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RESUMEN

Introduccion: La radiacion ionizante se utiliza en la saludtdgrara el diagndstico como en
la terapia. Este es un agente fisico que puedearcalteraciones en las células del tejido
expuestas a la radiacion. Estudios reciedeasuestran que células de mama irradiadas con
dosis de 1 a 2 Gpueden pasar para transicion epitelio-mesenquimal. Este proc&so s
define como cambios morfologicos y moleculares keferotipo de células de epitelio a
mesenquimal, caracterizada por una reduccion emgdeesion de marcadores epiteliales (E-
cadherina y CK-18) y la induccién de marcadoresemgsimales (vimentina y fibronectina),
gue son relevantes en la progresion del tumor mdéastasis. Hoy en dia, la informacién
sobre la radiacion inducida por cancer son proviese en particular,de estudios
epidemiologicos de sobrevivientes de las bombamiess, es decir de altas dosis. Hay
limitaciones metodoldgicas para cuantificar direwate el riesgo de cancer en poblaciones
humanas expuestas a dosis inferiores a 100 mGyp esrel caso de la mamografia cujas
dosis absorbidas son de aproximadamente 8 mGydenexgosicion. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar la expresion de marcadores eglésiy mesenquimales en células mamarias
expuestaa dosis de radiacion de 8 mGy y 16 mGy.

Metodologia: Se irradié la linea de células epiteliales de manw@--10 en mamagrafo
convencional, con dosis de 8 mGy y 16 mGy, y séizzndh y 72h después de la exposicion.
En el grupo de contropara los dos dias mencionados, se irradiaron las células. Las
células se irradiaron en un matraz de cultivo dem®bcolocado dentro de una fantona de
acrilico. El andlisis de la expresion del gen d&Jeadherina, CK-18, vimentina, MMP-9,
GAPDH (constitutiva) fue hecho por PCR en tiemgad.re

Resultados:No hubo diferencia significativa (p <0,05) en kpeesion de genes analizados
en los grupos irradiados en comparacion con elaycoptrol.

Conclusion: La exposicion de la linea celular MCF-10 a bajasisi de radiacion, en las
condiciones experimentales propuestas, no indujexfaesion de genes vinculados a la
transicion epitelial-mesenquimal.
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1. INTRODUCCION

Se considera el cancer de mama (CM) un problensalde publica muy grave, que requiere
mayores recursos financieros para resolver proldenelacionados con el diagnéstico y el
tratamiento [1]. Es una enfermedad progresiva § pgigresion puede ser alterada mediante
la temprana deteccién, que es cuando se puededeatarma mas adecuada. La mamografia
es un examen de radiodiagndéstico y se ha utilizadaspecial, en pacientes asintomaticos
con el fin de obtener imagenes radiograficas dadea y detectar precozmente neoplasias,
todavia en estado inicial. La técnigtlliza el estandar de oro para este fin y es capaz de
mostrar lesiones en una etapa prematura (lesiametisicas con apenas algunos milimetros
de diametro). Actualmente, existe una controveesiacuanto al comienzo y el tiempo
indicado para llevar a cabo el llamadabado mamogréfico. El Ministerio de Salud de
Brasil, recomienda la mamografia de cribado, eagdads mujeres entre los 50 a 69 afios, con
un intervalo maximo de dos afios entre los examenes.

Debido a que es una prueba que usa radiacion mrigaayos-X), su practica debe ser
justificada en relaciébn a otras pruebas alternatiyaque tenga sobretodo un beneficio
positivo para la sociedad. En este caso, el beagiitede ser inferido a partir de la tasa de
deteccion del CM y el nimero de vidas salvas asralegd conocimiento del tumor por la
intervencion del programa de cribado mamografi¢o [2

Aunque esta practica esta justificada, se sabelajuadiacion ionizante tiene suficiente

energia para causar ionizaciéon y cambios en malgdaiportantes en el entorno bioldgico,
gue puede generar diversas consecuencias pardula. &éntre éstas, las mutaciones, que
pueden interferir en las vias metabdlicas de lal@ély contribuir en el proceso de

carcinogénesis. Por tanto, los beneficios deberraupos riesgos de induccién del cancer
por la radiacion

La Comision Internacional de Proteccién Radiol6dik@RP) ha dado mucha énfasis a la
obra de Prestoret al, de 2002. Estos autores, con base experiment&stydios
epidemioldgicos, asociaron el aumento del riesgo&ieer con la exposicion a la radiacion
ionizante [3].

El riesgo de induccién de cancer por exposiciondadrajo de 100 mSv, dosis consideradas
relativamente bajas, todavia es muy discutido. A&isten limitaciones metodoldgicas para
cuantificar directamente el riesgo de cancer erdgoanes humanas expuestas a este rango
de dosis [4,5]

Las consecuencias indeseables sobre la exposiei@gldlas a bajas dosis de radiacion son
también objeto de un intenso debate e investigdéipria comprension de las alteraciones
en la expresion de genes promovidos por bajas digsisadiacion es relevante para el
entendimiento de los riesgasociados con esta condicidfs de destacar que exposiciones
de esa naturaleza estd relacionada a diversos eganme diagndstico por imagen,

incluyendo la mamografia

Asi, en estudios usando linfocitos de pacientesetidos a la mamografia digital y a la
tomosintesis fueron detectados aumento de la flzgfidn en la variante de la histona H2AX
y modificacién post-traduccional, considerada uadad primeras respuestas de la célula a la
presencia de dafio en el DNA de tipo de roturasotiéed7]. Ademas del analisis de roturas
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de dobles y de los micronucleos, considerados marea para estudios de los efectos de la
radiacion ionizante, otros modelos experimentagtdnesiendo aplicados a células humanas
tumorales y no tumorales con la finalidad de idmati el mecanismo potencial de la
radiacion ionizante en la activacion de dianas lags que estan relacionadas con la
progresion del tumor [8, 9]. La identificacion des Igenes posiblemente responsables por el
proceso carcinogénesis radioinducido es un pasooritange en la identificacion del
mecanismo.

Transicion epitelio-mesenquimal (EMT), que es ddéncomo cambios morfoldgicos vy
moleculares de un fenotipo epitelial para mesengljilman sido observados en células de
cancer de mama irradiadas con dosis de 1 a 2 @ycauesponden a dosis terapéuticas [10,
11]. Este fendbmeno se caracteriza por la pérdida delécula de adhesion, reduccion en la
expresion de marcadores epiteliales (E-cadher@-L8) y induccion en la transcripcion de
marcadores mesenquimales (vimentina y fibronectigag son relevantes en la progresion
tumoral y metastasis [12]. Las células en estegam@ierden su polaridad basal y muestran
cambios fenotipicos, ganando mayor capacidad deaoin en la matriz extracelular. Los
estudios demuestran que los factores de transmmip&nail y Torsion actian como
reguladores del fenotipo mesenquimal a través deepaesion de la E-cadherina. La
sobreexpresion de estos represores transcripcgogalba relacionado con tumores en etapas
avanzadas, de mayor potencial metastasico, juntameon la expresion de las
metaloproteinasas (MMP) y de los factores angiameni

Dada la controversia entre los efectos observadioglosis bajas de radiacion y la necesidad
de la realizacion de cribado mamografico en mujeeste estudio tiene como objetivo
evaluar la expresion de genes relacionados caanaition epitelio-mesenquimal en células
humanas de mama no tumorales (MCF-10) expuestaigsdosis de radiacion.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiales

. La linea MCF-10, células no tumorales de mama hamsa cultivaron en & MEM ,
suplementado con 10% de suero fetal de caballdcifpea (100 U/mL), estreptomicina
(200 pg/mL), EGF (200 mg/mL), hidrocortisona (&/mL) y insulina (5ug/mL). Las
células se mantuvieron a 37°C en una estufa coraumésfera de 5% de G(para el
crecimiento y durante el tiempo de incubacion reqgoedespués de la irradiacion (4 h
y 72 h). Los experimentos fueron realizados en #&rde monocapa, con una
confluencia de 70%.

. Equipo de mamografia - se irradiaron las célulaands el equipo del Hospital
Universitario Pedro Ernesto (SIEMENS - Mamomat 3000

. Equipo de PCR - en tiempo real fue utilizado eintasiclador 7500 PCR real time,
PCR System/Applied Biosystems

. El kit para el analisis dBCR,en tiempo realfue el SYBR Green PCRmix (Applied
BiosystemsStepOnég
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2.2 Método

* El experimento fue organizado de la siguiente forgrapos irradiados a 8 mGy;
grupos irradiados a 16 mGy; y grupos de contrdu(aé no irradiadas). Los analisis
fueron realizadas después de 4 h y 72 h de ladidoianes. Los experimentos se
repitieron tres veces

e Para irradiacion de células de mamarias fue seleadb el haz de rayos-X estandar,
establecido por protocolos internacionales en &tra de la mamografia para una
mama de composicion promedio (50% tejido mamaid®% grasa). Es decir, un haz
con los siguientes parametros: tension de 28 kvierde de 63 mA y la combinacién
anodof/filtro de Mo/Mo, resultando en una dosis da@®y. Para la dosis de 16 mGy
fueron dos exposiciones en secuencia, simulanddolgxposiciones que las mujeres
reciben cuando se hace la mamografia.

» Las células en cultivo en monocapa se irradiaromattaz de 25 cm? llenos de PBS
1X, dentro de un simulador de acrilico con 4 cnesigesor, y los espacios llenos con
un gel conductor (ver Figura 1).

Figura 1: Simulador para la irradiacion de las células de lanama.

* Después de la irradiacion las células se mantuvienosu matraz en medio de cultivo
a 37°C con 5% de CGOhasta el tiempo de 4 h 'y 72 h, posteriormenteraddiacion.

» La extraccion del RNA total de las células MCF-bdas diferentes grupos se realizd
con Trizol, siguiendo la indicacion del fabricaitevitrogen). En seguida, la reaccion
de RT-gPCR se realizé usando primes especificas glaanalisis de la expresion de
CK-18 gen, E-cadherina, Vimentina y MMP9. Las muasstse sometieron a la
incubacion inicial en el termociclador a 50°C dwea minutos, seguido de una
incubacién de 95°C durante 10 min y 45 ciclos daC9%urante 15 segundos y 60°C
durante 1 minuto. Los datos tteeshold cycl€Ct), para cada punto experimental, en
sus diferentes condiciones fueron normalizados@isnestandarizado del gen de la
GAPDH (genes constitutivos). Una vez normalizadoyariacion en los niveles de
MRNA correspondiente a cada gen de interédetarmind en relacion con los puntos
experimentalesen comparacion con las muestras de control.
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» Los datos obtenidos en este trabajo estan expresadpromedio con su respectiva
desviacion estandar (error asociado). La homogeddi@ las varianzas se confirmé
por la prueba de Bartlett. Las diferencias entie doupos fueron analizados por
ANOVA, usando el testene-way y por el teste dpost-hocde Tukey. Los andlisis se
realizaron con el programa GraphPad Prism, ver8ifh para Windows (GraphPad
Software, La Jolla California EE.UU.)

3. RESULTADOS

« Como puede versen la Figura2, no hubo estadisticamente diferencias significativas
(p>0,05, conrelacion a los respectivos grupos de control, [meaatos d&RT-qPCR
paraCK-18, E-cadherinayimentinay MMP9, tanto pardos gruposirradiadoscon
dosis d88 mGyy 16 mGy, en susespectivosiempos deth y72h.
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Figura 2: Nivel de expresion de mRNA de CK-18 (A), E-cadherm (B), vimentina (C),
MMP9 (D) en la linea MCF-10 en el grupo de control8 y 16 mGy y el tiempo de 4h 'y
72h después de irradiacion. Todos los experimentss realizaron por triplicado.
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3. CONCLUSION

Existe un interés por diversos grupos de investigggl de identificar posibledianas
celulares, que cuando alterados por la radiacigizaote, puedan estimular la progresion
tumoral y la metéastasis. El aumerde la expresiorde metaloproteinasas y de los genes
envueltos en la angiogénesis, indican que son siblpdactor contribuyente para el aumento
del potencial metastasico de células. Sin embadogonecanismos de accion siguen siendo
inciertos. La transicién epitelial-mesenquimal pareser importante en estos eventos.
Contrariamente a lo que ha sido expuesto en algestaslios con dosis superiores a 1 Gy, en
el presente estudio no se ha encontrado, en la fiadumoral de mama MCF-10, cambios
significativos en la expresion de marcadores eglésd, mesenquimales y MMP9 cuando las
células fueron expuestas a dosis iguales aquell@s spn normalmente recibidas por
pacientes durante el examen de mamografia. Unsanélas detallado se llevara a cabo por
nuestro grupo de trabajo utilizando lineas de aéltumorales
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