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RESUMEN

La terapia por captura neutrénica en boro (BNCTa @ tratamiento del cancer se basa en la reaocidlear
198(n,a)Li en el tumor que dafia principalmente al ADN. Gimafecta a ambas hebras, se activan sistemas de
reparacion especializados: la reparacion por Rewmuidon Homdloga (HRR, Rad51) y la Reparacion por
Unién de Extremos no Homdlogos (NHEJ, Ku70). Praate demostramos que BNCT puede ser una
alternativa a los tratamientos del cancer de @®ig del melanoma cutaneo en estadios avanzadwos gscasa
respuesta a terapias convencionales. El objetivestizss estudiofue caracterizar los mecanismos de dafio y
reparacién inducidos por BNCT en cancer de tirojgl@selanoman vitro. Se utilizaroncélulas de las lineas
humanas de carcinoma tiroideo (WRO) y melanoma (MEdue fueron distribuidas en los grupos 1) BNE)T;
Neutrones; 3) Gamma. Fueron irradiadas en el re&#£e3 (flujo= 1.13° n/cnf seg) o con un irradiador
Gammacell con una dosis de 3 Gy (x10%). El dafiocfuentificado por inmunofluorescencia de la histona
yH2AX y la expresion de ARNm de las enzimas Rad&uy0 fue analizada por PCRas células del grupo
BNCT presentaron los focos mas grandes a partwsd80 minutos postirradiacion (N vs BNCT, *** p€0.1)

en ambos modelotos ARNm de Rad51 aumentaron luego del tratamieotoBNCT, en comparacion con el
grupo gamma o neutrones en ambos modelos lueg@ dwras de la irradiacion. Los ARNm de Ku70 no
mostraron cambios en tiroides mientras que hublewendescenso en el grupo gamma y un leve aumariase
grupos neutrones y BNCT 2 horas luego de la ircagiieen el modelo de melanoma. Concluimos que la
respuesta inducida por BNCT es diferente y especifiara cada linea tumoral, pudiéndo esto debetae a
radiosensibilidad propia de cada tejido.

1. INTRODUCCION

La terapia por captura neutronica en boro (BNCT)uastipo de radioterapia para el
tratamiento del cancer que ha sido propuesta camaoalternativa para tratar tumores no
susceptibles a terapias clasicas (1). Se basa ednmnistracion déB ligado a algin
compuesto capaz de ser captado preferencialmente Igso células tumorales. La
borofenilalanina (BPA) es el compuesto mas ampleatilizado hasta el momento (1). Al
ser un aminoacido esencial es captado por tod@glalss y en mayor medida por las células
tumorales debido a su ritmo metabdlico exacerbblda. vez incorporado éfB, se irradia
con un haz de neutrones térmicos lo que provooeakecion de captut® (na) ‘Li (1). Las
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particulas resultantes, ambas de alto LET, depogjtan cantidad de energia en su corta
trayectoria provocandole dafio a la célula quedasienen sin dafar al tejido sano periférico.
El ADN es uno de los blancos mas suceptibles dettonucleo celular. La radiacion
ionizante provoca lesiones en el ADN. De estasies las que afectan a ambas cadenas son
las mas peligrosas ya que pueden llevar a la faémale rearreglos cromosomicos o pérdida
de informacién genética pudiendo ser letales paracdlula (2). Durante una terapia
oncologica, este es el efecto deseado en las sétddignas que se desean erradicar. Sin
embargo estas muchas veces logran recuperarsadigndo la eficacia de la terapia.

Cuando el ADN sufre una lesion de este tipo inntatdiante se produce la fosforilacién de
la histona H2AX lo cual provoca la descondensad®éta cromatina y el reclutamiento de la
magquinaria de reparacion de lesiones doble cadanal DN (3). La reparacion por
Recombinacion Homodloga (HRR) y la reparacion porodrde Extremos no Homologos
(NHEJ) son las vias principales por las cualetes@ la cabo en células de mamifero (4,5).

Los canceres indiferenciado y el pobremente difdagio de tiroides pierden la capacidad de
captar iodo conforme aumenta su grado de indifeaeidn volviéndolos resistentes al
tratamiento con iodo radiactivo (6).

El melanoma es un tumor muy agresivo que de sendgiicado a tiempo puede ser
controlado con terapias convencionales. Sin embargetapas muy avanzadas la efectividad
de estas terapias es pobre (7).

Esta caracteristica en ambos tipos de tumores uebt/ey potenciales candidatos para el
tratamiento con BNCT. En el presente trabajo nogpymsimos caracterizar las similitudes y
diferencias respecto al dafio causado luego deintrahto con BNCT y de los mecanismos
de reparacion del ADN que se activan en dos linelgares humanas de origen tumoral: un
carcinoma folicular de tiroides y un melanoma.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Lineas celulares

Para estos estudios se utilizaron células deéa lilumana de cancer folicular de tiroides WRO,
cedidas amablemente por el Dr. G. Juillard (UCLSA)y células de melanoma humano MelJ
cedidas amablemente por el Dr. José Mordoh (Itstde Investigaciones Bioquimicas Leloir).
Las células WRO fueron crecidas en medio de cuRdl 1640 suplementado con 154 mg/L
de piruvato de sodio, 1,5 g/L de bicarbonato akosd 00 mg/L de estreptomicina, 1.000.000
UI/L de penicilina y suero fetal bovino (SFB) al%0Las células Mel J fueron crecidas en
DMEM High Glucosa suplementado con 3,7 g/L de lbmoaato de sodio, 5 mg/L de insulina,
100 mg/L de estreptomicina, 1.000.000 UI/L de piéne suero fetal bovino (SFB) al 10% vy L-
glutamina 2 mM. Se mantuvieron en estufa a 37°Gnenatmdsfera con 5% de €Phumedad

a saturacion.
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2.2 Solucion de BPA

La BPA (Boron Biologicals Inc., Raleigh, USA) separd en una concentracion de 30 mg/ml (0,14
M). Este compuesto de boro (L-fenilalanina enridgdecon 95% de atomos d&B fue combinado

en PBS 1X con fructosa en una relacion 1:1 y llevagH 9,5-10 con hidréxido de sodio 10N hasta
su disolucion y finalmente reajustado a 7,4 coda@clorhidrico 6N.

2.3Disefio Experimental

El dia previo a las irradiaciones ambas lineasofusembradas en placas T25 o p60 hasta alcanzar
la fase exponencial de crecimiento (50-70% de oenftia). La adicién de BPA (1@ °B/ml, 10

ppm de'®B) al medio se realiz6 16 horas antes de cadaiacih. El tiempo de incubacion fue
seleccionado basandose en estudios previos deciéeptie boro en los cuales se observé un pico
en la concentracion de BPA en el tumor (8).

Las irradiaciones se llevaron a cabo en la fadlida la columna térmica del reactor RA-3 (flujo=
1.1010 n/crisec) y con untuente de cobalto-60 del Instituto de Oncologia " Roffo" o con

un irradiador Gammacell-220, marca Nordion pertemte al Laboratorio de Dosimetria de Altas
Dosis (CAE,CNEA).

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

1) Irradiacion con el haz de neutrones (N).

2) Irradiacién con neutrones en presencia de BPRNH).
3) Irradiacibn gamma (gamma)

4) Control sin irradiar (C)

2.4 Dosimetria

Los calculos correspondientes a la dosimetria deddiacion fueron realizados en la facilidad del
RA-3. Todas las irradiaciones fueron realizadasna potencia de 8 MW. El flujo neutrénico
térmico se determiné usando un detector autoeraelgien base a rodio, el cual fue calibrado
usando hojuelas de cobalto. Las determinacionesflajel neutronico epitérmico y rapido se
realizaron con hojuelas de activacion bajo cadmimg hojuela de indio bajo cadmio y esfera de
boro respectivamente. Los resultados de estas imeegcmostraron ser varios ordenes de magnitud
menores a las obtenidas para el flujo térmico, vogtior cual no fueron tenidas en cuenta para el
calculo de la dosis. Finalmente, para la medicétaddosis presente en el haz neutrénico se utilizé
una camara de ionizacion de grafito, blindada aorcapuchoén de litio. La irradiacion gamma se
llevd a cabo durante los tiempos necesarios pasazédr una dosis absorbida de 3Gy (£10%).
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2.5 Inmunofluorescencia §H2AX)

A distintos tiempos luego de las irradiaciones:n@@utos, 1, 2, 4 y 24 horas, cada placa p60 fue
fijada en 3 ml de paraformaldehido 4% en PBS 1Xawher 15 minutos Luego fueron
permeabilizadas con Triton X-100 0,5% en PBS 1Xadig 15 minutos a 4°C y blogqueadas con
suero fetal bovino 5% en PBS 1X durante 30 minuBes.realiz6 una incubacion ON con una
solucion 1:500 de anticuerpo monoclonal grtRAX (Upstate, LakePlacid, NY) en agua miliQ. Al
dia siguiente se incubaron con una solucion 1:20Camticuerpo secundario acoplado a FITC
(Upstate, LakePlacid, NY) en agua miliQ por unaahem oscuridad. Pasado ese tiempo cada placa
fue tefiida y montada con antifade Vectashield c## D Finalmente fueron examinadas en el
microscopio de fluorescencia Olympus BX51 con wmd 100X (UPlanApo 100 X/1.35 oil). Para
cada tratamiento se obtuvieron imagenes con larea@&@D (Olympus DP70) tanto para FITC
como para DAPI y se analizaron en promedio masO@ec&lulas por placa. El numero de focos y
los diametros por nucleo gel2AX fueron medidos con el programa Image Pro Plus.

2.6 Determinacion de la expresion de mRNA

Luego de las irradiaciones, las células fueron emadas en estufa a 37°C por 2, 4, 6, 24 y 48 horas
y se extrajo ARN total con el protocolo de TRIZQlif¢ Technologies). La cuantificacion se llevo

a cabo por densidad Optica a 260 y a 280 nm enoDap 2000 (Thermo Scientific). Se utilizaron
2,5ug de ARN total para la sintesis de cDNA. Los prengtilizados para la PCR fueron: Ku70:
5"-CATGGCAACTCCAGAGCAG-3" (forward) y 5 GCTCCTTAAATCATCCACC-3" (reverse)

y un programa de 30 ciclos de 95 °C por 45 s, 56C45 s y 72°C por 45 s (9). Rad51:
5'CTTTGGCCCCACAACCCATTTC-3" (forward) y 5 ATGGCCTTITCACCTCCAC3
(reverse) y un programa de 30 ciclos de 95 °C pas, 49 °C por 45 sy 72 °C por 45 s (10). Los
productos de PCR fueron corridos en un gel de agaab2%, las imagenes fueron obtenidas en un
analizador de imagenes UVP Biolmaging Systems tensidad de cada banda medida con el
programa Image J y relativizadas a la expresion GIeDPH (gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa) como control de carga.
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3. RESULTADOS

3.1 Determinacioén del dafio al ADN mediante la dete®n de la histonay-H2AX
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Figura 1: Nimero de focosyH2AX por ndcleo en células WRO expuestas a 3Gy aldgrones (N), radiacion gamma (gamma) y
neutrones + BPA (BNCT) a 30 minutos, 1, 2, 4 y 24hduego de la irradiacion y en controles sin iemad
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Figura 2: Tamafio de focogH2AX por nucleo en células WRO expuestas a 3Gy deomes (N), radiacion gamma (gamma) y neutrones
+ BPA (BNCT) a 30 minutos, 1, 2, 4 y 24 horas luegdairradiacion y en controles sin irradiar (Cohtr@<0.05, ** p<0.01, *** p<
0.001, NCT vs BNCT, *** p<0.001)
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La Figura 1 muestra que el nimero de focos dedwiayH2AX es mayor en el grupo

gamma en comparacion a los irradiados con neutr@iegs BNCT) a todos los tiempos

estudiados. Sin embargo como se observa en laa-iguel tamafio de cada foco es
significativamente mayor para el grupo BNCT des330 minutos hasta las 2 horas.

3.1.2 MelJ
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Figura 3: Determinacion del niumero promedio de fogd2AX en células Mel J expuestas a 3Gy de Neutr@Ngsy neutrones + BPA
(BNCT) a 30 minutos y z horas luego de la irradiaci(Control * p<0.05, ** p<0.01, *** p< 0.00!
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Figura 4: Determinacion del diametro promedio de los fodegH2AX en células Mel J expuestas a 3Gy de Neutr@dgsy neutrones + BPA
(BNCT) a 30 minutos y 24 horas luego de la irradiac{€ontrol * p<0.05, ** p<0.01, *** p< 0.001, N MBNCT, *** p<0.001)
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En la linea Mel J El nUmero de focosytH2AX aumenta a partir de los 30 minutos luego de
la irradiacion (Figura 3). Puede observarse tamlgae el tamafio de estos focos es
significativamente mayor en el grupo BNCT. Luego & horas el tamafo de los focos

disminuye en todos los grupos indicando que laresp@ ha concluido (Figura 4).

Los resultados observados en la linea Mel J sosistentes con los resultados observados
previamente en la linea WRO.

3.2Expresion de ARNm de Rad51 y Ku70
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Figura 5: Expresion de ARNm de Rad51 en funcién del tiempo poatliacion en células WRO sin irradiar (C), cétula
irradiadas con radiacion (gamma), células irradiadas con neutrones sin BRAy células irradiadas con neutrones en
presencia de BPA (BNCT).
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Figura 6: Expresion de ARNm de Ku70 en funcion del tiempo posidiacion en células WRO sin irradiar (C), céula
irradiadas con radiacion(gamma), células irradiadas con neutrones sin 894 células irradiadas con neutrones en presencia
de BPA (BNCT).
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A las 4 horas se observa un aumento en la exprdsi®@RNm de la proteina Rad51 para los
grupos N y BNCT respecto al grupo C (Control vs BNCp<0,05) y un descenso en el
grupo gamma (gamma vs BNCT * p<0,05). Los nivelessgpresion de ARNm vuelven a
descender para estabilizarse luego de 24 horasidadiacion (Figura 5).

Puede observarse que no hay diferencias signifacsan los niveles de expresion de Ku70
entre los distintos tratamientos a ninguno deitapos estudiados (Figura 6)
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Figura 6: Expresion de ARNm de Rad51 y Ku70 en células MehJrgadiar (C), células irradiadas con radiaciofgamma),
células irradiadas con neutrones sin BPA (N) ylaélirradiadas con neutrones en presencia de BPETBM las 2 horas (A-B),
4 horas (C-D) y 24 horas (E-F) luego de la irraidiac

Los niveles de expresiéon de ARN mensajero de lamenRad51 aumentaron luego del
tratamiento con BNCT en comparacion con el gruparga o neutrones a todos los tiempos
estudiados. Los niveles mas elevados se detectmyo Ide las 2 horas de la irradiacion.
Pasadas 24 hs los niveles de estos mensajeroseletiasta equiparar a los del control.
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Los niveles de ARNm de Ku70 muestran un leve descem el grupo gamma y un leve
aumento en los grupos neutrones y BNCT a las ZHoego de la irradiacién equiparandose
con el control a las 4 horas. A tiempos largosniveles de ARNm de todos los grupos se
encuentran estabilizados.

4. CONCLUSIONES

Los estudios de determinacién de dafio al ADN detraregjue el niumero de eventos de
dafio doble cadena es mayor luego de la irradiagadmma mientras que el tratamiento con
BNCT provoca la formacion de focos de mayor tamafioambas lineas celulares. Esto
indica que el dafio que se produce localmente dabmlécula de ADN es mas severo y
complejo al irradiar con neutrones y aun mas safssde BPA. Concluimos que existe un
patrén en cuanto a la respuesta frente al dafi@daysor BNCT

Rad51 es la enzima principal en la reparacion sleekiones doble cadena del ADN mediante
la via de recombinacion homologa (HR). El aumergolat niveles de expresion de los
ARNmM de esta proteina luego de las irradiacionesoesistente con la activacion de este
sistema y ademas pueden observarse las difereqg@a®xisten en la respuesta ante los
diferentes tipos de radiacion. En ambas lineadarekiestudiadas se observo un aumento de
la expresion de Rad51 indicando activacion derastmanismo de reparacion.

Ku70 lleva a cabo la reparacion del dafio doble madiel ADN a través de la union de
extremos no homoélogos, proceso de menor complefidadel de recombinacion homologa.
Por lo tanto la unidn de extremos no homodlogos pugecutarse en cualquier momento del
ciclo celular mientras que la recombinacion homalow, ya que precisa de zonas de
homologia para recuperar informacion genética. Dadaracticidad del mecanismo, Ku70
puede hallarse mas bien regulada a nivel proteico & nivel transcripcional de manera de
poder actuar rapidamente. Esto se condice con ileden invariables de ARNm en los
distintos grupos en la linea de carcinoma de &id

Sin embargo existen diferencias en la expresioKu& en el grupo BNCT en la linea de
melanoma. A las 2 horas post irradiacion observaamosento en la expresion de ARNm de
Ku70 mientras que en el grupo gamma la expresiGtielede. Por lo tanto mientras
tiroides un Unico mecanismo de reparacion se agtigéerentemente, en melanoma habria
activacion de ambos.

Estos resultados muestran un patron de dafio sigilar patron de reparacion del ADN
distinto para las dos lineas celulares estudiadatahel momento (tiroides y melanoma),
sugiriendo mayor radiosensibilidad del melanomaby Ip cual habria activacién de ambas
vias de reparacion (NHEJ y RH) mientras que enastimoma de tiroides solo se estaria
activando una (HR).
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