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Efectos bioldégicos de la radiacidon ionizante
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Blanco critico de los efectos de la
radiacion ionizante

B> Zirkle y Bloom en 1953: la muerte celular era dependiente de
la irradiacion del nucleo, existiendo poca citotoxicidad cuando
solo el citoplasma era irradiado.

El nGcleo es el blanco de accion de laradiacion.

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

B> En 1977: relacién directa entre la regulacion de la reparacion
del ADN y los efectos citotdxicos de la radiacion.

B> Técnicas que permitian la exposicién a radiacién localizada
en el ADN: 125|-deoxiuridina (muy mutagénico y citotdxico).
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Paradigma de la Radiobiologia

El blanco critico en la
célula irradiada es la
molécula de ADN

Los efectos bioldgicos se produciran en las
células irradiadas y su descendencia como
consecuencia del daifio en el ADN no reparado
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“Jaque” al paradigma

B> 1992 Nagasawa y Little

Aumento en la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas en
cerca del 30% de las células de una poblacion 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 irradiacion directa, pero estan proximas a las
células que si han sido directamente irradiadas.

Efectos vecindad (“bystander™)
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Efectos vecindad

Resefia histérica de los efectos vecindad

1953 Mole Efectos abscopales

1970 Inmunologia y Término “bystander”
terapia génica

1992 Nagasawa y Little Efectos vecindad y
radiacion ionizante
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Efectos abscopales

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

Abscopal del latin
Ab: posicién alejada de
Scopus: marca o blanco

Efectos fuera del blanco

P = Ciomat (...

Efectos abscopales

MN/CB
(16-18 h)

Irradiacién de
todo el pulmén

)

Células protegidas = gl I k]

0,85

Radiacion =i,
0,85
\/ Células expuestas
Valor control 0,02

Khany col. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 40(2): 467-476 (1998)




Efectos vecindad radioinducidos

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

P> Irradiadores de particulas alfa a flujos bajos

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

* Muerte celular

* Mutaciones

 Aberraciones cromosémicas
e Transformacion celular

* Expresion de genes

La expresién de los efectos vecindad depende de:

* Tipo de célula
* Factores genéticos
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Efectos vecindad in vitro
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Efectos vecindad in vitro

P> Irradiadores de microhaces

. S LET
Centro Pais Radiacién (keV/um)
Columbia University EE.UU. Particulas alfa 30-220
Gray Cancer Institute | Reino Unido | lones He-3 100

Rayos-X ultra blandos
Atomic Energy Japon Elementos de alto n° 380-1.260
Research Center atémico (Ar, Ne)
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Efectos vecindad in vitro

B> Irradiacién del citoplasma (microhaz)
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Efectos vecindad in vitro

B> rradiacion del citoplasma: Conclusiones

* El blanco de los efectos genéticos era mayor que el ndcleo.

* La irradiacion del citoplasma con particulas alfa puede ser mas
peligrosa que la irradiacion del nicleo, ya que al aumentar el n® de
particulas que atraviesan el citoplasma aumenta la mutagenicidad
pero no la mortalidad celular

T T T T 1

© A B
o 14 T
s ‘b%\%\ % ]

- - 4
g r 1 0,1 o
g i
=1 L 4
(0]
[}
° [ . .z . .z
& Irradiacion del | Irradiacion
g citoplasma del nucleo
w

ol v v v v v v ogom
0 4 8 12 16 20 24 28 32 o 5 10 15 20
Nimero de particulas o Numero de particulas o

[ 5-}1 == Ciemat S%ﬁ%




Efectos vecindad in vitro

B> Induccion de micronucleos en células circunstantes

¢ So6lo los nicleos de células tefiidas de rosa han sido atravesados por particulas a
¢ MN no solo en células irradiadas (rosa) sino también en no expuestas (azul).
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Efectos vecindad in vitro

B Transformacion maligna en células vecinas
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Efectos vecindad in vivo

Efecto Sistema celular Radiacién
Hamster chino (ovario e Particulas alfa (2°Pu)
Aberraciones cromosémicas higado) Particulas alfa
Células de M.O. de raton Neutrones
Frecuencia de micronicleos Pulmén de rata Rayos gamma
Movilizacién de calcio, niveles Incisivos de rata, tiroides, Rayos-X
de fosfatasa alcalina, desarrollo | abdomen
embrionario
Activacion de macro6fagos, Ratones p53-/- Rayos gamma
“burst’ respiratorio, infiltracién
de neutr6filos
Células humanas de Particulas beta (Yodo)
L adenocarcinoma de colon
Crecimiento de tumores
Ratones C57BL/6 Rayos gamma

Efectos vecindad in vivo

B> Efectovecindad en epitelio traqueal de rata inducido por radén

Niveles de p53 aumentados en

Pocas células irradiadas todas las células
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Traquea Traquea

A tasas de dosis bajas el efecto vecindad se limita al tejido u
organo irradiado
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Efectos vecindad in vivo

P> Efectos vecindad en un modelo in vivo de piel humana (3D)

Plano de células
irradiadas con el

- Teijido 3D,
microhaz

8 mm diametro

Secciones de tejido

a distancias crecientes desde
las células irradiadas

Microhaces
cada 10um
todo el diametro

- —— =

Secci6n de tejido, conteniendo /

células irradiadas con el microhaz Seccién de tejido (5um), conteniendo

s6lo células vecinas NO irradiadas
Belyakov et al, PNAS 102, 14203-7 (2005)
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Efectos vecindad in vivo

P> Efectos vecindad en un modelo in vivo de piel humana (3D)
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Efectos vecindad

B> Evidencias sélidas en humanos y animales de laboratorio
de que células que no han sufrido una irradiacién
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 vecindad?

P = Ciomat (5.

Efectos vecindad: Mecanismaos
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Sefiales via medio/plasma

ROS
Oxido nitrico
Citoquinas
TGF
(Lehnert 1997)

Sefales via uniones intercelulares Afios 50
(Azamm 2001) Trabajos de factores clastogénicos
en sangre de individuos irradiados
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Efectos vecindad: Mecanismaos

NA-DSB +«— 2-Particle irradiated cells
IL1, IL6, IL8, IL33, TNF, TRAIL
ATM-’NF-KB/gene expression

IGF-1IGFBP3

---{||.~a (IL-8, ||.-33)| ystander signal propag
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Efectos vecindad: Mecanismaos

-

Sefiales via medio/plasma

ROS
Oxido nitrico
Citoquinas
TGF
(Lehnert 1997)

Sefales via uniones intercelulares ~
Afos 50
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(Azamm 2001) . .
Trabajos de factores clastogénicos

en sangre de individuos irradiados
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Factores clastogénicos
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Factores clastogénicos

B> Se han detectado factores clastogénicos en plasma de:

¢ Individuos irradiados accidentalmente (1968)

¢ Individuos irradiados durante terapia (1968)

* Supervivientes de las bombas atomicas de Japén (1977)
* Trabajadores de Chernobyl (1994)

* Nifios expuestos tras el accidente de Chernobyl (1997)

® Sangre humana irradiada in vitro (1969)

* Ratas CF-Nelson (fibrosis quistica) (1984)

* Pacientes con sindromes de cromosomas fragiles
(Sindrome de Bloom, Anemia de Fanconi, Xeroderma pigmentosum)
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Efectos vecindad: Conclusiones

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

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

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

B> A tasas de dosis bajas se han descrito efectos vecindad in vivo, estando
estos limitados al tejido expuesto a la radiacién.

B> | os efectos inducidos por la radiacion en células vecinas son eventos muy
frecuentes, sugiriendo la implicacién de todo el tejido.

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

B> E| descubrimiento de los efectos vecindad 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, sino es letal, Los efectos se producen
se transmite a la descendencia en células cuyo nticleo ha sido
@ atravesado por la radiacion
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“Jaque” al paradigma
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Inestabilidad genémica

Hipotesis

La radiacion puede inducir un tipo de inestabilidad en el genoma
de una fraccion relativamente grande de la poblacion irradiada, lo
gue lleva a un aumento en la frecuencia con la que tienen lugar
cambios genéticos en la progenie de la célula inicialmente
irradiada. El fenotipo inestable podia persistir muchas rondas de
division celular después de la exposicién a radiacion.

Gty
[ ;E{ sme mme Ciiemakl |5
Zlws ik

15



Inestabilidad genémica

B> Diversos sistemas experimentales

B> Distintos efectos bioldgicos:

- Mutaciones

- Aberraciones cromosémicas
- Muerte celular

- Expresién de genes

In vitro

s pme Ciemakl (58t
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Inestabilidad genémica

B> Diversos sistemas experimentales

B> Distintos efectos bioldgicos:

- Mutaciones

- Aberraciones cromosémicas
- Muerte celular

- Expresién de genes

m . Vivo
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Inestabilidad genémica

B> Diversos sistemas experimentales

B> Distintos efectos biologicos:

- Mutaciones

- Aberraciones cromosémicas
- Muerte celular

- Expresién de genes

»

In vivo
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Inestabilidad genémica

B> Diversos sistemas experimentales

B> Distintos efectos biologicos:

- Mutaciones

- Aberraciones cromosémicas
- Muerte celular

- Expresién de genes

In vivo /

In vivo

F == Ciromak i k.
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Inestabilidad gendmica in vivo

P> Estudios en animales de laboratorio

B> Estudios en humanos:

- Inestabilidad genédmica 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> Relacion con las leucemias inducidas por radiacion

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

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

No estaclaro que la inestabilidad esté relacionada con la dosis recibida.
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Inestabilidad genémica: Conclusiones

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

B> No hay una relacion dosis-respuesta clara. A dosis altas “saturacion’.

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

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

B> La 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.

B> | a inestabilidad gendmica podria tener un papel importante en el proceso
carcinogénico radioinducido.

L= o= Ciomat 5.,
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Relacion entre ambos efectos

> Efectos vecindad vs inestabilidad genémica

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

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

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

* Parece haber una regulacién 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
fenbmenos puedan ser manifestaciones de un mismo proceso(s) no-dirigido(s).
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Efectos no convencionales

RESPUESTA

ADAPTATIVA INESTABILIDAD

GENOMICA

“Jaque”
paradigma
Radiobiologia |
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Implicaciones en PR

P> Riesgo de dosis bajas y efectos vecindad

¢Mayor riesgo?
o
e .
S | supralineal con umbral lineal D
= Cambios mutagénicos
° 1T
“S]) Efectos no dirigidos
Sublineal con umbral | |
Respuesta Adaptativa Muerte celular
Dosis ﬂ.
. . . ; i 2
Incertidumbre a dosis bajas ¢Menor riesgo®

Implicaciones en PR

B> Reconsiderar los conceptos de dosis y tamafio del blanco

® Los efectos vecindad en esencia “amplifican” la efectividad biolégica de una
dosis de radiacion dada. La dosis de radiacion a bajas fluencias de
particulas alfa 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
radiaciéon puede ser mucho mayor
que el volumen irradiado, lo que
tendria implicaciones para la salud
de las personas.
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Implicaciones en radioterapia

En casos de utilizar tratamientos con mltiples campos, el volumen que
recibe la maxima dosis de radiacién se disefia cuidadosamente. Los
efectos vecindad introducen incertidumbres en esta dosimetria,
especialmente en los extremos del area de irradiacion

Puede que sea necesario
redefinir lo que entendemos

por

“penumbra biolégica” al
igual que una penumbra fisica.

Fuente de radiacién

“campo” y considerar una

Determinar hasta que punto los efectos vecindad contribuyen en
los perfiles de respuesta globales de las células tras irradiacion.
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Retos para el futuro

p- Efectos no dirigidos in vivo

¢, Qué relacion existe entre los efectos no dirigidos?
¢,Cuales son las moléculas implicadas en la sefializacion?
¢ Porqué la sefial se amplifica en modelos tisulares?

¢, Cuales son los receptores de las sefales?

¢ Porqué no existe una relacion dosis-respuesta?

¢ Porqué no todas las células de un tejido responden?

Significado bioldgico de los efectos vecindad:
¢ Elimina células iniciadas? BUENO
¢,Genera células iniciadas? MALO

¢ Efectos al azar?

“Reconciliar” los efectos vecindad de citotoxicidad a dosis bajas
con las curvas de supervivencia celular dirigidos?
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Muchas gracias
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