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RESUMEN

Las poblaciones celulares en un organismo estan estrictamente controladas por el
balance de sendales complejas que estimulan o inhiben la proliferacién,
diferenciacién y sobrevida de las células. Existen evidencias experimentales que
sugieren que las especies reactivas del oxigeno estdn involucradas en el
desamollo del cdncer. El primer objetivo de este trabagjo fue evaluar la
participacion de las especies reactivas del oxigeno en los mecanismos de
proliferacion y transformacion celular y modular los niveles de estas especies a fin
de inhibir la proliferacion y de esta forma controlar el crecimiento tumoral. Los
resultados demostraron que existe un aumento de la actividad de superdxido
dismutasa y una disminucion de los niveles de catalasa y glutatidon peroxidasa,
enzimas disipadoras de perdxido de hidréogeno, en funcidon de la malignidad. Este
desbalance enzimdtico se correlaciond con aumento de la produccidon de
perdxido de hidrogeno. La disipacidon de perdxido de hidrogeno de manera
exdgena mediante tratamientos con catalasa inhibid la proliferaciéon en lineas
celulares de diversos origenes tisulares y de organismos diferentes, lo que sugiere
que la participacion del peroxido de hidrégeno en el control de la proliferacion
seria un fendmeno general. Por ofro lado, tratamientos con catalasa inhibieron el
desarrollo de tumores experimentales. En concordancia con estos resultados, se
demostré que la transfeccion estable del cDNA de la catalasa en una linea
celular tumoral humana, disminuyd la tasa de proliferacion y revirtid
caracteristicas de fenotipo maligno. Con respecto a los mecanismos de la
inhibicién de proliferacién por secuestro de perdxido de hidrégeno, se demostrd
aumento de los niveles de 6xido nitrico en los tratamientos con catalasa,
sugiriendo a esta especie como un posible mediador de esta via.

Por otro lado, dado que la 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 caracterizacidbn de la radiosensibilidad
intrinseca de lineas celulares con diferente grado de malignidad, de la respuesta
celular a diferentes tipos de radiaciones ionizantes y el estudio del efecto del
6xido nitrico como posible radiosensibilizador selectivo de las células tumorales.
Los estudios de radiosensibilidad intinseca demostraron un aumento de la
radiomresistencia en funcién de la malignidad en las células tumorales de ratén
evalugdas, que no se manifestd en las células de origen humano. Con respecto a
las iradiaciones con haces de protones y de litio en comparacion con la
radiacidon gamma, se demostrd un aumento de la eficiencia bioldgica relativa
(RBE) en funcién de la transferencia lineal de energia (LET) de la radiacién, que
resultd consistente con los datos bibliograficos. Por otro lado, los estudios de la
accion del 6xido nitrico mostraron un mayor efecto radiosensibilizador en las



Resumen

células con mayor capacidad tumorigénica. Este efecto podria ser explicado por
el estado prooxidativo basal de las células mas malignas, que potenciaria la
accidn de la radiacién. Se demostrd también la accidn del dxido nitrico como
radiosensibilizador en tumores experimentales.

Estos resultados sugieren la posibilidad de explorar terapias antioxidantes
especificas y radiosensibilizadores selectivos para el control del crecimiento
tumoral.



Abstract

ABSTRACT

Cell populations in a living organism are strictly controlled by the balance of
complex signaling systems, which stimulate or inhibit cell proliferation,
differentiation and survival. Substantial experimental evidence suggests a role of
reactive oxygen species in the development of cancer. The first aim of the present
study was to evaluate the involvement of reactive oxygen species in the
mechanisms of cell proliferation and transformation and to modulate the levels of
these species to inhibit proliferation and thus control tumor growth. The results
showed an increase in superoxide dismutase activity and a fall in the activities of
H.02 - detoxifying enzymes, catalase and glutathione peroxidase, as a function of
malignancy. This imbalance in the antioxidant system was coupled to a rise in the
levels of H2O2. The exogenous removal of H2O2 by 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 H.0O2 would be a general
phenomenon. Moreover, in 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 in 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 nitric oxide could be
a mediator of this signaling pathway.

Taking into 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 infrinsic radiosensitivity of cell lines with different degrees of
malignancy, the cellular response to different types of ionizing radiation and the
effect of nitric oxide as a possible selective radiosensitizer of tumor cells.

The studies of intrinsic radiosensitivity demonstrated an increase in radioresistance
as a function of malignancy in the mouse tumor cells evaluated. However, this
correlation was not found in the human cells tested. Regarding proton and lithium
beam iradiations as compared with gamma iradiations, 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 possibility of exploring specific antioxidant therapies and
selective radiosensitizers for the control of tumor growth.
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Hace 140 anos, el microscopista alemdan Johannes Mueller demosiro
que un tumor estaba formado por células, a partir de ese momento comenzd
la busqueda de las causas que estaban originando esta alteracion celular.
El descubrimiento realizado por Rous! en 1911, de que un virus era el tfransmisor
y causante de la apariciéon de un crecimiento maligno en pollo y la identificacién
de numerosos retrovirus? con 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 1971, fue quien
propuso que esos genes serian formas alteradas de genes celulares normales a
través de un proceso de mutacidén somatica o reamreglo genético. En 1976,
gracias al revolucionario descubrimiento de la transcriptasa reversa3 se
construyd una sonda del oncogen v-src y se observd que hibridizaba con el
ADN de células normales, se identificaron entonces las contrapartes normales
de los oncogenes, los protoncogenes. Luego gracias a los sucesivos avances
de la biologia molecular y de la tecnologia del ADN recombinante, se
comenzaron a identificar que aquellas secuencias transformantes transportadas
por los retrovirus eran formas alteradas de genes relacionados con el control
del crecimiento y diferenciacion celulart. Se comenzaron a vincular entonces
a los oncogenes con componentes de vias de transduccidon de senales
relacionadas con el control de la proliferacidn celular tales como proteinas
quinasas, receptores de factores de crecimiento, factores de crecimiento,
proteinas G y factores de transcripcion. Hacia finales de los anos 70, gracias al
desarrollo de técnicas para introducir ADN exdgeno en células eucariontes, se
identificaron varios fragmentos de ADN de células cancerosas con capacidad
transformantes. Esta metodologia experimental asi como la induccidn de
cdncer en animales por transferencia de oncogenes a través de la tecnologia
de animales fransgénicost confirman el concepto de que la "ganancia de una
funcién génica" puede generar la aparicién de un fenotipo maligno.

La idea de que la "pérdida de funcidén de genes" estd asociada a la
transformacién celular surge en 1983 a partir de estudios que revelaron la
alteracién y pérdida de funcién de un gen supresor (RB) en el retinoblastoma’.

MGas tarde, en 1990 se demostré que mutaciones en el gen supresor p53 estan
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asociadas con una variedad de sarcomas, leucemias, cancer de pulmén y de
mamas. El andlisis de polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) y el desamollo de la tecnologia de los ratones “knock out" fueron de
gran importancia para la confirmacién de que la alteraciones recesivas y la
consecuente pérdida de una funcidn génica puede también provocar la
aparicidén del fenotipo maligno. Actualmente la secuenciacién del genoma
humano, asi como el desamollo de nuevos enfoques de estudio como la
gendmica® y protedmica'® funcional basada en tecnologias sumamente
sofisticadas como la de "microarray” constituyen una fuente de gran potencial
para el entendimiento de esta patologia.

Como hemos visto, la comprensidén de los mecanismos que se encuentran
alterados en una patologia humana esta limitada y sigue los pasos de la
tecnologia desarrollada hasta el momento histérico en que nos encontremos.
Vale la pena recordar, que somos parte del mismo proceso histdérico y es de
esperar que la investigacion basica y aplicada junto al desamollo de nuevas
tecnologias, sean promisorias para el disefio de estrategias mas eficientes para

el fratamiento de esta patologia.

Cdncer. Conceptos generales

Después de mencionar brevemente las principales hechos historicos que
sirvieron de pilares para la comprension de las causas que originan el cancer,
podemos definifio como una patologia genética caracterizada por la pérdida
del control de la proliferacién y del posicionamiento celular, caracteristicas
que le pemiten a las células alteradas invadir y proliferar en otros tejidos u
organos. Esta alteracion del comportamiento celular puede manifestarse en la
mayoria de los tejidos del organismo, dando origen a una gama de tumores
diferentes con caracteristicas propias y heterogéneas. Sin embargo, el proceso
de transformacion del fenotipo celular tiene caracteristicas comunes en todos
los casos. Todas las células de un tumor parecen descender de una Unica
célula ancestral'' que ha acumulado una serie de alteraciones genéticas y

epigenéticas que le otorgaron la capacidad de evadir las restricciones que
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controlan la proliferacién. Esto constituye "“el paradigma genético” del
cdancer'2, Un tumor se origina por la acumulacién de varias alteraciones
genéticas, aunque en algunos casos puede surgir como consecuencia de una
o dos alteraciones genéticas’3, como en el caso del retinoblastoma. Se ha
estimado que hacen falta de 4 a 7 eventos para el desarrollo de los canceres
epiteliales mas comunes’. Estas alteraciones afectan genes relacionados con
el ciclo celular o su control, involucrando la activacién de protooncogenes o
la pérdida de actividad de genes supresores. Estos cambios pueden ocurrir por
mutaciones o por sobreexpresion inducida por amplificacién génica o por
rearreglos cromosémicos. Por otro lado, también se ha descripto la activacién
o supresidn de genes por cambios en patrones de metilacién's. En algunos
casos, la mutacién en si misma no es causal del cambio de fenotipo celular
sino que puede afectar a genes relacionados con 1os sistemas de reparacion
celular'é, elevando de este modo la tasa de mutacidén y en consecuencia
aumentando la probabilidad de adquisicién del fenotipo maligno. Finaimente,
todas estas alteraciones genéticas pueden ser heredadas o adquiridas por
accidon de factores carcinogénicos externos o por estimulos internos como
hormonas, radicales libres o procesos inflamatorios créonicos'’.

Estas alteraciones genéticas difieren entre los distintos tipos de cancery
aun pueden ser diferentes dentro de un mismo tumor No obstante,
asociaciones especificas de alteraciones genéticas son presumiblemente el
reflejo de los procesos evolutivos que gobiernan la génesis y progresion de la
transformacidén celular’’. Por lo tanto, el cancer se convierte en un proceso
microevolutivo de acumulacidn de alteraciones genéticas que puede lievar
meses o anos donde a diferencia de cualquier otra célula del organismo

empiezan a operar los mecanismos de seleccion natural.
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Modelos de estudio

Los estadios de evolucidn celular responsables de la transformacién de
una célula normal en cancerosa se han logrado reproducir in vivo en los
modelos de carcinogénesis en moltiples pasos en donde se induce la
formacién de tumores mediante el uso de distintos agentes quimicos's. En estos
modelos se definen tres etapas operativas:

Iniciacién, es un estadio ireversible que implica una lesidn genética no letat,

heredable pero que altera potencialmente vias de transduccién de sefiales
relacionadas con la proliferacion y diferenciacion celular. Los agentes
quimicos que pueden actuar como iniciadores lo hacen de manera directa o
indirecta, siendo en este caso metabolizados a intermediarios electrofilicos mas
reactivos que se unen covalentemente al ADN. Los compuestos quimicos mas
utilizados en la iniciacidon son hidrocarburos policiclicos, como el 7,12-dimetil-
benz{aJantraceno [DMBA) y el benzopireno. La etapa de iniciaciéon, sin la
subsiguiente etapa de promocién, no genera tumores.

Promocion, es un estadio de la carcinogénesis en el cual se induce la seleccién

y expansidn clonal de las células iniciadas, que resulta finalmente en la
aparicion de tumores. Los agentes promotores mas utilizados son diterpenos
como el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), alcaloides inddlicos vy
perdxidos orgdanicos como el perdxido de benzoilo. La accién 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 carcinégenos per se y
sus efectos son reversibles si se suspende el tratamiento.

Progresidn, es el estadio en el cual una lesion benigna se transforma en
maligna a través de una nueva lesidn en el ADN. Las sustancias que pueden
actuar en la etapa de progresidn son genotdxicas como agentes iniciadores o
perdxidos orgdnicos.
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La transformacién celular descripta, inducida in vivo mediante protocolos de
carcinogénesis quimica, se puede corelacionar con los cambios sufridos por
una célula en proceso de transformacién neopldsica in vitro'?. Cuando se
extraen células de un tejido y se les provee de las condiciones y medios
adecuados para su crecimiento in vitro , se dividen un nUmero determinado de
veces luego del cual entran en crisis y mueren. Algunas células pueden pasar
ese punto de crisis, espontGneamente o en forma inducida mediante el uso de
agentes quimicos o fisicos o por transfeccién de algun oncogen, y originar una

linea celular establecida. Las células que la forman se hallan inmortalizadas no

presentando otras diferencias fenotipicas mdas 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 fenotipicas tales como: una disminucién en la
adherencia a una superficie de anclaje, una menor dependencia del suero
para su crecimiento, la capacidad de crecer en medios semisdlidos ©
verticalimente en vez de en monocapa y de formar tumores al ser inoculadas
en animales experimentales. Todas estas caracteristicas transforman a la linea

celular establecida en una linea celular transformada o tumorigénica.

Ademads de los modelos experimentales descriptos, se pueden diseiar
ofros modelos mas sofisticados mediante manipulaciones genéticas
(transfecciones celulares, animales transgénicos o “knock out"). Todos estos
enfoques experimentales permiten un estudio controlado y reproducible que
favorece el andlisis de los mecanismos involucrados en la induccidn de
cancer. Sin embargo, no reflejan totalmente las alteraciones que sufren las
células en tumores humanos. Por lo tanto, los andlisis ex vivo de biopsias de
tejidos tumorales humanos son de suma utilidad para la caracterizacion de la
induccidn de cancer en humanos. El estudio conjunto de varios enfoques y

modelos nos acerca a una mejor comprension de esta problematica.



Tratamientos actuales y nuevos enfoques terapéuticos

En el drea de la investigacidon en cdncer, muchos esfuerzos se han
dedicado a la bUsqueda de estrategias terapéuticas para curar la
enfermedad. Las células cancerosas pueden ser removidas quirirgicamente o
pueden ser eliminadas por la accién de compuestos quimicos toxicos
(quimioterapia) o por radiaciéon (radioterapia). Unas pocas células cancerosas
que pemanezcan en el organismo son suficientes para proliferar y producir un
resurgimiento de la enfermedad.

Uno de los principales problemas de los tratamientos convencionales de
quimioterapia es la toxicidad de los compuestos utilizados, para las células
nomales. Por lo tanto, la implementacidon de estrategias que permitan inhibir la
proliferacion 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 opcidn
que impligue menor toxicidad para las células normales seria la implementacion
de tratamientos que logren modular las alteraciones que presentan las células
tumorales, tendiendo a la reversidn del fenotipo tumoral. Este enfoque es de
sumo interés, dado que tiende a la recuperacién de las caracteristicas
nommales por parte de las células tumorales. Sin embargo, esta alternativa se
encuentra en una etapa muy incipiente como para pensar actualmente en la
cura del cancer por esta via. Por ofro lado, una alternativa mds realista
basdndonos en los conocimientos actuales, es la bisqueda de selectividad en
los tratamientos, de manera de actuar sobre ias células tumorales y no sobre
las células normales. Con respecto a esto, existen diversas dreas de
investigacién con resultados promisorios y en algunos casos se han
desarmrollado protocolos terapéuticos que se aplican exitosamente. En este
enfoque se incluyen dreas tan diversas como la inmunoterapiq, la terapia
génica selectiva y la radioterapia selectiva por el uso de particulas cargadas.
como la protonterapia, o por el uso de radiosensibilizadores que actien

preferencialmente sobre las células tumorales.
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Introduccion I

1.1.1. La célula y el estrés oxidativo: las especies reactivas del oxigeno

El mantenimiento de la homeostasis es un requisito indispensable para la
integridad y supervivencia celular. Bajo condiciones fisioldgicas, este equilibrio
interno estd sometido a fluctuaciones dadas por factores intra y extracelulares.

Las especies reactivas del oxigeno, derivados metabdlicos de la respiracion

celular, representan un factor que potencialmente puede alterar este
equilibrio. Durante la respiracién celular, el oxigeno se reduce en forma
completa a agua, sin embargo un pequeno porcentaje (1 a 5§ %) lo hace de
manera incompleta dando origen a estas especies reactivas. Estos
intermediarios de reduccién son el anidon superdxido (O2-), el perdoxido de
hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (-OH) (Figuras I.1 y 1.2). El oxigeno singulete
(O2') es otfra especie reactiva derivada del Oz, que no es un intermediario de

reduccion sino un estado excitado que posee alto poder oxidante (Figura 1.2).

+e + 2H + e +e + H

S -
0: —) —

H.0

O ——» HL0. —)» OH
nién Perdxido Radical
Superdxido de Hidrégeno Hidroxilo

Figura I.1 Estados de reduccidn parcial y total del oxigeno molecular.
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Figura I.2 Configuracién electrdnica del oxigeno molecular, estado basal, estados
excitados y parcialmente reducidos

Algunos de estos intermediarios de reduccidon del oxigeno, como el Oz-y el -OH
son radicales libres dado que presentan un electron desapareado y en
consecuencia poseen una alta inestabiidad y capacidad de reaccién
inespecifica. El H2O2 no es un radical libre y presenta baja reactividad, pero en
presencia de O2- y de metales de transicion como el hierro genera -OH, un

radical libre sumamente reactivo?(Figura 1.3).

Oz' + Fea’ (:> Oz + Fe e
H,0, + Fe** [——) Fe¥ + OH +-OH Reaccién de Fenton

H0; + 0,0 [—) O + OH + OH Reaccién de Haber-Weiss

Figura I.3 Generacién del radical hidroxilo por reaccién del aniénv—é-aéé_r'c_i;ido ;_el
peréxido de hidrégeno con metales de transicidn.

Las principales fuentes celulares que generan estas especies reactivas son la
cadena de transporte electronico mitocondrial, el metabolismo de dcidos
grasos y el metabolimo de compuestos xenobidticos en el reticulo

endoplasmatico?'22,
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En las mitocondrias, el oxigeno actia como Ultimo aceptor de
electrones en la cadena de transporte de electrones durante la respiracion
celular. Estas organelas reducen completamente aproximadamente el 90 %
del oxigeno que consumen las células, solo del 1 al 5 % deriva en especies
parcialmente reducidas. La relacién estimada de O:- a H02 estd entre 1.5y
2.1, lo cuadl indica que todo el HoO2 mitocondrial deriva del Oz, dado que son
necesarias dos moléculas de O2- para obtener una molécula de H202 Los
peroxisomas contienen enzimas que utilizan O2 para eliminar Gtomos de
hidrdgeno de sustratos orgdanicos especificos a través de una reaccién
oxidativa que genera H20:, el cual es locaimente disipado por Ias altas
concentraciones de catalasa de estas organelas. En el reticulo
endoplasmatico, el citocromo P450 estd involucrado en el metabolismo de
compuestos xenobidticos catalizando su reduccion u oxidacién y generando
O2-. como compuesto residual en este proceso. Estas especies oxidativas
también se generan por autooxidacién de algunas moléculas citoplasmaticas
como la hemoglobina y por accién de algunas enzimas, como la xantina
deshidrogenasa que se encuentra predominantemente en endotelios. En
condiciones de isquemia o estimulacién por calcio esta enzima se convierte en
xantina oxidasa gque depura las xantinas generando acido Urico y O2- como
subproducto de la reaccién.

Las especies reactivas del oxigeno estdn involucradas en fendbmenos de
toxicidad celular, debido a su capacidad de reactividad inespecifica con las
biomoléculas. Ocasionan peroxidacion lipidica (Figura 1.4), dafo a proteinas y
lesiones al DNAZ,

Iniciacién
Abstracciéon de H' por un oxidante

LH|:> L

Propagacién
Reaccién en cadena de radicales libres orgdnicos

L+0; :> LOO

LOO +LH |-:> LOOH + L

Terminacion

Loo+L C—) LooL

Figura I.4. Peroxidacidn lipidica
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1.1.1.1. El sistema de defensa antioxidante

Dada la toxicidad gue presentan las especies reactivas del oxigeno, la
aparicién de sistemas de defensa antioxidantes hicieron posible la
supervivencia de las células aerdbicas, permitiendo el mantenimiento vy
regulacién de una homeostasis celular oxidativa compatible con la vida. La
oxigenacién de la biosfera constituyd entonces una fuerza evolutiva que actud
en forma paralela e independiente sobre los organismos existentes, o que llevd
a la existencia actual de multiples sistemas de defensa antioxidante. Estos
sistemas estan constituidos por componentes enzimdaticos y por compuestos de
naturaleza no enzimatica4.

El sistema enzimdtico de defensa antioxidante estd constituido por
superdxido dismutasas que protegen a la célula de los efectos toxicos del
anidn superdxido y por catalasas y peroxidasas que disipan principalmente el
perdxido de hidrogeno.

Superédxido dismutasas (SOD)?: Son un grupo de enzimas capaces de catalizar
la dismutacidon de dos moléculas de anidn superdxido en perdxido de
hidrégeno y oxigeno, constituyendo la principal defensa contra la toxicidad
del oxigeno (Figura 1.5). En células eucariotas, se caracterizaron tres clases de

superdxidos dismutasas:

Superdxido dismutasa dependiente de cobre-zinc (SOD Cu-Zn): Es una proteina
dimérica de 32 kD de peso molecular localizada en el citoplasma. Cada
subunidad, contiene un atomo de cobre que forma parte de su sitio activo y
un dtomo de zinc gque le da estabilidad a la molécula. Es inhibida por cianuro o

por tratamientos prolongados con dietilditiocarbamato.

Superdxido dismutasa extracelular: Su secuencia aminoacidica tiene gran

homologia con la anterior, También estd asociada a dtomos de cobre y de
zinc pero estd constituida por cuatro subunidades, teniendo un peso

aproximado de 135 kD y sélo se encuentra en algunos tejidos.

Superdxido dismutasa dependiente de manganeso (SOD-Mn): Esta enzima no

esta relacionada filogeneticamente con las anteriores. Posee un Gtomo de
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manganeso en su sitio activo y se encuentra en mitocondrias de eucariotas y
en organismos procariotas. En los organismos eucariotas estd constituida por
cuatro subunidades idénticas teniendo un peso de 80 kD. A diferencia de las

anteriores es insensible a la inhibicién por cianuro.

O,-+ 0,2+ 2H’ |—;—> H0, + O;

Figura I.5 Reaccién de dismutacién del anién superéxido.

Catalasa y peroxidasas: Controlan los niveles de perdxido de hidrogeno, que
constituye un riesgo potencial para la formacién del radical hidroxilo.

Catalasa (CAT)*: Es una enzima que cataliza la reduccién de perdxido de
hidrégeno a agua (Figura 1.6). Es una hemoproteina homotetramérica cuyo
peso molecular ronda entre 200 y 350 kD y se encuentra principalmente

localizada en los peroxisomas.

M0, + HO, [—) 2HO + O,

HO, + A, [—) 2HO + A

Figura I.6 Reduccién de perdxido de hidrégeno catalizada por la
enzima catalasa

Glutation peroxidasas (6Px)Y": Son un grupo de enzimas que también catalizan

la reducciéon de perdxido de hidrogeno y de otros hidroperdxidos orgdanicos,
utilizando de manera especifica el tripéptido glutatién, como agente dador de
electrones (Figura 1.7). Hay dos isoformas de esta enzima, una de ellas esta
constituida por cuatro subunidades, posee selenio en su sitio activo y es la que

se encuentra en mayor proporciéon en los tejidos. La otra isoforma esta
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constituida por dos subunidades, no posee selenio en su sitio activo y sélo
reduce hidroperdxidos orgdnicos. La distribucidn subcelular de giutation
peroxidasa es complementaria a la de catalasq, las dos terceras partes de la
enzima estan en el citosol, una tercera parte en las mitocondrias y no hay

glutation peroxidasa en peroxisomas22,

H0, + 265H ) 2H,0 + 6556

ROOH + 26SH [—_) ROH + HO +« 6556

Figura I.7 Reduccién de perdxido de hidrégeno y de otros
hidroperdxidos orgdnicos catalizada por la enzima glutatién peroxida.

Por otro lado, la célula ademds posee un mecanismo que restablece los
niveles de glutatiéon en su forma reducida, constituido por la enzima glutatiéon
reductasa que utiliza NADPH como agente dador de electrones para la
reduccién del tripéptido (Figura 1.8).

6556 + NADPH+sH' [——) NADP* + 2 6SH

Figura I.8 Reduccidn de glutatién oxidado por accién de la enzima
glutatién reductasa

Ademds del sistema enzimdtico de defensa antioxidante, la célula
cuenta con moléculas de bajo peso molecular que actian secuestrando
radicales libres?8. Algunos son de naturaleza liposoluble, como la vitamina E y el
B caroteno y actian principalmente a nivel de la membrana plasmatica,
mientras que otros son hidrosolubles, como el glutatidon y el Gcido ascérbico.
Este sistema es particularmente importante en la remocién del radical hidroxilo
y del oxigeno singulete, ya que estas especies no poseen sistemas enzimaticos

para su neutralizacion.
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l EQUILIBRIO |

Durante el metabolismo normal,

existe un equilibrio entre la
velocidad de generacion y la

velocidad de disipacion de los

niveles de especies reactivas del

oxigeno. Cuando la velocidad

de disipaciéon disminuye o la

ANTVGROANTES o \ velocidad de generacién de
= estas especies aumenta, la célula
| DEL OXIOEND |

enfra en un estado prooxidante O
ESTADO PROOXIDATIVO
de estrés oxidativo (Figural.9).

‘mnonmwrn' eRo

[EaPECHES REACTIVAS |
OEL OXMBENO )

Figura I.9 Balance entre la produccidn de
ROS Yy los sistemas de defensa antioxidante

1.1.1.2 Las especies reactivas del oxigeno y su vinculacion con el cdncer

Las especies reactivas del oxigeno ya sea originadas por agentes
exdgenos o a partir de fuentes enddgenas pueden provocar cambios
genéticos, como aberraciones cromosdmicas, mutaciones puntuales en
protoncogenes o genes supresores, 0 cambios epigenéticos en vias de
transduccion de sefiales relacionadas con la proliferaciéon y diferenciacion
celular. Por otfro lado, diversas evidencias experimentales vinculan a las

especies reactivas del oxigeno con el desarrollo del cancer (Figura 1.10):

> Los metabolitos del oxigeno estdn involucrados en las etapas de la
carcinogénesis quimica. Por ejemplo, muchos promotores tumorales inducen la
generacion de especies oxidativas por fuentes celulares enddgenas mientras

que otros promotores son generadores de radicales libres??,
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> Estudios epidemiolégicos muestran que secuestradores de radicales libres
tales como las vitaminas C y E inhiben el desarrollo de cancer en modelos
experimentales y tienen un efecto quimioprotector en el hombre,

especialmente en el cdncer de pulmén, mama y colon ¥,

> Procesos inflamatorios cronicos estan asociados con el desarrollo de neoplasics.
En este tipo de reacciones, hay reclutamiento de céluias pertenecientes al
sistema inmune como neutréfilos y macréfagos, que generan estas especies
reactivas como parte de su mecanismo de accidn en defensa del

organismo?3!3z,

> Existe una clara cormrelacién entre la ingesta de metales de transicién (hierro,
niquel), que facilitan la produccién de especies reactivas del oxigeno, con el
desarrollo de cancer en animales33,

Por otro lado, existen numerosas evidencias que vinculan a las especies
reactivas del oxigeno con la modulacion de vias de transduccidn de senales
relacionadas con la proliferacién celular:

> El aumento exdgeno de especies reactivas del oxigeno promueven Ia
proliferacion en algunos tipos celulares. Concentraciones subtéxicas en el
rango nM a uM estimulan la proliferacién in vitro de fibroblastos de hdmster,

ratadt y céluias musculares humanas?s entre otras.

> Distintas especies reactivas del oxigeno regulan la fosforilacién de tirosinas

kinasas y tirosinas fosfatasas independientemente de las senales extracelulares?s.

> Factores de transcripcion tales como p53, AP1, NFkB, que participan entre
otras funciones en el control de la proliferacion, pueden modificar su unién al

ADN por la éxido reduccién reversible de grupos sulthidrilos??.

> El perdxido de hidrogeno induce el acoplamiento de proteinas adaptadoras
entre receptores tirosina quinasas y la proteina p21, derivada del
protooncogen ras, cuya participacion en las vias de senalizacion, que activan
proteinas kinasas inductoras de la mitogénesis (MAPKs) se ha estudiado

ampliomente3s,
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Figura I.10 Participacion de las especies reactivas del oxigeno en el
proceso de transformacidn celular.
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1.1.2 Especies Reactivas del Nitrdgeno (RNS)

El 6xido nitrico (NO) es una pequena molécula inorgdnica, gaseosa,
soluble en agua y capaz de atravesar membranas lipidicas por ser
electricamente neutra. Posee un electrdn desapareado, razén por la cual
pertenece al grupo de los radicales libres, aunque comparativamente con la
mayoria de ellos es muy estable, no dimeriza ni dismuta. Dentro de las céluias,
el oxido nifrico reacciona principalmente; con el O2 dando origen a
compuestos tales como el didéxido de nitrégeno (NO,), con anidn superdxido

originando peroxinitrito (ONOO'} y con metales¥ (Figural.ll).

2NO-+ 0; C——> 2NO:

NO- + Oz > ONOO- peroxinitrito

NO- + Fe! C——> NO-+ Fel
ONO- + Fe' (hemo) C——> Fe" (hemo)-NO- + NO*

NO-+RSH C——> RSNO +H

Figura I.11 Principales blancos de reaccién del éxido nitrico en
la célula.

Por lo tanto, ademas del oxigeno los principales blancos del NO son
grupos sulfhidrilos y proteinas con metales de transicidn en sus sitios activos o
alostéricos (por ej: hemoglobina, guanilato ciclasa, transferrina). Una de las
reacciones mds importantes del NO es la de nitrosilacion. Este tipo de
reacciones es generalmente de caracter reversible y se produce sobre aminas
y tioles y sobre el ADN generando deaminaciones. Por otro lado, el éxido
nifrico puede producir reacciones de oxidacién mds intensas, como
nitraciones, de cardcter imeversible,
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Sin embargo, estas reacciones no pueden llevarse a cabo directamente
por el NO, sino que se necesitan de la oxidacién previa del NO a NO2 0 N2Os,
compuestos con poderosa capacidad de oxidacion. La frecuencia de una u
otra reaccién depende de la concentracidn de NO. A bajas concentraciones
(menos de 1uM) el NO reacciona preferentemente con blancos bioldgicos,
como por ejemplo la guanilato ciclasa. A altas concentraciones se favorece la
formacién de N2Os, quien reacciona preferentemente con grupos tioles, y en
menor medida produce deaminaciones y nitrosilacion de aminas#'.

Las caracteristicas quimicas mencionadas hacen que el NO pueda
actuar como segundo mensgjero en vias de sefalizacidn celuvlar a
concentraciones compatibles con la vida celular y presentar alta toxicidad a

concentraciones elevadas.

1.1.2.1 Fuentes celulares

Bl 6xido nitrico se sintetiza enzimaticamente por 6xido nitrico sintetasas
(NOS) a partir de L-arginina, por oxidacién de uno de sus nitrégenos guanidinos
terminal. Ademds de L-arginina, es necesario la presencia de oxigeno
molecular y NADPH como cosustratos de reaccién y flavinas (FAD y FMN),
grupo hemo (Fe-protoporfirinas 1X), tetrahidrobiopterina (BH4) y calmodulina
(CaM) como cofactores. Como coproductos de la reaccién se generan L-
citrulina, NADP* y H0 (Figura1.12).

L-Argining + Oz + NADPH+H* >  Lcitruling + NO + NADP*

Figura I.12 Reaccidn catalizada por éxido nitrico sintetasas.

En mamiferos, se han aislado y purificado tres isoformas de NOS que
pueden ser clasificadas en 2 grupos: constitutivas (NOS | y NOS ll) activadas
por el complejo Ca/CaM e inducibles (NOS ll} insensibles a las variaciones de
calcio intracelular. La NOS | y NOS Ill 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 |l fue
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aislada por primera vez de macréfagos estimulados con interferén gamma y
lipopolisacdaridos. La principal diferencia entre las isoformas es la actividad in
situ42, Las enzimas constitutivas producen pequefias cantidades de NO durante
segundos a minutos (pmoles/min/mg prot). En general, el NO producido por la
NOS | actva como neurotransmisor mientras que el producido por la NOSI
actia como factor relgjante endotelial, regula la agregacién plaguetaria y
previene la adhesién leucocitaria. La NOS | se encuentra mayoritariamente en
cerebelo, corteza, endotelio del sistema nervioso central, gldndula adrenal,
células esqueléticas mientras que ia NOS Il se encuentra en plaguetas, células
endoteliales. El NO producido por la NOS Il ante una induccion, se genera en
grandes cantidades (nmol/min/mg proteina) y durante iargos periodos (horas
a dias). En este caso, el éxido nitrico producido tiene un rol principalmente
antibacteriano, antiparasitario, antiviral y antitumoral. La NOS |i esta presente
mayoritariamente en higado, pulmdn, macréfagos , PMNs, linfocitos T, células

de Kupffer y condrocitos.

1.1.2.2 Las especies reactivas del nitrdgeno y su vinculacién con el céncer

Existen numerosas evidencias que vinculan a las especies reactivas del

nitrégeno con los procesos de transformacién celular:

> Promotores tumorales modulan las concentraciones intracelulares de NO y la
actividad de NOS:

En la carcinogénesis quimica los niveles de mRNA de NOS 1143 y la actividad de
las NOS constitutivas# disminuyen durante la promocién.

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

El aumento de los niveles de éxido nitrico mediante tratamientos con dadores
de &xido nitrico, induccion de la actividad de NOS Il o transfeccién de distintos
tipos de NOS inhiben la proliferacién celular4s-47,

> Derivados del oxido nitrico tienen propiedades carcinogénicas*e:

Se ha demostrado la capacidad mutagénica del peroxinitrito, especie
reactiva del nitrdgeno con alta capacidad de reaccion inespecifica.

> Variacion de la expresidon de NOS en distintos tipos celulares normales, lineas

tumorales y tumores:
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Se ha descripto una expresion diferencial de NOS entre células diferenciadas y
en activa proliferacion. En células normales, se describié una mayor actividad
de NOS en células diferenciadas (neuronas, células diferenciadas de la
epidermis) con respecto a células en activa proliferacién (células basales de la
epidermis, de la cripta del intestino delgado, células hematopoyéticas vy
fibrobrastos hiperproliferativas) 4. Sin embargo, existen resuvltados controvertidos
con respecto al papel del NO en lineas tumorales y en tumores, se ha descripto
una disminucidn de la expresidn de NOS Il y de NOS lit en funcién de! grado de
malignidad en tumores de mama®3!' y un aumento de la actividad en diversos
tipos de tumoress235. Por otro lado, también existen resultados controvertidos
con respecto a las variaciones de la expresion de NOS en lineas celulares
tumoralessé57.

> Vias de transduccién de sefales relacionadas con la proliferacién celular
modifican los niveles intracelulares de NO y tratamientos con dadores de NO
modulan estas vias de senalizacién:

Se ha descripto que el factor de crecimiento epidérmico (EGF), y la
consecuente activacién de vias relacionadas con la proliferacidon celular
disminuyen los niveles de NO en queratinocitosss,

Por otro lado, pretratamiento con dadores de NO disminuyen la liberacion de
fosfoinositidos y calcio inducida por los factores de crecimiento epidéermico
(EGF), derivado de plaquetas (PDGF) y fibrobldstico (FGF)*. Ademds,
inhibidores de la NOS incrementan estos segundos mensajeros.

A pesar de todas las evidencias presentadas que muestran que las
especies reactivas del oxigeno y del nitrédgeno estdn relacionados con la

etiologia del cancer, no se conocen con precisidn los mecanismos de accion.



Objetivos I

1.1.3. Objetivos

1. Evaluar la participacion de las especies reactivas derivadas del oxigeno y
del nitrégeno en los mecanismos de proliferacion celular y transformacion

neopldsica.

2. Compensar las posibles alteraciones de los niveles de estas especies
oxidativas vinculadas con la transformacién celular con el objeto de inhibir la

proliferacion y controlar el crecimiento tumoral.
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Materiales y Métodos I

1.2.1 Modelos de estudio in vitro

1.2.1.1 Lineas celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares de origen epitelial: PB, CH72-T4, PDV,
PDVCS57, HBL-100 y MCF-7. Estas lineas difieren en caracteristicas fenotipicas
relacionadas con la malignidad celular y se estudiaron comparativamente

teniendo en cuenta su origen.

Lineas derivadas de epidermis de ratones de la cepa SENCAR (Sensibles al Cancer)

Las lineas celulares PB y CH72-T4 fueron gentimente donadas por el Dr. Claudio
Conti (M. D. Anderson Cancer Center, Universidad de Texas, USA) y por el Dr
Fernando Larcher (CIEMAT, Madrid, Espafa). Estas lineas se originaron a partir
de cultivos primarios de tumores experimentales originados en piel de ratones
de la cepa SENCAR. Estos tumores se generaron a partir de protocolos de
carcinogénesis quimica vtilizando 7,12-dimetilbenzoantraceno (DMBA) como
agente iniciador y tetradecanoilforbol acetato (TPA) como agente promotor.
La linea celular PB se origind a partir de cultivos primarios de papilomas, son
morfoldgicamente indistinguibles de los queratinocitos epidérmicos normales,
proliferan en medios de cultivo con concentraciones de CaClz del orden de
0.05 mM y conservan la capacidad de diferenciarse si la concentracién de
caicio del medio de cultivo se eleva a valores de 0.5 a 1,2 mM.

La linea celular CH72-T4 deriva de la linea celular CH72. Esta Ultima se originé a
partir de un cultivo primario de un carcinoma escamoso originado a partir de
protocolos de carcinogénesis quimica en ratones SENCAR. Posteriormente,
esta linea celular se traspasé cuatro veces por ratones atimicos, originandose
de este modo la linea celular CH72-T4. Estas células presentan diversidad de
forma y tamano, han perdido casi todos los marcadores epiteliales de
diferenciacién y muestran un 100% de tumorigenicidad y metdastasis
espontanea al ser inoculadas en ratones nude {(comunicacién personal del Dr.
Claudio Conti).
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Lineas derivadas de epidermis de ratones C57BL/6N

Las lineas celulares PDV y PDVC57 fueron gentimente donadas por el Dr.
Femando Larcher (CIEMAT, Madrid, Espana). La linea celular PDV se originé a
partir de cultivos primarios de queratinocitos epidérmicos aislados de la cepa
C57BL/6N tratados in vitro con el carcinbgeno DMBA vy la linea celular PDVCS57
deriva de un explanto de un tumor inducido por inoculacién de células PDV en
ratones singenéicos®'-42. Caracteristicas tales como la induccidén de tumores al
ser inoculadas en animales experimentales, el nUmero de copias del oncogen
ras mutado, la expresion del factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF), la expresidn de citoqueratinas asociadas a estados de indiferenciacion
celular aumentan de forma progresiva en la linea celular PDVCS57 con

respecto alalinea celular PDV#éi-63,

Lineas derivadas de epitelio mamario humano

Las lineas celulares HBL100 y MCF-7 fueron gentimente donadas por la Dra
Elena Rivera (Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, Argenting). Estas lineas
derivan de epitelio mamario humano. La linea celular HBL-100 proviene de
cultivo de leche mamaria de una mujer sanaé. Estas células presentan
marcadores que indican que su origen es de células epiteliales de la glandula
mamaria, presentan el antigeno SV40T y expresan normalmente la proteina
pS53. En pasagjes tempranos, no es capaz de generar colonias en agar blando ni
tumores al ser inoculadas en ratones nude¢. La linea celular MCF-7 proviene

de un carcinoma mamario y es tumorigénica al ser inoculada en ratones
nUdeGG.67.

Lineas celulares de diversos origenes

Se utilizaron oftras lineas celulares de diversos origenes tisulares y de diferentes
especies a fin de evaluar si los hallazgos descriptos en este trabajo de tesis son
representativos de un mecanismo general. Las lineas utilizadas fueron: MCA3D
[células epidémicas de ratdén no tumorigénicas), Vero (células epiteliales de
rindn de mono), F98 (células de glioblastoma de ratén, gentimente donadas
por el Dr. R. Barth), UMR106 (células de osteosarcoma de rata, gentimente
donadas por las Dras. S. B. Etcheverry y A.M. Cortizo) and PANC-1 (células de

carcinoma de pancreas humano).
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1.2.1.2 Condiciones de cultivo

Todas las lineas celulares crecieron a 37°C y 5% de COQOa2. Las lineas celulares
PDV, PDVCS7, CH72-T4 y MCA3D se cultivaron en medio Ham-F12 (Gibco), la
linea celular PB en medio S-MEM sin calcio (Gibco), las lineas celulares HBL-100,
MCF-7 y PANC-1 en medio RPMI 1640 (Gibco) y Ias lineas Vero, F98 y UMR106
en medio D-MEM (Gibco). Los medios se complementaron con 10% de suero
fetal bovino {FBS) y gentamicina 50 pg/mi. El calcio del suero adicionado al
medio S-MEM fue previamente quelado con una resina de intercambio ibnico
Chelex 100 (BioRad].

1.2.2 Caracterizacion de la proliferacion y de la tumorigenicidad de las lineas

celulares

Los tumores pueden ser clasificadas en dos grandes categoriases:

tumores benignos, Ias células poseen las caracteristicas histoldgicas fipicas del
tejido de origen, son bien diferenciados, crecen lentamente y estan separadas
del tejido nomal circundante por una cdpsula de tejido conectivo bien
definida.

tumores malignos: las células que lo forman poseen caracteristicas anormaies
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 tamano celvlar y nuclear, en el nOUmero de
cromosomas, en el nimero de mitosis, asi como también evidenciar la
presencia de aberraciones cromosdémicas y la aparicién de figuras mitdticas
anomales. Estos tumores no estdn delimitados por una cdpsula de tejido
conectivo bien definida.

Por otro lado, tambien existen criterios para la clasificacién de tumores en
grados de malignidad. Estos sistemas de clasificacién, tienden a medir el grado
de desdiferenciacion de las células que forman el tumor y estan basados en
criterios histoldgicos y citoldgicos. Los criterios histolégicos estdn relacionados
con modificaciones de la arquitectura normal del tejido asi como también en
cambios en la relacion normal entre las células y con respecto al estroma. Los
criterios citolégicos estan relacionados con cambios en el tamano de Ias

células, grado de hipercromatismo, nUmero de mitosis y cambios de la ploidia.
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Estos criterios por ejemplo, han sido tomados por Bloom y Richardsoné? para la
clasificacién de carcinomas mamarios en fres grados histoldgicos de
malignidad y también por Fisher’® quién ademas tiene en cuenta la atipia del
nucleo para la clasificacidon de los tumores. De este modo, los tumores se
pueden clasificar en grados de malignidad que se cormrelacionan con
caracteristicas histoldgicas definidas.

En el caso de las lineas celulares, existen ensayos que tienden a caracterizar el
comportamiento de las células y evaluar su grado de transformacién. Estos
ensayos comprenden bdsicamente: el ensayo clonogénico que evalua el
porcentaje de células que son capaces de proliferar, las curvas de
crecimiento para evaluar la tasa de duplicacidon de la linea celular, la
capacidad de crecimiento en agar blando para evaluar la capacidad de las
células de crecer independientemente del anclagje a un sustrato y la
capacidad de generar tumores al ser inoculadas en animales experimentailes.
También existen ensayos que tienden a evaluar la capacidad de migracion
celular como las cdmaras Transwell 0 ensayos que evaluan la capacidad de
invasion 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 1X103 células de cada linea celular en placas de 60 mm de
diametro. Al cabo de 10 dias las células se fijaron con metanol:acético (3:1) y
se tineron con violeta cristal 0.5 % en metanol 25 %. Se contaron las colonias

con mas de 50 células.

1.2.2.2 Curvas de crecimiento

Todas las lineas celulares se sembraron a una densidad de 5X104 células en
placas de 35 mm de didmetro. Las células se contaron cada 24 hs, durante 94
hs. En las curvas de crecimiento, los datos se expresaron como: (N°células dia
x) — (N° células dia 0)/(N° células dia 0), considerando dia 0 como el nimero
de células que habia a las 24 hs de la siembra. Para determinar el tiempo de

duplicacion (TD), se utilizd 1a ecuacion Ny = No (2 1), siendo Ni el nOmero final de
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células, No el nUmero inicial de células, t el tiempo de duracidn del cultivo y f la

frecuencia de duplicacién por unidad de tiempo. TD se calculdé como TD= 1/f.

1.2.2.3 Ensayo de formacion de colonias en agar blando

Se utilizd la técnica descripta por Hamburger y Saimon’!. Esta técnica evalia la
capacidad de la célula de crecer en forma independiente de anclgje.
Consiste en utilizar una doble capa de agar, una capa inferior al 0.5%, y una
capa superior de agar biando al 0.3% conteniendo ias células. Brevemente, se
agregd un volumen de 4 ml mezclando partes iguales de medio de cultivo 2X y
agar base 1% en placas de 60 mm de didmetro. Una vez solidificada la capa
inferior se agregd Ia capa superior, mezclando un tercio de agar base 1%, un
tercio de medio 2X y un tercio de medio de cultivo conteniendo 105 células.
Las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO:2 durante 2 semanas. Se contaron
las colonias conteniendo mdas de 40 células en un microscopio de contraste de
fase.

1.2.2.4 Test de tumorigenicidad

Se evalud la capacidad tumorigénica de las diferentes lineas celulares en
ratones nude. Para redlizar este ensayo con las lineas PB, CH72-T4, PDV vy
PDVCS7, se inyectaron 10¢ células en forma subcutdnea en ambos lados de la
zona dorsal interescapular de cada ratén. Para las lineas HBL-100 y MCF-7, se
inyectaron 5 x 106 células a ambos lados por debagjo de cada mama inguinal,
en animales suplementados con estrogenos en forma de pellets de 17p-
estradiol colocados subcutGneamente en la regién interescapular al mismo
tiempo que la inoculacion de las células. Se obtuvieron datos relativos al

tiempo de latencia y numero de tumores/sitio de inyeccién.
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1.2.3 Evaluacién del sistema antioxidante y de la produccién de especies

reactivas del oxigeno y el nitrégeno en las lineas celulares

1.2.3.1 Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

1.2.3.1.1 Obtencion de las muestras

Las lineas celulares fueron crecidas hasta alcanzar el 80% de confluencia. Se
realizaron dos lavados con buffer fosfato en solucidén salina (PBS) y se
levantaron mediante raspado en frio en 1 ml de buffer fosfato 50 mM, pH 7.8.
La ruptura celular se realizd mediante congelado a -80 °C y descongelado. Las
muestras se centrifugaron a 2x104 g a 4°C durante 10 min. Se separd el
sobrenadante y se determind su concentracién proteica por la técnica de
Lowry. Las muestras se conservaron a -80°C hasta la determinacién bioquimica

de las actividades enzimaticas.

1.2.3.1.2 Determinacion de actividades enzimdticas
Superdxida dimutasa: se utilizd la técnica descripta por Beauchamp y Fridovich?2,

Esta técnica detecta indirectamente la actividad de superdxido dismutasa y
estd basada en la capacidad que tiene el anidn superdxido de reducir al
nitroblue tetrazolium (NBT). El NBT es una sal de tetrazolium de color amarilio
que ser reduce en presencia del anion superdoxido generando diformazana, un
compuesto de color azul, insoluble en agua que se puede detectar
espectrofotométricamente a 560 nm. La generacidn de diformazana a partir
de la reduccidn del NBT por anion superdxido puede ser inhibida
competitivamente por la superdoxido dismutasa que utiliza el anidn superdxido
como sustrato. Por lo tanto, el agregado de una muestra conteniendo SOD a
una mezcla de reaccidén con NBT y un sistema generador de anidn superdxido
producird una disminucion de la intensidad de color azul. Las medidas se
realizaron utilizando una mezcla de reaccidn conteniendo xantina 0,125 mM y
xantina oxidasa (Sigma) 0,1 U/ml (capaz de producir un cambio de
absorbancia de 0,02/min a 560 nm) como sistema generador de anidn
superdxido, NBT 70uM y catalasa 1,25 U/mi (para eliminar el perdxido de
hidrbgeno que se genera en el sistema). El volumen final de cada

determinacion fue de 800 ul de buffer fosfato 50 mM, pH7.8. Se agregaron
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distintos volimenes de los extractos celulares y se llevaron a un volumen final
de 1 ml con buffer fosfato. La reaccidn se inicié con el agregado de Ia xantina
oxidasa. Las medidas de absorbancia se tomaron durante 10 min. Se calculd la
pendiente para cada curva de absorbancia a partir de la regresion lineal de
los datos obtenidos a partir de 10s 5 minutos de iniciada la reaccién. Se calculd
el porcentaje de inhibicion para cada uno de los volomenes de la muestra
como porcentgje de la inhibicidn maxima obtenida en el blanco de reaccién.
Se construyé una curva de porcentaje de inhibicion en funcion de la
concentracidn de proteinas. Esta curva se gjusté a una curva hiperbdlica
vtilizando el programa SIGMA PLOT. Los resultados se expresaron en unidades
enzimaticas/mg proteinas (U/mg), definiéndose como 1 unidad enzimdtica a
la cantidad de enzima capaz de inhibir en un 50% la reduccidon del NBT.

Catalasa: se utilizd la técnica descripta por Nelson y Kiesow?3, La actividad de

catalasa se determind espectrofotométricamente midiendo la velocidad de
descomposicidon de H202 a 240 nm . Se utilizd una mezcla de reaccién formada
por buffer fosfato 50 mM, pH 7,8, H2O2 15 mM. La reaccidn se inicié con el
agregado de los extractos celulares. Las actividades enzimaticas se calcularon
a partir de las pendientes obtenidas por regresidon lineal Se midieron varios
volimenes para cada muestra y se obtuvieron valores promedios. Los
resultados se expresaron en unidades enzimdticas/mg proteinas (U/mg).
definiéndose como una unidad enzimdatica a la cantidad de enzima capaz de
producir la desaparicion de 1 ymol de H:O2/min a 25 °C. Se considerd un

coeficiente de extincion molar de 43.6 M-' cm-!.

Glutation peroxidasa: se evalud indirectamente mediante la determinaciéon

espectrofotométrica de la velocidad de desaparicién de NADPH a 340 nm en
un sistema acoplado conteniendo glutatidn y glutatidon reductasa’4, enzima
capaz de reducir el glutatién utilizando NADPH como dador de electrones.
La glutatidn peroxidasa reduce el perdxido de hidrégeno utilizando glutatidn
como dador de electrones, en este caso se utilizd el hidroperdxido de ter-butilo
como sustrato de esta reaccidn. Se siguid el siguiente protocolo: a 900 ul de
una mezcla de reaccién conteniendo buffer fosfato de potasio 50 mM, pH 7.6,
0.5 mM EDTA, 0,16 mM NADPH, 0,25 mM GSH y 1U/ml giutatidén reductasa, se
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agregaron distintos volimenes de cada muestra como fuente de glutation
peroxidasa. Se llevd a un volumen final de 1 mi con buffer. La reaccidn se inicid
con el agregado de 10 ul de hidroperoxido de ter-butilo (0,25 mM). Se tomaron
los valores de absorbancia durante los tres primeros minutos de la reaccién y se
calcularon las pendientes de las curvas por regresion lineal. Los resuitados se
expresaron en unidades enzimaticas/mg proteinas, definiendose como |1
unidad enzimdatica a la cantidad de enzima capaz de producir la desaparicion
de 1 nmol de NADPH/min, Se considerd un coeficiente de extincidn molar de
6.22 MM cm-.

1.2.3.2 Determinacion de la producion de perdxido de hidrégeno

La tasa de produccidén de perdoxido de hidrégeno se determind mediante el
método escopoletina / peroxidasa de rdbano (HPO) adaptado para células
tumorales’s. La escopoletina (7-hydroxy-6-methoxicoumarin) fluoresce a 460 nm
cuando es escitada con una longitud de onda entre 350 y 400 nm. En
presencia de H:02 y HPO se oxida dando origen a un producto no
fluorescente. La escopoletina fluoresce con una intensidad directamente
proporcional a su concentracién, por lo tanto la caida de la fluorescencia
durante la oxidacidn por la HPO es proporcional al aumento de la
concentracién de H202 en el medio. Se cultivaron células en placas de cultivo
de 35 mm durante 24 hs, las células se lavaron con PBS y se incubaron con 1 ml
de medio de cultivo sin rojo fenol, 1 U de HPO y una concentracion final de
escopoletina de 65 uM. La intensidad de fluorescencia se medid alas2 hs y a
las 4 hs de incubacién en un espectrofluordmetro a 360 nm de excitacion y 460
nm de emision.

1.2.3.3 Determinacién de la produccién de anién superéxido’®

Las céluias crecidas durante 48 hs se incubaron con NBT al 0.1% durante dos
horas. Se retiré el medio de cultivo, luego de varios lavados se fijaron con
metanol. A fin de posibilitar la disolucidn completa de la sal de diformazana se
agregd 250 W de KOH 2M y 750 ul de dimetilsulféxido (DMSO). Se determiné la
absorbancia a 630 nm y las medidas se expresaron en funcién del niUmero de
céiulas.
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1.2.3.4 Evaluacion de las especies reactivas del nitrdgeno

Determinacion de la produccién de nitritos

La concentracion de nitritos del medio se determiné utilizando el reactivo de
Griess (sulfanilamida 1% en HCL 1IN y N-(1-naftiljetiendiamina 0.02 %)77. Se
determind la absorbancia espectrofotométricamente a 540 nm.

1.2.4 Modulaclién de la produccién de peréxido de hidrégeno y evaluacion de

la proliferacion celvlar.

1.2.4.1 Tratamientos con catalasa

Se sembraron 5x104 células en cdpsulas de cultivo de 35 mm de diGmetro.
A las 24 hs de crecimiento, las células se incubaron con 0, 250, 500, 750, 1000 U
de catalasa/ml. Se determind la proliferacidn celular para cada condicidon y se

expresd como porcentaje del control (0 U de catalasa/mi).

1.2.4.2 Evaluacion de proliferacion

Se evalud la proliferacién mediante |0s siguientes ensayos:

Ensayo de MTT. El MTT (bromuro de 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl}-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium) es una sal de tetrazolium cuya reduccidén origina un
producto colorimétrico que se puede detectar espectrofotometricamente a
555 nm78, Esta reduccidn estd dada por productos del metabolismo oxidativo

celular y es una medida indirecta del nimero de células.

Conteo celular. Se contdé el nimero de células vivas en una cdmara de

Neubauer. Se expresé la inhibicidn de la proliferacion como porcentaje relativo

de crecimiento para cada dosis con respecto al control (dosis 0).

Determinacién inmunohistoquimica de la incorporacion de bromodeoxiuridina™.

Se sembraron 25X103 células en Labtec (Nunc) desmontables de 4 pocillos.
Luego de 48 hs de crecimiento se incubaron con bromodeoxiuridina (BrdU) 20
KM durante 2 hs. Las células se fijaron con metanol:acético (3:1) durante 10 min

y posteriormente se incubaron en formamida (Sigmajal 70 % durante 2hs a
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65°C. Los preparados se lavaron 2 veces con PBS durante 5 min. Luego se
incubaron 1 hora a 37 °C con el primer anticuerpo contra bromodeoxiuridina
(Sigma) diluido 1:100. Posteriormente, se realizaron dos lavados de 5 minutos y
se incubd con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (dilucién 1:100)
durante 1 hora a 37° C. Se redlizaron dos lavados de 5 minutos con PBS y se
reveld con H202 y diaminobenzidina (DAB). Los resultados se expresaron como

porcentqaje de células positivas.

1.2.4.3 Determinacién de los niveles de peréxido de hidrégeno en funcién de la
concentracion de catalasa en el medio extracelular

A fin de evaluar si existe comelacion entre la concentracidon de catalasa
vlilizada en los distintos tratamientos y los niveles de H.02 en el medio
extracelular, se utilizd la técnica de escopoletina / HPO descripta’s, con
algunas modificaciones. Se sembraron 2x104 células de las lineas celulares HBL-
100 y MCF-7 en cdpsulas de 35 mm de didmetro y a las 24 hs de la siembra se
le agregaron conjuntamente las diferentes concentraciones de 250, 500, 750,
1000 U de catalasa/ml, escopoletina a una concentracién final de 100 uyM y 0.5
U/ml de peroxidasa de rdbano. Se readlizaron blancos en las mismas
condiciones pero en ausencia de peroxidasa de rdbano. La caida de

fluorescencia se determiné luego de 24 hs de tratamiento.

1.2.4.4 Recuperacion de los tratamientos con catalasa

A fin de determinar posibles efectos tdxicos de los tratamientos con catalasa
se evalud la capacidad de recuperacidn de las células luego de los
tratamientos. Se sembraron 25X103 células/pocilio en placas de 24 pocillos. A
las 24 hs de la siembra, las células se trataron con 500 y 1000 U de catalasa/ml.
Se evalud la proliferacidén mediante la técnica de MTT luego de un tiempo
equivalente al tiempo de duplicacién de cada linea celular. Placas tratadas
en las mismas condiciones continuaron su crecimiento luego de la extraccién
del medio, un lavado con PBS y el agregado de medio fresco sin catalasa. Se
evalud la recuperacidon de las células en estas placas mediante el ensayo de
MTT luego de un tiempo equivalente al tiempo de duplicacién de cada linea

celular.
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1.2.4.5 Evaluacién de apoptosis

Se evaluo mediante las técnicas de tincion con Hoechst® y electroforesis en
gel de agarosa (DNA laddering)®. Como control positivo se utilizaron células
tratadas con genisteina 100 uM.

1.2.5 Modelos de estudio in vivo

Animales

Se utilizaron hembras de ratones nude y de ratones SENCAR. Los ratones nude?!
son atimicos congénitamente, por lo tanto carecen de linfocitos T y son
incapaces de rechazar aloinjertos asi como también indculos de células
tumorales. La cepa de ratones SENCAR®2 fye originalmente desarrollada por
cruza de hembras de la cepa CD-1 con machos Rockland variedad STS (skin
tumor susceptible). Esta variedad fue desarrollada por seleccidn artificial de
ratones con mayor susceptibilidad a la induccién de tumores mediante un
protocolo de iniciacidn - promocién, durante ocho generaciones. Los
animales fueron criados en el bioterio de la Comisidn Nacional de Energia
Atdmica, donde fueron alojados en un ambiente controlado de humedad vy
temperaturq, con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y recibiendo agua vy
alimentos ad libitum.

1.2.6 Modulacion de los niveles de perdxido de hidrégeno in vivo y evaluacién

del crecimiento tumoral

1.2.6.1 Experimento con ratones nude

Un total de 60 ratones fueron inoculados subcutGneamente en ambos lados
de la zona dorsal con 1 x 10¢ células de la linea celular CH72-T4. Al cabo de
5 dias los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales: a) animales
tratados con catalasa, b) controles tratados con catalasa inactivada y ¢
controles con PBS. Los animales del grupo (a) fueron inyectados en forma
subcutdnea en la proximidad del tumor con una solucidén de catalasa en
PBS (dosis final: 1 mg de catalasa/gramo de peso). Los animales controles

del grupo (b) fueron inyectados con catalasa inactivada con calor (3min en
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bafio de agua hirviendo) y los del grupo (c) con el vehiculo (PBS). Se
tomaron medidas del crecimiento del tumor cada 3 dias aproximadamente,
durante un total de 15 dias. El volumen tumoral se determind usando la
ecuacion de un elipsoide: V=4/3n. Dm /2 (Dm / 2) 2, siendo Dm el didmetro
mayor y Dm el diGmetro menor. El crecimiento de cada tumor se referid al

tamano que presentaba al dia 0 del tratamiento.

1.2.6.2 Experimento con ratones SENCAR

Se prepararon los ratones hembras de la cepa SENCAR para el protocolo de
carcinogénesis quimica, afeitdndoles el dorso con una rasuradora quirdrgica
dos dias antes de la iniciacidon del protocolo. Sélo los ratones que se
encontraban en la fase de descanso del ciclo de los foliculos pilosos fueron
utilizados. La iniciacion se realizd mediante una Unica aplicacién topica de
una solucién de DMBA (20 nmoles en 0,2 ml de acetona pura). Luego de 10
dias de la iniciacidn se prosiguid con la promocidn mediante la topicacion
con TPA (3,25 nmoles en 0,2 ml de acetona pura) dos veces por semana
durante 16 semanas. A las 12 semanas, tiempo de aparicidon de los primeros
tumores, los animales fueron divididos en 3 grupos experimentales con un
total de 20 animales por grupo: (q) tratados con catalasa, {b) controles con
catalasa inactivada y (c) controles con PBS. En el grupo (a) se comenzd la
inyeccion de catalasa tres veces por semana (Img/ gramo de peso del
ratén) en dias alternados con los tratamientos de promocién y en los
controles (b) con catalasa inactivada y (c) con PBS. Se siguid el crecimiento
de los tumores una vez por semana. El volumen tumoral se determind
usando la ecuacidn de un elipsoide V=4/3r. Du /2 (Dm /2)2, siendo Du el
didmetro mayor y Dm el didmetro menor. El crecimiento se refirid al tamano
que presentaban los tumores al dia 0 del tratamiento. El tratamiento con
catalasa se lievd a cabo durante 30 dias, luego de los cuales los animales
fueron sacrificados.
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1.2.7 Transfeccién del cDNA de la catalasa humana en las células MCF-7%

1.2.7.1 Subclonado del cDNA de la catalasa humana en un vector de expresion
en células eucariotas.

El vector LK440 conteniendo el cDNA de la catalasa humana fue gentimente
donado por el Dr. Y.S. Ho (Institute of Chemical Toxicology, Wayne State
University, Detroit, USA). EIl cDNA de la catalasa humana se encontraba
clonado en el sitio de restriccion Sall del plasmido LK440. Este inserto fue
liberado luego de la digestion con esta enzima (1l de enzima de restriccion
Sal | (Roche), 1ug de ADN en un volumen final de 20 pl de buffer TE, pH 8
durante 1 hora a 37°C). Se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1%
en TE y conteniendo bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Se obtuvo una banda de
1,8 Kb que se comresponde con el tamano del cDNA de la catalasa humana.
Se realizaron varios ensayos de restriccidn a fin de verificar la integridad del
cDNA.

Transformacion de bacterias competentes

Se transformaron bacterias competentes de la cepa DHS5a mediante el
siguiente protocolo: a 100 ul de bacterias competentes (108 céiulas/ml, ODgoo =
0.4 en lo fase de crecimiento exponencial) se le agregaron 50 ng de ADN
(LKK40 conteniendo el cDNA de la catalasa humana). Las bacterias se dejaron
30 min en hielo, luego 1.5 minutos a 42°C y finaimente se dejaron nuevamente
10 min en hielo. Se anadieron 900 ul de LB bajo mechero y se incubaron 1 hora
a 37°C y 1000 rpm de agitacidn  Posteriormente las bacterias fueron
centrifugadas y resuspendidas en 100 ul de LB y finalmente se sembraron en
placas preparadas con agar-LBA, ampicilina (100ug/ml). Las placas fueron
incubadas durante toda la noche a 37 °C.

Seleccidn de los clones positivos y obtencion del cDNA de la catalasa humana.

Se seleccionaron 12 clones y se crecieron en 3 ml medio LB ampicilina
(100pg/ml) durante toda la noche. Se qisid el ADN mediante el siguiendo
protocolo: se centrifugaron 1.5 mi del cultivo de bacterias 5 min a 6000 rpm., Los
pellet se resuspendieron en 100 pl de la solucidn | (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM
pH8, Tris 25 mM pH 8), se dejaron reposar 5 min a TA, y posteriormente se
anadieron 200 ui de solucién Il (10% de NaOH 2 M y 10% SDS 10X). Las muestras

se agitaron manualimente y luego se anadieron 150 uyl de la solucion
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(acetato de potasio 3 M, pH 4,8). Las muestras se agitaron nuevamente
manualmente y se centrifugaron a 12000 rom durante 5 min. Posteriormente se
recogieron los sobrenadantes y se le agregaron 200 yl de fenol y 200 pl de
cloroformo:isoamilico 24:1 y se centrifugaron § min a 13000 rpm. Se extrajeron
los sobrenadantes y se agregé 1 ml de etanol 100% frio para precipitar el ADN.
Se centrifugd nuevamente y se hicieron 3 lavados con etanol 70%. Se secaron
los restos de etanol a 37 °C, ias muestras se resuspendieron en 30 ul de buffer TE
1X y se incubaron con RNAasa ( 0,5 ug/ ul) durante 30 min a 37 °C. Se realizaron
ensayos de restriccidon con la enzima Sal | como se explicd anteriormente y se
selecciond uno de los clones conteniendo el inserto de 1,8 Kb. Se realizé un
cultivo del clon seleccionado en medio LB-ampicilina durante toda la noche y
se extragjo el ADN de un cultivo de 250 mi (Plasmid-Maxikit (25), GIAGEN]}. Se
corrieron aproximadamente 5 yg de ADN en un gel de agarosa 1 % y se
purificd la banda comrrespondiende a 1,8 Kb (DNA and Gel Band Purification kit,
Amersham Pharmacia, Biotechj.

Subclonado del vector de expresién eucariota

Se eligié el vector pBABE (5,1 Kb) para subclonar el cDNA de la catalasa
humana a fin de poder expresario en células eucariotas. El vector fue digerido
con Sal |, y desfosforiiado para evitar la religacidén de los extremos protruyentes
del vector (1 hora a 37 °C en presencia de 0.2 U de fosfatasa alcalina de
intestino de cabra (CIP) (Roche)). Posteriormente se realizd una electroforesis
en un gel de agarosa al 1% y se «qisld y purificd la banda correspondiente al
tamano de dicho vector (DNA and Gel Band Purification kit, Amersham
Pharmacia, Biotech). Posteriormente se ligd el cDNA de la catalasa humana
purificado con el vector pBABE mediante el siguiente protocolo: se incubd el
cDNA de ia catalasa junto al vector pBABE en una relacién de 3:1 en
presencia de 1 U de la enzima T4 DNA ligasa (Roche) durante toda la noche a
16 °C. Se tfransformaron bacterias con el producto de ligado y se aislaron 12
clones de los cuales se extrajo el ADN mediante los protocolos descriptos
anteriormente. Se hicieron mapas de restriccion para evaluar la
direccionalidad de la insercidon de los clones positivos y se seleccionaron

aquellos conteniendo el cDNA de la catalasa sentido y antisentido.
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1.2.7.2 Transfeccién y seleccién de las células MCF-7

Se transfectaron células MCF-7 con vectores retrovirales conteniendo el cDNA
de la catalasa humana y el cDNA antisentido. La transfeccién se realizd
mediante el uso de lipidos catidnicos (LIPOFECTAMINE 2000, GIBCO).
Previamente se intentd la transfeccidon por precipitacion con fosfato de calcio
pero no fue exitosa. Las células MCF-7 crecidas al 90 % de confluencias fueron
transfectadas de la siguiente manera: se disolvieron 5 ug del vector retroviral
conteniendo el inserto y 10 pl de LIPOFECTAMINE 2000 en 500 ul de medio de
cultivo sin FBS. La preparacién se dejd reposar durante 20 min para permitir la
formacidn de complejos de ADN con los lipidos catidnicos, que luego se
agregd suavemente sobre las céluias. Se adicionaron 2 mi de medio de cultivo
complementado con 10% FBS, se dejo reposar durante 4 hs @ 37 °C y §% CO2 y
finaimente se agregaron 3 ml de medio de cultivo complementado. Las
células fueron sometidas a presidon de seleccidn con el antibidtico geneticina
G418 (0.5 mg/ml) a la 48 hs. La concentracidn de antibidtico se aumentd
gradualmente (incrementos de 0,1 mg/mi por semana) hasta liegar 0,7 mg/ mil.
Se seleccionaron clones estables de las células transfectadas con el cDNA de

la catalasa y el cDNA antisentido.

1.2.7.3 Determinacién de la actividad de catalasa en las células transfectadas

Se determiné la actividad de catalasa como se describidé anteriormente .

1.2.7.4 Caracterizacion de las células tranfectadas

A fin de caracterizar las células transfectadas con el cDNA sentido y
antisentido de la catalasa humana se realizaron ensayos clonogénicos, curvas
de crecimiento, determinacién de incorporacién de bromodeoxiuriding, y
ensayos de crecimiento de colonias en agar blando como se describid
anteriormente.
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1.2.8 Estudio de los posibles mecanismos Involucrados en la Inhibiclén de la

proliferacién mediante el secuestro de peréxido de hidrégeno

Dado que existen evidencias experimentales de que el éxido nifrico tiene
capacidad citostatica, en este trabagjo de tesis se lo ha postulado como
posible via involucrada en la inhibicién de la proliferacion celular mediada por
el secuestro de perdxido de hidrogeno. Con este fin, se evalio si existen
variaciones en la produccion de &oxido nitrico mediante la determinacion
indirecta de la produccidén de nitritos en células tratadas con catalasa.

Por otro lado, se analizd la posible reversion de la inhibicidn de la proliferacidn
mediada por catalasa mediante la incubacién simultGnea de las células con
catalasa y con un inhibidor de la NOS: L-NG-nitroarginina metil ester (L-NAME)
por un lado y con un inhibidor de la guanilato ciclasa: 1H-(1,2,4)oxodiazolo(4,3-

ajquinoxalin-1-ona (ODQ) por ofro.

1.2.8.1 Determinacion de la produccién de nitritos en células tratadas con
catalasa.

.Se sembraron todas ias lineas celulares a una densidad de 25X104 células en
placas de 35 mm. A las 24 hs de crecimiento, se cambi6 el medio de cultivo
por medio sin rojo fenol y se adicionaron 1000 U de catalasa/ml. Al cabo de 48

hs. se evalud la produccidn de nitritos mediante la técnica previamente
descripta.

1.2.8.2 Experimentos de inhibicién de la NOS

Se sembraron 25X104 células de todas las lineas celulares en cdpsulas de 35
mm. A las 24 hs, se cambid el medio de cultivo y las células se incubaron con
CAT(1000-U/ml} y concentraciones crecientes del inhibidor de la NOS, L-NAME
(0.01, 0.1, 0.5 y 1 mM). Se evalud la proliferacidn a las 24 hs mediante conteo
de células.

1.2.8.3 Experimentos de inhibicion de la guanilato ciclasa

Se sembraron 25X104 células de todas las lineas celulares en cdpsulas de 35
mm. A Ias 24 hs, se cambid el medio de cultivo y las células se incubaron con

CAT (1000 U/ml) y concentraciones crecientes del inhibidor de la guaniato
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ciclasa, ODQ (0.5, 1 y 5 uM). Se evalud la proliferacion a las 24 hs mediante

conteo de células.

1.2.8.4. Determinacion de la produccion de nitritos y de la proliferacion en
presencia de L-NAME y de ODQ en las células transfectadas con el cDNA de la
catalasa humana

Se sembraron 25X104 células de los clones transfectadas con el cDNA de la
catalasa humana (clon 2) y con el cDNA antisentido (clon 12) en cdpsulas de
35 mm. A las 24 hs de crecimiento, se cambid el medio de cultivo por medio sin
rojo fenal y se las incubé con 0.01, 0.1, 05y 1 mM de LLNAMEycon 0,5, 1y §
UM de ODQ. Las células se incubaron durante 48hs, luego de las cuadles se
determind la produccidén de nitritos y se evalud la proliferacion celular por

conteo tal como se explicé anteriormente.

1.2.9 Andlisis estadistico
Todos los datos se presentan como la media + sd. Los andlisis estadisticos
fueron realizados utilizando andlisis de varianza (ANOVA). Las diferencias

fueron consideradas significativas para p < 0.01.
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Resultados T

1.3.1 Caracterizacion de la proliferacion y la malignidad de las lineas celulares

En primer lugar en este trabagjo, se caracterizaron las lineas celulares
utilizadas como modelo de estudio. A pesar de Ias sucesivas transformaciones
que sufre una célula creciendo in vitro, y la pérdida de muchas de las
caracteristicas genéticas originales es importante destacar la importancia del
“background" genético al comparar las lineas celulares. Cabe sendlar
entonces, que se tuvo en cuenta el tejido y organismo de origen de las lineas
celulares en las comparaciones. Se caracterizd la tasa de crecimiento, la
capacidad de formar colonias, la capacidad de crecer independientemente
del sustrato y de generar tumores al ser inoculadas en ratones atimicos, a fin
de verificar la existencia de diferencias en el grado de malignidad entre las
lineas celulares.

1.3.1.1 Curvas de crecimiento

Se evaluaron las curvas de crecimiento para las lineas celulares utilizadas en
este trabaqjo. Las lineas PB y CH72-T4 difieren significativamente en su tasa de
duplicacién. La linea celular PB posee un tiempo de duplicacién de 35 hs,
mientras que el de la linea celular CH72-T4 es de 15 hs. Las lineas celulares PDV
y PDVCS57 no difieren en su tasa de proliferaciéon, ambas poseen un tiempo de
duplicacion de 18,6 hs. Las lineas HBL-100 y MCF-7 difieren significativamente
en su tasa de duplicacién, teniendo la linea HBL-100 un tiempo de duplicacion
de 30 hs y la linea MCF-7 un tiempo de 25 hs (Figura 1.13}.
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Figura I.13 Curvas de crecimiento de las lineas celulares PB y CH72-T4 (A), PDV y
PDVC57 (B), HBL-100 y MCF-7 (C).
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1.3.1.2 Ensayo clonogénico y formacién de colonias en agar blando

Se evalud la capacidad de formar colonias mediante el ensayo clonogénico y
la capacidad de crecimiento independiente del anclaje a un sustrato
mediante el ensayo de formacidon de colonias en agar blando. Las lineas PB y
CH72-T4 mostraron diferencias significativas en ambos ensayos. Las lineas PDV y
PDVCS57 mostraron diferencias significativas sélo en el ensayo de formacién de
colonias en agar blando. Las lineas HBL-100 y MCF-7 mostraron diferencias

significativas en ambos ensayos (Tabla l.1).

Linea Ensayo clonogénico Colonias en agar blando
celular (colonias formadas/10° (colonias formadas/10*
¢élulas sembradas) células sembradas)
PB 10+2 0
CH72-T4 350 +23 52+5
POV 380+35 23+05
PDVC57 401 + 21 225+ 3
HBL-100 90 +17 92+2
MCF-7 180 + 20 656+ 5

Tabla I.1. Ensayo clonogénico y formacién de colonias en agar blando de las lineas
celulares PB,CH72-T4, PDV, PDVC57, HBL-100 y MCF-7.

1.3.1.3 Caracterizacién de la capacidad tumorigénica

Se evalvo la capacidad tumorigénica de las lineas celulares mediante la
inoculacion en ratones atimicos. Se observaron diferencias entre las lineas
celulares CH72-T4 y la linea PB. Los resultados mostraron que la linea CH72-T4
tiene una alta capacidad tumorigénica con un tiempo de latencia de 6 dias y
un 100% de tumorigenicidad. La linea PB presentd un tiempo de latencia de 50
dias y una tumorigenicidad del 50 % de incidencia. Las lineas celulares PDV vy
PDVCS7 difirieron 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 fiempo de latencia fue 30 y 20 dias para la linea PDV y PDVCS7
respectivamente. En la linea PDV se observd la aparicién de 8 tumores sobre
un total de 14 sitios de inoculacién mientras que para la linea PDV se observd
la aparicidon de 12 tumores sobre 12 sitios de inoculacién. Con respecto al par
de lineas humanas, la linea MCF-7 mostrd un 62% de tumorigenicidad
observandose la aparicién de 5 tumores sobre 8 sitios de inoculacién, con un
tiempo de latencia de 45 dias mientras que la linea HBL-100 no desarrolld
tumores hasta los 3 meses, tiempo durante el cual fue seguido el experimento
(Tabla 1.2). Estos datos de tumorigenicidad coinciden con los datos

bibliograficos mencionados en materiales y métodos.

Linea Tiempo hasta la aparicién de Numero de tumores/

celular tumores de 50mm’ (dias) Sitios de inyeccién
PB 50 4/8
CH72-T4 6 8/8
PDV 30 8/14
PDVCS7 21 12/12
HBL-100 - 0/8
MCF-7 45 5/8

Tabla I.2 Capacidad tumorigénica de las lineas celulares PB, CH72-T4, PDV, PDVC57,
HBL-100 y MCF-7.
Estos resultados mostraron que existen diferencias fenotipicas 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 Caracterizacion del sistema antioxidante y de la produccion de especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno en lineas celulares con diferente grado

de malignidad

1.3.2.1 Evaluacion de los niveles de enzimas antioxidantes

1.3.2.1.1 Evaluacién de enzimas antioxidantes en las lineas celulares PB, CH72-
T4, PDV, PDVC57. Antecedentes experimentales

En estudios preliminares, realzados durante el frabgjo de seminario de
licenciaturq, se evaluaron los niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y
GPx en las lineas celulares PB, CH72-T4, PDV y PDVCS7 derivadas de epidermis
de ratdén. En ambas series comparativas (PB/CH72-T4 y PDV/PDVCS7), se
observé un aumento de la actividad de SOD y una disminucidn de los niveles
de enzimas encargadas de la disipacion del perdxido de hidréogeno. Esto
Ultimo genera un desbalance enzimatico entre los niveles de SOD y de las
enzimas detoxificadoras de H202 que aumenta en funcién de la malignidad
celular (Tabla 1.3).

) Sob CAT 6PX
Linea celular (U/mg prot) | (U/mg prot) | (U/mg prot) SOD/ CAT | SObD/ 6PX
Cultivo primario
SENCAR 28+ 1 18+34 | 605:25 155 0.46
PB 52:24 | 16:19 | 49:25 325 1,06
CHTZT4 102+27 | 69:13 | 78:04 14,7 13
Cultivo primario
CBTBL/eN 61:54 | 17:98 | 465:45 358 131
POV 115295 | 18+05 | 10+0.01 63 15
PDVCS7 220+26 | 27+02 | 6213 81 355

Tabla I.3 Niveles de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx de las lineas celulares PB,
CH72T4,PDVy PDVC57

Los datos representan la media * sd de por lo menos 3 experimentos con n = 3 por
experimento.
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Estos resultados sugieren la participacidon del H20. en el proceso de
transformacién maligna vy sirvieron de base para generar las hipdtesis que

llevaron al desarrollo de este trabajo de tesis doctoral.

1.3.2.1.2 Evaluacion de enzimas antioxidantes en las lineas celulares HBL-100

y MCF-7.

En concordancia con los resultados preliminares obtenidos en las células
epiteliales de ratén (Tabla 1.3), se observé un aumento de actividad de SOD en
la linea celular tumorigénica MCF-7 con respecto a la linea celular no
tumorigénica HBL-100. Con respecto a las enzimas disipadoras de perdxido de
hidrégeno, CAT y GPx, disminuyeron sus niveles de actividad en las células
tumorigénicas MCF-7 con respecto a las células no tumorigénicas HBL-100. El
aumento de los niveles de SOD y la disminucion de los niveles de CAT y GPx
genera un desbalance enzimdtico que aumenta con la malignidad celular
(Tabla 1.4).

. SOD CAT 6PX sob/ | soo/
Linea celular (U/mg prot) (U/mg prot) (U/mg prot) CAT &PX
HBL-100 20+5 | 54:18 |208:29| 37 0,96
MCF-7 415+11 | 14+:048 | 34:07 | 292 12

Tabla I.4 Actividad de enzimas antioxidantes en las células HBL-100 y MCF-7

1.3.2.2 Evaluacion de los niveles de perdxido de hidrégeno

Se evalud la produccidn de perdxido de hidrégeno en las lineas celulares PB,
CH72-14, PDV, PDVCS7, HBL-100 y MCF-7 (Figura 1.14 AByC). Los resultados
mostraron una asociacidon entre el aumento de la produccién de perdxido de
hidrébgeno y el aumento de la malignidad celular. Las lineas celulares
tumorigénicas CH72-T4, PDVC57 Y MCF-7 mostraron una mayor produccion de
peréxido de hidrégeno con respecto a la lineas celulares PB, PDV y HBL-100
respectivamente. El aumento de los niveles de perdxido de hidrégeno en

46



Resultados I

funcion de la malignidad celular podria ser consecuencia del aumento del
desbalance de las enzimas antioxidantes descripto anteriormente. Se observd
que las lineas celulares humanas poseen una tasa de produccion de perdxido
de hidrégeno mayor en comparacion con las lineas celulares derivadas de

ratéon.

O N & O @
T

nmol H202 / 5x10° cells / h

PB CH7214

nmol H202 / 5x10° cells /h

PDV PDVCS7

nmol H202 / 5x10° cells / h

HBL-100 MCF-7

Figura I.14 Produccidn de perdxido de hidrégeno de las lineas celulares PB, CH72-T4 (A),
PDV, PDVC57(B), HBL-100 y MCF-7(C).
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1.3.2.3 Evaluacion de la producion de anion superdxido

Se observé una disminucion de anién superdxido en las lineas celulares CH72-
T4, PDVC57 y MCF-7 con respecto a las lineas PB, PDV y HBL-100 (Figura 1.15).
Esta disminucién de los niveles de anidn superdxido en las lineas celulares con
mayor capacidad tumorigénica son consistentes con el aumento de los niveles

de SOD descriptos en estas lineas celulares (Tablas 1.3 y 1.4).
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Figura I.15 Produccion de anidn superéxido de las lineas celulares PB, CH72-T4 (A),
PDV, PDVC57(B), HBL-100 y MCF-7(C).
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1.3.2.4 Evaluacién de la produccion de oxido nitrico

Medida de nitritos

Las determinaciones indirectas de la produccion de 6xido nitrico mostraron
una disminucién de la produccidon de nitritos en las lineas con mayor
capacidad tumorigénica (Tabla 1.5), aunque no se observaron diferencias

significativas entre las lineas celulares PDV y PDVC57.

Linea celular Produccién de nitritos
(nmoles/5x10° células/48hs)
P8 75+24
CH72-T4 34:07
POV 56113
PDVC57 82
HBL-100 7:08
MCF-7 4:0,16

Tabla I.5 Produccién de nitritos en las lineas celulares PB,
CH72-T4,PDV, PDVC57, HBL-100 y MCF-7

1.3.3 Modulacion de los niveles de peréxido de hidrégeno y evaluacion de la

proliferacion celular.

1.3.3.1 Tratamientos de las lineas celulares con catalasa y evaluacién de la

proliferacién celular

A fin de poder evaluar la importancia del perdxido de hidrogeno en la
proliferacién, las lineas celulares se trataron con distintas concentraciones de
catalasa extracelular durante 24 hs (0, 250, 500, 750, 1000 U/ml). La tasa de
proliferacion se evalué utilizando el conteo de células, la técnica de MTT y
mediante la determinacién inmunohistoquimica de la incorporacién de
bromodeoxiuridina. En todas Ias lineas celulares se observd una inhibicion de la

proliferacion dependiente de la dosis. (Figural.16).
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Se observd que con las mismas concentraciones de catalasa exdgena
aplicadas, se obtienen mayores porcentajes de inhibicidon de la proliferacion
en las lineas celulares PB, PDV y HBL-100 con respecto a las lineas celulares
CH72-T4, PDVC57 y MCF-7 respectivamente.
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3-Lineas celulares HBL100 Y MCF-7
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Figura I.16 Inhibicion de la proliferacion 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-100-MCF-7(3). La proliferacién fue evaluada
mediante MTT (A1,A2 y A3), conteo (B1, B2 y B3) e incorporacion de bromodeoxiuridina
(C1,C2 y C3). (A) y (B): (») células PB, PDV y HBL-100 y (o) células CH72-T4, PDVC57 y
MCF-7. (C) La incorporacién de bromodeoxiuridina fue determinadaa las 6 hs (R )y a
las 24 hs (M ) luego del tratamiento con catalasa, ( 0 ) células control.
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1.3.3.2 Recuperacion de la proliferacion celular

A fin de determinar un posible efecto citotdxico de la catalasa exégena, se
evalud la capacidad de recuperacion de las células luego de los tratamientos
con catalasa. Todas las lineas celulares recuperaron la capacidad de proliferar

cuando el medio conteniendo catalasa fue cambiado por medio fresco

(Figura 1.16q)
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Figura I.16a Recuperacién de la capacidad proliferativa de las lineas celulares PB,
CH72-T4 (A), PDV, PDVC57 (B), HBL10O y MCF-7 (C) tratadas con catalasa (H) 500
U/ml and () 1000 U/ml, (00) células control.
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Este resultado estaria indicando que el secuestro del perdxido de hidréogeno.

estaria provocando un efecto citostatico sobre Ias lineas celulares.

1.3.3.3 Concentracion de perdxido de hidrogeno en funcion de la dosis de

catalasa

Se determiné la producciéon de peréxido de hidrogeno en las lineas
celulares HBL-100 y MCF-7 en presencia de catalasa. Se evalué la
produccién durante 24 hs en presencia de distintas concentraciones de
catalasa. Se observd una disminucion de la produccion de perdxido de

hidrégeno dependiente de la dosis de catalasa (Figura 1.17).
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Figura I.17 Produccién de peréxido de hidrégeno (B) e inhibicién de la proliferacién
celular (00) en funcién de la concentracién de catalasa presente en el medio extracelular
en las lineas (A) HBL-100 y (B) MCF-7.
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1.3.3.4 Modulacion de los niveles de perdxido de hidrégeno e inhibicién de la

proliferacion en otras lineas celulares

A fin de determinar si la inhibicidn de proliferaciéon celular inducida por la
disminucién de los niveles de perdxido de hidrégeno es un fendmeno general,
se evaluo el efecto del secuestro de perdxido de hidrégeno en lineas celulares

provenientes de distintos tejidos y especies (Figura 1.18).

Inhibicion de la proliferacion
(% control)

1 1 [ L 1

0 200 400 600 800 1000
Catalasa (U/ml)

Figura I.18 Modulacién de los niveles de perdxido de hidrégeno e inhibicién de la
proliferacién en otras lineas celulares. MCA3D (W), Vero (x), PANC1 (o), F98 (0) and
UMRIO6 (A).

1.3.3.5 Determinacién de apaptosis

Se evalud la posible induccidén de apoptosis en las células tratadas con
catalasa, a fin de evaluar sila inhibicidon del crecimiento celular inducida por la
disminucion de los niveles de perdxido de hidrogeno se debia a un aumento
de la apoptosis. Los resultados mostraron que no hay aumento de la apoptosis
en ninguna de las lineas celulares evaluadas (Figura 1.19).
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Figura I.19 . Determinacidn de apoptosis mediante la técnica de Hoechst en células PDV
tratadas con catalasa. (A) Células sin tratar (500 X), (B) células tratadas con 1000 U/ml de
catalasa (500 X) durante 24 hs, (C) control positivo de apoptosis, células tratadas con
genisteina 100 pM (1500 X).
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1.3.4 Modulacion de los niveles de peréxido de hidrégeno /in vivo y evaluacion

del crecimiento tumoral.

1.3.4.1 Experimento con ratones nude

Se evalud el efecto de la catalasa en ratones nude inoculados con CH72-T4
como se describi® 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 10
veces mdas con respecto a los animales tratados con catalasa (Figura 1.20). No
se observaron diferencias entre los controles tratados con PBS y los tratados

con catalasa inactivada.
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Figura I.20 Crecimiento tumoral en ratones nude tratados con catalasa

1.3.4.2 Experimento de carcinogénesis en ratones SENCAR

Se evalué el efecto de la catalasa sobre tumores originados en ratones
SENCAR a partir de un protocolo de carcinogénesis quimica. Luego de un mes
de tratamiento se obtuvieron los siguientes resultados: se produjo una
significativa inhibicién del crecimiento de los tumores tratados con catalasa
con respecto a ambos grupos control (Figuras 1.21 y 1.23). Los tumores de los
confroles crecieron 8 veces mdas que los tumores del grupo tratado con

catalasa. No se observaron diferencias significativas entre los controles
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tratados con PBS y los tratados con catalasa inactivada. En el grupo tratado
con catalasa no aparecieron tumores nuevos, habiéndose detectado una
leve regresion en el nimero de tumores con respecto al numero inicial
(Figura 1.22).
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Figura I.21 Crecimiento de tumores en ratones SENCAR tratados con catalasa.
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Figura I.22 Evolucién del nimero de tumores de los animales tratados simultaneamente
con el protocolo de carcinogénesis quimica y con catalasa
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Figura I.23. Ratones SENCAR tratados con catalasa (Img/gramo de peso) tres veces por
semana durante un tratamiento de carcinogénesis quimica utilizando DMBA como agente
iniciador y TPA como agente promotor. (A) Ratones controles inoculados con vehiculo (PBS),
(B) ratones controles inoculados con catalasa inactivada y (C) ratones tratados con
catalasa.
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1.3.5 Modulacion de la proliferacion celular por transfeccion del cDNA de la

catalasa humana.

Las células MCF-7 fueron transfectadas con un vector retroviral conteniendo el
cDNA de la catalasa humana y con el cDNA antisentido 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 asi como también la produccion de perdxido de hidrégeno por
ensayos de escopoletina/HPO. Se realizaron ensayos clonogénicos, curvas de

crecimiento, incorporacion de BrdU y ensayo de crecimiento en agar blando.
1.3.5.1 Evaluacion de 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 alas células controles (Figura 1.24).
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Figura I.24 Actividad catalasa de las células MCF-7 y de las células transfectadas con

el cDNA de la catalasa humana sentido (CLON 2) y antisentido (CLON 12).
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1.3.5.2 Ensayo de clonogenicidad, curva de crecimiento e incorporacion de
bromodeoxiuridina.

Se evalud la capacidad de formar colonias mediante el ensayo clonogénico,
la curva de crecimiento y la incorporacién de BrdU. En los tres ensayos se
observaron diferencias significativas entre las células transfectadas con el
cDNA de la catalasa humana y las células controles (MCF-7 y células
transfectadas con el cDNA antisentido de la catalasa) (Figuras 1.25, 1.26 y 1.27).
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Figura I.25 Ensayo clonogénico de las células transfectadas con el cDNA de la catalasa
humana (clon 2) y las células controles (MCF-7 y transfectadas con el cDNA antisentido
(clon 12)).
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Figura I.26 Caracterizacidn de la curva de crecimiento de las células transfectadas con el
cDNA de la catalasa humana y las células control (MCF-7 y transfectadas con el cDNA
antisentido (clon 12)).
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% células BrdU positivas

MCF7 CLON 12 CLON 2

Figura I.27 Actividad proliferativa de las células transfectadas con el ¢cDNA de la
catalasa humana y las células controles (MCF-7 y las células transfectadas con el cDNA
antisentido)

1.3.5.3 Crecimiento independiente de anclaje: crecimiento de colonias en agar

blando.

Se evalué la 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-7 y las células

transfectadas con el cDNA antisentido de la catalasa (clon 12)) (Figura 1.28).
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Figura I.28 Crecimiento de colonias en agar blando de las células transfectadas con el
cDNA de la catalasa humana y las células controles MCF-7 y las células transfectadas con
el cDNA antisentido.
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1.3.6 Posibles vias involucradas en la inhibicién de la proliferacién celular por

la disminucién de los niveles de perdxido de hidrégeno

A fin de evaluar si el dxido nitrico estd involucrado en las vias de transduccion

de senales relacionadas con la inhibicién de

la proliferacidbn como

consecuencia de la disminucion de los niveles de perdxido de hidréogeno, se

realizaron los siguientes experimentos:

1.3.6.1 Caracterizacién de la produccion de éxido nitrico en las células

tratadas con catalasa

Los resultados mostraron que todas las lineas celulares tratadas con
catalasa aumentan los niveles de éxido nitrico evaluados como produccién
de nitritos (Tabla 1.6). Los controles tratados con catalasa inactivada no

mostraron aumento en la produccidn de nitritos.

Linea celular Control Catalasa
(nmoles/48hs/5x10°¢élulas) (nmoles/48hs/5x10%células)
PB 75+2,4 21,8+35
CH72-T4 34+073 108+2
PDV 56+13 27+ 115
PDVC57 822 35+5
HBL-100 7+08 29+5
MCF-7 5,2+0.16 10+1

Tabla I.6: Produccién de nitritos en las lineas celulares PB, CH72-T4,
PDV, PDVC57, HBL-100 y MCF-7 tratadas con catalasa (1000 U/ml)
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1.3.6.2 Tratamientos de las células con un inhibidor de la NOS.

Si el dxido nitrico estuviera directamente relacionado con la inhibicidén de la
proliferacién celular inducida por la disminucién de los niveles de perdxido
de hidrégeno, tratamientos de las lineas celulares con un inhibidor de la NOS
deberian revertir la inhibicidon de la proliferacién celular por tfratamientos con
catalasa.

Los resultados mostraron una reversion de la proliferacion celular en todas
las lineas celulares de forma dosis dependiente al ser tratadas con L-NAME,
un inhibidor de la NOS (Figura 1.29).
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Figura I.29 Reversién de la inhibicién de la proliferacién (A1-F1) de las lineas celulares
y produccién de nitritos (A2-F2) en los distintos tratamientos. PB (A), CH72-T4 (B),
PDV (C), PDVC57 (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 reversion de la inhibicibn de la
proliferacion por tratamientos con un inhibidor de la dxido nitrico sintetasa, y
siguiendo la misma hipotesis de trabajo se inhibid la guanilato ciclasa, uno de
los principales efectores del NO. Si la gunilato ciclasa estuviera involucrada en
la inhibicién de la proliferacién se deberia obterner el mismo efecto que en los
experimentos anteriores. Los resultados mostraron una reversién total o parcial
de la inhibicién de la proliferacion en todas las lineas celulares al ser tratadas

con ODQ, un inhibidor de la guanilato ciclasa (Figura 1.30).



Resultados I

A Lineas PB B Linea CH72-T4
©o
° 2wl
‘E C
o (e}
o O g0
® S
5 5 @
2 2 |
o) S 40
® 9
& £
0
Control ODQ catalasa 0ODQ ODQ  0DQ Control  ODQ catalasa ODQ  ODQ  0DQ
5uM 05uM + LM+ 5uM + 5uM 05uM + LM+ 5uM +
Cat Cat Cat Cat Cat Cat
C Linea PDV D Linea PDVC57
— 120 10 -
[e] = [
£ 100 | g 0o |
5 &
5 80 5} 1
= B
5 60 = 60
L w0 T 40
S o
2 20 9 2
£ S
o 0 : a 0
Control ODQ Catalasa ODQ ODQ  0DQ Control ODQ Catalasa ODQ  ODQ  ODQ
5uM 05uM+ LM+ 5uM+ 5uM 05uM+ LM+ 5uM+
Cat Cat Cat Cat Cat Cat
E Linea HBL-100 F Linea MCF-7
2 3
& 0 5
R @ 2
:g €0 S
Q
) A
0 o

Control ODQ catalasa 0DQ 0oDQ 0DQ
5uM 05uM + M+ SuM+
Cat Cat Cat

Control ODQ catalasa ODQ 0oDQ 0oDQ
5uM 05uM + LM+ 5uM +
cat cat cat

Figura I.30 Reversidn de la inhibicién de la proliferacidn en las lineas celulares PB (A),
CH72-T4 (B), PDV (C), PDVC57 (D), HBL-100 (E) y MCF-7(F) por tratamientos con ODQ

Por otro lado, se evalud la producciéon de nitritos en las células tratadas con el
inhibidor de la guanilato ciclasa para todas las lineas celulares no
observandose variaciones en la produccién de nitritos. La Figura 1.31 muestra la

produccién de nitritos en la linea MCF-7 a modo de ejemplo.
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nmoles/48hs/ 5x105 células

Figura I.31 Produccidn de nitritos en las células MCF-7 tratadas con catalasa y distintas
concentraciones de ODQ

1.3.6.4 Caracterizacion de la produccion de 6xido nitrico, evaluacién de la
proliferacién por tratamientos con un inhibidor de la NOS y de la guanilato

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

A fin de confirmar que el éxido nitrico estaria involucrado en la inhibicién de la
proliferacion inducida por una disminucién en la produccidon de H2O2 se
evalvo la produccién de nitritos en las células transfectadas con la catalasa
sentido (clon 2) y antisentido (clon 12). Por ofro lado, también se evalud la
proliferacién ante tratamientos con el inhibidor de la NOS, L-NAME y con el
inhibidor de la guanilato ciclasa, ODQ. Se observd que la produccion de
nitritos en el clon 2 es significativamente superior que en el clon12 (Tabla 1.7).
Con respecto a los tratamientos con L-NAME se observd un aumento de la
proliferacién en forma dosis dependiente en el clon 2 con respecto al clon 12.
(Figura 1.32). Tambien se observé una disminuciéon en la producciéon de nitritos en
el clon 2 y no en el clon 12 (Figura 1.32). Con respecto a los tratamientos con
ODQ también se observd un aumento de la proliferaciéon en el clon 2 con
respecto al clon 12 (Figura 1.33).
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Tabla I.7. Produccién de nitritos en la linea MCF-7 y en
las células transfectadas con la catalasa sentido (clon 2) y
antisentido (clon 12)
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Figura I.32. A Proliferacion de las células MCF-7 transfectadas con el ¢cDNA de la
catalasa sentido (Al) 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 Produccién de nitritos
de los clones 2 (B1) y 12 (B2) durante los tratamientos con L-NAME.
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Figura I.33 Proliferacidn de las células MCF-7 transfectadas con el cDNA de la catalasa
sentido (A) y antisentido (B) tratadas durante 48 hs con distintas concentraciones de ODQ
(0,5,1,5 uM de ODQ).

A modo de control se verificd la actividad de catalasa comercial en presencia
del ODQ a fin de descartar una inhibiciéon de esta enzima por el inhibidor de la
guanilato ciclasa. No se observaron variaciones en la actividad de la catalasa

comercial en presencia de ODQ.
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Dado que existen numerosas evidencias que indican que las especies
reactivas del oxigeno?-38 y del nitrébgeno+*% juegan un papel importante en la
etiologia del cancer, en este capitulo se evalué si existen modificaciones en los
niveles de estas especies reactivas asociadas con la transformacién celular, a
fin de poder compensar especificamente estas alteraciones oxidativas y

revertir el fenotipo maligno.

En primer lugar, se eligieron como modelos de estudio lineas celulares
que difieren en su capacidad tumorigénica y se compararon entre si teniendo
en cuenta el tejido y el organismo a partir del cual fueron originadas. Los
distintos ensayos realizados tendientes a la caracterizacién de la capacidad
proliferativa y tumorigénica mostraron que los pares comparativos difieren en
su grado de malignidad celular y pueden ser usados como modelos de
distintos estadios de transformacién celular. Los pares PB-CH72-T4 y HBL-100-
MCEF-7 difieren ampliamente en caracteristicas fenotipicas relacionadas con la
malignidad celular, coincidiendo con datos de la bibliografiaé+¢’. En las lineas
celulares PDV y PDVCS7 las diferencias en las caracteristicas fenotipicas
asociadas al aumento de la malignidad celular no son tan marcadas como en
los otros pares comparativos. Sin embargo, datos bibligraficos muestran que
estas lineas difieren significativamente en la capacidad tumorigénica si son
inyectadas en ratones singeneicos (ratones C57BL/6N)¢162; |a linea PDVCS7
muestra un 100% de tumorigenicidad a diferencia de la linea PDV que no
desarrolla tumores. Por otro lado, caracteristicas asociadas con el aumento de
la capacidad tumorigénica, tales como el numero de copias del oncogen ras
mutado y los niveles de citoqueratinas de bagjo peso molecular asociadas a
estados de indiferenciacién celular aumentan de forma progresiva en la linea
celular PDVC57 con respecto a la linea celular PDVé!-€3, Teniendo en cuenta
estas evidencias bibliograficas también seria vdlida la utilizacién de este par

comparativo como modelo de estudio.
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Caracterizacion del sistema antioxidante y produccién de especies reactivas
del oxigeno y del nitrégeno en lineas celulares con diferente grado de
malignidad

Como se explico anteriormente, la concentracién de las distintas
especies reactivas del oxigeno depende bdsicamente del balance entre la
velocidad de su produccién y la velocidad de su disipacion. En este sentido,
el sistema antioxidante juega un papel crucial en la regulacion de la
concentracién intracelular de las especies reactivas del oxigeno. Por lo tanto,
sutiles variaciones en sus componentes podrian ser una fuente potencial para
la modificacién de la concentracién intracelular de estas especies reactivas.

Existen numerosos trabajos que describen variaciones en los niveles de
enzimas antioxidantes asociadas con la transformacion celular. Oberley y
Buettner en 1979, propusieron que una disminucidn en las enzimas
antioxidantes y el concomitante incremento de los niveles de radicales libres
podrian explicar muchas de las propiedades de las células cancerosasé. Esta
hipdtesis, 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 mds recientes que sustentan
esta hipdtesis, tales como la disminucidn de los niveles de enzimas
antioxidantes en otros tumores y lineas celularesds8é y ja depresion de los niveles
de enzimas antioxidantes causada por ia aplicacién de promotores tumorales
como el TPA?¥ o de agentes carcinogénicos como la luz UV, Sin embargo, en
la década de los 90 Cerutti postula que niveles de enzimas antioxidantes
elevados otorgarian una ventaja selectiva contra la toxicidad generada en los
procesos de estrés oxidativo®. Este nuevo enfoque estd basado en estudios
comparativos de la respuesta de dos clones derivados de la linea celular JB6 a
la aplicacién de agentes oxidantes con capacidad promotora®, Los
compuestos oxidantes estimulan la expansién clonal en uno de los clones (lo
que equivale a la etapa de promocién) mientras que se generan efectos
citotdxicos en el segundo. Asociado a estas caracteristicas, el clon promovible
expresa mayores niveles de SOD y CAT comparado con el clon no promovible.
De este modo, aquellas células con altos niveles de enzimas antioxidantes
tendrian favorecida la expansidén clonal durante la promocién tumoral.

Actualmente esta hipdtesis, también esta sustentada por ofros trabajos mas
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recientes que describen elevados niveles de enzimas antioxidantes en lineas
tumorales con respecto a sus contrapartes normales®'#2, Todos estos estudios
muestran grandes controversias de resultados, que dificultan la comprension
del rol que cumplen las enzimas antioxidantes en la carcinogénesis. Una de las
razones de esta disparidad de resultados reside en que el sistema antioxidante
esta formado por multiples componentes que interactoan entre si, siendo
dificultosa la comprensién del papel biolégico de cada uno de ellos de forma
independiente. Otros factores importantes que contribuyen a la variabilidad
de los resultados presentados en la literatura son por ejemplo, las
comparaciones de los niveles de enzimas antioxidantes entre lineas celulares
de origenes diferentes en los modelos in vitro, y por ofro lado las
determinaciones de los niveles de enzimas antioxidantes en extractos de
tumores. Estas medidas pueden no reflejar fos valores reales de actividades
enzimdticas de las células tumorales debido a la heterogeneidad del tejido
tumoral, por ejemplo, los tumores generalmente poseen aumentada la
secrecion proteica de matriz extracelular y por lo tanto, los valores de
actividad enzimdtica expresados por miligramo de proteinas totales estarian
subestimando los niveles de actividad por célula.

Del andlisis de los diferentes componentes del sistema enzimdtico
antioxidante en funcién de la malignidad celular realizado en este trabajo de
tesis, se demostrd que existe un desbalance de las enzimas antioxidantes, que
aumenta con la malignidad celular. Se observd un aumento de los niveles de
SOD y una disminucion de las enzimas disipadoras de perdxido de hidrégeno,
CATy GPx. Estos resultados concuerdan con trabajos previos, que describen un
desbalance en el sistema antioxidante en células de melanoma con respecto
a melanocitos normales? y en células cancerosas de pulmdn en relaciéon a su
contraparte normal®4. Sin embargo, no hay trabgjos que correlacionen el
desbalance enzimdtico con un consecuente incremento de los niveles de
perdxido de hidrégeno y el aumento de la malignidad celular. En este sentido,
los resultados aqui descriptos mostraron que el desbalance enzimdtico se
asocia con un aumento de la produccidn de perdxido de hidréogeno y con el
aumento de la malignidad celular en los tres modelos de lineas celulares

comparativas.
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El aumento de la produccidon de peroxido de hidrogeno en funcién de
la malignidad celular podria ser consecuencia del aumento de los niveles de
actividad de SOD y de la disminucién de |las enzimas disipadoras de perdxido
de hidrégeno, CAT y GPx. Existen varios trabajos que describen un aumento de
los niveles de peroxido de hidrdgeno como consecuencia de Ia
sobreexpresion de SOD97, sin embargo existe un sélo trabgjo hasta el
momento que describe una disminucidn de los niveles de perdxido de
hidrogeno con un aumento de los niveles de SOD?, Gardner et al, desamolld
un modelo matemdtico que explica como un aumento en la actividad de
SOD puede llevar a un incremento o una disminucion de la produccion celular
de H207%%, dependiendo del balance entre las distintas vias intracelulares de
consumo de anién superdxido, que pueden llevar o no ala formacién de H20a.
Ademds de ia posible incidencia del aumento de la actividad de SOD sobre el
aumento de los niveles de perdxido de hidrégeno, la disminucidén de las
actividades enzimaticas de CAT y GPx, que son de gran importancia en la
remocion del H:O2, contribuyen al incremento de los niveles de perdxido de
hidrégeno en funcidn de la malignidad. Por ofro lado, Gardner en su trabgjo
también menciona que los incrementos de H02 son siempre menores a los
aumentos de SOD, sin embargo, en este trabajo de tesis los incrementos de
H20:2 son superiores a los incrementos de SOD. Esto Ultimo podria explicarse
teniendo en cuenta que en el modelo descripto por Gardner se considera que
no se modifica la disipacion del perdxido de hidrégeno, variable que si se
modifica en los modelos celulares descriptos en este trabagjo por la disminucidén
de las actividades de CAT y GPx.

Los resultados expuestos en este trabgjo de tesis muestran Ila
importancia de la relacién entre los distintos componentes del sistema
antioxidante en la transformacién celular. Es importante recalcar que el
desbalance aqui descripto es propio del proceso de transformacion celular
espontdneo o inducido por los protocolos de carcinogénesis, o cual sugiere
que las modificaciones en los niveles de enzimas antioxidantes podria ser uno
de los mecanismos involucrados en generar las condiciones celulares que
favorezcan la aparicién del fenotipo maligno.

A pesar de que el aumento de SOD en funcién de la malignidad celular

es consistente con el aumento de la produccidn de peréxido de hidrégeno, los
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niveles de SOD en las distintas lineas celulares y los incrementos en l0s niveles
de SOD en funcién de la malignidad no se comrrelacionan comparativamente
con la produccion de perdxido de hidrégeno de las distintas lineas celulares.
Las lineas PB-CH72-T4, y PDV-PDVC57 poseen altos niveles de SOD, sin embargo
producen cantidades menores de H202 comparativamente a las lineas
humanas que poseen cantidades menores de SOD y producciones mayores
de H20a.. Las variables que influyen en los niveles de perdxido de hidrégeno en
una célula son diversas y no dependen solamente de |os niveles de enzimas
antioxidantes, sino que resultan del balance entre las fuentes de produccion y
todos los componentes del sistema antioxidante, enzimdticos y no enzimd@ticos.
Variaciones en los niveles de ofras moléculas relacionadas con el control del
estado oxidativo celular, tales como el glutatidn o las vitaminas C y E, o
diferencias en el sistema de oxido-reduccién del glutatiébn que lleve a valores
diferentes de glutatién reducido / glutatién oxidado (GSH/GSSG) podrian
contribuir de manera diferencial a los niveles celulares estacionarios de H2O2en
las distintas lineas celulares. Por lo tanto, el andlisis simultaneo de todos los
componentes del sistema antioxidante y su contribucidn relativa al estado
oxidativo celular sumado a la caracterizacién de las fuentes que generan
cada una de las especies reactivas del oxigeno, es de sumo interés para la
mejor comprension de la funcion fisiolégica de los niveles intracelulares de
perdoxido de hidrégeno y de su participacion en condiciones patoldgicas,
como el cancer.

Con respecto a la produccidén de anién superdxido, se observd una
disminucion en las lineas celulares con mayor capacidad tumorigénica con
respecto a sus pares comparativos. Esta disminucion de los niveles de
produccién de anién superdxido en estas lineas es consistente con el aumento
de actividad de SOD. Cuantitativamente se observa que en los tres pares
comparativos, la actividad de SOD aumenta aproximadamente un 100% en la
linea con mayor grado de malignidad respecto a su par comparativo mientras
que los niveles de produccion de anidon superdxido disminuyen

aproximadamente un 60% entre estas lineas.
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Con respecto a las especies reactivas del nitrégeno, se ha evaluado la
produccién de nitritos como medida indirecta de la producciéon de NO-. Los
resultados mostraron una disminucion en la produccién de nitritos en funcidn
de la malignidad celular. Estos resultados son consistentes con datos
bibliograficos que han descripto una disminucién de los niveles de las distintas
NOS en algunos tumores, por ejemplo en mama®3!. Sin embargo, tambien se
ha descripto un aumento de NOS en otros tipos de tumoress23. Estas
diferencias pueden estar relacionadas con el hecho de que segin los niveles
de concentraciones celulares de NO., este puede actuar como mediador
intracelular, por ejemplo en vias antiproliferativas, o a altas concentraciones
puede ser toxico y mutagénico favoreciendo de esta manera los eventos de la
transformacién celular.

Se puede mencionar como primera conclusidn de este capitulo que
existe un aumento del desbalance de las enzimas antioxidantes y un
consecuente incremento de los niveles de perdxido de hidrégeno asociados a
un aumento de la malignidad celular. En este sentido, trabajos previos
demostraron que el H202juega un papel importante en la proliferacién celular.
Estos trabajos se podrian clasificar en dos grupos, aquellos que modulan |a
proliferacion celular mediante la adicion exdgena de perdxido de hidrogeno o
mediante un aumento de perdxido de hidrégeno producido por determinados
tratamientos bioquimicos y aquellos qgue modulan los niveles de perdxido de
hidrédgeno y la proliferacién celular mediante manipulacién genética
(transfecciones celulares, ratones trangénicos o “knock out"). Dentro del primer
grupo se encuentran los trabajos de Burdon, donde tratamientos con H20;
incrementan la proliferacion de fibroblastos de hamsters (BHK/21)34 y trabajos
donde se demuestra que el perdxido de hidrégeno producido durante la
actividad de gamma glutamil transpeptidasa estd involucrado en la
prevencion de la apoptosis y mantiene Ia proliferacién celular en
monoblastos!'®, Dentro del segundo grupo se encuentran los trabajos de Brown
donde se inhibe la proliferacién de células musculares lisas mediante la
sobreexpresion del gen de la catalasa'® y los trabagjos de Suh donde la
sobreexpresion de Nox1'92 (una NADPH oxidasa, que genera anidon superoxido

con generacién secundaria de peréxido de hidrogeno) en células NIH3T3
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produce un aumento de la proliferacién que se asocia al aumento de los
niveles de anién superdxido. Posteriormente, los mismos autores demuestran
que la cotransfeccion de catalasa en las células transfectadas con Noxl
revierte el aumento de la proliferacién demostrGndose de este modo que este
aumento se debe a un incremento de perdxido de hidrégeno y no de anién
superdxido'®3, Por otro lado, la sobreexpresion especifica de catalasa en
higado inhibe la induccién de proliferacion provocada por inductores de la
proliferaciéon de peroxisomas 104,

Ademas de los trabagjos citados que vinculan directamente al perdxido
de hidrégeno con la proliferacién celular, también existen evidencias
indirectas que relacionan al perdxido de hidrégeno con vias de transduccién
de sefiales relacionadas con la proliferacién celular. El peréxido de hidrégeno
estd involucrado en la regulacion de la fosforilacidn de tirosinas kinasas y
tirosinas fosfatasas independientemente de las sehales extracelulares'e,
modifica la union al DNA de factores de transcripcién, tales como p53, AP1,
NFkB'%, por la éxido reduccién reversible de sus sulfhidrilos, induce el
acoplamiento de proteinas adaptadoras entre receptores tirosina quinasas y la
proteina p2138 y activa las MAPK ERK1 y ERK2 en células de musculo liso en
arteria pulmonar®, Recientemente se ha demostrado que el perdxido de
hidrégeno induce transformacion de hepatocitos activando el receptor de
crecimiento epidérmico'?’. Sin embargo, los trabajos de Oberley involucran al
peréxido de hidrégeno en un papel totalmente opuesto. En sus trabaqjos,
Oberley demuestra la inhibicion de la proliferacién celular en varios tipos
celulares por la sobreexpresion de MnSOD'0810? o de Cu,Zn SOD'"0 y el aumento
de los niveles de perdxido de hidrégeno. Por otro lado, también demuestra
que la cotransfeccion de GPx en las células transfectadas con MnSOD
aumenta la proliferacién celular por la disminucién de los niveles de perdxido

de hidrégeno!!t.

Cambios sutiles en los niveles de peréxido de hidrogeno pueden
provocar efectos celulares muy diversos. Las especies reactivas del oxigeno se
han vinculado en vias de transduccién de senales relacionadas con distintos
eventos fisioldgicos!'2: Concentraciones de perdxido de hidrogeno del orden
nanomolar son necesarias para la actividad de la ciclooxigenasa, para la
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biosintesis de prostaglandinas. Concentraciones apenas superiores, estan
relacionadas con la apertura de canales, fosforilacidn de tirosinas, activacion
de PKC, oxidacién de catecolaminas, regulacidon de genes y procesos tales
como la proliferacién. En cambio, niveles del orden micromolar son toxicos y
provocan apoptosis o necrosis celular. Teniendo en cuenta esto Ultimo, los
resultados obtenidos por Oberley y col.'% 1" podrian explicarse de la siguiente
manera: la transfeccién de MnSOD aumenta tres veces la concentracién de
H202 respecto al control, podria suceder que estos niveles elevados de
peréxido de hidrégeno induzcan un aumento de la apoptosis en la células
transfectadas. En lo que respecta al aumento de la proliferacién provocado
por la cotransfeccién de GPx!'! en estas células podria explicarse porque los
valores de H:02 en las células cotransfectadas son un 50% mayores que en las
células controles, esta concentracidén de H:02 podria ser la necesaria vy
suficiente para aumentar la proliferacién celular en comparacién con Ias
células controles. Este andlisis de los resultados obtenidos por el grupo de
Oberley demuestra que no habria contradicciones con lo presentado en esta
tesis, ya que las diferencias se deberian a las distintas concentraciones
intracelulares de perdxido de hidrédgeno en los modelos aqui descriptos

comparativamente con los modelos de manipulaciéon genética'os-,

Finalmente podemos concluir que el estado prooxidativo leve que
induciria a una célula normal a proliferar sugiere que una célula expuesta
permanentemente a un estado oxidativo basal estaria sometida a una
continua induccidn de proliferacién y esto podria ser un evento crucial para la
transformacién celular y la consecuente induccion del fenotipo maligno. Sun Y
y col8 también resaltan la importancia del desbalance de enzimas
antioxidantes como un factor importante y responsable de la malignidad
celular, aunqgque en estos trabajos, los autores relacionan este desbalance con
la exposicidon a concentraciones mutagénicas de especies oxidativas y no con
la regulacion de vias especificas de induccidon de proliferacion. Futuras
investigaciones permitirdn dilucidar si en el proceso de transformacién celular
ocurren eventos genéticos que induzcan aumento de la actividad de SOD y/o
disminucién de la actividad de las enzimas disipadoras de perdxido de

hidrégeno con el consecuente flujo continuo y no reguiado de peréxido de
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hidrégeno o si un aumento del estrés oxidativo induce modificaciones génicas
imeversibles en el sistema enzimdtico de defensa antioxidante. En cualquiera
de los dos casos, donde el desbalance seria causa o consecuencia del
proceso, el aumento de perdxido de hidrégeno parace tener un papel
fundamental en la transformacién maligna. Por Ultimo cabe destacar que las
alteraciones oxidativas descriptas en este trabajo estdn relacionadas con
modificaciones enddgenas y que se asocian a la transformacidén celular, no
hubo manipulacién bioquimica ni genética que modifique el estado redox y
que culmine en una transformacioén celular como describen la mayoria de los
trabqjos citados, este seria un aporte importante de este trabqgjo de tesis.

Modulacion de los niveles de perdxido de hidrégeno y evaluacion de la
proliferacién celular

Dado el aumento del desbalance enzimdatico y de los niveles de H202
descripto, en esta parte del trabgjo se evalvo si la compensacion de este
desbalance enzimdtico mediante la disipacién de los niveles de H202
provocaban algun efecto en la prolifeacién celular.

Se puede mencionar como segunda conclusién de este capitulo que la
disminucion extracelular de los niveles de perdoxido de hidrégeno inhiben la
proliferacién celular. Tratamientos con catalasa exdgena disminuyen los niveles
de peroxido de hidrégeno en forma dependiente de la dosis e inhiben la
proliferacion en todas las lineas celulares epiteliales estudiadas. Por otro lado,
se ha demostrado que este es un fendmeno general, ya que se inhibid la
proliferacién de varios tipos celulares proveniente de distintos tejidos y de
distintas especies. Los tratamientos con catalasa no indujeron apoptosis y se
revirtid la inhibicidn de Ia proliferacién al incubar las células sin catalasa. Cabe
destacar que la disminucion de la proliferacion por tratamientos con catalasa
exdgena disminuye la concentracidon de perdxido de hidrogeno en el medio
extracelular, esto sugiere que el perdxido de hidrégeno podria actuar
autocrinamente o paracrinamente sobre receptores relacionados con vias
relacionadas con la proliferaciéon celular. En este sentido, es interesante tener
en cuenta que receptores con vias de transduccion de sefiales relacionados
con la proliferacion celular tales como el receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR) tienen grupos de cisteinas muy conservadas en la
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evolucién que podran ser una llave en la regulacién por estas especies
oxidativas. Si este fuera el caso, se podria pensar en un efecto del H,O2 en
células vecinas (efecto "bystander") que potencie el crecimiento de un tumor.

Por otro lado, también se ha demostrado que la modulacién de los
niveles de peréxido de hidrégeno inhibe el crecimiento tumoral in vivo en dos
modelos experimentales. Se inhibid la aparicion de tumores por tratamientos
con catalasa en el protocolo de carcinogénesis quimica y disminuyd la 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
disipacién de H:02 por tratamientos compensatorios de alteraciones
oxidativas, lo cual abre una perspectiva promisoria relacionada con la posible
implementacién de terapias antioxidantes.

Finaimente el rol fundamental del peréxido de hidrégeno en la
proliferacion y transformacién celular fue confimado a través de la
transfecciéon del cDNA de la catalasa en las células MCF-7. Las células
transfectadas mostraron una actividad proliferativa significativamente menory
revirtieron algunas caracteristicas del fenotipo maligno, tales como el

crecimiento de colonias en agar blando.

En este caso, a diferencia de los trabagjos descriptos en la bibliografia cabe
destacar que en este trabagjo se ha secuestrado el peréxido de hidrégeno
generado por las lineas celulares o por los tumores experimentales y no se ha
compensado un aumento de perdéxido de hidrogeno inducido
experimentaimente.

Posibles vias involucradas en la inhibicién de la proliferacién por la disminucién
de los niveles de perdxido de hidrégeno.

Dado que se ha descripto la capacidad citostatica del éxido nitrico,
principaimente por su afinidad por el grupo hemo de varias enzimas (en
especial tiene alta afinidad por la ribonucleotido sintetasa) hemos analizado la
hipotesis de que el éxido nitrico esté involucrado en las vias de inhibicion de la
proliferacidn mediada por la disminucion de los niveles de perdxido de
hidrégeno. En este sentido, hemos demostrado un aumento de los niveles de

NO- Por tratamientos con catalasa y una reversion de la inhibicion de la
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proliferacién por tratamientos con un inhibidor de la NOS. Por otro lado, la
inhibicion de la guanilato ciclasa, uno de los principales efectores del éxido
nitrico, tambien revirtié los efectos inhibitorios de la proliferacién por catalasa.
Estos resultados indican que la via del 6xido nitrico estaria mediando la
inhibicion de proliferacién inducida por la disminucion de los niveles de
peréxido de hidrégeno.

Dado que el mecanismo de inhibicién de la guanilato ciclasa por el
ODQ esta mediado por ia unién del NO al grupo prostético se verificd que el
efecto obtenido por el ODQ no se debia a una unién del mismo al grupo hemo
de la catalasa.

Ademas de la asociacion entre el aumento de la malignidad y el
aumento de la produccién de perdxido de hidrégeno descripto, ofro factor
que podria estar involucrado en esta asociaciéon serian posibles alteraciones
en vias de sehalizacion reguladas por los niveles de perdxido de hidrégeno
intracelular. Considerando que disminuciones de los niveles de perdxido de
hidrogeno podrian activar vias de sefializacion relacionadas con Ia inhibiciéon
de la proliferacién celular y que las células mdas malignas (CH72-T4 y PDVCS57)
no llegan a inhibiciones totales de la proliferacién a dosis altas de catalasa,
una hipdtesis interesante a ser evaluada seria que estas lineas hayan perdido
la capacidad de responder a esta via de inhibicion de la proliferacién como
parte del proceso de transformacion maligna. En apoyo a esta hipdtesis se
pueden mencionar los experimentos que demuestran una bagja producciéon de
nitritos por estas lineas celulares y la falta de reversiSn completa de la
inhibicién de la proliferacion al ser tratatadas con un inhibidor de la guanilato
ciclasa. Estos hallazgos podrian ser la manifestacién de alteraciones en vias de

sefnalizacion moduladas por las concentraciones de perdxido de hidrégeno.

Finalmente, la hipdtesis de la participacidén del éxido nitrico en vias de
senalizacion relacionadas con la inhibicién de la proliferacién por disminucion
de los niveles intracelulares de perdxido de hidrégeno también esta sustentada
por los resultados obtenido con las células transfectadas con el cDNA sentido y
antisentido de la catalasa. Las células transfectadas con el cDNA de la
catalasa muestran un incremento de la produccion de nitritos, y aumentan la
proliferacién al ser tratados con un inhibidor de la NOS y de la guanilato
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ciclasa. La Ultima serie de experimentos realizados en este trabajo de tesis
sugieren que la via del éxido nitrico estaria involucrada en Ia inhibicién de la
proliferacién por disminucion de los niveles de perdxido de hidrégeno, aunque
es necesaria la realizacidén de mds experimentos para la profundizaciéon de
este tema.

Como conclusidon general de este capitulo podemos mencionar que se han
hecho aportes interesantes sobre lIos mecanismos por los cuales las especies
reactivas del oxigeno, y en particular el perdxido de hidrégeno, participan en
la proliferaciéon y transformacién celular.

Con respecto a la posible aplicacidén de estos estudios, los resultados aqui
obtenidos sugieren fuertemente la posibilidad de buscar terapias alternativas,
tales como terapias genicas dirigidas a restablecer posibles alteraciones en el
sistema antioxidante.

Por ultimo, se han presentado evidencias de las posibles vias de transduccién
de senales relacionadas con la inhibicién de la proliferacién por variaciones
del estado oxidativo celular y las posibles alteraciones de estas vias en el

proceso de transformacion maligna.
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2.1.1 Origen y evolucién de la radioterapia'’’

La radioterapia constituye junto a la quimioterapia una de las
principales formas de tratamiento contra el crecimiento tumoral. Los primeros
estudios radiobiolégicos nacieron en 1896 luego del descubrimiento de los
rayos X, aunque su utilizacién en clinica se hizo efectiva luego de los estudios
sistematicos redlizados por Regaud en el Instituto Curie entre 1919 y 1930.
A partir de estos trabagjos, se concluye que si la dosis total necesaria para
eliminar un tumor se administra de manera fraccionada se obtiene una mejor
tolerancia en los tejidos normales y un mayor efecto terapéutico en el tumor.
Esto se debe a que los mecanismos homeostdticos compensatorios del dano
celular en los tejidos sanos son mas rdpidos y eficientes en comparaciéon a los
que posee el tumor. De esta manerq, a diferencia de lo que ocurre en el tumor
se permite una mayor reparacién del dano celular y repoblacién del tejido
sano entre las fracciones de dosis. A partir de entonces, se comienzan a
disefar distintos protocolos de radioterapia, que actualmente se encuentran
estandarizados.

Los rayos gamma son las 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 radiacién, por ejemplo neuroblastomas o
melanomas, o por la ubicacién del tumor en regiones cercanas a érganos
criticos, lo cual no pemite aplicar la dosis necesaria para esterilizar el tumor.
Esto ha llevado a la buUsqueda de otras modalidades radioterapéuticas
utilizando otro tipo de radiaciones ionizantes alternativas, como por ejemplo el
uso de haces de protones en la protonteragpial'4. Los protones como
consecuencia de su cargag, pueden ser acelerados, deflectados y focalizados,
pudiendo de esta forma generar haces con una geometria apropiada para
una iradiacién localizada. En contraste con otros tipos de radiacidn (como
gamma o neutrones), los protones tienen una profundidad de penetracion

bien definida denominada rango. Durante su recomido, estas particulas van

depositando su energia produciéndose una mdxima deposicién al final de su

recormido, generdndose un pico de dosis conocido como pico de Bragg. La

dosis mdas alld de este pico es esenciaimente cero. Esta forma particular de
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distribucién espacial de la dosis permite localizar la mdaxima deposicion de la
dosis en el tumor y en consecuencia generar menor dano en el tejido sano
circundante.

Por otro lado, ademds de la busqueda de radiaciones ionizantes
alternativas, otro objetivo clave de la radioterapia es explorar compuestos
quimicos o farmacolégicos que incrementen el efecto letal de la radiacion,

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 nomal. Por lo tanto, la bUsqueda de agentes radiosensibilizadores
que actien selectivamente sobre las células tumorales es de sumo interés.
Finaimente, el éxito de cualquier protocolo de radioterapia depende
fundamentalmente de la radiosensibilidad intrinseca de las células tumorales,
de la capacidad diferencial de recuperacién entre la célula normal y la
tumoral, del cdlculo exacto de una dosis adecuada que mantenga la
vitalidad de érganos criticos y de la minimizacién de los efectos tardios que
podrian aparecer como consecuencia del dano ocasionado en las células

normaies.

2.1.2 Clasificacién de las radiaciones ionizantes

De acuverdo a su naturalezq, las radiaciones ionizantes se pueden clasificar
en: electromagneéticas y particuladas.

2.1.2.1 Radiaciones electromagnéticas

Dentro del espectro de las radiaciones electromagnéticas, los rayos X y
gamma pueden considerarse radiaciones ionizantes. Estos tipos 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 isétopos radiactivos. Alternativamente, las radiaciones X y gamma pueden

considerase como haces de fotones o paquetes discretos de energia.
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2.1.2.2 Radiaciones particuladas

Haces de protones y de iones pesados. Formados por nUcleos de elementos,
tales como protones, deuterones, helio (particulas «), litio, carbono, nedn o
argdn, entre otras. Estos haces son generados por aceleradores de particulas

como ciclotrones, sincrociclotrones y aceleradores lineales (Figura Il.1).

Figura 2.3.2
A : Fuente de iones.
A Acelerador de particulas TANDAR del B : Imén inyector.
Centro Atomico Constituyentes de la CNEA. b e e et e O
D E : Imén Analizador.
F : Cuadrupolo Magnético Triplete.

B Esquema de un corte transversal. o g

C Esquema de los componentes que intervienen
en la generacion de un haz de particulas y en
la linea de irradiacion.

Figura II.1

Haces de electrones. Formados por particulas cargadas negativamente que

pueden ser emitidos por nucleos de isétopos radioactivos (radiacidén beta) y
que pueden ser aceleradas a altas energias en campos eléctricos en

betatrones o en sincrociclotrones para electrones.
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Haces de neutrones. Formados por particulas sin carga que pueden ser

generados por aceleradores cuando una particula cargada, como por
ejemplo protones o deuterones, es acelerada a dltas energias para luego
impactar sobre blancos adecuados, como por ejemplo berilio. Por otro lado,
también pueden generarse en reactores nucleares durante la fision nuclear de

isétopos radioactivos.

2.1.3 Interaccién de las radiaciones ionizantes con la materia'™

Las particulas cargadas tales como haces de electrones, protones,
deuterones o iones pesados son radiaciones directamente ionizantes. El
mecanismo de accién de estas particulas estd basado en la interaccidn entre
la particula cargada y los electrones del medio. Entre estas dos particulas
cargadas se generan fuerzas coulombianas de repulsibn o atraccion, que
provocan ionizaciones en el medio, el detenimiento de |la particula ionizante y
una consecuente absorcién de energia en el material imadiado.

En cambio, los fotones, como los rayos gamma o X, y las particulas no
cargadas, como los neutrones, son radiaciones indirectamente ionizantes. Los
fotones actuan principalmente poniendo en movimiento electrones de dtomos
de bgjo peso molecular y los neutrones ponen en movimiento nucleos de
atomos de hidrégeno (protones), siendo estos los que dan origen a los eventos
de ionizaciones.

2.1.4 Dosis, tasa de dosis y distribucién de dosis de las radiaciones ionizantes'!®

Las excitaciones e ionizaciones de los Gtomos, que se producen cuando las
radiaciones ionizantes interactian con la materia, son las causas principales
del dafo biolégico de la radiacién. La cantidad y calidad de dafino depende
de la dosis de imadiacion, de la tasa a la que se administra la dosis y de la
distribucién de la dosis en el tejido. Se denomina desis a la cantidad de
energia depositada por unidad de masa imradiada, D=Ae/Am, donde A€ es la
energia media transferida por la radiacion y Am una porcidn de materia

definida. También se puede considerar a la dosis, como la suma de las

85



Introduccidn IT

ionizaciones, las excitaciones y la energia térmica transferida a Am. La unidad
de dosis absorbida aceptada en la Conferencia General de Pesos y Medidas
en 1975 es el Gray (Gy)., que se define como la absorcidn de 1 joule por
kiogramo de masa imadiada (1J/kg). El dafo producido sobre el material
bioldgico iradiado no sélo depende de la dosis absoluta, sino también de la
tasa de dosis con la cual se le ha administrado dicha dosis (Gy/h!, mGy/s').
Datos experimentales muestran que una dosis determinada, administrada a
distintas tasas de dosis producen diferentes niveles de dano bioldgico. Este
efecto diferencial puede ser explicado teniendo en cuenta que las células
poseen la capacidad de reparar el dano originado por la radiacion. De este
modo, una célula imadiada a una baja tasa de dosis posee mayor probabilidad
de que actien los mecanismos de reparacidon celular que si la dosis es
administrada a una tasa de dosis elevada.

Otro factor que influye en el efecto radiobiolégico es la calidad de la
radiacion. En iguales condiciones de iradiacion, el dano bioldgico producido por
diferentes tipos de radiacion, estG determinado bdsicamente por la distribucién
de las ionizaciones a lo largo de la trayectoria de las radiaciones ionizantes. En
una escala muy pequeia, del orden de Om, la energia absorbida no se
distibuye de manera uniforme y en consecuencia las ionizaciones se
producen de manera discontinua. La dosis es una expresidon cuantitativa que
no describe esta caracteristica, sino que determina un valor global de
ionizaciones producidas en una porcion de masa suficientemente grande, de
modo que estas fluctuaciones estadisticas son insignificantes. Se ha definido el
concepto de transferencia lineal de energia (LET) para una determinada
radiacién ionizante como la energia absorbida por el medio por unidad de
camino recormrido, siendo su unidad de expresidn el kiloelectronvolt/um
(keV/Om-!). Entonces, radiaciones de alto LET producen mayor densidad de
ionizaciones por unidad de camino recomrido y mayor dafio bioldgico que las
radiaciones de bajo LET. En términos generales, el LET de una radiacion

ionizante depende de la carga eléctrica de la particulas y de su energia.

A fin de poder relativizar y comparar el efecto que producen distintos
tipos de radiaciones se ha definido el concepto de eficacia biolégica relativa

(RBE). Se define como RBE a la relaciéon de dosis requerida para obtener un
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mismo efecto bioldgico Dret/Diest. donde Drer €5 la dosis de radiacién de una
iradiacion de referencia utilizada como patrdn de comparacion y Diest €5 la
dosis de la radiacién a testear. Por ejemplo, 1 Gy de neutrones (d(50)*Be)
produce mayor efecto bioldgico que 1 Gy de rayos y 9Co (radiacidén de
referencia), siendo el RBE=1,9 para el 10% de sobrevida de células de la cripta
intestinal de ratén,

2.1.4.1 Distribucién de la dosis para los distintos tipas de radiaciones

ionizantes.

Radiaciones electromagnéticas

La dosis depositada estd dada por los electrones secundarios puestos en
movimiento por los fotones. La deposicidén de la dosis disminuye en profundidad,
siendo md&xima en la parte inicial del recomido y disminuyendo progresivamente
en profundidad a medida que la radiacién penetra en el material bioldgico
imradiado (Figura i1.2).

30cm
100 A

50 4

DOSIS
e

N 25MV X-ray

20 J \ *Coy rey

N\
200kV X-ray

Figura IT.2 Distribucion de la dosis de las radiaciones electromagnéficas (rayos X y
gamma)en funcién de la profundidad de penetracién en la materia.
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Radiaciones particuladas

Haces de protones y de iones pesados
Este tipo de radiaciones tienen frayectorias rectiineas con rangos de

recomido definido que dependen de la naturdleza y energia cinética de la
radiacién considerada. El patrén de deposicion de la dosis es caracteristico para

este tipo de radiaciones y puede ser descripto por la denominada Curva de Bragg,
caracterzado por una regidon plana (plateau) y un pico agudo que se

comesponde con la mdaxima deposicion de la dosis (pico de Bragg). (Figura il.3).

H* 147 MeV
He' ' 584 MeV

DOSIS

H- 117-147 MeV
He*: - 484-584 MeV

—

5 10 15cm

Figura IT.3 Distribucidn de la dosis de un haz de particulas cargadas en funcién de la
profundidad de penetracidén en la materia. Curva de Bragg para particulas monoenergéticas.
La profundidad del pico depende de la energia y de la naturaleza de las particulas (curva a).
Variando la energia de las particulas durante la irradiacién, el pico se expande mostrando
una distribucién de dosis como la que se describe en la curva b.

Este patrdn de deposicidn de la dosis, se puede explicar de la siguiente
manera, cuando la velocidad de las particulas es alta la interacciones
eléctricas con los dtomos del medio es minima (regidén del plateau), sin
embargo a medida que las particulas van penetrando en la materia
disminuyen su velocidad, aumentan las coadliciones € interacciones
coulombianas con los electrones de dtomos del medio, depositando en
consecuencia practicamente la totalidad de la dosis al final del recorrido (pico

de Bragg).
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Este tipo de radiaciones tienen la ventaja de tener un rango de recomido definido

que permite una selectividad espacial para la maxima deposicidén de la dosis.

Haces de electrones. La deposicidn de la dosis disminuye abruptamente en

profundidad siendo el recomrrido de los electrones poco definido.

Haces de neutrones. Los neutrones depositan su energia de manera indirecta

al colisionar con los nucleos de hidrégeno del medio. De este modo, estos
protones secundarios en movimiento son los responsables de las ionizaciones
de los atomos del medio. La dosis depositada disminuye en profundidad
siendo el patrdn de distribucidn de dosis comparable al de los fotones

(Figura 11.2).

2.1.5 Accién directa e indirecta de la radiacién'**'*

Los efectos bioldgicos de las radiaciones son el resultado de la
deposicion de energia en el material imadiado. Este fendmeno produce
excitaciones e ionizaciones al azar de los dtomos y moléculas del medio,
dando origen a cambios fisicoquimicos que finaimente culminan en un efecto
biolégico. Sila energia de la radiacién es suficiente para provocar ionizaciones
se dice que la radiacion es ionizante. Las radiaciones ionizantes pueden
provocar excitaciones e ionizaciones en los aGtomos que componen las
biomoléculas, ejerciendo de este modo una accién directa. Por otro lado,
también provocan la descomposicion o radidlisis de las moléculas de H202 en
HO y H, radicales libre capaces de difundir y provocar dafio a moléculas
biolégicas. En este Ultimo caso, la radiacién ejerce una accién indirecta, siendo
este tipo de dano esencialmente similar al que resulta del estrés oxidativo
(Figura ll.4 Ay B).
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Figura 2.2
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lesiones pueden ser reparadas o0 en su defecto

zona imadiada'2 (efecto “bystander”).

Para una mayor profundizacion de los temas
consultar las referencias 113y 115.

Los efectos biolégicos de las radiaciones ionizantes resultan principalmente en
dano al ADN, su blanco mdas sensible. Las lesiones que se producen son
rupturas de simple y de doble cadenaq, alteraciones de bases, destrucciéon de

azucares y formacién de dimeros''é, Segun el grado de severidad, estas

convertirse en imeparables

originando desde mutaciones puntuadles hasta aberraciones cromosdémicas
multiples. A nivel celular, estos eventos pueden generar directamente la
muerte celular por pérdida de la capacidad reproductiva, o alteraciones que
van desde cambios en la expresidbn de genesé con un consecuente
alargamiento del ciclo celular''’."'8, induccién de apoptosis''?, inestabilidad

gendmica'®, transformaciéon celular'?! hasta efectos en las células vecinas a la

expuestos se recomienda
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2.1.6 Modelos de estudio

Uno de los efectos mds importante que provoca la radiacién es la
muerte celular reproductiva, definida como la pérdida ireversible de la
capacidad de division celular. Esta definicibn es importante en radioterapia
porque un tumor se considera controlado cuando todas sus células
clonogénicas han perdido su potencial de proliferacién. Por este motivo, es
importante tener un método de medida de la proporcidn de células
sobrevivientes luego de los efectos de un tipo de radiacion determinada.
El método mas utilizado es el ensayo clonogénico disenado por Puck y
Marcus'2 en 1956, cuyo trabgjo marca el comienzo de la radiobiologia celular
cuantitativa. Este ensayo evalia si se ha alterado la 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 metodologia sencilla es

posible construir curvas de sobrevida, a través de las cuales se describe la

relacién entre la proporcidn de células sobrevivientes (S) y la dosis (D) de
imadiacién aplicada. Este ensayo se puede aplicar para estudiar la
radiosensibilidad de lineas celulares o para evaluar la proporcion de muerte

celular de las células clonogénicas de tumores experimentales iradiados.

2.6.1 Modelos de curvas de sobrevida''®%*

Los distintos sistemas bioldgicos describen bdsicamente dos tipos de
curvas de sobrevida:
Curvas de sobrevida exponenciales. La relacion entre la fraccidon de sobrevida y
la dosis se qgjusta a una ecuacién de! tipo exponencial S=e@P, Los virus,
bacterias, levaduras haploides, células de mamiferos hematopoyéticas, “stem
cells" y células de mamiferos sincronizadas en M o G2 o imadiadas con

radiaciones ionizantes de alto LET se ajustan a este tipo de curvas (Figura 1.5 A).

Curvas de sobrevida con hombro. Cualitativamente Ia forma de la curva puede
describirse de la siguiente manerq, la parte inicial de la curva a bajas dosis es
convexqg, y es denominada hombro y a dosis altas generaimente tiende hacia
una linea recta en coordenadas semilogaritmicas, aunque en algunos casos

las curvas muestran una curvatura continua en todo el rango de dosis que se
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estudia. La funcidn matemdtica al cual se qjustan las curvas con hombro
depende del modelo utilizado (Figura Il.5 B1 y B2). Como puede observarse en la
figura 1.5 B, en general, las curvas de sobrevida con hombro presentan una
pendiente negativa inicial Las células de mamiferos imadiadas con radiaciones

de bajo LET se gjustan generalmente este tipo de curvas de sobrevida.
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Figura II.5 A Curva de sobrevida exponencial ajustada a la funcién matemdtica S=e™P,
donde a es la pendiente de la curva. B Curvas de sobrevida con hombro. B, La curva de
sobrevida estd definida por los pardmetros a y B, donde oD define la primera parte de la
curvay es el componente de muerte celular proporcional a la dosis, siendo o la pendiente de
la tangente al origen, y BD? es el componente de la muerte celular proporcional al cuadrado
de la dosis, donde B define la convexidad de la curva. B, La curva de sobrevida estd
definida por los pardmetros D,, que define la pendiente inicial, Do que define la pendiente
final y donde n (nimero de extrapolacién) y Dq (dosis cuasi-umbral) son pardmetros
relacionados con el ancho del hombro.
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2.6.2 Modelos matemadticos y teorias del impacto y del blanco

A fin de interpretar la forma de Ias curvas de sobrevida se han descripto
varios modelos matemdticos asociados a interpretaciones biofisicas y

biolégicas. La Teoria del “hit" o impacto es la mds antigua que se ha

desarrollado para interpretar las curvas dosis-respuesta y ha servido de base a

las teorias posteriores y a los modelos que se utilizan actuaimente. Esta teona

estd basada en dos observaciones fisicas y en un postulado:

> Laradiacién ionizante transfiere energia en paquetes discretos.

» Cada interaccion (o “hit") de la radiacién con un blanco (“target") es
independiente y sigue una distribucién de Poisson.

> El efecto bioldgico en estudio ocurre si un determinado blanco ha recibido
un numero definido de impactos. Se define como blanco a cualquier
estructura biolégica sensible del sistema biolégico iradiado.

Las ecuaciones matemdaticas que surgen de esta teoria y que representan Ias

curvas dosis respuesta son el resultado de considerar diferentes cantidades de

impactos necesarios sobre un blanco para inactivaro y diferentes cantidades

de blancos que deben ser inactivados para producir el efecto bioldgico.

La teoria del blanco introduce un concepto alternativo a la teoria del
hit, esta teoria considera que el efecto ocure cuando una minima cantidad
de energia determinada es transferida al sistema biolégico por el pasaje de
una particula ionizante a través de una regién sensible (blanco) y la
probabilidad de que esta energia minima sea transferida depende del
tamano del blanco. Por lo tanto, el volumen del blanco, o seq, el tamano de
las estructuras sensibles, es una medida de la radiosensibilidad intrinseca del
sistema.

Estas teorias podrian ser adaptadas a lo que ocurre bioldégicamente
considerando variaciones en los siguientes paraGmetros: nUmero de impactos,
nimero de blancos y volumen del blanco. Sin embargo, la variabilidad
biolégica no permite calcular de manera confiable estos tres pardmetros,
dado que diferentes combinaciones de por ejemplo numero de impactos y
numero de blancos podrian dar curvas similares que podrian ajustarse a los
mismos datos biologicos. Esto sumado a la dificultad de cormrelacionar estos tres
pardmetros con estructuras bioldgicas sensibles hace que estas teorias sean
dificiles de interpretar desde el punto de vista radiobiolégico. No obstante, los
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modelos que se vtilizan actualmente para el gjuste de curvas de sobrevida se
basan en estos conceptos basicos. En la discusion se tendrdn en cuenta estos
conceptos y se comentardn otras teorias posteriores que tienen en cuenta
otras caracteristicas celulares relacionadas con la radiosensibilidad celular,
como la capacidad de reparacion del dano.

A continuacién se describirdn varios modelos que se han derivado de las
teorias del impacto y del blanco (Figura I1.é). La curva exponencial se ajusta a la

funcién matemdtica S=e°0 y se explica a través del modelo del blanco simple

(Unicos eventos letales en un Unico blanco) graficado en la Figura 1.6 A. En este
caso, se considera que cada particula ionizante que atraviesa una célula
puede provocar un evento letal, siendo éste un fendmeno de todo o nada. La
produccién de eventos letales es al azar y su numero aumenta en funcién de
la dosis.

Para el caso de las curvas con hombro, se han propuesto varias
funciones matemdticas que surgen de diferentes modelos. Los dos modelos
mas utilizados, a los que mejor se qjustan los datos experimentales son los
modelos de dos componentes que se describen a continuacién:
> modelo lineal cuadrdtico (Unico impacto-Unico blanco + dos impactos-un
blanco), S=e®0+ P02 Este modelo considera que la muerte celular se puede
producir por un Unico evento letal, es decir por un impacto de la iradiacién en
un blanco sensible o también por la suma de dos eventos subletales
independientes en un blanco sensible. De este modo, la ecuacidén que
representa la sobrevida en funcién de la dosis tendria dos componentes, uno
proporcional a la dosis (aD) y el otro proporcional al cuadrado de la dosis (aD?)
(Figura 1.6 E).
> modelo unico impacto-unico blanco + (nico impacto-mdltiples blancos. Este
modelo considera que |a muerte celular puede ocurmir por Unicos eventos
letales o por la acumulacién de eventos subletales en n blancos y esta
caracterizado por tres parGmetros: Do, relacionado con la probabilidad de
eventos letales, nDo, relacionado con la produccion de eventos subletales y n
seria el nUmero de blancos.

Los modelos representados en la figura il.6 By C no son adecuados para
ajustar datos experimentales de sobrevida en funcidén de Ia dosis debido a que
sobreestiman la sobrevida a dosis bajas.
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Figura IT.6. Teoria del “hit* y curvas de sobrevida

Modelo A. Unicos eventos letales y unicos blancos (teoria del blanco unico). La muerte
celular resulta del dafio en blancos dnicos por eventos letales tnicos. La curva de sobrevida
es exponencial S=e™P, donde a=-1/D, y D, es la dosis que corresponde a una sobrevida del
37%.

Modelo B. Unicos eventos subletales y mdltiples blancos. La muerte celular requiere del
daffo por dnicos eventos subletales en n blancos celulares. La curva de sobrevida 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 tnicos blancos (modelo cuadrdtico). Los eventos letales resultan
de la adicién de dos eventos subletales independientes producido por el pasaje de dos
particulas independientes. La fraccién de sobrevida esta dada por S=e*%,

Modelo D. Unicos eventos letales y dnicos blancos mds dnicos eventos letales y miltiples
blancos. La muerte celular se produce por dafio letal en dnicos blancos (modelo A) o por
dafios subletales en n blancos (modelo B). La ecuacién S= e "1(1-(1-e>"™Y) es la funcidn
matemdtica 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 nimero de extrapolacidn
que se corresponde con el nimero de blancos.

Modelo E. Lineal cuadrdtico. La muerte celular resulta de dnicos eventos letales
(componente lineal) o de la adicién de dos eventos subletales independientes (componente
cuadrdtico). La fraccién de sobrevida estd dada por la ecuacién S=e =P *#d2)
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generacién de radicales libres derivados de la radidlisis de las moléculas de
agua. En consecuencia, el dafo indirecto producido por accién de la
radiacién es esencialmente similar al 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 la transformacién celular aumenta el
estado prooxidativo celular. Si a este estado prooxidativo de las células
tumorales se le suma la accidon de agentes que sean capaces de incrementar
el estado prooxidativo basal, se potenciaria la accién de la radiacién en las
células tumorales.

Existen algunas evidencias experimentales que describen la capacidad
radiosensibilizadora del 6xido nitrico (NO). Se ha demostrado su efecto
radiosensibilizador en bacterias'? y en células de mamifero en condiciones
hipdxicas'26'28, A pesar de estas evidencias, no se ha descripto este efecto en
condiciones aerdbicas, ni se ha estudiado su posible efecto radiosensibilizador
diferencial en células malignas. El 6xido nitrico podria aumentar el estado
prooxidativo de las células tumorales pudiendo radiosensibilizaras de manera

selectiva.
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OBJETIVOS

1- Evalvar las varlaciones de la radlosensibilldad Intrinseca en funclon del

aumento de la malignidad celviar.

2- Comparar la respuesta de células tumorales a diferente tipo de radiaclones

ionizantes: rayos gamma, haces de protones y de litio.

3- Estudiar el efecto del 6xido nitrico como posible agente radlosensibilizador

selectivo sobre las células malignas.
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2.2.1 Modelo de estudio /n vitro

2.2.1.1 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares PB, CH72-T4, PDV, PDVCS57, HBL-100 vy
MCF-7 cuyos origenes y caracteristicas se describieron en materiales y métodos
del capitulo |.

2.2.1.2 Curvas de sobrevida

Para la evaluacién de la radiosensibilidad intrinseca a distintos tipos de
radiacién y de su modvulacidn en las lineas celulares mencionadas, se
redlizaron curvas de sobrevida mediante el ensayo clonogénico'2. Como se
explicé en la introduccién, una curva de sobrevida describe la relacion entre

la dosis de irradiacion (D) y la proporcion de células sobrevivientes (S).

2.2.1.3 Modelos de estudio /n vivo

Se generaron tumores en ratones nude por inoculacién de la linea CH72-T4

como se describid en materiales y métodos del capitulo I.

2.2.2 Estudio de la radiosensibilidad intrinseca de las lineas celulares

2.2.2.1 Irradiaciones con gamma
Condiciones experimentales

Las lineas celulares fueron sembradas teniendo en cuenta sus
respectivas eficiencias de plaqueo. Las lineas celulares PDV, PDVC57 y CH72-T4
se sembraron a una densidad de 8X102 células/botella, la linea celular PB a
una densidad de 5X103 células/botella y las lineas celulares HBL-100 y MCF-7 a
una densidad de 1,5X103 células/botella de 25 cm2. Las dosis de iradiacion
fueron entre 0.5 y 7 Gy. Las células se incubaron durante 10-15 dias post-
iradiacién. Las colonias fueron fijadas con metanol-acético (3:1) y tefidas con
violeta cristal 0.5 % en metanol 25 %. Las colonias 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 cuadratico S=e-*0+Pd2), ytilizando el programa
Origin para el procesamiento de los datos. Se analizaron los pardmetros «, B, la
relacién a/B, la fraccidbn de sobrevida a 2 Gy y se definié el factor de
comparacién de la sobrevida a 2 Gy (FCS2Gy) entre dos lineas celulares como
la relacién de dosis necesaria en ambas lineas celulares para obtener Ia

fraccion de sobrevida a 2 Gy de la linea usada como referencia.

Fuente de irradiacion

Las células fueron irradiadas con una fuente y de '9Cs, 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 iradiaciones de las lineas celulares PDV y PDVC57 con
haces monoenergéticos de protones y de litio de distintas energias. Se
utilizaron protones cuya energia se correspondia con la zona de plateu (17 y 20
MeV), del pico de Bragg (2,5 y 2,9 MeV) o de la porcion distal (1,4 MeV) de la
curva de Bragg y haces de ¢litio de 21,5 MeV y 7litio de 6,9 MeV.

Las células fueron sembradas en cdpsulas de cultivo de 60 mm de
didmetro a una densidad de 8X102 células/capsula. Al cabo de 6 hs de
sembradas, se extrajo el medio de cultivo y se llevaron las placas a la sala de
imradiacién donde fueron dispuestas de manera vertical, perpendicular a la
direccién de salida del haz. Las dosis de imadiacién fueron entre 0.5y 7 Gy. Las
placas se incubaron durante 10-15 dias post-irradiacién y las colonias se fijaron
con metanol: acético (3:1) y se tiferon con violeta cristal 0.5 % en metanol 25
%. Se contfaron las colonias con mas de 50 células. Se readlizaron tres
experiencias de iradiacion para cada linea celular con cada dosis por
triplicado. Las curvas de sobrevida fueron qjustadas al modelo linedl
cuadrdtico S=e-0+802). ytilizando el programa Origin para el procesamiento de
los datos. Se andlizaron los pardmetros a, B y la fraccién de sobrevida a 2 Gy.
Se hicieron cdlculos de RBE, definido como la relacion de dosis requerida para
producir un mismo efecto bioldgico con dos tipos de radiaciones distintas. En
este caso se calcularon valores de RBE para protones vy litio, utilizdndose los

datos obtenidos con la fuente de imradiacion gamma como referencia.
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Fuentes de irradiacidn

Los haces de protones y de litio fueron generados en el acelerador TANDAR,
de la CNEA. Para hacer posible estos estudios radiobioldgicos, haces externos
de protones y de litio de energias del orden de 24 y 48 MeV respectivamente
fueron producidos en el acelerador TANDAR por profesionales del
Departamento de Fisica de la CNEA'?. En este trabagjo se describe la
caracterizacién de los haces de protones y de litio, demostréndose una
uniformidad del haz del 98 + 2 % en el plano de iradiacién de las células. Por
ofro lado, un dispositivo de determinacion dosimétrica on-line fue

implementado.

2.2.3 Modulacién de la radiosensibilidad. Tratamientos con dadores de éxido

nitrico.

2.2.3.1 Experimentos /in vitro
Irradiaciones con gamma

Las lineas celulares fueron sembradas como ya fue descripto. Las células
se incubaron durante 6 hs para permitir la adhesién a la botella de cultivo. Se
agregaron distintas concentraciones del dador de dxido nitrico, DETA (0,3 mM,
1 mM, 2 mM) durante 30 min antes de ser iradiadas para alcanzar niveles
constantes de liberacidn de NO. Se redlizaron controles tratados con iguales
concentraciones de DETA. Las dosis de iradiacién fueron entre 0.5 y 7 Gy.
Luego de la iradiacién se cambid el medio por medio fresco. Las placas se
incubaron durante 10-15 dias post-imadiacién. Las colonias se fijaron con
metanol: acético (3:1) y se tineron con vicleta cristal 0.5 % en metanol 25 %. Se
contaron las colonias con mds de 50 células. Se realizaron entre 2 y 3 curvas de
sobrevida por linea celular con cada dosis por triplicado en cada
experimento. Las curvas de sobrevida fueron gjustadas al modelo lineal
cuadrdtico S=e-l+802). ytilizando el programa Origin para el andlisis de los
datos. Se determinaron los parGmetros a, B y la fraccion de sobrevida a 2 Gy.
Se calculd el pardmetro SER como la relacidén de dosis para obtener un mismo

efecto en ausencia y en presencia del radiosensibilizador.
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Irradiaciones con haces de protones.

Se siguié el mismo protocolo que para las iradiaciones gamma pero
sélo se irradiaron las lineas celulares PDV y PDVC57. Se utilizaron haces de
protones cuya energia se corresponde la zona de plateu (17 y 20 MeV), pico
(2,5y 2,9 MeV) o porcidn distal (1,4 MeV) de la curva de Bragg

2.2.3.2 Experimentos /n vivo

Se utilizé espermina como dador de &xido nitrico. Este liberador muestra
un pico de liberacidon de éxido nitrico que dura alrededor de 20 min. Se eligid
este tipo de liberador pora evitar efectos colaterales adversos en el organismo.
Se inyectaron 100 ul de una solucion de espermina preparada en PBS a una
concentracion de 500 uyM y 1 mM, inmediatamente se procedid a la
iradiaciéon con 5 y 10 Gy de radiacidbn gamma y con haces de protones
(plateau). Los animales fueron blindados con una c¢dmara de plomo,
exponiéndose solamente la zona del tumor. Se hicieron controles del efecto
del compuesto en animales sin imadiar. Se siguié el crecimiento de los tumores
a lo largo de 20 dias. El volumen tumoral se determind usando la ecuacién de
un elipsoide V=4/3n.Dm/2(Dm/2)2, siendo Du el diGmetro mayor y Dm el didmetro
menor. El crecimiento se refirid al tamano que presentaban los tumores al dia 0
del fratamiento.

2.2.4 Andlisis estadistico.

La bondad del qjuste de las curvas de sobrevida al modelo lineal cuadratico
se evalud a través de test de X2 La comparacién de los distintos paradmetros

de |las curvas de sobrevida se realizaron mediante el test t de student.
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2.3.1 Caracterizaciéon de la radiosensibilidad intrinseca de las lineas celulares

con distinto grado de malignidad

2.3.1.1 Irradiaciones con rayos gammas

Se evalué la radiosensibilidad intrinseca a la radiacién gamma de las lineas
celulares PB, CH/72-T4, PDV, PDVCS57, HBL-100 y MCF-7. Se realizaron curvas
de sobrevida para cada linea celular y los datos se gjustaron al modelo
lineal cuadratico S=e-l0+802). Se analizaron los parGmetros o y B, asi como
también la relacion a/B, la fraccidn de sobrevida a 2Gy (FS2Gy) y el factor
de comparacién entre lineas para la fraccidbn de sobrevida a 2Gy
(FCS2Gy). Las diferencias de radiosensibilidades serdGn posteriormente
analizadas en la discusidn, utilizando los distintos marcos tedricos que se
han elaborado para interpretar los pardmetros de las funciones
matematicas a las que gjustan las curvas de sobrevida.

Lineas celulares derivadas de la cepa SENCAR

Las lineas derivadas de la cepa SENCAR mostraron un aumento de la
radiorresistencia en funcidon del aumento de la malignidad celular
(Figura Il.7 A). La curva de sobrevida de la linea celular CH72-T4 presentd un
valor de a significativamente menor y una fraccién de sobrevida a 2Gy
significativamente mayor que la linea PB. La relacién /B también mostrd
diferencias significativas entre las lineas celulares, mientras que el
pardmetro B no varié significativamente (Tabla Il.1).

Lineas derivadas de la cepa C57BL/6N

El andlisis comparativo de los pardmetros de Ias curvas de sobrevida de las
lineas celulares PDVCS57 y PDV mostraron las mismas caracteristicas que el
par comparativo anterior. Se observé que existe una correlacién entre un
aumento de la radiomesistencia y el grado de malignidad celular entre
estas lineas celulares (Figura 1.7 B). La asociacion entre el aumento de la
malignidad celular y el aumento de la radiorresistencia se refleja a través
de los valores de «, la FS2Gy y el FCS2Gy. La relacidon a/B también mostrd
diferencias significativas entre las lineas celulares, mientras que el
pardmetro B no varié significativamente (Tabla Il.1).
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Lineas derivadas de epitelio mamario humano

Las lineas humanas HBL-100 y MCF-7, a diferencia de los pares
comparativos anteriores mostraron una correlacién inversa entre el
aumento de la malignidad celular y la radiorresistencia (Figura 1.7 C). Los
valores de a fueron significativamente menores en la linea HBL-100 con
respecto a la linea celular MCF-7. La FS2Gy, el FCS2Gy v la relacién o/B
también mostraron diferencias significativas entre estas lineas celulares.
Sin embargo, a diferencia de los pares comparativos anteriores, el
pardmetro B difiere significativamente entre esta lineas celulares
(Tabla II.1).
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Figura II.7 Curvas de sobrevida de las lineas celulares PB y CH72-T4 (A), PDV y PDVC57
(B), HBL-100 y MCF-7(C) irradiadas con rayos gamma (**Cs) y ajustadas al modelo lineal
cuadrdtico S=e (P02
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Resultados IT

Linea a 1 3-2 a/p Fs FCS2Gy
celular 6y7) 6y ™) (6y) 26y
P8 0,18 £ 0,021 0,027 + 0,002 6,66 + 089 0,64 1
CH72-T4 0,049+ 0,011 0,028 + 0,002 1,75 + 0,41 0,81 0,64
POV 0,13 +0,016 0,006 + 0,003 216 + 11 0,75 1
POVCS7 0,049 + 0,008 0,015 + 0,002 3,26 + 0,68 0.85 0,66
HBL-100 0,076 + 0,025 0,176 + 0,0075 0,430,114 041 1
MCF-7 0,43 + 0,073 0,11+ 0,028 390+116 027 1,34

Tabla IT.1 Pardmetros matemdticos a y B, relacién o/, la FS26Gy y el FCS26y de las
curvas de sobrevida de las lineas celulares P8, CH72-T4, PDV, PDVC57, HBL-100 y MCF-7
irradiadas con rayos gamma (*¥’Cs) y ajustadas al modelo lineal cuadrdtico S=e (% * P02

2.3.1.2 Irradiaciones con haces de protones y de litio

Dadas las dificultades y costo que representa hacer iradiaciones con el
acelelador de particulas TANDAR, se redlizaron curvas de sobrevida
solamente para las lineas celulares PDV y PDVCS7, fundamentalmente por ser
el par comparativo que presenta mayor faciidad de crecimiento vy
manipulacion.

Las lineas celulares se irradiaron con haces de protones de distintas energias
que se correspondieron con las distintas porciones de la curva de Bragg vy
con haces de litio con energia comespondiente a la zona de plateau
(Figura 11.8 A y B). En ambas lineas celulares, se observd una disminucion del
hombro de las curvas de sobrevida en funcién del aumento del LET de las
particulas. El hombro disminuyé progresivamente en las curvas obtenidas con
los protones pertenecientes a la zona de plateau, pico, y porcidn distal de la
curva de Bragg, obteniéndose una curva totaimente exponencial en las

iradiaciones hechas con los haces de litio.
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A Linea PDV

Sobrevida (control%)
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Figura II.8 Curvas de sobrevida de las lineas PDV(A) y PDVC57(B) irradiadas con rayos
gama 137Cs (m), protones 20.2+ 0.2 MeV (plateau) (»), protones de 2,9+0.1 MeV (pico de
Bragg) (a ), protones de 1.5+0.1MeV (porcidn distal)(v) y litio de 21.5+0.7MeV (+).
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El aumento de radiosensibilidad en funcién del aumento del LET de las
particulas se observa también a través del aumento del parGmetro a y la
disminucion de FS 2Gy (tabla 11.2) y en los valores de RBE (tabla 11.3).

En cuanto a la comparacion entre lineas, la linea celular PDVCS57 mostrd ser
mads radiorresistente que la linea PDV sélo para las iradiaciones realizadas
con protones comespondientes a la zona de plateau (tabla 1.2 A y B). El
parGmetro a mostré valores significativamente menores para la linea PDVCS7
con respecto a la linea celular PDV y la FS2Gy mostrd valores mayores. No
hay diferencias significativas entre las lineas celulares PDV y PDVCS57 en las
curvas de sobrevida obtenidas con las iradiaciones con haces de protones
de la zona de pico de Bragg, de la zona distal y con haces de litio.

La tabla I1.3 muestra valores de RBE (a./ay), RBE (FS2Gyy) y el RBE para el 10% de
sobrevida para las iradiaciones con haces de protones y de litio.
Los resultados mostraron un aumento del RBE en funcidon del aumento del LET
de las particulas (Tabla 1.3 Ay B, Figura I1.8 A y B). Los valores de RBE (a./a.), RBE
(FS2Gyy) mostraron diferencias entre las lineas celulares a dosis bajas y para las
iradiaciones con particulas de alto LET, estas diferencias se hacen menores si
se comparan los RBE calculados para una sobrevida del 10%. Este resultado se
muestra mds detalladamente en la Figura iI.10 A y B donde se grafican los

valores de RBE para cada fraccién de sobrevida.



A _Linea celular PDV

Resultados IT

Energia FS
LET a B
Medla " 2 26y
(MeV) (keV/um) 6y) 6y™°) (ajustado)
GAMMA 7Cs 0,662 0,2 0,13+ 0,02 0,04 + 0,004 0,66
PROTONES
PLATEAU 17,2 £+ 0.1 31:01 0,31+ 0,03 0,02 + 0,01 0.49
PROTONES 25+01 15,6 + 0,1 0,3210,04 0,05+ 0,01 0,43
PICO DE BRAGG
PROTONES 1,440, 26+2 0,69 +0,13 0,26 + 0.11 0,089
DISTAL
¢LITVIO 215+0,8 1007 1,47 + 0,08 * 0.053
TLITIO 69:03 269 + 14 1,72+ 0,17 * 0,032
B Linea celular PDVC57
Energia FS
LET a B
Media i : 26y
k v 1 2
(MeV) (keV/um) Gy’ 6y (ajustado)
GAMMA "Cs 0.662 0.2 0,004 + 0,015 0,078 + 0,003 072
PROTONES
PLATEAU 20,2 + 0,07 269:008 (0141002 0,044 + 0,005 0,63
PROTONES 29+01 14 +1 0,32 + 0,06 0.06 + 0,01 041
PICO DE BRAGG
PROTONES 1,4+01 26+2 0,67 +0,12 0,23 +0,08 0.1
DISTAL
$LITIO 21508 10017 1,59 + 0,07 * 0,041
TLITIO 69103 269 + 14 1.88 + 0,03 » 0,023

Tabla II.2 Pardmetros matemdticos a, B, FS 26y de las curvas de sobrevida de las lineas
celulares PDV y PDVC57 irradiadas con haces de protones y de litio ajustadas al modelo
lineal cuadrdtico S=e (0 *PD2)
*Valor tendiente a cero
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A.lLinea celular PDV

Resultados IT

E,::':lg’ LET RBE RBE RBE
(MeV] (keV/pm) (a/a) (FS26yy) (Fs 0.1)
GAMMA "Cs 0,662 0,2 KeV/um 1 1 1
PROTONES
PLATEAU 17.2 0,1 31:01 2,38 1,63 1,12
PROTONES 2501 15,6 + 0,1 2.48 1,82 1,42
PICO DE BRAGG
PROTONES 14+01 26+2 53 4 3,18
DISTAL
¢LITIO 215+0,8 100+7 11,3 7.14 391
TLITIO 69103 269 + 14 13,2 8,33 4,61
B Linea celular PDVC57
':“:'dglf;’ LET RBE RBE RBE
(MeV) (keV/pm) (a/a) (FS26yy) (FS 0.1)
GAMMA "¢s 0,662 0.2 KeV/um 1 1 1
PROTONES
PLATEAU 20,2 £ 0,07 2,69 + 0,08 2,85 1,27 093
PROTONES 29+01 14 +1 6,53 2,27 1,32
PICO DE BRAG6G
PROTONES 14+01 26+2 13,67 4,65 2,67
DISTAL
SLITIO 215+08 100+7 324 97 375
TLITIO 69+0,3 269+ 14 38.3 11,56 442

Tabla II.3 RBE calculado como relacién de o/a, FS2G6yy y FS 0,1 de las curvas de
sobrevida de las lineas celulares PDV y PDVC57 irradiadas con haces de protones y de

litio ajustadas al modelo lineal cuadrdtico S=e (®*#02)
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RBE (a/q)

Resultados IT

En la figura 1.9 se muestra el aumento del RBE calculado como relaciéon de
o/a (RBE o/, para la fraccion de sobrevida a 2Gy gamma (RBE 2Gyy)y para
la fraccion de sobrevida de 0,1 (RBE 0,1) en funcién del LET de las particulas.
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Figura II.9 Variacién del RBE en funcién del LET de las particulas calculado como de
a/o (RBE a/a) (A), para la fraccidn de sobrevida a 2Gy gamma (RBE 26y vy) (B) y para
la fraccién de sobrevida de 0,1 (RBE 0,1) (C) en las lineas celulares PDV y PDVC57

irradiadas con haces de protones y de litio ajustadas al modelo lineal cuadrdtico
sze-(aD +pD2) .
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Figura II.10 Variacion del RBE calculado para valores de fracciones de sobrevida
comprendidos entre 0,1-0,9 para las lineas PDV (A) y PDVC57 (B)irradiadas con haces de

protones de la zona de plateau (), del pico de Bragg (4), de la regién distal () ®litio (¢)y
Tlitio (x).




Resultados IT

2.3.2 Modulaclén de ia radiosensiblidad por 6xido nitrico

2.3.2.1 Evaluacion del efecto de un dador de oxido nitrico /n vitro
Irradiacién gamma

A fin de evaluar un posible efecto radiosensibilizador selectivo del éxido
nitrico en las lineas celulares con mayor capacidad tumorigénica las lineas
celulares se trataron con DETA, un dador de &éxido nifrico de liberacion
constante y prolongada.

Todas Ias lineas celulares fueron radiosensibilizadas con DETA. Las lineas con
mayor grado de malignidad CH72-T4, PDVC57 MCF-7 presentaron mayor
radiosensibilidad que sus pares comparativos PB, PDV y HBL-100
respectivamente (Figurali.11)

Las lineas celulares CH72-T4 y PDVCS7 mostraron una toxicidad mayor al 20%
al ser tratatadas con DETA 2 mM, por esta razén no se consideraron estas
curvas.

En la tabla 1.4 se muestran las variaciones de los pardmetros a y B y la
fraccién 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 relacidn de a/as, donde oy
pertenece ala curva de sobrevida de las células tratadas y aw corresponde a

la curva de las células controles.



0000000000000 0000000000000000000C0COC0OCCROCO0CKBO0CKFOCK%O0CO0O0C0CRO0FKOYFT°TC

Resultados IT
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Figura II.11 Radiosensibilizacién de las lineas celulares PB (A), CH72-T4 (B), PDV (C),
PDVC57 (D), HBL-100 (E) y MCF-7 (F) irradiadas con y y pretratadas con diferente
concentraciones de DETA (¢ O mM DETA, « 0,3 mM DETA, « 1 mM DETA, « 2 mM DETA).
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Resultados IT

PB CH72-T4
DETA OmM 0,3 mM 1 mM OmM 0,3 mM 1 mM
(e:-l) 0170021 | 013:0016 | 03040018 | 0,049:0014 | 028+0024 | 054+0035
( eyB'Z) 0027:0003 | 003+0004 | 00140004 | 0,003+0002 | 0,008 + 0,005 .
Fs 064 064 053 081 054 026
(26Y) ' ' ' : : :
SER
(01700) 1 076 +017 176 + 0,24 1 5.7+ 1.7 1132
SER
Fezey) 1 0.88 149 1 273 5.12
PDV PDVC57
DETA oOmM 0,3 mM 1mM oOmM 0,3 mM 1mM
(e:'l) 0130016 | 013+0016 | 020:0025 | 0049+0008 | 0,12+0017 024003
( eyB'Z) 0,006 £ 0.003 | 0,003 £ 0,003 | 0,0002 + 0,005 | 0,015 00017 | 0,011+0,0038 | 0,005 +0,005
FS 075 076 0,65 085 075 0.66
(26Y) ' : ' ' ' '
SER
(@1700) 1 110,17 154026 { 244051 41:001
SER
Fezey) 1 0.96 1,60 1 1,65 256
HBL-100 MCF-7
DETA oOmM 0,3 mM 1mM 2 mM O mM 0,3 mM 1mM 2 mM
( e:-l) 008:002 | 01:006 | 02+005 | 0,29:019 | 043007 | 063:009 | 23205 |22+ 05
(6:_2) 002070 | 0,16 +003 | 02+002 | 0412010 | 011003 | 0,05 + 0,06 .
Fs
(26v) 0.41 0.40 0,30 0171 0.26 022 0023 0,008
SER
1 15+091 | 29+115 | 38278 1 15+170 | 534140 | 514142
(aT/a0)
SER
(Fezep) 1 1 1,22 1,72 1 107 3.44 327

Tabla IT.4 Pardmetros a, B, fraccién de sobrevida a 2Gy y valores de SER calculados como
relaciéon de aT/a0 (SER aT/a0), correspondiendo aT a la curva tratada con el
radiosensibilizador y a0 a la curva control, y para la fraccién de sobrevida obtenida con 2Gy
en las células sin tratamiento: SER (FS26Gy), para las curvas de sobrevida de las lineas PDV y
PDVC57ajustadas al modelo lineal cuadrdtico tratadas con O, 0.3, 1 y 2 mM DETA e

irradiadas con gamma

* Valor tendiente a 0.
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Resultados IT

Irradiacién con haces de protones

El dador de éxido nitrico mostré un efecto radiosensibilizador sélo en la linea
celular PDVCS57 imadiada con protones comrespondientes a la zona de
plateau (Figura ll.12, A). No se observa radiosensibilizacién en la zona de pico y
porcién distal de la curva de Bragg ni con los haces de litio. El aumento de la
radiosensibilidad con DETA se refleja en la variaciones del parGmetro o (Tabla
II.5, B).
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Resultados IT
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Figura II.12 Efecto de la radiosensibilizacion con DETA con protones de distinta energia
pertenecientes a la diferentes porciones de la curva de Bragg: plateau (A), pico de Bragg (B) y
porcidn distal (C) en las lineas celulares PDV y PDVC57. (¢ O mM DETA, « 1 mM DETA).
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Resultados IT

A Plateau
PDV PDVC57
DETA 0 mM 1 mM 0 mM 1mM
(e:'l) 0.316 + 0,054 0,380 + 0,086 0.100 + 0,015 0.290 0,022
( 63_2) 0,060 + 0,008 0078+ 0016 | 0062:00052 | 0,094+ 0,008
Fs
(26Y) 0.51 0,34 063 0,38
SER
(aT/a0) ! 120,33 t 294048
SER
(FS26y Plateau) ! 148 1 1,74
B Pico de Bragg
PDVC57
DETA 0 mM 1 mMm 0 mM LmM
( e:-l) 0.402 + 0,055 0517 + 0,063 0,448 + 0,063 0430 + 0,078
(65_2) 0.076 + 0,008 0,082 + 0,018 0,247 £ 0,0168 0,182 £ 0,024
Fs
(26Y) 033 0,25 0.15 0,20
SER
(aT/a0) 1 0,78 : 0,13 1 0.96 £+ 0,21
SER
(FS26y Bragg) ! L19 1 0,90
C Porclén distal
PDVC57
DETA 0 mM 1 mM 0 mM 1mM
(G;l-l) 0,59 + 0,061 0,88 +0.1 0.73 + 0,041 061 +0,037
(63_2) 0,28 + 0,031 0,33 + 0,003 0,055 + 0,009 0,055 + 0,008
Fs
(26Y) 0,100 0046 0,18 0,19
SER
(aT/a0) 1 149 + 0,22 1 0,83 + 0,068
SER
(FS26y Distal) ! 123 1 0.88

Tabla IT.5 Pardmetros de la curva de sobrevida a, B, FS 26y y SER de las lineas
celulares PDV y PDVC57 irradiadas con haces de protones en zona de plateau (A),
en el pico (B) y porcién distal (C)de la curva de Brag en presencia y ausencia del
radiosensibilizador DETA (1 mM). Los valores de SER se calcularon como
SER(aT/a0) donde aT corresponde a la curva tratada con 1 mMMDETA y a0
corresponde a la curva sin tratar y como SER (FS26Gy sin tratamiento)
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Resultados IT

2.3.2.2 Evaluacion del efecto de un dador de oxido nitrico /in vivo

Irradiacion con gamma

Se demostrd un efecto radiosensibilizador del 6xido nitrico en tumores
experimentales. Los tumores tratados con 0,5 y 1 mM de espermina como
dador de 6xido nitrico, fueron radiosensibilizados al ser iradiados con 10 Gy
de radiaciéon gamma. Los tumores tratados con las mismas concentraciones
de espermina y no iradiados crecieron de manera indistinguible con

respecto a los tumores controles inoculados con vehiculo (Figura I1.13).

A Controles
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Figura II.13 Tumores experimentales tratados con espermina e irradiados con una dnica dosis de
radiacién gamma controles (A), tratados con el radiosensibilizador (B)
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Irradiacion con haces de protones

Los tumores tratados con espermina e iradiados con haces de protones en la
zona de plateau de la curva de Bragg mostraron menor crecimento con
respecto a los tumores controles y a los iradiados en ausencia del dador de

oxido nitrico. (Figura ll.14).
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Figura II.14 Curvas de crecimiento de tumores experimentales tratados con espermina e
irradiados con una (nica dosis de protones de energia que se corresponde con el plateau de la
curva de Bragg.
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Discusidn IT

Como se menciond en la introduccién, uno de los principales problemas
de la radioterapia es la radiorresistencia que presentan algunos tumores. Una
posibilidad para comprender los mecanismos que participan en la
radiomresitencia es estudiar la radiosensibilidad intrinseca de las células
tumorales que forman dicho tumor. Ademds de esta Ultima caracteristica,
factores tales como la cantidad de células hipoxicas y la capacidad de
repoblacién de las células tumorales entre las fracciones de iradiacién, son

variables importantes que definen la respuesta de un tumor a la radioterapia.

En la primera parte de este capitulo, se evalud si la radiosensibilidad
celular intrinseca varia en funcién del aumento del grado de malignidad
celular. La primera pregunta que surge para este andlisis es qué pardmetros
son buenos indicadores de la radiosensibilidad celular. Estudios realizados por
Deacon y col.'3®, demostraron que la respuesta clinica de los tumores a la
radiacién se cormelacionaba con algunos pardmetros de las curvas de
sobrevida de lineas celulares originadas a partir de tumores de los mismos
grupos histologicos. Se demostré que la respuesta radiobiolégica hasta los 2-3
Gy de estas lineas celulares se comrelacionaba con la respuesta clinica de los
tumores a la radioterapia. El pardmetro a de la ecuacioén lineal cuadrdtica y la
sobrevida a 2 Gy son los par@metros que mejor caracterizan esta porcidén de la
curva de sobrevida. La sobrevida a dosis mayores a 2-3 Gy, caracterizada
basicamente por el pardmetro B de la ecuaciéon lineal cuadratica no se
correlaciona con respuestas radiobiolégicas obtenidas en la clinica.

El pardmetro a, que matematicamente representa la pendiente de Ia
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 la teoria del blanco, es un indicador de la muerte celular
por unicos eventos letales, tal como se discutird mdas adelante. La importancia
de la sobrevida a 2 Gy como parametro indicador de la radiocurabilidad de
un tumor, estd basado en la forma en que se administra la 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, § veces por semana.

Estos protocolos estan basados en estudios que muestran que la dosis maxima
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Discusién IT

para la cura de un tumor, sin comprometer el tejido normal circundante, no
puede exceder ciertos valores de dosis total mdaxima. Por otro lado, se ha
demostrado que se puede aumentar la dosis total sin comprometer el tejido
sano circundante si la 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 1 % de
células clonogénicas se puede hacer el razonamiento que se describe a
continuacion. Un tumor de 100 gramos que contiene aproximadamente 10"
células y 1% de células clonogénicas tendria aproximadamente 107 células
con capacidad proliferativa. Dependiendo del valor de sobrevida que se
obtiene luego de una iradiacién con 2 Gy, dicho tumor podria tener diferentes
destinos luego de iradiaro con 30 fracciones de esta dosis. Si la sobrevida
luego de una iradiacién con 2 Gy es de 0,4, al findlizar el fratamiento
quedardn 10'2 células clonogénicas, 10 que se comesponde con una alta
probabilidad de curq, tal como sucede con el linfoma de Burkitts cuya
fraccion de sobrevida a 2Gy es aun 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 serd de 107, lo que implica una baja probabilidad de cura como
ocurre en el caso de los melanomas. Este ejemplo muestra la utilidad del valor

de sobrevida a 2Gy como indicador de la respuesta del tumor a la radiacion.

Teniendo en cuenta 1o expuesto anteriormente, es importante
comprender los modelos que intentan explicar la forma de la curva de
sobrevida y la interpretacién bioldgica de los pardmetros a los que se qjusta
dicha curva, aungue es necesario enfatizar Ias limitaciones de la simplificaciéon
de los conceptos sobre los cuales estGn basados los modelos. La teoria del
"hit", ya descripta en la introduccién, es uno de los modelos mdas simples que
ha surgido para explicar la muerte celular por efecto de la radiacién. De
manera simplificada el término a de la ecuacion lineal cuadrdtica
representaria la muerte celular producida por eventos letales Unicos y el
pardmetro B estimaria la muerte por acumulacién de eventos subletales. Cabe
senalar, que una de las limitaciones de esta teoria es la dificultad de interpretar
bioldgicamente lo que se define como blanco o target en el modelo
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matemdtico. El target no define simplemente una estructura celular cuyo dano
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 la muerte
celular. Teniendo en cuenta esto Ultimo, es importante analizar aquellos
modelos que consideran la capacidad de reparacion celular como un factor
de fundamental importancia en la radiosensibiidad intrinseca de una
célula™132, gl rol fundamental que cumplen los mecanismos de reparacién
celular sobre el dano generado por las radiaciones ionizantes se evidencia a
través de la disminucion del nUmero de rupturas generadas en el ADN en
funcidn del tiempo postiradiacidon''s. A modo de ejemplo, se puede
mencionar que de las aproximadamente 1000 rupturas en el ADN gue sufre
una célula luego de recibir una dosis de 1 Gy quedan aproximadamente 20
luego de pocas horas. En los modelos basados en la reparaciéon celular se han
definido dos tipos de lesiones, aquellas que son directamente letales y otras
que son potencialmente letales pero que son susceptibles de reparaciéon. En
este marco, el hombro de la curva de sobrevida aparece cuando el sistema
estd completamente operativo, es decir a dosis bajas. Cuando el sistema estd
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 reparacién de una lesidon depende de la cantidad de energia
que se ha transferido en ese punto. Kellerer y Rossi'3 consideraron datos
provenientes de la microdosimetria ademds de la reparaciéon celular como
factor determinante de la radiosensibilidad celular. Una gran concentracién
de energia en un punto se puede ocasionar porque se produce una gran
densidad de ionizaciones a lo largo de la trayectoria de la particula ionizante o
por la adicién de los efectos que producen la trayectoria de distintas particulas
en un mismo sitio. Por otro lado, se ha comprobado experimentalmente que los
cortes de doble cadena que se producen en el ADN por efecto de la
radiacién estdn vinculados directamente con la muerte celular, mientras que
los cortes de simple cadena poseen alta probabilidad de reparacién. Ademds,
la proporcion 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 fendmenos biolégicos tales como la

variaciéon del RBE en funcion del LET, el rol de la tasa de dosis y las variaciones
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en la forma de la curva de sobrevida. Con lo expuesto, cabe resaltar
finalmente la importancia de la reparacion celular y el aporte de informacion
de la microdosimetria en la comprension de la respuesta celular al dano por

radiacion.

Comparacién de la radiosensibilidad a la radiacién gamma en funcién de la
malignidad celular

Todas las lineas celulares analizadas mostraron curvas de sobrevida con
hombro, tipicas de las células de mamiferos. Las lineas celulares derivadas de
epidermis de raton PB-CH72-T4 y PDV-PDVC57 mostraron una asociacién entre
el aumento de la radiomresistencia y el aumento del grado de malignidad. Las
lineas celulares CH72-T4 y PDVC57 fueron mas radiormresistentes que las lineas
celulares PB y PDV respectivamente. Esta conclusidén surge de la comparacién
de los pardmetros de las curvas de sobrevida que caracterizan la
radiosensibilidad celular, tal como se explicd anteriormente. Los valores de a
de las lineas celulares CH72-T4 y PDVC57 son significativamente inferiores en
relacién a los obtenidos en Ias lineas celulares PB y PDV respectivamente. En el
marco de la teoria del "hit”, la muerte celular se generaria mayoritariamente
por Unicos eventos letales en las lineas mas radiosensibles mientras que en ias
lineas mads radiomresistentes, la muerte celular ocurriria principalmente por
acumulacién de eventos subletales. Esto Ultimo, también se refleja
comparando la relacion a/f de las curvas de sobrevida. La relacién o/f
representa la dosis en donde la muerte celular por Unicos eventos es igual a la
muerte celular provocada por acumulacién de eventos subletales y por otro
lado refleja el tamano del hombro de la curva de sobrevida es decir la
capacidad de reparacion. Valores altos de a/p estarian indicando curvas con
hombros pequenos, basicamente con una forma exponencial donde la
contribucidén de B es relativamente baja y valores bajos estarian indicando
curvas con hombro considerable y con una mayor capacidad de reparacion.
Los valores de a/f en las lineas celulares de ratén con mayor grado de
malignidad celular fueron menores que en las lineas celulares menos
tumorigénica. De la comparacion de la FS 2Gy v los valores de FCS 2Gy surgen
las mismas diferencias de radiosensibilidad entre lineas que concuerdan con lo

expuesto anteriormente.
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Una de los factores conocidos relacionado con el aumento de la
radiomesistencia en las células tumorales es la presencia de oncogenes
activados. En particular, se ha descripto la vinculacién de la expresidon del
oncogenen ras con el aumento de la radiomresistencia'3*135, La transfeccion del
oncogen ras aumenta la radiomesistencia in vitro en células NIH-3T3,
fibroblastos embrionarios de rata, células de rabdomiosacoma y células de
osteosarcoma entre otras. En el caso de las lineas celulares utilizadas en este
trabaqjo se ha descripto que la relacién de copias del oncogen ras mutado/ ras
normal aumenta en la linea celular PDVC57 (2:1) con respecto a la linea
celular PDV(1:2}%. En lo que respecta al par comparativo PB-CH72-T4, la linea
celular PB expresa normalmente el gen ras®, mientras que la linea celular
CH72-T4 se origind de un carcinoma obtenido en un protocolo de
carcinogénesis quimica en dos pasos y se ha descripto que Ia progresidon
tumoral en este modelo estd asociada con el incremento del nUmero de
copias de Ha-ras mutado!3s137 Estas evidencios sugieren que los niveles de
expresidon del oncogen Ha-ras asociadas al aumento de la malignidad celular
podria contribuir a Ias diferencias de radiosensibilidad descriptas. Otro factor
posiblemente involucrado en las diferencias de radiosensibilidad entre las
lineas celulares derivadas de ratdn podria ser la diferencia en los niveles de
SOD entre las lineas celulares. Segun lo expuesto en la primera parte de esta
tesis, las lineas celulares con mayor capacidad tumorigénica aumentan los
niveles de superdxido dismutasa. El aumento de SOD en las lineas celulares con
mayor capacidad tumorigénica podria disipar mas eficientemente el anidn
superdxido generado durante la irmadiacidén y disminuir su efecto tdxico,
aunque tombién habria que considerar el efecto que tendria en la
radiosensibilidad el aumento de perdxido de hidrégeno descripto en estas
lineas.

Con respecto a las lineas celulares humanas se observa una correlacion
inversa entre el aumento de la malignidad celular y Ia radiorresistencia. En este
caso la diferencias en radiosensibilidad posiblemente se deba a factores
diferentes a los mencionados para las lineas derivadas de ratén. Su y Little
mostraron un aumento de la radiomesistencia en lineas transfectadas con
SV40T'38, En este sentido, la linea HBL-100 muestra una expresion positiva para

este antigeno mientras que no existen evidencias de expresiéon para las células
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MCEF-7. Por otro lado, posiblemente los altos niveles basales de produccién de
peroxido de hidrogeno en la linea MCF-7 estén potenciando el efecto
indirecto de la radiacién, mediado por radicales libres.

Caracterizacién de la radiosensibilidad de lineas 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 radiacién gamma resultan inadecuados. Algunos tumores
como por ejemplo neuroblastomas o melanomas presentan una gran
radiomresistencia a la radiacién gamma, en otros casos la ubicacioén del tumor
en regiones cercanas a éorganos criticos radiosensibles no permite aplicar la
dosis necesaria para esterilizar el tumor. La utilizacién de haces de protones,
como terapia radiante alternativa, se utiliza en diversos centros médicos de
distintos paises del mundo con resultados muy efectivos''413? especialmente
para el tratamiento de tumores de ojos y de tumores situados en la base del
craneo.

En el marco de un proyecto mas amplio que se realiza en colaboracion
enfre profesionales del Departamento de Fisica y del Departamento de
Radiobiologia de la CNEA, como ya se menciond en materiales y métodos, se
generaron haces de protones y de litio en el acelerador TANDAR, que fueron
caracterizados desde el punto de vista fisico y radiobiolégico'?. En particular,
en este trabagjo de tesis, se evaluaron los efectos bioldgicos de haces
monoenergeticos de particulas generadas en el acelerador TANDAR sobre
células tumorales y tumores experimentales.

Las lineas celulares PDV y PDVC57 fueron imadiadas con haces de
protones y de litio de diferentes energias. Las curvas de sobrevida iradiadas
mostraron una pérdida progresiva del hombro en funcién del aumento del LET
de las particulas, obteniéndose curvas completamente exponenciales para los
haces de litio. El aumento de la deposicion de energia por unidad de camino
recorrido se traduce en un aumento del dano bioldgico directamente letal.
Matemdticamente, este efecto se refleja en el aumento progresivo de los
valores del pardmetro a de la ecuacion lineal cuadratica en funcidn del LET de

las particuias. 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 iradiaciones realizadas con haces de
litio.

Desde el punto de vista biolégico, el dano inducido por la radiaciéon a
nivel de ADN y su reparacién determinan el efecto observado a nivel celular. El
hecho de que Ias iradiaciones con particulas de baja energia y de alto LET
generan mayor proporciéon de cortes de doble cadena en el ADN, con una
menor probabilidad de reparaciéon celular, que se cormrrelaciona con ia
probabilidad de muerte celular, explica el aumento del RBE en funcion del LET
y la pérdida del hombro en la curva de sobrevida.

En particular, se observa que las curvas obtenidas de las iradiaciones
con haces de protones de la zona de plateau y de la zona del pico de Bragg
no difieren significativamente entre si para ambas lineas celulares, en cambio si
difieren con respecto a las curvas obtenidas con protones de la zona distal.
Estos Ultimos poseen un LET que se aproxima a valores donde el efecto
bioldgico relativo de los protones es maximo. A pesar de que existe discusidn
en la literatura respecto del méximo RBE alcanzado por los protones de baja
energia'i4 se ha descripto que el mayor efecto bioldégico se alcanza con
protones cuyos valores de LET rondan entre 30-40 keV/um. Estos valores de LET
son alcanzados por protones de muy baja energia y que por 1o tanto poseen
rangos de recorido muy pequenos, lo que dificulta la evaluacién de su efecto
bioldgico en las lineas celulares y da origen en parte a la controversia de
resultados en la literatura.

Por otro lado, los valores de RBE obtenidos con los haces generados por
el acelerador TANDAR se encuentran dentro del rango descripto con haces de

energias similares en otros modelos experimentales'43-144,

Con respecto las iradiaciones con haces de litio, se obtuvieron curvas
exponenciales, sin hombro. Existe menor informacién en la literatura en lo que
respecta a los efectos bioldgicos generados por haces de litio'¥, lo que
constituye un aporte interesante, por ejemplo para realizar cdlculos de RBE de
utilidad para terapias como la de captura neutrénica en boro (BNCT). En este
tipo de tratamientos, una particula o y una de litio se generan como

consecuencia de la reaccidén de captura neutrdnica en 9B, siendo estas
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particulas las principales responsables de la dosis en BNCT. Las dificultades de
los cdlculos de RBE precisos para esta terapia hacen que la posibiidad de
evaluar la eficacia bioldgica de los diferentes componentes de BNCT por
separado puedan aportar informacion sobre valores de RBE de utilidad para
los cdlculos dosimétricos.

En cuanto a la comparacidén entre lineas con respecto a la
radiosensibilidad y la malignidad celular, 1as diferencias solo aparecen en las
iradiaciones reqalizadas con protones de la zona del plateau. Estas diferencias
de radiosensibilidad se pierden completamente a medida que aumenta el LET
de las particulas con las que se imadia. A medida que las particulas con las que
se iradia generan una mayor densidad de ionizaciones en su trayectoria, es
decir a medida que aumentan sus valores de LET, aumenta la probabilidad de
dano en el ADN de cardcter imeparable. De este modo, luego de cierto
umbral de valores de LET, a partir del cual disminuye la capacidad de
reparacién celular, no se observan diferencias a nivel biolégico. Por otro lado,
del andlisis comparativo de la variacién del RBE en funcién de las distintas
fracciones de sobrevida se observa que existe un mayor efecto bioldgico
relativo en funcién del aumento del LET de las particulas en la lineas PDVC57
con respecto a la linea PDV, especialmente a dosis bajas. Este fendmeno se
puede interpretar teniendo en cuenta que la capacidad de reparacion es
mayor si la dosis y el LET de la radiacién aplicada es bgja (radiacién gamma),
por lo tanto la diferencias entre las lineas celulares se acentian mdas en estas
condiciones dado que el célculo de RBE utiliza a la radiacibn gamma como
referencia. Este resultado convierte a las particulas de alto LET, mds alla de Ia
selectividad fisica, en atractivas para el tratamiento de tumores
radiormresistentes. Por ejemplo, en el caso del tumor de melanoma que posee
caracteristicas altamente radioresistentes, seria interesante estudiar como es la
respuesta de este tipo de tumor a iradiaciones con particulas de alto LET o la
convinacién de estas Oltimas con las radiaciones gammas convencionales.

Evalvacién del éxido nitrico como radiosensibliizador celviar

Ademds de la busqueda del uso de otras radiaciones ionizantes

alternativas, otro objetivo clave de la radioterapia es explorar compuestos
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quimicos o farmacolégicos que aumenten el efecto letal de la radiacién. Uno
de los principales problemas de los radiosensibilizadores es la falta de
selectividad de efecto entre la célula tumoral y normal. Por lo tanto, la
busqueda de agentes radiosensibilizadores que actuen selectivamente sobre
las células tumorales es de sumo interés.

Se ha descripto que el NO tiene efecto radiosensibilizador sobre
bacterias'?s y sobre células de mamifero bajo condiciones hipdxicas'2s-1284,
como se menciond en la infroduccién. Sin embargo, en Ia mayoria de los
trabgjos, utilizan dadores de 6xido nitrico que tienen una vida media muy
corta como el DEA (vida %2 2-4 min), 0 dadores como SNAP o nitroprusiato que
bajo condiciones aerdébicas no serian activos'?. Ninguno de los compuestos
descriptos anteriormente es apropiado para evaluar el efecto
radiosensibilizador del NO en condiciones aerdbicas. Por esta razén, es
importante evaluar el efecto radiosensibilizador de un dador de NO de vida
media mas larga y liberacién constante a fin de alcanzar concentraciones
optimas suficientes para radiosensibilizar las células aerdbicas. Por otro lado,
tampoco se ha evaluado un posible efecto radiosensibilizador selectivo del
Oxido nitrico sobre las células malignas. Debido al mayor estado prooxidativo
basal de las células tumorales, el éxido nitrico podria potenciar el efecto
indirecto de la radiacién, que estd mediado por radicales libres. Este efecto
explicaria la accién del NO como radiosensibilizador selectivo de las células
mads malignas.

El dador de dxido nitrico DETA utilizado en este trabagjo es de liberaciéon
constante y duradera (24 hs), de este modo se mantienen niveles constantes
durante la imradiacion. En primer lugar en esta seccién, se demostré un efecto
radiosensibilizador del 6xido nifrico en condiciones aerdbicas. Aunque las
células hipoxicas son un factor importante en la determinacién de la
radiosensibilidad de un tumor, un mayor efecto de la radiacidn sobre las
células aerdbicas también permitiia un mejor y mas rdpido acceso del
oxigeno en las zonas hipdxicas. Tal vez, un mayor efecto radiosensibilizador
sobre las células aerdbicas estaria favoreciendo una mayor oxigenacion del
tumor entre fracciones y por lo tanto una mejora indirecta del efecto de la

radiacién sobre las células radiomesistentes hipdxicas iniciales del 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 lineas con
mayor grado de malignidad, CH72-T4, PDVC57 y MCEF-7, mostraron una mayor
radiosensibilizacidén que sus respectivos pares comparativos. A través de los
pardmetro a, la fraccion de sobrevida a 2Gy y de los valores de SER se
evidenci® un aumento de la radiosensibilizacion en funcion de la
concentracion de DETA en las lineas celulares con mayor grado de malignidad
con respecio a sus pares comparativos, La presencia de altos niveles de NO
durante la imradiacién podria favorecer la formacion de una mayor cantidad
de especies reactivas en las células con un mayor estado prooxidativo basal.
Tal como lo demuestran algunas evidencias bibliograficas y los resultados
obtenidos en el primer capitulo de esta tesis las células con mayor capacidad
tumorigénica poseen mayor estodo prooxidativo basal que sus pares
comparativos.

En lo que respecta al efecto del éxido nitrico con haces de protones, no
se observa efecto radiosensibilizador a medida que aumenta el LET de las
particulas. Solamente se observa efecto radiosensibilizador en la linea PDVC57
con protones de 20 MeV, posiblemente debido a un efecto similar al que se
produce con la radiacidn gamma.

Posiblemente el mecanismo de radiosensibilizacion del éxido nitrico sea
a través de la fijacién del dafo indirecto de manera similar a la forma en que
actua el oxigeno. La radiacion produce radicales libres orgdanicos centrados
en carbono. En condiciones de hipoxia, este dano seria reparado, en
presencia de NO, el radical libre orgdnico se combinaria con el NO formando:
-C-N=0, generdndose de esta manera la fijacién del dano por un mecanismo

similar al efecto oxigeno.

En este trabgjo de tesis tombién se demostré el efecto
radiosensibilizador del éxido nifrico en tumores experimentales con radiacion
gamma y con haces de protones. En este caso se utilizd un dador de 6xido
nitrico de vida media moderada como la espermina, debido a los efectos
colaterales del éxido nitrico, tal como la vasodilatacion. Este efecto también
podria ser un factor importante en la radiosensibilizacion de los tumores
experimentales mds alld de los efectos generados por la fijacién del dafo a

través de la formacidén de radicales libres. Aunque estos resultados deben
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profundizarse resultan promisorios para su aplicacién en futuros protocolos de
radioterapiaq.

En sintesis, en este capitulo del trabajo de tesis se ha demostrado que:
Las células con mayor grado de malignidad derivadas de ratén muestran una
mayor radiomresistencia que sus pares comparativos, sin embargo el par
humano muestra una radiosensibilidad inversa con respecto al grado de
malignidad celular.

Los haces de protones generados por el acelerador Tandar muestran
caracteristicas similares a la de otros aceleradores en el mundo, como se
demuestra a través de los valores de RBE. El tratamiento con haces de
particulas, mds alla de sus caracteristicas de selectividad fisica seria ventgjoso
para la aplicacién en tumores radiorresistentes.

El éxido nitrico muestra efecto radiosensibilizador en condiciones
aerdbicas en lineas celulares con un efecto diferencial en las células malignas,
y potencia la inhibicidén del crecimiento tumoral inducida por la radiacién en
tumores experimentales. Estos resultados sobre los efectos del éxido nitrico son
aportes originales, que resultan interesantes para futuros estudios tendiente a
evaluar la posible aplicacidon de agentes dadores de &éxido nitrico en
protocolos de radioterapias.



CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
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A partir de los estudios realizados sobre las especies reactivas del oxigeno y
del nitrdgeno en la transformacién celular se pueden mencionar las siguientes

conclusiones:

~ Existe una cormrelacion entre el aumento del desbalance de las enzimas
antioxidantes y el aumento de la malignidad celular. En los tres pares de lineas
celulares utilizadas como modelo, se encontrd una asociacién entre el
aumento de los niveles de SOD y la disminucidn de las enzimas disipadoras de
perdéxido de hidrégeno, catalasa y glutatién peroxidasa, y el aumento de la
malignidad celular. Este aumento del desbalance enzimdatico en las lineas
celulares con mayor grado de tumorigenicidad se asocia con un aumento de

la produccion de perdxido de hidrogeno.

» La compensacién del desbalance enzimdtico con catalasa y mediante la
transfeccion del cDNA de la catalasa humana inhibe la proliferacion celular
en todos los pares comparativos de lineas celulares estudiados y en otras
lineas celulares provenientes de distintos tejidos y diversas especies. Este
fendmeno indica el rol fundamental y general del peréxido de hidrégeno en la
proliferacion celular.

~ El tratamiento de tumores experimentales con catalasa disminuye |la tasa de

crecimiento en dos modelos experimentales.

» El 6xido nitrico podria ser participe en las vias de transduccidén de senales
involucradas en la inhibicidon de la proliferacién por disminucién de los niveles
de perdxido de hidrégeno.

Estos resultados son promisorios para la busqueda de nuevos fratamientos

complementarios que tiendan a compensar desbalances oxidativos asociados a

la transformacién celular. Por otro lado, la variacion de los niveles de enzimas
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antioxidantes asi como el aumento de la produccidén de perdxido de hidrogeno

también podrian ser Utiles como valor prondstico para esta patologia.

En cuanto a las conclusiones sobre los estudios radiobioldgicos del segundo

capitulo de esta tesis podemos mencionar:

» No existe una cormrelacion clara con respecto al aumento de la malignidad
celular y el aumento de Ia radiomesistencia a la radiacién gomma. Mientras
que las células de raton mostraron un aumento de la radiorresistencia en
funcion del aumento de la malignidad celular las lineas celulores humanas
mostraron uvna correlacion inversa. Posiblemente el hecho que distintos
oncogenes estén asociados al proceso de transformacién celular explique las

distintas respuestas celulares a la radiacion.

~ El haz de protones generado por el acelerador TANDAR genera efectos
radiobioloégicos en las lineas celulares similares a los obtenidos por otros
aceleradores en el mundo. Hay un aumento del dano bioldgico relativo en las
lineas celulares en funcidon del aumento del LET de las particulas con las que se
iradia. Esto Ultimo, se refleja en el aumento de los valores de RBE en funcion
del LET de las particulas. Por otro lado, las diferencias de radiosensibilidad
observadas entre las lineas celulares para la radiaciébn gamma sdélo se
manifiestan para las iradiciones con particulas de bajo LET (protones de la

zona de plateau).

~ Se observan ventqgjas para la utilizacién de particulas de alto LET en los tumores
radiomresistentes mdas alld de las propiedades de selectividad fisica que
muestran las particulas, tal como se demuestra en la variacién del RBE en

funcion de la dosis y del LET de las particulas.
~ El &xido nitrico muestra propiedades radiosensibilizadoras selectivas en funcién

de la malignidad celular en los pares comparativos evaluados en la

iradiaciones realizadas con gamma pero no asi en las iradiaciones con
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particulas de ailto LET. Por otro lado, el éxido nitrico también muestra

propiedades radiosensibilizadores en tumores experimentales.

Las conclusiones derivada del segundo capitulo de esta tesis muestran que
podrian generarse nuevos protocolos para el tratamiento de tumores
radiorresistentes basados en irradiaciones con particulas de mayor LET mds alld de
las ventajas de selectividad fisica que muestran estas particulas. Por otfro lado, es
promisorio el desarrollo de nuevos estudios que tiendan a evaluar la utilizacion del
oOxido nitrico como radiosensibilizador selectivo para su inclusion en nuevos

protocolos en radioterapia.

Como conclusion final, los resultados expuestos en esta tesis abren la posibilidad
de explorar nuevos enfoques en el tratamiento de esta patologia relacionados
con terapias compensatorias especificas de alteraciones oxidativas de la célula
tumoral y de optimizar protocolos de radioterapia ya existentes. En este sentido, Ia
implementacién de terapia génica utilizando promotores o secuencias enhancer
que responden a perdéxido de hidrogeno acoplada a genes suicidas o la
expresion selectiva de catalasa bajo promotores que se expresan en células
altamente transformadas, asi como la expresion de NOS bajo promotores que

responden a la radiacion constituye un nuevo enfoque con resultados promisorios.
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BH4, tetrahidrobiopterina

BrdU, bromodeoxiuridina

CAT, catalasa

D, dosis

DAB, diaminobenzidina

DETA, Dietilenetriamina

DMBA, 7,12-dimetil-benz{a)antraceno
DMSO, dimetilsulfoxido

E6F, factores de crecimiento epidérmico

FAD y FMN, flavinas

FBS. suero fetal bovino

F6F, factor de crecimiento fibroblastico

6Px, glutatidn peroxidasa

6y, Gray

H.0,, peréxido de hidrégeno

HPO, peroxidasa de rGbano

keV/um™! kiloelectronvolt/pym

LET, transferencia lineal de energia

L-NAME, L-NG-nitroarginina metit ester

MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium de bromo
NBT, al nitroblue tetrazolium

NO. 6xido nitrico

NO:, didxido de nitrégeno

NQOS, 6xido nitrico sintetasas

O;-, anidén superdxido

0O.', oxigeno singulete

oDQ, 1H-(1,2,4) oxadiazolo(4,3-a) quinoxadin-1-ona
‘OH, radical hidroxilo
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ONOO-, peroxinitrito

PD6F, factor de crecimiento derivado de plaquetas

RBE, eficacia bioldgico relativo

RFLP, polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccion
S, células sobrevivientes

SO0D, superdxido dismutasas

SOD-Cu-Zn, superdxido dismutasa dependiente de cobre-zinc
SOD-Mn, superdxido dismutasa dependiente de manganeso

TPA, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
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