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Avances e implicaciones de los efectos de vecindad de radiacion ionizante (EVIR) en
radioterapia: Articulo de revisién

—————————————————————————————
Resumen

La perspectiva del dogma que al exponer a un paciente a irradiacion se producen Unicamente
efectos directos, en radiobiologia han cambiado dado que el detrimento bioldgicos radioinducidos
que se producen fuera del campo de irradiacion, son los efectos de vecindad que las células
circundantes respondes a las sefiales emitidas por las células blanco del tratamiento. Este efecto
de vecindad también denominado espectador, involucra una serie dafios al ADN, inestabilidad
gendmica, senescencia celular, aberraciones cromosomicas, activacion del estrés celular. Estas
sefiales se transmiten mediante la comunicaciédn celular de las uniones gap, solutos extracelulares
y en estudios recientes se incluye a los exosomas que son un medio por donde se transmite las
sefiales de espectadores a las células vecinas. Por otro lado, los parametros que depende el efecto
de vecindad son el tiempo de exposicién a la radiacion, la calidad o tipo de radiacion, el estado
genético del organismo.

Palabras clave: Efecto de vecindad; radiacion; radioterapia; inestabilidad genémica.

Abstract

The perspective of the dogma that exposing a patient to irradiation produces only direct effects, in
radiobiology have changed since the detriment of radio-induced biologics that occur outside the
field of irradiation, are the neighborhood effects that surrounding cells respond to signals emitted
by the target cells of the treatment. This neighborhood effect, also called a bystander, involves a
series of DNA damage, genomic instability, cellular senescence, chromosome aberrations,
activation of cellular stress.

These signals are transmitted through cellular communication of the gap junctions, extracellular
solutes, and recent studies include exosomes, which are a means by which bystander signals are
transmitted to neighboring cells. On the other hand, the parameters that the bystander effect
depends on are the time of exposure to radiation, the quality or type of radiation, the genetic state
of the organism.

Keywords: Bystander effect; radiation; radiotherapy; genomic instability.
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Resumo

A perspectiva do dogma de que ao expor um paciente a irradiacdo existem apenas efeitos diretos,
na radiobiologia eles mudaram desde os detrimentos biolégicos radioinduzidos que ocorrem fora
do campo de irradiacdo, séo os efeitos de vizinhanga que as células circunvizinhas respondem aos
sinais emitidos pelas células-alvo do tratamento. Este efeito de vizinhanga, também chamado de
espectador, envolve uma série de danos ao DNA, instabilidade genémica, senescéncia celular,
aberragcdes cromossomicas, ativacao de estresse celular. Esses sinais sdo transmitidos por meio da
comunicacéo celular das jun¢des comunicantes, solutos extracelulares e estudos recentes incluem
exossomos, que sdo um meio pelo qual os sinais do observador sdo transmitidos as células
vizinhas. Por outro lado, os parametros dos quais depende o efeito de vizinhanca sdo o tempo de
exposicédo a radiacdo, a qualidade ou tipo de radiacéo, o estado genético do organismo.

Palavras-chave: Efeito de vizinhanca; radiacéo; radioterapia; instabilidade genémica.

Introduccion

El descubrimiento de las radiaciones ionizantes fue el inicio para su aplicabilidad en el campo
médico, como método terapéutico en el tratamiento del cancer, con el objetivo de aniquilar las
células tumorales (Puerta-Ortiz & Morales-Aramburo, 2020). Sin embargo, estos procedimientos
que se llevan a cabo con radiaciones ionizantes desencadenan una cantidad importante de efectos
bioldgicos, debido a su paso mediante un medio vivo, razén por la cual actualmente se mantienen
en constante investigacién para analizar los cambios que se producen en la zona adyacente a la
irradiada, causados durante la exposicion a la radiacion ionizante (Mothersill et al., 2018). De este
modo, la probabilidad de que aparezcan estos efectos estan ligados con la tasa de dosis absorbida,
su distribucion temporoespacial, calidad de la radiacion, tipo de tejido, volumen de tejido irradiado
en radioterapia (Toossi et al., 2016), ademas de los factores que se encuentran vinculados a la
radiosensibilidad individual e inducen inestabilidad genética, estrés celular y alteraciones en el
ADN (Yahyapour et al., 2017). Los efectos de vecindad hoy en dia son objeto de estudio, debido
al impacto que han tenido, particularmente en radioterapia, en el que las células no irradiadas
responden a la radiacion como resultado de las sefiales recibidas de las células irradiadas cercanas,
por lo tanto, exhiben cambios a nivel molecular como: mutaciones, inestabilidad cromosémica

apoptosis y celular como la produccion de roturas del ADN (Marin et al. 2015).
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El vehiculo para la transmision de estas sefiales es a través de la comunicacién célula — célula de
las uniones gap y mediante moléculas de sefializacion solubles (Mukherjee & Chakraborty, 2018).
Las uniones gap son canales intercelulares, formados por complejos proteicos, estas proteinas son
codificadas por los genes de conexinas que conectan el citoplasma de las células adyacentes,
facilitando un conducto intracelular directo para la comunicacion intercelular (Bell et al., 2018;
Wingard et al., 2015).

Metodologia

En la busqueda de informacion se realizd una revision en las distintas bases de datos como
Pubmed, Scielo y Google académico, para recopilar informacién relevante en cuanto se refiere a
los avances e implicaciones que los efectos de vecindad de las radiaciones ionizantes (RI) dejan
en radioterapia, estos efectos se generan cuando las células no irradiadas responden a las sefiales
de las células que han sido irradiadas directamente durante un tratamiento clinico con el objetivo
de erradicar las células tumorales de un tejido. Por otro lado, utilizamos la combinacion de
descriptores (palabras clave) para la busqueda de informacion y posteriormente para la seleccion
de los articulos que incluiriamos en nuestra revision estableciendo un estricto criterio de inclusion,
en el que consideramos factores como el tiempo y analizar que la informacion recaba no proceda
de fuentes no confiables. Finalmente, obtuvimos un equivalente de 36 articulos cientificos de los

ultimos 5 afios, publicados en espafiol e ingles en su mayoria

Resultados y Discusion de los resultados

Las células que presentan el efecto de vecindad, resultan de la liberacion de factores clastogénicos
de las células dafiadas, que pueden alterar la expresion génica y desencadenar la sobreproduccion
de radicales libres endogenos (Mortezaee et al., 2019) que son inducidos por radiacién ionizante
(RI), durante el tratamiento oncoldgico, donde la radiacion atraviesa el tejido y a su paso transfiere
infima dosis de radiacién en las células circundantes o vecinas a las células irradiadas
directamente, estas Gltimas son las que van a captar la dosis total, con el objetivo de reducir y
eliminar las células tumorales. El vehiculo mediante el cual la célula diana transmitira efectos de

vecindad, son a través de las vias de comunicacion célula - célula de las uniones gap, paracrinas,
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solutos extracelulares o mediante la liberacion de factores difusibles como citocinas y quimiocinas
(Daguenet et al., 2020; Decrock et al., 2017; Mukherjee & Chakraborty, 2018).

Por otro lado, los efectos de vecindad dependen de varios parametros como: el tipo de radiacion,
el tejido irradiado, la tasa de dosis y el tiempo de exposicion (Marin et al., 2015). Del mismo modo,
otros de los factores asociados a estos efectos son la inestabilidad genética, estrés oxidativo,
aberraciones cromosdmicas y senescencia celular (Hernandez-Segura et al., 2018; Mortezaee et
al., 2019). Asi también, dado que la RI es uno de los agentes clastogénicos y cancerigenos mas
poderosos, la evolucién de las ideas entorno a EVIR en la actualidad son de gran interés con el
objetivo de controlar la proliferacién de las alteraciones en el ADN inducidas a las células no
irradiadas. Segun (Mortezaee et al., 2019; Sylvester et al., 2018) coinciden en que las radiaciones
de transferencia de energia lineal (LET) baja y alta son cancerigenas aunque sus riesgos son
diferentes. Esta revision pretende exponer los diversos mecanismos de produccién y respuesta de
sefiales de los espectadores bajo la influencia de diferentes fuentes de radiacion, como los de

radiacion alfa (o)), gamma (y), asi como los protones (Mukherjee & Chakraborty, 2018).

EVIR segun el tipo de radiacion (a, y, protones)

El tipo de radiacion que se induce como tratamiento clinico oncoldgico a los pacientes en
radioterapia, proveniente de los rayos y derivada de las desintegraciones de radio, uranio y cobalto
(C0%). En esta revision abordaremos aquellos factores involucrados en la generacion de efectos
de vecindad producidos por la exposicion a radiacion y en este caso, se destruye la hélice del ADN
de la célula irradiada directamente o a la vez se producen radicales libres debido a que la radiacion
(1 por su alta energia en su trayectoria ioniza las moléculas de las células no objetivo especialmente
las moléculas de agua, estos radicales libres rompen los enlaces quimicos causando lesiones dentro
del ADN (Kuefner et al., 2015; Nikitaki et al., 2016; Sage & Shikazono, 2017). Ademas, es
importante revisar las sefiales que se generan al ser inducidas por la radiacion y, que causan
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica, ademas de un incremento de calcio
(Ca*") en las células circundantes y aumentos de los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y oxido nitrico (NO) en estas células (Mukherjee & Chakraborty, 2018) estos niveles
elevados de ROS, son toxicos para numerosos tipos de células, incluidas las células cancerosas
(Wiktorin et al., 2020). Sin embargo, podria controlarse a través de los alelos oncogénicos de K-

Ras, B-Raf y Myc al incrementar la actividad antioxidante de Nrf2 se reduce significativamente
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estos niveles de ROS e incluso prevenir la carcinogénesis (Rojo de la Vega et al., 2018; Yang &

Lian, 2020). Los factores involucrados en la regulacion de las respuestas de las células

circundantes son el tiempo de irradiacion y los antecedentes del organismo objetivo. La tabla 1y

2, representan los efectos de vecindad inducidos rayos y en vivo e in vitro respectivamente.

Tabla 1: Efectos de espectador observados en diferentes modelos experimentales a diferentes dosis de rayos

Dosis de
radiacion
(Gy)
0.005, 0.05,
0.5

0.02,2

2,3,5

Dosis agudas:

2, 6 Dosis
fraccionadas:
32Gy

4,8

Dosis aguda:

4 Dosis
fraccionada:
2x2

3

gamma. Estudios in vitro

Modelo experimental

Queratinocitos humanos HaCaT

Efecto de explantes de vejiga de
ratones C57BL6 y Balb /¢
irradiados sobre el queratinocito
informador

Células HepG2 de hepatoma
humano hipéxico

Células HepG2 de hepatoma
humano

Lineas de células tumorales:
fibrosarcoma (HT1080),
glioblastoma (U373MG), cancer de
colon (HT29), adenocarcinoma
(A549), cancer de mama (MCF-7)

Efecto del suero de ratones hembra
C3H / HeN y B6C3F1 irradiados
sobre fibroblastos embrionarios
Efecto de las células de macr6fagos
U937 irradiadas sobre las células
endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVECS)

Efecto de las células QU-DB de
tumor de pulmén irradiadas sobre
las células MRC-5 de fibroblasto de
pulmon.

Efecto del espectador

Cambio en la permeabilidad de la membrana, disminucién de la
viabilidad, aumento constante del nivel de 6xido nitrico (NO).
El medio acondicionado con tejido irradiado de ratones
C57BLS6 reduce la supervivencia de las células informadoras
(1,8, 8 veces), los ratones Balb / ¢ no provocan la respuesta de
muerte

Mayor formacion de microntcleos (doble), H2S disminuye los
efectos dafinos del ADN, aumenta la expresion de Bax y
caspasa 3, disminuye la expresion de Bcl-2 y la relacion Bcl-2 /
Bax

La elevacion moderada de la actividad de MMP2 (1,18 veces) y
la secrecion de VEGF (1,21 veces), los mecanismos
dependientes de p53 en las células irradiadas inducen efectos de
espectador.

El cambio en los niveles de citocinas es menor en el medio
acondicionado de las células tumorales irradiadas recolectadas
después de fraccionarse que las dosis agudas respectivas,
aumento moderado en el% de eficiencia de la siembra, maximo
en HT1080 (33%) y minimo en MCF-7 (2%), dependiente de la
linea celular efectos

Cambios superiores a 1,5 veces en la expresién de 112 y 2689
genes debido a la irradiacién durante 10 o 20 dias, 29 genes con
cambios de expresion superiores a cinco veces.

Aumento de dafios en el ADN (hasta 48 h), activacién de p38
(max. A las 24 h), apoptosis (3,2 veces), expresion de VCAM-
1, actividad de MMP-9, NO vinculado a ser la causa de dafios
(aumento de 13,3 veces) en Células U937.

Mayor nimero (1,3 veces) de células micro-nucleadas por 1000
células binucleadas (MNBN) en dosis fraccionada en
comparacion con la dosis aguda.

Aumento de la formacion de medicién de microndcleos (MN)
(doble, dependiente del tiempo), generacion de ROS (maximo a
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Células HepG2 de hepatoma las 4 h), expresién de Beclin-1, proporcién de LC3-11 a LC3-I
humano aumentada (de 1,29 a 2,32 veces)
. Aumento del nimero [1,3 veces) de células micronucleadas por
Dosis aguda:
4 dosis Efecto del tumor pulmonar 1000
. irradiado QU-DB células en células  células Bl-nucleadas (MNBN) en dosis fraccionadas en
fraccionadas: . L/
MRC-5 de fibroblastos pulmonares ~ comparacién con
2x2Gy .
dosis aguda
Fuente: (Mukherjee & Chakraborty, 2018).
Tabla 2: Estudios in vivo.
DOS.'S Qg Modelo experimental Efecto del espectador
radiacion Gy
S . Disminucidn de la actividad de dismutasa (SOD) (1.5 a
512609 8 [ (77 [ 1 (83 s 2.5 veces), aumento dependiente del tiempo en los
. ?(fsrab??n?:ggo ST DEnEy o niveles de glutation (GSH) (una vez) y malondialdehido
P (MDA) (1.2 veces)
Disminucidn del volumen tumoral (72%), inhibicién del
Efecto de la implantacién de células  crecimiento tumoral ($ 3 veces), apoptosis, senescencia,
WEHI 164 de fibrosarcoma mala angiogénesis, aumento de los niveles de citocinas
15 irradiadas en ratones hembra como VEGF, Rantes, PDGF, GMCSF, IL-2 ($ 8 veces) y
BALB/c sobre el microambiente proteinas difosfato quinasa B, calores afines de choque,
tumoral anexina Al, angiopoyetina-2, actina (citoplasmatica 1/2)
y fosfoproteina 1 inducida por estrés
Aumento de la mortalidad, deterioro del desarrollo
5.2, 31 Efecto de la irradiaci6n de peces ocular, aumento de la formacién de ROS (1,5 a 2 veces),

inestabilidad gendmica, alta afluencia de Ca?* (aumento
de 30%).
Fuente: (Mukherjee & Chakraborty, 2018).

cebra parentales sobre el embridn.

Por otro lado, la radiacion proveniente de protones en la actualidad se ha convertido en uno de los
tratamientos oncologicos con grandes avances tecnoldgicos, se basa en el empleo de un haz de
protones generados en un ciclotrén, tiene la particularidad de destruir de manera selectiva las
células tumorales, sin apenas inducir dafios a las células normales circundantes (Arnés, 2016). En
comparacion a la radiacion X o rayos y, su comportamiento dosimétrico al interactuar con un
medio es diferente como se muestra en la figura 1. En este caso la curva de bragg se caracteriza
por varios aspectos como: la baja dosis de entrada (en superficie), un punto de deposito maximo
de energia en las zonas con mayor profundidad, cuando su velocidad es poco mas o menos a cero
(pico de bragg) y finalmente el abrupto descenso en la dosis depositada, en el que se reduce
practicamente a cero, con un indice mucho menor de dosis en los tejidos sanos circundantes
(Moranchel et al., 2019).
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Por otro lado, a pesar de ser una ventaja en radioterapia ya que minimiza hasta en un 60 % la dosis
de radiacion a las células vecinas, los protones también inducen efectos de vecindad debido a la
compleja interaccion de factores biologicos que aun no se ha regulado.

El dafio que causan los protones a pesar de ser muy bajo es principalmente en el ADN, por ejemplo
5.1 Gy de dosis absorbida en células de cancer de pulmdn induce roturas de doble hebra del ADN
en las células transedntes (Mukherjee & Chakraborty, 2018).Ademas, otra de las desventajas de
esta modalidad de tratamiento es que la implementacion de ésta tiene un alto costo, problemas de
dispersion lateral y la incertidumbre sobre su rango fisico en los tejidos (Pompos et al.2016, Mohan
y Grosshans 2017).

Figura 1: Curvas de dosis de profundidad para un haz de protones de 200 MeV en comparacién con un haz de rayos
X de 16 MeV

Pico de Bragg

/_\ Rayos X (18 MV) f
f .
{ N ¥

100

0 o
o o

-/

Dosis relativa (%)
\ //

20

Profundidad en agua (cm)
Fuente: (Moranchel et al., 2019).

La incidencia de radiacion a, al igual que otros iones pesados, pierden su energia al atravesar la
materia. En las células del carcinoma transelnte, dosis bajas de una particula (0,005 a 0,1 Gy)
pueden inducir genotoxicidad, inestabilidad cromosémica que conduce a una disminucién de la
fraccion de supervivencia (Mukherjee & Chakraborty, 2018).En comparacion con la radiacion v,
la exposicién a radiacion o de alta (LET) puede inducir graves dafios en el ADN, inestabilidad
gendmica y en el peor de los casos oncogénesis (Fu et al., 2016). En un estudio, de diafonia entre

células derivadas del epitelio bronquial humano (Beas-2B) irradiadas con particulas o y expuestas
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a células U-937 transelntes, estas celulas U-937 son una linea celular de monocitos, aisladas del
linfoma de histiocitos y pertenecen a la familia mieloide (Chingwaru et al., 2016) en el cual
exploraron la interaccién entre estas células, para ello midieron las inducciones de apoptosis
después de diferentes tiempos de cocultivo celular. Los resultados demostraron que los porcentajes
de células apoptdticas en la poblacién transetnte U-937 aumentaron ligeramente después de 6 h,
pero se acercd al 15% y 30,2% a las 24 h y 48 h, respectivamente (Fu et al., 2016).

Respuesta de EVIR a células no objetivo

Las respuestas de EVIR dependen del estado genético, incluido TP53, el gen que controla el ciclo
celular, la reparacién del ADN, la apoptosis (Widel et al., 2015) e inducen inestabilidad genémica,
senescencia celular, estrés celular, aberraciones cromosomicas y alteraciones a nivel del ADN. La
inestabilidad gendmica IG puede ocurrir después del dafio del ADN, y dos factores diferentes
pueden inducir IG como son: reparacion incorrecta del ADN dafiado y la entrada en mitosis con
ADN dafiado (Swift & Golsteyn, 2016), otro aspecto de la IG es que no apoya la teoria
convencional de la diana de la radiacidon ionizante, pero es probable que esté asociado con
mecanismos epigénicos que despiertan la respuesta de 1G a los efectos de vecindad (Kadhim &
Hill, 2015). Por otro lado, los estudios mecanicistas implican un estrés que se produce a través de
la activacion del estrés oxidativo, causado por niveles elevados de ROS (Sawal et al., 2017).
Ademas, influyen en la respuesta del dafio celular (Srinivas et al., 2019). Estos ROS pueden
resultar de fuentes endégenas o exdgenas como la radiacion (Heeran et al., 2019). En una andlisis
reciente se estudio la participacion de los exosomas en la senescencia celular, estableciendo que
son un componente del medio que contiene sefiales inductoras de senescencia celular (Elbakrawy
et al., 2020). La participacion de las vesiculas celulares (exosomas) la identificacion y
caracterizacion de la senescencia en células cancerosas ocurre por la detencion del ciclo celular
por lo que esté involucrada en un amplio espectro de enfermedades (Gorgoulis et al., 2019), a pesar
de estos vinculos la senescencia no es del todo perjudicial, debido a sus efectos antiproliferativos
parece ser un potente mecanismo antitumoral, un proceso denominado prosenescencia para el

cancer, que en la actualidad se mantiene en estudios (Calcinotto et al., 2019).

Implicaciones de EVIR en radioterapia
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En radioterapia la evidencia del efecto de vecindad inducido por la radiacién, se manifiesta debido
a diferentes cambios bioldgicos en células que no han sido expuestas directamente a la radiacion,
pero que estan bajo la influencia de sefiales moleculares secretadas por las células vecinas
irradiadas (Widel et al., 2015). En la actualidad han surgido nuevos avances propuestos en estudios
y analisis de estos efectos secundarios, con el proposito de desarrollar técnicas como la radioterapia
de microhaz (MRT) que se encuentra en desarrollo (Archer & Li, 2018), con el objetivo de reducir
los dafios que las células irradiadas transmiten a sus células vecinas. En el contexto de la
radioterapia, el nivel de impacto del EVIR se asocia al tipo de radiacion que la induce, el tiempo
de exposicion, el estado genético del organismo o tejido y la tasa de dosis. Las sefiales de EVIR
influyen en la alteracion del equilibrio dindmico entre proliferacion, apoptosis y diferenciacion
(Marin et al., 2015). EI manejo apropiado de EVIR en radioterapia es un factor limitante para el
trato apropiado (Najafi et al., 2017) de la administracion de radiacién en el carcinoma.

Por otro lado, algunos profesionales especializados en estas areas de tratamiento oncolégico no
estan al tanto de los avances que se exponen en las diferentes fuentes de informacion cientifica,
razon por la cual se deben proponer estas revisiones que permiten al profesional especializado,
informar y actualizar sus perspectivas sobre la influencia de estos efectos de vecindad en pacientes

que reciben tratamiento clinico para el cancer.

Conclusiones

La recopilacion de informacion ha permitido determinar los avances e implicaciones que
desarrollados en lo que concierne a los efectos de vecindad de las radiaciones ionizantes en
radioterapia han producido. Se logra determinar que al exponer a un paciente a irradiacion no se
producen unicamente efectos directos, hoy en dia se sabe que existe evidencia que se generan
efectos indirectos o tambien denominados efectos de vecindad, en los que se involucran una serie
de factores extracelulares y la comunicacion de célula — célula de las uniones gap. Esta revision
nos ha permitido identificar que la calidad de la radiacion es un factor importante en el tratamiento
de cancer. Por ello, en la actualidad la utilizacion de protones resulta ser efectiva, dado que
minimiza los dafios en las células vecinas y permite una administracion de dosis mas directa.

Por lo tanto, los futuros descubrimientos y avances atinentes a la comprencion de los efectos de

vecindad tendran un impacto en la utilidad futura para comprender mejor la carcinogenesis por
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radiacion, la radioterapia del cancer, los efectos en los tejidos y organos diana y no diana y su

importancia en el sitio de lesion.
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