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Cytomolecular evaluation of bystander effect in human lung fibroblast cells under conditions
of radiotherapeutical exposition

Resumen

Durante los tltimos afios uno de los principales paradigmas de
la radiobiologia ha ido cambiando. Originalmente, se creia que so-
lo aquellas células irradiadas directamente podrian presentar dafio
en su material genético. Actualmente, la idea de que existe riesgo
genotoxico para las células no directamente irradiadas ha crecido
considerablemente. El proposito del presente trabajo fue mostrar la
existencia de este fenomeno, conocido como efectos de la vecin-
dad, en fibroblastos de pulmon humano, expuestos a dosis utiliza-
das en radioterapia fraccionada. El disefio experimental consistio
en tratar células no irradiadas, con medio de cultivo proveniente de
células previamente irradiadas (MCI). Se obtuvo MCI formado
durante diferentes tiempos de incubacion: 30, 60, 120 y 180 minu-
tos tras irradiacion. Posteriormente las células no irradiadas fueron
tratadas con estos medios durante una hora. El dafio en el material
genético fue analizado mediante el ensayo de electroforesis de cé-
lulas individuales (Ensayo Cometa). Los resultados muestran con-
siderables diferencias entre el dafio genotoxico de las células trata-
das con el MCl y su correspondiente control. Por otra parte, se ha
observado una respuesta ciclica en los niveles de dafio, en referen-
cia al tratamiento con los distintos medios condicionados. Este he-
cho podria ser explicado a través de un desbalance entre factores
pro y antioxidantes producidos en respuesta a la radiacion. Estos
hallazgos podrian contribuir a la optimizacion de metodologias im-
plementadas tanto en radioterapia como en radioproteccion.

Palabras clave: Efecto vecindad. Daflo genotoxico. Radioterapia.
Ensayo cometa.

Abstract

During the last years one of the major paradigms of radio-
biology has changed. Originally, it was belived that only tho-
se cells directly hit by radiation were the ones that could da-
mage their genetic material. At present the idea of neighbo-
ring cells being at genotoxic risk is growing considerably.
The aim of this research was to show the existance of this
phenomenon, usually called bystander effect, specifically in
human lung fibroblasts exposed to a dose which is frecuently
used in fractioned radiotherapy. The experimental design con-
sisted of treating non-irradiated cells with the culture medium
coming from cells that had been previously irradiated (ICM).
We recollected ICM formed during different times of incuba-
tion: 30, 60, 120 and 180 minutes. After that, non-irradiated
cells were treated with these medium during one hour in all
the cases. The damage in the genetic material was analyzed
by the Comet assay. The results show considerable differen-
ces in the genomic damage among the cells treated with ICM
and their corresponding control. A cyclic response in such le-
vels has also been observed. This might be due to the disba-
lance between the proxidant and the antioxidant factors pro-
duced in response to radiation. These findings would contri-
bute to optimize the implemented methodology both in ra-
diotherapy and radioprotection.

Key words: Bystander effect. Genotoxic damage. Radiation therapy.
Comet assay.
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Introduccion

Desde que fue demostrado que los rayos X inducen da-
flo genético, hace mas de 70 afios, el dogma prevaleciente
en radiobiologia ha sido que el efecto genotoxico de las
radiaciones ionizantes es consecuencia directa de la inte-
raccion de la radiacién con el ADN!. Desde esta perspec-
tiva, los efectos bioldgicos de la radiacion se han evalua-
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do exclusivamente desde la deposicion de energia en el
nucleo. Dentro de este marco, las consecuencias de la ra-
diacion incluyen dafio celular, mutaciones e induccién de
procesos carcinogénicos. Sin embargo, la evidencia apor-
tada por numerosos estudios modificaria este paradigma.
La misma indica que también se pueden presentar cam-
bios en células que no han recibido el impacto directo de
la radiaciéon’®”’. Este fendmeno conocido como efecto Bys-
tander (BES, su sigla en inglés) fue demostrado en los ul-
timos aflos y promueve un nuevo enfoque en el area de
radiobiologia, con fuertes implicancias en el campo de la
radioterapia y de la proteccion radioldgica®10.

De acuerdo con lo expuesto, se puede comprender que
el estudio de las respuestas radioinducidas deberia incluir
una evaluacion holistica que trascienda el nivel celular. De
esta manera, es indispensable considerar la interaccion en-
tre las células y su microambiente mediada por sistemas
de sefializacion celular. En relacion con lo mencionado,
diversos trabajos sugieren que la comunicacion célula-cé-
lula juega un rol importante en esta respuesta'!"!3. No obs-
tante, existen evidencias de que la misma puede producir-
se independientemente del contacto celular a través de fac-
tores secretados y difusibles, responsables de la transmi-
sion del dafio desde las células irradiadas a las adyacentes
no irradiadas. Si bien, el mecanismo exacto del fendmeno
no ha sido dilucidado, existen datos que involucran a di-
versos factores clastogénicos, citoquinas y otros compues-
tos como responsables de esta respuesta’>-14,

En cuanto al abordaje metodoldgico, los disefios ex-
perimentales para el BES incluyen distintos esquemas
condicionados por la calidad de la radiacion: el trata-
miento de células no irradiadas con medio de células
irradiadas (MCI), para radiaciones de baja LET y la ex-
posicion con microhaces para las de alta LET, de modo
tal, que s6lo una pequea fraccion de la poblacion celu-
lar es atravesada®#!1-12.15,

Los efectos bioldgicos consecuentes al BSE han sido
demostrados a través de una amplia variedad de ensayos
y en distintas categorias de observacion. De manera pre-
cisa, se ha detectado una reduccion de la capacidad clo-
nogénica, induccién de intercambio de cromatidas her-
manas y micronucleos, aumento de mutaciones puntua-
les y apoptosis®!®!7. Ademds se comprobé la expresion
de ciertos genes relacionados con el estrés oxidante, asi
como efectos tardios caracteristicos de la inestabilidad
genética. Este ultimo fendmeno, se caracteriza por la
presencia de efectos deletéreos en la progenie de células
irradiadas varias generaciones después de producida la
exposicion. Se cree que la irradiacion inicia un proceso
celular que es perpetuado en la progenie®!8-22,

Desde un punto de vista aplicado, la importancia del
BSE resulta de particular interés en la planificacion de
los tratamientos radioterapéuticos. En estos tratamientos,
las dosis absorbidas estan limitadas por la tolerancia de
los tejidos sanos, lo que hace aconsejable fraccionar a las
mismas para reducir los efectos adversos. No obstante, el

efecto de cada una de estas fracciones podria ser mayor
del esperado debido al fenémeno en cuestion®!0:20,

El objetivo del presente trabajo fue comprobar la presen-
cia de este fenomeno en fibroblastos de pulmoén humano
expuestos a dosis utilizadas en radioterapia fraccionada.

Material y métodos

Los estudios fueron realizados sobre la Linea Celular
MRC-5. La misma deriva del tejido pulmonar normal de
un embrion humano masculino de 14 semanas. Morfolo-
gicamente tienen caracteristicas fibroblasticas. Las pro-
piedades cariotipicas corresponden a células diploides de
origen humano.

El cultivo se realizé en monocapa en frascos Falcon, uti-
lizando medio de cultivo minimo esencial Eagle (MEM),
suplementado con suero fetal bovino (10%) y antibidticos
(Penicilina 90 Ul/ml, Estreptomicina 90 pg/ml) y requiere
altas concentraciones de aminoacidos no esenciales (1%),
L-glutamina (2 mM) y 4cido pirtivico?.

El disefio experimental consiste en modelos in vitro
que reproducen condiciones de exposicion radioterapéu-
tica. El mismo se realizd tratando poblaciones celulares
no irradiadas con medio condicionado proveniente de cé-
lulas irradiadas. La transferencia post-irradiacion se
efectud en 4 tiempos diferentes (fig. 1). La dosis absor-
bida fue de 2 Gy. En el momento previo al tratamiento
radiante los cultivos fueron lavados dos veces con solu-
cion salina, y se adiciono a los mismos medios de cultivo
fresco. Todos fueron tratados en crecimiento exponencial
con un porcentaje de saturacion del 80%.

Por otra parte, con el objeto de descartar la formacion
de especies genotoxicas provenientes del medio de cultivo,
se realizd el control del mismo, irradiandolo con la dosis
absorbida evaluada y realizando los tratamientos de las
poblaciones celulares, tanto de manera inmediata como a
los 60 minutos de producida la irradiacion. No se observa-
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Fig. 1. Disefio experimental implementado.
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Fig. 2. Efecto biolégico de medio de cultivo irradiado, evaluado me-
diante el ensayo cometa (a); y control del medio de cultivo (b).

ron diferencias significativas (p>0,001) en ninguno de los
dos casos evaluados con respecto al control (fig. 2b).

El dafio genotoxico se determind mediante la técnica de
electroforesis de células individuales (ensayo cometa). Es-
ta técnica citomolecular permite la deteccion de rupturas
de cadena simples y dobles y sitios labiles alcalinos?*2’.
Cada punto experimental se determiné a partir del andlisis
de los cometas observados en 200 células. Los mismos se
categorizaron en diferentes grados de dafo (fig. 3).

Ensayo cometa
Este ensayo fue realizado en condiciones alcalinas, de

acuerdo con el método de Singh et al., (1988)?. Se embe-
bieron las células en agarosa de bajo punto de fusion (0,5%)

Grado 0 Grado 1 Grado 2

Grado 3

Grado 4

Fig. 3. Criterios de clasificacion del dano evaluado mediante el ensayo
cometa.

y se depositaron en portaobjetos previamente cubiertos con
150 pL agarosa 0,5% de punto de fusion normal. Posterior-
mente los portaobjetos se sumergieron en solucion de lisis
pH 10 (2,5 M NaCl, 100mM Na2EDTA, 10 mM Tris, DM-
SO 10%, 1% Triton X-100) durante 24 h. A continuacion se
procedidé a un tratamiento alcalino (300 mM NaOH, ImM
Na2EDTA) durante los 20 minutos anteriores a la electrofo-
resis. Esta se realizo a 4°C, 20 V y 250 mA durante 20 min.
En cuanto al analisis de imagenes las observaciones fueron
realizadas utilizando un microscopio de fluorescencia equi-
pado con filtros de excitacion de 515-560 nm (Olympus
BX40®) conectado a una camara de video color Sony 3
CCD-IRIS (Sony Electronics, Fort Myers, FL) y grabadas
inmediatamente, utilizando el programa Image Pro Plus 3.2
que permiti6 almacenarlas para su posterior analisis.

La determinacion de los grados de dafio se realizo se-
gln la extension de la cola del cometa. Las células se
clasificaron en 5 categorias, desde 0, cola no visible, a 4,
maxima expresion de dano (fig. 3).

La cuantificacion del dafio en el ADN se calculdé me-
diante el pardmetro indice de dafio (ID), el cual implica
la asignacion a cada imagen de un valor concordante con
su categoria especifica. El ID queda definido de la si-
guiente manera

Gd=4
ID= Y PgyxGd ()

Gd=0

donde:

P(Gd) = porcentaje de células que presentan grado de
dafio "Gd"

Gd = grado de dafio (fig. 3)

Por cada 100 células los valores de este parametro va-
rian entre 0 y 400 unidades arbitrarias®*.

El disefio experimental se realiz6 dos veces, de manera
independiente. Para cada punto experimental, los datos
fueron tratados en su conjunto, se promediaron los valo-
res respectivos y se analizaron mediante el test de ji-cua-

drado (x?).
Procedimiento de irradiacion

Los cultivos celulares se irradiaron de manera que pudie-
ran recibir una dosis absorbida similar a la que se suministra
a pacientes con esquemas de fraccionamiento estandar. De
esta manera, el valor proporcionado alcanzdé los 2 Gy, simi-
lar a la dosis absorbida de una fraccion de tratamiento tradi-
cional. Se utilizé un acelerador lineal de electrones Varian
Clinac ® de potencial acelerador nominal 4 MV.

Se realizé un montaje experimental considerando que
los cultivos crecen en monocapa, junto con el medio co-
rrespondiente, dentro de frascos de acrilico de disefio
especifico. Bajo estas condiciones, la monocapa de cé-
lulas se encuentra bajo 4 mm de medio de cultivo. La

o
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Fig. 4. Disefio de la configuracion de la irradiacion.

necesidad de mantener la esterilidad del sistema imposi-
bilitd la inmersion completa del recipiente en agua. Se
colocaron los frascos con células dentro de otro reci-
piente mas grande, el cual fue llenado parcialmente con
agua, hasta alcanzar un nivel igual al del medio de culti-
vo (fig. 4). El recipiente se escogid por su base plana y
posee un espesor de 22 mm de acrilico. Esto permite
que la monocapa celular quede situada mas alla de la
zona de equilibrio electronico, si las mismas son someti-
das a una irradiacidon desde su parte inferior. Asi, el
montaje se ubicd sobre la raqueta de la camilla del ace-
lerador para su irradiacion desde abajo. El uso de mate-
rial acrilico en lugar de agua supone una subdosifica-
cion en la capa celular de -1,05%. Por su parte la falta
de material dispersor a la salida del haz puede provocar
también un defecto de dosis que debe ser considerado
en los calculos, por ejemplo a través del "Peak Scatter
Factor" (PSF). En nuestro caso, la cuantia de este efecto
se ha estimado en una subdosificacién de 4,68% (para
un PSF de 1,0468). Considerando que la capa celular no
se encuentra justamente en la salida, sino bajo 4 mm de
medio de cultivo, esta subdosificacion no es tan pronun-
ciada. La desviacion de la dosis absorbida calculada res-
pecto a la realmente administrada se estima entonces in-
ferior al 5%, lo que se considera habitualmente compati-
ble con el objetivo terapéutico.

Las unidades monitor (MU) necesarias para suministrar
la dosis absorbida deseada fueron calculadas empleando
un formalismo isocéntrico (véase ecuacion 2).

D _(d,L
MU: cel( eq) ’(2)

D.o (dref’Lref) ’ Scp (Leq) ' TMR(d’ Leq) +ISL

donde:

Deei(d,L,,) es la dosis absorbida por la monocapa de
células colocadas a profundidad d, para un tamaifio de
campo L,, a profundidad d.

D,(d,o4L,ep) es la dosis absorbida de referencia medida
en isocentro bajo una profundidad de agua d,,, para un
tamafio de campo radiante de referencia L., (10 cm x10
cm en isocentro) por cada MU (Unidad monitor).

Sep(Leg) €s el factor de dosis absorbida relativa para un
tamafio de campo L., que evalua el cociente de dosis ab-
sorbida en el isocentro a la profundidad d,,,para el tama-
fio de campo L, frente a la de un tamafio de campo de
referencia L., (10 cm x10 cm en el isocentro).

ISL es el término que incorpora la ley del inverso cua-
drado de la distancia (que es 1 en este caso, ya que la
monocapa de células se coloca en isocentro).

TMR(d,L,,) es la razén tejido-maximo a profundidad
d, y tamafio de campo radiante equivalente ., a profun-
didad d.

MU es un valor que proporciona la cadena dosimétrica
del equipo de tratamiento y que para cada configuracion
de irradiacion es proporcional a la energia radiante entre-
gada. Este valor es preseleccionado en la consola para
establecer la dosis absorbida que se desea administrar al
medio irradiado.

De esta forma, las MU obtenidas se seleccionaron en
la consola de control del equipo, y se suministré a las cé-
lulas la dosis absorbida deseada.

Resultados

Los resultados evidencian dafio gendmico inducido
por radiaciones ionizantes. El mismo podria ser atribui-
do a factores presentes en el medio condicionado. Para
los cuatro tiempos de incubacidon considerados se ob-
servaron diferencias significativas (p<0,001) entre las
células tratadas con el MCI y el control correspondien-
te (tabla 1). Cabe destacar una tendencia alternante en
la respuesta temporal de la expresion del dafio, observa-
da a lo largo del experimento. La variabilidad mencio-
nada responde a niveles de dafio elevado a los 30 y 120
minutos, correspondientes al inicio y a uno de los pun-
tos intermedios del experimento respectivamente. En
los tiempos restantes, 60 y 180 minutos, a pesar de que

Tabla 1. Cuantificacién del dafio genotéxico evaluado mediante el
ensayo Cometa.

Sin dafio | Con dafio | Indice de daiio x2
Control 77 23 53
Daiio directo 3 97 209 114
30 min 21 79 179 62,74
60 min 38 62 116 31,12
120 min 18 82 135 69,79
180 min 47 53 95 19,10

o
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Fig. 5. Porcentaje de células analizadas con dafio y sin dafio en cada
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Fig. 6. Cuantificacion del dafio genotdxico a través del Indice de Da-
fo, utilizado en el Ensayo Cometa.

disminuye el dafio genotdxico, se mantienen las diferen-
cias significativas respecto al control (fig. 5 y fig. 6).

Discusion

Los efectos celulares producidos por exposicion a radia-
cion ionizante incluyen dafio celular, mutaciones, induccion
de transformacion maligna y modificacion en la expresion
génica. Se propone que estos cambios ocurren en el lugar
donde se produce la irradiacion. Sin embargo, numerosos
estudios han demostrado que esta condicion no es estricta-
mente asi. El efecto de la vecindad, permite explicar resulta-
dos deletéreos que no pueden ser abordados por la teoria del
blanco relacionada con la deposicion fisica de energia sobre
el ADN26.716.1730 De esta manera se entiende que la eva-
luacién del dafio radioinducido no debe limitarse sélo a la
magnitud de la dosis y a los puntos impactados, sino tam-
bién a la respuesta celular emitida consecuentemente.

El presente estudio demuestra la interaccion entre cé-
lulas irradiadas y no irradiadas a través de factores libe-
rados al medio que intervienen en este fenomeno. Si bien
el mecanismo todavia no es claro, parece involucrar la
participacion de radicales libres, responsables del estrés
oxidante, vias de sefializacion celular y diversas molécu-
las clastogénicas!!-1431,

Considerando la naturaleza de la senal, diferentes tra-
bajos demostraron que en células irradiadas se induce la
produccién de especies reactivas de oxigeno (anion supe-
roxido, peréxido de hidrogeno, radicales hidroxilo) que
pueden dafiar distintos componentes celulares. El rol del
estrés oxidante, se investigo realizando tratamientos con
inhibidores de estas vias (superdxido dismutasa, catala-
sa), que permitieron observar una marcada supresion de
la respuesta (BSE), sugiriendo que estos compuestos es-
tarian involucrados en el fendmeno!3-2232:33,

Teniendo en cuenta las condiciones experimentales
empleadas, se puede afirmar que las dosis utilizadas en
radioterapia, inducen dafio genotoxico en fibroblastos de
pulmoén humano. Nuestros resultados indican que el tra-
tamiento con MCI produce en la molécula de ADN rup-
turas de cadena simples y dobles y sitios labiles al alcali.

Particularmente, al tratar las células con el medio condi-
cionado, observamos una respuesta ciclica de las poblaciones
celulares con respecto al indice de dafio. Este pardmetro pre-
senta niveles altos a los 30 y 120 minutos y niveles bajos a
los 60 y 180 minutos. Las diferencias significativas se exhi-
ben entre los distintos niveles, pero no dentro de los mismos.

Esta tendencia podria explicarse mediante el desbalan-
ce entre factores pro-oxidantes y antioxidantes cuya pro-
duccidn es estimulada en respuesta a la irradiacion. Estos
datos coinciden con resultados de trabajos previos®3-3
que han demostrado que la incubacion de los cultivos ce-
lulares con antioxidantes (DMSO, tioles), disminuye las
lesiones sobre el ADN.

Los resultados obtenidos permiten suponer que la res-
puesta celular a exposiciones radioterapéuticas trascien-
de al impacto sobre un blanco, e involucra la participa-
cion de factores tanto genéticos como epigenéticos.

De acuerdo con lo expuesto se entiende que el BSE
podria justificar un cambio de paradigma, en tanto que
los efectos sobre el tejido normal son mayores a los es-
perados y se fundamentan en la accion conjunta de me-
canismos directos e indirectos de las RI. De esta manera
la importancia de estos estudios establece un nuevo enfo-
que radiobiolégico, con un fuerte impacto en areas apli-
cadas como la radioterapia y el radiodiagndstico. Un co-
nocimiento mas detallado de los mecanismos de accion
operantes, seria relevante no sélo desde la perspectiva ra-
dioterapéutica sino también en radioproteccion y en la
carcinogénesis inducida por la radiacion.
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