígeno con la modulación de vías de transducción de señales

relacionadas con la proliferacióncelular:

> EI aumento exógeno de especies reactivas del oxígeno promueven la

proliferación en algunos tipos celulares. Concentraciones subtóxicas en el

rango nM a pM estimulan la proliferación in vitro de fibroblastos de hamster,

rata34y células musculares humanas35 entre otras.

> Distintas especies reactivas del oxígeno regulan la fosforilación de tirosinas

kinasasy tirosinasfosfatasas independientemente de las señales extracelulares“.

> Factores de transcripción tales como p53, APl, NFKB,que participan entre

otras funciones en el control de la proliferación, pueden modificar su unión al

ADNpor Ia óxido reducción reversible de grupos sulfhidrilos37.

> Elperóxido de hidrógeno induce el acoplamiento de proteínas adaptadoras

entre receptores tirosina quínasas y la proteína p2l, derivada del

protooncogen ras, cuya participación en las vías de señalización, que activan

proteínas kinasas inductoras de Ia mitogénesis (MAPKs)se ha estudiado

am pliamente38.
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Figura 1.10 Participación de las especies reactivas del oxígeno en el
proceso de transformación celular.
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1.1.2 Especies Reactivos del Nitrógeno (RNS)

El óxido nítrico (NO) es una pequeña molécula inorgónica, gaseosa,

soluble en agua y capaz de atravesar membranas lipídícas por ser

electricamente neutra. Posee un electrón desapareado, razón por Ia cual

pertenece al grupo de los radicales libres,aunque comparativamente con la

mayoría de ellos es muy estable, no dimeriza ni dismuta. Dentro de las células,

el óxido nítrico reacciona principalmente: con el Oz dando origen a

compuestos tales como el dióxido de nitrógeno (N02), con anión superóxido

originando peroxinitrito (ONOO) y con metales” (FiguraI.ll).

2NO-+02:1) 2N02

NO-+02. :1) ONoo- peroxinitrito

NO-+ Feu l:> No-+ Fe'"

2NO-+Fe'" (hemo) :> Fe"(hemo)-NO-+No+

NO-+RSHl:> RSNO+H+

Figura 1.11 Principales blancos de reacción del óxido nítrico en
la célula.

Por lo tanto, ademas del oxígeno los principales blancos del NO son

grupos sulfhidrílosy proteínas con metales de transición en sus sitiosactivos o

alostéricos (por ej: hemoglobina, guanilato ciclasa, transferrina). Una de las

reacciones mós importantes del NO es la de nítrosilación. Este tipo de

reacciones es generalmente de caracter reversibley se produce sobre aminas

y tioles y sobre el ADN generando deaminaciones. Por otro lado, el óxido

nítrico puede producir reacciones de oxidación mós intensas, como
nitraciones, de caracter irreversible“.
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Sinembargo, estas reacciones no pueden llevarsea cabo directamente

por el NO, sino que se necesitan de Ia oxidación previa del NO a N02 o N203,

compuestos con poderosa capacidad de oxidación. La frecuencia de una u

otra reacción depende de la concentración de NO.Abajas concentraciones

(menos de ÏpM) el NO reacciona preferentemente con blancos biológicos,

como por ejemplo la guanilato ciclasa. Aaltas concentraciones se favorece Ia

formación de N203,quien reacciona preferentemente con grupos tioles,y en

menor medida produce deaminacíones y nitrosilaciónde aminas“.

Las características químicas mencionadas hacen que el NO pueda

actuar como segundo mensajero en vias de señalización celular a

concentraciones compatibles con la vida celular y presentar alta toxicidad a
concentraciones elevadas.

1.1.2.1 Fuentes celulares

Elóxido nítrico se sintetiza enzimóticamente por óxido nítrico sintetasas

(NOS)a partir de L-arginina,por oxidación de uno de sus nitrógenos guanidinos

terminal. Ademas de L-arginina, es necesario la presencia de oxígeno

molecular y NADPHcomo cosustratos de reacción y flavinas (FADy FMN),

grupo hemo (Fe-protoporfirinas IX), tetrahidrobiopterina (BH4)y calmodulina

(CaM) como cofactores. Como coproductos de la reacción se generan L­

Cítrulino, NADPt y H20 (Figura l.l2).

L-Arginina + 02 + NADPH+H+ l:> L-citrulina + NO + NADP+

Figura 1.12 Reaccióncatalizada por óxido nítrico sintetasas.

En mamíferos, se han aislado y purificada tres ¡soformas de NOS que

pueden ser clasificadas en 2 grupos: constitutivas (NOS l y NOS III)activadas

por el complejo Ca/CaM e lnduclbles (NOSll) insensibles a las variaciones de

calcio intracelular. La NOS l y NOS lll se caracterizaron por primera vez en

neuronas y en células endoteliales respectivamente, por eso también se las

conoce como NOS neuronal y NOS endotelial, mientras que la NOS II fue
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aislada por primera vez de macrófagos estimulados con interferón gamma y

lipopolisacóridos. La principal diferencia entre las isoformas es la actividad in

situ“. Lasenzimas constitutivasproducen pequeñas cantidades de NOdurante

segundos a minutos (pmoles/min/mg prot). En general, el NO producido por Ia

NOS I actúa como neurotransmisor mientras que el producido por la NOSIII

actúa como factor relajante endotelial, regula la agregación plaquetaria y

previene la adhesión leucocitaria. La NOSl se encuentra mayoritariamente en

cerebelo, corteza, endotelio del sistema nervioso central, glóndula adrenal,

células esqueléticas mientras que la NOSllIse encuentra en plaquetas, células

endoteliales. ElNO producido por la NOSllante una inducción, se genera en

grandes cantidades (nmoI/min/mg proteina) y durante largos periodos (horas

a días). En este caso, el óxido nítrico producido tiene un rol principalmente

antibacteríano, antiparasitario, antivíral y antitumoral. La NOS IIesta presente

mayoritariamente en hígado, pulmón, macrófagos , PMNs,linfocitos T, Células

de Kupffery condrocitos.

1.1.2.2 Las especies rencfivas del nitrógeno y su vinculacióncon el cáncer

Existennumerosas evidencias que vinculan a las especies reactivas del

nitrógeno con los procesos de transformación celular:

> Promotores tumorales modulan las concentraciones intracelulares de NOy la
actividad de NOS:

En Ia carcinogénesis química los niveles de mRNAde NOS l|43y la actividad de

las NOSconstitutivas“ disminuyen durante la promoción.

> Aumento de los niveles de oxido nítrico tienen efectos antiproliferativos:

Elaumento de los niveles de óxido nítrico mediante tratamientos con dadores

de óxido nítrico, inducción de la actividad de NOSllo transfección de distintos

tipos de NOS inhiben la proliferación celular‘5-47.

> Derivados del oxido nítricotienen propiedades carcinogénicas“:

Se ha demostrado la capacidad mutagénica del peroxinitrito, especie

reactiva del nitrógenocon alta capacidad de reacción inespecífica.

> Variación de la expresión de NOSen distintos tipos celulares normales, líneas

tumorales y tumores:

2|
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Se ha descripto una expresión diferencial de NOSentre células diferenciadas y

en activa proliferación. En células normales, se describió una mayor actividad

de NOS en células diferenciadas (neuronas, células diferenciadas de la

epidermis) con respecto a células en activa proliferación (células basales de la

epidermis, de la cripta del intestino delgado, células hematopoyéticas y

fibrobrastos hiperproliferativas)“. Sinembargo, existen resultados controvertidos

con respecto al papel del NOen líneas tumorales y en tumores, se ha descripto

una disminución dela expresión de NOSlly de NOSlllen función del grado de

malignidad en tumores de mamaS°-5‘y un aumento de la actividad en diversos

tipos de tumore552-55.Por otro lado, también existen resultados controvertidos

con respecto a las variaciones de la expresión de NOS en lineas celulares
tumorale556'57.

> Vías de transducción de señales relacionadas con Ia proliferación celular

modifican los niveles intracelulares de NO y tratamientos con dadores de NO
modulan estas vías de señalización:

Se ha descripto que el factor de crecimiento epidérmico (EGF), y la

consecuente activación de vías relacionadas con la proliferación celular

disminuyen los niveles de NO en queratinocitos”.

Por otro lado, pretratamiento con dadores de NO disminuyen Ia liberación de

fosfoinosítidosy calcio inducida por los factores de crecimiento epidérmico

(EGF), derivado de plaquetas (PDGF) y fibroblóstico (FGF)5". Ademas,

inhibidores de Ia NOSincrementan estos segundos mensajeros.

A pesar de todas las evidencias presentadas que muestran que las

especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno estón relacionados con Ia

etiología del cóncer, no se conocen con precisiónlosmecanismos de acción.
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1.1.3 . Objetivos

1. Evaluar la participación de las especies reactivos derivadas del oxígeno y

del nitrógeno en los mecanismos de proliferación celular y transformación

neoplásica.

2. Compensar las posibles alteraciones de los niveles de estas especies

oxidativas vinculadas con la transformación celular con el objeto de inhibir la

proliferación y controlar el crecimiento tumoral.
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1.2.1 Modelos de estudio ¡n vífm

1.2.1.1 Líneas celulares

Se utilizaron las siguientes líneas celulares de origen epitelial: PB,CH72-T4,PDV,

PDVC57, HBL-iOOy MCF-7. Estas líneas difieren en características fenotípicas

relacionadas con la malignidad celular y se estudiaron comparativamente

teniendo en cuenta su origen.

L'neas derivadas de epidermis de ratones de la cepa SENCAR(SenslbIesal Cáncer)

Las líneas celulares PBy CH72-T4fueron gentilmente donadas por el Dr.Claudio

Conti (M. D. Anderson Cancer Center, Universidad de Texas, USA)y por el Dr

Fernando Larcher (CIEMAT,Madrid, España). Estas líneas se originaron a partir

de cultivos primariosde tumores experimentales originados en piel de ratones

de la cepa SENCAR.Estos tumores se generaron a partir de protocolos de

carcinogénesis química utilizando 7,l2-dimetilbenzoantraceno (DMBA)como

agente iniciadory tetradecanoilforbol acetato (TPA)como agente promotor.

La línea celular PBse originó a partir de cultivos primarios de papilomas“, son

morfológicamente indistinguiblesde los queratinocitos epidérmicos normales,

proliferan en medios de cultivo con concentraciones de CaCI2del orden de

0,05 mM y conservan Ia capacidad de diferenciarse si Ia concentración de
calcio del medio de cultivo se eleva a valores de 0.5 a 1,2mM.

La línea celular CH72-T4deriva de la línea celular CH72. Esta última se originó a

partir de un cultivo primario de un carcinoma escamoso originado a partir de

protocolos de carcinogénesis química en ratones SENCAR.Posteriormente,

esta línea celular se traspasó cuatro veces por ratones atímicos, originóndose

de este modo ia línea celular CH72-T4.Estas células presentan diversidad de

forma y tamaño, han perdido casi todos los marcadores epiteliales de

diferenciación y muestran un 100% de tumorigenicidad y metóstasis

espontónea al ser ¡noculadas en ratones nude (comunicación personal del Dr.

Claudio Conti).
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Líneas derivadas de epidermis de ratones €57BL/6N

Las líneas celulares PDV y PDVC57 fueron gentilmente donadas por el Dr.

Fernando Larcher (CIEMAT,Madrid, España). La línea celular PDV se originó a

partir de cultivos primariosde queratinocitos epidérmicos aislados de la cepa

C57BL/óNtratados in vitro con el carcinógeno DMBAy la línea celular PDVC57

deriva de un explanto de un tumor inducido por inoculación de células PDVen

ratones singenéicosél'óï.Caracteristicas tales como la inducción de tumores al

ser inoculadas en animales experimentales, el número de copias del oncogen

ras mutado, la expresión del factor de crecimiento de endotelio vascular

(VEGF),la expresión de citoqueratinas asociadas a estados de indiferenciacíón

celular aumentan de forma progresiva en la línea celular PDVC57 con

respecto a la línea celular PDVól-“t

Lineas derivadas de epitelio mamario humano

Las líneas celulares HBLlOOy MCF-7 fueron gentilmente donadas por la Dra

Elena Rivera (Facultad de Farmacia y Bioquímica, UBA,Argentina). Estas lineas

derivan de epitelio mamario humano. La línea celular HBL-lOOproviene de

cultivo de leche mamaria de una mujer sana“. Estas células presentan

marcadores que indican que su origen es de células epiteliales de la glóndula

mamaria, presentan el antígeno SV40Ty expresan normalmente la proteína

p53. Enpasajes tempranos, no es capaz de generar colonias en agar blando ni

tumores al ser inoculadas en ratones nude“. La línea celular MCF-7proviene

de un carcinoma mamario y es tumorígéníca al ser ¡noculada en ratones
n Ud 666,67.

Líneas celulares de diversos orígenes

Se utilizaronotras lineas celulares de diversos origenes tisulares y de diferentes

especies a finde evaluar si los hallazgos descriptos en este trabajo de tesis son

representativos de un mecanismo general. Las líneas utilizadas fueron: MCA3D

(células epidérmicos de ratón no tumorígénícas), Vero (células epiteliales de

riñón de mono), F98 (células de glioblastoma de ratón, gentilmente donadas

por el Dr. R. Barth), UMRlOó(células de osteosarcoma de rata, gentilmente

donadas por las Dras. S. B. Etcheverry y AM. Cortizo) and PANC-l (células de

carcinoma de páncreas humano).
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1.2.1.2 Condiciones de cultivo

Todas las líneas celulares crecieron a 37°C y 5% de C02. Las líneas celulares

PDV, PDVC57, CH72-T4y MCA3D se cultivaron en medio Ham-F12 (Gibco), la

línea celular PBen medio S-MEMsin calcio (Gibco), las líneas celulares HBL-lOO,

MCF-7 y PANC-l en medio RPMI 1640 (Gibco) y las líneas Vero, F98 y UMRlOó

en medio D-MEM(Gibco). Los medios se complementaron con 10%de suero

fetal bovino (FBS)y gentamicina 50 ug/ml. El calcio del suero adicionado al

medio S-MEMfue previamente quelado con una resina de intercambio íónico

Chelex 100 (BioRad).

1.2.2 Caracterización de la proliferación y de la fumorigenicidad de las líneas

celulares

Lostumores pueden ser clasificadas en dos grandes categorías“:

tumores benignos, las células poseen las características histológicas típicas del

tejido de orígen, son bien diferenciados, crecen lentamente y estan separadas

del tejido normal circundante por una cópsula de tejido conectivo bien
definida.

tumores malignos:las células que lo forman poseen características anormales

que las diferencian de las células que forman el tejido de origen. Han

adquirido la capacidad de invadir el tejido circundante, pueden presentar

variaciones en la forma, en el tamaño celular y nuclear, en el número de

cromosomas, en el número de mitosis, así como también evidenciar la

presencia de aberraciones cromosómicas y Ia aparición de figuras mitóticas

anormales. Estos tumores no estan delimitados por una cópsula de tejido
conectivo bien definida.

Por otro lado, tambien existen criterios para la clasificación de tumores en

grados de malignidad. Estossistemas de clasificación, tienden a medir el grado

de desdiferenciación de las células que forman el tumor y estón basados en

criterios histológicos y citológicos. Los criterios histológicos estan relacionados

con modificaciones de la arquitectura normal del tejido así como también en

cambios en la relación normal entre las células y con respecto al estroma. Los

criterios cítológicos estan relacionados con cambios en el tamaño de las

células, grado de hipercromatísmo, número de mitosisy cambios de la ploidía.
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Estos criterios por ejemplo, han sido tomados por Bloom y Ríchardsonó9para la

clasificación de carcinomas mamarios en tres grados histológicos de

malignidad y también por Fisher70quién ademas tiene en cuenta la atipía del

núcleo para Ia clasificación de los tumores. De este modo, los tumores se

pueden clasificar en grados de malignidad que se correlacionan con

caracteristicas histológicosdefinidas.

Enel caso de las líneas celulares, existen ensayos que tienden a caracterizar el

comportamiento de las células y evaluar su grado de transformación. Estos

ensayos comprenden basicamente: eI ensayo clonogénico que evalúa el

porcentaje de células que son capaces de proliferar, las curvas de

crecimiento para evaluar la tasa de duplicación de la línea celular, la

capacidad de crecimientoen agar blando para evaluar la capacidad de las

células de crecer independientemente del anclaje a un sustrato y la

capacidad de generar tumores al ser inoculadas en animales experimentales.

También existen ensayos que tienden a evaluar la capacidad de migración

celular como las camaras Transwello ensayos que evalúan la capacidad de
invasión celular en donde se utilizan membranas basales reconstituidas o

matrigel.

A fin de caracterizar las lineas celulares utilizadas en este trabajo se realizaron

los siguientes ensayos:

1.2.2.1 Ensayo clonogénico

Se sembraron leO3 células de cada linea celular en placas de 60 mm de

diametro. AIcabo de lO días las células se fijaron con metano|:acético (3:1)y
se tiñeron con violeta cristal 0.5 % en metanol 25 %. Se contaron las colonias

con mós de 50 células.

1.2.2.2 Curvas de crecimiento

Todas las líneas celulares se sembraron a una densidad de 5XIO4células en

placas de 35 mm de diametro. Lascélulas se contaron cada 24 hs, durante 96

hs. Enlas curvas de crecimiento, los datos se expresaron como: (N°cé|u|as día

x) - (N°células día 0)/(N° células día O),considerando día 0 como el número

de células que había a las 24 hs de la siembra. Para determinar el tiempo de

duplicación (TD),se utilizóla ecuación Ni= No(2 tf), siendo N1el número final de
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células, Noel número inicialde células, t el tiempo de duración del cultivo y f la

frecuencia de duplicación por unidad de tiempo. TDse calculó como TD=l/f.

1.2.2.3 Ensayo de formación de colonias en agar blando

Se utilizóla técnica descripto por Hamburger y Salmon". Esta técnica evalúa la

capacidad de Ia célula de crecer en forma independiente de anclaje.

Consiste en utilizaruna doble capa de agar, una capa inferioral 0.5%,y una

capa superiorde agar blando al 0.3%conteniendo las células. Brevemente, se

agregó un volumen de 4 mlmezclando partes iguales de medio de cultivo 2Xy

agar base 1%en placas de 60 mm de diametro. Una vez solidificada Ia capa

inferiorse agregó Ia capa superior, mezclando un tercio de agar base 1%,un

tercio de medio 2Xy un tercio de medio de cultivo conteniendo 105células.

Las placas se incubaron a 37°C y 5%de C02 durante 2 semanas. Se contaron

las colonias conteniendo mas de 40 células en un microscopio de contraste de
fase.

1.2.2.4 Test de hanorigenicidad

Se evaluó la capacidad tumorigénica de las diferentes líneas celulares en

ratones nude. Para realizar este ensayo con las lineas PB, CH72-T4, PDV y

PDVC57,se inyectaron 106células en forma subcutónea en ambos lados de Ia

zona dorsal interescapular de cada ratón. Para las líneas HBL-lOOy MCP-7,se

inyectaron 5 x lOócélulas a ambos lados por debajo de cada mama inguinal,

en animales suplementados con estrógenos en forma de pellets de 176­

estradiol colocados subcutóneamente en Ia región interescapular al mismo

tiempo que Ia inoculación de las células. Se obtuvieron datos relativos aI

tiempo de latencia y número de tumores/sitiode inyección.
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1.2.3 Evaluación del sistema antioxidante y de la producción de especies

reactivos del oxigeno y el nitrógeno en las líneas celulares

1.2.3.1 Determinación de la actividad de enzimas antioxidantes

1.2.3.1.1 Obtención de las muestras

Las líneas celulares fueron crecidas hasta alcanzar el 80%de confluencia. Se

realizaron dos lavados con buffer fosfato en solución salina (PBS) y se

levantaron mediante raspado en fn'oen l ml de buffer fosfato 50 mM, pH 7.8.

Laruptura celular se realizómediante congelado a -80°C y descongelado. Las

muestras se centrifugaron a 2x104 g a 4°C durante lO min. Se separó el

sobrenadante y se determinó su concentración proteica por la técnica de

Lowry.Lasmuestras se conservaron a -80°C hasta la determinación bioquímica

de las actividades enzimóticas.

1.2.3.1.2 Determinación de actividades enzimáticas

Supenóxidodímutasa: se utilizóla técnica descripto por Beauchamp y Fridovich".

Esta técnica detecta indirectamente la actividad de superóxido dismutasa y

estó basada en la capacidad que tiene el anión superóxido de reducir al

nitroblue tetrazolium (NBT).El NBTes una sal de tetrazolium de color amarillo

que ser reduce en presencia del anión superóxido generando diformazana, un

compuesto de color azul, insoluble en agua que se puede detectar

espectrofotométricamente a 560 nm. La generación de diformazana a partir

de la reducción del NBT por anión superóxido puede ser inhibida

competitivamente por la superóxido dismutasa que utilizael anión superóxido

como sustrato. Por lo tanto, el agregado de una muestra conteniendo SODa

una mezcla de reacción con NBTy un sistema generador de anión superóxido

produciró una disminución de la intensidad de color azul. Las medidas se

realizaron utilizando una mezcla de reacción conteniendo xantina 0,125 mM y

xantina oxidasa (Sigma) 0,l U/mI (capaz de producir un cambio de

absorbancia de 0,02/min a 560 nm) como sistema generador de anión

superóxido, NBT70pM y catalasa 1,25 U/ml (para eliminar el peróxido de

hidrógeno que se genera en el sistema). El volumen final de cada

determinación fue de 800 ¡.11de buffer fosfato 50 mM, pH7,8. Se agregaron
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distintos volúmenes de los extractos celulares y se llevaron a un volumen final

de i ml con buffer fosfato. La reacción se iniciócon el agregado de Ia xantina
oxidasa. Lasmedidas de absorbancia se tomaron durante lOmin.Se calculó la

pendiente para cada curva de absorbancia a partir de la regresión lineal de

losdatos obtenidos a partir de los5 minutos de iniciada la reacción. Se calculó

el porcentaje de inhibición para cada uno de los volúmenes de la muestra

como porcentaje de la inhibiciónmaxima obtenida en el blanco de reacción.

Se construyó una curva de porcentaje de inhibición en función de la

concentración de proteínas. Esta curva se ajustó a una curva hiperbólica

utilizando el programa SIGMAPLOT.Los resultados se expresaron en unidades

enzimóticas/mg proteínas (U/mg), definiéndose como i unidad enzimótica a

la cantidad de enzima capaz de inhibiren un 50%la reducción del NBT.

Cafalasa: se utilizó Ia técnica descripta por Nelson y Kiesow73.La actividad de

catalasa se determinó espectrototométricamente midiendo Ia velocidad de

descomposición de H202a 240 nm . Se utilizóuna mezcla de reacción formada

por buffer fosfato 50 mM, pH 7,8, H202 15 mM. La reacción se inició con el

agregado de losextractos celulares. Lasactividades enzimóticas se calcularon

a partir de las pendientes obtenidas por regresión lineal Se midieron varios

volúmenes para cada muestra y se obtuvieron valores promedios. Los

resultados se expresaron en unidades enzimóticas/mg proteinas (U/mg),

definiéndose como una unidad enzimótica a la cantidad de enzima capaz de

producir la desaparición de i umol de H202/min a 25 °C. Se consideró un

coeficiente de extinción molar de 43.6 M-‘cm-‘.

Glufatión peroxidasa: se evaluó indirectamente mediante Ia determinación

espectrototométrica de la velocidad de desaparición de NADPHa 340 nm en

un sistema acoplado conteniendo glutatión y glutatión reductasa", enzima

capaz de reducir el glutatión utilizando NADPHcomo dador de electrones.

La glutatión peroxidasa reduce el peróxido de hidrógeno utilizando glutatión

como dador de electrones, en este caso se utilizóel hidroperóxido de ter-butilo

como sustrato de esta reacción. Se siguió el siguiente protocolo: a 900 pl de

una mezcla de reacción conteniendo buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7,6,

0,5 mM EDTA,0,16 mM NADPH,0,25 mM GSH y iU/ml glutatión reductasa, se
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agregaron distintosvolúmenes de cada muestra como fuente de glutatión

peroxidasa. Se llevó a un volumen final de i ml con buffer. La reacción se inició

con el agregado de lOulde hidroperóxido de ter-butilo (0,25mM).Se tomaron

losvalores de absorbancia durante los tres primeros minutosde Ia reacción y se

calcularon las pendientes de las curvas por regresión lineal. Losresultados se

expresaron en unidades enzimóticas/mg proteínas, definiéndose como i

unidad enzimótica a la cantidad de enzima capaz de producir la desaparición

de l nmol de NADPH/min.Se consideró un coeficiente de extinción molar de

6.22 mM-‘ cm-‘.

1.2.3.2 Determinación de la produción de peróxido de hidrógeno

La tasa de producción de peróxido de hidrógeno se determinó mediante el

método escopoletina / peroxidasa de róbano (HPO)adaptado para células

tumorales”. La escopoletina (7-hydroxy-ó-methoxicoumarin) fluoresce a 460 nm

cuando es escitada con una longitud de onda entre 350 y 400 nm. En

presencia de H202 y HPO se oxida dando origen a un producto no

fluorescente. La escopoletina fluoresce con una intensidad directamente

proporcional a su concentración, por lo tanto Ia caída de la fluorescencia

durante la oxidación por la HPO es proporcional al aumento de Ia

concentración de H202en el medio. Se cultivaron células en placas de cultivo

de 35 mm durante 24 hs, las células se lavaron con PBSy se incubaron con l mI

de medio de cultivo sin rojo fenol, l U de HPO y una concentración final de

escopoletina de 65 uM. La intensidad de fluorescencia se medió a las 2 hs y a

las 4 hs de incubación en un espectrofluorómetro a 360 nm de excitación y 460
nm de emisión.

1.2.3.3 Determinación de la producción de unión superóxido76

Las células crecidas durante 48 hs se incubaron con NBTal 0.1% durante dos

horas. Se retiró el medio de cultivo, luego de varios lavados se fijaron con

metanol. A tin de posibilitarla disolución completa de la sal de diformazana se

agregó 250 pl de KOH2M y 750 pl de dimetilsulfóxido (DMSO).Se determinó la

absorbancia a 630 nm y las medidas se expresaron en función del número de
células.
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1.2.3.4 Evaluaciónde las especies reactivos del nitrógeno

Determinación de la producción de nitr-itos

La concentración de nitritosdel medio se determinó utilizando el reactivo de

Griess (sulfanilamida 1% en HCL lN y N-(l-naftii)etl|endiamina 0.02 %)77.Se

determinó Ia absorbancia espectrofotométrícamente a 540nm.

1.2.4Modulaclón de la producción de peróxido de hidrógeno y evaluación de

la proliferación celular.

1.2.4.1 Tratamientos con catalasa

Se sembraron 5xlO‘células en cópsulas de cultivo de 35 mm de diámetro.

A las 24 hs de crecimiento, las células se incubaron con 0, 250, 500, 750, 1000 U

de catalasa/ml. Se determinó la proliferacióncelular para cada condición y se

expresó como porcentaje del control (0 Ude catalasa/ml).

1.2.4.2 Evaluaciónde proliferación

Se evaluó la proliferación mediante los siguientes ensayos:

Ensayo de MW. EI MTT (bromuro de 3-(4,5-dímethylthiazoI-2yl)-2-yI)-2,5­

diphenyitetrazolium) es una sal de tetrazolium cuya reducción origina un

producto colorimétrícoque se puede detectar espectrofotometricamente a

555 nm73.Esta reducción esta dada por productos del metabolismo oxidativo

celular y es una medida indirecta del número de células.

Conteo celular. Se contó el número de células vivas en una cómara de

Neubauer. Se expresó la inhibiciónde la proliferación como porcentaje relativo

de crecimiento para cada dosiscon respecto al control (dosis0).

Determinación inmunohistoquimicade la incorporación de bromodeoxiuridlna”.

Se sembraron 25XlO3células en Labtec (Nunc) desmontables de 4 pocillos.

Luego de 48 hs de crecimiento se incubaron con bromodeoxiuridlna (BrdU)20

(JMdurante 2 hs. Lascélulas se fijaron con metanolzacético (3:1)durante lOmin

y posteriormente se incubaron en formamida (Sigmalal 70 % durante 2hs a
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65°C. Los preparados se lavaron 2 veces con PBSdurante 5 min. Luego se

incubaron l hora a 37 °C con el primer anticuerpo contra bromodeoxiuridina

(Sigma) düuído l:lOO.Posteriormente, se realizaron dos lavados de 5 minutos y

se incubó con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (dilución 11100)

durante l hora a 37° C. Se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBSy se

reveló con H202y diaminobenzidina (DAB).Losresultados se expresaron como

porcentaje de células positivas.

1.2.4.3 Determinación de los niveles de peróxido de hidrógeno en función de la

concentración de catalasa en el medio extracelular

A fin de evaluar si existe correlación entre Ia concentración de catalasa

utilizada en los distintos tratamientos y los niveles de H202 en el medio

extracelular, se utilizó la técnica de escopoletina / HPO descripto“, con

algunas modificaciones. Se sembraron 2x104células de las líneas celulares HBL­

100y MCF-7en capsulas de 35 mm de diametro y a las 24 hs de la siembra se

le agregaron conjuntamente las diferentes concentraciones de 250, 500, 750,

lOOOUde catalasa/ml, escopoletina a una concentración finalde 100pM y 0.5

U/ml de peroxidasa de róbano. Se realizaron blancos en las mismas

condiciones pero en ausencia de peroxidasa de róbano. La caida de

fluorescencia se determinó luego de 24 hsde tratamiento.

1.2.4.4 Recuperaciónde los tratamientos con catalasa

A tin de determinar posibles efectos tóxicos de los tratamientos con catalasa

se evaluó la capacidad de recuperación de las células luego de los

tratamientos. Se sembraron 25X103células/pocillo en placas de 24 pocilIos. A

las 24 hs de la siembra, las células se trataron con 500 y 1000 Ude catalasa/ml.

Se evaluó la proliferación mediante la técnica de MTTluego de un tiempo

equivalente al tiempo de duplicación de cada línea celular. Placas tratadas

en las mismas condiciones continuaron su crecimiento luego de la extracción

del medio, un lavado con PBSy el agregado de medio fresco sin catalasa. Se

evaluó la recuperación de las células en estas placas mediante el ensayo de

MTTluego de un tiempo equivalente al tiempo de duplicación de cada línea
celular.
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1.2.4.5 Evaluación de apop‘l'osis

Se evalúa mediante las técnicas de tinción con HoechstEl0y electroforesis en

gel de agarosa (DNAIaddering)3°. Como control positivo se utilizaron células

tratadas con genisteína iOOpM.

1.2.5 Modelos de estudio ¡n vivo

Animales

Se utilizaronhembras de ratones nude y de ratones SENCAR.Losratones nudeBI

son atímicos congénitamente, por Io tanto carecen de linfocitos T y son

incapaces de rechazar aloinjertos así como también ¡nóculos de células

tumorales. La cepa de ratones SENCARB2fue originalmente desarrollada por

cruza de hembras de la cepa CD-i con machos Rockland variedad STS(skin

tumor susceptible). Esta variedad fue desarrollada por selección artificial de

ratones con mayor susceptibilidad a la inducción de tumores mediante un

protocolo de iniciación - promoción, durante ocho generaciones. Los

animales fueron criados en el bioterio de la Comisión Nacional de Energía

Atómica, donde fueron alojados en un ambiente controlado de humedad y

temperatura, con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y recibiendo agua y
alimentos ad Iíbitum.

1.2.6 Moduloción de los niveles de peróxido de hidrógeno ¡n vivo y evaluación

del crecimiento funeral

1.2.6.1 Experimento con ratones nude

Untotal de óOratones fueron inoculados subcutóneamente en ambos lados

de la zona dorsal con l x 10"células de la línea celular CH72-T4.Alcabo de

5 días los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales: a) animales

tratados con catalasa, b) controles tratados con catalasa inactivada y c)

controles con PBS.Los animales del grupo (a) fueron inyectados en forma

subcutónea en Ia proximidad del tumor con una solución de catalasa en

PBS(dosis final: i mg de catalasa/gramo de peso). Losanimales controles

del grupo (b) fueron inyectados con catalasa inactivada con calor (3minen
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baño de agua hirviendo) y los del grupo (c) con el vehículo (PBS).Se

tomaron medidas del crecimiento del tumor cada 3 días aproximadamente,
durante un total de 15 días. Elvolumen tumoral se determinó usando la

ecuación de un elipsoide: V=4/31r. DM/2 (Dm/ 2) 2, siendo DM el diómetro

mayor y Dmel diametro menor. Elcrecimiento de cada tumor se referió al

tamaño que presentaba al día 0 del tratamiento.

1.2.6.2 Experimento con ratones SENCAR

Se prepararon losratones hembras dela cepa SENCARpara el protocolo de

carcinogénesis química, afeitóndoles el dorso con una rasuradora quirúrgica

dos dias antes de la iniciación del protocolo. Sólo los ratones que se

encontraban en la fase de descanso del ciclo de los folículospilososfueron

utilizados.La iniciación se realizó mediante una única aplicación tópica de

una solución de DMBA(20 nmoies en 0,2 ml de acetona pura). Luego de lO

dias de la iniciación se prosiguió con la promoción mediante la topicación

con TPA(3,25 nmoies en 0,2 ml de acetona pura) dos veces por semana

durante ió semanas. A las i2 semanas, tiempo de aparición de los primeros

tumores, los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales con un

total de 20 animales por grupo: (a) tratados con catalasa, (b) controles con

catalasa inactivada y (c) controles con PBS.En el grupo (a) se comenzó la

inyección de catalasa tres veces por semana (lmg/ gramo de peso del

ratón) en días alternados con los tratamientos de promoción y en los

controles (b) con catalasa inactivada y (c) con PBS.Se siguió el crecimiento

de los tumores una vez por semana. El volumen tumoral se determinó

usando la ecuación de un elipsoide V=4/3n. DM/2 (Dm/2)2, siendo DM el

diametro mayor y Dmel diametro menor. Elcrecimiento se refirió al tamaño

que presentaban los tumores al día 0 del tratamiento. El tratamiento con

catalasa se llevó a cabo durante 30 días, luego de los cuales los animales
fueron sacrificados.
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1.2.7 Tronsfeccíón del cDNA de lo catalasa humano en las células MCF-783

1.2.7.1 Subclonodo del cDNA de lo catalasa humano en un vector de expresión

en células eucariotos.

Elvector LK440conteniendo el cDNA de la catalasa humana fue gentilmente

donado por el Dr. Y.S. Ho (Institute of Chemical Toxicology, Wayne State

University, Detroit, USA). El cDNA de Ia catalasa humana se encontraba

clonado en el sitio de restricción Sali del plósmido LK440.Este inserto fue

liberado luego de la digestión con esta enzima (lpl de enzima de restricción

Sal l (Roche), lug de ADN en un volumen final de 20 pl de buffer TE, pH 8

durante l hora a 37°C). Se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 1%

en TEy conteniendo bromuro de etidio (0,5 ug/ml). Se obtuvo una banda de

1,8 Kbque se corresponde con el tamaño del cDNAde Ia catalasa humana.

Se realizaron varios ensayos de restricción a fin de verificar la integridad del
cDNA.

Transformación de bacterias competentes

Se transformaron bacterias competentes de Ia cepa DH50 mediante el

siguiente protocolo: a lOOpl de bacterias competentes (103células/ml, OD600=

0,4 en la fase de crecimiento exponencial) se le agregaron 50 ng de ADN

(LKK40conteniendo el cDNAdela catalasa humana). Lasbacterias se dejaron

30 min en hielo, luego 1.5 minutos a 42°C y finalmente se dejaron nuevamente

lO min en hielo. Se añadieron 900 ul de LBbajo mechero y se incubaron i hora

a 37°C y 1000 rpm de agitación Posteriormente las bacterias fueron

centrifugadas y resuspendidas en iOOpl de LBy finalmente se sembraron en

placas preparadas con agar-LBA, ampicilina (lOOpg/ml). Las placas fueron
incubadas durante toda la noche a 37 °C.

Selección de los clones positivos y obtención del cDNA de lo catalasa humana.

Se seleccionaron 12 clones y se crecieron en 3 ml medio LB ampicilina

(iOOpg/ml) durante toda la noche. Se aisló el ADN mediante el siguiendo

protocolo: se centrifugaron 1.5mIdel cultivo de bacterias 5 min a 6000 rpm. Los

pellet se resuspendieron en iOOul de la solución l (glucosa 50 mM, EDTAlO mM

pH8, Tris25 mM pH 8), se dejaron reposar 5 min a TA, y posteriormente se

añadieron 200 pl de solución II(10% de NaOH 2 M y 10%SDS 10X). Las muestras

se agitaron manualmente y luego se añadieron 150 ul de la solución lII
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(acetato de potasio 3 M, pH 4,8). Las muestras se agitaron nuevamente

manualmente y se centrifugaron a 12000rpm durante 5 min. Posteriormente se

recogieron los sobrenadantes y se le agregaron 200 ul de fenol y 200 ul de

cloroformozisoamflico 24:l y se centrifugaron 5 min a 13000 rpm. Se extrajeron

los sobrenadantes y se agregó l ml de etanol 100%friopara precipitar el ADN.

Se centrifugó nuevamente y se hicieron 3 lavados con etanol 70%.Se secaron

los restos de etanol a 37 °C, las muestras se resuspendieron en 30 ul de buffer TE

lX y se ¡ncubaron con RNAasa ( 0,5 ug/ ul) durante 30 min a 37 °C. Se realizaron

ensayos de restricción con la enzima Sal l como se explicó anteriormente y se

seleccionó uno de los clones conteniendo el inserto de 1,8 Kb. Se realizó un

cultivo del clon seleccionado en medio LB-ampicilinadurante toda la noche y

se extrajo el ADN de un cultivo de 250 ml (Plasmid-Maxikit (25), GIAGEN). Se

corrieron aproximadamente 5 pg de ADN en un gel de agarosa l % y se

purificó la banda correspondiende a 1,8 Kb (DNAand Gel Band Purification kit,

Amersham Pharmacia, Biotech).

Subclomdo del vector de expresión eucariota

Se eligió el vector pBABE(5,1 Kb) para subclonar el cDNA de la catalasa

humana a fln de poder expresarlo en células eucariotas. Elvector fue digerido

con Sal I,y desfosforilado para evitar la reiigación de los extremos protruyentes

del vector (l hora a 37 °C en presencia de 0.2 U de fosfatasa alcalina de

intestino de cabra (CIP) (Rochell. Posteriormente se realizó una electroforesis

en un gel de agarosa al 1%y se aisló y purificó la banda correspondiente al

tamaño de dicho vector (DNA and Gel Band Purification kit, Amersham

Pharmacia, Biotech). Posteriormente se ligó el cDNA de la catalasa humana

purificado con el vector pBABEmediante el siguiente protocolo: se incubó el

cDNA de la catalasa junto al vector pBABEen una relación de 3:1 en

presencia de l Ude la enzima T4DNAligasa (Roche) durante toda la noche a

ió °C. Se transformaron bacterias con el producto de ligado y se aislaron l2

clones de los cuales se extrajo el ADN mediante los protocolos descriptos

anteriormente. Se hicieron mapas de restricción para evaluar la

direccionalidad de la inserción de los clones positivos y se seleccionaron

aquellos conteniendo el cDNAde la catalasa sentido y antisentido.
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1.2.7.2 Transfección y selección de las células MCP-7

Se transfectaron células MCF-7con vectores retrovirales conteniendo el cDNA

de la catalasa humana y el cDNA antisentido. La transfección se realizó

mediante el uso de lípidos catiónicos (LIPOFECTAMINE2000, GIBCO).

Previamente se intentó la transfección por precipitación con fosfato de calcio

pero no fue exitosa. Lascélulas MCP-7crecidas al 90 % de confluencias fueron

transfectadas de la siguiente manera: se disolvieron 5 pg del vector retroviral

conteniendo el inserto y lO pl de LIPOFECTAMINE2000 en 500 pl de medio de

cultivo sin FBS.La preparación se dejó reposar durante 20 min para permitir la

formación de complejos de ADN con los lípidos catiónicos, que luego se

agregó suavemente sobre las células. Se adicionaron 2 mlde medio de cultivo

complementado con 10%FBS,se dejó reposar durante 4 hs a 37 °C y 5%C02 y

finalmente se agregaron 3 ml de medio de cultivo complementado. Las

células fueron sometidas a presión de selección con el antibiótico geneticina

G418 (0,5 mg/ml) a la 48 hs. La concentración de antibiótico se aumentó

gradualmente (incrementos de 0,1 mg/ml por semana) hasta llegar 0,7 mg/ ml.
Se seleccionaron clones estables de las células transfectadas con el cDNAde

la catalasa y el cDNAantisentido.

1.2.7.3 Determinaciónde la actividad de catalasa en las células transfectadas

Se determinó la actividad de catalasa como se describió anteriormente .

1.2.7.4 Caracterización de las células franfecfadas

A fin de caracterizar las células transfectadas con el cDNA sentido y

antisentido de la catalasa humana se realizaronensayos clonogénicos, curvas

de crecimiento, determinación de incorporación de bromodeoxiuridina, y

ensayos de crecimiento de colonias en agar blando como se describió
anteriormente.
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1.2.8 Estudio de los posibles mecanismos Involucrados en la inhibición de la

proliferación mediante el secuestro de peróxido de hidrógeno

Dado que existen evidencias experimentales de que el óxido nítrico tiene

capacidad citostótica, en este trabajo de tesis se lo ha postulado como

posible vía involucrada en Ia inhibiciónde Ia proliferación celular mediada por

el secuestro de peróxido de hidrógeno. Con este fin, se evalúo si existen

variaciones en la producción de óxido nítrico mediante Ia determinación

indirecta dela producción de nitritosen células tratadas con catalasa.

Por otro lado, se analizó la posible reversión de Ia inhibición de la proliferación

mediada por catalasa mediante la incubación simultanea de las células con

catalasa y con un inhibidor de la NOS: L-NG-nitroarginina metii ester (L-NAME)

por un lado y con un inhibidordela guanilato ciclasa: lH-(l,2,4)oxodiazolo(4,3­

a)qu¡noxa|in-l-ona (ODQ)por otro.

1.2.8.1 Determinación de la producción de nitritos en céldas tratadas con

catalasa.

.Se sembraron todas las lineas celulares a una densidad de 25XIO4células en

placas de 35 mm. A las 24 hs de crecimiento, se cambió el medio de cultivo

por medio sinrojo fenol y se adicionaron 1000Ude catalasa/ml. AIcabo de 48

hs. se evaluó la producción de nitritos mediante la técnica previamente

descripta.

1.2.8.2 Experimentos de inhibición de lo NOS

Se sembraron 25XiO4células de todas las líneas celulares en capsulas de 35

mm. A las 24 hs, se cambió el medio de cultivo y las células se incubaron con

CAT(iOOO-U/m|)y concentraciones crecientes del inhibidor de la NOS, L-NAME

(0.01, 0.1, 0.5 y i mM). Se evaluó la proliferación a las 24 hs mediante conteo
de células.

1.2.8.3 Experimentos de inhibiciónde la guanilato ciclasa

Se sembraron 25X104células de todas Ias líneas celulares en capsulas de 35

mm. A las 24 hs, se cambió el medio de cultivo y las células se incubaron con

CAT (1000 U/ml) y concentraciones crecientes del inhibidor de la guanilato



Materia/esy MétodosI

ciclasa, ODQ (0.5, l y 5 pM). Se evaluó la proliferación a las 24 hs mediante

conteo de células.

1.2.6.4. Determinación de la producción de nitritos y de la proliferación en

presencia de L-NAME y de ODQ en las células fmnsfecl‘adns con el cDNA de la

catalasa humana

Se sembraron 25XlO4células de los clones transfectadas con el cDNA de la

catalasa humana (clon 2) y con el cDNAantisentido (clon 12)en capsulas de

35 mm. A las 24 hs de crecimiento, se cambió el medio de cultivo por medio sin

rojo fenol y se las incubó con 0.01, 0.1, 0.5 y l mM de L-NAMEy con 0,5, i y 5

pM de ODQ. Las células se incubaron durante 48hs, luego de las cuales se

determinó la producción de nitritos y se evaluó la proliferación celular por

conteo tal como se explicó anteriormente.

1.2.9 Análisisestadístico

Todos los datos se presentan como la media i sd. Los anólisis estadísticos

fueron realizados utilizando anólisis de varianza (ANOVA). Las diferencias

fueron consideradas significativaspara p < 0.01.



.OOOCOÓOOOOOOOOÓOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO00......­

RESULTADOS |



ResultadosI

1.3.1 Caracterización de la proliferación y la malignidad de las líneas celulares

En primer lugar en este trabajo, se caracterizaron las líneas celulares

utilizadas como modelo de estudio. A pesar de las sucesivas transformaciones

que sufre una célula creciendo in vitro, y la pérdida de muchas de las

características genéticas originaleses importante destacar la importancia del

"background" genético al comparar las líneas celulares. Cabe señalar

entonces, que se tuvo en cuenta el tejido y organismo de origen de las líneas

celulares en las comparaciones. Se caracterizó la tasa de crecimiento, la

capacidad de formarcolonias,la capacidad de crecer independientemente

del sustrato y de generar tumores al ser inoculadas en ratones atímicos, a fin

de verificar la existencia de diferencias en el grado de malignidad entre las
líneas celulares.

1.3.1.1 Curvas de crecimiento

Se evaluaron las curvas de crecimiento para las lineas celulares utilizadas en

este trabajo. Las líneas PBy CH72-T4difieren significativamente en su tasa de

duplicación. La línea celular PB posee un tiempo de duplicación de 35 hs,

mientras que el de Ia línea celular CH72-T4es de 15 hs. Las líneas celulares PDV

y PDVC57no difieren en su tasa de proliferación, ambas poseen un tiempo de

duplicación de 18,6 hs. Las líneas HBL-iOOy MCF-7 difieren significativamente

en su tasa de duplicación, teniendo la línea HBL-iOOun tiempo de duplicación

de 30 hs y Ia línea MCP-7 un tiempo de 25 hs (Figura¡.13).
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Figura 1.13 Curvas de crecimiento de las líneas celulares PB y CH72-T4 (A), PDVy
PDVC57 (B), HBL-lOO y MCP-7 (C).
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1.3.1.2 Ensayo clonogénico y formación de colonias en agar blando

Se evaluó la capacidad de formarcolonias mediante el ensayo clonogénico y

Ia capacidad de crecimiento independiente del anclaje a un sustrato

mediante el ensayo de formación de colonias en agar blando. Laslíneas PBy

CH72-T4mostraron diferencias significativas en ambos ensayos. Las líneas PDVy

PDVC57mostraron diferencias significativas sólo en el ensayo de formación de

colonias en agar blando. Las lineas HBL-lOOy MCP-7 mostraron diferencias

significativas en ambos ensayos (TablaLI).

Línea Ensayo clonogén'co Colonias en agar blando

“¡um (coloniasformadas/103 (coloniasformadas/10‘

células sembradas) células sembradas)

PB 10 i 2 0

CH72-T4 350 i 23 52 i 5

PDV 380 i 35 2,3 i 0,5

PDVCS7 401 i 21 22,5 i 3

HBL-IOO 90 i 17 9,2 i 2

MCF-T 180 i 20 65,6 :t 5

Tabla I.1. Ensayo clonogénico y formación de colonias en agar blando de las líneas
celulares PB,CH72—T4,PDV, PDVC57, HBL-lOO y MCF-7.

1.3.1.3 Caracterización de la capacidad tumorigénica

Se evalúo la capacidad tumorigénica de las lineas celulares mediante la
inoculación en ratones atímicos. Se observaron diferencias entre las líneas

celulares CH72-T4y Ia línea PB. Los resultados mostraron que la línea CH72-T4

tiene una alta capacidad tumorigénica con un tiempo de latencia de ó días y

un 100%de tumorigenicidad. La línea PBpresentó un tiempo de latencia de 50

días y una tumorigenicidad del 50 % de incidencia. Las líneas celulares PDVy

PDVC57difirieron respecto a su capacidad tumorigénica, sin embargo las

diferencias observadas no son tan amplias como las que presenta el par
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anterior. El tiempo de latencia fue 30 y 20 dias para la linea PDVy PDVC57

respectivamente. En la línea PDVse observó la aparición de 8 tumores sobre

un total de 14 sitiosde inoculación mientras que para la línea PDVse observó

la aparición de l2 tumores sobre l2 sitiosde inoculación. Con respecto al par

de líneas humanas, Ia línea MCF-7 mostró un 62% de tumorigenicidad

observándose la aparición de 5 tumores sobre 8 sitiosde inoculación, con un

tiempo de latencia de 45 días mientras que la línea HBL-lOOno desarrolló

tumores hasta los 3 meses, tiempo durante el cual fue seguido el experimento

(Tabla 1.2). Estos datos de tumorigenicidad coinciden con los datos

bibliográficosmencionados en materiales y métodos.

Lima Tiempohasta la aparición de Mamen de tumoral

ccth 11m dc soinm’(días) Slflosdc inyección

PB 50 4/8

CH72-T4 6 8/8

PDV 30 8/14

PDVCS7 21 12/12

HBL-IOO -- 0/3

MCF-T 45 5/8

Tabla 1.2 Capacidad tumorigénica de las líneas celulares PB, CH72-T4, PDV,PDVCS7,
HBL-IOO y MCF-7.

Estos resultados mostraron que existen diferencias fenotípicas entre los pares

comparativos definidos, que pueden asociarse a diferencias en la malignidad

celular y por lo tanto, confirmaron la validez del modelo de estudio.
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1.3.2 Caracterización del sistema antioxidante y de la producción de especies

reactivos del oxígeno y del nitrógeno en líneas celulares con diferente grado

de malignidad

1.3.2.1 Evaluación de los niveles de enzimas antioxidantes

1.3.2.1.1 Evaluación de enzimas antioxidantes en las l'neas celulares PB, CH72­

T4, PDV, PDVC57. Antecedentes experimentales

En estudios preliminares, realizados durante el trabajo de seminario de

licenciatura, se evaluaron los niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CATy

GPx en las líneas celulares PB,CH72-T4,PDV y PDVC57 derivadas de epidermis

de ratón. En ambas series comparativas (PB/CH72-T4y PDV/PDVC57), se

observó un aumento de Ia actividad de SODy una disminución de los niveles

de enzimas encargadas de la disipación del peróxido de hidrógeno. Esto

último genera un desbalance enzimótico entre los niveles de SOD y de las

enzimas detoxificadoras de H202que aumenta en función de la malignidad

celular (Tabla L3).

. son cn- 59x
Linea celular (U/mg Pm?) (U/mg Pro?) (U/mg Pro?) SOD/ CAT SOD/ GPX

cumïm° 28z 1 18z 3.4 60,5z 2.5 1,55 0,46

P3 52 g 2.4 16 2 1.9 49 z 2.5 3,25 1,06

¿”72" 102t 27 6.9 z 1.3 7,8 z 0.4 14,7 13

Cultivo primario
¿WW 61: 5.4 1729.a 46,5 z 4.5 3,53 1,31

PDV 115 g 9.5 1,8 g 0.5 10 g 0.01 63 11,5

PDVC57 220 2 26 2,7 2 0.2 6,2 z 1.3 a1 35,5

Tabla 1.3 Niveles de las enzimas antioxidantes 50D, CAT y GPx de las lineas celulares PB,
CH72T4, PDVy PDV657

Losdatos representan Ia media t sd de por lo menos 3 experimentos con n = 3 por

experimento.
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Estos resultados sugieren Ia participación del H202 en el proceso de

transformación maligna y sirvieron de base para generar las hipótesis que

llevaron al desarrollo de este trabajo de tesisdoctoral.

1.3.2.1.2 Evaluación de enzimas antioxidantes en las líneas celulares HBL-lOO

y MCF-7.

En concordancia con los resultados preliminares obtenidos en las células

epiteliales de ratón (TablaLa),se observó un aumento de actividad de SODen

la línea celular tumorigénica MCP-7 con respecto a Ia línea celular no

tumorigénica HBL-lOO.Con respecto a las enzimas disipadoras de peróxido de

hidrógeno, CAT y GPx, disminuyeron sus niveles de actividad en las células

tumorigénicas MCP-7 con respecto a las células no tumorigénicas HBL-iOO.El

aumento de los niveles de SOD y la disminución de los niveles de CATy GPx

genera un desbalance enzimótico que aumenta con la malignidad celular

(Tabla L4).

. soo CAT 99x soo/ soo/
L'm celda. (U/mgprot) (U/mgprof) (U/mgprof) CAT GPX

“sl-“10° 20 z 5 5,4 z 1.a 20,3 z 2.9 3,7 0,96

"CF" 41,5 t 11 1,4 1 0.48 3,4 z 0.7 29,2 12

Tabla 1.4 Actividad de enzimas antioxidantes en los células HBL-lOOy MCF-7

1.3.2.2 Evaluación de los niveles de peróxido de hidrógeno

Se evaluó la producción de peróxido de hidrógeno en las líneas celulares PB,

CH72-T4, PDV, PDVC57, HBL-lOO y MCF-7 (Figura ¡.14 A,ByC). Los resultados

mostraron una asociación entre el aumento de Ia producción de peróxido de

hidrógeno y el aumento de la malignidad celular. Las líneas celulares

tumorigénicas CH72-T4,PDVC57YMCF-7mostraron una mayor producción de

peróxido de hidrógeno con respecto a Ia lineas celulares PB, PDV y HBL-lOO

respectivamente. El aumento de los niveles de peróxido de hidrógeno en
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función de la malignidad celular podria ser consecuencia del aumenlo del

desbalance de las enzimas antioxidantes descripto anleriormen’re.Se observó

que las lineas celulares humanas poseen una rasa de producción de peróxido

de hidrógeno mayor en comparación con las líneas celulares derivadas de
ratón.

nmolH202/5x105cells/hnmoIH202/5x105cells/h

nmolH2O2/5x10"cells/h

ORD->00)

PB CH72T4

PDV PDVC57

60

40

20

HBL-lOO MCF-7

Figura 1.14 Producción de peróxido de hidrógeno de las líneas celulares PB,CH72-T4 (A),
PDV, PDVCS7(B), HBL-lOO y MCF-7(C).
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1.3.2.3 Evaluación de la produción de unión super-óxido

Se observó una disminución de anión superóxido en las líneas celulares CH72­

T4, PDVC57 y MCF-7 con respecto a las líneas PB, PDV y HBL-iOO(Figura LIS).

Esla disminución de los niveles de anión superóxido en las líneas celulares con

mayor capacidad fumorigénica son consistentes con el aumento de losniveles

de SOD descriptos en estas líneas celulares (Tablasl.3y 1.4).

A B
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8 5
:5 2
‘8 8

8 e
¿á 3%
u E
g e

PB CH72-T4 PDV PDVC57

c

abs/5x105células

HBL-l OO MCF-7

Figura 1.15 Producción de unión superóxido de las líneas celulares PB, CH72-T4 (A),
PDV, PDVCS7(B), HBL-lOO y MCF-7(C).
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1.3.2.4 Evaluación de la producción de óxido nítrico

Medida de nitritos

Las determinaciones indirectas de Ia producción de óxido nítrico mostraron

una disminución de la producción de nitritos en las líneas con mayor

capacidad tumorigénica (Tabla I.5), aunque no se observaron diferencias

significativas entre las líneas celulares PDVy PDVC57.

un“ “Mar Producciónde nit-ritos
(nrnoles/5x105células/48hs)

pg 7,5 2 2,4

¿“72-74 3,4z0.7

pDv 5,6 z 1,3

PDVCS7 8 2 2

HBL-100 7 z 0,8

McF_7 4 z 0,16

Tabla 1.5 Producción de nitrit’os en las líneas celulares PB,
CH72-T4, PDV, PDV657, HBL-lOOy MCF-7

1.3.3 Modulación de los niveles de peróxido de hidrógeno y evaluación de la

proliferación celular.

1.3.3.1 Tratamientos de las líneas celulares con catalasa y evaluación de la

proliferación celular

A fin de poder evaluar Ia importancia del peróxido de hidrógeno en la

proliferación, las líneas celulares se trataron con distintas concentraciones de

catalasa extracelular durante 24 hs (O,250, 500, 750, 1000 U/ml). La tasa de

proliferación se evaluó utilizando el conteo de células, Ia técnica de MlTy

mediante la determinación inmunohistoquímica de la incorporación de
bromodeoxiuridina. En todas las líneas celulares se observó una inhibición de Ia

proliferación dependiente de Ia dosis. (Figural.ló).
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Se observó que con las mismas concentraciones de catalasa exógena

aplicadas, se obtienen mayores porcentajes de inhibiciónde la proliferación

en las líneas celulares PB, PDV y HBL-lOOcon respecto a las lineas celulares

CH72-T4,PDVC57 y MCF-7respectivamente.
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3-Líneas celulares HBLIOOY MCP-7
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Figura 1.16 Inhibición de la proliferación por Tratamientos con distintas
concentraciones de catalasa (0, 250, 500, 750 y 1000 U/ml) en los pares comparativos
PB-CH72-T4 (1), PDV-PDVC57(2), HBL-lOO-MCF-7(3). La proliferación fue evaluada
mediante MTT(A1,A2 y A3), conteo (Bl, BZy B3) e incorporación de bromodeoxiuridina
(Cl, CZ y C3). (A) y (B): (o) células PB, PDVy HBL-IOOy (o) células CH72-T4, PDVC57 y
MCP-7.(C) La incorporación de bromodeoxiuridina fue determinada a las 6 hs ( ) y a
las 24 hs (I ) luegodel tratamiento con catalasa, ( D) células control.
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1.3.3.2 Recuperación de la proliferación celular

A fin de determinar un posible efecto citotóxico de Ia catalasa exógena, se

evaluó Ia capacidad de recuperación de las células luego de los tratamientos

con catalasa. Todas las líneascelulares recuperaron Ia capacidad de proliferar

cuando el medio conteniendo catalasa fue cambiado por medio fresco
(Figura I.lóa)
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Figura I.16a Recupenación de la capacidad prolifenativa de las líneas celulares PB,
CH72-T4 (A), PDV, PDVC57 (B), HBLIOOy MCP-7 (C) tratadas con catalasa (m) 500
U/ml and (I) 1000 U/ml, (D)células control.
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Esteresultado estaría indicando que el secuestro del peróxido de hidrógeno,

estaria provocando un efecto citostólico sobre las líneas celulares.

1.3.3.3 Concemción de peróxido de hidrógeno en función de la dosis de

catalasa

Se determinó la producción de peróxido de hidrógeno en las lineas

celulares HBL-lOOy MCF-7 en presencia de catalasa. Se evaluó la

producción durante 24 hs en presencia de distintas concentraciones de

catalasa. Se observó una disminución de la producción de peróxido de

hidrógeno dependiente de la dosisde catalasa (Figural.l7).
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Figura 1.17 Producción de peróxido de hidrógeno (I) e inhibición de la proliferación
celular (Ü)en función de la concentración de catalasa presente en el medio extracelular
en las líneas (A) HBL-IOOy (B) MCP-7.
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1.3.3.4 Modulación de los niveles de peróxido de hidrógeno e inhibición de la

proliferación en otras líneas celulares

A fin de determinar si la inhibición de proliferación celular inducida por la

disminución de los nivelesde peróxido de hidrógeno es un fenómeno general,

se evaluó el efecto del secuestro de peróxido de hidrógeno en líneas celulares

provenientes de distintos tejidos y especies (FiguraI.18).

100­
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l l l J. l
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Figura 1.18 Modulación de los niveles de peróxido de hidrógeno e inhibición de la
proliferación en otras líneas celulares. MCA3D (I), Vero (x), PANCl (o), F98 (ü) and
UMRIOÓ (A).

1.3.3.5 Determinación de apoptosis

Se evaluó Ia posible inducción de apoptosis en las células tratadas con

catalasa, a finde evaluar siIa inhibicióndel crecimiento celular inducida por Ia

disminución de los niveles de peróxido de hidrógeno se debía a un aumento

de la apoptosis. Losresultados mostraron que no hay aumento de Ia apoptosis

en ninguna de las líneas celulares evaluadas (FiguraI.l9).
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Figura 1.19 . Determinación de apopfosís mediante la técnica de Hoechsf en células PDV
tratadas con cafalosc. (A)Célulassin Tratar (500 X), (B)células tratadas con 1000 U/m! de
ccn‘nhsn(500 X) Mute 24 hs, (C) contro! positivo de apoptosis, células Tratados con
genisfeím 100 pM (1500 X).
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1.3.4 Moduiacíón de los niveles de peróxido de hidrógeno ¡n vivo y evaluación

del crecimiento tumoral.

1.3.4.1 Experimento con ratones nude

Se evaluó el efecto de Ia catalasa en ratones nude inoculados con CH72-T4

como se describió en materiales y métodos. Los animales tratados con

catalasa presentaron una tasa de crecimiento tumoral significativamente

menor que los controles. Los tumores de los grupos controles crecieron lO

veces mas con respecto a los animales tratados con catalasa (FiguraI.20).No

se observaron diferencias entre los controles tratados con PBSy los tratados
con catalasa inactivada.

Crecimientotumoral

o I I I

5 lO
TIempo de tratamiento (días)

+Control —o—Catalasainactivada+Catalasa

Figura 1.20 Crecimientotumoral en ratones nude tratados con catalasa

1.3.4.2 Experimento de carcinogénesís en ratones SENCAR

Se evaluó el efecto de la catalasa sobre tumores originados en ratones

SENCARa partir de un protocolo de carcinogénesís quimica. Luego de un mes

de tratamiento se obtuvieron los siguientes resultados: se produjo una

significativa inhibición del crecimiento de los tumores tratados con catalasa

con respecto a ambos grupos control (FigurasL2] y ¡.23). Los tumores de los

controles crecieron 8 veces mas que los tumores del grupo tratado con

catalasa. No se observaron diferencias significativas entre los controles
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tratados con PBSy los tratados con catalasa inactivada. En el grupo tratado

con catalasa no aparecieron tumores nuevos, habiéndose detectado una

leve regresión en el número de tumores con respecto al número inicial

(Figura l.22).
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Figura 1.21 Crecimiento de tumores en ratones SENCARtratados con catalasa.
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Figura 1.22 Evolucióndel número de tumores de los animales tratados simultaneamente
con el protocolo de carcinoge'nesis químicay con catalasa
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Figura 1.23. Ratones SENCARtratados con catalasa (lmg/gramo de peso) tres veces por
semana durante un tratamiento de carcinogénesis química utilizando DMBAcomo agente
iniciador y TPA como agente promotor. (A) Ratones controles inoculados con vehículo (PBS),
(B) ratones controles inoculados con catalasa inactivada y (C) ratones tratados con
catalasa.
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1.3.5 Modulacíón de la proliferación celular por transfección del cDNA de la

catalasa humana.

Lascélulas MCF-7fueron transfectadas con un vector retroviralconteniendo el

cDNAde la catalasa humana y con el cDNAantisentido usado como control.

Se seleccionaron clones que expresaron estos vectores de manera estable. Se

evaluaron los niveles de catalasa a través de ensayos de actividad de la

enzima así como también la producción de peróxido de hidrógeno por

ensayos de escopoletina/HPO. Se realizaron ensayos clonogénicos, curvas de

crecimiento, incorporación de BrdUy ensayo de crecimiento en agar blando.

1.3.5.1 Evaluaciónde la actividad de catalasa de los clones seleccionados

Los resultados mostraron que las células transfectadas con el cDNA de la

catalasa poseen una actividad de catalasa significativamente mayor con

respecto a las células controles (FiguraI.24).

25

207

Unidadesdecatalasa(U/mgprot)

lVCF-7 CLON 12 CLON 2

Figura 1.24 Actividad catalasa de las células MCF-7y de las células transfectadas con

el cDNAde Ia catalasa humana sentido (CLON2) y antisentído (CLON12).
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1.3.5.2 Ensayo de clonogenicídod, curva de crecimiento e incorporación de

bromodeoxiurídino.

Se evaluó Ia capacidad de formar colonias mediante el ensayo clonogénico,

la curva de crecimiento y la incorporación de BrdU.En los tres ensayos se

observaron diferencias significativas entre las células lransfeciadas con el

cDNA de Ia calalasa humana y las células controles (MCF-7 y células

transfecladas con el cDNA anlisenlido de la calalasa) (FigurasI.25,I.2óy ¡.27).
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Figura 1.25 Ensayo clonoge’nicode los células Transfecfodos con el cDNA de lo co'roloso
humana (clon 2) y las células controles (MCP-7 y fronsfec‘rodos con el cDNA anfisenfido
(clon 12)).
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Figura 1.26 Coraci’erizaciónde lo curva de crecimiento de los células fronsfecfodas con el
cDNA de lo cofolasa humana y las células control (MCF-7 y Transfec'rodos con el cDNA
on‘l’isenfido (clon 12)).
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Figura I.27 Actividad proliferativa de las células tronsfectadas con el cDNA de Ia
catalasa humana y los células controles (MCF-7 y las células transfectadas con el cDNA
antísentído)

1.3.5.3 Crecimiento independiente de anclaje: crecimiento de colonias en agar

blando.

Se evaluó Ia capacidad de crecimiento independiente de anclaje. Se

observaron diferencias significativas entre las células transfectadas con el

cDNA de la catalasa humana y las células controles (MCF-7y las células

transfectadas con el cDNA antísentído de Ia catalasa (clon 12)) (FiguraI.28).

¡OO a

75g

50 r»

%colonias

257

MCF7 CLON 12 CLON 2

Figura 1.28 Crecimiento de colonias en agar blando de las células transfectadas con el
cDNA de la catalasa humana y las células controles MCF-7y las células transfectadas con
el cDNA antísentído.
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1.3.6 Posibles vias involucradas en lo inhibición de la proliferación celular por

la disminución de los niveles de peróxido de hidrógeno

A fin de evaluar si el óxido nítrico estó involucrado en las vías de transducción

de señales relacionadas con la inhibición de Ia proliferación como

consecuencia de la disminución de los niveles de peróxido de hidrógeno, se

realizaron los siguientes experimentos:

1.3.6.1 Caracterización de lo producción de óxido nítrico en los células

tratadas con catalasa

Los resultados mostraron que todas las líneas celulares tratadas con

catalasa aumentan los nivelesde óxido nítricoevaluados como producción

de nitritos (Tabla Ló). Los controles tratados con catalasa inactivada no

mostraron aumento en la producción de nitritos.

Línea celular Control Catolasa
(nmoles/4Bhs/5x105célulos) (moles/4ahs/5x1o’céiuias)

PB 7,5 3 2,4 21,8 3 3.5

CH72-T4 3,4 3 0,73 10,33 2

PDV 5.6 z 1.3 27 3 11,5

PDVC57 8 t 2 35 3 5

HBL-IOO 7 3 0.8 29 3 5

MCP-7 5,2 3 0.16 10:1

Tabla I.6: Producción de nitritos en las líneas celulares PB, CH72-T4,
PDV,PDVC57,HBL-lOOy MCP-7 tratadas con catalasa (1000 U/ml)

62



Protiieración['/.control:

0'!O

Resu/fadosI

1.3.6.2 Tratamientos de las células con un inhibidor de la NOS.

Siel óxido nítricoestuviera directamente relacionado con Ia inhibiciónde la

proliferación celular inducida por la disminución de los niveles de peróxido

de hidrógeno, tratamientos de las líneas celulares con un inhibidorde la NOS

deberían revertir la inhibiciónde la proliferación celular por tratamientos con
catalasa.

Losresultados mostraron una reversión de la proliferación celular en todas

las líneas celulares de forma dosis dependiente al ser tratadas con L-NAME,

un inhibidor de la NOS (Figura I.29).

A1

Control L-NAME Catalasa L»NAME L-NAME L-NAME L-NAME

lmM 0,01mM 0,1mM 0,5mM lmM
+Cai +Cat +Cat sCat

BI

Plolifonoión(zcontrol:

Control L-NAME Catalasa L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME

lmM 0,01mM 0,1mM 0,5mM 1mM+Cat
+Cat +Cat

A2

30 1;

= l
3 25 esio
3 20*
E
2 15'
C'ü
g I)
É 5

Control L-NAME Catalase L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME

lmM 0,01mM 0,1mM ,5

+Cat +Cat +Cat +Cat

BZ

nmolesn'24hsl5m5célula:

Control LNAME Catalase L-NAME L-NAME L-NAME L»NAME

0.01mM 0,1mM 0,5mM 1mM+Cat
+Cat +Cat +Cat



ResultadosI

ñH

K5O

74

8
ñN

5o

8

hO

xProllionoión[zcannot

0')O

__.__L_._.V

nmolosi24hsi5u105células

NQ

Control L-NAME Catalase LANAME L-NAME L-NAME L-NAME

1mM 0,01mM 5m 1mM
Control L-NAME Catalase L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME

1mM0,01mM 0,1mM o,5mM 0,1rnM

+Cat +Cat +Cat +Cat +Cat +Cat +Cat +Cal

D1 D2

120 “k 45 1
' 40

. . pol 5

g ¿g 35O

9: 80 3 3o
L‘— 5 25

60 E 20
É a
é 4° E B
Q 0 D
IL E

X Zol c 5

0 0
Control L-NAME Catalase LANAME L-NAME L-NAME L-NAME Control L-NAME Cataiase L-NAME L-NAME L-NAME L-NAME

0,01mM 0,]mM 0,5mM 1mM 0,01mM 0,1mM 0,5mM 1mM
+Cat +Cat +Cat +cat +Cat +Cat +Cat +Cai

E1 E2

120 «,
40

‘c‘ _

3 80 . s3 3o

É l “a: 25
.2 60 É 20“S
3 ur
rs 40 s: 5
9 2
"- '6
x 20 É D

5

c tri L NAMEc i la L ME L NME LANAMEL ME o
o“ ° ' a a sa ' ' ' Control L-NAME Caialase L-NAME L‘NAME L-NAME L-NAME

1mM 0.01mM 0,]mM 0.5mM 1mM 1mM 00M 5m 1mM

+Cat «iCat +Cat +Cat ’wat +Cat mat mat

F1 F2
120 14

Il
'-5' no g 12z _
É 80 g DID

¿a 9
5 60 E 8.. h
É g 6
O 1.“ h
3 4o l _ 4
.1 l É
x 20) c 2

Contvol L-NAME Catalase L-NAME L»NAME LvNAME LNAME COMYO' L-NAME Catalase gsm LólenhaE LóNsATAEL-me
1mM 0,01mM 0,1mM , , .m

+Cat mat mat +c3t +Cat +Cat +Cat +Cat

Figura 1.29 Reversión de la inhibición de la proliferación (AI-F1) de las líneas celulares
y producción de nifritos (AZ-F2) en los distintos Tratamientos. PB (A), CH72-T4 (B),
PDV (C), PDVCS7(D), HBL-100(E) y MCF-7 (F) por Tratamientos con L-NAME.
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1.3.6.3 Tratamientos con un inhibidor de la guanilato ciclasa

Teniendo en cuenta los resultados de reversión de la inhibición de la

proliferación por tratamientos con un inhibidor de la óxido nítrico sintetasa, y

siguiendo Ia misma hipótesis de trabajo se inhibió Ia guanilato ciclasa, uno de

los principales efectores del NO. Sila gunilato ciclasa estuviera involucrada en

Ia inhibiciónde Ia proliferación se debería obterner el mismo efecto que en los

experimentos anteriores. Losresultados mostraron una reversión total o parcial

de Ia inhibición de la proliferación en todas las líneas celulares al ser tratadas

con ODQ, un inhibidor de la guanilato ciclasa (Figura l.30).
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Figura 1.30 Reversión de la inhibición de lo proliferación en las líneas celulares PB (A),
CH72-T4 (B), PDV(C), PDVC57 (D), HBL-lOO(E) y MCF-7(F) por Tratamientos con ODQ

Por oiro lodo, se evoluó lo producción de níiriiosen los célulos iroiodos con el

inhibidor de lo guoniloio cicloso poro todos los líneos celulores no

observándose variaciones en lo producción de niiri'ros.Lo FiguraL3] muestro lo

producción de nitriiosen lo Iíneo MCF-7o modo de ejemplo.
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nmoles/48hs/5xl05células

Figura 1.31 Producciónde nitritos en las células MCF-7tratadas con catalasa y distintas
concentraciones de ODQ

1.3.6.4 Caracterización de la producción de óxido nítrico, evaluación de la

proliferación por Tratamientos con un inhibidor de la NOS y de la guanílato

ciclasa en las células transfectadas con el cDNA de la catalasa.

A fin de confirmar que el óxido nítrico estaría involucrado en la inhibición de Ia

proliferación inducida por una disminución en Ia producción de H202, se

evalúo Ia producción de nitritosen las células transfectadas con la catalasa

sentido (clon 2) y antisentido (clon 12). Por otro lado, también se evaluó la

proliferación ante tratamientos con el inhibidor de la NOS, L-NAMEy con el

inhibidor de Ia guanílato ciclasa, ODQ. Se observó que Ia producción de

nitritos en el clon 2 es significativamente superior que en el clonl2 (Tabla I.7).

Con respecto a los tratamientos con L-NAMEse observó un aumento de la

proliferación en forma dosis dependiente en el clon 2 con respecto al clon 12.

(FiguraI.32).Tambien se observó una disminución en Ia producción de nitritosen

el clon 2 y no en el clon 12 (Figura¡.32).Con respecto a los tratamientos con

ODQ también se observó un aumento de Ia proliferación en el clon 2 con

respecto al clon 12 (Figura¡.33).

67



IOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO0.00000000CÓCOOOOOOOOOO0.00.

Pesa/tadosI

Producción de nitritos
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MCP-7 3,02 j; ¡,44

CLON Z

(catalasa sentido)

CLON 12
+

(catalasa antisentido) 2'8 _ H3

Tabla I.7. Producción de nitr‘ítos en la línea MCP-7 y en
las células transfectadas con la catalasa sentido (clon 2) y
antisentido (clon 12)
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Figura I.32. A Proliferación de las células MCF-7 transfectadas con el cDNA de la
catalasa sentido (A1) y antisentido (A2) tratadas durante 48 hs con distintas
concentraciones de L-NAME (0,01, 0,1, 0,5 y 1 mM de L-NAME). B Producción de nitritos
de los clones 2 (BI) y 12 (BZ) durante los tratamientos con L-NAME.
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Figura 1.33 Proliferación de las células MCF-7 transfecfadas con el cDNA de la cafalasa
sentido (A)y an‘rísen‘rido(B) Trafadas durante 48 hs con distintas concentraciones de ODQ
(0,5, 1, 5 [IM de ODQ).

A modo de control se verificóIa actividad de caialasa comercial en presencia

del ODQ a fin de descariar una inhibiciónde esta enzima por el inhibidorde la

guanilaio ciciasa. No se observaron variaciones en la actividad de Ia caialasa

comercial en presencia de ODQ.
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Dado que existen numerosas evidencias que indican que los especies

reactivos del oxigen029-33y del nitrógeno‘ï‘r57juegan un papel importonte en la

etiología del cancer, en este capítqu se evaluó siexisten modificaciones en los

niveles de estos especies reactivos asociados con lo transformación celular, o

fín de poder compensar especificamente estos alteraciones oxidativas y

revertir el fenotipo maligno.

En primer lugar, se eligieron como modelos de estudio líneas celulares

que difierenen su capacidad tumorigénico y se compararon entre si teniendo

en cuenta el tejido y el organismo o partir del cual fueron originadas. Los

distintosensayos realizados tendientes a la caracterización de Io capacidad

proliferativo y tumorigénico mostraron que los pares comparativos difieren en

su grado de molignidod celular y pueden ser usados como modelos de

distintos estadios de transformación celular. Los pares PB-CH72-T4y HBL-lOO­

MCF-7difieren ampliamente en características fenotípicos relacionados con Ia

molignidod celular, coincidiendo con datos de la bibliografiaó4-67.En los líneas

celulares PDV y PDVC57 las diferencias en las caracteristicas fenotípicos

asociadas al aumento de lo molignidod celular no son tan marcadas como en

los otros pares comparativos. Sin embargo, datos bibligroficos muestran que

estas líneas difieren significativamente en Ia capacidad tumorigénico si son

¡nyectodos en ratones singeneicos (ratones C57BL/6N)6"62:la línea PDVC57

muestra un 100%de tumorigenicidad o diferencia de Ia línea PDV que no

desarrolla tumores. Porotro lodo, característicos asociadas con el aumento de

la capacidad tumorigénico, tales como el número de copias del oncogen ras

mutado y los niveles de citoquerotinos de bajo peso molecular asociadas o

estados de indiferencioción celular aumentan de forma progresivo en lo línea

celular PDVC57 con respecto o lo linea celular PDVól-63.Teniendo en cuento

estas evidencias bibliográficas también serio valida Io utilización de este por

comparativo como modelo de estudio.
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Caracterización del sistema antioxidante y producción de especies reactivas
del oxígeno y del nitrógeno en líneas celulares con diferente grado de
malignídad

Como se explicó anteriormente, la concentración de las distintas

especies reactivas del oxígeno depende basicamente del balance entre la

velocidad de su producción y Ia velocidad de su disipación. En este sentido.

el sistema antioxidante juega un papel crucial en la regulación de Ia

concentración intracelular de las especies reactivas del oxígeno. Por lo tanto,

sutilesvariaciones en sus componentes podrian ser una fuente potencial para

Ia modificación de Ia concentración intracelularde estas especies reactivas.

Existennumerosos trabajos que describen variaciones en los niveles de

enzimas antioxidantes asociadas con la transformación celular. Oberley y

Buettner en 1979, propusieron que una disminución en las enzimas

antioxidantes y el concomitante incremento de los niveles de radicales libres

podrian explicar muchas de las propiedades de las células cancerosas“. Esta

hipótesis, esta basada principalmente en los bajos niveles de enzimas

antioxidantes encontrados en tumores con respecto a sus contrapartes

normales. Por otro lado, existen otras evidencias mas recientes que sustentan

esta hipótesis, tales como la disminución de los niveles de enzimas

antioxidantes en otros tumores y líneas celularesaíaóy la depresión de los niveles

de enzimas antioxidantes causada por la aplicación de promotores tumorales

corno el TPAB7o de agentes carcinogénícos como la luz UV”.Sinembargo, en

la década de los 90 Cerutti postula que niveles de enzimas antioxidantes

elevados otorgarían una ventaja selectiva contra la toxicidad generada en los

procesos de estrés oxidativo”. Este nuevo enfoque esta basado en estudios

comparativos de la respuesta de dos clones derivados de la linea celular JBóa

la aplicación de agentes oxidantes con capacidad promotora”. Los

compuestos oxidantes estimulan Ia expansión clonal en uno de los clones (lo

que equivale a la etapa de promoción) mientras que se generan efectos

citotóxicos en el segundo. Asociado a estas caracteristicas, el clon promovible

expresa mayores niveles de SODy CATcomparado con el clon no promovible.

De este modo, aquellas células con altos niveles de enzimas antioxidantes

tendrian favorecida la expansión clonal durante la promoción tumoral.

Actualmente esta hipótesis, también esta sustentada por otros trabajos mas

7l
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recientes que describen elevados niveles de enzimas antioxidantes en líneas

tumorales con respecto a sus contrapartes normales9'92.Todos estos estudios

muestran grandes controversias de resultados, que dificultan Ia comprensión

del roIque cumplen las enzimas antioxidantes en Ia carcinogénesis. Una de las

razones de esta disparidad de resultados reside en que el sistema antioxidante

esta formado por múltiples componentes que interactúan entre sí, siendo

dificultosa Ia comprensión del papel biológico de cada uno de ellosde forma

independiente. Otros factores importantes que contribuyen a Ia variabilidad

de los resultados presentados en la literatura son por ejemplo, las

comparaciones de los niveles de enzimas antioxidantes entre líneas celulares

de orígenes diferentes en los modelos in vitro, y por otro lado las
determinaciones de los niveles de enzimas antioxidantes en extractos de

tumores. Estas medidas pueden no reflejar los valores reales de actividades

enzimóticas de las células tumorales debido a la heterogeneidad del tejido

tumoral, por ejemplo, los tumores generalmente poseen aumentada la

secreción proteica de matriz extracelular y por lo tanto, los valores de

actividad enzimótica expresados por miligramo de proteínas totales estarían

subestimando losnivelesde actividad por célula.

Del analisis de los diferentes componentes del sistema enzimótico

antioxidante en función de la malignidad celular realizado en este trabajo de

tesis, se demostró que existe un desbalance de las enzimas antioxidantes, que

aumenta con la malignidad celular. Se observó un aumento de los niveles de

SODy una disminución de las enzimas disipadoras de peróxido de hidrógeno,

CATy GPx. Estosresultados concuerdan con trabajos previos, que describen un

desbalance en el sistema antioxidante en células de melanoma con respecto

a melanocitos normales93y en células cancerosas de pulmón en relación a su

contraparte normal“. Sin embargo, no hay trabajos que correlacionen el
desbalance enzimótico con un consecuente incremento de los niveles de

peróxido de hidrógeno y el aumento de la malignidad celular. Eneste sentido,

los resultados aquí descriptos mostraron que el desbalance enzimótico se

asocia con un aumento de la producción de peróxido de hidrógeno y con el

aumento de la malignidad celular en los tres modelos de líneas celulares

comparativas.
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EIaumento de la producción de peróxido de hidrógeno en función de

la malignidad celular podn'a ser consecuencia del aumento de los niveles de

actividad de SODy de la disminución de las enzimas disipadoras de peróxido

de hidrógeno, CATy GPx. Existenvarios trabajos que describen un aumento de

los niveles de peróxido de hidrógeno como consecuencia de la

sobreexpresión de 50095-97,sin embargo existe un sólo trabajo hasta el

momento que describe una disminución de los niveles de peróxido de

hidrógeno con un aumento de los niveles de SCD”. Gardner et al, desarrolló

un modelo matemótico que explica como un aumento en Ia actividad de

SODpuede llevar a un incremento o una disminución de la producción celular

de H20299,dependiendo del balance entre las distintas vías intracelulares de

consumo de anión superóxido, que pueden llevar o no a la formación de H2O2.

Ademas de la posible incidencia del aumento de la actividad de SODsobre el

aumento de los niveles de peróxido de hidrógeno, Ia disminución de las

actividades enzimóticas de CATy GPx, que son de gran importancia en la

remoción del H202,contribuyen al incremento de los niveles de peróxido de

hidrógeno en función de la malignidad. Por otro lado, Gardner en su trabajo

también menciona que los incrementos de H202son siempre menores a los

aumentos de SOD,sin embargo, en este trabajo de tesis los incrementos de

H202son superiores a los incrementos de SOD. Esto Último podría explicarse

teniendo en cuenta que en el modelo descripto por Gardner se considera que

no se modifica la disipación del peróxido de hidrógeno, variable que si se

modifica en los modelos celulares descriptos en este trabajo por la disminución

de las actividades de CATy GPx.

Los resultados expuestos en este trabajo de tesis muestran la

importancia de la relación entre los distintos componentes del sistema

antioxidante en la transformación celular. Es importante recalcar que el

desbalance aquí descripto es propio del proceso de transformación celular

espontóneo o inducido por los protocolos de carcinogénesis, lo cual sugiere

que las modificaciones en los niveles de enzimas antioxidantes podn'a ser uno

de los mecanismos involucrados en generar las condiciones celulares que

favorezcan la aparición del fenotipo maligno.

A pesar de que el aumento de SODen función de la malignidad celular

es consistente con el aumento de la producción de peróxido de hidrógeno, los
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niveles de SOD en las distintas líneas celulares y los incrementos en los niveles

de SODen función de Ia malignidad no se correlacionan comparativamente

con Ia producción de peróxido de hidrógeno de las distintas líneas celulares.

Las líneas PB-CH72-T4,y PDV-PDVC57poseen altos niveles de SOD, sin embargo

producen cantidades menores de H202 comparativamente a las líneas

humanas que poseen cantidades menores de SODy producciones mayores

de Hzoz.Lasvariables que influyen en los niveles de peróxido de hidrógeno en

una célula son diversas y no dependen solamente de los niveles de enzimas

antioxidantes, sino que resultan del balance entre las fuentes de producción y

todos los componentes del sistema antioxidante, enzimóticos y no enzimóticos.
Variaciones en los niveles de otras moléculas relacionadas con el control del

estado oxidativo celular, tales como el glutatíón o las vitaminas C y E, o

diferencias en el sistema de oxido-reducción del glutatíón que lleve a valores

diferentes de glutatíón reducido / glutatíón oxidado (GSH/GSSG)podrían
contribuir de manera diferencial a los niveles celulares estacionarios de H202en

las distintas líneas celulares. Por lo tanto, el anólisis simultóneo de todos los

componentes del sistema antioxidante y su contribución relativa al estado

oxidativo celular sumado a Ia caracterización de las fuentes que generan

cada una de las especies reactivos del oxígeno, es de sumo interés para Ia

mejor comprensión de la función fisiológica de los niveles intracelulares de

peróxido de hidrógeno y de su participación en condiciones patológicos,
como el cancer.

Con respecto a Ia producción de anión superóxido, se observó una

disminución en las líneas celulares con mayor capacidad tumorigénica con

respecto a sus pares comparativos. Esta disminución de los niveles de

producción de anión superóxido en estas líneas es consistente con el aumento

de actividad de SOD. Cuantitativamente se observa que en los tres pares

comparativos, Ia actividad de SODaumenta aproximadamente un 100%en Ia

línea con mayor grado de malignidad respecto a su par comparativo mientras

que los niveles de producción de anión superóxido disminuyen

aproximadamente un 60%entre estas líneas.
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Con respecto a las especies reactivos del nitrógeno, se ha evaluado la

producción de nitrítoscomo medida indirecta de la producción de NO. Los

resultados mostraron una disminución en la producción de nitritosen función

de Ia malignidad celular. Estos resultados son consistentes con datos

bibliográficos que han descripto una disminución de los niveles de las distintas

NOS en algunos tumores, por ejemplo en mama50-5'.Sin embargo, también se

ha descripto un aumento de NOS en otros tipos de tumore552'53.Estas

diferencias pueden estar relacionadas con el hecho de que según los niveles

de concentraciones celulares de NO-,este puede actuar como mediador

intracelular, por ejemplo en vías antiproliferativos, o o altas concentraciones

puede ser tóxicoy mutagénico favoreciendo de esta manera loseventos de la
transformación celular.

Se puede mencionar como primera conclusión de este capítulo que

existe un aumento del desbolance de las enzimas antioxidantes y un

consecuente incremento de losnivelesde peróxido de hidrógeno asociados a

un aumento de Ia malignidad celular. En este sentido, trabajos previos

demostraron que el Hzozjuega un papel importante en la proliferación celular.

Estos trabajos se podrían clasificar en dos grupos, aquellos que modulan Ia

proliferacióncelular mediante Ia adición exógeno de peróxido de hidrógeno o

mediante un aumento de peróxido de hidrógeno producido por determinados

tratamientos bioquímicos y aquellos que modulan los niveles de peróxido de

hidrógeno y la proliferación celular mediante manipulación genética

(tronsfecciones celulares, ratones trangénicos o “knock out"). Dentro del primer

grupo se encuentran los trabajos de Burdon, donde tratamientos con H202

incrementan Ia proliferación de fíbroblastos de hamsters (BHK/2l)34y trabajos

donde se demuestra que el peróxido de hidrógeno producido durante la

actividad de gamma glutomil tronspeptidosa esta involucrado en la

prevención de lo opoptosis y mantiene Ia proliferación celular en

monoblastos'°°. Dentro del segundo grupo se encuentran los trabajos de Brown

donde se inhibe Io proliferación de células musculares lisas mediante Ia

sobreexpresión del gen de la catolaso‘O' y los trabajos de Suh donde la

sobreexpresión de Noxi '02(una NADPHoxidasa, que genero anión superóxido

con generación secundaria de peróxido de hidrógeno) en células NIH3T3
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produce un aumento de la proliferación que se asocia al aumento de los

niveles de anión superóxido. Posteriormente, los mismos autores demuestran

que Ia cotransfección de catalasa en las células transfectadas con Noxl

revierte el aumento de la proliferacióndemostróndose de este modo que este

aumento se debe a un incremento de peróxido de hidrógeno y no de anión

superóxído‘03. Por otro lado, la sobreexpresión específica de catalasa en

hígado inhibe la inducción de proliferación provocada por inductores de la

proliferación de peroxisomas ‘04.

Ademas de los trabajos citados que vinculan directamente al peróxido

de hidrógeno con la proliferación celular, también existen evidencias

indirectas que relacionan al peróxido de hidrógeno con vias de transducción

de señales relacionadas con la proliferación celular. EIperóxido de hidrógeno

estó involucrado en la regulación de Ia fosforilación de tirosinas kinasas y

tirosinas fosfatasas independientemente de las señales extracelulares‘05,

modifica Ia unión al DNAde factores de transcripción, tales como p53, APl,

NFKB‘Oó,por la óxido reducción reversible de sus sulfhidrílos, induce el

acoplamiento de proteínas adaptadoras entre receptores tirosinaquinasas y la

proteína p2l38 y activa las MAPK ERKl y ERK2en células de músculo liso en

arteria pulmonar“. Recientemente se ha demostrado que el peróxido de

hidrógeno induce transformación de hepatocitos activando el receptor de

crecimiento epidérmico'07. Sinembargo, los trabajos de Oberley involucran al

peróxido de hidrógeno en un papel totalmente opuesto. En sus trabajos,

Oberley demuestra la inhibición de la proliferación celular en varios tipos

celulares por Ia sobreexpresión de MnSOD'OBJO"o de Cu,Zn SOD”° y el aumento

de los niveles de peróxido de hidrógeno. Por otro lado, también demuestra

que la cotransfección de GPx en las células transfectadas con MnSOD

aumenta la proliferación celular por la disminución de los niveles de peróxido

de hidrógeno‘“.

Cambios sutiles en los niveles de peróxido de hidrógeno pueden

provocar efectos celulares muy diversos. Lasespecies reactivas del oxígeno se
han vinculado en vías de transducción de señales relacionadas con distintos

eventos fisiológicos“? Concentraciones de peróxido de hidrógeno del orden

nanomolar son necesarias para Ia actividad de Ia ciclooxigenasa, para la
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bíosíntesis de prostaglandinas. Concentraciones apenas superiores, estón

relacionadas con Ia apertura de canales, fosforilaciónde tirosinas,activación

de PKC,oxidación de catecolaminas, regulación de genes y procesos tales

como la proliferación. En cambio, niveles del orden micromolar son tóxicos y

provocan apoptosis o necrosis celular. Teniendo en cuento esto último, los

resultados obtenidos por Ober1ey y col.'°¿‘rlllpodrian explicarse de la siguiente
manera: la transfección de MnSODaumenta tres veces la concentración de

H202 respecto al control, podría suceder que estos niveles elevados de

peróxido de hidrógeno induzcan un aumento de la apOptosis en Ia células

transfectadas. En Io que respecta al aumento de la proliferación provocado

por la cotransfección de GPx'“ en estas células podn'a explicarse porque los

valores de H202en los células cotransfectadas son un 50%mayores que en las

células controles, esta concentración de H202 podría ser la necesaria y

suficiente para aumentar la proliferación celular en comparación con las

células controles. Este analisis de los resultados obtenidos por el grupo de

Oberley demuestra que no habría contradicciones con lo presentado en esta

tesis, ya que las diferencias se deberían a las distintas concentraciones

intracelulares de peróxido de hidrógeno en los modelos aquí descriptos

comparativamente con losmodelos de manipulación genética'w‘“.

Finalmente podemos concluir que el estado prooxídatívo leve que

¡nduciría a una célula normal a proliferar sugiere que una célula expuesta

permanentemente a un estado oxidativo basal estaría sometida a una

continua inducción de proliferación y esto podn'a ser un evento crucial para la

transformación celular y la consecuente inducción del fenotipo maligno. Sun Y

y col.‘EMtambién resaltan la importancia del desbalance de enzimas

antioxidantes como un factor importante y responsable de Ia malignídad

celular, aunque en estos trabajos, los autores relacionan este desbalance con

la exposicióna concentraciones mutagénicas de especies oxidativasy no con

lo regulación de vías específicas de inducción de proliferación. Futuras

investigaciones permitirón dilucidar si en el proceso de transformación celular

ocurren eventos genéticos que induzcan aumento de la actividad de SODy/o

disminución de la actividad de las enzimas disipadoras de peróxido de

hidrógeno con el consecuente flujocontínuo y no regulado de peróxido de
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hidrógeno o siun aumento del estrés oxidativo induce modificaciones génicas

irreversiblesen el sistema enzimótico de defensa antioxidante. En cualquiera

de los dos casos, donde el desbalance sería causa o consecuencia del

proceso, el aumento de peróxido de hidrógeno parace tener un papel

fundamental en la transformación maligna. Por últimocabe destacar que las

alteraciones oxidativas descriptas en este trabajo estón relacionadas con

modificaciones endógenas y que se asocian a Ia transformación celular, no

hubo manipulación bioquímica ni genética que modifique el estado redox y

que culmine en una transformación celular como describen Ia mayoría de los

trabajos citados, este sen’aun aporte importante de este trabajo de tesis.

Moduloción de los niveles de peróxido de hidrógeno y evaluación de la
proliferación celular

Dado el aumento del desbalance enzimótico y de los niveles de H202

descripto, en esta parte del trabajo se evalúo si la compensación de este

desbalance enzimótico mediante Ia disipación de los niveles de H202

provocaban algún efecto en la prolífeación celular.

Se puede mencionar como segunda conclusión de este capítulo que la

disminución extracelular de los niveles de peróxido de hidrógeno inhiben la

proliferación celular. Tratamientos con catalasa exógena disminuyen los niveles

de peróxido de hidrógeno en forma dependiente de la dosis e inhiben la

proliferación en todas las líneas celulares epiteliales estudiadas. Por otro lado,

se ha demostrado que este es un fenómeno general, ya que se ¡nhibió la

proliferación de varios tipos celulares proveniente de distintos tejidos y de

distintas especies. Lostratamientos con catalasa no ¡ndujeron apoptosís y se

revirtióIa inhibición de la proliferación al incubar las células sincatalasa. Cabe

destacar que la disminuciónde Ia proliferación por tratamientos con catalasa

exógena disminuye la concentración de peróxido de hidrógeno en el medio

extracelular, esto sugiere que el peróxido de hidrógeno podría actuar

autocrinamente o paracrinamente sobre receptores relacionados con vías

relacionadas con la proliferación celular. En este sentido, es interesante tener

en cuenta que receptores con vías de transducción de señales relacionados

con la proliferación celular tales como el receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR) tienen grupos de cisteínas muy conservadas en la
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evolución que podrían ser una llave en Ia regulación por estas especies

oxidativas. Si este fuera el caso, se podría pensar en un efecto del H202en

células vecinas (efecto “bystander") que potencie el crecimiento de un tumor.

Por otro lado, también se ha demostrado que Ia modulación de los

niveles de peróxido de hidrógeno inhibe el crecimiento tumoral ¡n vivo en dos

modelos experimentales. Se inhibió Ia aparición de tumores por tratamientos

con catalasa en el protocolo de carcinogénesis química y disminuyóla tasa
de crecimiento de los tumores en ambos modelos. Hasta el momento no se

han descripto trabajos que modulen el crecimiento tumoral in vivo mediante Ia

disipación de H202 por tratamientos compensatorios de alteraciones

oxidativas, lo cual abre una perspectiva promisoriarelacionada con la posible

implementación de terapias antioxidantes.

Finalmente el rol fundamental del peróxido de hidrógeno en la

proliferación y transformación celular fue confirmado a través de la
transfección del cDNA de Ia catalasa en las células MCF-7. Las células

transfectadas mostraron una actividad proliferativasignificativamente menor y

revirtieron algunas caracteristicas del fenotipo maligno, tales como el

crecimiento de colonias en agar blando.

En este caso, a diferencia de los trabajos descriptos en Ia bibliografia cabe

destacar que en este trabajo se ha secuestrado el peróxido de hidrógeno

generado por las líneas celulares o por los tumores experimentales y no se ha

compensado un aumento de peróxido de hidrógeno inducido

experimentalmente.

Posibles vías involucrados en lo inhibición de la proliferación por la disminución
de los niveles de peróxido de hidrógeno.

Dado que se ha descripto la capacidad citostótica del óxido nítrico,

principalmente por su afinidad por el grupo hemo de varias enzimas (en

especial tiene alta afinidad por Ia ríbonucleotido sintetasa) hemos analizado la

hipótesis de que el óxido nítrico esté involucrado en las vías de inhibición de la

proliferación mediada por Ia disminución de los niveles de peróxido de

hidrógeno. En este sentido, hemos demostrado un aumento de los niveles de

NO- Por tratamientos con catalasa y una reversión de la inhibición de la
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proliferación por tratamientos con un inhibidor de la NOS. Por otro lado, la

inhibición de Ia guanilato ciclasa, uno de los principales efectores del óxido

nítrico, tambien revirtió los efectos inhibitoriosde la proliferación por catalasa.

Estos resultados indican que la vía del óxido nítrico estaria mediando la

inhibición de proliferación inducida por Ia disminución de los niveles de

peróxido de hidrógeno.

Dado que el mecanismo de inhibición de la guanilato Ciclasa por el

ODQ esta mediado por la unión del NO al grupo prostético se verificó que el

efecto obtenido por el ODQ no se debia a una unión del mismo al grupo hemo
de Ia catalasa.

Ademós de la asociación entre el aumento de Ia malignidad y el

aumento de la producción de peróxido de hidrógeno descripto, otro factor

que podn'a estar involucrado en esta asociación serían posibles alteraciones

en vias de señalización reguladas por los niveles de peróxido de hidrógeno

intracelular. Considerando que disminuciones de los niveles de peróxido de

hidrógeno podrían activar vias de señalización relacionadas con la inhibición

de la proliferación celular y que las células mós malignas (CH72-T4y PDVC57)

no llegan a inhibiciones totales de Ia proliferación a dosis altas de catalasa,

una hipótesis interesante a ser evaluada sería que estas líneas hayan perdido

la capacidad de responder a esta vía de inhibiciónde la proliferacióncomo

parte del proceso de transformación maligna. En apoyo a esta hipótesis se

pueden mencionar losexperimentos que demuestran una baja producción de

nitritos por estas líneas celulares y la falta de reversión completa de la

inhibición de la proliferación al ser tratatadas con un inhibidorde la guanilato

Ciclasa. Estoshallazgos podrian ser la manifestación de alteraciones en vías de

señalizaciónmoduladas por las concentraciones de peróxido de hidrógeno.

Finalmente, Ia hipótesis de la participación del óxido nítrico en vías de

señalización relacionadas con la inhibición de la proliferación por disminución

de losnivelesintracelulares de peróxido de hidrógeno también esta sustentada

por los resultados obtenido con las células transfectadas con el cDNAsentido y
antisentido de Ia catalasa. Las células transfectadas con el cDNA de la

catalasa muestran un incremento de la producción de nitritos,y aumentan Ia

proliferación al ser tratados con un inhibidor de la NOS y de la guanilato
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ciclasa. La última serie de experimentos realizados en este trabajo de tesis

sugieren que la vía del óxido nítrico estaria involucrada en la inhibición de la

proliferación por disminución de los niveles de peróxido de hidrógeno, aunque

es necesaria Ia realización de mas experimentos para Ia profundización de
este tema.

Como conclusión general de este capítqu podemos mencionar que se han

hecho aportes interesantes sobre los mecanismos por los cuales las especies

reactivas del oxígeno, y en particular el peróxido de hidrógeno, participan en

la proliferación y transformación celular.

Con respecto a Ia posible aplicación de estos estudios, los resultados aquí

obtenidos sugieren fuertemente la posibilidad de buscar terapias alternativas,

tales como terapias génicas dirigidasa restablecer posibles alteraciones en el
sistema antioxidante.

Por último,se han presentado evidencias de las posibles vias de transducción

de señales relacionadas con la inhibición de la proliferación por variaciones

del estado oxidativo celular y las posibles alteraciones de estas vías en el

proceso de transformación maligna.
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2.1.1 Origen y evolución de la radioterapia113

La radioterapia constituye junto a la quimioterapia una de las

principales formas de tratamiento contra el crecimiento tumoral. Losprimeros

estudios radiobiológicos nacieron en 1896 luego del descubrimiento de los

rayos X,aunque su utilización en clínica se hizo efectiva luego de los estudios

sistemóticos realizados por Regaud en el Instituto Curie entre i919 y 1930.

A partir de estos trabajos, se concluye que si la dosis total necesaria para

eliminarun tumor se administra de manera fraccionada se obtiene una mejor

tolerancia en los tejidos normales y un mayor efecto terapéutico en el tumor.

Estose debe a que los mecanismos homeostóticos compensatoríos del daño

celular en los tejidos sanos son mós rapidos y eficientes en comparación a los

que posee el tumor. De esta manera, a diferencia de Io que ocurre en el tumor

se permite una mayor reparación del daño celular y repoblación del tejido

sano entre las fracciones de dosis. A partir de entonces, se comienzan a

diseñar distintosprotocolos de radioterapia, que actualmente se encuentran
estandarizados.

Los rayos gamma son Ias radiaciones ionizantes que se utilizan en la

mayoria de los protocolos de radioterapia convencionales, sin embargo estos

resultan inadecuados para el tratamiento de algunos tumores, ya sea por la

gran radiorresistencia a este tipo de radiación, por ejemplo neuroblastomas o

melanomas, o por la ubicación del tumor en regiones cercanas a órganos

cn'ticos, lo cual no permite aplicar la dosis necesaria para esterilizar el tumor.

Esto ha llevado a la búsqueda de otras modalidades radioterapéuticas

utilizandootro tipo de radiaciones ionizantes alternativas, como por ejemplo el

uso de haces de protones en la protonterapia'“. Los protones como

consecuencia de su carga, pueden ser acelerados, deflectados y focalizados,

pudiendo de esta forma generar haces con una geometría apropiada para

una irradiación localizada. En contraste con otros tipos de radiación (como

gamma o neutrones), los protones tienen una profundidad de penetración

bien definida denominada rango. Durante su recorrido, estas partículas van

depositando su energía produciéndose una maxima deposición al final de su

recorrido, generóndose un pico de dosis conocido como pico de Bragg. La

dosis mas alló de este pico es esencialmente cero. Esta forma particular de
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distribución espacial de Ia dosis permite localizar la maxima deposición de Ia

dosis en el tumor y en consecuencia generar menor daño en el tejido sano
circundante.

Por otro lado, ademas de la búsqueda de radiaciones ionizantes

alternativas, otro objetivo clave de la radioterapia es explorar compuestos

químicos o farmacológicos que incrementen el efecto letal de Ia radiación,

esto es el uso de radiosensibilizadores. Uno de los principales problemas de los

radiosensibilizadores es la falta de selectividad de efecto entre la célula

tumoral y normal. Por lo tanto, Ia búsqueda de agentes radiosensibilizadores

que actúen selectivamente sobre las células tumorales es de sumo interés.

Finalmente, el éxito de cualquier protocolo de radioterapia depende
fundamentalmente de la radiosensibilidad ¡ntn'nseca de las células tumorales,

de la capacidad diferencial de recuperación entre la célula normal y la

tumoral, del calculo exacto de una dosis adecuada que mantenga la

vitalidad de órganos críticos y de Ia minimización de los efectos tardíos que

podn'an aparecer como consecuencia del daño ocasionado en las células
normales.

2.1.2 Clasificación de las radiaciones ionizantes

De acuerdo a su naturaleza, las radiaciones ionizantesse pueden clasificar

en: electromagnéticas y particuladas.

2.1 .2.1 Radiacíones electromagnéticas

Dentro del espectro de las radiaciones electromagnéticas, los rayos X y

gamma pueden considerarse radiaciones ionizantes.Estostipos de radiaciones

no difieren en su naturaleza, los rayos X se producen extranuclearmente

mientras que los rayos gamma se producen intranuclearmente y son emitidos

por isótopos radiactivos. Alternativamente, las radiaciones Xy gamma pueden

considerase como haces de fotones o paquetes discretosde energía.

83



I nfraducc/o’nII

2.1.2.2 Rodiociones particulodas

Haces de protones y de iones pesados. Formados por núcleos de elementos,

lales como protones, deulerones, helio (partículas or), lilio, carbono, neón o

argón, entre otras. Estoshaces son generados por aceleradores de partículas

como ciclolrones, sincrocíclolrones y aceleradores lineales (FiguraIl.l).

FIgu-o 2.3.2

A Acelerador de partículas TANDARdel
Cenfro Afo'micoConstituyen?“ de lo CNEA.

B Esquemade un corte transversal.

C Esquema de los componentes que intervienen
en lo generación de un haz de partículas y en
lo línea de irradiación.

Figura II.1

Haces de electrones. Formados por particulas cargadas negativamente que

pueden ser emitidos por núcleos de isólopos radíoaclivos (radiación beta) y

que pueden ser aceleradas a alias energías en campos eléctricos en

belalrones o en sincrociclo’rronespara electrones.
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Hoces de neutrones. Formados por partículas sin carga que pueden ser

generados por aceleradores cuando una partícula cargada, como por

ejemplo protones o deuterones, es acelerada a altas energías para luego

impactar sobre blancos adecuados, como por ejemplo berílio.Por otro lado,

también pueden generarse en reactores nucleares durante la fisiónnuclear de

isótopos radioactívos.

2.1.3 Interacción de las radiaciones ionizantes con la ma‘i'er'ia115

Las partículas cargadas tales como haces de electrones, protones,

deuterones o iones pesados son radiaciones directamente ionizantes. EI

mecanismo de acción de estas particulas esta basado en Ia interacción entre

la partícula cargada y los electrones del medio. Entre estas dos partículas

cargadas se generan fuerzas coulombianas de repulsión o atracción, que

provocan ionizaciones en el medio, el detenimiento de Ia partícula ionizante y

una consecuente absorción de energía en el material irradiado.

En cambio, los fotones, como los rayos gamma o X, y las partículas no

cargadas, como los neutrones, son radiaciones indirectamente ionizantes. Los

fotones actúan principalmente poniendo en movimientoelectrones de ótomos

de bajo peso molecular y los neutrones ponen en movimiento núcleos de

ótomos de hidrógeno (protones), siendo estos los que dan orígen a los eventos
de ionizaciones.

2.1.4 Dosis,fasa de dosis y distribución de dosis de las radiaciones ionizantes”

Las excitaciones e ionizaciones de los átomos, que se producen cuando las

radiaciones ionizantes interactúan con la materia, son las causas principales

del daño biológicode Ia radiación. Lacantidad y calidad de daño depende

de la dosis de irradiación, de la tasa a Ia que se administra la dosis y de la

distribución de la dosis en el tejido. Se denomina dosis a la cantidad de

energia depositada por unidad de masa irradiada, D=Ae/Am,donde Ae es Ia

energía media transferida por la radiación y Am una porción de materia

definida. También se puede considerar a la dosis, como Ia suma de las
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ionizaciones, las excitaciones y Ia energía térmica transferida a Am. La unidad

de dosis absorbida aceptada en Ia Conferencia General de Pesos y Medidas

en 1975 es el Gray (Gy), que se define como la absorción de l joule por

kilogramo de masa irradiada (lJ/kg). El daño producido sobre el material

biológico irradiado no sólo depende de la dosis absoluta, sino también de Ia

tasa de dosis con la cual se le ha administrado dicha dosis (Gy/h-‘, mGy/s-l).

Datos experimentales muestran que una dosis determinada, administrada a

distintas tasas de dosis producen diferentes niveles de daño biológico. Este

efecto diferencial puede ser explicado teniendo en cuenta que las células

poseen Ia capacidad de reparar el daño originado por Ia radiación. De este

modo, una célula irradiada a una baja tasa de dosisposee mayor probabilidad

de que actúen los mecanismos de reparación celular que si Ia dosis es
administrada a una tasa de dosiselevada.

Otro factor que influyeen el efecto radiobiológico es la calidad de la

radiación. Eniguales condiciones de irradiación,el daño biológico producido por

diferentes tipos de radiación, esta determinado basicamente por la distribución

de las ionizaciones a lo largo de la trayectoria de las radiaciones ¡onizantes. En

una escala muy pequeña, del orden de Elm,Ia energía absorbida no se

distribuye de manera uniforme y en consecuencia las ionizaciones se

producen de manera discontinua. La dosis es una expresión cuantitativa que

no describe esta característica, sino que determina un valor global de

ionizaciones producidas en una porción de masa suficientemente grande, de

modo que estas fluctuaciones estadísticas son insignificantes.Se ha definido el

concepto de transferencia lineal de energía (LET)para una determinada

radiación ¡onizante como la energía absorbida por el medio por unidad de

camino recorrido, siendo su unidad de expresión el kiloelectronvoIt/pm

(keV/Dm-‘l.Entonces, radiaciones de alto LETproducen mayor densidad de

ionizaciones por unidad de camino recorrido y mayor daño biológico que las

radiaciones de bajo LET.En términos generales, el LETde una radiación

¡onizantedepende de la carga eléctrica de la partículas y de su energía.

A fin de poder relativizary comparar el efecto que producen distintos

tipos de radiaciones se ha definido el concepto de eficacia biológicarelativa

(RBE).Se define como RBEa Ia relación de dosis requerida para obtener un
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mismo efecto biológico Drei/Dtest.donde Drefes Ia dosis de radiación de una

irradiación de referencia utilizada como patrón de comparación y Dtestes la

dosis de la radiación a testear. Por ejemplo, i Gy de neutrones (d(50)+Be)

produce mayor efecto biológico que l Gy de rayos y 6°Co (radiación de

referencia), siendo el RBE=i,9para el 10%de sobrevida de células de Ia cripta
intestinal de ratón.

2.1.4.1 Distribución de lo dosis poro los distintos tipos de radiaciones

ionizom'es.

Rodiociones electromagnéticos

Ladosisdepositada esta dada por loselectrones secundarios puestos en

movimiento por los fotones. La deposición de la dosis disminuye en profundidad,

siendo maxima en la parte inicialdel recorrido y disminuyendo progresivamente

en profundidad a medida que Ia radiación penetra en el material biológico

¡rradiado (Figura II.2).

30cm
100 i
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/
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20 . \ “0007 voy\ \
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Figura 11.2 Distribuciónde Ia dosis de las radiaciones electromagnéticas (rayos X y
gamma)en funcióndela profundidad de penetración en la materia.
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Rodiaciones particuladas

Haces de protones y de ¡ones pesados

Este tipo de radiaciones tienen trayectorias rectilíneas con rangos de

recorrido definido que dependen de Ia naturaleza y energía cinética de la

radiación considerada. EIpatrón de deposición de la dosises característico para

este tipo de radiaciones y puede ser descripto por Ia denominada Cu-vade Bragg,

caracterizado por una región plana (plateau) y un pico agudo que se

corresponde con Ia maxima deposición de Ia dosis (pico de Bragg). (FÍgUfOII.3).

44

H' 147 MOV
Ho' ' 534 MOV

DOSIS

H' 117-147MOV

Ho' ' 464-684 MOV/ /

5 10 15cm

Figura ¡[.3 Distribución de la dosis de un haz de partículas cargadas en función de Ia
profundidad de penetración en la materia. Curva de Bragg para partículas monoenergéticas.
La profundidad del pico depende de la energía y de la natunaleza de las partículas (curva a).
Variando la energía de las partículas durante la irmdiación, el pico se expande mostrando
una distribución de dosis como la que se describe en la curva b.

Este patrón de deposición de Ia dosis, se puede explicar de Ia siguiente

manera, cuando Ia velocidad de las particulas es alta la interacciones

eléctricas con los atomos del medio es mínima (región del plateau), sin

embargo a medida que las partículas van penetrando en Ia materia

disminuyen su velocidad, aumentan las coaliciones e interacciones

coulombianas con los electrones de ótomos del medio, depositando en

consecuencia practicamente la totalidad de Ia dosis al finaldel recorrido (pico

de Bragg).
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Estetipo de radiaciones tienen la ventaja de tener un rango de recorrido definido

que permite una selectividad espacial para la maxima deposición dela dosis.

Haces de electrones. La deposición de la dosis disminuye abruptamente en

profundidad siendo el recorrido de loselectrones poco definido.

Haces de neutrones. Losneutrones depositan su energía de manera indirecta

al colisionar con los núcleos de hidrógeno del medio. De este modo, estos

protones secundarios en movimiento son los responsables de las ¡onizaciones

de los ótomos del medio. La dosis depositada disminuye en profundidad

siendo el patrón de distribución de dosis comparable al de los fotones

(Figura II.2).

2.1.5 Acción directa e indirecto de la radicacicïmm'115

Los efectos biológicos de las radiaciones son el resultado de Ia

deposición de energía en el material irradiado. Este fenómeno produce

excitaciones e ¡onizaciones al azar de los ótomos y moléculas del medio,

dando origen a cambios fisicoquímicosque finalmente culminan en un efecto

biológico. SiIa energía dela radiación es suficiente para provocar ¡onizaciones

se dice que la radiación es ionizante. Las radiaciones ionizantes pueden

provocar excitaciones e ¡onizaciones en los atomos que componen las

biomoléculas, ejerciendo de este modo una acción directa. Por otro lado,

también provocan la descomposición o radiólisísde las moléculas de H202en

HO' y H‘,radicales libre capaces de difundir y provocar daño a moléculas

biológicas. Eneste Últimocaso, Ia radiación ejerce una acción indirecta, siendo

este tipo de daño esencialmente similaral que resulta del estrés oxidativo

(Figura II.4 A y B).
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Figura 2.4

Losefectos biológicos de las radiaciones ¡onizantes resultan principalmente en

daño al ADN, su blanco mas sensible. Las lesiones que se producen son

rupturas de simpley de doble cadena, alteraciones de bases, destrucción de

azucares y formación de dímeroslló. Según el grado de severidad, estas

lesiones pueden ser reparadas o en su defecto convertirse en irreparables

originando desde mutaciones puntuales hasta aberraciones cromosómicas

múltiples. A nivel celular, estos eventos pueden generar directamente Ia

muerte celular por pérdida de la capacidad reproductiva, o alteraciones que

van desde cambios en la expresión de genesó con un consecuente

alargamiento del ciclo celular”7v”3, inducción de apoptosis'”, inestabilidad

genómicam, transformación celular'2| hasta efectos en las células vecinas a la

zona irradiada‘22(efecto “bystander").

Para una mayor profundización de los temas expuestos se recomienda

consultar las referencias i 13y i 15.
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2.1.6 Modelos de estudio

Uno de los efectos mas importante que provoca Ia radiación es Ia

muerte celular reproductiva, definida como Ia pérdida irreversible de Ia

capacidad de divisióncelular. Esta definición es importante en radioterapia

porque un tumor se considera controlado cuando todas sus células

clonogénicas han perdido su potencial de proliferación. Por este motivo, es

importante tener un método de medida de Ia proporción de células

sobrevivientes luego de los efectos de un tipo de radiación determinada.

EI método mas utilizado es el ensayo clonogénico diseñado por Puck y

Marcus'23en i956, cuyo trabajo marca el comienzo de la radiobioiogía celular

cuantitativa. Esteensayo evalúa si se ha alterado Ia capacidad reproductiva

de una célula a través de su capacidad de formar una colonia en un medio

adecuado para su crecimiento. A través de esta metodología sencilla es

posible construir curvas de sobrevida, a través de las cuales se describe Ia

relación entre la proporción de células sobrevivientes (S) y la dosis (D) de

irradiación aplicada. Este ensayo se puede aplicar para estudiar Ia

radiosensibilídad de líneas celulares o para evaluar la proporción de muerte

celular de las células clonogénicas de tumores experimentales ¡rradiados.

2.6.1 Modelos de curvas de sobr'evida‘m'124

Los distintos sistemas biológicos describen basicamente dos tipos de
curvas de sobrevida:

Curvas de sobrevida exponenciales. La relación entre Ia fracción de sobrevida y

Ia dosis se ajusta a una ecuación del tipo exponencial S=e-uD.Los virus,

bacterias, levaduras haploides, células de mamíferos hematopoyéticas, “stem

cells" y células de mamíferos sincronizadas en M o G2 o irradiadas con

radiaciones ionizantes de alto LETse ajustan a este tipo de curvas (ngra II.5A).

Curvas de sobrevida con hombro. Cualitativamente Ia forma de Ia curva puede

describirse de Ia siguiente manera, la parte inicialde la curva a bajas dosis es

convexa, y es denominada hombro y a dosisaltas generalmente tiende hacia

una línea recta en coordenadas semilogan’tmicas,aunque en algunos casos

las curvas muestran una curvatura contínua en todo el rango de dosis que se
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estudia. La función matematica al cual se ajustan las curvas con hombro

depende del modelo utilizado (FiguraII.5Bl y B2).Como puede observarse en la

figura II.5B, en general, las curvas de sobrevida con hombro presentan una

pendiente negativa inicialLascélulas de mamíferos irradiadas con radiaciones

de bajo LETse ajustan generalmente este tipo de curvas de sobrevida.
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Figura ¡[.5 A Curva de sobrevida exponencial ajustada a la función matemática S:e“°,
donde a es la pendiente de Ia curva. B Curvas de sobrevida con hombro. B1La curva de
sobrevida está definida por los parámetros a y [3,donde aD define la primera parte de la
curva y es el componente de muerte celular proporcional a la dosis, siendo a. la pendiente de
la tangente al origen, y BDZes el componente de la muerte celular proporcional al cuadrado
de Ia dosis, donde B define la convexidad de la curva. 32 La curva de sobrevida está
definida por los parámetros D1,que define la pendiente inicial, Do que define la pendiente
final y donde n (número de extrapolación) y Dq (dosis cuasi-umbral) son parámetros
relacionados con el ancho del hombro.
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2.6.2 Modelos matemáticos y teorías del impacto y del blanco

A finde interpretar la forma de las curvas de sobrevida se han descripto

varios modelos matemáticos asociados a interpretaciones biofísicas y

biológicas. La Teoría del 'hit" o impacto es Ia mas antigua que se ha

desarrollado para interpretar las curvas dosis-respuesta y ha servido de base a

las teorías posteriores y a los modelos que se utilizanactualmente. Esta teoría

esta basada en dos observaciones físicasy en un postulado:

> Laradiación ionizante transfiere energía en paquetes discretos.

> Cada interacción (o "hit") de la radiación con un blanco ("target") es

independiente y sigue una distribución de Poisson.

> Elefecto biológico en estudio ocurre si un determinado blanco ha recibido

un número definido de impactos. Se define como blanco a cualquier

estructura biológica sensible del sistema biológico irradiado.

Lasecuaciones matematicas que surgen de esta teoría y que representan las

curvas dosisrespuesta son el resultado de considerar diferentes cantidades de

impactos necesarios sobre un blanco para inactivarlo y diferentes cantidades

de blancos que deben ser inactivados para producir el efecto biológico.

La teon’a del blanco introduce un concepto alternativo a Ia teoría del

hit, esta teoría considera que el efecto ocurre cuando una mínima cantidad

de energía determinada es transferida al sistema biológico por el pasaje de

una partícula ionizante a través de una región sensible (blanco) y Ia

probabilidad de que esta energia mínima sea transferida depende del
tamaño del blanco. Por lo tanto, el volumen del blanco, o sea, el tamaño de

las estructuras sensibles, es una medida de la radiosensibilidad intrínseca del

sistema.

Estas teorias podrian ser adaptadas a lo que ocurre biológicamente

considerando variaciones en los siguientes parametros: número de impactos,

número de blancos y volumen del blanco. Sin embargo, la variabilidad

biológica no permite calcular de manera confiable estos tres parametros,

dado que diferentes combinaciones de por ejemplo número de impactos y

número de blancos podrian dar curvas similaresque podrían ajustarse a los

mismosdatos biológicos. Estosumado a Ia dificultad de correlacionar estos tres

parametros con estructuras biológicas sensibles hace que estas teorías sean

difícilesde interpretar desde el punto de vista radiobíológico. No obstante, los
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modelos que se utilizanactualmente para el ajuste de curvas de sobrevida se

basan en estos conceptos basicos. EnIa discusión se tendran en cuenta estos

conceptos y se comentarón otras teorias posteriores que tienen en cuenta

otras caracteristicas celulares relacionadas con la radiosensibílidad celular,

como la capacidad de reparación del daño.
A continuación se describiran varios modelos que se han derivado de las

teorias del impacto y del blanco (FiguraIl.ó).La curva exponencial se ajusta a la

función matematica S=e-°°y se explica a través del modelo del blanco simple

(Únicoseventos letales en un único blanco) graficado en Ia FiguraII.óA. En este

caso, se considera que cada partícula ionizante que atraviesa una célula

puede provocar un evento letal, siendo éste un fenómeno de todo o nada. La

producción de eventos letales es al azar y su número aumenta en función de
la dosis.

Para el caso de las curvas con hombro, se han propuesto varias

funciones matematicas que surgen de diferentes modelos. Losdos modelos

mas utilizados, a los que mejor se ajustan los datos experimentales son los

modelos de dos componentes que se describen a continuación:

> modelo lineal cuadrá‘l’ico(único impacto-único blanco + dos impactos-un

blanco), S=e'l“°*"02’.Este modelo considera que Ia muerte celular se puede

producir por un único evento letal, es decir por un impacto de la irradiación en

un blanco sensible o también por la suma de dos eventos subletales

independientes en un blanco sensible. De este modo, la ecuación que

representa la sobrevida en función de la dosis tendria dos componentes, uno

proporcional a la dosis (aDj y el otro proporcional al cuadrado de Ia dosis (0.02)

(Figura ll.6 E).

> modelo (nico impacto-(nico blanco + (nico impacto-múltiples blancos. Este

modelo considera que Ia muerte celular puede ocurrir por únicos eventos

letales o por la acumulación de eventos subletales en n blancos y esta

caracterizado por tres parametros: lDO,relacionado con Ia probabilidad de

eventos letales, nDO,relacionado con la producción de eventos subletales y n
sen’ael número de blancos.

Losmodelos representados en la figura ll.óBy C no son adecuados para

ajustar datos experimentales de sobrevida en función de la dosisdebido a que

sobreestiman Ia sobrevida a dosis bajas.
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Figura 11.6. Teoría del 'hit" y curvas de sobrevida

Modelo A. Unicos eventos letales y únicos blancos (teoría del blanco único). La muerte
celular resulta del daño en blancos únicos por eventos letales únicos. La curva de sobrevida
es exponencial S=e“°, donde (¡iz-l/Doy Does la dosis que corresponde a una sobrevida del
37%.

Modelo B. Unicos eventos subletales y múltiples blancos. La muerte celular requiere del
daño por únicos eventos subletales en n blancos celulares. La curva de sobnevida es
S:1-(1-e'°’"°°)". La curva muestra un hombro seguido de una parte exponencial cuya
pendiente es -1/..D.,.
Modelo C. Dos impactos y únicos blancos (modelo cuadrático). Los eventos letales resultan
de la adición de dos eventos subletales independientes producido por el pasaje de dos
partículas independientes. La fracción de sobrevida esta dada por S=e'°°2.
Modelo D. Unicos eventos letales y únicos blancos más únicos eventos letales y múltiples
blancos. La muerte celular se produce por daño letal en únicos blancos (modelo A) o por
daños subletales en n blancos (modelo B). La ecuación S: e ‘°"°°(1-(1-e'°’“°°)")es la función
matemática a la que se ajusta la curva de sobrevida. A altas dosis, la curva tiende a ser
exponencial con una pendiente dada por -(1/¡D.,+1/nD.,)siendo n el número de extrapolación
que se corresponde con el número de blancos.
Modelo E. Lineal cuadrático. La muerte celular resulta de únicos eventos letales

(componente lineal) o de la adición de dos eventos subletales independientes (componente
cuadrático). La fracción de sobrevida está dada por la ecuación S=e '(“D'BM
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generación de radicales libres derivados de la radiólisisde las moléculas de

agua. En consecuencia, el daño indirecto producido por acción de la

radiación es esencialmente similaral que resulta del estrés oxidativo. Por otro

lado, como se expuso en la primera parte de esta tesis existen numerosas

evidencias que sostienen que durante Ia transformación celular aumenta el

estado prooxidativo celular. Si a este estado prooxidativo de las células

tumorales se le suma Ia acción de agentes que sean capaces de incrementar

el estado prooxidativo basal, se potenciaría Ia acción de la radiación en las
células tumorales.

Existenalgunas evidencias experimentales que describen Ia capacidad

radiosensibilizadora del óxido nítrico (NO). Se ha demostrado su efecto

radiosensibilizador en bacterias‘25 y en células de mamífero en condiciones

hipóxicasmrm. A pesar de estas evidencias, no se ha descripto este efecto en

condiciones aeróbicos, ni se ha estudiado su posible efecto radiosensibilizador

diferencial en células malignas. El óxido nítrico podría aumentar el estado

prooxidativo de las células tumorales pudiendo radiosensibilizartasde manera
selectiva.
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OBJETIVOS

Evaluar las variaciones de la radiosensibllldad intrínseca en función deld I

aumento de la mallgnidad celular.

2- Comparar la respuesta de células tumorales a diferente tipo de radiaciones

ionlzantes: rayos gamma, haces de protones y de litio.

3- Estudiarel etecto del óxido nítrico como posible agente radlosensiblllzador

selectivo sobre las células malignas.
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2.2.1 Modelo de estudio ¡n w'fr'a

2.2.1.1 Líneas celulares

Se utilizaron las líneas celulares PB, CH72-T4, PDV, PDVC57, HBL-iOOy

MCF-7cuyos orígenes y caracteristicas se describieron en materiales y métodos

del capitulo I.

2.2.1.2 Curvas de sobrevida

Para Ia evaluación de la radiosensibilidad intrínseca a distintos tipos de

radiación y de su modulación en las líneas celulares mencionadas, se

realizaron curvas de sobrevida mediante el ensayo clonogénico'ï. Como se

explicó en la introducción, una curva de sobrevida describe la relación entre

Ia dosis de irradiación (D)y Ia proporción de células sobrevivientes (S).

2.2.1.3 Modelos de estudio ¡n vivo

Se generaron tumores en ratones nude por inoculación de Ia línea CH72-T4

como se describió en materiales y métodos del capítqu I.

2.2.2 Estudio de la radiosensibilidad intrínseca de las líneas celulares

2.2.2.1 Irradiaciones con gamma

Condicionesexperimentales

Las lineas celulares fueron sembradas teniendo en cuenta sus

respectivas eficiencias de plaqueo. Las líneas celulares PDV,PDVC57y CH72-T4

se sembraron a una densidad de 8XlO2células/botella, Ia línea celular PBa

una densidad de 5XiO3células/botella y las lineas celulares HBL-iOOy MCF-7 a

una densidad de l,5XiO3células/botella de 25 cm2. Las dosis de irradiación

fueron entre 0.5 y 7 Gy. Las células se incubaron durante 10-15 días post­

irradiación. Lascolonias fueron fijadas con metanoI-acético (3:1)y teñidas con

violeta cristal 0.5 %en metanol 25 %. Lascolonias con mas de 50 células fueron

contadas. Se realizaron entre 2 y 3 curvas de sobrevida por linea celular con
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cada dosis por triplicado en cada experimento. Las curvas de sobrevida

fueron ajustadas al modelo lineal cuadrótico S=e-l°‘°+"02l,utilizando el programa

Originpara el procesamiento de los datos. Se analizaron los parametros a, B,la

relación a/B, la fracción de sobrevida a 2 Gy y se definió el factor de

comparación de la sobrevida a 2 Gy (FCS2Gy)entre dos líneas celulares como

la relación de dosis necesaria en ambas líneas celulares para obtener la

fracción de sobrevida a 2 Gy de la línea usada como referencia.

Fuente de irradiación

Las células fueron irradiadas con una fuente y de '37Cs,en el Instituto

Curie, Orsay, Francia y en CEBIRSA,Buenos Aires, Argentina.

2.2.2.2 Irradiaciones con haces de protones y de litio

Condiciones experimentales

Se realizaron irradiaciones de las líneas celulares PDV y PDVC57 con

haces monoenergéticos de protones y de litio de distintas energías. Se

utilizaronprotones cuya energía se correspondía con Ia zona de plateu (l7 y 20

MeV), del pico de Bragg (2,5 y 2,9 MeV) o de la porción distal (1,4 MeV) de Ia

curva de Bragg y haces de ¿litiode 21,5 MeV y 7litiode 6,9 MeV.

Las células fueron sembradas en capsulas de cultivo de 60 mm de

diametro a una densidad de 8XlO2células/cápsula. AI cabo de 6 hs de

sembradas, se extrajo el medio de cultivo y se llevaron las placas a la sala de

irradiación donde fueron dispuestas de manera vertical, perpendicular a la

dirección de salida del haz. Lasdosis de irradiación fueron entre 0.5 y 7 Gy. Las

placas se incubaron durante 10-15días post-irradiación y las colonias se fijaron

con metanol: acético (3:1)y se tiñeron con violeta cristal 0.5 % en metanol 25

%. Se contaron las colonias con mas de 50 células. Se realizaron tres

experiencias de irradiación para cada línea celular con cada dosis por

triplicado. Las curvas de sobrevida fueron ajustadas al modelo lineal

cuadrótico S=e-l«°+802l'utilizando el programa Origin para el procesamiento de

los datos. Se analizaron los parametros a, By la fracción de sobrevida a 2 Gy.

Se hicieron calculos de RBE,definido como la relación de dosis requerida para

producir un mismo efecto biológico con dos tipos de radiaciones distintas. En

este caso se calcularon valores de RBEpara protones y litio, utilizándose los

datos obtenidos con la fuente de irradiacióngamma como referencia.
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Mater/blesy métodosH

Fuentes de irradiación

Los haces de protones y de litiofueron generados en el acelerador TANDAR,

de la CNEA.Para hacer posible estos estudios radiobiológicos, haces externos

de protones y de litiode energías del orden de 24 y 48 MeV respectivamente

fueron producidos en el acelerador TANDAR por profesionales del

Departamento de Física de la CNEA'”. En este trabajo se describe la

caracterización de los haces de protones y de litio, demostróndose una

uniformidad del haz del 98 i 2 % en el plano de irradiación de las células. Por

otro lado, un dispositivo de determinación dosimétrica on-Iine fue

implementado.

2.2.3 Modulaciónde la radiosensibilidad. Tratamientos con dadores de óxido

nítrico.

2.2.3.1 Experimentos ¡n vitro

Irradiaciones con gamma

Laslíneas celulares fueron sembradas como ya fue descripto. Lascélulas

se incubaron durante 6 hs para permitirla adhesión a la botella de cultivo. Se

agregaron distintas concentraciones del dador de óxido nítrico, DETA(0,3 mM,

l mM, 2 mM) durante 30 min antes de ser irradiadas para alcanzar niveles

constantes de liberación de NO. Se realizaron controles tratados con iguales

concentraciones de DETA.Las dosis de irradiación fueron entre 0.5 y 7 Gy.

Luego de la irradiación se cambió el medio por medio fresco. Las placas se

incubaron durante 10-15 días post-irradiación. Las colonias se fijaron con

metanol: acético (3:1)y se tiñeron con violeta cristal 0.5 % en metanol 25 %.Se

contaron las colonias con mas de 50 células. Se realizaron entre 2 y 3 curvas de

sobrevida por línea celular con cada dosis por triplicado en cada

experimento. Las curvas de sobrevida fueron ajustadas al modelo lineal

cuadrótico S=e-la0+BD?lIutilizando el programa Origin para el analisis de los

datos. Se determinaron los parametros a, By la fracción de sobrevida a 2 Gy.

Se calculó el parametro SERcomo Ia relación de dosis para obtener un mismo

efecto en ausencia y en presencia del radiosensibilizador.
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Marerv'a/esy me’faa‘osII

Irmdiacíones con haces de protones.

Se siguió el mismo protocolo que para las irrodíociones gamma pero

sólo se irradiaron las líneas celulares PDV y PDVC57. Se utilizaron haces de

protones cuya energía se corresponde Ia zona de plateu (17 y 20 MeV), pico

(2,5 y 2,9 MeV) o porción distal (1,4 MeV) de Ia curva de Bragg

2.2.3.2 Experimentos ¡n vivo

Se utilizóespermina como dador de óxido nítrico. Este Iiberodor muestra

un pico de liberación de óxido nítrico que dura alrededor de 20 min. Se eligió

este tipo de Iiberodor pora evitar efectos colaterales adversos en el organismo.

Se ínyectaron lOOpl de una solución de espermíno preparada en PBSa una

concentración de 500 pM y l mM, inmediatamente se procedió a Ia

irradiación con 5 y lO Gy de radiación gamma y con haces de protones

(plateau). Los animales fueron blindados con una camara de plomo,

exponiéndose solamente Ia zona del tumor. Se hicieron controles del efecto

del compuesto en animales sin irradiar. Se siguió el crecimiento de los tumores

a Io largo de 20 días. EIvolumen tumoral se determinó usando Ia ecuación de

un elipsoide V=4/3n.DM/2(Dm/2)2,siendo DMel diametro mayor y Dmel diómetro

menor. Elcrecimiento se refirióal tamaño que presentaban los tumores al día 0
del tratamiento.

2.2.4 Análisis estadístico.

La bondad del aiuste de las curvas de sobrevida al modelo lineal cuadrótico

se evaluó a través de test de X2.La comparación de los distintos parametros
de las curvas de sobrevida se realizaron mediante el test t de student.
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ResultadosII

2.3.1 Caracterización de la radlosenslbllldad lnlrínseca de las líneas celulares

con distintogrado de malignidad

2.3.1.1 Imadiacianes con rayos gamma:

Se evaluó Ia radiosensibilidad intrínseca a la radiación gamma de las lineas

celulares PB, CH72-T4, PDV, PDVC57, HBL-lOOy MCF-7. Se realizaron curvas

de sobrevida para cada línea celular y los datos se ajustaron al modelo

lineal cuadrótico S=e-l«°+802l.Se analizaron los parametros or y B, así como

también Ia relación or/B,la fracción de sobrevida a 2Gy (FS2Gy)y el factor

de comparación entre líneas para la fracción de sobrevida a 2Gy

(FCS2Gy). Las diferencias de radiosensibilidades seran posteriormente

analizadas en Ia discusión, utilizando los distintos marcos teóricos que se

han elaborado para interpretar los parametros de las funciones

matematicas a las que ajustan las curvas de sobrevida.

Líneas celulares derivadas de la cepa SENCAR

Las lineas derivadas de Ia cepa SENCARmostraron un aumento de la

radiorresistencia en función del aumento de la malignidad celular

(FiguraII.7A). La curva de sobrevida de Ia línea celular CH72-T4presentó un

valor de orsignificativamente menor y una fracción de sobrevida a 2Gy

significativamente mayor que la línea PB.La relación a/B también mostró

diferencias significativas entre las lineas celulares, mientras que el

parametro Bno varió significativamente (TablaII.I).

Líneas derivadas de la cepa CBTBL/óN

EIanalisiscomparativo de los parametros de las curvas de sobrevida de las

líneas celulares PDVC57y PDVmostraron las mismas características que el

par comparativo anterior. Se observó que existe una correlación entre un

aumento de Ia radiorresistencia y el grado de malignidad celular entre

estas lineas celulares (FiguraII.7B). La asociación entre el aumento de la

malignidad celular y el aumento de la radiorresistencia se refleja a través

de los valores de a, Ia FS2Gyy el FCS2Gy.La relación a/B también mostró

diferencias significativas entre las líneas celulares, mientras que el

parametro Bno varió significativamente (Tablall.i).
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Pesa/rudosII

Líneas derivadas de epitelio mamario humano

Las líneas humanas HBL-lOOy MCF-7, a diferencia de los pares

comparativos anteriores mostraron una correlación inversa entre el

aumento de Ia malignidad celular y Ia radiorresistencia (FiguraII.7C). Los

valores de a fueron significativamente menores en la línea HBL-lOOcon

respecto a Ia línea celular MCP-7. La FS2Gy, el FCS2Gy y la relación or/B

también mostraron diferencias significativas entre estas líneas celulares.

Sin embargo, a diferencia de los pares comparativos anteriores, el

parametro B difiere significativamente entre esta líneas celulares

(Tabla Il.l).



A. Líneas PB y CH72-T4

Fraccióndesobrevida

B. Líneas PDV y PDV657

Fraccióndesobrevida

Resu/fadosII

' CH72-T4
PB

I PDVC57
O PDV

C. Líneas HBL-IOO y MCP-7

Fmodímdesobevío

0,01 1

1E-3­

l

5­ U’l

. ¡ .

1 2 3

Dosis (GV)

Figura II.7 Curvas de sobrevida de las líneas celulares PBy CH72-T4 (A), PDVy PDVC57
(B), HBL-IOOy MCF-7(C) irradiadas con rayos gamma (13765)y ajustadas al modelo lineal
cuadrá'ri co S=e '( “D*mz).
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ResultadosH

Línea a l B2 d/D F5 ¡(:8sz
celular (ey ) (ey ) (GY) 29V

PB 0,13 i 0,021 0,027 i 0,002 6,66 i 0,89 0,64 l

CH7Z-T4 0,049 +0,011 0,023 t 0,002 1,75 i 0,41 0,81 0,64

PDV 0,13 i 0,016 0,006 i 0,003 21,6 i 11 0,75 1

PDVC57 0,049 i 0,008 0,015 t 0,002 3,26 i 0,68 0,35 0,66

HBL-IOO 0,076 i 0,025 0,176 t 0,0075 0,43 i 0,14 0,41 1

MCF-7 0,43 i 0,073 0,11 1'0,028 3,90 t 1,16 0,27 1,34

Tabla BJ Parámetros matemáticos a y B, relación a/B, la FSZGyy el FCSZGyde las
curvas de sobrevida de las líneas celulares PB, CH72-T4, PDV,PDVCS7,HBL-IOOy MCF-7
irradiadas con rayos gamma('37Cs)y ajustadas al modelo lineal cuadrático S:e “D‘ wz).

2.3.1.2 Irradiaciones con haces de protones y de litio

Dadas las dificultades y costo que representa hacer ¡rradiaciones con el

acelelador de partículas TANDAR,se realizaron curvas de sobrevida

solamente para las líneas celulares PDVy PDVC57,fundamentalmente por ser

el par comparativo que presenta mayor facilidad de crecimiento y

manipulación.

Laslíneas celulares se ¡rradiaron con haces de protones de distintas energías

que se correspondieron con las distintas porciones de la curva de Bragg y

con haces de litio con energía correspondiente a Ia zona de plateau

(Figura II.8A y B). En ambas lineas celulares, se observó una disminución del

hombro de las curvas de sobrevida en función del aumento del LETde las

partículas. Elhombro disminuyó progresivamente en las curvas obtenidas con

los protones pertenecientes a la zona de plateau, pico, y porción distal de la

curva de Bragg, obteniéndose una curva totalmente exponencial en las
¡rradiaciones hechas con los haces de litio.
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ResultadosII

A Línea PDV

0.1

0.01

Sobrevído(control%)
1E-3

I ' l ' I r 1 ' l I l

O 2 4 ó 8 10

Dosis (Gy)

B Línea PDVC57

Sobrevído(%control)

4

Dosis (Gy)

Figura II.8 Curvas de sobrevida de las líneas PDV(A)y PDVC57(B)irradiadas con rayos
gama 137Cs (I), protones 20.2i 0.2 MeV(plateau) (o), protones de 2,9i0.1 MeV (pico de
Bragg) (A), protones de l.5i0.1MeV (porción disToIXv) y |i1'iode 21.5i0.7MeV (o).
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ResultadosII

El aumento de radiosensibilidad en función del aumento del LETde las

partículas se observa también a través del aumento del parametro ory la

disminución de FSZGy (tabla lI.2)y en los valores de RBE(tabla II.3).

En cuanto a la comparación entre líneas, la linea celular PDVC57mostró ser

mas radiorresistente que la línea PDVsólo para las ¡rradiaciones realizadas

con protones correspondientes a la zona de plateau (tabla II.2A y B). El

parametro a mostró valores significativamente menores para Ia linea PDVC57

con respecto a la línea celular PDVy la FS2Gymostró valores mayores. No

hay diferencias significativas entre las líneas celulares PDV y PDVC57 en las

curvas de sobrevida obtenidas con las ¡rradiaciones con haces de protones

de Ia zona de pico de Bragg, de Ia zona distal y con haces de litio.

La tabla ||.3 muestra valores de RBE(af/ax), RBE(FS2ny) y el RBEpara el 10%de

sobrevida para las ¡rradiaciones con haces de protones y de litio.
Los resultados mostraron un aumento del RBEen función del aumento del LET

de las partículas (Tabla ll.3 A y B, Figura II.8A y B). Los valores de RBE (af/ax), RBE

(FS2ny) mostraron diferencias entre las líneas celulares a dosis bajas y para las

¡rradiaciones con partículas de alto LET,estas diferencias se hacen menores si

se comparan los RBEcalculados para una sobrevida del 10%.Este resultado se

muestra mas detalladamente en Ia Figura II.lOA y B donde se grafican los

valores de RBEpara cada fracción de sobrevida.



A.Lineo celular PDV

Resultados 12'

Energía F5
LEï a B

Medla _, _z zey
(May) (kev/um) (97 ) (Gy ) Num“)

GAMMA"’Cs 0,662 0,2 0,13 i 0,02 0,04 i 0,004 0,66

PROTONES
PLATEAU 17,2 1 0,1 3,1: 0,1 0,311 0,03 0,02 1 0,01 0,49

PROTONES 2,5 2 0,1 15,6 1 0,1 0,32 1 0,04 0,05 1 0,01 0,43
PICODEamoo

PROTONES 1,4 1 0,1 26 t 2 0,69 2 0,13 0,26 g 0.11 0,039
DISTAL

6 LITIO 21,5 1'0,3 100 1 7 1,47 1 0,06 * 0,053

7 LITIO 6,9 2 0,3 269 :t 14 1,72 1 0,17 * 0,032

B Línea celular PDVC57

Energía F5
11:1 a B

Media _ _ zoyk v l 2
(Mev) ( e lum) (97 ) (9V ) Num“)

GAMMAmas 0,662 0,2 0,004 1 0,015 0,070 1 0,003 0,72

PROTONES
PLATEAU 20,2 1 0,07 2,69 1 0,03 0,14 t 0,02 0,044 t 0,005 0,63

PROTONES 2,9 1 0,1 14 i 1 0,32 i 0,06 0,06 1 0,01 0,41
PICO DE 312/155

PROTONES 1,4 1'0,1 26 1 2 0,67 i 0,12 0,23 2 0,08 0,1
DISTAL

° LITIO 21,5 x 0,8 100 :t 7 1,59 1 0,07 * 0,041

7LITIO 6,9 1 0,3 269 2 14 ¡,88 1 0.03 - 0,023

Tabla 11.2 Parámetros matemáticos a, B, FS ZGyde las curvas de sobrevida de los líneas
celulares PDVy PDV657 irmdiodos con haces de protones y de litio ajustadas al modelo
linealcuadrá'rico S=e “mmm.
'Volor tendiem‘e o cero
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Pesa/fado:II

A.Linea celular PDV

53:31:: 151 335 RBE RBE
(Mew (keV/um) (a/a) (FSZGyv) (FS 0,1)

GAMMA mCs 0,662 0,2 KeV/um 1 1 1

PROTONES
PLATE“ 17,2 1 0,1 3,1 - 0,1 2,33 1,63 1,12

PROTONES 2,5 1 0,1 15,6 i 0,1 2,43 1,32 1,42
PICO DE BRAGG

PROTONES 1,4 1 0,1 26 i 2 5,3 4 3,13
DISTAL

° LITIO 21,5 i 0,3 100 1 7 11,3 7,14 3,91

7uno 6,9 i 0,3 269 t 14 13,2 3,33 4,61

B Línea celular PDVC57

223:: m n35 1132 RBE
(Mew (keV/um) (a/a) (FSZGyv) (FS 0,1)

GAMMA mas 0,662 0,2 KeV/um 1 1 1

PROTONES
PLATEAU 20,2 1 0,07 2,69 i 0,03 2,35 1,27 0,93

PROTONES 2,9 1 0,1 14 i 1 6,53 2,27 1,32
PICODEames

PROTONES 1,4 i 0,1 26 i 2 13,67 4,65 2,67
015m

° LITIO 21,5 1 0,3 100 1 7 32,4 9,7 3,75

7 LITIO 6,9 i 0,3 269 1 14 33.3 11,56 4,42

Tabla II.3 RBE calculado como relación de. ala, FSZny y FS 0,1 de. las curvas de
sobrevida de las líneas celulares PDVy PDVCS7irmdiadas con haces de protones y de
Ii‘rioajustadas al modelo lineal cuadrá‘rico S=e '(°°’°°z).
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RBE(alo)

Resulfaa’osII

En lo figura II.9se muestro el aumento del RBEcalculado como relación de

a/a (RBEa/a), poro lo fracción de sobrevida o ZGy gommo (RBE2ny)y poro

lo fracción de sobrevida de 0,1 (RBE0,1) en función del LETde los partículas.

50

40 ¡o

30g

207

B

o PDV 15 Í o PDV

I PDVC57 I PDVC57I I
I K? 1° * I

6 o
Si o
É
¡z 5 ­

I . o Í
I o . l

' v ' y v o v

1 IO 100 1000 1 10 100 1000

LET(keV/um) LET(keV/um)

C

' o PDV

I PDV057 il
r o
3“ l
LLI
CO
¡Z

Il

10 100 1000

LET(keV/um)

Figura II.9 Variación del RBEen función del LET de. los partículas calculado como de
a/a (RBEoc/a) (A), pam la fracción de sabrevida o 26v gamma (RBEZGyv) (B) y para
la fracción de sobrevida de 0,1 (RBE 0,1) (C) en las líneas celulares PDV y PDV657
irradiadas con haces de protones y de li‘rio ajustadas al modelo lineal cuodr‘áfico
5:84.10 *no2 )
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A PDV

25

20

B PDVC57

257
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Fracción de sobrevida

.LET 3,1+0,1
‘ ALET 15,6+0,]
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1 OLET 100+7

41 XLET 269+14
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x f o
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Resulfaa’osII

Figura 11.10 Variación del RBE calculado para valores de fracciones de sobrevida
comprendidos entre O,1-O,9para las líneas PDV (A) y PDV657 (B)irrad¡adas con haces de
protones de la zona de plateau (o), del pico de Bragg (A), de la región distal (I) 6li'rio(o) y
7lí’rio (x).
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Ray/rado:H

2.3.2 Modulaclón de la radiosenslblldad por óxldo nítrlco

2.3.2.1 Evaluación del efecto de un dador de oxido nítrico ¡n vífm

Irradiación gamma

A fin de evaluar un posible efecto radiosensibílizador selectivo del óxido

nítrico en las líneas celulares con mayor capacidad tumorigénica las líneas

celulares se trataron con DETA,un dador de óxido nítrico de liberación

constante y prolongada.
Todas las líneas celulares fueron radiosensibílizadas con DETA.Las líneas con

mayor grado de malignidad CH72-T4,PDVC57 MCF-7 presentaron mayor

radiosensibílidad que sus pares comparativos PB, PDV y HBL-iOO

respectivamente (Figurall.il)

Las líneas celulares CH72-T4y PDVC57 mostraron una toxicidad mayor al 20%

al ser tratatadas con DETA2 mM, por esta razón no se consideraron estas
curvas.

En la tabla ||.4 se muestran las variaciones de los parametros a y [3y la

fracción de sobrevida a 2 Gy.

La dosis necesaria para obtener un mismo efecto en ausencia (D) y en

presencia (Dm) de un sensibilizador se define como SER=D/Dm. Este

parametro también se puede calcular como la relación de ou/ao,donde ou

pertenece a Ia curva de sobrevida de las células tratadas y ao corresponde a
Ia curva de las células controles.
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Pesa/tadosII

A Línea celular PB B Línea celular CH72—T4

Fraccióndesobrevida

Fraccióndesobrevida

I I v Í I v l v v I
1 2 3 5 6 7 B l 2 3 4

Dosis (Gy)

D Línea celular PDVC57

4

Dosis(Gy)

C Línea celular PDV

Fraccióndesobrevida Fraccióndesobrevida

l r l v l I I I

8 l 2 3 5 6 74

Dosis (Gy)

E Línea celular HBL-IOO F Línea celular MCP-7

Fraccióndesobrevida

Fraccióndesobrevida

1E-31 \

I | u u u

1 2 3 4 5 Dosis (Gy)
Dosis (Gy)

Figura 11.11 RadÍOSensibilización de las líneas celulares PB (A), CH72—T4(B), PDV (C),
PDV657 (D), HBL-IOO(E) y MCP-7 (F) írradiadas con y y prefraladas con diferente
concentraciones de DETA (o O mM DETA, o 0,3 mM DETA, o 1 mM DETA, o 2 rnM DETA).
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ResultadosII

PB CH72-T4

DETA 0 inM 0,3 mM 1 mM 0 rnM 0,3 mM 1 mM

"4) 0,17 2 0.021 0,13 t 0,016 0,30 i 0,013 0,049 t 0,014 0,23 t 0,024 0,54 2 0,035

(6:2) 002710003 0,03 1 0,004 0,014 1 0,004 0,003 :t0,002 0,003 2 0,005 '

F5 064 064 053 031 054 026
(26V) ' ' ' ' ' '
sen

(GT/ao) 1 0,76 1 0,17 1,76 1 0,24 1 5,71 1,7 11i 3,2
sen

(F52 ) 1 0,33 1,49 1 2,73 5,12

PDV PDVC57

DETA OmM 0,3 rnM 1 mM OmM 0,3 111M 1 InM

“4 0,13 1 0.0l6 0,13 1 0,016 0,20 1 0,025 0,049 i 0.003 0,12 i 0,017 0,2 x 0,03
(gy )

( ¡{2) 0,006 t 0.003 0,003 i 0,003 0,0002 1 0,005 0,015 1 0.0017 0,011 t 0,0033 0,005 2 0,005

F5 0 75 o 76 0 65 0 35 0 75 0 66
(26V) ' ' ' ' ' '
sen

(a1,lao) 1 1: 0,17 1,5 t 0,26 1 2,4 2 0,51 4,1 i 0,91
sen

(Fszey) 1 0,96 1,60 1 1,65 2,56

HBL-100 MCP-7

DETA OrnM 0,3 mM ImM ZmM OmM 0,3 MM IMM ZMM

(6:4) 0,03: 0,02 0,1 i 0,06 0,2 1 0,05 02910,19 0,43 ¿0,07 0,63 i 0,09 2,3 i 0,5 2,2 i 0 5

(632) 0,02 10,70 0,16 10,03 0,2 i 0,02 04120,10 0,11t 0,03 0,05 1 0,06 *
FS

(26v) 0,41 0,40 0,30 0,171 0,26 0,22 0,023 0,003
sen

1 1,5 1 0,91 2,9 i 1,15 3,3 i 2,73 1 1,5 i 1,70 5,3 t 1,40 5,1 i 1,42
(CIT/('10)

sen
(F526 ) 1 1 1,22 1,72 1 1,07 3,44 3,27

Tabla ¡[.4 Parámetros a, B, fracción de sobrevida a ZGyy valores de SER calculados como
relación de aT/aO (SER (¡T/010), correspondiendo aT a la curva tratada con el
radiosensibilizador y 010a la curva control, y para la fracción de sobrevida obtenida con ZGy
en las células sin tratamiento: SER (FSZGy),para las curvas de sobrevida de las líneas PDVy
PDVC57ajustadas al modelo lineal cuadrático tratadas con 0, 0.3, 1 y 2 mM DETA e
irradiadas con gamma

* Valor tendiente a O.
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ResultadosII

Imdiación con haces de protones

Eldador de óxido nítrico mostró un efecto radiosensibilizador sólo en Ia línea

celular PDVC57 irradiada con protones correspondientes a Ia zona de

plateau (FiguraII.I2,A).No se observa radiosensibíiizacíón en Ia zona de pico y

porción distal de Ia curva de Bragg ni con los haces de litio.EIaumento de la

radiosensibilidad con DETAse refleja en Ia variaciones del parametro a (Tabla

".5, B).



ILinea PDV

A Plateau

1 ‘4

\
o,“

o T tu
E 2>
g 9.’
.Q ' .D
° 8
m 0,01 1
4D . Ü
U I "U
C C
:9 9
U

g Q
u: 1E-3- E

1: .
I I X I I ' I l

1 2 3 4 5 a 7 a

Dosis (Gy)

B Pico de Bragg

H.

0.1­o o
.12 .9> >
e eo .oo o
M 0‘01- ‘ñ
fl.) ' G)
'U - 'c

S «5
.6 A5
O U

915-33 \ gLL LI.

4:
l ' I ' l ' I ' I ' I ¡ I

1 2 4 5 7 a

Dosis (Gy)

Il uC Porcuon distal

H.

0,1­o o
.12 p
> >
e e.o n
O O
W om- m
8 8
5 5
.6 l 'Ü
O U

9 15-31 9
LL 1 u.

m
Í Í I l I I Í l

1 2 3 4 5 7 a

Dosis (Gy)

0,01 ­

1E-3­

Resu/fadosII

Línea PDVC57

I ' I ' I ' l ' l ' I ’ ‘l
z 3 4 5 6 7 a

Dosis (Gy)

1 EL

0,1 ­

0,01 3

15-3 3

4: A l , ¡ , l , ¡ y r v l n l

1 2 a 4 5 7 8

Dosis (Gy)

‘ É

0,1 ­

0,01 Í

15-3;

Dosis (Gy)

Figura 11.12 Efecto de la radiosensibilización con DETA con protones de distinta energía
pertenecientes a la diferentes porciones de lo curva de Bragg: piateau (A), pico de Brogg (B) y
porción distal (C) en las líneas celulares PDVy PDV657. (o 0 mM DETA, o 1 mM DETA).



ResultadosH

A Plateau

PDV PDVCST

DETA O mM 1 mM 0 mM ImM

(6:4) 0.316 i 0,054 0,380 t 0,086 0,100 2 0,015 0,290 t 0,022

(632) 0,060 i 0,008 0,078 i 0,016 0,062 t 0,0052 0,094 i 0,008
FS

(26v) 0,51 0,34 0,63 0,38
SER

(GT/ao) l 1,2 2 0,33 1 2,9 i 0,48
SER

(FSZQX Plaieau) l 1'46 1 1'74

B Pico de Bragg

PDV PDV657

DETA O InM 1 mM 0 mM lmM

(9:4) 0.402 t 0,055 0,517 i 0,063 0,448 i 0,063 0,430 t 0,078

(654) 0,076 i 0,008 0,082 t 0,018 0,247 i 0,0168 0,182 t 0,024
FS

(26v) 0,33 0,25 0,15 0,20
SER

(GT/ao) 1 0,78 i 0,13 1 0,96 1 0,21
SER

(F52 Bm ) 1 1,19 1 0,90

C Porclón distal

PDV PDV657

DETA 0 mM 1 InM O InM lmM

(6:4) 0,59 i 0,061 0,88 t 0,1 0,73 i 0,041 0,61 i 0,037

(6:12) 0,28 t 0,031 0,33 i 0,003 0,055 i 0,009 0,055 t 0,008
FS

(26v) 0,100 0,046 0,18 0,19
SER

(QT/a0) 1 1,49 i 0,22 1 0,83 :t 0,068
SER

(FSZgy Distal) l 1'23 l 0'88

Tabla 11.5 Parámetros de la curva de sobrevida 0., [3,FS ZGyy SER de las líneas
celulares PDVy PDVCS7irradiadas con haces de protones en zona de plateau (A),
en el pico (B) y porción distal (C)de la curva de Brag en presencia y ausencia del
radiosensibílizador DETA (1 mM). Los valores de SER se calcularon como
SER(a.T/a.0) donde aT corresponde a la curva tratada con l mMDETAy a0
corresponde a la curva sin Tratar y como SER (FSZGysin Tratamiento)
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2.3.2.2 Evaluación del efecto de un dador de oxido nítrico ¡n vivo

Irradiación con gamma

Se demostró un efecto rodíosensibilízodor del óxido nítrico en tumores

experimentales. Los tumores trotodos con 0,5 y l mM de espermino como

dodor de óxido nítrico, fueron rodiosensibilízodos ol ser irrodiodos con lO Gy

de rodiocíón gommo. Lostumores trotodos con los mismos concentraciones

de espermino y no irrodiodos crecieron de manero ¡ndistínguible con

respecto o los tumores controles ¡noculodos con vehículo (FiguraII.13).

A Controles

x A

Volumentumoral(mm3

2000 r

1500

é
O

ia"

+ Control
+ 0,5mMespermino

——*—-l mM espermino

l ­-’ 1 Í i l

O 5 l 0 l 5 20 25 30

Tiempo (días)
B Tratados con espermina

Volumentumoral(mm3)

200

UIO

100

- +1 mMespermino+10Gy

UIO

+l0Gy
+ 0,5mMespermino+ lOGy

I I l

0 5 l 0 15 20 25 30

Tiempo (días)

Figura 11.13 Tumores experimentales tratados con espermina e irradiados con una única dosis de
radiación gammacontroles (A), tratados con el mdiosensibilizador' (B)
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Irradiacíón con haces de protones

Lostumores trotodos con espermino e ¡rrodiodoscon hoces de protones en lo

zono de ploteou de lo curvo de Brogg mostraron menor crecímento con

respecto o los tumores controles y o los ¡rrodíodos en ousencio del dodor de

óxido nítrico. (Figura ".14).

1500 y

+Control
a —o——5 GV

É + I mMespermino+SGy
:r 1000 .
E
O
E
:>Q­

5 500
E2
O>

0 1 . .2 "‘ r

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (días)

Figura II.14 Curvas de crecimiento de tumores experimentales tratados con espermina e
irradiados con una única dosis de protones de energía que se corresponde con el ploteau de la
curva de Bragg.
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Como se mencionó en la introducción, uno de Iosprincipales problemas

de Ia radioterapia es la radiorresistencia que presentan algunos tumores. Una

posibilidad para comprender los mecanismos que participan en Ia
radiorresitencia es estudiar la radiosensibilidad intrínseca de las células

tumorales que forman dicho tumor. Ademas de esta última característica,

factores tales como la cantidad de células hipóxicas y Ia capacidad de

repoblación de las células tumorales entre las fracciones de irradiación, son

variables importantes que definen la respuesta de un tumor a la radioterapia.

En la primera parte de este capítulo, se evaluó si la radiosensibilidad

celular intrínseca van'a en función del aumento del grado de malignidad

celular. La primera pregunta que surge para este analisis es qué parametros

son buenos indicadores de la radiosensibilidad celular. Estudiosrealizados por

Deacon y col.‘3°,demostraron que la respuesta clínica de los tumores a la

radiación se correlacionaba con algunos parametros de las curvas de

sobrevida de líneas celulares originadas a partir de tumores de los mismos

grupos histológicos. Se demostró que la respuesta radiobiológica hasta los 2-3

Gy de estas líneas celulares se correlacionaba con Ia respuesta clínica de los

tumores a Ia radioterapia. Elparametro a de la ecuación linealcuadrótica y la

sobrevida a 2 Gy son los parametros que mejor caracterizan esta porción de Ia

curva de sobrevida. La sobrevida a dosis mayores a 2-3 Gy, caracterizada

basicamente por el parametro B de Ia ecuación lineal cuadrótica no se

correlaciona con respuestas radiobiológicas obtenidas en la clínica.

Elparametro a, que matemáticamente representa Ia pendiente de la

tangente al origen de la curva de sobrevida con hombro, contribuye de

manera importante a la forma de la curva de sobrevida a dosis bajas y su

valor, en el marco de Ia teon’adel blanco, es un indicador de la muerte celular

por únicos eventos letales, tal como se discutiró mas adelante. La importancia

de la sobrevida a 2 Gy como parametro indicador de la radiocurabilidad de

un tumor, esta basado en Ia forma en que se administra Ia dosis total en los

protocolos de radioterapia. La dosis total generalmente oscila entre 40 y 65 Gy

y se administra de forma fraccionada en dosis de 2 Gy, 5 veces por semana.

Estosprotocolos estón basados en estudios que muestran que la dosis maxima
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para la cura de un tumor, sin comprometer el tejido normal circundante, no

puede exceder ciertos valores de dosis total maxima. Por otro lado, se ha

demostrado que se puede aumentar la dosis total sin comprometer el tejido
sano circundante siIa dosis total se administra de manera fraccionada. Con lo

expuesto anteriormente y teniendo en cuenta que un tumor es controlado

cuando todas sus células clonogénicas han sufrido muerte reproductiva y

sabiendo que un tumor humano generalmente contiene entre 0,01 y l % de

células clonogénicas se puede hacer el razonamiento que se describe a

continuación. Un tumor de lOOgramos que contiene aproximadamente loH

células y 1%de células clonogénicas tendría aproximadamente 109células

con capacidad proliferativa. Dependiendo del valor de sobrevida que se

obtiene luego de una irradiación con 2 Gy, dicho tumor podria tener diferentes

destinos luego de irradiarlo con 30 fracciones de esta dosis. Si la sobrevida

luego de una irradiación con 2 Gy es de 0,4, al finalizar el tratamiento

quedaran lO"2células clonogénicas, lo que se corresponde con una alta

probabilidad de cura, tal como sucede con el linfoma de Burkittscuya

fracción de sobrevida a 2Gy es aún menor, de 0,18. Sin embargo, si la

sobrevida a 2 Gy es de 0,6 la cantidad de células sobrevivientes al cabo del

tratamiento seró de 107, lo que implica una baja probabilidad de cura como

ocurre en el caso de los melanomas. Esteejemplo muestra la utilidad del valor

de sobrevida a 2Gycomo indicador de la respuesta del tumor a la radiación.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, es importante

comprender los modelos que intentan explicar la forma de la curva de

sobrevida y la interpretación biológica de los parametros a los que se ajusta

dicha curva, aunque es necesario enfatizar las limitaciones de la simplificación

de los conceptos sobre los cuales estón basados los modelos. La teoría del

"hit", ya descripto en la introducción, es uno de los modelos más simples que

ha surgido para explicar la muerte celular por efecto de la radiación. De

manera simplificada el término a de la ecuación lineal cuadrótica

representaría la muerte celular producida por eventos letales únicos y el

parametro [3estiman'a la muerte por acumulación de eventos subletales. Cabe

señalar, que una de las limitacionesde esta teon'a es la dificultad de interpretar

biológicamente lo que se define como blanco o target en el modelo
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matematica. Eltarget no define simplemente una estructura celular cuyo daño

lleva a la muerte celular, sino que un target celular es un concepto que

expresa la probabilidad de que cierto tipo de eventos lleven a Ia muerte

celular. Teniendo en cuenta esto último, es importante analizar aquellos

modelos que consideran la capacidad de reparación celular como un factor

de fundamental importancia en la radiosensibilidad intrínseca de una

célulamm. El rol fundamental que cumplen los mecanismos de reparación

celular sobre el daño generado por las radiaciones ¡onizantes se evidencia a

través de la disminución del número de rupturas generadas en el ADN en

función del tiempo postirradiaciónl'5. A modo de ejemplo, se puede

mencionar que de las aproximadamente 1000 rupturas en el ADNque sufre

una célula luego de recibir una dosis de i Gy quedan aproximadamente 20

luego de pocas horas. Enlos modelos basados en la reparación celular se han

definido dos tipos de lesiones, aquellas que son directamente letales y otras

que son potencialmente letales pero que son susceptibles de reparación. En

este marco, el hombro de Ia curva de sobrevida aparece cuando el sistema

esta completamente operativo, es decir a dosis bajas. Cuando el sistema esta

saturado, todas las lesiones se convierten en letales y la curva de sobrevida se

convierte en exponencial. Por otro lado, es importante agregar que la

probabilidad de reparación de una lesióndepende de la cantidad de energía

que se ha transferido en ese punto. Kellerer y Rossi”2 consideraron datos

provenientes de la microdosimetn’aademas de la reparación celular como

factor determinante de la radiosensibilidad celular. Una gran concentración

de energía en un punto se puede ocasionar porque se produce una gran

densidad de ionizacionesa lo largo de la trayectoria dela partícula ionizante o

por la adición de losefectos que producen Ia trayectoria de distintaspartículas

en un mismositio.Por otro lado, se ha com probado experimentalmente que los

cortes de doble cadena que se producen en el ADN por efecto de la

radiación estón vinculados directamente con la muerte celular, mientras que

loscortes de simplecadena poseen alta probabilidad de reparación. Ademas,

Ia proporción de cortes de doble cadena aumenta directamente con la

densidad de ionizaciones, es decir con el LET.De este modo, Kellerer y Rossi

explican satisfactoriamente numerosos fenómenos biológicos tales como la

variación del RBEen función del LET,el rol de la tasa de dosis y las variaciones
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en Ia forma de la curva de sobrevida. Con Io expuesto, cabe resaltar

finalmente Ia importancia de Ia reparación celular y el aporte de información

de la microdosimetría en la comprensión de la respuesta celular al daño por
radiación.

Comparación de la radiosensibilidad a la radiación gamma en función de la
malignidad celular

Todas las líneas celulares analizadas mostraron curvas de sobrevida con

hombro, típicas de las células de mamíferos. Las líneas celulares derivadas de

epidermis de ratón PB-CH72-T4y PDV-PDVC57mostraron una asociación entre

el aumento de Ia radiorresistencia y el aumento del grado de malignidad. Las

líneas celulares CH72-T4y PDVC57 fueron mas radiorresistentes que las líneas

celulares PBy PDVrespectivamente. Esta conclusión surge de Ia comparación

de los parametros de las curvas de sobrevida que caracterizan Ia

radiosensibilidad celular, tal como se explicó anteriormente. Losvalores de a

de las líneas celulares CH72-T4y PDVC57 son significativamente inferiores en

relación a los obtenidos en las líneas celulares PBy PDVrespectivamente. Enel

marco de la teoría del “hit”,Ia muerte celular se generaría mayoritariamente

por únicos eventos letales en las líneas mas radiosensibles mientras que en las

líneas mas radiorresistentes, Ia muerte celular ocurriría principalmente por

acumulación de eventos subletales. Esto último, también se refleja

comparando la relación a/B de las curvas de sobrevida. La relación a/B

representa Ia dosis en donde Ia muerte celular por únicos eventos es igual a Ia

muerte celular provocada por acumulación de eventos subletales y por otro

lado refleja el tamaño del hombro de la curva de sobrevida es decir la

capacidad de reparación. Valoresaltos de a/B estan’anindicando curvas con

hombros pequeños, basicamente con una forma exponencial donde Ia

contribución de B es relativamente baja y valores bajos estarían indicando

curvas con hombro considerable y con una mayor capacidad de reparación.

Los valores de a/B en las líneas celulares de ratón con mayor grado de

malignidad celular fueron menores que en las líneas celulares menos

tumorigénica. De la comparación de la FSZGyy los valores de FCS2Gy surgen

las mismas diferencias de radiosensibilidad entre lineas que concuerdan con Io

expuesto anteriormente.
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Una de los factores conocidos relacionado con el aumento de la

radiorresistencia en las células tumorales es Ia presencia de oncogenes

activados. En particular, se ha descripto la vinculación de Ia expresión del

oncogenen ras con el aumento de la radiorresistencia'3M35.La transfección del

oncogen ras aumenta la radiorresistencia in vitro en células NlH-3T3,

fibroblastos embrionarios de rata, células de rabdomiosacoma y células de
osteosarcoma entre otras. En el caso de las líneas celulares utilizadas en este

trabajo se ha descripto que la relación de copias del oncogen ras mutado/ ras

normal aumenta en Ia línea celular PDVC57 (2:1) con respecto a la línea

celular PDV(l:2)". En Io que respecta al par comparativo PB-CH72-T4,Ia línea

celular PB expresa normalmente el gen ras“, mientras que la línea celular

CH72-T4 se originó de un carcinoma obtenido en un protocolo de

carcinogénesis quimica en dos pasos y se ha descripto que Ia progresión
tumoral en este modelo esta asociada con el incremento del número de

copias de Ha-ras mutado'36J37 Estas evidencias sugieren que los niveles de

expresión del oncogen Ha-rasasociadas al aumento de Ia malignidad celular

podría contribuir a las diferencias de radiosensibilidad descriptas. Otro factor

posiblemente involucrado en las diferencias de radiosensibilidad entre las

líneas celulares derivadas de ratón podn’a ser la diferencia en los niveles de

SOD entre las líneas celulares. Según lo expuesto en la primera parte de esta

tesis, las líneas celulares con mayor capacidad tumorigénica aumentan los

niveles de superóxido dismutasa. Elaumento de SODen las líneas celulares con

mayor capacidad tumorigénica podría disipar mós eficientemente el anión

superóxido generado durante la irradiación y disminuir su efecto tóxico,

aunque también habría que considerar el efecto que tendría en la

radiosensibilidad el aumento de peróxido de hidrógeno descripto en estas
líneas.

Con respecto a las líneas celulares humanas se observa una correlación

inversa entre el aumento de la malignidad celular y Ia radiorresistencia. Eneste

caso la diferencias en radiosensibilidad posiblemente se deba a factores

diferentes a los mencionados para las líneas derivadas de ratón. Su y Little
mostraron un aumento de la radiorresistencia en líneas fransfectadas con

SV4OT'38.En este sentido, la línea HBL-iOOmuestra una expresión positiva para

este antígeno mientras que no existen evidencias de expresión para las células
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MCP-7.Por otro lado, posiblemente los altos niveles basales de producción de

peróxido de hidrógeno en Ia linea MCP-7 estén potenciando el efecto

indirecto de Ia radiación, mediado por radicales libres.

Caracterización de la mdiosensibilídad de líneas celulares con distinto grado
de malignidad con haces de protones y de litio.

Uno de los objetivos de la radioterapia es el estudio de radiaciones

ionizantes alternativas dado que en algunas circunstancias los protocolos

convencionales con radiación gamma resultan inadecuados. Algunostumores

como por ejemplo neuroblastomas o melanomas presentan una gran

radiorresistencia a la radiación gamma, en otros casos Ia ubicación del tumor

en regiones cercanas a órganos críticos radiosensibles no permite aplicar la

dosis necesaria para esterilizar el tumor. La utilización de haces de protones,

como terapia radiante alternativa, se utilizaen diversos centros médicos de

distintos países del mundo con resultados muy efectivos"4-‘39especialmente

para el tratamiento de tumores de ojos y de tumores situados en Ia base del
craneo.

Enel marco de un proyecto mas amplio que se realiza en colaboración

entre profesionales del Departamento de Física y del Departamento de

Radiobiologia de Ia CNEA,como ya se mencionó en materiales y métodos, se

generaron haces de protones y de litioen el acelerador TANDAR,que fueron

caracterizados desde el punto de vista físicoy radiobiológico'”. En particular,

en este trabajo de tesis, se evaluaron los efectos biológicos de haces

monoenergéticos de partículas generadas en el acelerador TANDARsobre

células tumorales y tumores experimentales.

Las líneas celulares PDV y PDVC57 fueron irradiadas con haces de

protones y de litiode diferentes energías. Las curvas de sobrevida irradiadas

mostraron una pérdida progresiva del hombro en función del aumento del LET

de las partículas, obteniéndose curvas completamente exponenciales para los

haces de litio.Elaumento de Ia deposición de energía por unidad de camino

recorrido se traduce en un aumento del daño biológico directamente letal.

Matematicamente, este efecto se refleja en el aumento progresivo de los

valores del parametro a.de la ecuación lineal cuadrótica en función del LETde

las partículas. De este modo, el aumento del componente lineal a y la
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tendencia a cero del componente cuadratico B determinan curvas

completamente exponenciales para las irradiacionesrealizadas con haces de
litio.

Desde el punto de vista biológico, el daño inducido por Ia radiación a

nivel de ADNy su reparación determinan el efecto observado a nivelcelular. EI

hecho de que las irradiaciones con partículas de baja energía y de alto LET

generan mayor proporción de cortes de doble cadena en el ADN,con una

menor probabilidad de reparación celular, que se correlaciona con Ia

probabilidad de muerte celular, explica el aumento del RBEen función del LET

y la pérdida del hombro en Ia curva de sobrevida.

En particular, se observa que las curvas obtenidas de las irradiaciones

con haces de protones de la zona de plateau y de Ia zona del pico de Bragg

no difieren significativamente entre sipara ambas líneas celulares, en cambio si

difieren con respecto a las curvas obtenidas con protones de la zona distal.

Estos Últimos poseen un LETque se aproxima a valores donde el efecto

biológico relativo de los protones es maximo. A pesar de que existe discusión

en la literatura respecto del maximo RBEalcanzado por los protones de baja

energíaW"5 se ha descripto que el mayor efecto biológico se alcanza con

protones cuyos valores de LETrondan entre 30-40 keV/um. Estos valores de LET

son alcanzados por protones de muy baja energía y que por Io tanto poseen

rangos de recorrido muy pequeños, lo que dificulta Ia evaluación de su efecto

biológico en las lineas celulares y da origen en parte a la controversia de
resultados en la literatura.

Por otro lado, los valores de RBEobtenidos con los haces generados por

el acelerador TANDARse encuentran dentro del rango descripto con haces de

energías similaresen otros modelos experimentales‘m“.

Con respecto las irradiaciones con haces de litio,se obtuvieron curvas

exponenciales, sin hombro. Existemenor información en Ia literatura en Io que

respecta a los efectos biológicos generados por haces de litio'47,Io que

constituye un aporte interesante, por ejemplo para realizar calculos de RBEde

utilidad para terapias como la de captura neutrónica en boro (BNCT).En este

tipo de tratamientos, una partícula a y una de litio se generan como

consecuencia de la reacción de captura neutrónica en loB,siendo estas
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partículas las principales responsables de la dosis en BNCT.Las dificultades de

los calculos de RBEprecisos para esta terapia hacen que la posibilidad de

evaluar la eficacia biológica de los diferentes componentes de BNCTpor

separado puedan aportar información sobre valores de RBEde utilidad para
los calculos dosimétricos.

En cuanto a Ia comparación entre líneas con respecto a la

radiosensibilidad y la malignidad celular, las diferencias solo aparecen en las

irradiaciones realizadas con protones de la zona del plateau. Estasdiferencias

de radiosensibilidadse pierden completamente a medida que aumenta el LET

de las partículas con las que se irradia. A medida que las partículas con las que

se irradia generan una mayor densidad de ionizaciones en su trayectoria, es

decir a medida que aumentan susvalores de LET,aumenta la probabilidad de

daño en el ADNde caracter irreparable. De este modo, luego de cierto

umbral de valores de LET,a partir del cual disminuye la capacidad de

reparación celular, no se observan diferencias a nivel biológico. Por otro lado,

del analisis comparativo de Ia variación del RBEen función de las distintas

fracciones de sobrevida se observa que existe un mayor efecto biológico

relativo en función del aumento del LETde las partículas en la líneas PDVC57

con respecto a Ia línea PDV,especialmente a dosis bajas. Este fenómeno se

puede interpretar teniendo en cuenta que Ia capacidad de reparación es

mayor si la dosis y el LETde Ia radiación aplicada es baja (radiación gamma),

por lo tanto la diferencias entre las líneas celulares se acentúan mas en estas

condiciones dado que el calculo de RBEutilizaa Ia radiación gamma como

referencia. Este resultado convierte a las partículas de alto LET,mas alla de la

selectividad fisica, en atractivas para el tratamiento de tumores

radionesistentes. Por ejemplo, en el caso del tumor de melanoma que posee
características altamente radioresistentes, sen'a interesante estudiar como es la

respuesta de este tipo de tumor a irradiaciones con partículas de alto LETo la

convinación de estas últimas con las radiaciones gammas convencionales.

Evaluaclón del óxido nítrico como radiosenslblllzador celular

Ademas de la búsqueda del uso de otras radiaciones ionizantes

alternativas, otro objetivo clave de la radioterapia es explorar compuestos
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químicos o farmacológicos que aumenten el efecto letal de la radiación. Uno

de los principales problemas de los radiosensibilizadores es Ia falta de

selectividad de efecto entre Ia célula tumoral y normal. Por Io tanto, la

búsqueda de agentes radiosensibilizadoresque actúen selectivamente sobre
las células tumorales es de sumo interés.

Se ha descripto que el NO tiene efecto radiosensibilizador sobre

bacterias'25 y sobre células de mamífero bajo condiciones hÍpÓXÍCGS‘2“'23‘,

como se mencionó en la introducción. Sin embargo, en la mayoría de los

trabajos, utilizan dadores de óxido nítrico que tienen una vida media muy

corta como el DEA(vida ‘/22-4 mín), o dadores como SNAPo nitroprusiato que

bajo condiciones aeróbicas no serían activos'27. Ninguno de los compuestos

descriptos anteriormente es apropiado para evaluar el efecto
radiosensibilizador del NO en condiciones aeróbicos. Por esta razón, es

importante evaluar el efecto radiosensibilizadorde un dador de NO de vida

media mas larga y liberación constante a fin de alcanzar concentraciones

óptimas suficientes para radiosensibilizar las células aeróbicas. Por otro lado,

tampoco se ha evaluado un posible efecto radiosensibilizadorselectivo del

óxido nítrico sobre las células malignas. Debido al mayor estado prooxidativo

basal de las células tumorales, el óxido nítrico podría potenciar el efecto

indirecto de la radiación, que esta mediado por radicales libres. Este efecto

explicaría la acción del NO como radiosensibilizador selectivo de las células

mas malignas.

EIdador de óxido nítrico DETAutilizado en este trabajo es de liberación

constante y duradera (24 hs), de este modo se mantienen niveles constantes

durante la irradiación. En primer lugar en esta sección, se demostró un efecto

radiosensibilizador del óxido nítrico en condiciones aeróbicas. Aunque las

células hipóxicas son un factor importante en la determinación de la

radiosensibilidad de un tumor, un mayor efecto de Ia radiación sobre las

células aeróbicos también permitiría un mejor y mas rópido acceso del

oxígeno en las zonas hipóxicas. Tal vez, un mayor efecto radiosensibilizador

sobre las células aeróbicos estaría favoreciendo una mayor oxigenación del

tumor entre fracciones y por Io tanto una mejora indirecta del efecto de Ia

radiación sobre las células radiorresistentes hipóxicas inicialesdel tumor.
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En segundo término, los resultados de este trabajo mostraron un efecto

diferencial radiosensibilizador del NO sobre las células malignas. Las líneas con

mayor grado de malignidad, CH72-T4,PDVC57y MCP-7,mostraron una mayor

radiosensibilización que sus respectivos pares comparativos. A través de los

parametro a, la fracción de sobrevida a 2Gy y de los valores de SERse

evidenció un aumento de Ia radiosensibilización en función de la

concentración de DETAen las líneas celulares con mayor grado de malignidad

con respecto a sus pares comparativos. La presencia de altos niveles de NO

durante la irradiación podría favorecer la formación de una mayor cantidad

de especies reactivas en las células con un mayor estado prooxidativo basal.

Tal como lo demuestran algunas evidencias bibliográficas y los resultados

obtenidos en el primercapítqu de esta tesislas células con mayor capacidad

tumorigénica poseen mayor estado prooxidativo basal que sus pares

comparativos.

Enlo que respecta al efecto del óxido nítricocon haces de protones, no

se observa efecto radiosensibilizador a medida que aumenta el LETde las

partículas. Solamente se observa efecto radiosensibilizador en la línea PDVC57

con protones de 20 MeV, posiblemente debido a un efecto similaral que se

produce con la radiación gamma.
Posiblemente el mecanismo de radiosensibilización del óxido nítrico sea

a través de la fijación del daño indirecto de manera similara la forma en que

actúa el oxígeno. La radiación produce radicales libres organicos centrados

en carbono. En condiciones de hipoxia, este daño sería reparado, en

presencia de NO,el radical libre orgónico se combinaría con el NO formando:

-C-N=O, generandose de esta manera la fijacióndel daño por un mecanismo

similaral efecto oxígeno.

En este trabajo de tesis también se demostró el efecto

radiosensibilizador del óxido nítrico en tumores experimentales con radiación

gamma y con haces de protones. En este caso se utilizóun dador de óxido

nítrico de vida media moderada como la espermina, debido a los efectos
colaterales del óxido nítrico, tal como la vasodilatación. Este efecto también

podría ser un factor importante en la radiosensibilización de los tumores

experimentales mas alló de los efectos generados por la fijación del daño a

través de la formación de radicales libres. Aunque estos resultados deben
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profundizarse resultan promisoriospara su aplicación en futuros protocolos de

radioterapia.

En sintesis,en este capítulo del trabajo de tesis se ha demostrado que:

Lascélulas con mayor grado de malignidad derivadas de ratón muestran una

mayor radiorresistencia que sus pares comparativos, sin embargo el par

humano muestra una radiosensibilidad inversa con respecto al grado de

malignidad celular.

Loshaces de protones generados por el acelerador Tandar muestran
características similares a Ia de otros aceleradores en el mundo, como se

demuestra a través de los valores de RBE.EI tratamiento con haces de

particulas, mas alla de sus características de selectividad fisica sería ventajoso

para Ia aplicación en tumores radíorresistentes.
El óxido nítrico muestra efecto radiosensibilizador en condiciones

aeróbicos en líneas celulares con un efecto diferencial en las células malignas,

y potencia la inhibición del crecimiento tumoral inducida por la radiación en

tumores experimentales. Estosresultados sobre los efectos del óxido nítrico son

aportes originales, que resultan interesantes para futuros estudios tendiente a

evaluar Ia posible aplicación de agentes dadores de óxido nítrico en

protocolos de radioterapias.



CONCLUSlONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
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A partir de los estudios realizados sobre las especies reactivos del oxígeno y

del nitrógeno en la transformación celular se pueden mencionar las siguientes
conclusiones:

‘r Existe una correlación entre el aumento del desbalance de las enzimas

antioxidantes y el aumento de Ia malignidad celular. Enlos tres pares de líneas

celulares utilizadas como modelo, se encontró una asociación entre el

aumento de los niveles de SODy la disminución de las enzimas disipadoras de

peróxido de hidrógeno, catalasa y glutatión peroxidasa, y el aumento de la

malignidad celular. Este aumento del desbalance enzimótico en las líneas

celulares con mayor grado de tumorigenicidad se asocia con un aumento de

la producción de peróxido de hidrógeno.

r La compensación del desbalance enzimótico con catalasa y mediante Ia

transfección del cDNA de Ia catalasa humana inhibe la proliferación celular

en todos los pares comparativos de lineas celulares estudiados y en otras

líneas celulares provenientes de distintos tejidos y diversas especies. Este

fenómeno indica el rolfundamental y general del peróxido de hidrógeno en la

proliferación celular.

‘r EItratamiento de tumores experimentales con catalasa disminuye Ia tasa de

crecimiento en dos modelos experimentales.

‘r El óxido nítrico podn'a ser partícipe en las vías de transducción de señales

involucradas en la inhibición de Ia proliferación por disminución de los niveles

de peróxido de hidrógeno.

Estos resultados son promisoríos para Ia búsqueda de nuevos tratamientos

complementarios que tiendan a compensar desbalances oxidativosasociados a
Ia transformación celular. Por otro lado, la variación de los niveles de enzimas
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antioxidantes así como el aumento de la producción de peróxido de hidrógeno

también podrían ser útilescomo valor pronóstico para esta patología.

En cuanto a las conclusiones sobre los estudios rodiobiológicos del segundo

capítulo de esta tesispodemos mencionar:

‘r No existe una correlación clara con respecto al aumento de la malignidad

celular y el aumento de la radiorresistencia a la radiación gamma. Mientras

que las células de ratón mostraron un aumento de la radiorresistencia en

función del aumento de la malignidad celular las líneas celulares humanas

mostraron una correlación inversa. Posiblemente el hecho que distintos

oncogenes estén asociados al proceso de transformación celular explique las

distintas respuestas celulares a la radiación.

“r EI haz de protones generado por el acelerador TANDARgenera efectos

radiobiológicos en las líneas celulares similares a los obtenidos por otros

aceleradores en el mundo. Hay un aumento del daño biológico relativo en las

líneas celulares en función del aumento del LETde las partículas con las que se

irradia. Esto último, se refleja en el aumento de los valores de RBEen función

del LETde las partículas. Por otro lado, las diferencias de radiosensibilidad

observadas entre las líneas celulares para la radiación gamma sólo se

manifiestan para las irradiciones con partículas de bajo LET(protones de la

zona de plateau).

r Se observan ventajas para Ia utilizaciónde partículas de alto LETen los tumores

radiorresistentes mas alló de las propiedades de selectividad física que

muestran las partículas, tal como se demuestra en la variación del RBEen

función dela dosis y del LETde las partículas.

k EIóxido nítrico muestra propiedades radiosensibilizadoras selectivas en función

de Ia malignidad celular en los pares comparativos evaluados en Ia

irradiaciones realizadas con gamma pero no así en las irradiaciones con
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partículas de alto LET.Por otro lado, el óxido nítrico también muestra

propiedades radiosensibilizadoresen tumores experimentales.

Las conclusiones derivada del segundo capítulo de esta tesis muestran que

podrian generarse nuevos protocolos para el tratamiento de tumores

rodiorresistentes basados en ¡rrodiociones con particulas de mayor LETmas alló de

las ventajas de selectividad física que muestran estas partículas. Por otro lado, es

promisoríoel desarrollo de nuevos estudios que tiendan a evaluar Ia utilizacióndel

óxido nítrico como rodiosensibilizodor selectivo para su inclusión en nuevos

protocolos en radioterapia.

Como conclusión final, los resultados expuestos en esta tesis abren Ia posibilidad

de explorar nuevos enfoques en el tratamiento de esta patología relacionados

con terapias compensotorios específicas de alteraciones oxidativas de Ia célula

tumoral y de optimizar protocolos de radioterapia ya existentes. Eneste sentido, la

implementación de terapia génica utilizandopromotores o secuencias enhancer

que responden a peróxido de hidrógeno acoplada a genes suicidas o Ia

expresión selectiva de catalasa bajo promotores que se expresan en células

altamente transformadas, así como Ia expresión de NOS bajo promotores que

responden a la radiación constituye un nuevo enfoque con resultados promisorios.
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