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Blanco critico de los efectos de la
radiacién ionizante

c

B> Zirkle y Bloom en 1953: la muerte celular era dependiente de la irradiacién
del ndcleo, existiendo poca citotoxicidad cuando sélo el citoplasma era
irradiado. El nucleo es el blanco de accién de la radiacion.

P> Posteriormente, el interés se centré especificamente en la molécula de ADN
con el descubrimiento de los mecanismos de reparacién celular en 1964.

B> En 1977: relacion directa entre la regulacion de la reparacién del ADN y los
efectos citotéxicos de la radiacion.

B> Técnicas que permitian la exposicién a radiacion localizada en el ADN
(1%5]-deoxiuridina): gran efecto mutagénico y citotoxico.

Paradigma de la Radiobiologia:

El blanco critico en la célula irradiada es la molécula de ADN. Los efectos
biolégicos se producirén en las células irradiadas como consecuencia del dafio
en el ADN no reparado
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“Jaque” al paradigma
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B> 1992 Nagasawa y Little

Aumento en la frecuencia de intercambio de croméatidas hermanas en
cerca del 30% de las células de una poblacién en la que menos del
1% de los nucleos habian sido atravesados por una particula alfa.

Pueden aparecer efectos genéticos en células que no han
sufrido una irradiacién directa, pero estan proximas a las
células que si han sido directamente irradiadas.




Efectos circunstantes

Resefia histérica de efectos circunstantes

1953 Mole Efectos abscopales

1970 Inmunologia y
terapia génica

Término “bystander”

1992 Nagasawa y Little Efectos circunstantes y

radiacion ionizante

Efectos abscopales

Los radioterapeutas observaron que tejidos que se
encontraban fuera del haz de radiaciéon de sus equipos
de radioterapia respondian como si estuvieran siendo
irradiados, desconociéndose la causa.

Abscopal del latin

Ab: posicion alejada de
Scopus: marca o blanco

Efectos fuera del blanco

Efectos abscopales

MN/CB
(16-18 h)
Irradiacion de
todo el pulmén 0,85

[\
Células protegidas =

0,43

Radiacion B

0,85
\/ Células expuestas

Valor control 0,02
Khan y col. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 40(2): 467-476 (1998)
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Efectos circunstantes radioinducidos

| Cuando una célula es dafada por radiacion, puede enviar sefiales a células a
que se encuentran préximas a ella
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Las sefiales enviadas por las células dafiadas pueden alterar el funcionamiento
normal de sus células vecinas, o puede estimularlas a responder con sefales
adicionales hacia la célula dafiada o hacia otras células cercanas.
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Efectos circunstantes /in vitro

B> [rradiadores de particulas alfa a flujos bajos

Aumento en la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas en
cerca del 30% de las células de una poblacién en la que menos del
1% de los nucleos habian sido atravesados por una particula alfa.

* Muerte celular

* Mutaciones

* Aberraciones cromosémicas
« Transformacion celular

« Expresion de genes

La expresion de los efectos circunstantes depende de:

« Tipo de célula
« Factores genéticos

Efectos circunstantes /in vitro

> |rradiadores de microhaces
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Efectos circunstantes in vitro
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B |rradiacion del citoplasma (microhaz)
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Efectos circunstantes /in vitro

P> |rradiacién del citoplasma: Conclusiones
* El blanco de los efectos genéticos era mayor que el nicleo.

® La irradiacion del citoplasma con particulas alfa puede ser mas
peligrosa que la irradiacién del nlcleo, ya que al aumentar el n° de
particulas que atraviesan el citoplasma aumenta la mutagenicidad
pero no la mortalidad celular
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Efectos circunstantes /in vitro

B> Induccién de micronucleos en células circunstantes

« Solo los nucleos de células tefiidas de rosa han sido atravesados por particulas o
* MN no sdlo en las células irradiadas (rosa) sino también en las no expuestas (azul).
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Efectos circunstantes in vitro

B Transformacion celular en células circunstantes

Irradiacion de:
4 Todos los nlcleos

@ Uno de cada 10 niicleos

T T T T 1

0 2 4 6 8 10

N° de particulas por ntacleo irradiado
Sawant y col.2000
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Efectos circunstantes in vivo

Efecto

Sistema celular

Radiacién

Aberraciones cromosémicas

Hamster chino (ovario e
higado)

Particulas de 23°Pu0O,
Particulas alfa

Células de M.O. de ratén

Neutrones

Frecuencia de micron(cleos

Pulmén de rata

Rayos gamma

Movilizacién de calcio, niveles
de fosfatasa alcalina, desarrollo
embrionario

Incisivos de rata, tiroides,
abdomen

Rayos-X

Activacién de macréfagos,
“burst” respiratorio, infiltracion
de neutrdfilos

Ratones p53-/-

Rayos gamma

Crecimiento de tumores

Células humanas de
adenocarcinoma de colon

Particulas beta (Yodo)

Ratones C57BL/6

Rayos gamma

i &=

_—

Efectos circunstantes /n vivo

B> Efecto circunstante en epitelio traqueal de rata inducido por radén

Niveles de p53 aumentados en

Pocas células irradiadas todas las células
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Efectos circunstantes in vivo

A tasas de dosis bajas el efecto circunstante
se limita al tejido u 6érgano irradiado

El sitio en el que se deposita el radionucleido es el sitio
donde se induce el cancer

® 905y — cancer de hueso
® 144Ce — cancer de higado/hueso
® 239 PyQ, (inhalado)- cancer de pulmén

Efectos circunstantes

P> Evidencias soélidas en humanos y animales de laboratorio de que
células que no han sufrido una irradiacion directa pueden manifestar
efectos genéticos, cuando se encuentran proximas a aquellas células
que han sido atravesadas por una trayectoria de radiacion.

¢Como se producen
los efectos circunstantes?

Efectos circunstantes
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Sefiales via medio/plasma

\ ° i ROS
oo Oxido nitrico

Citoquinas
TGF

(Lehnert 1997)

Sefiales via uniones intercelulares Afios 50
(Azamm 2001) Trabajos de factores clastogénicos

en sangre de individuos irradiados
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Factores clastogénicos
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? Muestra de sangre ?

Plasma Linfocitos de sangre periférica




Efectos circunstantes: Conclusiones

B> | a exposicion de las células a radiacion puede inducir cambios en células
que no han sido atravesadas por una trayectoria de ionizacion.

B> No muestran una relacion lineal con la dosis. Se inducen de forma
maxima a dosis muy bajas, “saturandose” a dosis mas altas.

B> Son consecuencia de la comunicacion entre las células, ya sea por
contacto o mediante factores liberados.

B> Atasas de dosis bajas se han descrito efectos circunstantes in vivo, estando
estos limitados al tejido expuesto a la radiacion.

B> Los efectos inducidos por la radiacién en células circunstantes son eventos
muy frecuentes, sugiriendo la implicacién de todo el tejido.

La existencia de estos efectos indica que el cancer radioinducido no es
s6lo un evento celular, sino una respuesta tisular u organica.

B> El descubrimiento de estos efectos ha contribuido a que cambie el principal
paradigma de la radiobiologia.
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Paradigma de Radiobiologia

El dafio fijado en el ADN de la
célula irradiada, si no es letal,
se transmite a la descendencia

st

Los efectos se producen
en células cuyo nucleo ha sido
atravesado por la radiacion

Inestabilidad gendmica

B> Kennedy y col. 1980: Experimento de transformacién neoplasica

* Los focos de transformacién no procedian de una Unica célula dafiada por
irradiacion.

* La radiacién parecia inducir inestabilidad en un alto porcentaje de la
poblacién irradiada (20-30%), aumentando la probabilidad de que ocurriera
un segundo evento de transformacién neoplasica en uno o mas de los
descendientes de la célula irradiada, después de muchas divisiones
celulares.

* El segundo evento era poco frecuente (10%) y tenia las caracteristicas de
un evento mutacional (ocurria a una frecuencia constante por célula y
generacion).

Los focos de transformacidn neoplésica no se originaban a partir de
la célulairradiada sino a partir de uno o mas de sus descendientes.
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“Jaque” al paradigma
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Inestabilidad gendmica

Hipotesis

La radiacién puede inducir un tipo de inestabilidad en el genoma
de una fraccién relativamente grande de la poblaci6n irradiada, lo
que lleva a un aumento en la frecuencia con la que tienen lugar
cambios genéticos en la progenie de la célula iniciaimente
irradiada. El fenotipo inestable podia persistir muchas rondas de
divisién celular después de la exposicion a radiacion.

Inestabilidad gendmica

B> Diversos sistemas experimentales

B> Distintos efectos biol6gicos:

- Mutaciones

- Aberraciones cromosémicas
- Muerte celular

- Expresion de genes
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In vivo

In-vivo E
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Inestabilidad gendmica . Inestabilidad genémica
P> Inestabilidad cromosémica
N
Metafases de un clon inestable, C-32, ® . Estable Colonaeranletionns
superviviente a 10 Gy de rayos-X. N las células son verdes o
- claras,
Hibridacion con sondas para: e
- cromosoma 4 (biotina y digoxigenina, azul) \O
- cromosoma 13 (digoxigenina, rosa)
- cromosoma 16 (biotina, verde). ~ A Inestablc
o —* L'_ O < Coloniainestable: mezcla

(A) Subpoblacién con cariotipo normal (dos
copias de los cromosomas 4, 13y 16).

(B-F) Cromosomas en metafase mostrando
diferentes reordenamientos (flechas)
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de células verdes y claras

Inestabilidad genémica en el locus GFP en células RK036 que pueden
ser GFP* (verde) o GFP- (clara).




Inestabilidad gendmica /in vivo

P> Estudios en animales de laboratorio
P> Estudios en humanos:

- Inestabilidad genémica y canceres secundarios en pacientes tratados
con radioterapia por cancer

- Pacientes que recibieron tratamiento con “Thorotrast”

- Tumores sélidos desarrollados tras radioterapia en pacientes con
retinoblastoma

B> Relacién con las leucemias inducidas por radiacion

- Supervivientes de Hiroshima y Nagasaki con leucemia: inestabilidad
cromosoémica persistente.

Concluyen que la inestabilidad genémica persistente influye fuertemente en
el desarrollo de leucemia en humanos expuestos a radiacion.

No esté claro que la inestabilidad esté relacionada con la dosis recibida.

Inestabilidad genémica: Conclusiones

B> | os distintos fenotipos asociados con la inestabilidad genémica estan
relativamente bien caracterizados.

P> No hay unarelacién dosis-respuesta clara. A dosis altas “saturacién”.

P> Los datos disponibles apuntan a que la inestabilidad gendmica es
independiente de la tasa de dosis y de la calidad de la radiacion.

B> Los eventos moleculares, bioquimicos y celulares que inician y
perpetian la inestabilidad genédmica siguen siendo desconocidos.

B> | a frecuencia con la que se produce la inestabilidad genémica es muy
superior a la frecuencia de mutacién a dosis similares, por lo que es poco
probable que una mutacién en un gen o familia de genes sea la responsable
del fenotipo inestable.

P> La inestabilidad genémica podria tener un papel importante en el proceso
carcinogénico radioinducido.

Relaciéon entre ambos efectos

c

B> Efectos circunstantes vs inestabilidad genémica

Diferencias:
La inestabilidad genémica ocurre en la descendencia lejana de la célula
irradiada, mientras los efectos circunstantes ocurren casi inmediatamente
en las células préximas que reciben las sefiales circunstantes.

Semejanzas:
* Los mismos efectos observados: reordenamiento cromosémico,
microntcleos, mutaciones, transformacién neoplasica y muerte celular.

* Las mutaciones observadas son similares en cuanto a su estructura
molecular, siendo principalmente mutaciones puntuales.

* Parece haber una regulacion positiva del estrés oxidativo (aumento de
ROS).

Cada vez hay mas evidencias que sugieren que ambos fenémenos estan ligados.
Es probable, dado que los efectos observados son los mismos, que ambos
fenémenos puedan ser manifestaciones de un mismo proceso(s) no-dirigido(s).

Respuesta adaptativa

P> Respuesta adaptativa

® Células expuestas a una dosis baja de radiacion, dosis “adaptadora” de pocos
cGy, se vuelven menos susceptibles a posteriores exposiciones a dosis altas
de radiacion, una dosis “retadora” de varios Gy.

® Olivieri en 1984: Linfocitos humanos, induccién Do i
f - ecto
de aberraciones cromosémicas condicionante

® Respuesta adaptativa relacionada con descenso en
muerte celular, formacién de MN y SCE, mutaciones
y transformacion. Dosis

provocadora Efecto
® Respuesta adaptativa tras exposicion clinica,

medio ambiental u ocupacional a radiacion.

® Mecanismo: las dosis bajas aumentan la capacidad Dosis Dosis
= iy e condicionante provocadora
de reparacion del ADN vy la actividad antioxidante, lo
que da lugar a una respuesta celular mas habil en
retos posteriores.

Efecto




Efectos circunstantes y
respuesta adaptativa

P> Los efectos circunstantes inducidos por radiacion competirian con una
respuesta adaptativa

B> La exposicién de células a una dosis baja de rayos X, 4 horas antes de la
irradiacion con particulas alfa, disminuia significativamente la respuesta
mutagénica circunstante. Ademas las células circunstantes mostraron una
sensibilidad aumentada a irradiaciones posteriores con dosis altas de rayos-X.

P> Para transformacion oncogénica, pero no para supervivencia celular, la
adaptacion a radiacion podia ocurrir en células no irradiadas via sefiales
transmisibles.

Efectos no convencionales

RESPUESTA
ADAPTATIVA INESTABILIDAD
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Implicaciones en PR

C

P> Inestabilidad genémicay efectos estocasticos

® La carcinogénesis implica una progresién de eventos genéticos que estan
asociados con estadios especificos del proceso de malignizacion.

Es tentador especular que la inestabilidad genémica puede dirigir la
progresion de cambios genéticods y por tanto proporcionar el impulso parab
adquirir las alteraciones genéticas asociadas con la carcinogénesis

El concepto de inestabilidad inducida como paso inicial en la carcinogénesis
es consistente con resultados de estudios epidemiolégicos, que sugieren que
algunos céanceres radioinducidos pueden seguir un modelo de riesgo relativo,
es decir, una dosis determinada de radiacién aumenta la tasa a la que se
desarrolla dicho cancer, en lugar de inducir nuevos tumores.

® Efectos heredables: la inestabilidad genémica podria transmitirse por la
linea germinal y aumentar la susceptibilidad de la descendencia a desarrollar
cancer o efectos genéticos.

Implicaciones en PR

P> Riesgo de dosis bajas y efectos circunstantes

Sin embargo, los efectos circunstantes parecen estar
limitados al 6rgano irradiado, y puesto que los riesgos
se estiman en un érgano no en una célula, los efectos
circunstantes estdn esencialmente abarcados en las
actuales estimaciones de riesgo de cancer




Implicaciones en PR

B> Re-examinar los conceptos de dosis y tamafio del blanco

® Los efectos circunstantes en esencia “amplifican” la efectividad biolégica de
una dosis de radiacién dada. La dosis de radiaciéon a bajas fluencias de
particulas bajas o a dosis bajas de radiacion gamma o X puede no ser un
concepto tan significativo como a dosis altas.

® Muchos de los efectos indirectos
descritos indican que el blanco para
los efectos perjudiciales de la
radiacion puede ser mucho mayor
que el volumen irradiado, lo que

tendria implicaciones par ala salud z‘ﬂé 3
: : (a6 pema

de las personas.

Implicaciones en radioterapia

En casos de utilizar tratamientos con multiples campos, el volumen que recibe
la méxima dosis de radiacion se disefia cuidadosamente. Los efectos
circunstantes introducen incertidumbres en esta dosimetria, especialmente en
los extremos del area de irradiacion

Fuente de radiacion

Puede que sea necesario
redefinir lo que entendemos por
“campo” 'y considerar una
“penumbra biolégica” al igual
que una penumbra fisica.

Serd4 necesario determinar hasta que punto los efectos circunstantes
contribuyen en los perfiles de respuesta globales de las células tras irradiacion.
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Preguntas sin resolver

p= ¢Cuales son las sefiales transmitidas desde las células irradiadas a
las células circunstantes?

® (El factor soluble liberado al medio desde las células irradiadas es el
mismo del que se transmite de célula a célula?

¢Hay diferentes factores o sefiales?

¢En que tiempos se liberan las sefales?

B cHay efectos beneficiosos asociados con la respuesta
circunstante?

B> Efectos circunstantes y radiacion de baja LET

Aun hay pocos datos sobre Efectos circunstantes inducidos por radiacién de
baja LET, para dosis inferiores <mGy.

Es de esperar que esa informacién se obtenga en los préximos afios con el
desarrollo de microhaces para estas radiaciones.
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