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Resumen

El melanoma maligno es un tipo altamente agresivo y potencialmente letal de cancer de
piel. Anteriormente hemos reportado que las lineas celulares humanas de melanoma
WM35 y M15 son resistentes a la radiacion ionizante (RI). La histamina (HA) si bien
tiene un efecto regulador de la proliferacion celular en estas lineas, no es capaz de
modificar la respuesta a la RI como lo hace con otras lineas celulares malignas.

Para investigar las bases de la radioresistencia de las lineas de melanoma hemos estudiado
en la WM35 la produccion de radicales libres de oxigeno (ROS), la actividad de las
enzimas antioxidantes y sus modificaciones por accion de la RI y de la HA.

En estudios in vitro las células se trataron con HA 10 uM desde 20 hs antes de ser
irradiadas con una dosis de 2 Gy (fuente "*'Cs, tasa de dosis 7.7 Gy/min). Los niveles de
ROS, anioén superoxido (O,7) y peroxido de hidrogeno (H,0O,) se midieron por citometria
de flujo empleando colorantes fluorescentes y la actividad de Superoxido dismutasa
(SOD), Catalasa (CAT) y Glutation Peroxidasa (GPx) se determind por técnicas
espectrofotométricas y los niveles de proteina por Western blot.

Los resultados indican que en las células WM35 la HA aumenta en un 96% la produccion
de H,O, y disminuye ligeramente (17%) los niveles de O,". Por el contrario, la RI
disminuye los niveles de H,O, en un 47% y aumenta en un 46% los de O,". En las células
irradiadas la HA potencia la disminucion de H,O, producida por la RI. La variacion de la
actividad de las enzimas es coincidente con estos cambios en los niveles de ROS: el
tratamiento con HA aumenta la actividad de SOD y disminuye la de CAT en células sin
irradiar; en cambio, en las células irradiadas la HA disminuye significativamente la SOD.
Sobre la base de estos resultados podemos concluir que los niveles de H,O, estan
directamente relacionados con la sensibilidad de las células WM35 a la RI. La HA es
capaz de modular la actividad de las enzimas antioxidantes y los niveles de ROS. La RI
activa mecanismos celulares que llevan a la radioresistencia de estas células y que
interfieren y/modifican la respuesta bioldgica mediada por la HA.

Tema: Aplicaciones Médicas
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1. INTRODUCCION

El melanoma es un tumor maligno de los melanocitos. Representa el 2,5% de todos los tipos de cancer y
es responsable del 1-2% de las muertes por esta enfermedad. Las células de melanoma son relativamente
resistentes a los efectos citotdoxicos de la radiacion ionizante (RI) limitando de esta manera el uso de la
radioterapia para el tratamiento del melanoma [1]. Por lo tanto, es vital desarrollar nuevas estrategias para
aumentar la radiosensibilidad de las células de melanoma. Una de las claves para la eficacia de la
radioterapia es lograr un efecto selectivo produciendo el maximo dafio a las células tumorales sin afectar
los tejidos normales del paciente [2].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) estan directamente asociadas con la citotoxicidad producida por
la RI y con la radiosensibilidad de los tejidos. Las enzimas antioxidantes, como la superoxido dismutasa
dependiente de manganeso (MnSOD) principalmente y la glutation peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT),
tienen un papel central en la proteccion de las células frente a los efectos de la radiacion [3,4].

Hemos reportado previamente que la histamina es capaz de regular selectivamente la respuesta inducida
por la RI produciendo una proteccion de tejidos como médula osea e intestino, y una radiosensibilizacion
de células tumorales mamarias [5]. La histamina es una amina biogénica sintetizada a partir de la L-
histidina por la enzima histidina decarboxilasa (HDC), con multiples funciones fisiologicas que ejerce a
través de la activacion de 4 subtipos diferentes de receptores localizados en gran variedad de tejidos [6].
Ademas, determinamos que las lineas celulares humanas de melanoma WM35 y M15 son resistentes a la
RI [7] y que la histamina tiene un efecto regulador de la proliferacion celular en estas lineas [8].

Para investigar las bases de la radioresistencia de las lineas de melanoma, en el presente trabajo
estudiamos en las células WM35 la produccion de ROS, la actividad de las enzimas antioxidantes y sus
modificaciones por accion de la RI y de la histamina.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Cultivo Celular

La linea celular de melanoma humana WM-35 se cultivé en medio RPMI 1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10%, glutamina 0,03%, fungizona 0,001% y gentamicina 0,004% (Gibco BRL, NY, USA).
Se mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C en atmosfera humidificada con 5% de COs.

2.2. Irradiacién y Ensayos de Proliferacion Celular

Las células se irradiaron con una dosis de 2 Gray (Gy) utilizando una fuente de '*’Cs de 189 TBq, y tasa
de dosis 7.7 Gy/min. (CEBIRSA, Buenos Aires, Argentina). Este equipo (IBL 437C tipo H numero
90330) es calibrado y certificado periodicamente por la Autoridad Regulatoria Nuclear Argentina con un
TLD 700 en polvo contenido en capsulas de polietileno.

Para la evaluacion de la proliferacion celular por el método clonogénico, las células se sembraron en
placas de 6 pocillos (1.5 x 10° células/pocillo) y se trataron con histamina 10 pM (Sigma chemical Co., St.
Louis, MO, USA). La mitad de las placas se irradiaron al cabo de 24 horas. Después de 8 dias de
crecimiento todas las células (irradiadas y controles) se fijaron con formaldehido al 10% en buffer fosfato
(PBS), se colorearon con azul de Toluidina 1% y el crecimiento clonogénico, se determind contando el
numero de colonias formadas por 50 células o mas. Los resultados se expresan como porcentaje respecto
del valor control.
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2.3. Determinacion de los Niveles Intracelulares de ROS

Las células se incubaron con diacetato de diclorodihidrofluoresceina 5 uM (DCF, colorante fluorescente
sensible a peroxido de hidrogeno-H,O,) o con dihidroetidio 5 uM (HE, colorante fluorescente sensible a

anion superoxido-O,-") durante 30 minutos a 37° C (Sigma chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Posteriormente, las células se lavaron y resuspendieron en PBS. El contenido intracelular de ROS se
analizé mediante citometria de flujo.

2.4. Determinacion de la Actividad de Enzimas Antioxidantes

Las células se colectaron en PBS (pH 7.8), se sonicaron en hielo por 1 minuto y posteriormente se
centrifugaron a 10000g por 10 minutos a 4°C. La actividad enzimatica se estudio en los extractos proteicos
celulares. Los resultados se normalizaron de acuerdo al contenido de proteinas determinado por el método
de Bradford.

La actividad de CAT se determiné midiendo la velocidad de descomposicion del H,O, a 240 nm por
espectrofotometria. Una unidad de CAT se define como la desaparicion de 1 umol de H,O,/minuto.

La actividad de SOD se evalué mediante el ensayo de reduccion del nitroblue tetrazolium con el sistema
xantina/xantina oxidasa. Una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima que inhibe la
produccion de azul de diformazan en un 50%.

2.5. Western Blot

Las células se lisaron utilizando un buffer apropiado y las proteinas extraidas (50 pug) se separaron por
electroforesis en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Sigma chemical Co., St. Louis, MO, USA). Las membranas se incubaron con los
anticuerpos especificos: anti-catalasa obtenido en raton, anti B-actina obtenido en ratéon (1:1000; Sigma
chemical Co., St. Louis, MO, USA), anti-MnSOD vy anti-CuZnSOD obtenidos en oveja (1:1000;
Calbiochem, USA), vy luego con los anticuerpos secundarios especificos (anti-raton o anti-oveja segin
corresponda) conjugados con peroxidasa de rabano. Las bandas inmunoreactivas se detectaron por
quimioluminiscencia. El analisis densitométrico se realizé usando el programa ImageJ 1.32J (NIH, USA).

2.6. Analisis Estadisticos
El analisis de la significacion estadistica de los resultados obtenidos se realizé con el programa GraphPad

Prism version 4 (CA, USA). Las evaluaciones se efectuaron por analisis de la varianza (ANOVA) seguido
del test de comparacion multiple Newman-Keuls.

3. RESULTADOS
3.1. Efecto de la Histamina sobre la Proliferacion

Se reportd previamente que la linea celular derivada de melanoma primario, WM35, expresa los
receptores de histamina H1, H2 y H3 [9] y dado que numerosos trabajos describen a la histamina como un
factor de crecimiento autocrino/paracrino en células neoplasicas, se propuso estudiar las respuestas
biologicas inducidas por el tratamiento con histamina exdgena en combinacion con la RI.
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Como se puede observar en la figura 1, la histamina reduce significativamente la proliferacion
obteniéndose una sobrevida del 60 + 5% en las células no irradiadas mientras que la radiacién ionizante
reduce el crecimiento celular al 53 £+ 3% y el tratamiento con histamina no modifica significativamente el
efecto sobre la proliferacion ejercido por la RI como previamente demostramos [5].
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Figura 1: Efecto de la histamina y la RI sobre la proliferacion celular.
HA: histamina. Las barras representan el error Standard de la media, ESM.
(***P<0.001 vs. control. ANOVA de un factor y test de Newman Keuls).

3.2. Modulaciéon de la Respuesta a la Radiaciéon Ionizante por Histamina

Luego de la extirpacion quirtirgica del tumor, la radioterapia es sin duda la modalidad terapéutica mas
ampliamente utilizada para el tratamiento del cancer, especialmente para aquellos tumores que no se han
diseminado [10]. Sin embargo, algunos tipos de tumor son muy resistentes como es el caso del melanoma.
En este trabajo se investigd si la histamina podia modular el efecto biologico producido por la radiacion
ionizante en las células WM-35.

3.2.1 Evaluacion de las especies reactivas del oxigeno

Aproximadamente el 75% del dafio inducido por la RI de baja transferencia lineal de energia, es debido a
la formacion de radicales libres [3]. Con el fin de esclarecer los mecanismos de radioresistencia en estas
células, se evaluo la produccion de ROS.

3.2.1.1. Determinacion de los niveles intracelulares de H,O,

Se determinaron los niveles intracelulares de H,O, usando el colorante fluorescente DCF como se indica
en materiales y métodos. Los resultados muestran que la histamina aumenta significativamente los niveles

intracelulares de H,O, en las células no irradiadas mientras que intensifica la disminucioén de los mismos
producida por la RI (Figura 2).
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Figura 2: Efecto de la histamina sobre los niveles intracelulares de H,O,.
Los niveles de H,O, se evaluaron luego del tratamiento con histamina 10 pM (HA) por 24 horas en células
irradiadas y no irradiadas. Las barras representan el ESM. (**P<0.01, ***P<0.001 vs. control; #P<0.05 vs.
células control irradiadas. ANOVA de un factor y test de Newman Keuls)

3.2.1.1. Determinacion de los niveles intracelulares de O2.-
Se determinaron los niveles intracelulares de O,” usando el colorante fluorescente HE como se indica en
materiales y métodos. Los resultados indican que la histamina disminuye ligeramente (17%) los niveles de

O,". Por el contrario, la RI aumenta en un 46 + 3% los niveles de O,” y el tratamiento con histamina no
modifica el efecto producido por la RI (Figura 3).
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Figura 3: Efecto de la histamina sobre los niveles intracelulares de O,".
Los niveles de O, se evaluaron luego del tratamiento con histamina 10 uM (HA) por 24 horas en células
irradiadas y no irradiadas. Las barras representan el ESM (***P<0.001 vs. control. ANOVA de un factor y
test de Newman Keuls)
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3.2.2. Estudio de la expresion y actividad de enzimas antioxidantes

La enzima superoxido dismutasa es la responsable de la dismutacion de los radicales O,” a H,O, que es
luego degradado por otras enzimas como la catalasa.

3.2.2.1. Determinacion de la expresion y actividad de SOD

La actividad de SOD y la expresion de MnSOD y CuZnSOD se determinaron luego del tratamiento por 24
horas con histamina 10 uM, irradiacién con una dosis de 2 Gy y posterior incubacidén por 4 horas. Los
resultados muestran que el tratamiento con histamina aumenta la actividad de SOD en las células no
irradiadas mientras que la disminuye en las células irradiadas. Por otra parte, la irradiaciéon aumenta la
actividad de esta enzima (Figura 4). Este efecto se debe fundamentalmente a un aumento de la actividad
de la enzima y no a un aumento de su expresion (Figura 5).
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Figura 4: Efecto de la histamina sobre la actividad de SOD.
Las barras representan el ESM. (***P<0.001 vs. control; #P<0.001 vs. células control irradiadas. ANOVA
de un factor y test de Newman Keuls)
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Figura 5: Efecto de la histamina sobre la expresion de las proteinas MnSOD y CuZnSOD.
La expresion de B-actina se utilizd como control de carga.
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3.2.2.2. Determinacion de la expresion y actividad de CAT

La actividad y la expresion de CAT se determinaron luego del tratamiento por 24 horas con histamina 10
M, irradiacion con una dosis de 2 Gy y posterior incubacion por 4 horas. La RI produce una moderada
disminucion de la actividad de CAT y el tratamiento con histamina reduce la actividad de CAT en las
células no irradiadas y acrecienta la disminucion de la misma por parte de la RI (Figura 6). Es interesante
destacar que ni la irradiacion ni el tratamiento con histamina modificaron la expresion de la proteina a los
mismos tiempos de incubacion (Figura 7).
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Figura 6: Efecto de la histamina sobre la actividad de CAT.
Las barras representan el ESM. (***P<0.001 vs. control; #P<0.01 vs. células control irradiadas. ANOVA
de un factor y test de Newman Keuls)

HAC HA

B-Actina iF

2 Gy - + -

Figura 7: Efecto de la histamina sobre la expresion de la proteina CAT.
La expresion de B-actina se utilizd como control de carga.

4. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se describe uno de los posibles mecanismos de radioresistencia de células de
melanoma. Un gran nimero de estudios confirma la accion citotoxica del H,O,, accién que depende de la
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magnitud del aumento y de las defensas antioxidantes de las células. El HO, puede ser aun mas téxico
que el O, debido a que es un potente oxidante, altera el estado redox celular y participa de la reaccion de
Fenton que lleva a la formacion del radical hidroxilo que es altamente nocivo para las células [11].

El tratamiento con histamina (10 pM) reduce la proliferacion y este efecto esta asociado a un aumento de
los niveles de H,O, que son el resultado del incremento de la actividad de SOD y disminucién de la
actividad de CAT. Esta modulacion de la actividad enzimatica produce también una ligera disminucion en
los niveles del anioén superoxido. En ambos casos, el efecto de la histamina se traduce en variaciones de la
actividad enzimatica pero sin cambios en la expresion de las proteinas. Llamativamente, en las células
WM35, la exposicion a la RI disminuye considerablemente el contenido intracelular de perdxidos. Sin
embargo, la actividad de SOD aumenta mientras que la de CAT disminuye en respuesta a la RI lo que
indicaria que otras enzimas antioxidantes estan involucradas en la disminucion de H,0O,. Resultados
preliminares indican que la expresion de la enzima glutation peroxidasa, que degrada perdxidos, esta
incrementada por la RI pudiendo contribuir a la disminucion de H,O, observada.

En trabajos previos, demostramos que la histamina (10 uM) es capaz de aumentar la radiosensibilidad de
células tumorales mamarias [5] y este efecto es mediado por un incremento en los niveles de H,O,
[resultados no presentados]. Por el contrario, en esta linea celular de melanoma, la histamina a pesar de
producir una modulacién de las enzimas antioxidantes en respuesta a la RI, no es capaz de modificar los
parametros radiobioldgicos en estas células. Si postulamos que el H,O, es responsable en parte de los
efectos citotoxicos de la RI, la disminucion de los niveles intracelulares explicaria en parte la
radioresistencia de las células de melanoma asi como también la incapacidad de la histamina de modificar
la respuesta a la RI como lo hace en otras lineas celulares malignas.

Sobre la base de estos resultados podemos concluir que los niveles de H,O, estan directamente
relacionados con la sensibilidad de las células WM35 a la RI. La HA es capaz de modular la actividad de
las enzimas antioxidantes y los niveles de ROS, sin embargo la RI activa mecanismos celulares que llevan
a la radioresistencia de estas células y que interfieren y/o modifican la respuesta bioldgica mediada por la
histamina.
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