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RESUMEN

En el paradigma clasico, los efectos biolégicos de la radiacion ionizante se atribuyen
al dafio en el ADN inducido en cada célula irradiada. La demostracion de efectos de
vecindad causados por radiacion ionizante (EVIR) ha generado un cambio profundo
en la concepcion actual de la radiobiologia. Los EVIR son aquellos efectos causados
por la radiacion que se producen en células que no han sido irradiadas. Diversos
avances técnicos, en particular el empleo de microhaces, han permitido estudiar los
EVIR in vitro. Se conocen dos vias por las cuales las células irradiadas pueden
comunicarse con las no irradiadas, a saber: mediante uniones especializadas (nexos)
que comunican los citoplasmas de células adyacentes, y mediante la secrecion de
factores solubles al medio extracelular. Estos factores incluyen varias citokinas y
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno. Las vias de sefializacion en las células
afectadas involucran en particular la activacion de proteina kinasas activadas por
mitbgenos (MAPK) y del factor de transcripcion NF-I/B y de las enzimas
ciclooxigenasa 2, sintasa de oxido nitrico 2 y NAD(P)H oxidasa. Los EVIR pueden
causar mutaciones puntuales y cambios epigenéticos. Los efectos sobre las vias de
sefalizacion pueden persistir indefinidamente e incluso transmitirse a la
descendencia. Paradojicamente, en ciertas condiciones los EVIR pueden ser
adaptativos, es decir que tornan a las células afectadas mas resistentes a la
radiacion. La adaptacion exige sintesis de proteinas y mejora la capacidad celular de
reparar el ADN vy resistir el estrés oxidativo. Los EVIR también se han demostrado in
vivo. Por tanto, pueden tener implicaciones importantes en radioterapia, tanto para
mejorar la eficacia terapéutica como para reducir la incidencia de efectos adversos.
Asimismo, su mejor conocimiento puede influenciar las normas internacionales de

radioproteccion.
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ABSTRACT

According to the classical paradigm, biological effects of ionizing radiation are
attributed to DNA damage induced in each irradiated cell. Demonstration of ionizing
radiation-induced bystander effects (RIBE) has generated a deep change in current
understanding of radiobiology. RIBE are radiation-induced effects produced in cells
that have not been actually irradiated. Several technical advances, particularly the use
of microbeams, allowed in vitro study of RIBE. There are two known ways by which
irradiated cells can communicate with non-irradiated cells, namely: through gap
junctions connecting the cytoplasms of adjacent cells, and through the secretion of
soluble factors to the extracellular medium. These factors include several cytokines
and reactive species of oxygen and nitrogen. In the affected cells, signalling pathways
mostly involve activation of mitogen-activated protein kinases (MAPK), NF-[ 1B
transcription factor and of the enzymes cyclooxygenase 2, nitric oxide synthase 2 and
NAD(P)H oxidase. RIBE induce point mutations and epigenetic changes. Effects on
cellular signalling pathways can persist indefinitely and even be transmitted to the
progeny of affected cells. Paradoxically, under certain conditions RIBE may be
adaptive, which means that they turn affected cells more resistant to ionizing radiation.
Adaptation demands protein synthesis. It enhances DNA repair mechanisms and
resistance to oxidative stress. RIBE have also been demonstrated in vivo. Thus, they
may have important implications for radiotherapy, both to improve therapeutic efficacy
and to reduce the incidente of adverse effects. Furthermore, a better understanding of
RIBE may have an influence on international radioprotection standards.

Key words: Abscopal effects, adaptive effects, bystander effects, radioprotection,

radiotherapy.



Introduccion

Durante el medio siglo que siguié al descubrimiento de las radiaciones ionizantes en
1895, se acumulé un enorme caudal de datos sobre sus efectos biolégicos. Sin
embargo, los avances sobre modelos tedricos de accion radiobioldgica que guiasen la
experimentacion basica y clinica comenzaron a producirse a mediados del siglo XX, y
fueron propulsados en parte por el descubrimiento de la funcién y estructura del ADN.

Los modelos clasicos, llamados en conjunto de “blanco (diana) celular” suponen
que la radiacion ionizante provoca alteraciones en el ADN por interaccion directa, o
indirectamente a través de la radidlisis del agua solamente en las células donde se
deposita la energia disipada por la radiacion (1-3). Si bien se admitia que la alteracion
de otras macromoléculas podia modular la respuesta a la radiacion, el dafio causado
por la radiacion dependia en ultimo extremo de las roturas de la doble hélice de ADN
(4).

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia de que los efectos de la
radiacion ionizante pueden afectar significativamente a células que no han recibido
ninguna radiacion pero se encuentran en contacto con células irradiadas o proximas a
ellas. El fenomeno se ha denominado colectivamente “efecto de vecindad” (bystander
effect) de las radiaciones ionizantes. EI nombre se tomé prestado del campo de la
oncologia experimental. En 1993 se inform6 que la introduccion en un tumor de un
gen viral que tornaba a las células transfectadas sensibles a un farmaco antiviral,
causaba también apoptosis de células que no habian incorporado el gen (5). Estas
células no transfectadas eran alteradas por vecindad, y se empleé el término
“bystander effect” para describir el fenémenao.

Poco antes (1992), Nagasawa Y Little informaron que, en células sometidas in
vitro a radiacién alfa (ntcleos de helio, He?*) de modo que solamente 1 % de la

poblacion fuese alcanzado por las particulas ionizantes, se observaban intercambios



de cromatides hermanas (ICH) en aproximadamente 30 % de las células (6). La
afectacion de células no irradiadas causada por la irradiacion de una pequefa
fraccion de la poblacion se denomind luego “bystander effect” por analogia con el
efecto de vecindad observado con la terapia génica. Los efectos de vecindad también
se llaman “no dirigidos” (non-targeted) pues suceden en células que no son el blanco
de la irradiacion (Fig. 1). En radioterapia se conocen efectos similares fuera del
campo irradiado, también llamados abscopales (7).

En los ultimos afios se ha acumulado evidencia de efectos de vecindad de la
radiacion ionizante en diferentes condiciones, tipos de células y tejidos in vitro e in
vivo. Sus mecanismos son objeto de activa investigacion, pero lo que hoy se sabe
basta para motivar una revision de los modelos clasicos, al punto que se habla de un
nuevo paradigma en radiobiologia (8). Ademas de los efectos sobre las propias
células irradiadas, un modelo actual debe incorporar los efectos sobre la
descendencia de las células irradiadas que sobreviven y conservan la capacidad de
reproducirse — en particular la inestabilidad genomica (9) — y los efectos de vecindad
(10). Los efectos de vecindad pueden ser mediados por comunicaciones
intercelulares o por la secrecion de factores solubles.

Retrospectivamente se descubri6 que varios trabajos publicados entre las
décadas de 1920 y 1950 ya sugerian la existencia de los hoy llamados efectos de
vecindad. No obstante, como ocurre a menudo en ciencia (11), las implicaciones de
esas investigaciones no fueron justipreciadas en su momento, y luego fueron
olvidadas cuando se establecio el paradigma dominante durante la segunda mitad del
siglo XX.

En la presente breve revisidn se presentan algunos modelos empleados para
estudiar los efectos de vecindad inducidos por radiacion ionizante (EVIR) y se

describen dichos efectos. A continuacion se examina lo que hoy se sabe sobre los



mecanismos fisioldgicos y moleculares involucrados. Finalmente, se trata su
importancia en radioproteccion y radioterapia.

EMPLEO DE MICROHACES

La existencia de EVIR provista por el trabajo pionero de Nagasawa y Little (6)
descansaba sobre un argumento estadistico, a saber, que la proporcion estimada de
células que fue atravesada por una particula alfa era muy inferior a la proporcion de
células que presentaron alteraciones cromosomicas.

Posteriormente, otros estudios proporcionaron evidencia directa de EVIR. Un
avance técnico que posibilité estas demostraciones fue el desarrollo de microhaces
de radiacion particulada (como particulas alfa y electrones) o electromagnética
(radiacibn X y gamma). La tecnologia de microhaces no solamente permite
seleccionar precisamente las células a irradiar, sino incluso enfocar el haz a voluntad
en el ndcleo o en el citoplasma (12).

Con estas técnicas fue posible demostrar EVIR con la menor dosis posible, es
decir cuando una sola célula es atravesada por una sola particula alfa (13). Ademas,
el efecto puede producirse cuando la Unica célula blanco es irradiada con una sola
particula que atraviesa el nucleo o el citoplasma sin tocar el nacleo (14). También se
demostré que microhaces de radiacion electromagnética ionizante producian efectos
cualitativamente similares a los de microhaces de particulas ionizantes(15).

Las alteraciones causadas por EVIR in vitro incluyen intercambio de
cromatides hermanas, formacidén de micronucleos, mutaciones puntuales, deleciones,
rearreglos de cromosomas, apoptosis, inestabilidad gendmica y diversas respuestas

de estrés celular (16).



LA RADIACION IONIZANTE COMO ESTRES CELULAR

La respuesta celular a la radiacion ionizante se concibe actualmente como un caso
particular de reaccion al estrés, una respuesta activa frente a un agente agresor que
amenaza la integridad celular y altera la fisiologia de la célula irradiada y la de sus
vecinas. La organizacion especifica de la respuesta, en extremo compleja, puede
variar entre tipos de células diferentes, entre células normales y neoplasicas e incluso
en un mismo tipo celular en diferentes condiciones o estados fisioldgicos (por
ejemplo, dependiendo de la fase del ciclo celular).

Un efecto importante del estrés radiante es la induccidén de roturas de las dos
hebras de ADN, consideradas las lesiones de mayor importancia genotéxica y muy
bien correlacionadas con la letalidad celular de la radiacion ionizante (2, 4). La
presencia de quiebres de las dos hélices es detectada por la kinasa ATM (que esta
mutada en la ataxia telangiectasia) y otras macromoléculas, que ponen en marcha la
respuesta celular al estrés inducido por radiacion (Fig. 2) (17). Los mismos complejos
macromoleculares que detectan las roturas ponen en marcha una cascada de otras
kinasas y factores de transcripcion que desencadenan la respuesta celular al estrés
radiante (18).

La forma en que las lesiones de las dos hebras son marcadas para su eventual
reparacion involucra la kinasa relacionada con ataxia-telangiectasia, ATR (19) ATM,
que fosforila la histona H2AX asociada al ADN. La forma fosforilada de esta histona
se llama gamma-H2AX y es un marcador de lesiones de las dos hebras (20).
Notablemente, en los nucleos de células no irradiadas es posible detectar gamma-
H2AX (21) y su aparicion permite monitorear la produccion de EVIR (22). Si bien ATR
y ATM contribuyen a la sobrevida de las células irradiadas, su bloqueo atenua los
efectos perjudiciales (muerte celular) causados por EVIR en las células no irradiadas

(19).



LOS NEXOS PUEDEN MEDIAR EVIR

La existencia de EVIR implica que deben de existir vias por las cuales sefales
procedentes de las células efectivamente irradiadas produzcan efectos sobre las
células no irradiadas. Las vias conocidas son las uniones comunicantes y la
secrecion de factores solubles.

Las uniones comunicantes, conexones 0 nexos son poros que comunican el
citoplasma de células adyacentes (23). Se encuentran en una gran variedad de
tejidos y cumplen diversas funciones (24). Los nexos estan constituidos por
oligbmeros de proteinas llamadas conexinas, de las cuales existen mas de veinte
clases diferentes en el ser humano. En cada célula, las conexinas se disponen en
hexameros que forman la pared del poro. La unién comunicante se establece cuando
se acoplan hexameros de células adyacentes (Fig. 3). El poro asi formado permite la
transferencia de agua, iones y moléculas de hasta 1500 Da (23, 24).

La evidencia de la participacion de los nexos en EVIR ha sido revisada por
Azzam y colaboradores (25, 26). Cuando se compararon cultivos confluentes de
fibroblastos humanos con abundantes nexos con otros deficientes en nexos, se
observé que los EVIR causado por dosis bajas de particulas alfa se producian en los
primeros. Ademas, el bloqueo de los nexos con diversos agentes, como el pediculida
neurotéxico lindano, suprimio los EVIR (27). La importancia de los nexos se demostro
también en células epiteliales de rata y en cultivos fibroblastos embrionarios de
ratones normales y ratones con supresion del gen de la conexina 43 (28). Otros
autores confirmaron la importancia de los nexos empleando microhaces (29-31) y
particulas de alta energia (32).

Asimismo, se observo que dosis bajas (desde 0.16 cGy; 1 Gy [gray] equivale a
una energia absorbida de 1 joule/kilogramo) de particulas alfa inducen la expresion

de conexina 43, con aumento de la transcripcion y sintesis de la proteina en varios
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tipos de células. El efecto también fue causado por rayos gamma y oxidantes (33).
Esto indica que la expresion de la conexina puede ser parte integral de la respuesta al
estrés radiante.

En conjunto la evidencia indica que, en células confluentes, al menos algunos
EVIR son mediados por nexos, de modo que la poblacion celular responde en
conjunto al estrés radiante aunque no todas las células hayan sido irradiadas. Sn
embargo, aun se desconoce qué factores especificos transferidos a través de las
uniones comunicantes sean responsables de los EVIR observados.

EVIR MEDIADOS POR SENALES EXTRACELULARES

Ademas de los EVIR mediados por nexos, diversos estudios proporcionan
evidencia de EVIR que no requieren contacto fisico entre las células irradiadas y las
no irradiadas.

Un modelo experimental involucra la irradiacion de células en un medio de
cultivo definido, con posterior exposicion de células no irradiadas al medio de cultivo
en ausencia de células irradiadas (34-36). Los efectos no requieren nexos e incluso
pueden intensificarse cuando se bloquean las uniones comunicantes (37). En otro
modelo, se colocan en el mismo medio las células a irradiar y las células en las que
se desean estudiar EVIR, sin contacto entre ambos grupos (38, 39).

Algunos de los mediadores extracelulares de los EVIR y las vias intracelulares
que son activadas por ellos en las células no irradiadas ya han sido identificados. Se
trata de moléculas, receptores y sistemas de segundos mensajeros que no son
especificos para la radiacion ionizante, sino que participan en numerosos procesos
fisiol6gicos y patologicos que involucran estrés celular.

Entre los factores extracelulares vinculados con EVIR estan el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF[1) (39), el factor transformante del crecimiento beta 1

(TGF 1) (40), las interleukinas 6 y 8 (41, 42) y especies reactivas del oxigeno (34,
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43) y del nitrégeno (44, 45). Ambas clases de especies reactivas pueden inducir en
las células no irradiadas corrientes de Ca** cuyo bloqueo modifica los EVIR (46).

Tres enzimas centrales en la induccion de EVIR mediados por sefiales
extracelulares son la sintasa inducible de Oxido nitrico (INOS2 = NOS2), la
ciclooxigenasa 2 (COX2) y la NAD(P)H oxidasa (25, 47).

La expresion de COX2 y NOS2 es estimulada por las interleukinas, TNF!ly
TGF 11  por interaccibn con sus respectivos receptores de membrana que
intracelularmente causa activacion de proteina kinasas activadas por mitégenos
(MAPK) como ERK 1/2, Jnk y p38, y del factor de transcripcién NF- B (39, 48-50).
Las especies reactivas del oxigeno también activan la expresion de reguladores del
ciclo celular y la apoptosis como p53 y factores asociados con su regulacion y accion,
como p21¥a" p34 y MDM2 (26, 48).

La NAD(P)H oxidasa es una enzima ligada a la membrana que cataliza la
produccion de anion superéxido (O;) a partir de oxigeno y NADPH, vy
secundariamente de otras especies reactivas del oxigeno (51). Esta enzima puede
ser activada por radiacion ionizante y parece responsable de algunos EVIR que son
evitados o atenuados por la presencia de superoxido dismutasa (52). La NAD(P)H
oxidasa se asocia a microdominios de membrana llamadas “balsas lipidicas”. Estos
microdominios poseen alta concentracion de colesterol, esfingomielina y una serie de
proteinas asociadas (53). Las balsas lipidicas participan en diversos mecanismos de
sefalizacion, que ademas de la NAD(P)H oxidasa incluyen las conexinas. Existe
evidencia de su importancia en la biologia tumoral (54). También participan en los
EVIR como mutaciones e intercambio de cromatides hermanas, formacion de
micronucleos y fosforilacion de H2AX. Su disrupcion farmacoldgica atenlda estos

EVIR (14, 55, 56).
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Existe asimismo evidencia de la participacion de las mitocondrias en los EVIR.
Ademas de producir flujp de Ca** en la membrana plasmatica y aumento de la
concentracion de especies reactivas del oxigeno, la radiacion induce una reduccion
del potencial transmembrana de las mitocondrias (57). Se ha informado que los EVIR
pueden afectar el ADN mitocondrial (58). Los fibroblastos con deplecion de ADN
mitocondrial muestran EVIR mas intensos que los fibroblastos normales; sin embargo,
cuando ambos tipos de fibroblastos coexisten y una sola clase es irradiada, los EVIR
sobre ambos tipos se atentan. La activacion de NF-[ /B y sus vias dependientes,
COX2 y NOS2, participan en estos efectos (59). Recientemente se ha hallado que en
las células afectadas por vecindad hay mayor activacion de la proteina kinasa C que
en las células irradiadas y controles (60). Se detecté un aumento de dos a tres veces
en la isoforma epsilon de la proteina kinasa C. El bloqueo de la expresion de esta
enzima redujo significativamente la formacion de micronucleos por EVIR consecutiva
a la irradiacion de particulas alfa y rayos gamma (61).

Si bien se ha demostrado la existencia de EVIR en numerosos tipos de célula,
aun no esta clara si su magnitud esta determinada por las caracteristicas de la célula
irradiada, las de sus vecinas no irradiadas o ambas. La ultima posibilidad es indicada
por la observacién que células deficientes en una enzima central en el ciclo de las
pentosas, la glucosa 6-fosfato dehidrogenasa, no generan EVIR al ser irradiadas, ni
responden al medio proveniente de otros tipos de células irradiadas (62). En forma
similar, células deficientes en Rad51 y factores asociados, que carecen de
mecanismos eficientes de reparacion del ADN mediante recombinacion homologa,
son resistentes al intercambio de cromatides causados por particulas alfa (63). Por
otra parte, células de raton deficientes en el gen de radiorresistencia Rad9 sufren
considerablemente mayor proporcion de apoptosis y formacion de micronucleos por

EVIR que las células normales (64).
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En resumen, los EVIR involucran diversas vias extra e intracelulares (Fig. 4).
Recientemente se ha propuesto un modelo unificado que incluye dichas vias y sus
interrelaciones (65).

ADAPTACION INDUCIDA POR EVIR

Un hecho importante, hasta aqui no mencionado, es que los EVIR pueden ser tanto
desfavorables como favorables para las células no irradiadas (Fig. 5). Los efectos
favorables se denominan en conjunto “adaptativos”. La nocién de adaptacion a la
radiacion ionizante se origind a raiz de que la irradiacién con rayos X producia un
namero menor de aberraciones cromosomicas en linfocitos humanos si éstos eran
primero incubados con timidina tritiada (66).

Se considera que existe adaptacion cuando las células sometidas a una dosis
baja de radiacion (condicionante) presentan una respuesta menos intensa a una dosis
mayor aplicada posteriormente. La adaptaciéon se atribuye a la induccion, en las
células condicionadas, de mecanismos mas eficaces para reparar el ADN y resistir el
estrés radiante (64). La existencia de adaptacion ha sido demostrada en diversos
modelos experimentales in vitro e in vivo y requiere sintesis de proteinas (8, 68-70).

Se ha demostrado en ciertas condiciones la existencia de EVIR adaptativos
mediados por sefales extracelulares. Fibroblastos normales toleran mejor una dosis
de radiacion si previamente son expuestos al medio de fibroblastos irradiados con
bajas dosis (1 cGy) de rayos gamma (71) o de particulas alfa (72). El efecto se asocio
con reducciones en p53 y aumento en especies reactivas del oxigeno y en la
endonucleasa AP, una enzima reparadora del ADN. La exposicion de keratinocitos a
medio de células irradiadas con 5 Gy (pero no con dosis menores) causo un aumento
importante de la expresion de la proteina antiapoptética Bcl2 (73). Otro grupo
demostré que los EVIR (muerte celular y transformacién oncogena) inducidos por co-

cultivo de células no irradiadas con células irradiadas se atenuaban drasticamente si
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las primeras eran previamente expuestas horas antes a 2 cGy de rayos X (74).
Asimismo, la exposicion de células hibridas (HelLa-fibroblasto) a bajas dosis de
radiacion con tasas de 1.4 mGy/dia por tres meses redujo su transformacioén maligna
inducida por dosis altas. El efecto no se observo si la tasa de radiacion condicionante
era inferior a 1 mGy/dia (75).

La exposicion de fibroblastos de pulmén al medio de células irradiadas produjo
un aumento de su proliferacion, aparentemente mediado por bajas concentraciones
TGF! | (76). De manera similar, en otro estudio hubo una relacion inversa entre el
grado de diluciébn del medio proveniente de células irradiadas y el aumento de
capacidad clonogénica por EVIR (77). Asimismo, las diferencias en la tasa de
disipaciéon de energia (LET = linear energy transfer) pueden explicar respuestas
diferentes (78). Esto sugiere que los mismos factores que causan EVIR perjudiciales
para las células son responsables de algunos efectos adaptativos, segun la
concentracion de factores, la calidad de la radiacion y el tipo de célula estudiada.

Otro factor relevante es la interaccion de las células segun la geometria cuando
forman parte de un tejido o son importantes las relaciones tridimensionales (79, 80).
Los EVIR se han demostrado, por ejemplo, en tejido epidérmico humano (81). En un
modelo de explante ureteral, se demostraron tanto apoptosis como induccion de
diferenciacion (82). En condiciones de irradiacion de una porcion bien delimitada del
tejido predomina el efecto adaptativo, con un aumento de las células uroteliales
diferenciadas (83). Se ha formulado un modelo de EVIR aplicable a tejidos con
geometria tridimensional (84).

EVIR OBSERVADOS IN VIVO
La existencia de EVIR que pueden ser tanto nocivos como beneficiosos para las
células plantea el interrogante de las consecuencias que puedan tener para el

organismo (85, 86). Por ejemplo, un EVIR adaptativo para las células puede ser
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bueno para el organismo si se trata de células normales, pero malos si las células
beneficiadas son neoplasicas (excepto si induce su diferenciacion). A la inversa, un
EVIR nocivo para las células es bueno para el organismo si se trata de células
transformadas, pero malo si afecta a células normales.

Las demostraciones mas convincentes de la existencia de EVIR se han
demostrado principalmente en estudios in vitro de cultivos de células o tejidos (8, 16,
26, 87, 88). Sin embargo, se esta acumulando evidencia que indica la existencia de
EVIR producidos en el organismo intacto (89-91).

En realidad, se sabe desde hace varias décadas que el plasma de personas
irradiadas terapéutica o accidentalmente contiene uno o mas factores capaces de
inducir aberraciones cromosémicas en leucocitos normales de personas no expuestas
(92, 93). Estos factores se han denominado “clastogénicos” y persisten en el plasma
muchos afios después de la irradiacion (94). Su existencia también se ha demostrado
en sobrevivientes del accidente de Chernobyl (95, 96). La intensidad de la accion
clastogénica guarda relacion con la dosis recibida, Se cree que en el efecto
intervienen especies reactivas del oxigeno, pues la actividad clastogénica es inhibida
por la presencia de superoxido dismutasa (94).

Experimentalmente se ha observado que la irradiacion de parte de un érgano,
como el higado (97) o el pulmoén (98, 99), también produce efectos citotdxicos en la
parte blindada a la irradiacion. La irradiacion de un pulmon mientras el otro esta
protegido de la radiacion produce de todos modos dafio contralateral (98, 99). El dafio
es atenuado por tratamientos que procesan las especies reactivas del oxigeno y
nitrogeno (99, 100). En la regién afectada por vecindad se hall6 aumento de
expresion de interleukinas y otras citokinas proinflamatorias como TNF ! y TGF
(101). También se han informado efectos similares a distancia en otros modelos

animales (102, 103).
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Los radiois6topos incorporados en las células también pueden causar EVIR
(104). En ratones atimicos, se emplearon células carcinomatosas no marcadas y
marcadas con **°I-iododeoxiuridina para formar tumores subcutaneos, y se hallé que
la inhibicion del crecimiento tumoral no explicable por el efecto directo de la radiacion
del **I, que es de corto alcance, implicaba un EVIR (105). La existencia de EVIR
inducidos por radiacion interna (radiois6topos) es corroborada por otros estudios
(106).

El sistema inmune parece tener un papel importante en la induccion de EVIR in
vivo (107). La comparacion de ratones normales y una cepa susceptible a la radiacion
que es un modelo para la induccién de leucemia mieloide aguda, muestra diferencias
en sus macrofagos. En la cepa normal el fenotipo de los macrofagos es
antiinflamatorio, mientras que en los susceptibles es pro-inflamatorio. En los
macrofagos de estos ultimos la radiacion causa aumento de la expresion de p53 y
produccion sostenida de especies reactivas del oxigeno y nitrégeno (108). Ademas,
los efectos persisten por meses, lo que significa una actividad proinflamatoria
sostenida en la progenie de las células originalmente irradiadas (109).

Los efectos adaptativos han sido menos estudiados, pero se ha informado su
existencia durante el desarrollo embrionario (110, 111) y en animales adultos (112).
En embriones de raton de 11 dias, la dosis Optima para el efecto adaptativo fue de 0.3
Gy, aplicada con tasas de dosis especificas (111). La mortalidad de ratones
irradiados con 8 Gy se redujo significativamente en los animales que recibieron una
dosis condicionante de 0.25 6 0.5 Gy entre 6 y 24 h antes de la dosis de 8 Gy. La
dosis condicionante menor (0.25 Gy) fue mas eficaz (112).

RELACIONES DOSIS-RESPUESTA PARA LOS EVIR
Una caracteristica sobresaliente de los EVIR es su peculiar relacion entre dosis y

respuesta. Mientras que los efectos sobre las células irradiadas son mas intensos
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cuanto mayor es la dosis, en el caso de los EVIR puede obtenerse una magnitud
similar en un amplio rango de dosis (113), en algunos casos inferiores a 2 mGy (114).

En otros casos se observd una dependencia de la dosis (115) pero
generalmente se alcanza un efecto maximo con dosis relativamente bajas de 0.5 a 1
Gy (7, 8, 116). Cuando las dosis son bajas, la irradiaciéon y los EVIR pueden causar
efectos de similar magnitud (115), mientras que con dosis altas se reduce la
importancia relativa de los EVIR, que muestran saturacion con altas dosis (Fig. 6).

Las mutaciones del ADN causadas por EVIR difieren de las que se producen
en las células cuyos nuacleos son irradiados. Estas ultimas son frecuentemente rotura
de cromosomas y amplias deleciones, mientras que aquéllas son generalmente
mutuaciones puntuales. Es interesante que en células irradiadas solamente en el
citoplasma también se predominan las mutaciones puntuales (8, 32).

Asimismo, una fraccion importante de los EVIR puede ser mediada por
mecanismos epigenéticos (117, 118). Se llaman epigenéticos a los cambios
heredables (transmitidos a la progenie) que no involucran cambios en la secuencia de
bases del ADN; por ejemplo, patrones de metilacion del ADN, modificacion de
histonas o expresion de ARN reguladores (119). Es pertinente notar que se han
detectado defectos epigenéticos (como también aberraciones cromosomicas) en las
crias no irradiadas de progenitores irradiados (120).

Una razén de la naturaleza atipica de la relacion entre dosis y respuesta para
los EVIR es que la radiacion afecte la comunicacion intercelular mediada por nexos o
por factores solubles (117). En este caso, un efecto mas intenso en las células que
son blancos de la radiacion no se traduciria necesariamente en un EVIR mayor en las
células no irradiadas. Al respecto, se ha informado que la irradiacion con rayos X de

muy baja energia causa un cierre de las uniones comunicantes de las células
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irradiadas (causada por hiperfosforilacion de la conexina 43) que resultaria protector
para las células vecinas (121).

IMPLICACIONES DE LOS EVIR EN RADIOTERAPIA

La existencia de EVIR ha proporcionado nuevas perspectivas sobre los mecanismos
de accion de la radioterapia (116, 121). Actualmente se incluyen entre los EVIR los
efectos denominados “abscopales” por Robin H. Mole en 1953 (123). La palabra
viene del latin ab (fuera de) y scopos (blanco o diana de tiro).

Los avances recientes en radiobiologia han tenido lugar principalmente en el
ambito experimental, pero pueden tener consecuencias importantes para la
radioterapia. Lamentablemente, como subraya Munro (124), muchos especialistas en
radioterapia clinica no estan al tanto de tales avances. En el contexto de la
radioterapia, los EVIR pueden ser perjudiciales o beneficiosos, pero en todos los
casos implican una mayor complejidad conceptual (Tabla 1).

Los EVIR permitirian explicar, entre otras cosas, las consecuencias de la
irradiacion local sobre el crecimiento de metastasis, que en diferentes modelos
pueden ser estimulantes o inhibitorios. El resultado dependeria del balance entre el
efecto sobre la secrecion de citokinas tumorales que inhiben el desarrollo de
metastasis y la estimulacion del sistema inmune para producir un estado inflamatorio
que tiene el efecto opuesto (125).

Otro efecto abscopal concierne la induccion de neumonitis bilateral cuando un
solo pulmoén es irradiado. La irradiacion causa neumonitis clasica, dependiente de la
dosis, en el pulmdn que se irradia. Existe ademas una forma esporadica bilateral, que
tiene las caracteristicas de una reaccion de hipersensibilidad y se acompafna de
activacion de linfocitos T (126). El estudio de los mecanismos de injuria y su
consecuente prevencion es importante para atenuar o impedir las secuelas tardias de

la radioterapia (127).
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La induccion de EVIR no solamente es potencialmente importante con respecto
a la eficacia del tratamiento para eliminar células neoplasicas, sino también por sus
posibles efectos sobre células normales. Aunque éstas reciben generalmente una
dosis menor que el tumor, debe recordarse que los EVIR se producen con dosis
inferiores a las tipicas para radioterapia (en torno a 2 Gy por fraccion). Esto puede ser
de especial interés para modalidades modernas de irradiacion externa como la
radioterapia modulada por intensidad, que reduce la dosis en el tejido normal pero
aumenta el volumen de tejido normal irradiado (7). Experimentalmente se han
observado importantes efectos epigenéticos en el bazo de ratas irradiadas en el
cerebro con dosis comparables a las empleadas en radioterapia clinica (128).

Sin intentar agotar la lista, otra area donde los EVIR son de interés es la de la
radioterapia interna mediante radiofarmacos dirigidos especificamente contra las
células tumorales (por ejemplo, anticuerpos marcados). Los EVIR posiblemente
tienen un papel importante en la eficacia de tales tratamientos. Ademas, se plantea la
posibilidad de combinar esta radioterapia dirigida con quimioterapia o terapia génica
para aumentar la eficiencia (7).

IMPLICACIONES DE LOS EVIR EN RADIOPROTECCION

Los efectos biologicos de las radiaciones ionizantes se clasifican clasicamente en
estocasticos y deterministicos (2, 4, 129). Los efectos deterministicos presentan un
umbral de dosis y su intensidad es creciente por encima de dicho umbral. Un ejemplo
es la mortalidad celular inducida por radiacion. Por su parte, los efectos estocasticos
(aleatorios) carecen de umbral de dosis conocido pero la probabilidad aumenta con la
dosis. Cuando se producen, su intensidad no guarda relacion con la dosis. Un
ejemplo es la carcinogénesis inducida por radiacion.

La regla general en radioproteccion es evitar todo efecto deterministico y

reducir al minimo factible la probabilidad de efectos estocasticos. Aunque los efectos
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bioldgicos de dosis muy bajas de radiacion no pueden medirse directamente, en las
normas internacionales de seguridad (130, 131) se supone que la probabilidad de
efectos estocasticos aumenta segin un modelo lineal sin umbral (LNT = Linear, No
Threshold). En este modelo el riesgo medido con dosis mayores se extrapola
linealmente hasta dosis cero.

Los EVIR nocivos y los efectos adaptativos (inducidos por EVIR o por otro
mecanismo) se producen con bajas dosis, y no se adaptan a los modelos clasicos
para efectos deterministicos y estocasticos. Esto origina una incertidumbre que
requerira mas investigacion para ser resuelta. En principio, si predominan los EVIR
perjudiciales la extrapolacion lineal subestimaria el riesgo de bajas dosis, mientras
que lo sobreestimaria si predominaran los efectos adaptativos. Como no existe
evidencia concluyente para una u otra posibilidad (y probablemente predomine una u
otra segun un numero de variables complejas) por el momento parece prudente
mantener la extrapolacion lineal a dosis cero (132).

Conclusion

La demostracion de la existencia de EVIR y el avance en el conocimiento de sus
mecanismos representa el avance mas importante en radiobiologia de la dltima
década. El principal desafio persistente es hallar la forma de aplicar estos datos a las

areas de radioterapia y radioproteccion.

Conficto de interés: El autor declara no tener ningun conflicto de interés relacionado

con el tema tratado.
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Potenciales ventajas y desventajas de los efectos de vecindad en radioterapia clinica

(segun Munro, Ref. 124).

Ventajas clinicas

Desventajas clinicas

Eliminacion de células premalignas
adyacentes

Aumento de la letalidad para células
troncales tumorales

Diferenciacién de células tumorales
indiferenciadas

Aumento de la proliferacion de células
normales

Aumento en la radiorresistencia de
células normales

Rapido alivio de los sintomas

Neoplasias secundarias (inestabilidad
gendmica, factores clastogénicos)
Aumento de la toxicidad aguda por mayor
mortalidad de células normales

Dafio tardio a 6rganos sensibles
Aumento de la proliferacion de células
tumorales

Aumento de radiorresistencia de células
tumorales

Efectos sistémicos mas intensos
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Modelo actual

Radiacion ionizante
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EFECTOS DE VECINDAD
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Muerte
celular celular
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mutada

Reparacion
completa
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completa

Figura 1: Comparaciéon del modelo clasico de accion de la radiacion ionizante (izquierda)

con el modelo actual que incorpora los efectos de vecindad (derecha).
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Fig. 2: Deteccion del estrés radiante y sus consecuencias. Basado en Ref. 17.
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Propagacion de
sefiales de estrés
a células adyacentes

Fig. 3: Estructura de un nexo o unidon comunicante (izquierda) y esquema de efectos de

vecindad mediados por nexos (derecha).
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Fig. 4: Vias de sefalizacion extracelular de los efectos de vecindad.
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Células no irradiadas

Efectos adaptativos

Irradiacién
Crecimiento
Diferenciacion
= Radiorresistencia y
Dano al ADN ™ resistencia a otras
Deteccion del dario al ADN formas de estrés celular

Transduccién de sefales

Induccidn de factores Efectosinocivos
de vecindad Intercambio de crométides

Inestahilidad genética
Mutaciones

Aberraciones cromosimicas
Formacidn de microniicleos
Apoptosis

Carcinogénesis

Fig. 5: Los efectos de vecindad pueden causar tanto efectos nocivos como adaptativos

para las células no irradiadas.
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Fig. 6: Los efectos directos de la radiacion ionizante (en el ejemplo la mortalidad celular)
crecen continuamente con la dosis. Los efectos de vecindad alcanzan un maximo

(saturacién) con dosis bajas, de 1 Gy o menores.
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