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Existen muchos estudios que demuestran los beneficios aportados 

por las dietas ricas en vegetales. Distintos autores han demostrado que la 

ingesta abundante de frutas y verduras reduce el riesgo de padecer desde 

enfermedades inflamatorias (Kim, 2004a; Kim, 2004b; Rahman, 2006) a 

varios tipos de cáncer (cáncer gástrico y de esófago (Sun, 2002), de 

próstata (Berkow, 2007; Gates, 2009; Wang, 2009), etc.). Aunque hay 

numerosas moléculas implicadas en estos efectos saludables, 

probablemente el grupo más importante sea el de los flavonoides (Chun, 

2005). 

 

Estos compuestos polifenólicos, de los cuales hay descritos más de 

8000 (Benavente-García, 2008), son metabolitos secundarios de las 

plantas, con numerosas funciones dentro del reino vegetal, desde 
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protección frente a la radiación, a predadores o patógenos (Havsteen, 

2002; Del Río, 2004; Ortuño, 2006; Stevenson, 2007), hasta el 

establecimiento de simbiosis con bacterias, insectos o animales 

(Havsteen, 2002). En mamíferos, estas moléculas tienen diversas 

acciones: son antioxidantes tanto directos (Heijnen, 2001; Benavente-

García, 2008), como indirectos (Nielsen, 1999; Rahman, 2006; Stevenson, 

2007); antiinflamatorios (Kim, 2004a; Kawai, 2007; García-Lafuente, 2009); 

antitumorales (Patel, 2007; Benavente-García, 2008), afectando a todas 

las etapas de la carcinogénesis; fotoprotectores (Svobodova, 2006; Yaar, 

2007; Dinkova-Kostova, 2008; González, 2008; Nichols, 2010) y 

radioprotectores (Shimoi, 1996; Castillo, 2000; Benavente-García, 2002; 

Rithidech, 2005a; Alcaraz, 2006; Del Baño, 2006; Alcaraz, 2009; Benkovic, 

2009a); protegen el sistema cardiovascular y nervioso (Benavente-García, 

2008). Muchos de sus efectos son mediados por su capacidad de regular 

distintas enzimas o rutas de señalización; así, modulan el metabolismo del 

ácido araquidónico (Kim, 2004a; Yoon, 2005; Kawai, 2007), la cascada de 

las quinasas activadas por mitógenos (MAPK), las rutas de la proteín 

quinasa (PK) C y de PKB/Akt, o el factor de transcripción factor nuclear 

(NF) -κB (Patel, 2007; Benavente-García, 2008; Crozier, 2009), etc. 

 
La apigenina (4’, 5, 7 trihidroxiflavona), flavonoide abundante en 

vegetales como el apio y perejil o la manzanilla (Harnly, 2006; McKay, 

2006; Usda, 2007), reduce el estrés oxidativo (Patel, 2007), es sedante y 

ansiolítica (McKay, 2006), antimutagénica (Siddique, 2008; Siddique, 

2009) y radioprotectora (Rithidech, 2005a). Tiene efectos 

antitumorigénicos y antitumorales (Rithidech, 2005a; Patel, 2007) y 

actividad antialérgica y antiinflamatoria (Yano, 2007) y regula distintas vías 

de señalización (Kim, 2006; Van Dross, 2007). Por todas estas 

características, elegimos un derivado hidrosoluble de la apigenina, la 

apigenina potásica, para el presente estudio. 
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I. FLAVONOIDES 
 

Clásicamente, la medicina tradicional ha utilizado extractos de 

plantas en el tratamiento de diversas enfermedades, desde el cáncer a las 

enfermedades inflamatorias. Por otro lado, numerosos estudios indican la 

importancia de la ingesta de dietas ricas en productos vegetales en la 

prevención de numerosas patologías, entre ellas, el cáncer (García-

Closas, 1999; Hillman, 2001; Gates, 2009), la diabetes tipo II (Scalbert, 

2005) o las enfermedades cardiovasculares (Berkow, 2007; Benavente-

García, 2008; Grassi, 2009), neurodegenerativas (Scalbert, 2005; 

Letenneur, 2007), inflamatorias crónicas y alérgicas (Kim, 2004a; Kim, 

2004b; Rahman, 2006). Esto ha llevado a que, en las últimas décadas, se 

hayan realizado grandes esfuerzos para descubrir las moléculas 
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responsables de estas propiedades saludables de los vegetales, 

identificando numerosos compuestos, tales como los micronutrientes, la 

fibra o el licopeno (Berkow, 2007; Patel, 2007); sin embargo, entre estos 

agentes destaca el grupo de los flavonoides (Chun, 2005). Estos 

compuestos, al contrario que las vitaminas y otros micronutrientes, se 

consideran fitoquímicos, ya que no son esenciales para el bienestar a 

corto plazo, y son metabolizados en el organismo como si fueran 

xenobióticos (Crozier, 2009). 

 

 Los flavonoides son 

compuestos polifenólicos 

caracterizados por una estructura 

básica benzo-γ-pirona (C6-C3-C6) 

(Fig. 1) (Benavente-García, 2008; 

Crozier, 2009). Los flavonoides se 

clasifican en seis clases 

principales, según la conexión 

entre los anillos B y C, el estado de 

oxidación y los grupos funcionales del anillo C: flavanoles, flavanonas, 

flavonas, isoflavonas, flavonoles y antocianidinas (Fig. 2; Tabla 1). 

 

Muchos flavonoides se encuentran en la naturaleza en forma de 

glicósidos, lo que contribuye a que haya más de 8000 descritos 

(Benavente-García, 2008). Excepto las catequinas, el resto de flavonoides 

no aparecen en la forma aglicona (no glicosilada) en los vegetales; por 

ejemplo, los flavonoles y las flavonas de los alimentos generalmente son 

o-β-glicósidos (Aherne, 2002; Crozier, 2009). 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura general de los 
flavonoides. 



Antecedentes 

 
9 

 

Subclase 
Conexión 
anillo  B-C 

Insaturación 
del anillo C 

Grupos 
funcionales 
del anillo C 

Flavonoides más 
importantes 

Alimentos ricos 

3-hidroxi 

(+)-Catequina 

(+)-Galocatequina 

(-)-Epicatequina 

(-)-Epigalocatequina Flavanoles, 

flavan-3-oles, 

catequinas 

2 Ninguna 

3-O-galato 

(-)-Epicatequina-3-

galato 

(-)-Epigalocatequina-3-

galato 

Té, uvas rojas, 

vino tinto, 

chocolate, frutas 

(albaricoques) 

Flavanonas 2 Ninguna 4-oxo 

Hesperetina 

Naringenina  

Eriodictiol 

Sus 7-o-glucósidos 

Frutos cítricos 

Flavonas 2 C2-C3 4-oxo 

Apigenina 

Luteolina 

Baicaleína 

Sus 7-o-glucósidos 

Perejil, apio 

Isoflavonas 3 C2-C3 4-oxo 

Genisteína 

Daidzeína 

Gliciteína 

Biochanina A 

Formononetina 

Semillas de soja, 

legumbres 

Flavonoles 2 C2-C3 
3-hidroxi,      

4-oxo 

Kaempferol 

Miricetina 

Quercetina 

Isorhamnetina 

Sus 7-o-glucósidos 

En casi todos los 

alimentos; en 

especial en 

cebollas, col 

rizada, puerro, 

brócoli, 

arándano 

Antocianinas 2 
C1-C2 ,      

C3-C4 
3-hidroxi 

Cianidina 

Delfinidina 

Malvidina 

Pelargonidina 

Peonidina 

Bayas rojas, 

azules y 

moradas 

 
Tabla 1. Características químicas de las subclases de flavonoides, nombres de los 
flavonoides más importantes y fuentes alimentarias más ricas (según Ross (2002), 
Beecher (2003) y Manach (2004)). 
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Figura 2. Estructura general de las distintas familias de flavonoides (Crozier, 2009). 

 

 

  

Los flavonoides son productos del metabolismo secundario de las 

plantas, y desempeñan numerosas funciones en los vegetales. Casi todos 

los flavonoides son pigmentos, con todos los colores del espectro, incluida 

la región ultravioleta (UV); esto, junto a sus propiedades electrónicas, los 

asocia con la atracción de insectos, animales y aves polinizadores, 

aunque también participan en la regulación de genes sensibles a la luz. 

No obstante, no tienen un papel conocido en la fotosíntesis (Havsteen, 

2002). 

 

Por otra parte, estos compuestos son importantes en la protección 

de las plantas frente a los predadores. Así, la polimerización de 
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polifenoles mediante la polifenol oxidasa en zonas dañadas sella los 

tejidos heridos e impide que los insectos se alimenten de esa área. 

Asimismo, los flavonoides, bien por su sabor amargo, bien por su 

capacidad de precipitar proteínas en el intestino y dificultar la digestión, 

evitan que los mamíferos y otros animales se alimenten de las plantas 

(Stevenson, 2007).  

 

Además, desempeñan un importante y complejo papel en el 

metabolismo del nitrógeno en las plantas que establecen simbiosis con 

especies de Rhizobium spp. En este aspecto, regulan la expresión de 

proteínas necesarias en las células vegetales que forman los nódulos en 

los que se albergan las bacterias fijadoras de nitrógeno. También 

participan en la eliminación del oxígeno, cuyo nivel debe mantenerse bajo 

para que pueda fijarse el nitrógeno, y como mensajeros entre la planta y 

las bacterias fijadoras de nitrógeno (Havsteen, 2002). Igualmente, están 

implicados en el crecimiento y reproducción de las plantas y proporcionan 

resistencia a patógenos y a los daños provocados por la radiación UV 

(Havsteen, 2002; Ross, 2002; Del Río, 2004; Taylor, 2005).  

 

La importancia de sus funciones biológicas en las plantas ha 

provocado que tengan un gran interés en la industria. Algunos flavonoides 

se pueden utilizar como repelentes o toxinas en la agricultura, o para 

obtener cultivos más resistentes mediante técnicas de mejora 

(Benavente-García, 1997; Ortuño, 2002; Ortuño, 2006). En el campo de la 

producción de alimentos, la capacidad de los flavonoides de proporcionar 

sabor dulce o amargo o de eliminar el amargor es ampliamente utilizada 

(Benavente-García, 1997). 
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1. CONSUMO DE FLAVONOIDES EN LA DIETA 
 

Las frutas y verduras (manzanas, uvas, cebollas, legumbres), el 

chocolate negro y las bebidas como el café, el té (negro o verde) y el vino 

tinto son las principales fuentes de flavonoides en la dieta (Aherne, 2002; 

Beecher, 2003; Manach, 2004; Somerset, 2008; Crozier, 2009). Así, 

algunas frutas como las manzanas o las peras pueden contener de 2 a 4 

g de polifenoles por cada kg de peso fresco (Crozier, 2009), y una copa 

de vino o una taza de café o té proporcionan hasta 100 mg de estas 

moléculas (Scalbert, 2005).  

 

No obstante, los alimentos que proporcionan las mayores 

cantidades de estos compuestos pueden variar según el país: el té es la 

fuente fundamental de flavonoides en Japón; en Finlandia, lo son las 

frutas y verduras (Aherne, 2002), mientras que el té y los cítricos 

proporcionan la mayor proporción de flavonoides en EE UU (Chun, 2007) 

y en Australia (Johannot, 2006). Por otro lado, también pueden 

encontrarse variaciones dentro de un mismo país; así, mientras que en la 

dieta italiana la mayoría de flavonoides proceden del vino tinto (Hertog, 

1995), en pueblos del norte del país provienen básicamente de frutas, 

ensaladas y sopas de verduras (Aherne, 2002). 

 

Además, el contenido de flavonoides de los alimentos puede variar 

enormemente entre variedades o zonas del vegetal. Las concentraciones 

de quercetina son hasta 6 veces mayores en los tomates cherry que en 

otras variedades con una menor relación entre la piel y el volumen (Ross, 

2002; Manach, 2004), mientras que la piel de ciertas variedades 

cultivadas (cultivares) de pera puede contener 1,2-2,5 g/kg frente a los 28-

81 mg/kg presentes en la carne (Crozier, 2009). También la época del año 

puede afectar a los niveles de flavonoides en algunas plantas, pudiendo 

multiplicarse por 5-7 en verano; así como la exposición a la luz y la 
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temperatura, lo que lleva a que las plantas crecidas en España puedan 

contener 4-5 veces más flavonoles que las de Reino Unido. Por último, el 

grado de maduración de la planta y la forma de preparar los vegetales 

también afectan a la concentración de estos compuestos en los alimentos 

(Aherne, 2002; Bergquist, 2005). 

 

En los años 70, Kuhnau (1976) calculó que la ingesta diaria de 

flavonoides en EEUU era de aproximadamente 1 g/día (16% de 

flavonoles, flavonas y flavanonas; 17% de antocianidinas; 20% de 

catequinas; 45% de biflavonas). Posteriormente se ha estimado que la 

ingesta media en Occidente de flavanoles, flavanonas, flavonoles e 

isoflavonas es de 100-150 mg/día, a lo que habría que sumar las 

antocianinas y proantocianidinas (Beecher, 2003; Manach, 2004). No 

obstante, diversos estudios en distintos países proponen valores muy 

diferentes: en EEUU se ha estimado que el consumo total de flavonoides 

es de, aproximadamente, 190 mg/día (Chun, 2007); en Países Bajos dos 

autores ofrecen valores muy dispares, entre 25 mg/día (Hertog, 1993) y 

75 mg/día (Arts, 2001). En Finlandia y Japón los valores son más bajos, 

de 24,2 ± 26,7 mg/día (Knekt, 2002) y de unos 63 mg/día (Arai, 2000), 

respectivamente; mientras que el Australia el consumo medio de estos 

compuestos llega a 454 mg/día (Johannot, 2006).  

 

Estas grandes variaciones entre distintos estudios parecen 

deberse, en parte, a características metodológicas de los trabajos, puesto 

que muchos autores realizan la estimación a partir del contenido de 5 

flavonoides principales, mientras que otros utilizan hasta 24 y, en parte, a 

los diferentes hábitos alimenticios. La ingesta de polifenoles es muy 

variable según los gustos y otras características personales: Chun et al. 

(2007) demostraron en un estudio con 8809 estadounidenses que el 

consumo de flavonoides en la dieta aumentaba con la edad y el nivel 

socioeconómico, y que era mayor en mujeres, en caucásicos y en 
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consumidores habituales de suplementos vitamínicos. Así, los valores 

pueden oscilar entre 6 y 987 mg/día en Alemania y entre 4 y 100 mg/día 

en Países Bajos (Manach, 2004).  

 

Diversos factores culturales influyen en el tipo de flavonoides 

consumidos preferentemente. Así en Asia, donde la dieta es rica en soja, 

se consumen 25-40 mg/día de isoflavonas (Arai, 2000), frente a unos 

pocos miligramos en EEUU o Europa. En Finlandia, el flavonoide más 

consumido es la hesperetina, presente en cítricos, según Knekt et al. 

(2002). La ingesta de flavanoles varía de 18-31 mg/día en España a 5-

1250 mg diarios en Italia (Manach, 2004).  

 

 

 

2. PROPIEDADES SALUDABLES DE LOS FLAVONOIDES 
 

 Diversos estudios epidemiológicos y caso-control han encontrado 

asociación entre el consumo total de flavonoides, de algunos subgrupos o 

de flavonoides individuales y el riesgo de sufrir distintas enfermedades 

crónicas. Probablemente sea la relación inversa entre el consumo de 

flavonoides y el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares la 

mejor establecida. Así, el consumo de flavonoides, especialmente de 

flavonoles, ha demostrado reducir el riesgo de mortalidad y morbilidad por 

este tipo de patologías (Grassi, 2009). Existen estudios que demuestran 

que la quercetina disminuye el riesgo de morir por isquemia cardiaca 

(Knekt, 2002) y que un consumo elevado de flavonoles y flavonas 

previene la muerte por enfermedades coronarias o el infarto de miocardio 

no fatal (Knekt, 1996; Hirvonen, 2001). Es probable que parte de estos 

efectos protectores se deban a las acciones de estas moléculas sobre los 

niveles de colesterol plasmáticos: Arai et al. (2000) han demostrado una 

correlación inversa entre el total de flavonoides o de quercetina en la dieta 
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y las concentraciones plasmáticas de colesterol y colesterol unido a 

lipoproteínas de baja densidad (LDL). 

 

 Otros autores han encontrado evidencias de los efectos protectores 

de la ingesta de flavonoides en la dieta frente al cáncer, aunque estos 

resultados son todavía controvertidos. García-Closas et al. (1999) 

demostraron una asociación inversa entre el consumo total de 

flavonoides, de quercetina o de kaempferol y el riesgo de padecer cáncer 

de estómago, mientras que, en otro estudio, la ingesta de catequinas se 

asoció con menor incidencia de cáncer rectal y del tracto digestivo alto 

(Arts, 2001). Las dietas ricas en quercetina o miricetina han demostrado 

proteger frente al cáncer de pulmón y de próstata, respectivamente, en 

hombres, y, en ese mismo estudio, se encontró una tendencia a un menor 

riesgo de cáncer de mama en mujeres con alta ingesta de quercetina 

(Knekt, 2002). Varios trabajos han encontrado que el consumo de 

isoflavonas previene el desarrollo de distintos cánceres, especialmente 

los relacionados con hormonas (Adlercreutz, 1995; Scalbert, 2005; Gates, 

2009), mientras que los flavonoles y las flavonas, y, dentro de este grupo, 

la apigenina, protegen frente al cáncer de ovarios (Gates, 2007; Gates, 

2009) y de mama (Patel, 2007). Sin embargo, otros estudios no 

encuentran ninguna relación entre el consumo de dietas ricas en estos 

compuestos y el cáncer (Wang, 2009). 

 

 Asimismo, estos compuestos parecen proteger frente a la 

degeneración neuronal: el consumo total de flavonoides se correlaciona 

con una menor pérdida de función cognitiva a lo largo del tiempo 

(Letenneur, 2007) y el de flavonoles y flavonas con menor incidencia de 

demencia (Commenges, 2000). Además, las personas con mayores 

ingestas de kaempferol, naringenina y hesperetina muestran una menor 

incidencia de accidentes cerebro-vasculares (Knekt, 2002). 
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 Por último, el consumo de hesperetina, naringenina y quercetina ha 

demostrado un efecto protector frente al asma (Knekt, 2002), mientras 

que el de isoflavonas, bien mediante la dieta, bien mediante suplementos, 

previene los síntomas asociados a la menopausia (Arai, 2000) y a la 

osteoporosis, aumentando la densidad del hueso y mejorando los 

marcadores de resorción ósea en orina (Alekel, 2000; Morabito, 2002; 

Yamori, 2002). 

 

 Además de estos estudios, más o menos controvertidos, sobre los 

efectos de los flavonoides de la dieta en la salud humana, existen 

numerosos trabajos experimentales para desentrañar, tanto in vitro como 

in vivo, los efectos de los flavonoides en cantidades próximas a las de la 

dieta o superiores. Estos estudios han demostrado que los flavonoides 

ejercen numerosos efectos biológicos: son eliminadores de radicales 

libres, antioxidantes, antimutagénicos, radio- y fotoprotectores, 

antiinflamatorios, antivirales; disminuyen los niveles plasmáticos de LDL, 

inhiben la agregación plaquetaria, reducen la proliferación celular, 

bloquean el ciclo celular, inducen apoptosis, disminuyen el estrés 

oxidativo, aumentan la eficacia de enzimas detoxificantes, estimulan el 

sistema inmune, y resultan poco tóxicos (Patel, 2007; Benavente-García, 

2008; Alcaraz, 2009; Sánchez-Campillo, 2009).  

 

Son las características de los flavonoides, como la presencia de 

ciertos sutituyentes, la conformación espacial o la lipofilicidad del 

compuesto, las que determinan en gran medida sus efectos biológicos 

(Heijnen, 2002). La actividad antioxidante de los flavonoides depende de 

la presencia de un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 y de dos grupos 

hidroxilo en posición orto en el anillo B y otros dos en los carbonos 3 y 5 

(Fig. 3a) (Benavente-García, 1997; Yang, 2001; Benavente-García, 2008; 

Crespo, 2008). El efecto antiproliferativo de los flavonoides frente a 

distintas líneas celulares tumorales aumenta si en la molécula hay un 
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doble enlace C2-C3 y un grupo hidroxilo en la posición 4’, y es todavía 

mayor si, además, el compuesto es trihidroxilado (Fig. 3b), alcanzando el 

máximo cuando es metilado (Fig. 3c) (Rodríguez, 2002; Martínez, 2003; 

Benavente-García, 2008). Su capacidad antiangiogénica parece venir 

determinada por su actividad antioxidante, y depende del número de 

grupos hidroxilo presentes en el anillo B (Benavente-García, 2008).  

 

La estructura molecular también determina la afinidad de los 

flavonoides por distintos receptores y enzimas: la unión al receptor de 

tromboxano A2 (TXA2) se ve aumentada por la presencia del doble enlace 

C2-C3 y de un grupo ceto en el carbono 4, así como por la conjugación de 

los anillos A, B y C a través de una estructura de tipo lactona (Fig. 3d) 

(Guerrero, 2005). Para la inhibición de la óxido nítrico sintasa inducible 

(iNOS) son críticos el doble enlace C2-C3 y un grupo hidroxilo en posición 

4’ (Fig. 3e) (Benavente-García, 2008; Ha, 2008), mientras que la 

estructura planar y dos grupos pequeños en el anillo A o B son 

determinantes para la inhibición de quinasas (Benavente-García, 2008; 

Lee, 2008).  

 

Una pequeña diferencia en la estructura puede provocar que un 

flavonoide sea capaz de inhibir la actividad de enzimas relacionadas: así, 

la presencia del doble enlace C2-C3, de un grupo ceto en la posición 4 y 

de un grupo catecol en los carbonos 3’ y 4’ en el anillo B permiten el 

bloqueo de las quinasas dependientes de ciclinas (cdk) 1 y 2 (Fig. 3f), lo 

que conlleva la parada del ciclo celular en la fase G1, mientras que una 

molécula con un solo grupo hidroxilo en posición 4’ únicamente es capaz 

de inhibir la cdk2, causando la parada del ciclo celular en G2/M (Fig. 3g) 

(Benavente-García, 2008).  
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Figura 3. Relación de la estructura de los flavonoides con algunos de sus efectos 

biológicos: actividad antioxidante (a), antiproliferativa (b, c), afinidad por el receptor de 

tromboxano A2 (d); inhibición de iNOS (e), de cdk 1 y 2 (f) y de cdk 1 (g). Rojo: enlace 

doble C2-C3; amarillo: grupo ceto; verde: grupo hidroxilo; azul: grupos metilo. Ver 

referencias en el texto. 
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II. APIGENINA 
 

La apigenina (4’, 5, 7 trihidroxiflavona) es una flavona abundante 

en vegetales como el apio y perejil (Manach, 2004; Harnly, 2006; Usda, 

2007) y en las flores de la manzanilla (Matricaria chamomilla) (McKay, 

2006) y presente en numerosas plantas aromáticas como la menta, la 

mejorana, el orégano, el tomillo, la salvia o el romero (Justesen, 2001; 

Kulisic, 2007; Usda, 2007). También se encuentra en pequeñas 

cantidades en otros alimentos como las alcachofas, el vino tinto, la miel, 

las lechugas, el zumo de pomelo, los chiles, la cebolla roja, el nabo o el té 

verde (Usda, 2007). 

 

Debido a su presencia en alimentos poco comunes en la dieta, la 

ingesta de apigenina es extraordinariamente variable. En Australia, el 

consumo de apigenina (0,45 mg/día) es mucho mayor que en EEUU (0,13 

mg/día), probablemente por diferencias en el consumo de vegetales como 

la lechuga, el apio o el perejil (Johannot, 2006; Wang, 2009); sin embargo, 

Cao et al. (2010) calcularon que, en China, la ingesta media de apigenina 

es de 4,23 mg/día. 

 

Durante siglos, la apigenina ha sido utilizada en la medicina 

tradicional y alternativa a través de plantas ricas en esta flavona. Así, la 

flor de la pasión se ha empleado para tratar el asma, el insomnio, la 

enfermedad de Parkinson, la neuralgia o el herpes zóster. La manzanilla, 

en distintas formulaciones, se ha usado para calmar la gastritis y la 

indigestión, o para reducir la inflamación cutánea y otros problemas 

dermatológicos (Patel, 2007). 

 

La apigenina ha demostrado ser capaz de anular especies 

reactivas de oxígeno (ROS) (Kim, 2004b; Nagai, 2005; Patel, 2007); 

además de inhibir el estrés oxidativo (Jeyabal, 2005; Duarte-Almeida, 
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2006; Patel, 2007) y la oxidación de LDL (Kulisic, 2007). También es 

capaz de restaurar la depleción de antioxidantes endógenos (glutatión 

reducido, quinona reductasa y glutatión-S-transferasa) provocada por el 

tratamiento in vivo con benzo(a)pireno (Khan, 2006). 

 

Este flavonoide, además, actúa como ansiolítico, sedante y 

antidepresivo (McKay, 2006), modificando los niveles de distintos 

neurotransmisores (serotonina, dopamina) alterados por el estrés leve 

crónico (Yi, 2008). 

 

La apigenina tiene efectos antimutagénicos, ya que es capaz de 

reducir los daños en el DNA provocados por diversos compuestos 

genotóxicos tanto in vitro (Siddique, 2008), como in vivo (Khan, 2006; 

Patel, 2007; Siddique, 2009). Tiene efectos radioprotectores (Rithidech, 

2005a) y puede presentar sinergia con quimioterápicos en algunas líneas 

tumorales (Watanabe, 2007). Es antitumorigénica tanto in vitro, 

reduciendo la tasa de transformación de fibroblastos NIH3T3, como in 

vivo, disminuyendo el número de papilomas benignos y de carcinomas 

escamosos inducidos por radiación UV (Birt, 1997).  

 

Este compuesto ha demostrado actividad antialérgica (Yano, 2007) 

y antiinflamatoria (Gerritsen, 1995) por su actividad inmunomoduladora 

(Hougee, 2005; Kowalski, 2005; Comalada, 2006) y reguladora de 

distintas vías de señalización (Kim, 2006; Van Dross, 2007). 

 

Este flavonoide interfiere con la proliferación (Wang, 2004; Way, 

2004; Czyz, 2005; Liu, 2005; Torkin, 2005; Shukla, 2006; Chen, 2008; Li, 

2009; Zhang, 2009), causa la parada del ciclo celular (Gupta, 2002; 

Shenouda, 2004; Wang, 2004; Shukla, 2004a; Shukla, 2006; Meeran, 

2008a; Li, 2009; Zhang, 2009) y apoptosis (Shukla, 2006; Chen, 2007a; 

Chen, 2008; Li, 2009; Zhang, 2009), e inhibe la angiogénesis (Liu, 2005; 
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Fang, 2007), en distintas líneas tumorales. Además, la apigenina inhibe el 

proceso de metástasis (Hu, 2008; Lee, 2008). 

 

 

 

III. EFECTO ANTIOXIDANTE DE LOS FLAVONOIDES Y DE 
LA APIGENINA 
 

En el organismo, las especies reactivas de oxígeno (ROS; 

radicales hidroxilo y peroxilo, oxígeno singlete, peróxido de hidrógeno) y 

de nitrógeno (RNS; NO, NO2) son generadas constantemente. El anión 

superóxido (O2
·-), el radical hidroxilo (·OH) y el peroxilo (R-OO·) se forman 

secuencialmente a partir del oxígeno, siendo necesaria la presencia de 

iones metálicos para la síntesis de radical hidroxilo (Benavente-García, 

2002; Svobodova, 2006). Este mecanismo puede ser desencadenado por 

numerosos factores, entre ellos la radiación solar e ionizante, el shock 

térmico, la contaminación, etc. (Benavente-García, 2002; Svobodova, 

2006; Straface, 2007; Bossi, 2008; Alcaraz, 2009; Huang, 2009).  

 

Los ROS oxidan distintas biomoléculas, entre ellas el DNA, las 

proteínas o los lípidos de membrana (Benavente-García, 2002; Rithidech, 

2005a; Mulero, 2006; Nishigori, 2006; Svobodova, 2006; Yaar, 2007; 

Alcaraz, 2009; Brzoska, 2009; Catalgol, 2009; Filip, 2009). Además, el 

daño oxidativo a las membranas celulares puede provocar la liberación de 

productos de degradación de metaloproteínas con hierro, como la 

ferritina, desde los lisosomas al citoplasma, aumentando los niveles de 

hierro y la generación de ROS en reacciones de tipo Fenton (Yu, 2003; 

Tenopoulou, 2005).  

 

En condiciones normales, las especies reactivas son rápidamente 

inactivadas por antioxidantes (ácido ascórbico, tocoferol, ubiquinol, 
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glutatión reducido) y enzimas (catalasa, superóxido dismutasa (SOD), 

glutatión peroxidasa, glutatión reductasa), que mantienen un equilibrio 

(Benavente-García, 2002; Svobodova, 2006; Yaar, 2007), pero este 

equilibrio puede verse desbordado por la síntesis masiva de radicales 

libres en respuesta a distintos estímulos. 
 

Durante mucho tiempo, los efectos biológicos de los flavonoides se 

han relacionado con su actividad antioxidante. Los flavonoides son 

antioxidantes eficaces en un amplio rango de sistemas de oxidación 

química y, además de eliminar especies ROS (Benavente-García, 2002), 

pueden quelar los iones metálicos desencadenantes de su formación 

(Ross, 2002). Los flavonoides pueden eliminar diversos radicales libres de 

oxígeno, nitrógeno y cloro, como el radical superóxido o el hidroxilo, 

radicales peroxilo, el ácido hipoclórico y el peroxinitroso, así como 

disminuir la peroxidación de lípidos (Heijnen, 2001; Heijnen, 2002; Lai, 

2002; García-Lafuente, 2009).  

 

Parte de su actividad antioxidante puede deberse a la regeneración 

de las vitaminas C y E (Manach, 2004) o bien a la protección o el aumento 

de los antioxidantes endógenos (Khan, 2006; Rahman, 2006). Así, se ha 

demostrado que son capaces de inducir la expresión de NAD(P)H-

quinona óxido-reductasa (NQO1) y de glutatión-S-transferasas, ambas 

enzimas con actividad antioxidante (Stevenson, 2007). Las antocianidinas 

son capaces de activar la NQO1, además de la glutatión-S-transferasa, la 

glutatión reductasa y la glutatión peroxidasa (Shih, 2007). La ingesta de 

una dieta rica en perejil (apigenina) aumenta la concentración de glutatión 

reductasa y SOD en humanos (Nielsen, 1999), mientras que la luteolina 

incrementa los niveles de catalasa y SOD (Stevenson, 2007). 

 

Además, algunos estudios han demostrado la capacidad de ciertos 

flavonoides (crisina, luteolina, kaempferol, quercetina, miricetina) de 
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inhibir la actividad de la xantina oxidasa, enzima productora de radicales 

libres de oxígeno, disminuyendo de esta forma el daño oxidativo (García-

Lafuente, 2009). 

 

 Por otra parte, la capacidad antioxidante de los flavonoides podría 

influir directamente en la expresión y modulación de genes. Varios 

polifenoles (ácido gálico, ácido ferúlico, resveratrol, curcumina) han 

demostrado activar al factor de transcripción relacionado con NF-E2 p45 

(Nrf) 2, permitiendo así la transcripción de genes inducidos por 

xenobióticos y antioxidantes, cuya expresión es un mecanismo muy 

importante de protección frente al estrés oxidativo (Crozier, 2009). 

También muchos flavonoides, entre ellos la apigenina, afectan al factor de 

transcripción redox-sensible factor nuclear (NF) -κB  (Kim, 2004a; 

Rithidech, 2005a; Yoon, 2005; Comalada, 2006; Pergola, 2006; Crozier, 

2009). 

  

Aunque se ha detectado un aumento de la capacidad antioxidante 

del plasma tras la ingesta de alimentos ricos en polifenoles (Manach, 

2004; Lotito, 2006a), algunos autores dudan de que las bajas 

concentraciones plasmáticas de los flavonoides, su rápida metabolización 

y que el metabolismo de estos compuestos genere típicamente 2 o 3 

metabolitos (aunque, en el caso de los glicósidos de quercetina se 

puedan formar hasta 20 metabolitos) permitan que su contribución a la 

función antioxidante de plasma y tejidos sea muy importante (Yoon, 2005; 

Rahman, 2006; Crozier, 2009). 

 

 La actividad biológica de los flavonoides no se explica únicamente 

por sus propiedades antioxidantes, ya que, además, estos compuestos 

son capaces de modular la actividad de distintas enzimas y de varias 

cascadas de transducción de señales. 
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IV. EFECTO DE LOS FLAVONOIDES Y DE LA APIGENINA 
SOBRE DISTINTAS RUTAS BIOQUÍMICAS 
 

Muchas de las actividades biológicas de los flavonoides se deben a 

su capacidad de modificar la actividad de distintos sistemas enzimáticos, 

en parte por su interacción con las enzimas reguladoras a través de sus 

zonas de unión de nucleótidos (Benavente-García, 2008).  

 

 

 

1. FOSFOLIPASA A2 (PLA2) 
 

La PLA2 libera ácido araquidónico de los fosfolípidos de membrana 

(Fig. 4). Hay tres tipos de fosfolipasas: secretoras (sPLA2), citosólicas 

(cPLA2) e independientes de calcio (iPLA2). Esta familia está formada por, 

al menos, 10 isozimas con diferente expresión y distribución, algunas de 

las cuales están estrechamente asociadas con procesos alérgicos e 

inflamatorios (sPLA2-IIA) (Yoon, 2005). 

 

Muchos flavonoides (kaempferol, miricetina, escutelarina, 

apigenina) y polifenoles (curcumina) son inhibidores de distintas isoformas 

de PLA2, incluso a concentraciones micromolares; la quercetina, por 

ejemplo, inhibe selectivamente la isozima sPLA2-IIA, que se sobreexpresa 

durante la inflamación (Kim, 2004a; Van Dross, 2005; Yoon, 2005; Kawai, 

2007). 
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Figura 4. Inhibición del metabolismo del ácido araquidónico y las principales enzimas 

implicadas por la apigenina. COX: ciclooxigenasa; HETE: ácido hidroxieicosatetraenoico; 

LOX: lipooxigenasa; PLA2: fosfolipasa A2. 

 
 
 
2. CICLOOXIGENASAS (COX) 
 

Las COX son las enzimas responsables de convertir el ácido 

araquidónico en prostaglandinas y tromboxanos (Fig. 4), controlando la 

intensidad y duración del dolor, la aparición de fiebre y la tumefacción y el 

calor del área afectada. Existen dos isoformas: COX-1 y COX-2. COX-1 

es constitutiva y se expresa en casi todos los tipos celulares, produciendo 

los tromboxanos agregantes sanguíneos y las prostaglandinas 

citoprotectoras; su inhibición (con antiinflamatorios no esteroideos (AINE), 

por ejemplo) puede provocar efectos secundarios tales como ulceración 

gástrica o fallo renal. COX-2 es la isoforma inducible generadora, en la 

mayoría de los casos, de grandes cantidades de prostaglandinas, y se 

expresa en células relacionadas con la inflamación (macrófagos, 

mastocitos, células endoteliales) activadas por citoquinas, factores de 
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crecimiento, promotores tumorales, mitógenos o agentes inductores de 

estrés (Kim, 2004a; O'Leary, 2004; Ghosh, 2007; Kawai, 2007) y también 

otros tipos celulares, como en células tumorales (Ghosh, 2007; Harris, 

2007a; Harris, 2007b; Haverkamp, 2008) o en células de piel irradiadas 

con UV (Rundhaug, 2008). 

 

Numerosos flavonoides han demostrado inhibir COX-2 tanto a nivel 

enzimático (quercetina, 3-galato de epigalocatequina (EGCG)) como 

transcripcional (luteolina, genisteína, kaempferol, procianidinas)  (Kim, 

2004a; O'Leary, 2004; Yoon, 2005; Meeran, 2008b; Nandakumar, 2008); 

dentro de este último grupo destaca la apigenina, un potente inhibidor de 

la expresión de COX-2 que no afecta a la de COX-1 (Van Dross, 2005; 

Van Dross, 2007; Ha, 2008). 
 

 
 
3. LIPOOXIGENASAS (LOX)  
 

Las LOX son las enzimas productoras de hidroxil ácidos y 

leucotrienos (Fig. 4). Se han identificado tres isozimas: 15-LOX, que tiene 

efectos antiinflamatorios y anticarcinogénicos, y 5-LOX y 12-LOX, 

relacionadas con enfermedades alérgicas e inflamatorias y con el 

fotoenvejecimiento (Kim, 2004a; O'Leary, 2004; Yoon, 2005; Yoo, 2008). 

Además, se ha comprobado que un aumento en la expresión de 12-LOX 

en células tumorales causa un incremento en la expresión del factor de 

crecimiento del endotelio vascular (VEGF), clave en la angiogénesis 

(Benavente-García, 2008). 

 

Diversos estudios han identificado potentes inhibidores de 5-LOX y 

12-LOX en el grupo de los flavonoides. Flavonoles como el kaempferol, la 

quercetina o la morina, flavonas como la baicaleína y algunas 
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protoantocianidinas han demostrado ser potentes inhibidores de 5-LOX, 

mientras que otros como la quercetina o la baicaleína inhiben 12-LOX 

(Kim, 2004a; O'Leary, 2004; Yoon, 2005; Kawai, 2007; Benavente-García, 

2008). 

 

Más importante todavía resulta el descubrimiento de que algunos 

flavonoides, entre ellos la apigenina, inhiben tanto PLA2, como COX-2 y 5-

LOX (Van Dross, 2005; Kim, 2006; Patel, 2007). 

 

 

 

4. ÓXIDO NÍTRICO SINTASA (NOS) 
 

El óxido nítrico (NO) es un mediador celular muy importante 

sintetizado por la NOS a partir de L-arginina. Existen tres isoformas de 

NOS: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS); únicamente 

ésta última se expresa en respuesta a estímulos proinflamatorios 

(citoquinas, endotoxinas, ROS) en células como los macrófagos 

(Olszanecki, 2002; Kim, 2004a). 

 

Son pocos los flavonoides que actúan sobre la actividad de iNOS 

(antocianidinas) (Pergola, 2006); sin embargo, muchos impiden la síntesis 

de NO mediante el bloqueo de la expresión de iNOS, destacando en este 

grupo la apigenina y el kaempferol (Liang, 1999; Olszanecki, 2002; Kim, 

2004a; Comalada, 2006; Benavente-García, 2008; Ha, 2008; Meeran, 

2008b). 
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5. RUTAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES Y FACTORES DE 
TRANSCRIPCIÓN  

 

La expresión de la mayoría de las proteínas mencionadas hasta 

ahora está regulada por varias rutas de transducción de señales y 

factores de transcripción, que son las principales dianas de los 

flavonoides. 

 

 

 

Proteín quinasa C (PKC). La PKC es una familia de Ser/Thr quinasas, 

que comprende 12 isoformas dependientes de calcio y fosfolípidos (Fig. 

5), divididas en 3 grupos: clásicas (α, β1, β2, γ), dependientes de calcio y 

diacilglicerol (DAG); las nuevas (δ, ε, η, θ), que utilizan DAG como 

cofactor; y las atípicas (ζ, ι), cuyos cofactores no son todavía conocidos 

(Bossi, 2008). Estas quinasas están implicadas en numerosas actividades 

celulares: promoción tumoral, apoptosis, diferenciación celular, 

angiogénesis, inflamación (producción de interleuquinas (IL) -1 y -8, de 

interferón (IFN)…), regulación de las respuestas inmunes adquirida e 

innata, etc. (Havsteen, 2002; Adcock, 2006; Ali, 2009). La desregulación 

de esta familia de enzimas es muy común en diversos tumores, entre 

ellos los cánceres de mama y próstata (Ali, 2009), y también están 

relacionadas con la señalización inducida por radiación UV (Bossi, 2008). 

 

Varios autores han descrito que algunos flavonoides, entre ellos la 

apigenina, actúan como inhibidores de PKC (Liang, 1999; Kim, 2004a; 

Rithidech, 2005a; Lotito, 2006b; Patel, 2007). Incluso se está evaluando el 

uso de la curcumina, un polifenol que actúa como un potente inhibidor de 

PKC, para el tratamiento del mieloma múltiple, el cáncer colorrectal y el 

de páncreas (Ali, 2009). 
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Figura 5. Regulación de la vía de PKC por la apigenina. Akt: Akt-proteín quinasa B; 

DAG: diacilglicerol; ERK: quinasa regulada por señales extracelulares; PIP3: fosfatidil 

inositol (3,4,5) trifosfato; PKC: proteín quinasa C; PLC: fosfolipasa C. (Liang, 1999; 

Rithidech, 2005a; Patel, 2007). 
 

 

 

Fosfoinositol quinasa (PI3K), Akt / proteín quinasa B (PKB), 
homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN). Akt-1, -2 y -3 son isoformas 

de la familia de la PKB que forman parte de la vía de transducción de 

señales del fosfatidil inositol trifosfato (PIP3), implicada en el control del 

crecimiento y el ciclo celular, de la apoptosis, la migración, la invasión y la 

angiogénesis. PTEN es una enzima que provoca la defosforilación 

(inactivación) de Akt (Assinder, 2009). Esta cascada, además, está 

regulada por el ácido araquidónico, que aumenta la fosforilación de Akt e 

inactiva a PTEN (Assinder, 2009) (Fig. 6). Esta ruta de señalización se 

activa de forma aberrante en distintos tumores humanos, como en el 

carcinoma gástrico, ovárico y prostático o el cáncer de mama (Kaur, 2008; 

Assinder, 2009). 
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La apigenina, entre otros flavonoides (antocianidinas, etc.), ha 

demostrado inhibir distintas fases de esta vía (Kim, 2004c; Way, 2004; 

Shukla, 2006; Patel, 2007; Benavente-García, 2008; Kaur, 2008; Lee, 

2008; Meeran, 2008a; Mirzoeva, 2008; Nandakumar, 2008; Li, 2009).  

 

 
 
Quinasas activadas por mitógenos (MAPK). Una de las principales 

rutas de transducción de señales es la de las MAPK (Fig. 7), una familia 

de proteínas señalizadoras, cuyos miembros mejor caracterizados son: la 

proteín quinasa regulada por señales extracelulares (Erk), la quinasa N-

terminal de c-Jun / proteín quinasa activada por estrés (JNK) y p38 

MAPK. Esta cascada regula la expresión y actividad de la proteína 

activadora (AP) -1, un factor transcripcional redox-sensible que activa en 

el núcleo la transcripción de numerosos genes: metaloproteasas de matriz 

(MMP), factores de crecimiento, enzimas antioxidantes, moléculas de 

adhesión, citoquinas, etc., así como ciclinas, reguladores de la apoptosis 

y genes supresores (p53, p21/WAF1, p16) (Adcock, 2006; Dodeller, 2006; 

Mossman, 2006; Crozier, 2009). La expresión de AP-1 se ve aumentada 

durante las enfermedades inflamatorias (Sawatzky, 2006).  

 

 No obstante, además de regular la expresión génica a través de 

AP-1, algunas MAPK pueden ejercer de factores de transcripción por sí 

mismas. De esta forma, p38 induce la síntesis de diversos genes 

relacionados con la inflamación, entre ellos iNOS, IL-6 o el factor de 

necrosis tumoral (TNF) -α (García-Lafuente, 2009).  

 

Numerosos flavonoides (quercetina, wogonina, EGCG, luteolina, 

apigenina, antocianidinas, catequinas) inhiben esta cascada o el factor de 

transcripción AP-1 (Kim, 2004a; Hirano, 2006; Huang, 2006; Pergola, 

2006; Sawatzky, 2006; Lim, 2007; Nandakumar, 2008; Crozier, 2009).  
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Figura 6. Regulación de la vía de PI3K/Akt/PTEN por la apigenina. Akt: Akt-proteín 

quinasa B; BAD: promotor de muerte asociado con Bcl-2/BclXL; Cas: caspasa; IKK: 

quinasa de la proteína inhibidora de NF-κB; NF-κB: factor nuclear κB; PDK1: quinasa 

dependiente de fosfoinositol 1; PI3K: fosfoinositol quinasa; PIP2: fosfatidil inositol (4,5) 

bifosfato; PIP3: fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfato; PTEN: homólogo de fosfatasa y 

tensina; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular  (1: (Shukla, 2006); 2: (Li, 

2009); 3: (Kim, 2004c); 4: (Van Dross, 2005); 5: (Ruiz, 2006); 6: (Kaur, 2008); 7: (Lee, 

2008); 8: (Mirzoeva, 2008)). 
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Figura 7. Vía de las MAPK afectada por la apigenina. AP-1: proteína activadora 1; ERK: 

quinasa regulada por señales extracelulares; JNK: quinasa N-terminal de c-jun; MAPK: 

proteín quinasa activada por mitógenos; MAPKK: quinasa de MAPK; MMP: 

metaloproteasas de matriz. (1: (Chen, 2004); 2: (O'Prey, 2003); 3: (Ha, 2008); 4: 

(Sawatzky, 2006); 5: (Patel, 2007)). 
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Proteínas transductoras de señales y activadoras de la transcripción 
(STAT). Estas moléculas median la regulación de diversos genes en 

respuesta a citoquinas; su activación mediante las quinasas Janus (JAK) 

induce la expresión de la molécula de adhesión intercelular (ICAM) -1 o 

de selectina P (Adcock, 2006; Chen, 2007b) (Fig. 8). También modulan 

procesos celulares como la activación, degranulación, y producción de 

citoquinas de mastocitos (Chen, 2007b). 
 

Varios flavonoides, entre ellos la taxifolina, el EGCG, la silimarina, 

la luteolina y la apigenina, han demostrado inhibir la fosforilación de STAT 

(Bito, 2002; Tedeschi, 2002; Matsuda, 2005; Giunta, 2006; Ansó, 2010). 

 

 

Factor nuclear kappa B (NF-κB). Este factor de transcripción es activado 

por radicales libres, estímulos inflamatorios, carcinógenos y promotores 

tumorales, endotoxinas y radiaciones γ, X y UV. Regula la transcripción 

de diversos genes, entre los que destacan citoquinas (IL-6, -8), COX-2, 

LOX, iNOS, moléculas de adhesión (ICAM-1), quimioquinas (TNF-α), 

MMP, moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de 

clase II, factores de crecimiento, ciclinas, inhibidores de apoptosis o 

compuestos relacionados con la metástasis (Shukla, 2004b; Yoon, 2005; 

Adcock, 2006; Rahman, 2006; Crozier, 2009; García-Lafuente, 2009) (Fig. 

9). Las alteraciones patológicas de la regulación del NF-κB están 

asociadas con enfermedades inflamatorias (asma, colitis ulcerosa), 

autoinmunes (artritis reumatoide) y neurodegenerativas, además de con el 

cáncer (Crozier, 2009). 
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Figura 8. Efecto de la apigenina sobre la regulación genética a través de STAT. ICAM-1: 

molécula de adhesión intercelular 1; iNOS: óxido nítrico sintasa inducible; JAK: quinasas 

Janus; STAT: proteínas transductoras de señal y activadoras de la transcripción (Rezai-

Zadeh, 2008; Ansó, 2010). 
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Numerosos flavonoides (EGCG, quercetina, genisteína, apigenina, 

luteolina, diosmetina, antocianidinas) inhiben distintos pasos en esta ruta 

de regulación (Kim, 2004a; Rithidech, 2005a; Yoon, 2005; Comalada, 

2006; Pergola, 2006; Meeran, 2008b; Nandakumar, 2008; Crozier, 2009).  

 
 
 

Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR). 
Son receptores hormonales nucleares activados por ligandos endógenos 

y exógenos, implicados en la modulación de la expresión de COX-2 y 

citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β). Existen tres isoformas: 

PPARα, PPARδ/β y PPARγ (O'Leary, 2004; Yoon, 2005; von Knethen, 

2007) (Fig. 10). Algunos AINE, como el ibuprofeno, así como varios 

flavonoides, entre ellos la apigenina o la crisina, son agonistas de PPARγ 

(O'Leary, 2004; Yano, 2006). 
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Figura 9. Regulación de la vía de NF-κB por flavonoides. COX: ciclooxigenasa; IKK: 

quinasa de IκB; IκB: proteína inhibidora de NF-κB; iNOS: óxido nítrico sintasa inducible; 

MMP: metaloproteasa de matriz; NIK: quinasa inductora de NF-κB; NF-κB: factor nuclear 

kappa B (1: (Gupta, 2002); 2: (Shukla, 2004b); 3: (Shukla, 2004a); 4: (Ruiz, 2006); 5: 

(Liang, 1999); 6: (Chen, 2004); 7: (Nicholas, 2007); 8: (Comalada, 2006); 9: (Chen, 

2007b)).  
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Figura 10. Regulación de la transcripción de genes proinflamatorios a través de PPAR. 

Tras su activación mediante unión a un ligando (ibuprofeno, flavonoides), PPAR se une a 

RXR y secuestra cofactores de otros factores de transcripción o directamente los 

factores de transcripción (entre ellos, NF-κB y AP-1), impidiendo la transcripción de 

genes proinflamatorios. Factor trans.: factor de transcripción; PPAR: receptor activado 

por el proliferador de peroxisomas; RXR: receptor de retinoides X. 
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V. FLAVONOIDES, APIGENINA E INFLAMACIÓN 
 

La inflamación es un proceso patofisiológico caracterizado por el 

enrojecimiento, el edema, la fiebre, el dolor y la pérdida de función, 

mediante el cual las células y tejidos responden a daños traumáticos, 

infecciosos, tóxicos, alérgicos o autoinmunes. Los procesos inflamatorios 

son dirigidos por las células del sistema inmune a través de una compleja 

red de interacciones celulares y moleculares, compuesta por reacciones 

locales y la activación sistémica mediada por citoquinas y otras 

moléculas. 

 

Ante un agente extraño, los macrófagos tisulares, los mastocitos y 

las células endoteliales responden liberando TNF e IL-1, que inducen la 

expresión en el endotelio de moléculas de adhesión (selectina E, 

molécula de adhesión vascular (VCAM) -1, ICAM-1) (Lotito, 2006b; 

Sawatzky, 2006). También secretan diversas quimioquinas (leucotrienos, 

IL-8, etc.) que activan vías de transducción de señales, entre ellas la vía 

de PKC (Kim, 2004a; Adcock, 2006), de PI3K / Akt, de STAT (Adcock, 

2006; Chen, 2007b), de MAPK (Chen, 2004; Kim, 2004a; Adcock, 2006; 

Rahman, 2006) o de NF-κB (Yoon, 2005; Adcock, 2006; Rahman, 2006), 

provocando la activación funcional de los leucocitos sanguíneos. Los 

leucocitos activados abandonan los vasos y penetran en los tejidos donde 

liberan al medio enzimas lisosomales, ROS, productos del metabolismo 

del ácido araquidónico y otros mediadores de la inflamación. 

 

 Los radicales libres, tanto ROS como RNS, son un importante 

mecanismo de la respuesta inflamatoria, que participan, principalmente, 

en la eliminación de microorganismos. Los ROS se producen en el interior 

de los leucocitos, fundamentalmente de neutrófilos y macrófagos, como 

respuesta a la exposición a microorganismos o quimioquinas, o bien tras 

un estímulo fagocitario, y pueden ser liberados al medio extracelular. Son 
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generados por la activación de la NADPH oxidasa, responsable de la 

formación de anión superóxido (O2
·-); posteriormente, también se forman 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (·OH). Estos compuestos 

se pueden combinar con NO para formar RNS (Swindle, 2007; García-

Lafuente, 2009). La liberación de radicales libres en pequeñas cantidades 

puede aumentar la expresión de distintas quimioquinas, citoquinas y 

moléculas de adhesión, potenciando la reacción inflamatoria. Sin 

embargo, en grandes cantidades estas moléculas dañan el endotelio y 

otros tejidos (García-Lafuente, 2009). 

 

El NO producido por las células endoteliales y los macrófagos es 

un potente vasodilatador, reduce la agregación plaquetaria y tiene acción 

microbicida (Olszanecki, 2002). 

 

 La activación de los leucocitos causa la puesta en marcha del 

metabolismo del ácido araquidónico, cuyos productos median, 

prácticamente, todos los pasos de la inflamación. Así, los tromboxanos y 

los leucotrienos están implicados en la agregación plaquetaria, la 

vasoconstricción y el aumento de la permeabilidad vascular, mientras que 

las prostaglandinas, además de participar en ambos procesos, potencian 

los efectos quimiotácticos de otros mediadores e intervienen en el dolor y 

la fiebre. Sin embargo, los productos del metabolismo no se limitan a 

influir únicamente sobre el endotelio: el  ácido 5 hidroxieicosatetraenoico 

(5-HETE) y los leucotrienos son potentes quimiotácticos, y los productos 

de la 15-LOX contrarrestan la inflamación (Yoon, 2005; García-Lafuente, 

2009). 

 

 Aunque los antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos son los 

fármacos usados actualmente para el tratamiento de la inflamación 

aguda, no resultan completamente efectivos para aliviar la crónica, 
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además de presentar efectos secundarios. Por ello, es necesario buscar 

fármacos antiinflamatorios más seguros. 

 

Varios estudios han comprobado que las poblaciones con dietas 

ricas en polifenoles tienen una incidencia menor de enfermedades 

inflamatorias crónicas y alérgicas (Knekt, 2002; Kim, 2004a; Kim, 2004b; 

Rahman, 2006) e, incluso, se ha demostrado que las dietas ricas en 

vegetales o un consumo elevado en flavonoides se correlaciona con la 

reducción de distintos marcadores séricos de inflamación (Holt, 2009).  

 

Los flavonoides y extractos de plantas que los contienen han 

demostrado tener efectos antiinflamatorios en varios modelos de 

inflamación aguda (García-Lafuente, 2009) y crónica (Kim, 2004a; Lim, 

2006; García-Lafuente, 2009), y también resultan eficaces en diversos 

modelos animales de alergia e, incluso, en humanos, como en el 

tratamiento de la dermatitis atópica (Kawai, 2007). De hecho, 12 de los 40 

fármacos antiinflamatorios aprobados entre 1983 y 1994 fueron productos 

derivados de polifenoles naturales (Yoon, 2005). 

 

 La actividad antiinflamatoria de los flavonoides se ha relacionado 

con sus efectos antioxidantes, debido a la importante síntesis de ROS 

durante los procesos inflamatorios; así, varios flavonoides han 

demostrado inhibir la síntesis de radicales libres en neutrófilos activados 

(Limasset, 1993; Jung, 2003). Sin embargo, los mecanismos de actuación 

de los flavonoides sobre la inflamación no se limitan a sus efectos 

antioxidantes, y son extremadamente complejos. 

 

Varios estudios han demostrado que los flavonoides pueden actuar 

a través de la regulación de la actividad de células relacionadas con la 

inflamación, como linfocitos B y T, macrófagos, neutrófilos, basófilos o 

mastocitos (Middleton, 2000). Así, algunos (apigenina, luteolina y crisina) 
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disminuyen la actividad metabólica de las células mononucleares 

activadas de sangre periférica humana (Hougee, 2005) y hay flavonoles, 

flavonas e isoflavonas capaces de bloquear la respuesta proliferativa de 

macrófagos tratados con factor estimulante de colonias de macrófagos 

(M-CSF) (Comalada, 2006). La apigenina provoca la necrosis de 

macrófagos y monocitos en sangre periférica (Hougee, 2005), y reduce el 

número de células inflamatorias, en especial de eosinófilos, en modelos 

murinos de asma (Choi, 2009a; Li, 2010), alterando la respuesta inmune 

al perfil Th1 (Li, 2010), mientras que la narirutina disminuye el número de 

eosinófilos en sangre en un modelo de alergia en ratones (Funaguchi, 

2007). La quercetina, la apigenina, la luteolina o el kaempferol inhiben la 

degranulación de los neutrófilos (Kanashiro, 2007; García-Lafuente, 

2009). La rutina, por su parte, reduce la quimiotaxis de los neutrófilos en 

un modelo murino (Selloum, 2003). 

 

Además, sus numerosos efectos sobre distintas enzimas y vías de 

transducción de señales son de gran importancia a la hora de estudiar la 

actividad antiinflamatoria de los flavonoides. Así, distintos flavonoides son 

capaces de inhibir una o varias de las reacciones principales del 

metabolismo del ácido araquidónico, implicado en prácticamente todas las 

etapas de la inflamación. La quercetina inhibe PLA2 y LOX, mientras que 

la luteolina, le genisteína, el kaempferol, las antocianidinas, la morina o la 

crisina afectan a COX-2 (Kim, 2004a; O'Leary, 2004; Yoon, 2005; Meeran, 

2008b; Nandakumar, 2008; García-Lafuente, 2009). La apigenina destaca 

como uno de los flavonoides antiinflamatorios más completos, al inhibir 

tanto PLA2, COX-2 y 5-LOX, como la expresión de iNOS (Liang, 1999; 

Olszanecki, 2002; Kim, 2004a; Van Dross, 2005; Comalada, 2006; Kim, 

2006).  

 

Por otro lado, muchos de estos compuestos, entre ellos la 

apigenina, inhiben gran parte de las principales vías de transducción de 
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señales relacionadas con la activación de las células inflamatorias (Liang, 

1999; Bito, 2002; Tedeschi, 2002; Kim, 2004a; O'Leary, 2004; Rithidech, 

2005a; Yoon, 2005; Comalada, 2006; Lotito, 2006b; Sawatzky, 2006; 

Yano, 2006; García-Lafuente, 2009; Huang, 2010). 

 

Además, algunos polifenoles (curcumina, resveratrol) modulan la 

actividad de la histona deacetilasa (HDAC) y de la histona 

acetiltransferasa (HAT), enzimas que controlan la remodelación de las 

histonas; la activación de la HDAC y la inhibición de la HAT causa la 

disminución de la transcripción de genes proinflamatorios (Rahman, 

2006). 

 

Por otra parte, son numerosos los estudios que han demostrado 

que estos compuestos modulan la expresión de numerosos genes de 

citoquinas, moléculas de adhesión y otras proteínas proinflamatorias, 

como resumen las Tablas 2 y 3. 
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IL-1β 
Apigenina [1-3], baicaleína [4], catequina [5], crisina [1], 

genisteína [4,6], luteolina [1], quercetina [5,6]  

IL-2 Apigenina [7], crisina [7] 

IL-4 
Apigenina [7-10], crisina [7], fisetina [4,9], kaempferol [9], luteolina 

[9], narirutina [11], quercetina [9] 

IL-5 Apigenina [10], fisetina [4] 

IL-6 
Apigenina [1,4,11,12,13], baicaleína, [4,9], crisina [1], genisteína 

[4,6], luteolina [1,6,9], quercetina [6,8] 

IL-8 Apigenina [3,4,12], EGCG [14] 

IL-10 Apigenina [15] 

IL-13 Apigenina [7,8], crisina [7], fisetina [4, 9], luteolina [9] 

IFNγ Baicaleína [4] 

Citoquinas 

TNF-α 

Apigenina [1-3,13,15,16], baicaleína [4,9], catequina [5], crisina 

[1], diosmetina [15], eriodictiol [6], genisteína [4,6,15], hesperetina 

[6,15], kaempferol [15], luteolina [1,4,6,9], quercetina [4-6,9,15], 

rutina [4], wogonina [4] 

Ig IgE Apigenina [7,8,10,17], narirutina [11] 

 
 
Tabla 2. Flavonoides que inhiben distintas moléculas proinflamatorias. EGCG:  epigalocatequina-3-

galato;  IFN: interferón; IgE: inmunoglobulina E; IL: interleuquina; TNF: factor de necrosis tumoral; 

(1: (Hougee, 2005); 2: (Kowalski, 2005); 3: (Nicholas, 2007); 4: (Kim, 2004a); 5: (Huang, 2006); 6: 

(García-Lafuente, 2009); 7: (Yano, 2007); 8: (Yano, 2006); 9: (Kawai, 2007); 10: (Choi, 2009a); 11: 

(Funaguchi, 2007); 12: (Gerritsen, 1995); 13: (Smolinski, 2003); 14: (Rahman, 2006); 15: 

(Comalada, 2006); 16: (Shanmugam, 2008); 17: (Li, 2010)). 
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ICAM-1 
Apigenina [1-4], crisina [3], diosmina [5], kaempferol [3], luteolina 

[6], quercetina [3,7], taxifolina [7] 

VCAM-1 
Apigenina [1,3,4], crisina [3], diosmina [5], kaempferol [3], 

quercetina [3] 

PECAM-1 Catequina [8], quercetina [8] 

Moléculas de 
adhesión 

Selectina E Apigenina [1,3,4], crisina [3], kaempferol [3], quercetina [3] 

IP-10 
Apigenina [9,10], catequina [8], genisteína [9], luteolina [9], 

quercetina [8]  

MCP-1 
Apigenina [10], baicaleína [6], catequina [8] quercetina [8], 

wogonina [6] 

MIP-1 Baicaleína [6] 

MIP-2 Quercetina [6] 

Quimioquinas 

RANTES Apigenina [11], quercetina [6] 

Mediadores 
de 
inflamación 

Histamina  Baicaleína [12], luteolina [12], quercetina [12] 

 

 
Tabla 3. Flavonoides que inhiben distintas moléculas proinflamatorias. ICAM-1: molécula de 

adhesión intercelular 1; IP-10: proteína inducible por IFNγ 10; MCP-1: proteína quimiotáctica de 

monocitos 1; MIP: proteína inflamatoria de macrófagos; PECAM-1: molécula de adhesión de 

plaquetas / células endoteliales 1; VCAM-1: molécula de adhesión vascular 1 (1: (Gerritsen, 1995); 

2: (Chen, 2004); 3: (Lotito, 2006b); 4: (Lee, 2007); 5: (Smith, 2005); 6: (Kim, 2004a); 7: (Bito, 2002); 

8: (Huang, 2006); 9: (Ruiz, 2006); 10: (Huang, 2010) 11: (Yano, 2006); 12: (Kawai, 2007)). 

 

 

 



Antecedentes 

 
45 

VI. FLAVONOIDES, APIGENINA Y CÁNCER 
 
 El cáncer es la mayor carga sanitaria en EEUU y otros países 

desarrollados, causando aproximadamente 7 000 000 de muertes al año 

en todo el mundo; más de 11 000 000 de personas son diagnosticadas 

cada año de cáncer, calculándose que serán unos 16 000 000 en 2020. 

En 2009 en EEUU, se produjeron aproximadamente un millón y medio de 

nuevos casos de cáncer, sin contar los cánceres cutáneos (más de un 

millón de cánceres de piel no melanoma, y unos 53 000 casos de 

melanomas) ni los carcinomas in situ; en el mismo año, aproximadamente 

562 000 estadounidenses murieron por cáncer, más de 1500 muertes 

diarias (Jemal, 2009). Se estima que, aproximadamente, uno de cada dos 

varones y una de cada tres mujeres estadounidenses sufrirán cáncer 

(Patel, 2007; Chen, 2008). Esta enfermedad supone un enorme gasto: se 

estima que el gasto en el cuidado de los enfermos de cáncer en EEUU en 

el año 2004 fue de 7210 millones de dólares (Yabroff, 2007). 

 
Numerosos estudios epidemiológicos relacionan el consumo de 

frutas y verduras con una reducción del riesgo de padecer distintos tipos 

de cánceres en humanos, como el cáncer gástrico y de esófago (Sun, 

2002), o el de próstata (Berkow, 2007; Gates, 2009; Wang, 2009). Ciertos 

estudios han demostrado que la ingesta total de flavonoides o de ciertos 

flavonoides o subgrupos concretos podría provocar la disminución del 

riesgo de padecer linfoma no Hodgkin o cáncer de pulmón, de mama, de 

ovario, de endometrio, gástrico o colorrectal (Berkow, 2007; Gates, 2009; 

Wang, 2009), o que, incluso, podrían reducir la tasa de recidiva del cáncer 

de colon en pacientes de alto riesgo (Hoensch, 2008).  

 

El cáncer, entre otras patologías humanas, está relacionado con el 

daño oxidativo tisular (Chen, 2008). Este dato, junto a los estudios que 

indican ciertos efectos preventivos de los flavonoides ingeridos en la 
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dieta, ha provocado un auge en la investigación, tanto in vitro como in vivo 

en modelos animales, de los efectos de estos compuestos vegetales a 

concentraciones terapéuticas o similares a las presentes en la dieta, 

sobre distintos tipos de cáncer. 

 

Algunos flavonoides muestran la capacidad de inhibir la 

carcinogénesis (Shukla, 2004a; Rithidech, 2005a; Chen, 2007a). Estos 

compuestos pueden actuar sobre las distintas etapas de este proceso. 

Así, protegen al DNA del daño oxidativo, son capaces de inactivar 

carcinógenos, inhiben las enzimas responsables de convertir los 

procarcinógenos en moléculas activas, y activan los sistemas 

detoxificadores (Benavente-García, 2008).  

 

Diversos estudios han demostrado que varios flavonoides, 

polifenoles y extractos de plantas ricos en estos compuestos, como son la 

apigenina, la rutina, la diosmina, los ácidos carnósico, rosmarínico, gálico 

o elágico, el carnosol, el hidroxitirosol o los extractos de té verde, de 

semilla de uva o de olivo, son capaces de proteger el DNA de distintas 

células del daño causado por radiaciones o compuestos genotóxicos, 

evitando, de esta forma, la formación de mutaciones que podrían 

fomentar el desarrollo de tumores (Castillo, 2001; Benavente-García, 

2002; Rithidech, 2005a; Del Baño, 2006; Khan, 2006; Shukla, 2006; Patel, 

2007; Siddique, 2008; Alcaraz, 2009; Sánchez-Campillo, 2009; Siddique, 

2009). De hecho, van Hien et al. (2002), en un pequeño ensayo clínico 

con pacientes de cáncer de mama tratadas con radioterapia, demostraron 

que un extracto rico en el flavonoide vitexina (apigenina-8-C-glucósido) 

protegía la sangre periférica y los linfocitos frente al daño causado por la 

radiación, además de reducir los efectos secundarios del tratamiento, 

como la pérdida de peso. 

 



Antecedentes 

 
47 

Muchos flavonoides, como la diosmina, la quercetina, el 

kaempferol, la genisteína, la fisetina, las antocianidinas o la apigenina, 

regulan la actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo de 

carcinógenos, como el sistema del citocromo P450 (CYP1A1, CYP1A2, 

CYP1B1), o las enzimas detoxificadoras de fase II (UDP-glucuronil-

transferasa, glutatión S-transferasa y quinona reductasa) (Scalbert, 2005; 

Khan, 2006; Moon, 2006; Patel, 2007; Shih, 2007; Stevenson, 2007; 

Ramos, 2008; Sergent, 2009; Kimura, 2010).  

 

Por otro lado, distintos tipos de flavonoides, como la tangeretina, la 

nobiletina, la quercetina, la genisteína o la diosmina, han mostrado 

actividad antiproliferativa en líneas celulares de meningioma, de 

melanoma, de leucemia, de carcinoma de células escamosas y de cáncer 

de colon, de mama, de próstata o de pulmón, y, frecuentemente, las dosis 

activas se encontraban en el rango de las concentraciones presentes 

fisiológicamente en el organismo (Hillman, 2001; Rodríguez, 2002; 

Martínez, 2003; Yáñez, 2004; Mak, 2006; Benavente-García, 2008). 

 

La apigenina, por su parte, ha demostrado inhibir la proliferación y 

viabilidad celular en un gran número de líneas celulares de cáncer: de 

mama, de próstata, de cuello de útero, de ovario, de pulmón, de tiroides, 

de estómago, de esófago, de colon, hepatocelular y neuroblastoma 

(Gupta, 2001; Lindenmeyer, 2001; Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 

2004b; Mak, 2006; Shukla, 2006; Chen, 2007a; Patel, 2007; Czernik, 

2008; Lee, 2008; Shukla, 2008; Li, 2009; Zhang, 2009). 

 

En parte, los efectos de los flavonoides sobre la viabilidad celular 

se deben a su capacidad de inducir apoptosis. Las antocianidinas de la 

semilla de la uva, el EGCG, la genisteína, la silibilina, la luteolina, la 

quercetina o el kaempferol han demostrado inducir apoptosis en diversas 

líneas celulares tumorales (Hillman, 2001; Morrissey, 2005; Mak, 2006; 
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Chen, 2008; Meeran, 2008b; Nandakumar, 2008). La apigenina activa 

este proceso en distintas líneas celulares tumorales, entre ellas de cáncer 

de mama, de ovario, de cuello de útero, de próstata, de esófago, de 

estómago, de colon, de tiroides, y en células de leucemia y de 

neuroblastoma y de glioblastoma (Gupta, 2001; Gupta, 2002; Shukla, 

2004a; Shukla, 2004b; Morrissey, 2005; Mak, 2006; Shukla, 2006; Chen, 

2007a; Patel, 2007; Chen, 2008; Kaur, 2008; Choi, 2009b; Li, 2009; 

Zhang, 2009; Das, 2010).  

 

La actividad proapoptótica de los compuestos polifenólicos se debe 

a que alteran pasos de las vías clave de apoptosis. La proteína supresora 

de tumores p53 es la proteína que aparece alterada en el cáncer con 

mayor frecuencia; aproximadamente el 50% de los tumores tienen 

mutaciones en su gen que provocan la pérdida de su función, y la mayoría 

de cánceres tienen dañada la vía de señalización de p53. En los tumores, 

esta proteína provoca cambios en la transcripción de genes implicados en 

la regulación de la apoptosis (Bax, Bcl-2, DNA polimerasas, etc.), 

induciendo la muerte programada de la célula. Además, media otra ruta 

de apoptosis independiente de la regulación transcripcional, 

traslocándose a la mitocondria y causando la salida de citocromo c al 

citoplasma (Shukla, 2008). La apigenina es capaz de activar la vía de p53 

(Choi, 2009b) y aumenta la expresión de p53 y su estabilidad, así como 

su entrada a la mitocondria (Fig. 11) (McVean, 2000; Gupta, 2002; Torkin, 

2005; Shukla, 2008). 

 

La apigenina modula la expresión de las proteínas reguladoras de 

la apoptosis Bax, Bcl-2 y BclXL, aumentando la de Bax (proapoptótica) y 

reduciendo la de Bcl-2 y BclXL (antiapoptóticas; Bcl-2 se sobreexpresa 

tanto en tumores sólidos como hematopoyéticos) (Fig. 11) (Gupta, 2002; 

Garg, 2005; Morrissey, 2005; Torkin, 2005; Shukla, 2006; Patel, 2007; 

Shukla, 2008; Das, 2010). Además, la apigenina inhibe la actividad similar 
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a quimotripsina del proteasoma (Chen, 2007a; Chen, 2008; Wu, 2010), lo 

que impide la degradación y, por tanto, provoca la acumulación de 

distintas proteínas, entre ellas Bax, promoviendo así también la apoptosis 

(Chen, 2007a; Patel, 2007). También es capaz de alterar esta ruta 

mediante la promoción de la defosforilación del promotor de muerte 

asociado con Bcl-2/BclXL (BAD), una proteína que, en su estado 

defosforilado, activa a Bax para inducir apoptosis (Fig. 11) (Kaur, 2008). 

 

La apigenina, además, modula un paso posterior en esta vía de 

señalización. Las proteínas Bax y Bcl-2 regulan la salida de citocromo c 

de la mitocondria, que funciona como un activador de la cascada de las 

caspasas. Además, la salida de citocromo c desde la mitocondria está 

regulada por p53, a través de su unión a Bcl-2 y BclXL. Por tanto, el 

aumento de la relación Bax/Bcl-2 o de la síntesis y estabilidad de p53 

aumentaría el flujo de citocromo c al citoplasma, donde se une al factor 

activador de proteasas de la apoptosis (Apaf) -1 que, a su vez, activa la 

caspasa 9, induciendo apoptosis (Shukla, 2004a). Se ha demostrado que 

la apigenina induce directamente la producción de esta molécula en la 

mitocondria (Choi, 2009b), y su liberación al citoplasma (Shukla, 2004b; 

Way, 2004; Morrissey, 2005; Way, 2005; Patel, 2007; Das, 2010), 

causando muerte celular programada (Fig. 11). 

 

 Este flavonoide regula la apoptosis, no solo a través de sus efectos 

sobre Bax/Bcl-2, sino también sobre otras moléculas. Así, son numerosos 

los estudios que demuestran que la apigenina activa la cascada de las 

caspasas, fundamentalmente, las caspasas 3, 7, 8 y 9 (Fig. 11) (Way, 

2004; Morrissey, 2005; Torkin, 2005; Way, 2005; Mak, 2006; Shukla, 

2006; Patel, 2007; Choi, 2009b; Das, 2010), una familia de proteasas 

responsables de la degradación de proteínas claves para el 

funcionamiento de la célula (proteínas del citoesqueleto, reparadoras de 

los daños del DNA, proteínas nucleares, etc.).  
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Figura 11. Efecto de la apigenina sobre la apoptosis. Los daños en el DNA causados por 

genotóxicos, radiaciones, etc., provocan la activación de la proteína supresora p53, que 

regula la transcripción de genes relacionados con el control de la apoptosis y la 

liberación de citocromo c mitocondrial. Apaf-1: factor activador de proteasas de la 

apoptosis 1; BAD: promotor de muerte asociado con Bcl-2/BclXL; Cas: caspasa. (1: 

(Gupta, 2002); 2: (Shukla, 2008); 3: (McVean, 2000); 4: (Shukla, 2006); 5: (Patel, 2007); 

6: (Kaur, 2008); 7: (Shukla, 2004a); 8: (Choi, 2009c); 9: (Morrissey, 2005)). 
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Además, la apigenina inhibe la DNA topoisomerasa II, enzima 

implicada en la replicación del DNA, induciendo, también, apoptosis 

(Shukla, 2006; López-Lázaro, 2010). Otros flavonoides también inhiben 

esta enzima: la fisetina y la miricetina inhiben las DNA topoisomerasas I y 

II, mientras que la quercetina actúa únicamente sobre la II (López-Lázaro, 

2010).  

 

Por otro lado, es bien conocido el papel de muchos flavonoides 

como reguladores del ciclo celular en células tumorales. Así, compuestos 

como las antocianidinas, el EGCG, la genisteína, la silibilina o la silimarina 

son capaces de provocar la parada del ciclo celular en diversos puntos de 

control en numerosas líneas celulares (Hillman, 2001; Garg, 2005; Chen, 

2008; Meeran, 2008a; Meeran, 2008b; Nandakumar, 2008). Algunos de 

estos compuestos, como el EGCG o la genisteína, son potentes 

bloqueadores de este proceso, incluso a concentraciones presentes en el 

plasma de consumidores de productos ricos en esos polifenoles, como el 

té verde o derivados de la soja, respectivamente (Hillman, 2001; Chen, 

2008). 

 

La apigenina ha demostrado regular el ciclo celular en distintas 

líneas celulares, entre ellas en células de cáncer de próstata y de cuello 

de útero, en las que provoca parada en las fases G0-G1 (Gupta, 2002; 

Shukla, 2004a; Shukla, 2006; Patel, 2007), y  de carcinoma escamoso de 

esófago, de mama y de ovario, causando el bloqueo en las fases G2/M 

(Choi, 2009c; Li, 2009; Zhang, 2009).  

 

El ciclo celular es un proceso altamente regulado, con, al menos, 

un punto de control en cada una de las fases del ciclo: en G1 y en las 

transiciones G1/S, G2/M y, dentro de la fase M, en metafase/anafase. 

Estos puntos de control, además de bloquear la progresión del ciclo en 

respuesta a algún daño, inducen genes responsables de repararlo. La 
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primera fase de regulación del ciclo celular depende de las ciclinas, 

proteínas cuya expresión fluctúa a lo largo del ciclo, y que están mal 

reguladas en la mayoría de cánceres humanos. De la unión a estas 

moléculas depende la activación de unas quinasas específicas, llamadas 

cdk. Además, existen dos familias de inhibidores de las cdk (cdki): la 

familia Cip/WAF y la familia inhibidor de quinasa (INK) 4 (Meeran, 2008a). 

 

La apigenina regula el ciclo celular a todos los niveles; actúa sobre 

las ciclinas, sobre las cdk y sobre los cdki (Fig. 12). Se ha demostrado 

que este flavonoide disminuye los niveles de varias ciclinas: A (activa en 

las fases S y G2), D1 y 2 (implicadas en la transición G1/S), E (activa 

durante las fases G1 y S) y B1 (control del paso de G2 a M) (Gupta, 2002; 

Shukla, 2004a; Shukla, 2006; Shukla, 2007a; Shukla, 2007b; Meeran, 

2008a; Zhang, 2009). También es capaz de afectar a las cdk 1, 2, 4 y 6 

(Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Choi, 2009c)  y de regular positivamente a 

los inhibidores de cdk, entre ellos p21 / WAF1 y p27 / KIP1, p16 / INK4a e 

p18 / INK4c (Gupta, 2002; Kobayashi, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2006; 

Patel, 2007; Choi, 2009c; Zhang, 2009). 

 

A los efectos de la apigenina sobre estas moléculas se suma, 

además, su capacidad de estabilizar la proteína supresora tumoral p53, 

responsable de la activación de p21 / WAF1 (McVean, 2000; Gupta, 2002; 

Shukla, 2006), y de inducir la desfosforilación de Rb, evitando, así, la 

expresión de las ciclinas A y E, entre otras proteínas relacionadas con la 

progresión del ciclo celular (Fig. 12) (Gupta, 2002; Shukla, 2006).  
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Figura 12. Efecto de la apigenina sobre la regulación del ciclo celular. Las flechas 

negras indican puntos de control del ciclo celular. Akt: Akt-proteín quinasa B; ATM / ATR: 

quinasa mutada en ataxia telangiectasia / proteína relacionada con ataxia telangiectasia 

y Rad3; cdk: quinasa dependiente de ciclina; Chk1: quinasa de control 1; Cicl.: ciclina; 

PIP3: fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfato; Rb: retinoblastoma. (1: (Shukla, 2004a); 2: 

(Shukla, 2006); 3: (Chen, 2008); 4: (Gupta, 2002); 5: (Patel, 2007); 6: (Shukla, 2007a); 7: 

(Shukla, 2007b); 8: (Meeran, 2008a); 9: (Choi, 2009c); 10: (Zhang, 2009); 11: 

(Kobayashi, 2002); 12: (O'Prey, 2003)). 
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Distintos estudios in vitro ha demostrado, además, que los 

flavonoides pueden alterar todas las fases del proceso de invasión, 

angiogénesis y metástasis. Así, los flavonoides presentes en cítricos 

modulan la secreción de MMP, la migración y la capacidad invasiva de 

células tumorales y su adhesión a distintos sustratos (Benavente-García, 

2008). Estos flavonoides, y otros como la genisteína, regulan 

negativamente la angiogénesis (Hillman, 2001; Garg, 2005; Benavente-

García, 2008). 

 

Diversos autores han estudiado los efectos de la apigenina sobre la 

motilidad, invasión, angiogénesis y metástasis de células tumorales. Así, 

este compuesto provoca la inhibición de la migración de células de 

carcinoma de ovario, de mama, de próstata y de cuello de útero 

(Lindenmeyer, 2001; Patel, 2007; Czernik, 2008; Hu, 2008; Lee, 2008), 

además de inhibir los cambios del citoesqueleto relacionados con la 

movilidad celular (Lee, 2008). Además, este flavonoide es capaz de 

regular la adhesión de las células tumorales al sustrato (Lindenmeyer, 

2001; Lee, 2008; Franzen, 2009) o, incluso, de inhibir la adhesión a las 

células endoteliales (Lee, 2008). Parece que la acción de la apigenina 

sobre la movilidad y adhesión celular está mediada por una disminución 

de los niveles de la quinasa de adhesión focal (FAK), una tirosín quinasa 

de las vías de señalización de las integrinas y otros factores de adhesión, 

implicada en la adhesión celular y la migración (Hu, 2008; Franzen, 2009). 

Al mismo tiempo, la apigenina modula la secreción de MMP, proteasas 

responsables de degradar la matriz extracelular, permitiendo la invasión 

de tejidos (Rundhaug, 2005), y de los inhibidores tisulares de MMP 

(TIMP) -1 y -2 y del activador de plasminógeno tipo uroquinasa (uPA), que 

participan en la regulación de estas enzimas (Lindenmeyer, 2001; Kim, 

2003; Benavente-García, 2008). 
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La apigenina también ha demostrado regular la angiogénesis en 

distintas líneas celulares (Kim, 2003; Liu, 2005; Shukla, 2006; Benavente-

García, 2008; Mirzoeva, 2008). Así, Trochon et al. (2000) demostraron 

que la apigenina es capaz de inhibir la proliferación y migración de células 

endoteliales y la formación in vitro de capilares, debido a que causa en 

ellas la acumulación de p53 hiperfosforilada y la parada del ciclo celular. 

Por otro lado, también suprime la expresión de numerosos factores 

angiogénicos, entre ellos el factor inducible por hipoxia (HIF) -1α, VEGF o 

la eritropoyetina  (Liu, 2005; Shukla, 2006; Benavente-García, 2008; 

Mirzoeva, 2008), así como regula la actividad y expresión de MMP y sus 

activadores e inhibidores (Kim, 2003). 

 

Aunque muchos estudios sobre los efectos anticarcinogénicos de 

los flavonoides se realizan in vitro, existen también numerosos estudios 

que emplean modelos animales en las distintas etapas de la 

carcinogénesis. Muchos estudios han evidenciado que los polifenoles o 

extractos vegetales ricos en ellos son capaces de inhibir la 

carcinogénesis. Así, la apigenina (Birt, 1997; Lepley, 1997) o el ácido 

rosmarínico (Osakabe, 2004; Sánchez-Campillo, 2009) actúan como 

agentes quimiopreventivos en modelos de carcinogénesis cutánea. La 

genisteína inhibe el crecimiento de tumores de piel, mama y próstata en 

ratones (Chen, 2008), y la diosmina y la hesperetina previenen el 

desarrollo de tumores orales y de colon, esófago y vejiga (Tanaka, 1997a; 

Tanaka, 1997b; Tanaka, 1997c; Yang, 1997; Tanaka, 2001; Browning, 

2005) En un modelo de carcinogénesis oral en hámsters realizado 

recientemente en nuestro grupo la apigenina y, en especial, el diterpeno 

ácido carnósico, redujeron enormemente la incidencia, tamaño y 

agresividad de los tumores desarrollados, al mismo tiempo que 

provocaron un aumento del periodo de latencia en la presentación de los 

cánceres (Gómez García, 2009). 
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La apigenina ha mostrado efectos quimiopreventivos en varios 

modelos murinos de cáncer (de pulmón, de piel, de cuello de útero, de 

ovario, de próstata, leucemia…) (Shukla, 2006; Chen, 2007a; Li, 2009), 

reduciendo el tamaño de los tumores primarios. Igual que en los estudios 

sobre líneas celulares, se ha demostrado que, en estos modelos, es 

capaz de inducir apoptosis por la inhibición del proteasoma (Chen, 2007a; 

Chen, 2008), la regulación del equilibrio entre Bcl-2 y Bax (Chen, 2007a), 

y la activación de BAD y de la cascada de las caspasas (Kaur, 2008). 

 

 No obstante, probablemente la mayor importancia de estos 

modelos murinos radique en la posibilidad de estudiar el proceso de 

metástasis de forma más completa. Nuestro grupo ha demostrado la 

actividad antimetastásica de la diosmina, la rutina, la tangeretina, la 

apigenina y de extractos de semilla de uva solubles e insolubles en un 

modelo de metástasis pulmonar de melanoma. En este estudio, la 

diosmina, el flavonoide más eficaz de todos los ensayados, provocó la 

reducción del 61,4% en el número de nódulos metastáticos, mientras que 

la apigenina disminuyó este parámetro en un 32% respecto a los 

controles (Martínez Conesa, 2004; Martínez, 2005; Martínez Conesa, 

2005; Álvarez Sánchez, 2008; Álvarez, 2009). 

 

En sistemas in vivo, la apigenina es capaz de inhibir la movilidad de 

las células tumorales (inhibición de la expresión de FAK) (Hu, 2008), y de 

disminuir la angiogénesis (Shukla, 2008). Así, provoca una reducción en 

el número y tamaño de los nódulos metastáticos de carcinoma de ovario, 

de cáncer de mama y de melanoma (Benavente-García, 2008; Hu, 2008; 

Lee, 2008). 

 

Las dianas moleculares de la apigenina en el desarrollo y 

progresión del cáncer incluyen distintas quinasas, como el receptor del 

factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), cuya sobreexpresión se asocia 
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con fenotipos tumorales más agresivos y peor pronóstico (Garg, 2005); 

PI3K y Akt, cuya vía está mal regulada en el 30-40% de los tumores 

sólidos, o las MAPK (Shukla, 2006; Assinder, 2009; Li, 2009), aunque 

también las proteínas de choque térmico, HER2/neu, etc. (Way, 2004; 

Way, 2005; Patel, 2007).  

 

Asimismo, su efecto sobre factores de transcripción, como NF-κB 

(Liang, 1999; Gupta, 2002; Chen, 2004; Shukla, 2004a; Shukla, 2004b; 

Comalada, 2006; Ruiz, 2006; Chen, 2007b; Nicholas, 2007) y STAT 

(Rezai-Zadeh, 2008), y sobre enzimas como COX-2 (Shukla, 2004b; Van 

Dross, 2005; Van Dross, 2007; Ha, 2008) y LOX (Van Dross, 2005; Kim, 

2006; Patel, 2007), se encuentra, también, en la base de sus efectos 

antitumorales. Se ha demostrado que la activación constitutiva aberrante 

de NF-κB se produce en numerosos tumores, como la leucemia, el 

linfoma, el melanoma o los cánceres de próstata, de mama, de colon… 

Por otra parte, una proteína de la familia STAT, STAT-3, se encuentra 

activada de forma constitutiva en diversos tumores humanos (Garg, 

2005). 

 

COX-2, por su parte, está relacionada con fenotipos tumorales más 

agresivos y peor pronóstico, y parece implicada en el mantenimiento del 

crecimiento tumoral y la angiogénesis (Liu, 2000; Masferrer, 2000; Garg, 

2005), mientras que la sobreexpresión de 12-LOX en células tumorales 

aumenta los niveles del factor proangiogénico VEGF (Nie, 2006). 

 

Además de los efectos directos (antiproliferativos, proapoptóticos, 

reguladores del ciclo celular, antimetastásicos) de los flavonoides y los 

compuestos polifenólicos sobre el cáncer, estos compuestos son capaces 

de aumentar la eficacia de los tratamientos que se usan habitualmente en 

la clínica, al menos en estudios in vitro e in vivo. Los polifenoles del té 

verde son quimiosensibilizantes (doxorrubiciona, cisplatino, etc), la 
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genisteína, el resveratrol y la curcumina sensibilizan frente a la quimio- 

(cisplatino, doxorrubicina, ciclofosfamida, vincristina, etc.) y la 

radioterapia; mientras que la silimarina puede proteger tejidos sanos y 

sensibilizar a la quimioterapia a los tejidos tumorales (Garg, 2005). 

Asimismo, nuestro grupo demostró los efectos sinérgicos de la diosmina 

con el IFN-α en un modelo murino de metástasis pulmonar de melanoma; 

en este estudio, la combinación de diosmina e IFN-α produjo los mismos 

resultados que la administración de la citoquina aislada al doble de dosis 

(Álvarez Sánchez, 2008; Álvarez, 2009). 

 

 

 

1. CÁNCER DE PRÓSTATA 
 
 El cáncer de próstata representa un gran problema de salud 

pública, sobre todo en los países más industrializados, donde la 

incidencia es, de media, unas 6 veces mayor que en los países menos 

desarrollados (Baade, 2009). Es el segundo cáncer no cutáneo más 

diagnosticado en varones en el mundo (el primero en países 

desarrollados (25%)) y la segunda causa de muerte por cáncer en 

hombres (9%) (Berkow, 2007; Assinder, 2009; Jemal, 2009). En EEUU se 

produjeron más de 192 000 nuevos casos, de los cuales un 91% fueron 

en estadios locales o regionales, con una supervivencia a los cinco años 

próxima al 100%; y, al menos, 27 000 muertes en 2009 (Jemal, 2009). El 

estudio de Baade et al. (2009), que recoge datos de 2002, indica que la 

incidencia en España y a nivel mundial de este tumor fue de, 

aproximadamente, 13 300 y 679 000, respectivamente, mientras que la 

mortalidad fue mayor de 5500 en España y de 220 000 al considerar los 

datos mundiales.   
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La incidencia del cáncer de próstata aumenta con la edad, desde 

0,2 casos por cada 100 000 habitantes para varones de 15 a 44 años, 

hasta 259,6 para mayores de 65 (Baade, 2009). 

 

 Al contrario que otras neoplasias, la incidencia del cáncer de 

próstata continua aumentando, aunque de forma más lenta (Jemal, 2008; 

Baade, 2009). Afortunadamente, la mortalidad causada por este tumor 

está descendiendo, al menos en los países desarrollados (Baade, 2009). 

 

 Los tratamientos más utilizados en el cáncer de próstata son la 

prostatectomía radical para los tumores confinados, y la castración 

quirúrgica o química para los metastáticos. No obstante, presentan 

numerosos problemas, como son la aparición de disfunción eréctil o la 

pérdida de orina en un alto número de pacientes operados de 

prostatectomía, y el desarrollo de insensibilidad a andrógenos en el caso 

de la castración (Assinder, 2009). 

 

Debido a su largo periodo de latencia y a su alta incidencia, el 

cáncer de próstata es una buena diana para la quimioprevención, es 

decir, para el uso de compuestos de la dieta o sintéticos capaces de 

bloquear la formación de tumores o de retrasar su desarrollo (Gupta, 

2001; Patel, 2007). 

 

En esta enfermedad, la apigenina ha demostrado inhibir el 

crecimiento de líneas de cáncer de próstata (Shukla, 2004b; Mak, 2006; 

Shukla, 2006; Czernik, 2008; Shukla, 2008), incluso en mayor medida que 

el de tejidos normales (Gupta, 2001), y, además, induce apoptosis 

mediante algunos de los mecanismos ya descritos (Gupta, 2001; Gupta, 

2002; Shenouda, 2004; Shukla, 2004a; Shukla, 2004b; Morrissey, 2005; 

Mak, 2006; Shukla, 2006; Kaur, 2008; Shukla, 2008). También provoca la 

parada del ciclo celular en las fases G0/G1, tanto in vitro (Gupta, 2001; 
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Gupta, 2002; Kobayashi, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2005; Shukla, 

2006; Shukla, 2007a; Shukla, 2007b), como en animales en los que se ha 

inducido el desarrollo de tumores de algunas de esas líneas celulares 

(Shukla, 2006) o en transgénicos que desarrollan espontáneamente 

cáncer de próstata (ratones con adenocarcinoma de próstata transgénico 

(TRAMP)) (Shukla, 2007b). Asimismo, la apigenina inhibe la migración de 

las células de próstata (Czernik, 2008; Franzen, 2009) y la producción in 

vitro de HIF-1α y VEGF, dos factores proangiogénicos muy importantes 

(Mirzoeva, 2008). 

 

En modelos in vivo, la apigenina provoca la disminución del tamaño 

y peso de los tumores y el aumento de la supervivencia, en parte por 

secuestro del factor de crecimiento similar a insulina (IGF) (Shukla, 2005; 

Shukla, 2006; Shukla, 2007b; Shukla, 2009). 

 

Una de las principales vías de señalización de proliferación del 

cáncer de próstata depende del receptor de andrógenos (AR). Este 

receptor, que actúa como factor de transcripción, está implicado no solo 

en la regulación de la proliferación celular, sino también en la invasión y 

metástasis (Tomlins, 2006; Hara, 2008; Crawford, 2009). Aunque durante 

el desarrollo de la enfermedad el cáncer de próstata se vuelve refractario 

al tratamiento con andrógenos, el AR sigue teniendo un importante papel, 

a través de diversos mecanismos como el aumento de los niveles o de la 

sensibilidad del receptor, o mutaciones que provocan la activación 

constitutiva o la posibilidad de que sea activado por otras moléculas 

(Tomlins, 2006; Crawford, 2009). La expresión, estabilidad y actividad del 

AR son reguladas por proteínas del ciclo celular y quinasas de vías 

afectadas por factores de crecimiento (MAPK, PKB/Akt, PTEN, NF-κB) 

(Reddy, 2006; Balk, 2008; Assinder, 2009). Se ha demostrado que la  

apigenina provoca la inhibición de la expresión del AR (Gupta, 2002; Lin, 

2007a), causando, así, una  disminución en los niveles intracelulares y 
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secretados del antígeno prostático específico (PSA) (Gupta, 2002). Esta 

serín proteasa es el principal marcador sérico de la progresión del cáncer 

de próstata, y parece implicada en la activación de factores de 

crecimiento (Gupta, 2002). 

 

La pérdida de expresión del gen de la glutatión-S-transferasa por 

hipermetilación es también habitual en los cánceres de próstata, 

produciéndose en más del 90% de los casos; la frecuencia del bloqueo de 

la síntesis de esta enzima crece desde las lesiones benignas de próstata 

hasta el cáncer. Probablemente, este hecho aumenta la sensibilidad del 

tejido al daño causado por radicales libres (Tomlins, 2006; Sciarra, 2007) 

 

Por otro lado, se ha detectado un aumento de la expresión de iNOS 

en tejido de próstata con hiperplasia benigna en humanos, incremento 

que es todavía mayor en los carcinomas. El NO, además de ser una 

fuente de RNS, induce la expresión de COX-2 (Sciarra, 2007).  

 

Esta enzima, COX-2, se encuentra sobreexpresada en el tejido 

epitelial prostático tanto en lesiones premalignas (hiperplasia benigna de 

próstata (BPH)) como malignas (neoplasia intraepitelial de alto grado 

(PIN); carcinoma de próstata), además de en otros tumores humanos 

(Kirschenbaum, 2000; Ghosh, 2007). El aumento de la expresión de COX-

2 y el consiguiente incremento en la síntesis de prostaglandina (PG) E2 

inhiben la apoptosis y estimulan la angiogénesis (aumento de los niveles 

de VEGF), la metástasis y la inmunosupresión, además de regular vías de 

señalización como la de Akt (Liu, 2000; Ghosh, 2007; Harris, 2007a; 

Assinder, 2009). Se ha observado una menor incidencia de cáncer de 

próstata (reducción del 39-55%) entre varones que utilizan regularmente 

AINE (Ghosh, 2007; Harris, 2007a; Harris, 2007b), y el uso de inhibidores 

específicos de COX-2 inhibe el crecimiento, aumenta la apoptosis y 

disminuye la producción de VEGF en células tumorales de próstata (Liu, 
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2000; Harris, 2007b; Sciarra, 2007; Haverkamp, 2008). Algunos autores 

proponen que, en parte, los efectos antitumorales de la apigenina sobre el 

cáncer de próstata se deben a que regula estas dos enzimas, iNOS y 

COX-2 (Shukla, 2004b). 

 

Uno de los principales reguladores de la expresión de las 

mencionadas enzimas es el factor NF-κB. Este factor de transcripción es 

un potente inhibidor de la apoptosis, y se encuentra sobreexpresado en 

numerosas neoplasias humanas, incluyendo el cáncer de próstata 

(Shukla, 2004b; Shukla, 2006). Shukla et al. (2004b) han demostrado la 

inhibición de NF-κB en células de cáncer de próstata tratadas con 

apigenina.  

 

Por otro lado, la pérdida de función de PTEN es un evento 

prevalente en el cáncer de próstata (en más del 50% de los casos), tanto 

por pérdida de la región cromosómica, como por mutaciones puntuales o 

regulación epigenética, y causa la regulación positiva de la quinasa Akt 

(Corcoran, 2006; Tomlins, 2006; Assinder, 2009). Esto provoca la 

desregulación del ciclo celular y de la apoptosis en células de cáncer de 

próstata. Dentro de esta vía de señalización intracelular, se ha 

comprobado que un aumento en los niveles de Akt se correlaciona con un 

peor pronóstico en cáncer de próstata (Assinder, 2009). Kaur et al. (2008) 

han demostrado que la apigenina inhibe la activación de Akt en células 

tumorales de próstata. 

 

 Además, en muestras de cáncer de próstata se han detectado 

niveles aumentados de algunos receptores con actividad tirosín quinasa, 

como EGF-R (Corcoran, 2006), cuya actividad es inhibida por la apigenina 

(Shukla, 2006). 
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 También algunas citoquinas actúan como factores de crecimiento 

del cáncer de próstata, o regulan la progresión del tumor. Así, la IL-1 

promueve el crecimiento y la progresión de varios tumores sólidos, 

induciendo la metástasis en modelos de cáncer de próstata, además de 

acelerar la degradación de la proteína NKX3.1, que actúa como supresor 

tumoral en el tejido prostático (Haverkamp, 2008; Markowski, 2008). Los 

niveles elevados de IL-6, citoquina que regula genes del ciclo celular y la 

apoptosis, empeoran el pronóstico de esta patología; se detectan niveles 

elevados en pacientes con metástasis (Lin, 2007b; Haverkamp, 2008). La 

sobreexpresión de IL-17 ha sido relacionada con el crecimiento y la 

formación de tumores en modelos experimentales, debido, 

probablemente, a su actividad proangiogénica; su expresión llega a 

aumentar en un 58% en tejido maligno de próstata (Haverkamp, 2008). 

Por su parte, IL-12 y -23 parecen tener efectos antitumorales (Lin, 2007b), 

mientras que IL-8 promueve el crecimiento de células neoplásicas y de 

tumores sólidos, incluido el de próstata, y niveles aumentados de esta 

citoquina se correlacionan con metástasis y mayor puntuación de Gleason 

en cáncer de próstata (Haverkamp, 2008).  

 

Los niveles plasmáticos de TNF-α y del factor de crecimiento 

transformante (TGF) -β se correlacionan con el desarrollo de tumores de 

próstata avanzados; además, e igual que IL-1, el TNF-α es capaz de 

reducir la estabilidad de NKX3.1 (Haverkamp, 2008; Markowski, 2008). La 

producción de grandes cantidades de proteína quimiotáctica de 

macrófagos (MCP) -1 aumenta la proliferación e invasividad del cáncer 

(Haverkamp, 2008). Muchas de estas moléculas con efectos protumorales 

(IL-1, -6, -8, TNF-α) son inhibidas por la apigenina en modelos de 

inflamación (Gerritsen, 1995; Smolinski, 2003; Kim, 2004a; Hougee, 2005; 

Kowalski, 2005; Comalada, 2006; Funaguchi, 2007; Nicholas, 2007; 

Shanmugam, 2008). 

 



Antecedentes 

 
64 

VII. FLAVONOIDES, APIGENINA Y RADIACIONES  
 

 

 

1. FLAVONOIDES Y RADIACIONES IONIZANTES 
 

Debido al auge de la utilización de radiaciones ionizantes para 

distintos fines, tales como el tratamiento del cáncer, el diagnóstico 

médico, aplicaciones industriales, etc., cada vez más personas están 

expuestas a ellas. Por ello, es de gran importancia la obtención de 

compuestos que permitan proteger a los tejidos sanos de los daños 

provocados por la radiación ionizante; estos compuestos, no indicados en 

el caso de pacientes con tumores, puesto que también protegerían a las 

células tumorales, son de gran interés para el personal médico o de 

industrias, aviadores, etc. sometidos a radiación por su trabajo (Lawenda, 

2008; Alcaraz, 2009) 

 

Aunque se han probado numerosas moléculas para evitar los 

daños causados por la radiación (compuestos con grupos sulfidrilo, como 

la cisteína o la amifostina, vitaminas antioxidantes, IFN-γ), su alta 

toxicidad a dosis radioprotectoras ha impedido su uso (Bogo, 1985; Nair, 

2001; Song, 2006; Alcaraz, 2009). Así, los radioprotectores con grupos 

tiol, como la amifostina, provocan hipotensión, náusea, vómitos y alergia, 

lo que limita su uso en la práctica clínica (Hosseinimehr, 2003; 

Hosseinimehr, 2006). 

 

 Debido a su baja toxicidad y a sus propiedades antioxidantes, los 

flavonoides han despertado el interés por sus posibles efectos 

radioprotectores. Numerosos estudios in vitro e in vivo han demostrado 

que estos compuestos son capaces de reducir los daños genéticos 
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causados por la radiación ionizante en células muy sensibles, como son 

las células hematopoyéticas o los linfocitos. 

 

 El té rojo rooibos (Shimoi, 1996) o negro (Parshad, 1998), una 

mezcla de catequinas y ácido cafeico a concentraciones similares a las 

presentes en el vino, además de otros componentes de dicha bebida 

(etanol, glicerol, etc.) (Greenrod, 2003); extractos de cítricos 

(Hosseinimehr, 2003) o de bayas de espino albar (rico en ácido 

clorogénico y epicatequina) (Hosseinimehr, 2007) actúan como 

radioprotectores. Un extracto de soja, rico en isoflavonas, disminuye los 

daños causados por la radiación ionizante en ratones: acelera la 

recuperación de los niveles de leucocitos circulantes y de reticulocitos, 

aumenta los niveles y la actividad de las defensas antioxidantes (catalasa, 

glutatión peroxidasa) y reduce los niveles de malonaldehido, un marcador 

de peroxidación lipídica, hepáticos, así como los daños tisulares en el 

hígado (Song, 2006). Nuestro grupo ha demostrado la actividad 

radioprotectora de extractos de olivo, de semilla de uva y de té verde 

(Castillo, 2000; Castillo, 2001; Benavente-García, 2002; Del Baño, 2006; 

Alcaraz, 2009). 

 

La luteolina y la quercetina, entre otros flavonoides, disminuyen la 

genotoxicidad de la radiación in vivo (Shimoi, 1994; Shimoi, 1996). La 

orientina y la vicenina reducen las anormalidades cromosómicas in vitro 

(Vrinda, 2001) e in vivo (Uma Devi, 2004) y previenen la muerte por daños 

en la médula ósea o en el sistema digestivo (Devi, 1999). La quercetina, 

la naringina y la crisina disminuyen el daño reparable al DNA, así como 

las lesiones no reparables, causados por la radiación ionizante tanto in 

vitro (Benkovic, 2008a; Benkovic, 2009a), como in vivo ( Benkovic, 2008b;  

Benkovic, 2008c; Benkovic, 2009b), además de retrasar la muerte de los 

animales tratados con los flavonoides e irradiados y de reducir los 

síntomas asociados a la radiación (Orsolic, 2007; Benkovic, 2008c; 
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Benkovic, 2008b). Por otro lado, la genisteína ha demostrado estimular la 

hematopoyesis y aumentar la supervivencia de ratones irradiados (Zhou, 

2005), mientras que la hesperidina disminuye los daños causados al DNA 

en células de médula ósea y las protege frente a la disminución de la 

proliferación celular causada por la radiación (Hosseinimehr, 2006). Los 

estudios de nuestro grupo demuestran que la rutina y la diosmina 

(Castillo, 2000; Benavente-García, 2002) y polifenoles como los ácidos 

carnósico, rosmarínico, gálico y elágico, el carnosol o el hidroxitirosol 

(Alcaraz, 2006; Del Baño, 2006; Alcaraz, 2009), tienen actividad 

radioprotectora. 

 

Por su parte, Rithidech et al. (2005a) demostraron que la apigenina 

tiene actividad protectora frente a los daños genotóxicos provocados por 

la radiación ionizante en linfocitos. 

 

Los efectos biológicos de la radiación son provocados por la 

acumulación de energía en las células irradiadas, provocando la 

formación de radicales libres de oxígeno. El anión superóxido (O2
·-), el 

radical hidroxilo (·OH) y el peroxilo (R-OO·) se forman secuencialmente a 

partir del oxígeno (Benavente-García, 2002) y, si no son rápidamente 

inactivados, oxidan distintas moléculas (Benavente-García, 2002; 

Rithidech, 2005a; Alcaraz, 2009). La radiación ionizante genera grandes 

cantidades de radical hidroxilo, muy reactivo y el más citotóxico, que, 

rápidamente, provoca la peroxidación de los lípidos de la zona (Alcaraz, 

2009). A pesar de que, durante la vida de la célula, se generan grandes 

cantidades de estos mismos radicales en las distintas reacciones 

celulares, los ROS formados por el depósito de energía de la radiación 

ionizante se diferencian de los endógenos en su frecuencia de aparición y 

su localización (Alcaraz, 2009). 

 



Antecedentes 

 
67 

Dado que en condiciones normales la célula está expuesta a 

radicales, dispone de sistemas antioxidantes endógenos y enzimas 

capaces de reparar los daños. Sin embargo, en caso de la generación 

masiva de ROS, como ocurre a causa de la radiación ionizante, estos 

sistemas se saturan y el estrés oxidativo puede causar citotoxicidad 

radioinducida (daños cromosómicos y mutaciones) o, incluso, la muerte 

de la célula (Rithidech, 2005a). Por ello, probablemente la actividad 

antioxidante de los flavonoides esté en la base de su capacidad 

radioprotectora, puesto que ayudarían a los sistemas endógenos a 

capturar los ROS formados por la radiación (Devi, 1999; Castillo, 2000; 

Uma Devi, 2000; Castillo, 2001; Benavente-García, 2002; Del Baño, 2006; 

Alcaraz, 2009). 

 

 Aunque distintos flavonoides y polifenoles, e, incluso, extractos o 

mezclas complejas ricos en estos compuestos han demostrado 

ampliamente que son capaces de proteger frente a los daños causados 

por la radiación ionizante, existen estudios con resultados totalmente 

opuestos. En estos estudios, se utilizan líneas celulares tumorales a las 

que se les aplican los flavonoides y la radiación de forma aislada y 

combinados, demostrando que dichos compuestos pueden causar un 

aumento en la sensibilidad de las células a la radiación. 

 

 Así, la genisteína ha demostrado que establece sinergia con la 

radiación en células de cáncer de próstata  y en dos líneas celulares de 

cáncer de cuello de útero. En el primer caso, aumentó la inhibición de la 

síntesis de DNA y el crecimiento celular (Hillman, 2001). Los efectos 

radiosensibilizantes sobre el cáncer de cuello de útero se debieron a la 

disminución de la viabilidad, el bloqueo del ciclo celular en G2/M 

(regulación positiva de p53 y p21) y en aumento de la apoptosis 

(liberación de citocromo c, regulación positiva de Bax y negativa de Bcl-2, 

activación de caspasas, aumento de la producción de ROS), además de a 
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la inhibición completa de la expresión de COX-2 inducida por la radiación 

de forma aislada (Zhang, 2006; Shin, 2008). 

 

 La apigenina, por su parte, ha demostrado actuar como 

radiosensibilizante en células de hepatoma (van Rijn, 1997; Shin, 2008) y 

de carcinoma escamoso de pulmón. En este tumor, Watanabe et al. 

(2007) demostraron que la combinación de la apigenina con radiación 

ionizante aumentó la apoptosis y la expresión de p21 / WAF1, induciendo, 

así, la parada del ciclo celular. 

  

La radiación ionizante, incluso a dosis bajas, es capaz de aumentar 

la actividad y la unión al DNA de NF-κB en células hematopoyéticas y en 

distintas líneas tumorales (leucemia, cáncer de cabeza y cuello, de mama, 

de colon, de próstata, etc.) (Garg, 2005; Kim, 2005a; Rithidech, 2005b; 

Brzoska, 2009). Este factor de crecimiento causa el incremento de la 

expresión de moléculas antiapoptóticas (Bcl-2), promoviendo 

parcialmente la resistencia a los efectos tóxicos de la radiación (Kim, 

2005a; Watanabe, 2007). El tratamiento de células de cáncer de próstata 

con un inhibidor del proteasoma bloqueó la degradación de IκB y, por 

tanto, la actividad de NF-κB, sensibilizándolas a la radiación (Kim, 2005a). 

 

El mecanismo de acción de este proceso parece ser multifactorial. 

Por un lado, las roturas que la radiación causa en el DNA disparan varias 

vías de señalización que convergen en la activación de NF-κB; una de 

ellas está mediada por la quinasa mutada en ataxia telangiectasia (ATM), 

un activador de NF-κB que, además, regula la actividad de proteínas 

reparadoras del DNA e implicadas en el ciclo celular (Bakkenist, 2003; 

Brzoska, 2009). La activación de ATM puede generar señales a favor de 

la supervivencia o a favor de la apoptosis, según la intensidad del daño 

genotóxico o los perfiles de expresión génica de la célula (Brzoska, 2009). 
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Por otro lado, los ROS formados por radiación la ionizante oxidan 

los centros catalíticos de las fosfatasas celulares, modificando, así, el 

equilibrio entre formas de receptores de membrana y quinasas citosólicas 

fosforiladas/defosforiladas (Kamata, 2005), lo que inicia cascadas de 

señalización hacia el núcleo. Una de las más importantes, que implica la 

activación de quinasas como algunas MAPK o la quinasa inductora de 

NF-κB (NIK), provoca la activación de ese factor de transcripción 

(Brzoska, 2009). Otra vía implica la translocación al núcleo, inducida por 

ROS, de ciertas proteínas, entre ellas IKK, que forman complejos con 

ATM (Wu, 2005; Wu, 2006; Wu, 2007); el complejo ATM-IKK vuelve al 

citoplasma, donde activa a NF-κB. Asimismo, en ocasiones se generan 

cantidades de ROS suficientes como para que activen directamente a NF-

κB (Brzoska, 2009). 

 

Los radicales, además de su importancia como causantes de 

daños celulares, han sido propuestos como activadores de distintas 

moléculas, como las caspasas, las MAPK y AP-1 (Brzoska, 2009). 

 

 Debido a sus efectos sobre las cascadas de señalización 

mencionadas, la radiación ionizante causa la expresión de COX-2 y la 

consiguiente síntesis de PGE2, lo que se ha relacionado con un aumento 

de la radiorresistencia (Tessner, 2004). 

 

 Dado que la activación de NF-κB parece tener un importante papel 

en el desarrollo de resistencia a la radiación, además de a otros 

genotóxicos, posiblemente la capacidad de la apigenina y otros 

flavonoides de inhibir su actividad (Kim, 2004a; Rithidech, 2005a; Yoon, 

2005; Comalada, 2006; Pergola, 2006; Meeran, 2008b; Nandakumar, 

2008; Crozier, 2009) podría estar en la base de que induzcan 

radiosensibilización en ciertos estudios. Además, y aunque los polifenoles 
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tienen actividad antioxidante, en ciertas condiciones experimentales 

pueden actuar como prooxidantes (Loo, 2003). 

 

 
 
 
2. FLAVONOIDES Y RADIACIONES NO IONIZANTES: RADIACIÓN UV 
Y FOTOENVEJECIMIENTO 

 

Durante el pasado siglo, las poblaciones blancas occidentales 

comenzaron a apreciar el bronceado como signo de belleza e, incluso, de 

salud. Esto ha provocado un cambio dramático en los hábitos de 

exposición al sol, provocando un gran aumento en la incidencia de 

cánceres cutáneos y, en menor medida, en la mortalidad (de Gruijl, 2008). 

Así, durante el año 2009 en EEUU, se diagnosticaron más de un millón de 

nuevos casos de cáncer cutáneo no melanoma y en torno a 53 000 casos 

de melanoma (Jemal, 2009). 

 

Este incremento de la incidencia de los cánceres cutáneos, cuyo 

tratamiento supone un coste anual de unos 2900 millones de dólares en 

EEUU (Sharma, 2010), así como el interés de la sociedad de luchar 

contra el envejecimiento cutáneo, un mercado que mueve unos 10 000 

millones de dólares (Yaar, 2007), ha estimulado la investigación sobre 

ambos fenómenos. 

 

Ya en 1894 se estableció la relación entre la exposición solar y el 

cáncer de piel  y, desde entonces, se ha identificado la radiación UV como 

el principal factor etiológico de los carcinomas cutáneos, responsable del 

90% de estos tumores (Filip, 2009), además de provocar, 

aproximadamente, tres millones de casos de cataratas al año en todo el 

mundo (González, 2008). La radiación UV es un carcinógeno completo 
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que causa eritema, edema, quemaduras, engrosamiento de la piel y 

aumento de la pigmentación tras exposiciones agudas, e 

inmunosupresión, envejecimiento prematuro y carcinomas si la exposición 

es crónica (Filip, 2009; Nichols, 2010). 

 

La radiación UVA supone alrededor del 95% de la radiación UV 

solar que alcanza la superficie terrestre. Es capaz de penetrar 

profundamente en la dermis y es más efectiva que la UVB provocando 

bronceado; daña los vasos sanguíneos dérmicos, provoca hiperplasia 

epitelial y engrosamiento del estrato córneo, depleción de las células de 

Langerhans y sus efectos son mediados, principalmente, por los ROS 

(Svobodova, 2006; Yaar, 2007). Debido a su capacidad de penetrar 

profundamente en la dermis, la radiación UVA parece ser la mayor 

responsable del fotoenvejecimiento. 

 

La radiación UVB (4-5% de la radiación UV que atraviesa la 

atmósfera) es mucho más genotóxica que la UVA y produce más 

quemaduras; actúa, principalmente, sobre la epidermis, dañando 

directamente el DNA y las proteínas, aumentando la producción de ROS, 

reduciendo los niveles de antioxidantes endógenos, e induciendo 

inmunosupresión e inflamación (Svobodova, 2006; Yaar, 2007). Mientras 

que la luz UVA se relaciona con el 67% de los melanomas, la UVB se 

considera responsable de los daños genéticos que provocan el desarrollo 

de carcinomas de células basales (BCC) y de células escamosas (SCC) 

(Svobodova, 2006). 

 

La fotoprotección y la quimioprevención, por tanto, están cobrando 

mucha importancia como elementos profilácticos y terapéuticos 

esenciales en la lucha contra el fotoenvejecimiento y la fotocarcinogénesis  

(González, 2008; Filip, 2009). Es por ello que existe un gran interés en el 

desarrollo y comercialización de nuevos compuestos fotoprotectores. 
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Recientemente se han comercializado fotoprotectores orales que 

contienen distintos principios activos, principalmente antioxidantes, que 

pueden regenerar la capacidad antioxidante del organismo, perdida por la 

exposición solar. Estos compuestos incluyen el licopeno, mezclas de 

vitaminas antioxidantes, extractos vegetales ricos en polifenoles 

(extractos de Polypodium leucotomos o de té verde) y de flavonoides, 

como la genisteína, que combinan la acción antioxidante con la 

antiinflamatoria (González, 2008). Un ensayo de intervención con una 

bebida de cacao rica en flavonoles disminuyó la sensibilidad a la radiación 

UV, medida a través de la aparición de edema (Heinrich, 2006), mientras 

que la aplicación tópica de genisteína a humanos redujo el eritema 

causado por la exposición a luz UV (Wei, 2003). En humanos, los 

polifenoles del té verde reducen el edema y la infiltración leucocitaria 

inducidos por la radiación UV (Nichols, 2010). 

 

Además, dado que es bien conocido que la administración tópica 

de antioxidantes (formulaciones con vitamina C o E, o con β-caroteno) 

tiene efecto protector frente a la radiación UV (Pinnell, 2003), se está 

investigando el uso de polifenoles (polifenoles del té verde, resveratrol, 

curcumina, genisteína, silimarina, quercetina, apigenina, etc.) como 

fotoprotectores tópicos (Yaar, 2007; González, 2008). Numerosos 

compuestos vegetales han demostrado proteger frente a los daños 

causados por UVB, entre ellos el resveratrol, los ácidos cafeico y ferúlico, 

la apigenina, la genisteína, la quercetina, el EGCG, la epicatequina, la 

silibina, y la silimarina (extracto de Sylibum marianum) y extractos de 

Ginkgo biloba, Polypodium leucotomos o Prunella vulgaris. Sin embargo, 

solamente unos pocos (ácido carnósico, quercetina, epicatequina, EGCG, 

silimarina, extractos de P. leucotomos o P. vulgaris) protegen frente a 

UVA (Svobodova, 2006). 
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En modelos animales, muchos polifenoles o extractos ricos en ellos 

han demostrado efecto antifotocarcinogénico. Así, el extracto de semilla 

de uva, la silibinina, la silimarina, los polifenoles del té verde, el EGCG, la 

genisteína y la apigenina reducen el desarrollo de tumores inducidos por 

UVB (Birt, 1997; Lepley, 1997; Tong, 2007; Dinkova-Kostova, 2008; Filip, 

2009; Meeran, 2009; Nichols, 2010; Sharma, 2010). La apigenina, 

además aumenta la supervivencia sin tumores (Birt, 1997). 

 

La absorción de fotones de luz UV por los cromóforos cutáneos 

puede provocar reacciones fotoinducidas, típicas en el DNA o, si es 

recogida por un sensibilizante, la generación de radicales y ROS 

(Svobodova, 2006). Son muchas las biomoléculas capaces de absorber 

UV: ácidos nucleicos, aminoácidos aromáticos (triptófano, tirosina, 

fenilalanina, histidina, cisteína), NAD(P)H, grupos hemo, quinonas, 

porfirinas, eumelanina, etc. (Svobodova, 2006; González, 2008). Sin 

embargo, son los ácidos nucleicos los cromóforos críticos en la respuesta 

biológica de la piel a la radiación UV; afortunadamente, están en parte 

protegidos por la presencia de aminoácidos aromáticos en el estrato 

córneo (Svobodova, 2006).  

 

La captación de luz UVB por los ácidos nucleicos provoca la 

formación de fotoproductos diméricos entre pirimidinas adyacentes en la 

misma hebra del DNA; se forman dímeros de ciclobutano pirimidina (CPD) 

y, con menor frecuencia, fotoproductos de 6-4 pirimidona (6-4PP), que 

pueden ser reparados por enzimas específicas (Svobodova, 2006; de 

Gruijl, 2008; González, 2008; Rundhaug, 2008; Filip, 2009). Su reparación 

incorrecta, más frecuente en el caso de los CPD, causa mutaciones 

características (Svobodova, 2006; de Gruijl, 2008); el gen de p53 contiene 

este tipo de mutaciones en la mayoría de SCC humanos y murinos 

(Rebel, 2001; Melnikova, 2005; de Gruijl, 2008; Rundhaug, 2008). 
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Estudios en modelos murinos han determinado la importancia de los CPD 

en el desarrollo de carcinomas cutáneos inducidos por UVB (Jans, 2005). 

 

Las estructuras anormales inducidas por la radiación UV en el DNA 

son detectadas por proteínas sensores que estimulan la actividad de 

enzimas reparadoras y activan a quinasas transductoras como la proteína 

relacionada con ataxia telangiectasia y Rad3 (ATR) y ATM, que tienen 

como sustratos a p53 o a la quinasa de control (Chk) -1. La fosforilación 

de esta última enzima causa su paso desde el núcleo al citoplasma, 

donde bloquea las cdk1 y 2, deteniendo la replicación del DNA 

(Nakanishi, 2009). 

 

Este tipo de daños directos de la radiación UV también afectan al 

RNA, causando el bloqueo de la transcripción (Svobodova, 2006). 

 

Además, la irradiación con luz UV hace la cromatina más accesible, 

facilitando la rotura de las hebras del DNA y el acceso de proteínas 

capaces de unirse a él (Nakanishi, 2009). 

 

Se ha descrito que los polifenoles del té verde, el EGCG, la 

silibinina o la baicaleína disminuyen la formación de CPD y aumentan su 

reparación (Dinkova-Kostova, 2008; Filip, 2009; Meeran, 2009; Zhou, 

2009; Nichols, 2010). 

 

La exposición a radiación UV, bien sea UVA o UVB, provoca la 

rápida formación de ROS y RNS (Nishigori, 2006; Svobodova, 2006; 

Straface, 2007; Bossi, 2008; Rundhaug, 2008; Huang, 2009). Así, 

Straface et al. (2007) han demostrado que, pasados 30 minutos de 

irradiar fibroblastos con una única dosis de UVB, se detecta un aumento 

en el contenido de anión superóxido, mientras que otros estudios indican 
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que los niveles de ROS pueden llegar a multiplicarse por 7 tras la 

exposición a UVA (Bossi, 2008). 

 

La baicaleína, la silimarina, la miricetina, la genisteína y el EGCG 

han demostrado proteger frente al daño oxidativo causado por la radiación 

UV tanto in vitro como in vivo, reduciendo la generación de distintos tipos 

de ROS (Wei, 1996; Wei, 1998; Wei, 2002; Wei, 2003; Huang, 2009; 

Zhou, 2009; Nichols, 2010).  

 

Aunque la piel contiene antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos 

que reducen los radicales a moléculas menos reactivas (Benavente-

García, 2002; Svobodova, 2006; Yaar, 2007), estos sistemas endógenos 

se ven sobrepasados por la producción masiva de especies reactivas. 

Además, la radiación UV provoca la depleción de la red endógena de 

antioxidantes; así, tras la exposición a UV se detecta la disminución de la 

actividad de la catalasa, la glutatión peroxidasa, la glutatión reductasa, y 

la SOD, así como la reducción de los niveles de glutatión, de ubiquinona y 

de α-tocoferol (Shindo, 1994; Svobodova, 2006; Bossi, 2008). 

 

La apigenina y otros flavonoides han demostrado aumentar o 

proteger la red de antioxidantes endógenos, lo que reduciría los daños 

causados por la radiación UV (Manach, 2004; Khan, 2006; Rahman, 

2006). 

 

El exceso de radicales libres provoca una cascada de eventos que 

conlleva el deterioro progresivo de la estructura y función celulares, al 

oxidar distintas biomoléculas celulares. Una de las principales dianas es, 

de nuevo, el DNA; los ROS provocan rotura de hebras del DNA, 

entrecruzamientos de las proteínas asociadas, y la oxidación de las bases 

del DNA, fundamentalmente de la guanina, que da como resultado la 

formación de 8-oxo-7,8-dihidroxi-2’deoxiguanina (8-oxo-dG), causante de 



Antecedentes 

 
76 

mutaciones (Wilgus, 2003a; Svobodova, 2006; de Gruijl, 2008; Rundhaug, 

2008). Estos daños inducen la expresión de p53 y de p21, a través de las 

quinasas ATM, ATR, p38 y otras MAPK, en las 8-12 horas posteriores a la 

exposición; se detiene el ciclo celular para intentar reparar los daños 

genéticos y, si no es posible, la célula entra en apoptosis (Svobodova, 

2006; Rundhaug, 2008). Sin embargo, las mutaciones o la pérdida del gen 

de p53, muy frecuentemente causadas por la radiación UV, eliminan este 

punto de control, aumentando la susceptibilidad de la piel a la 

fotocarcinogénesis (de Gruijl, 2008). 

 

La administración de polifenoles del té verde o de silibinina regula 

la expresión de p53 y p21, provocando la parada del ciclo celular 

(Dinkova-Kostova, 2008; Filip, 2009; Nichols, 2010). La apigenina provoca 

parada del ciclo celular, en G2/M en queratinocitos y en G1 en fibroblastos, 

por inhibición de cdk, acumulación de p53 y aumento de p21/WAF-1 

(Lepley, 1997; McVean, 2000; Patel, 2007), además de inducir la 

liberación de citocromo c al citoplasma y la translocación de Bax a la 

mitocondria, activando, así, la apoptosis en respuesta a la radiación UVB 

(Abu-Yousif, 2008). 

 

 También el DNA mitocondrial sufre daños oxidativos; además, 

debido a la menor eficacia de los sistemas reparadores del orgánulo, 

acumula más mutaciones que el nuclear (Svobodova, 2006). Así, en la 

piel expuesta a la luz solar, se detecta con mayor frecuencia la delección 

de una zona del DNA mitocondrial que contiene regiones codificantes de 

varios elementos de la cadena respiratoria. Este daño, además de afectar 

a la función mitocondrial, puede causar la acumulación de más ROS 

(Yaar, 2007).  

 

Los ROS formados por la radiación UV, además, son capaces de 

atacar a las membranas celulares formando radicales lipoperoxilo y 
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lipohidroperóxido, que también son especies reactivas y tienen una vida 

media mucho mayor (Nishigori, 2006; Svobodova, 2006; Bossi, 2008; 

Filip, 2009; Rhodes, 2009). La exposición aguda a UV de fibroblastos 

aumenta hasta 6 veces los niveles normales de peroxidación lipídica 

(Bossi, 2008), mientras que Mulero et al. (2006), en un trabajo con ratas, 

describieron el incremento de marcadores de peroxidación lipídica tanto 

en plasma como en la epidermis. 

 

El EGCG y la miricetina inhiben la peroxidación lipídica inducida 

por UV (Huang, 2009; Nichols, 2010). 

 

Por otro lado, los ROS pueden causar distintas modificaciones 

oxidativas en las proteínas: formación de derivados carbonilo, 

entrecruzamientos de tirosinas, interconversión y oxidación de 

aminoácidos, aductos, rotura de enlaces peptídicos, etc. La cisteína, la 

metionina, la tirosina, la prolina y la arginina son los aminoácidos más 

susceptibles a la oxidación (Svobodova, 2006; Yaar, 2007). La oxidación 

de proteínas puede ocasionar cambios en la actividad de las enzimas y 

pérdida de función o cambios en la degradación en proteínas 

estructurales.  

 

La aplicación tópica de algunos polifenoles o extractos vegetales 

(extracto de semilla de uva, polifenoles del té verde, EGCG) inhibe la 

oxidación de proteínas (Nichols, 2010). 

 

Los radicales formados por la radiación UV oxidan los centros 

catalíticos de las fosfatasas celulares, entre ellas PTEN, alterando el 

equilibrio entre formas fosforiladas/defosforiladas de receptores y 

quinasas celulares (Yaar, 2007; Rundhaug, 2008; Brzoska, 2009). Esto 

causa la activación de los receptores de IL-1, TNF-α, insulina, factor de 

crecimiento de queratinocitos (KGF) y EGF (Yaar, 2007); de las quinasas 
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MAPK, PI3K / Akt (Mahns, 2004; Bachelor, 2005; Kim, 2005b; Svobodova, 

2006; Rundhaug, 2008; Brzoska, 2009; Huang, 2009), así como de los 

factores de transcripción AP-1 y NF-κB (Reelfs, 2004; O'Dea, 2008; 

Brzoska, 2009). AP-1, que es activado, además, por la liberación de 

ceramidas de las membranas oxidadas, aumenta la proliferación de 

queratinocitos, causando la hiperplasia epitelial típica del 

fotoenvejecimiento, e inhibe la síntesis de procolágeno de tipo I y III (Yaar, 

2007). La activación de NF-κB es mediada, además, por ATM, PKC, p38 y 

por el radical superóxido y los peroxinitritos generados tras la irradiación, 

y participa en el aumento de la angiogénesis y de los infiltrados 

inflamatorios (Yaar, 2007; Brzoska, 2009). 

 

Numerosos estudios han demostrado el papel de varios polifenoles 

y extractos vegetales ricos en estos compuestos en el bloqueo de la 

activación de vías de señalización inducida por la radiación UV. Así, los 

polifenoles del té verde y el EGCG bloquean la activación de MAPK, NF-

κB y AP-1, mientras que este último inhibe, también, la actividad de PI3K 

y Akt (Filip, 2009; Nichols, 2010) La miricetina, por su parte, suprime la 

activación inducida por UV de PI3K, Akt y JNK (Huang, 2009; Jung, 

2009). La genisteína, además, bloquea el aumento de la expresión de 

JNK y la activación de STAT (Yaar, 2007; Dinkova-Kostova, 2008) y, junto 

a la quercetina, el kaempferol, la wogonina y la apigenina inhibe a AP-1 

(Lim, 2007; Dinkova-Kostova, 2008). La silibinina inhibe la activación de 

NF-κB y de STAT (Dinkova-Kostova, 2008).  

 

Además, hay varias isoformas de PKC implicadas en vías de 

señalización activadas por radiación UV: PKCε actúa como sensibilizador 

y participa en el desarrollo de SCC (Wheeler, 2004; Aziz, 2007); la 

sobreexpresión de PKC atípicas protege frente a los daños causados por 

la radiación UV, induciendo apoptosis en las células dañadas; mientras 



Antecedentes 

 
79 

que PKCι y ζ inhiben la muerte inducida por UV y la inactivación de PKCδ 

provoca un aumento de la síntesis de ROS (Bossi, 2008). 

 

Por otro lado, acumulación de proteínas oxidadas causa la 

inhibición de la actividad del proteasoma (Yaar, 2007; Catalgol, 2009), lo 

que, por un lado, aumenta los niveles de MMP-1 y disminuye los de TIMP-

1, y por otro, aumenta la activación de JNK y AP-1 (Catalgol, 2009). 

 

Aunque el fotoenvejecimiento afecta a toda la piel (los vasos 

sanguíneos se dilatan y se vuelven tortuosos; aumenta el infiltrado 

inflamatorio; los queratinocitos pierden la polaridad y se vuelven 

irregulares y los melanocitos son menos frecuentes y anormales), 

probablemente la elastosis sea uno de los fenómenos asociados al 

fotoenvejecimiento más característicos. Histológicamente, la dermis 

muestra acúmulos desorganizados de elastina, aumento de los 

glicosaminoglicanos y proteoglicanos y degradación del colágeno 

(Svobodova, 2006; Yaar, 2007). Esta alteración depende de la síntesis de 

componentes estructurales dérmicos, y de su degradación mediante las 

MMP, reguladas por TIMP.  

 

En la piel expuesta a la radiación, disminuye la síntesis de 

procolágeno de tipo I y III (Svobodova, 2006; Yaar, 2007) y de ácido 

hialurónico (Dai, 2007) y aumenta la de elastina (Svobodova, 2006). Estos 

cambios son debidos, en parte, a la inducción de la liberación de MMP, 

endopeptidasas dependientes de cinc encargadas de la degradación de 

los componentes de la matriz extracelular, por las células dérmicas 

(fibroblastos, queratinocitos, macrófagos, células endoteliales, mastocitos 

y eosinófilos) en respuesta a la exposición a UVA (MMP-1, -2, -3, -9) o 

UVB (MMP-1, -3, -9), o a ROS, citoquinas inflamatorias o MAPK  

(Svobodova, 2006; Yaar, 2007; Catalgol, 2009). Asimismo, la radiación 

UV atrae a la piel a neutrófilos, los cuales liberan al medio MMP-8 (Yaar, 
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2007); algunos autores sugieren que la principal fuente de MMP 

secretadas por el estímulo de la radiación UV son los neutrófilos que 

infiltran la dermis (Rijken, 2005). La radiación UV también afecta a la 

síntesis de los reguladores de las MMP, disminuyendo los niveles de 

TIMP-1 (Catalgol, 2009). Por otro lado, la degradación del colágeno 

causada por la luz UV no es completa y los productos formados, además, 

regulan negativamente la síntesis de colágeno (Yaar, 2007). 

 

Además, la radiación UV causa la regulación negativa de las 

sintasas de ácido hialurónico (Dai, 2007). 

 

El tratamiento con polifenoles del té verde, EGCG, genisteína, 

miricetina, luteolina, crisina, quercetina, kaempferol, wogonina o apigenina 

reduce la síntesis y secreción de distintas MMP inducidas por radiación 

UV (Lim, 2007; Sim, 2007; Yaar, 2007; Dinkova-Kostova, 2008; Filip, 

2009; Jung, 2009; Nichols, 2010). La quercetina, la genisteína el 

kaempferol, la luteolina, la crisina, la miricetina, la wogonina y la 

apigenina, además, inhiben la actividad MMP-1 (Kim, 2003; Lim, 2007; 

Sim, 2007), mientras que la apigenina también ha demostrado inhibir la 

MMP-9 (Choi, 2009a). Además, la genisteína y la apigenina regulan la 

síntesis de TIMP y de uPA (Kim, 2003), mientras que el EGCG y los 

polifenoles del té verde aumentan la expresión de TIMP (Dinkova-

Kostova, 2008). 

 

La radiación UVA y UVB induce la expresión o activa a las enzimas 

del metabolismo del ácido araquidónico. Rhodes et al. (2009) han 

demostrado que, tras la exposición de piel humana a radiación UV, se 

produce una activación secuencial del metabolismo del ácido 

araquidónico. Así, a las 24 horas de la exposición, aumenta la expresión 

de COX-2, que sintetiza prostaglandinas vasodilatadores (E y F) en las 

24-48 primeras horas, asociado al eritema. Posteriormente, hasta las 72 
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horas, se elevan los niveles de 12-LOX y sus metabolitos, 8-, 11-, 12-

HETE, potentes quimioquinas que atraen a neutrófilos y linfocitos y, a 

partir de las 72 horas, 15-LOX produce un pico de 15-HETE, 

antiinflamatorio. 

 

La peroxidación lipídica ha demostrado activar la PLA2 (Bachelor, 

2004). Los daños a las membranas, así como la activación de quinasas 

de señalización (Mahns, 2004; Bachelor, 2005; Kim, 2005a; Rundhaug, 

2008; Brzoska, 2009) aumentan la expresión de COX-2 (Mahns, 2004; 

Afaq, 2005; Bachelor, 2005; Kim, 2005b; Svobodova, 2006; Yaar, 2007). 

Este aumento se detecta en las lesiones premalignas (queratosis 

actínicas) y malignas (SCC, BCC) tanto en animales como en humanos 

(Athar, 2001; An, 2002; Harris, 2007b; Rundhaug, 2008), así como tras 

una exposición aguda a UV, sobre todo en la capa basal, causando un 

aumento de la proliferación y apoptosis de los queratinocitos (An, 2002; 

Tripp, 2003; Rundhaug, 2008). Distintos estudios con ratones 

transgénicos o con inhibidores específicos de COX-2 han resaltado la 

importancia de COX-2  tanto en el desarrollo de tumores inducidos por UV 

(Wilgus, 2003a; Wilgus, 2003b; Butler, 2005; Fischer, 2007), como en la 

inflamación mediada por UV (Wilgus, 2002; Wilgus, 2003a). 

 

La silimarina, la baicaleína, el extracto de semilla de uva y los 

polifenoles del té verde reducen el edema y la infiltración leucocitaria 

(Zhou, 2009; Nichols, 2010; Sharma, 2010). La administración oral de 

polifenoles del té verde o de semilla de uva reduce los niveles de 

marcadores de inflamación (COX-2, PGE2) y de citoquinas 

proinflamatorias (TNF-α, IL-1 y -6) (Meeran, 2009; Nichols, 2010; Sharma, 

2010). La genisteína, la silimarina, el EGCG y la apigenina inhiben la 

inducción de la expresión de COX-2 por radiación UV (Tong, 2007; Van 

Dross, 2007; Dinkova-Kostova, 2008; Filip, 2009; Nichols, 2010).  
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Además, la irradiación con luz UV aumenta la expresión de 15-

LOX, cuyos metabolitos inhiben la proliferación celular y la síntesis de 12-

LOX, de ciclinas y de cdk, y activan la apoptosis. Las dos isozimas de 15-

LOX tienen importante actividad anticarcinogénica a través del 

metabolismo de ácidos grasos poliinsaturados (Yoo, 2008). 

 

La radiación UV también aumenta la expresión de iNOS, cuyo 

producto, el NO, participa en la iniciación de la melanogénesis, el eritema 

y la inmunosupresión (Cals-Grierson, 2004; Svobodova, 2006). 

 

La silimarina inhibe la inducción de la expresión de iNOS causada 

por radiación UV (Nichols, 2010). 

 

La ornitina decarboxilasa (ODC), enzima limitante en la síntesis de 

poliaminas, tiene un importante papel en la regulación de la proliferación 

celular y es un marcador de promoción tumoral. La exposición aguda o 

crónica a UVB aumenta la expresión y la actividad de esta enzima (Afaq, 

2005; Svobodova, 2006; Yaar, 2007; de Gruijl, 2008). 

. 

Dos flavonoides, la silimarina y la apigenina, han demostrado  

inhibir la inducción de la enzima ODC por UV (Birt, 1997; Nichols, 2010). 

 

Los queratinocitos, los melanocitos y las células de Langerhans en 

la epidermis, y los fibroblastos, las células endoteliales y del músculo liso, 

los mastocitos y otras células inflamatorias presentes en la dermis pueden 

producir citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento cuando son 

estimuladas o activadas por UVA o UVB. Estas moléculas están 

implicadas en la regulación de numerosos procesos del 

fotoenvejecimiento, desde los cambios en las células o en la matriz 

extracelular a la inmunosupresión (Tabla 4) (Kondo, 2000).  
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El extracto de semilla de uva, la silibinina, los polifenoles del té 

verde y el EGCG inhiben la inmunosupresión inducida por radiación UVB, 

a través del aumento de IL-12 y la disminución de IL-10 (Dinkova-

Kostova, 2008; Nandakumar, 2008; Filip, 2009).  

 

Por otro lado, la miricetina inhibe la angiogénesis producida por 

dosis repetidas de UV-B; este compuesto, además de los polifenoles del 

té verde y el EGCG suprimen la inducción de VEGF (Dinkova-Kostova, 

2008; Jung, 2009). La silibinina inhibe la expresión causada por UV de los 

factores proangiogénicos HIF-1α y VEGF (Dinkova-Kostova, 2008). 
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Desregulación del 

crecimiento de 

queratinocitos 

IL-1*, -6*, -8; GM-CSF, TGF-α, NGF (producidos por 

queratinocitos)  

KGF, EGF, HGF (producidos por fibroblastos y otras 

células dérmicas) 

Anomalías en la 

pigmentación 

bFGF, HGF (aumento de la actividad de melanocitos) 

IL-1*, -6*; TGF-β*, TNF-α*, IFN-β (disminución de la 

actividad de los melanocitos) 

Epidermis 

Depleción de células de 

Langerhans 
IL-1*, -6*; TNF-α*, MCP-1, GM-CSF 

Control del crecimiento y 

diferenciación de 

fibroblastos 

IL-1*, -6*; TGF-α, -β*; TNF-α*, PDGF, FGF 

Inducción de la síntesis de 

componentes de la matriz 

extracelular 

IL-1, -4;  TGF-β*, PDGF, IGF-1 

Regulación de MMP 

IL-1*, -6*; TGF-β*, TNF-α*, PDGF, bFGF, EGF, GM-

CSF (activación / inducción de síntesis de MMP) 

IL-4, IFN-γ (inhibición de MMP) 

IL-1*, EGF, bFGF (aumento de la síntesis de TIMP) 

Dermis 

Infiltración dérmica de 

células inflamatorias 
IL-1*, -6*, TNF-β (atracción de neutrófilos) 

Organismo Inmunosupresión 
IL-4, -10 (regulación positiva) 

IL-12 (regulación negativa) 

 
Tabla 4. Implicación de las citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento en las 

alteraciones producidas durante el fotoenvejecimiento. bFGF: factor de crecimiento de 

fibroblastos básico; EGF: factor de crecimiento epidérmico; FGF: factor de crecimiento 

de fibroblastos; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos / macrófagos; 

HGF: factor de crecimiento de hepatocitos; IFN: interferón; IGF: factor de crecimiento 

similar a insulina; IL: interleuquina; KGF: factor de crecimiento de queratinocitos; MCP: 

proteína quimiotáctica de monocitos; MMP: metaloproteasas de matriz; NGF: factor de 

crecimiento nervioso; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; TGF: factor de 

crecimiento transformante; TIMP: inhibidor tisular de MMP; TNF: factor de necrosis 

tumoral. Asteriscos: regulación por radiación UV (Kondo, 2000; Kim, 2005b; Svobodova, 

2006; Gambichler, 2007; Yaar, 2007; Dinkova-Kostova, 2008). 
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1. Evaluar la posible actividad antiinflamatoria de un un derivado soluble 

en agua de la flavona apigenina, apigenina potásica, en un modelo 

de inflamación aguda en ratones inducido por la inyección de 

carragenato. 

 

2. Estudiar los efectos de la apigenina potásica:  

 

a) in vitro, sobre la viabilidad, apoptosis, ciclo celular y migración de 

la línea celular de cáncer de próstata TRAMP-C1, en 

comparación con la línea celular de próstata no transformada 

PNT2; 

 

b) in vivo, sobre la supervivencia de los animales en un modelo 

murino de carcinoma de próstata trasplantable. 

 

3. Analizar el posible efecto protector de la apigenina potásica frente a: 

 

a) la radiación ionizante (radiación γ y X), in vitro, en linfocitos 

humanos y en dos líneas celulares (TRAMP-C1 y PNT2); 

 

b) la radiación no ionizante, in vivo, en un modelo murino de 

fotoenvejecimiento inducido por radiación UV, así como su 

biodistribución plasmática y tisular. 
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I. ESTUDIOS IN VITRO 
 

 

1. LÍNEAS CELULARES 
 

En los estudios in vitro hemos utilizado las siguientes líneas 

celulares: 

 

- Línea celular de carcinoma de próstata de ratón transgénico 
TRAMP-C1 (ATCC, EEUU) (Fig. 13).  
 

Esta línea de carcinoma de próstata fue derivada en 1996 de un 

tumor primario desarrollado en la cepa transgénica de ratones TRAMP. 
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Estos ratones, procedentes de la cepa C57BL/6, fueron diseñados para 

expresar un constructo para dirigir la expresión específica en el epitelio 

prostático del antígeno T grande del virus SV40. Todos los machos 

TRAMP desarrollan, de forma espontánea y uniforme tras la pubertad, 

todo el espectro tumoral de la próstata, que semeja completamente a la 

patogenia del cáncer de próstata en humanos. 

 

Para el cultivo de la línea TRAMP-C1 hemos utilizado el medio 

DMEM con 4,5 g/l de glucosa, tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado 

con suero bovino fetal (5%) y Nu-Serum (5%), glutamina (4 mM), 

dehidroandrosterona (10 nM), insulina (10 mg/ml), penicilina (100 UI/ml) y 

estreptomicina (100 μg/ml). Los cultivos se han mantenido a 37ºC, con una 

humedad relativa del 90-95% y atmósfera con el 8% de CO2. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 13. Células de la línea TRAMP-C1 en cultivo (contraste de fases, 100x). 
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- Línea celular de células epiteliales de próstata PNT2 (HPACC, Reino 
Unido) (Fig. 14).  
 

Línea de células epiteliales de próstata normales, establecida a 

partir de tejido de próstata de un hombre de 33 años, e inmortalizada 

mediante la transfección de un plásmido con el genoma del virus SV40 

con un origen de replicación defectivo. 

 

Para el cultivo de esta línea celular hemos utilizado el medio RPMI 

1640, tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado con SBF (10%), glutamina 

(2 mM), penicilina (100 UI/ml) y estreptomicina (100 μg/ml). Los cultivos se 

han mantenido a 37ºC, con una humedad relativa del 90-95% y atmósfera 

con el 5% de CO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14. Células de la línea PNT2 en cultivo (contraste de fases, 100x). 
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Método de cultivo.  
 

Establecimos los cultivos a partir de viales criocongelados en 

nitrógeno líquido a -196ºC. Descongelamos los viales rápidamente en un 

baño a 37ºC, pasando el contenido del vial a un frasco de cultivo de 75 

cm2 con 10 mL de medio de cultivo fresco. Cuando las células se habían 

fijado al sustrato, pasadas 24 horas, sustituimos el medio por medio fresco 

para eliminar el crioprotector (dimetilsulfóxido (DMSO) al 10%) que 

contenía el vial. 

 

 Para el cultivo masivo usamos frascos de 75 cm2 y el medio 

adecuado según la línea celular. Todo el instrumental utilizado fue 

esterilizado previamente y realizamos la manipulación de las células en 

cabinas de flujo laminar vertical Cultair ASB tipo II. Controlamos el 

crecimiento celular diariamente mediante un microscopio invertido de 

contraste de fases, cambiando el medio de cultivo cada vez que el 

indicador de pH señalaba que se había agotado (2-3 días). 

 

 Para realizar los subcultivos y obtener las células para inocular los 

ratones, tratamos los cultivos confluentes con 3 ml de tripsina y ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) (0.25% y 0.25%, respectivamente) 

durante 2-5 minutos a 37ºC. Tras despegar las células mediante agitación 

y añadir 5 ml de medio suplementado con suero bovino fetal, fueron 

centrifugadas a 214 g durante 10 minutos (TRAMP-C1) o a 150 g durante 

5 minutos (PNT2) a temperatura ambiente para eliminar la tripsina. 

Resuspendimos el sedimento en 2 ml de medio fresco para realizar el 

contaje de células vivas con azul tripán en una cámara hemocitométrica, 

comprobando que la viabilidad celular media fuera como mínimo del 99%. 

A partir de la densidad así obtenida calculábamos el inóculo necesario 

para el subcultivo o para los ensayos. 
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 Comprobamos regularmente la ausencia de Mycoplasma spp. en 

todas las líneas celulares utilizadas mediante la tinción de fluorescencia 

directa del ADN con Hoechst 33258. 

 

 

 

2. REACTIVOS 
 

- El medio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el 

medio RPMI 1640 y el F-10, la glutamina, la dehidroandrosterona, la 

insulina, la penicilina, la estreptomicina, el bromuro de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), el dimetil sulfóxido 

(DMSO), el Hoechst 33258, el PBS, la estaurosporina, la 

ribonucleasa A (RNasa) pancreática bovina, el yoduro de propidio, 

la fitohemaglutinina y la citochalasina B procedían de Sigma (Sigma 

Co., España).  

 

- El suero bovino fetal (SBF) y el Nu-Serum se compraron a Gibco 

(EEUU) y a BD (EEUU), respectivamente.  

 

- El ácido acético glacial y el etanol se obtuvieron de Scharlau 

(Scharlab S.L., España) 

 

- El metanol procedía de Panreac (España).  

 

- La heparina sódica al 5% se obtuvo de Laboratorios Rovi (España). 
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3. APARATOS 
 

En los estudios in vitro hemos utilizado los siguientes aparatos: 

 

− Lector de placas de 96 pocillos (Servicio de Cultivo de Tejidos, 

Servicio de Apoyo a la Investigación (SAI), Universidad de Murcia) 

modelo Multiskan MCC/340P (Labsystems, Finlandia), que realiza 

medidas de absorbancia en placas múltiples de 96 pocillos, y que 

dispone de los siguientes filtros: 340, 380, 405, 520, 550, 560 y 690 

nm.  

 

− Microscopio óptico (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAI, Universidad 

de Murcia) Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon corp., Japón) equipado 

con contraste de fases y fluorescencia (filtros para ultravioleta 

(excitación (Ex): 330-380 nm; espejo dicroico (Di): 400 nm; filtro de 

barrera (Ba): 435 nm), azul (Ex: 470-490 nm; Di: 510 nm; Ba: 435 

nm) y verde (Ex: 510-560 nm; Di: 580 nm; Ba: 610 nm)). 

 

− Citómetro de flujo (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAI, Universidad 

de Murcia) modelo FACSort (Becton Dickinson, EEUU), equipado 

con láser de argon de 15 mW a 488 nm y detectores para 

fluorescencia a longitudes de onda aproximadas de 525, 575, 620 y 

675 nm.  

 

− Irradiador γ (Centro Regional de Hemodonación de la Comunidad 

Autónoma de la Región de Murcia) modelo IBL 437C (Schering Cis, 

Biointernacional, Alemania) con Cs137 como isótopo radiactivo, con 

una actividad de 1700 Ci, que produce una exposición constante de 

50 mGy/s. 
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− Dosímetros de termoluminiscencia formados por cristales de 

fluoruro de litio con Mg, Cu, P (GR-200r, Conqueror Electronics 

Technology Co. Ltd, China), proporcionados y analizados por el 

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y 

Tecnológicas (CIEMAT) del Ministerio de Industria y Energía, para 

determinar las dosis de radiación utilizadas. 

 

− Irradiador de rayos X de la marca YXLON (YXLON International AS, 

Dinamarca) de 200 kV y 4,5 mA (Servicio de Radioprotección y 

Residuos, SAI, Universidad de Murcia), que consta de una unidad 

control modelo SMART 583 E y un tubo de rayos X modelo SMART 

200 E. 

 

− Microscopio electrónico (Servicio Universitario de Microscopía, SAI, 

Universidad de Murcia) Philips Tecnai 12 (FEI  Europe B.V., Países 

Bajos) de 120kv. 
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II. ESTUDIOS IN VIVO 
 

 
1. ANIMALES  
 

Hemos utilizado ratones Swiss y C57Bl/6 procedentes del Servicio 

de Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia (SAI; nº REGA 

ES300305440012). Fueron mantenidos en salas cerradas sin ventanas, 

con fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, temperatura entre 

20 y 24ºC y nivel de humedad relativa del 55%±10%. Durante el estudio 

recibieron comida y bebida ad libitum. 
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 Todos los animales usados en este estudio han sido mantenidos y 

utilizados siguiendo la guía establecida por la Unión Europea sobre la 

protección de los animales utilizados en experimentación (86/609/CEE). 

 

 
Figura 15. Ratones Swiss y C57Bl/6. 

 

 

 

 

2. REACTIVOS 
 

En los estudios in vivo hemos utilizado los siguientes reactivos:  

 

- El pienso de mantenimento para ratón A04 procedía de Panlab 

(España).  

 

- El  λ-carragenato se obtuvo de Fluka (Sigma-Aldrich Co., España),  

 

- El DMSO y la eosina se compraron a Sigma Co. (España).  
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- El estándar de apigenina (98%) se obtuvo de Extrasynthèse 

(Francia).  

 

- Todos los reactivos de grado HPLC para el estudio cromatográfico 

(metanol, ácido acético) se adquirieron a Merck (Alemania).  

 

- El etanol absoluto, el formol tamponado neutro al 10% y la 

hematoxilina procedían, respectivamente, de Guinama (España), 

Panreac (España) y Analema (España). 

 

 

 

3. APARATOS 
 

 En el estudio in vivo hemos utilizado los siguientes aparatos:  

 

− Lámpara de emisión UV Original Home Solaria de Philips Typl HB 

171/A (Philips, Países Bajos), con 4 tubos Philips Cleo 15 w con un 

espectro de emisión de 300-425 nm y un pico máximo de 354 nm. 

 

− Microscopio electrónico (Servicio Universitario de Microscopía, SAI, 

Universidad de Murcia) Philips Tecnai 12 (FEI  Europe B.V., Países 

Bajos) de 120kv. 

 

− Homogenizador modelo PT1200B (Polytron, Suiza). 

 

− Cromatógrafo líquido de alto rendimiento (HPLC) HP 1100 (Hewlett-

Packard, EEUU) equipado con un detector de UV con red de diodos 

(diode array detector) (Nutrafur S.A.). 
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III. AGENTE: COMPUESTO POLIFENÓLICO 
 
 Para los ensayos, hemos utilizado un derivado hidrosoluble de la 

apigenina (4’, 5, 7 trihidroxiflavona), la apigenina potásica (C15H9O5K), 

proporcionado por Nutrafur S.A., (España), cuyas características químicas 

se recogen en la figura 16. 
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Figura 16. Estructura química del flavonoide apigenina (4’, 5, 7 trihidroxiflavona). 
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I. ESTUDIOS IN VITRO 
 

 

 
1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE LA 
MORFOLOGÍA CELULAR 
 
 
Tratamiento.  
 

Las líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 fueron tratadas con 

apigenina potásica (100 μM) durante 24, 48 y 72 horas para el estudio 
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mediante microscopía de contraste de fases y durante 48 horas para el 

estudio ultraestructural con microscopía electrónica de transmisión (TEM). 

 

 

Estudio mediante microscopía de contraste de fases.  
 

Para este estudio, las células fueron cultivadas a una densidad 

adecuada (TRAMP-C1: 2000 células por pocillo; PNT2: 3200 células por 

pocillo) en placas de 96 pocillos. Tras permitir que se adhirieran al sustrato 

durante 24 horas, se incubaron con la dilución de apigenina potásica 

recién preparada. Pasadas 24, 48 y 72 horas del comienzo del 

tratamiento, se observaron las células vivas mediante la técnica de 

contraste de fases, con un aumento de 100x. 

 

 

Estudio ultraestructural.  
 

Para el estudio mediante TEM, las células fueron cultivadas en 

frascos de cultivo de 75 cm2 a una densidad adecuada (TRAMP-C1: 250 

000 células; PNT2: 1x106 células), permitiendo que las células crecieran 

durante 24 horas antes de añadir el tratamiento. Pasadas 48 horas del 

comienzo del tratamiento, las células fueron recogidas mediante 

tripsinización y fijadas durante 1 hora en glutaraldehído al 4% a 4ºC. 

Posteriormente, las muestras fueron embebidas en agar para evitar su 

pérdida a lo largo del proceso, y post-fijadas en el Servicio de Microscopía 

(SAI, Universidad de Murcia) con tetróxido de osmio (1%) y teñidas con 

acetato de uranilo y citrato de plomo (2% en tampón cacodilato). Tras la 

deshidratación de las muestras en concentraciones crecientes de alcohol, 

fueron impregnadas en resinas epoxi para la realización de bloques. 

Realizamos secciones semifinas (150 nm) teñidas con azul de toluidina 

para seleccionar las zonas de interés. Posteriormente se realizaron 
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secciones ultrafinas (50-70 nm) que fueron teñidas con citrato de plomo y 

estudiadas y fotografiadas en un microscopio electrónico Philips Tecnai 

12. 

 

 
 
2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE LA 
VIABILIDAD CELULAR 
 
 
Tratamientos.  
 

Las líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 antes descritas fueron 

tratadas con apigenina potásica a las siguientes concentraciones: 0,78, 

1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 y  200 μM, durante 24, 48 y 72 horas. 

 

  
Ensayo de viabilidad celular (MTT).  
 

Utilizamos la técnica descrita por Carmichael et al. (1987a; 1987b) y 

por Alley et al. (1988), adaptada a nuestras condiciones de cultivo 

(Vicente, 1997), para cuantificar la viabilidad celular. 

 

 Las células fueron cultivadas a una densidad adecuada (TRAMP-

C1: 2000 células por pocillo; PNT2: 3200 células por pocillo) en placas de 

96 pocillos durante 24 horas, tras lo que añadimos los tratamientos recién 

preparados, realizando 6-12 réplicas por cada tratamiento. Pasadas 24, 48 

y 72 horas de comenzar el tratamiento, eliminamos el medio e incubamos 

las células según las condiciones de cultivo con MTT recién disuelto en 

medio sin rojo fenol (1 mg/ml) durante 4 horas. Pasado ese tiempo, 

eliminamos cuidadosamente el medio con el MTT no metabolizado y 
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añadimos 100 μl de DMSO a cada pocillo para solubilizar el formazano 

producido por las células viables. Leímos las placas en un 

espectrofotómetro de placas Multiskan MCC/340P, usando una longitud de 

onda de 570 nm para la lectura y de 690 nm como longitud de onda de 

referencia. 

 

 

 

3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE LA 
APOPTOSIS 
 

 
Tratamientos.  
 

Los cultivos de las líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 fueron 

tratadas con apigenina potásica a concentraciones de 25, 50, 100 y 200 

μM durante 24, 48 y 72 horas. 

 

 

Medida de apoptosis mediante tinción con Hoechst 33258.  
 

Cultivamos las células a una densidad adecuada (TRAMP-C1: 12 

500 células por pocillo; PNT2: 20 000 células por pocillo) en placas de 24 

pocillos. Tras dejar 24 horas para que se adhirieran al sustrato, añadimos 

los tratamientos por triplicado. Además, añadimos pocillos con células sin 

tratar (controles negativos de apoptosis) y células tratadas con 

estaurosporina (controles positivos de apoptosis; 1 μM).  

 

 Pasadas 24, 48 o 72 horas, retiramos la mitad del medio de cultivo y 

añadimos el mismo volumen de fijador de Carnoy recién preparado 

(mezcla de metanol absoluto y ácido acético glacial en proporción 3:1) 
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durante 5 minutos. Retiramos el líquido y añadimos de nuevo 1 ml de 

fijador de Carnoy, dejando que las células se fijen durante otros 10 

minutos. Tras ese tiempo, retiramos el fijador y dejamos que los 

portaobjetos se secaran al aire, para, posteriormente, lavar dos veces las 

células con PBS y añadir 1 ml de Hoechst 33258 (0,2 μg/ml en PBS) 

recién preparado a cada pocillo e incubar a temperatura ambiente durante 

5 minutos, protegiendo las células de la luz. Dejamos secar ligeramente el 

portaobjetos y observamos las células (100x) en un microscopio Nikon 

Eclipse TE2000-U (filtro de UV: excitación: 330-380 nm; espejo dicroico: 

400; filtro de barrera: 435). Contamos el número de células con 

condensación nuclear o fragmentación nuclear de, al menos, 300 células 

en cada pocillo (Fig. 17). 
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Figura 17. Aspecto de los controles positivos de apoptosis tratados con estaurosporina 1 

μM: células TRAMP-C1 (arriba) y PNT2 (abajo), con detalles de células apoptóticas 

(derecha). Las puntas de flecha señalan las células apoptóticas (con condensación o 

fragmentación nuclear) (Hoechst 33258, 100x (izquierda) y 300x (derecha)). 
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4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE EL 
CICLO CELULAR 
 

 

Tratamiento.  
 

Los cultivos de la línea celular TRAMP-C1 fueron tratados con 

apigenina potásica 100 μM durante 24, 48 y 72 horas por triplicado. 

 
 
Estudio del ciclo celular mediante citometría de flujo.  
 

Cultivamos la línea celular a una densidad adecuada en frascos de 

cultivo de 75 cm2 (TRAMP-C1: 150 000 células), permitiendo que las 

células crecieran durante 24 horas antes de añadir los tratamientos. Tras 

24, 48 y 72 de la adición de la apigenina potásica, las células, con una 

confluencia menor del 80%, fueron recogidas mediante tripsinización (ver 

condiciones específicas en la página 96) y centrifugadas a 214 g durante 

10 minutos. Las células fueron resuspendidas en 200 μl de PBS a una 

densidad celular de 0,5-1 x 106 células/ml. Fueron fijadas con etanol (70% 

en PBS) a 4ºC durante 30 minutos y, después de centrifugarlas 10 minutos 

a 214 g, se resuspendieron en 800 μl de PBS. Posteriormente, se 

incubaron a 37ºC durante 30 minutos con 100 μl de yoduro de propidio 

(concentración final de 40 μg/ml) y 100 μl de RNasa (concentración final 

de 100 μg/ml). 

 

 El contenido de DNA de las células teñidas fue estudiado mediante 

un citómetro de flujo modelo FACSort utilizando el láser de argón de 488 

nm para tomar datos de FSC (forward scatter), SSC (side scatter) y de 

intensidad de fluorescencia del yoduro de propidio (PLA-2) de 20 000 

eventos. 
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 Los datos fueron analizados mediante el software CELLQUEST y el 

programa MODFIT (Becton Dickinson, EEUU). Previamente, se 

representaron los datos en una gráfica con el área del pico (PLA-2 A) 

frente a la anchura del pico (PLA-2 W) lo que permitió seleccionar una 

región que contuviera, únicamente, las células que pasaron por el detector 

aisladas y evitar, así, las interferencias que produciría la inclusión de 

grupos de dos células (dobletes) (Fig. 18a). 

 

 Esta técnica, basada en la correlación entre la intensidad de 

fluorescencia de un fluorocromo que se une al DNA (yoduro de propidio) y 

el contenido de DNA de la célula, permite distinguir las células que se 

encuentran en las fases G0-G1 de las que, tras la duplicación del DNA, han 

alcanzado las fases G2-M. Además, identifica la población de células que 

está duplicando su DNA durante la fase S (Fig. 18b). 

 

 

 

 

Figura 18. Análisis de los datos de contenido de DNA. a) Selección de regiones para 

evitar dobletes. b) Histograma y análisis del mismo mediante la aplicación de modelos 

matemáticos con el programa MODFIT. 
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5. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE LA 
MIGRACIÓN CELULAR 
 

 

Tratamientos.  
 

Los cultivos de las líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 fueron 

tratados con 25, 50 y 100 μM de apigenina potásica. 

 

 

Ensayo de migración celular, wound healing assay.  
 

Para este ensayo, cultivamos las células a una densidad adecuada 

en placas de 6 pocillos hasta que alcanzaron la confluencia. En ese 

momento, despejamos de células varias zonas (wounds) paralelas 

utilizando una punta amarilla de pipeta estéril, cambiamos el medio de 

cultivo para retirar las células despegadas y administramos los 

tratamientos por duplicado; también se realizaron ensayos con la 

incubación con el flavonoide desde 12 horas antes del comienzo del 

ensayo. Tomamos imágenes de las zonas despejadas, teniendo como 

referencia marcas realizadas en el fondo del pocillo con rotulador 

permanente, tras despejar las zonas (0 horas) y cada 3 horas; para ello 

utilizamos un microscopio Nikon Eclipse TE2000-U. 

 

 

Análisis cuantitativo de la distancia de migración.  
 

Evaluamos la distancia recorrida por las células en cada fotografía 

mediante técnicas de análisis de imagen (Sistema MIP-4, Digital Image 

System, Barcelona; Servicio de Análisis de Imagen, SAI, Universidad de 

Murcia). Para ello, todas las imágenes fueron transformadas a escala de 
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grises y calibradas (X: 1,88679 μm; Y: 1,88679 μm), tras lo que se 

tomaron ocho medidas del espacio libre de células, calculando después el 

valor medio (Fig. 19). Determinamos la distancia de migración 

comparando el ancho del espacio libre en cada momento con respecto a la 

medida de esa misma zona a tiempo cero, según la siguiente fórmula 

(Valster, 2005): 

 

 

 

Distancia de migración = ( A0 / 2 ) - ( At / 2 ) 

 

 

 

 

 
Figura 19. Medida del espacio libre de células mediante técnicas de análisis de imagen.

  

 

A0: Ancho del espacio libre 
de células inicial 
 
At: ancho del espacio libre 
de células a tiempo t  
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6. ESTUDIO DEL EFECTO GENOPROTECTOR DE LA APIGENINA 
POTÁSICA 
 
Muestras de sangre.  
 

La sangre se obtuvo de donantes voluntarios no fumadores y 

supuestamente sanos, a los que se les solicitó su autorización expresa 

para el uso de sus muestras en el estudio. Hubo dos donantes (dos 

mujeres; 26-28 años) para el estudio de los efectos del compuesto. La 

sangre fue heparinizada (heparina sódica, 5%) y alicuotada en tubos de 2 

ml para el estudio. 

 
Tratamientos.  
 

Las muestras de sangre periférica fueron tratadas con apigenina 

potásica (25 μM) previa o posteriormente a la exposición a radiación γ (2 

Gy). Para el estudio de los efectos de la apigenina potásica contamos con 

controles no irradiados ni tratados, controles solo irradiados y controles 

únicamente tratados con apigenina, además de con muestras tratadas 

antes (15 minutos) y después (5 minutos) de la irradiación (2 Gy). 

 
 
Test de micronúcleos.  
 

Hemos utilizado la técnica según Fenech et al. (1985; 1993), 

adaptada posteriormente por la Agencia Internacional de Energía Atómica 

(IAEA) (2001). 

 

 Brevemente, cultivamos 1 ml de la sangre tratada en medio de 

cultivo F-10 suplementado con SBF (15%), fitohemaglutinina (1,6%) y 

penicilina y estreptomicina (1%) a 37ºC, en una atmósfera con 5% de CO2. 
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Tras 48 horas, añadimos citochalasina B (3 µg/ml) para bloquear la 

división celular. Pasadas 24 horas, tratamos los linfocitos con una solución 

hipotónica (KCl, 75 mM) durante 3 minutos y los fijamos con fijador de 

Carnoy. Preparamos extensiones secadas al aire y las teñimos con la 

tinción de May-Grunwald Giemsa. 

 

Realizamos el contaje de los micronúcleos (Fig. 20) en, al menos, 

500 células binucleadas bloqueadas en la citoquinesis (células CB) 

utilizando un aumento de 400x para revisar las preparaciones y de 1000x 

para confirmar la presencia de micronúcleos. Los micronúcleos han sido 

identificados según los criterios de Almassy et al. (1987) y Fenech et al. 

(2003): deben tener la misma estructura que el núcleo principal y ser 

menores (menos de la mitad del tamaño del núcleo principal o dos veces 

la longitud normal de un cromosoma); deben ser redondos o esféricos, 

estar claramente separados del núcleo principal, y no mostrar 

refractibilidad a la luz; deben contarse solamente en las células con 

citoplasma conservado y su frecuencia de aparición debe seguir la cinética 

de la división celular. 
 
 

Figura 20. Aspecto de los linfocitos cultivados para el test de micronúcleos. CB: célula 

binucleada; E: eritrocito; L: linfocito; MN: célula binucleada con micronúcleo. Las flechas 

señalan los micronúcleos (May-Grunwald Giemsa, 600x). 
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A partir de los datos del recuento de micronúcleos, se calcularon 

dos parámetros relacionados con la capacidad protectora de un 

radioprotector, tanto para los valores de preirradiación como de 

postirradiación: el factor de protección (FP) y el factor reductor de dosis 

(FRD), tal y como propusieron Sarma et al. (1993) y Travis et al. (1979), 

respectivamente, cuyas fórmulas son: 

 

 

   Fc - FT  
FP =              x 100 
          Fc 
 

 

 

    Dosis con RP para nº MN  
FRD =               
        Dosis sin RP para nº MN 

 

 

 
7. ESTUDIO DEL EFECTO COMBINADO DE LA APIGENINA POTÁSICA 
Y LA RADIACIÓN IONIZANTE SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR 
 

 

Tratamientos.  
 

Los cultivos de las líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 fueron 

tratados con apigenina potásica a las concentraciones de 20 y 40 μM y, 15 

minutos después, irradiados en un irradiador de rayos X YXLON con las 

siguientes condiciones: 4,5 mA, 120 kV y 36 cm de distancia foco-objeto y 

Fc: Frecuencia de micronúcleos en las 
muestras irradiadas 
 
FT: Frecuencia de micronúcleos en las 
muestras irradiadas y tratadas 
 
 
 
Dosis con RP para nº MN: Dosis de 
radiación necesaria en presencia del 
radiprotector (RP) para observar un 
número dado de micronúcleos (MN) 
 
Dosis sin RP para nº MN: Dosis de 
radiación necesaria para observar un 
número dado de micronúcleos (MN) 
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un rendimiento de 1,48 cGy/s. Se administraron dosis de 0, 4, 6, 8 y 10 

Gy. 

 

 

Ensayo de viabilidad celular (MTT).  
 

Las células fueron cultivadas a una densidad adecuada en placas 

de 96 pocillos durante 24 horas, tras lo que añadimos los tratamientos 

recién preparados antes de la irradiación, realizando 6 réplicas por cada 

tratamiento. Pasadas 24 y 48 horas de la exposición a la radiación 

ionizante, utilizamos la técnica anteriormente descrita (pág. 109) para 

cuantificar la viabilidad celular de los cultivos. 

 

A partir de los datos de supervivencia celular, se calcularon los 

parámetros ya descritos (pág. 119) para la combinación de apigenina 

potásica (20 y 40 μM) con la mayor dosis de radiación (10 Gy): el factor de 

protección (FP) y el factor reductor de dosis (FRD), cuyas fórmulas 

adaptadas son: 

 

 

 

 Mc - MT  
FP =              x 100 
          Mc 
 

 

 

 
    Dosis con RP para % supervivencia  
FRD =               
        Dosis sin RP para % supervivencia 

 

 

Mc: Muerte celular en las 
muestras irradiadas 
 
MT: Muerte celular en las 
muestras irradiadas y tratadas 
 
 
 
Dosis con RP para % de 
supervivencia: Dosis de 
radiación necesaria en presencia 
del radiprotector (RP) para 
obtener un porcentaje de 
supervivencia dado 
 
Dosis sin RP para % de 
supervivencia: Dosis de 
radiación necesaria para obtener 
un porcentaje de supervivencia 
dado 
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8. MÉTODO ESTADÍSTICO 
 

Para el análisis de los datos de los ensayos de viabilidad celular, se 

realizó un análisis de varianza (ANOVA) para dos factores ortogonales 

(tiempo y concentración), realizando una regresión lineal para el cálculo de 

los valores de IC50 y 90. Los datos de los experimentos de apoptosis, del 

análisis del ciclo celular y de los estudios con radiación ionizante (test de 

micronúcleos y ensayos de viabilidad celular) fueron analizados mediante 

un análisis de varianza, mientras que en el caso de los ensayos de 

migración se realizó un análisis de varianza de medidas repetidas, 

correspondiente a un diseño jerarquizado con dos factores principales 

(tratamiento y tiempo) y las réplicas como factor anidado dentro de los 

tratamientos. Los análisis se complementaron con el contraste de igualdad 

de medias y con el análisis con comparaciones entre pares de medias 

mediante el test de la mínima diferencia significativa (LSD).  

 

Los valores de p≤0,05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. 
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II. ESTUDIOS IN VIVO 
 
 
1. ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE 
LA INFLAMACIÓN AGUDA 
 
 
Animales.  
 

Hemos utilizado 45 ratones Swiss machos de entre 8 y 10 semanas 

de edad y 34,07 ± 5.87 g de peso al comienzo del experimento, 

procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de 

Murcia.  
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Modelo de edema en pata de ratón inducido por carragenato.  
 

Hemos utilizado el modelo desarrollado por Winter et al. (1962) para 

estudiar los efectos de la apigenina potásica sobre la inflamación aguda 

inducida por carragenato. 

 
Los animales fueron divididos en 3 grupos de 15 ratones: 

 

- Grupo I (control). Tratado con 0,4 ml de suero salino estéril (0,9% 

de NaCl). 

 

- Grupo II. Tratado con 50 mg/kg de apigenina potásica disuelta en 

suero salino estéril. 

 

- Grupo III. Tratado con 100 mg/kg de apigenina potásica disuelta en 

suero salino estéril. 
 

Los animales recibieron 0,4 ml del tratamiento por vía 

intraperitoneal 1 hora antes de provocar la inflamación.  

 

La inflamación fue provocada mediante la inyección de 50 μl de λ-

carragenato recién disuelto en suero salino estéril (1%) en la almohadilla 

plantar de la pata trasera derecha de los animales (Fig. 23).  
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Figura 23. Inyección de λ-carragenato (1%) en la almohadilla plantar de la pata trasera 

derecha de ratones Swiss. 

 

 

Medimos los tres diámetros principales de la pata (Fig. 24) por 

triplicado utilizando un calibre digital (Proinsa, España) antes y 1, 5, 24 y 

48 horas después de causar la inflamación. Con estas medidas 

calculamos el volumen de la pata, con el cual calculamos el porcentaje de 

edema (E) y el porcentaje de inhibición (I) según las fórmulas siguientes 

(Winter, 1962): 

 

 

 

 

 Vt – V0  
E =            x 100 
         V0 
 

 

 EC – ET  
I =            x 100 
               EC 

Vt : Volumen en el tiempo t 
 
V0 : Volumen antes de la 
inflamación 
 
 
 
EC : Porcentaje de edema del 
grupo control 
 
ET : Porcentaje de edema del 
grupo tratado 
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Figura 24. Diámetros principales de la pata. 

 

  

Sacrificamos grupos de 5 animales a las 5, 24 y 48 horas para el  

posterior análisis histológico de las almohadillas de las patas inflamadas y 

no inflamadas. 

 

 

Método anatomopatológico.  
 

Las almohadillas plantares de las patas traseras izquierda (control) 

y derecha (inyectada con carragenato) fueron fijadas en formol neutro 

tamponado al 10% e incluidas en parafina por el método habitual. Se 

realizaron secciones de 5 μm, que fueron teñidas con hematoxilina-eosina. 

 

Se realizó el estudio de 5 secciones de cada muestra, evaluando el 

grado de inflamación con 0 (ausencia de inflamación), 1 (leve; edema leve 

y pocos infiltrados inflamatorios en la dermis), 2 (moderada; edema e 

infiltrados inflamatorios en la dermis, que no penetran en el músculo), 3 

(severa; edema severo y gran cantidad de infiltrados inflamatorios que 

penetran en el músculo). 
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2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE LOS 
TUMORES TRASPLANTABLES DE PRÓSTATA TRAMP-C1 
 
 
Animales.  
 

Para este modelo hemos utilizado 96 ratones macho C57Bl/6 de 

entre 10 y 12 semanas de edad y 19,13 ± 2,31 g de peso al comienzo del 

experimento, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio (SAI; nº 

REGA ES300305440012) de la Universidad de Murcia.  

 

 

Modelo I: inoculación de tumores. En un primer modelo intentamos 

establecer tumores primarios de la línea celular TRAMP-C1 en 80 ratones 

sinegenéticos C57Bl/6 por inoculación de distintas cantidades (0,5-3 x106) 

de células de la línea celular TRAMP-C1.  

 

 Para ello, la densidad celular de cultivos de la línea celular TRAMP-

C1 con una viabilidad mayor del 99% fue ajustada a la concentración 

necesaria para la implantación (de 2,5x106 a 15x106 células/ml) en medio 

de cultivo, tras lo que inoculamos 200 μl de la suspensión celular 

subcutáneamente en la región inguinal derecha de los animales (Fig. 21). 

 

 El desarrollo de tumores en los animales inoculados resultó muy 

irregular: solamente un pequeño porcentaje (aproximadamente, el 30%) de 

los animales presentaron tumores (Fig. 21), porcentaje que se mantuvo 

constante a pesar de aumentar el número de células inoculadas. Además, 

el periodo de tiempo transcurrido desde la inoculación hasta que el tumor 

era palpable era muy variable y también independiente del número de 

células implantadas, desde uno a varios meses. Por ello, decidimos utilizar 
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uno de los tumores desarrollados para implantar fragmentos en ratones 

sanos (modelo II).  
 

 

Modelo II: trasplante de tumores. En este modelo, utilizamos uno de los 

tumores obtenidos en el modelo anterior para implantar pequeños 

fragmentos cilíndricos en el lomo de ratones C57Bl/6. 

 

 Para ello, tras el sacrificio del animal con el tumor y el lavado de 

este con suero salino estéril, tomamos cilindros de 2x4 mm que fueron 

implantados subcutáneamente en la zona dorsal derecha de 16 ratones 

C57Bl/6 sanos sedados con ketamina + xilacina (5 + 10 mg/ml) a través de 

una pequeña incisión en la piel. Esta intervención no requirió sutura y la 

recuperación de los animales fue rápida. 

 

 Pasados 21 días, todos los animales habían desarrollado tumores 

palpables (Fig. 22). Los animales fueron separados en dos grupos (n=8):  

 

− Grupo I (control). Ratones tratados con suero salino estéril 

s.c.  

 

− Grupo II. Ratones tratados con apigenina potásica s.c. 5 

días/semana (1,10 mg/kg/día, para intentar lograr una 

concentración plasmática de 50 μM).  

 

Se realizó el seguimiento de los animales para el estudio de su 

supervivencia. 
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Figura 21. Inoculación de las células TRAMP-C1 en la región inguinal de ratones C57Bl/6 

(izquierda) y aspecto macroscópico del tumor primario desarrollado (derecha). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Aspecto macroscópico de un ratón trasplantado con un tumor TRAMP-C1. 
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3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE EL 
FOTOENVEJECIMIENTO 
 
 

Animales.  
 

Para este estudio, hemos utilizado 30 ratones Swiss machos de 10-

12 semanas de edad y un peso medio de 40,72 ± 2,34 g al comienzo del 

experimento. 

 

 Los animales fueron separados en 2 grupos experimentales de 15 

animales cada uno:  

 

1. Grupo I. Animales control expuestos a radiación UV. 

 

2. Grupo II. Animales irradiados con UV y tratados con apigenina 

potásica. Estos animales recibieron el compuesto en la comida 

(pienso de mantenimiento para ratón A04 triturado) desde 10 días 

antes de comenzar con la aplicación de radiación UV. 

Considerando la biodisponibilidad y la toxicidad del compuesto (112 

mM), la dosis de ingesta se estableció por comparación con la dosis 

máxima farmacéutica-nutracéutica, 150 μM, para ello, cada animal 

debía tomar 1,54 mg de apigenina potásica diarios (37,82 

mg/kg/día). La dosis se ajustó semanalmente en función de la 

cantidad de pienso comido y el peso de los animales. 

 

 

Procedimiento experimental.  
 

Para la irradiación con radiación UV, utilizamos el modelo de 

lámpara Original Home Solaria de Philips.  Los animales, previamente 
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rasurados y separados individualmente en cajas, fueron colocados bajo la 

lámpara a una distancia de 20 cm entre el foco y la piel. Los animales 

recibieron 3 sesiones semanales de 1 hora de duración en días alternos. 

La energía absorbida en cada sesión, según las especificaciones del 

fabricante, fue de 8,74 J/cm2. 

 

Sacrificamos 5 animales de cada grupo tras 25, 50 y 100 sesiones, 

tomando muestras de sangre, hígado y cerebro.  

 
 
Método anatomopatológico.  
 

Muestras de piel y vísceras fueron fijadas en formol neutro 

tamponado al 10% e incluidas en parafina por el método habitual. Se 

realizaron secciones de 5 μm, que fueron teñidas con hematoxilina-eosina. 

 

Se realizó el estudio de 5 secciones de cada muestra de piel, 

evaluando distintos parámetros histológicos cutáneos: atrofia o 

engrosamiento (acantosis) de la epidermis; hiperplasia de las células 

basales epidérmicas; displasia (grado I o leve, grado II o moderada, grado 

III o severa); pérdida de polaridad; fibrosis de la dermis papilar; elastosis 

(grado I o leve, grado II o moderada, grado III o severa); alteraciones de 

los vasos y de las glándulas; presencia de infiltrados. Cada parámetro se 

valoró con 0 (ausencia), 1 (presencia en menos de 1/3 del tejido 

estudiado), 2 (presencia en menos de 2/3 del tejido estudiado), 3 

(presencia en más de 2/3 del tejido estudiado). 
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Estudio ultraestructural.  
 

Para el estudio mediante microscopía electrónica de transmisión, 

muestras de piel de 1 mm3 de animales de ambos grupos fueron fijadas en 

formaldehído/glutaraldehído (Karnovsky, 1965) durante 5 horas. 

Posteriormente, las muestras fueron post-fijadas en el Servicio de 

Microscopía (SAI, Universidad de Murcia) con tetróxido de osmio (1%) y 

teñidas con acetato de uranilo y citrato de plomo (2% en tampón 

cacodilato). Tras la deshidratación de las muestras en concentraciones 

crecientes de etanol, fueron impregnadas en resinas epoxi para la 

realización de bloques. Realizamos secciones semifinas (150 nm) teñidas 

con azul de toluidina para seleccionar las zonas de interés. Posteriormente 

se realizaron secciones ultrafinas (50-70 nm) que fueron teñidas con 

citrato de plomo y estudiadas y fotografiadas en un microscopio 

electrónico Philips Tecnai 12. 

 
 
Estudio cromatográfico del contenido en apigenina potásica de 
distintos tejidos.  
 

Realizamos el estudio cromatográfico del contenido en apigenina 

potásica de sangre, hígado y cerebro. Para ello, los tejidos fueron 

rápidamente congelados en nitrógeno líquido tras la extracción; la sangre 

fue centrifugada a 800 rpm durante 10 minutos para separar el plasma. 

Los tejidos y el plasma se mantuvieron congelados a -80ºC hasta el 

momento de su utilización. 

 

 Los tejidos, tras ser descongelados a 4ºC durante la noche, se 

homogeneizaron (Polytron PT1200B) usando DMSO; tras centrifugar 

(1000 rpm, 10 minutos), fueron congelados a -80ºC hasta su estudio. 
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Para la identificación y cuantificación de la apigenina potásica 

presente en las muestras, utilizamos el método descrito por Del Baño et al. 

(2003; 2004). Utilizamos una columna analítica C18 LiChrospher 100 

(longitud: 250 mm;  diámetro interior: 4 mm; espesor de la fase 

estacionaria 5 μm; Merck, Alemania) como fase estacionaria, 

termostatizada a 30ºC; la velocidad de flujo de la fase móvil fue de 1 

ml/min, y la elución fue controlada a 280 nm.  

 

 Las fases móviles utilizadas para el análisis cromatográfico fueron 

agua con un 1% de ácido acético (A) y metanol (B). El paso de las fases 

móviles (45 minutos) se reguló de la siguiente forma: 

 

− Durante los primeros 5 minutos, utilizamos un paso isocrático del 

50% de B. 

 

− En los siguientes 25 minutos, programamos un gradiente linear 

hasta el 100% de B, que se mantuvo durante 10 minutos más. 

 

− En los últimos 5 minutos, se volvió a las condiciones iniciales para 

el siguiente análisis. 

 

La apigenina se identificó por comparación de su tiempo de 

retención con el patrón correspondiente, así como por su espectro de 

absorción UV, obtenido mediante el detector con red de diodos. 

 

 

 

4. MÉTODO ESTADÍSTICO 
 

Para el análisis de los datos del estudio sobre inflamación aguda, se 

realizó un análisis de varianza (ANOVA) doble. Las diferencias entre la 
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supervivencia de los dos grupos del modelo de tumores trasplantables de 

próstata se analizaron mediante el test de la T de Student. Todos los tests 

fueron complementados con el contraste de igualdad de medias y con el 

análisis con comparaciones entre pares de medias mediante el test de la 

mínima diferencia significativa (LSD).  

 

Los valores de p≤0,05 fueron considerados estadísticamente 

significativos. 
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1. EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LA APIGENINA 
POTÁSICA 

 
 Macroscópicamente, la apigenina potásica provocó una reducción 

visible del aumento de volumen de las patas tras la inyección de 

carragenato, como se observa en la Fig. 25.  

 

Se encontraron diferencias significativas al comparar tanto los 

valores medios del grupo control con los de los grupos tratados con 

apigenina potásica (50 mg/kg y 100 mg/kg) (p<0,001 en ambos casos), 

como los valores medios del grupo tratado con 50 mg/kg con los del que 

recibió la dosis mayor del flavonoide (100 mg/kg) (p<0,05).  
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Figura 25. Aspecto macroscópico de las patas inyectadas (a, c) y no inyectadas (b, d) 

con carragenato de animales del grupo control (a, b) y del tratado con apigenina potásica 

(100 mg/kg) (c, d), 24 horas después de la inyección de carragenato. 
 

 

 

 Los animales del grupo control, tratados con el vehículo, suero 

salino estéril, mostraron los mayores valores del porcentaje de edema, 

indicando, por tanto, la mayor respuesta inflamatoria. El volumen de la 

pata inyectada con carragenato mostró dos máximos: uno con un aumento 

de 145,46% una hora después de provocar la inflamación, y otro pico con 

un aumento de 264,75%, 24 horas después de la inyección de 

carragenato, que resultó significativo respecto a la medida anterior (5 

horas) (p<0,05) (Tabla 5, Fig. 26).  
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 En el grupo tratado con la menor concentración de apigenina 

potásica (50 mg/kg), aunque no encontramos diferencias significativas al 

comparar el porcentaje de edema medido a las 5, 24 y 48 horas respecto a 

la medida inmediatamente anterior, observamos una tendencia a la 

respuesta bifásica ya mencionada: un máximo tras 1 hora de la inyección 

de carragenato (59,91%) y otro a las 48 horas (127,2%). En este grupo el 

porcentaje de edema se redujo aproximadamente a la mitad respecto al 

grupo control, siendo significativa la reducción en todas las medidas (Tabla 

5, Fig. 26). El porcentaje de inhibición de este grupo fue máximo a las 24 

horas (61,12%) (Tabla 6, Fig. 27). 

 

El tratamiento con 100 mg/kg de apigenina potásica dio los mejores 

resultados. Al igual que en el grupo anterior, solo existía una tendencia no 

significativa a mostrar una respuesta bifásica, con dos máximos del 

porcentaje de edema a las 5 (55,06%) y 24 horas (70,64%) tras la 

inyección de carragenato; destacó que el porcentaje de edema a las 48 

horas fue incluso menor que 1 hora después de provocar la inflamación. 

En estos animales, el porcentaje de edema se redujo significativamente 

respecto al control en todas las medidas y, a pesar de que disminuyó 

respecto al grupo que recibió 50 mg/kg de apigenina potásica, la reducción 

únicamente fue significativa a las 48 horas (Tabla 5, Fig. 26). El porcentaje 

de inhibición de este grupo fue máximo a las 48 horas (77,73%) (Tabla 6, 

Fig. 27). 
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 1 hora 5 horas 24 horas 48 horas 

Control 145,46 ± 82,82 118,85 ± 68,86 264,75 ± 33,43 210,24 ± 33,64 

Apig. (50 mg/kg) 59,81 ± 23,89 54,78 ± 41,47 102,92 ± 40,24 127,20 ± 25,35 

Apig. (100 mg/kg) 51,04 ± 25,51 55,06 ± 29,97 70,64 ± 39,91 46,83 ± 32,31 

 
Tabla 5. Porcentaje de edema en los 3 grupos (media ± desviación estándar). Apig.: 

apigenina potásica. 
 
 
 
 
 

 
Figura 26. Comparación del porcentaje de edema en los tres grupos; cada valor es la 

media de las medidas de 5-15 animales. Barra de error: desviación estándar. *: 

significación estadística respecto al control no tratado (p<0,05); +: significación estadística 

respecto a la medida anterior del mismo grupo (p<0,05); º: significación estadística 

respecto al grupo tratado con apigenina potásica, 50 mg/kg. Apig.: apigenina potásica. 
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 1 hora 5 horas 24 horas 48 horas 

Apig. (50 mg/kg) 58,88 53,91 61,12 39,50 

Apig. (100 mg/kg) 64,91 53,67 73,32 77,73 

 
Tabla 6. Porcentaje de inhibición en los grupos tratados. Apig.: apigenina potásica. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 27. Comparación del porcentaje de inhibición entre los grupos tratados. Apig.: 

apigenina potásica. 
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 Microscópicamente, la inyección de carragenato provocó edema e 

infiltración de células inflamatorias. La intensidad de la respuesta 

inflamatoria varió a lo largo del experimento y según el tratamiento, de 

forma que las muestras presentaron todos los grados de inflamación, 

desde la ausencia hasta la inflamación severa (Figs. 28-31) 

 

Tras 5 horas de la inyección del carragenato, las muestras del 

grupo control mostraban inflamación entre leve y moderada, que pasó a 

ser severa a las 24 horas, coincidiendo con el porcentaje máximo de 

edema. Las muestras de 48 horas presentaban inflamación moderada-

severa. 

 

En el grupo tratado con la menor dosis de apigenina potásica (50 

mg/kg), la respuesta inflamatoria fue menos intensa que en el grupo 

control. Tras 5 horas de la inyección de carragenato, las almohadillas 

plantares no presentaban inflamación, o, en ocasiones, inflamación leve. 

En las muestras tomadas a las 24 horas, se observó, fundamentalmente, 

inflamación moderada, aunque algunas muestras eran de grado leve o no 

presentaban inflamación.  De forma similar, en las muestras de 48 horas, 

el grado predominante era la inflamación moderada, aunque también 

había muestras con inflamación leve; a las 48 horas todas las muestras 

presentaron inflamación. 

 

El grupo tratado con 100 mg/kg de apigenina potásica presentó los 

mejores resultados. En las muestras tomadas tras 5 horas desde la 

administración del carragenato, la respuesta inflamatoria no era 

observable o, en muy pocos casos, leve, de forma parecida a lo ocurrido 

con la dosis menor de flavonoide. Sin embargo, a las 24 horas la mayoría 

de muestras estudiadas presentaban inflamación leve, mientras que a las 

48 horas se observó inflamación leve-moderada. 
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Figura 28. Aspecto microscópico de la almohadilla plantar de patas inyectadas con 

carragenato, sin inflamación (H.E., 100x). Las escalas equivalen a 100 μm. 
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Figura 29. Aspecto microscópico de la almohadilla plantar de patas inyectadas con 

carragenato. Inflamación leve, con edema leve y pocos infiltrados inflamatorios en la 

dermis (H.E., 100x). Las escalas equivalen a 100 μm. 
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Figura 30. Aspecto microscópico de la almohadilla plantar de patas inyectadas con 

carragenato. Inflamación moderada, con edema e infiltrados inflamatorios en la dermis, 

que no penetran en el músculo (H.E., 100x). Las escalas equivalen a 100 μm. 
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Figura 31. Aspecto microscópico de la almohadilla plantar de patas inyectadas con 

carragenato. Inflamación severa, con edema y gran cantidad de infiltrados inflamatorios 

en la dermis que penetran en el músculo (H.E., 100x). Las escalas equivalen a 100 μm. 
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2. EFECTOS DE LA APIGENINA POTÁSICA SOBRE DOS 
LÍNEAS CELULARES DE PRÓSTATA TUMORAL (TRAMP-
C1) Y NO TUMORAL (PNT2) IN VITRO E IN VIVO 
 
 
Efecto de la apigenina potásica sobre la morfología de las líneas 
celulares TRAMP-C1 y PNT2 
 
 La incubación de células de la línea TRAMP-C1 con apigenina 

potásica (100 µM) durante 24-72 horas provocó ciertos cambios en los 

cultivos; redujo el número de células y aumentó el de restos celulares 

(células no adheridas, restos de membranas celulares). Además, las 

células tratadas con la flavona presentaban mayor número de 

prolongaciones y cierto grado de vacoulización del citoplasma. Los 

cambios eran más pronunciados cuanto mayor fue la duración de la 

incubación con el flavonoide (Fig. 32). 

 

 El estudio mediante TEM (Figs. 33 y 34) mostró que las células 

TRAMP-C1 no tratadas eran, en su mayoría, redondeadas o ligeramente 

ovales, debido a que habían adoptado esa forma tras ser separadas de su 

sustrato tras la tripsinización, con pequeñas prolongaciones de la 

membrana recubriendo su superficie. Su núcleo era redondeado con uno 

o, en ocasiones, dos nucléolos (Fig. 33). Las células tratadas con 

apigenina potásica (100 µM, 48 horas) tenían una morfología más 

irregular, en ocasiones poligonal; aunque tenían prolongaciones 

membranosas similares a las células no tratadas, estas eran menos 

numerosas. Los núcleos de estas células eran irregulares, con varias 

invaginaciones y contaban, con mucha frecuencia, con dos o más 

nucléolos, en general mayores que los de las células control (Fig. 34) 
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Figura 32. Aspecto de células de la línea TRAMP-C1 cultivadas durante 24, 48 y 72 

horas en presencia o no de apigenina potásica (100 µM) (contraste de fases; 100x).  
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Figura 33. Ultraestructura de células control de la línea TRAMP-C1 (TEM; a-c: 3900x; d: 

5800x). Las escalas equivalen a 5 μm (a-c) y a 2 μm (d). 
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Figura 34. Ultraestructura de células de la línea TRAMP-C1 cultivadas durante 48 horas 

en presencia de apigenina potásica (100 μM)  (TEM; a: 2850x; b-c: 3900x; d: 5800x). Las 

escalas equivalen a 5 μm (a-c) y a 2 μm (d). 
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El tratamiento de las células de la línea PNT2 con apigenina 

potásica (100 µM) a lo largo de 72 horas no provocó apenas cambios 

morfológicos. Únicamente causó la disminución del número de células, 

mayor cuanto más larga fue la incubación, y, solamente a las 72 horas, se 

observó cierta cantidad de restos de membranas celulares en el medio de 

cultivo (Fig. 35). 

 
El estudio mediante TEM (Figs. 36 y 37) mostró que las células 

PNT2 no tratadas eran redondeadas o ligeramente ovaladas, recubiertas 

de algunas prolongaciones membranosas pequeñas. Los núcleos eran 

redondeados o de forma irregular, con uno o dos nucléolos prominentes 

(Fig. 36). Las células tratadas con apigenina potásica (100 µM, 48 horas) 

eran, en ocasiones, poligonales, aunque, con mayor frecuencia, tenían 

una morfología similar a la de las células control. También presentaban 

pocas prolongaciones de la membrana, similares a las de las células no 

tratadas. Los núcleos de estas células eran redondeados o irregulares, 

con uno o más nucléolos (Fig. 37). 
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Figura 35. Aspecto de células de la línea PNT2 cultivadas durante 24, 48 y 72 horas en 

presencia o no de apigenina potásica (100 µM) (contraste de fases; 100x). 
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Figura 36. Ultraestructura de células no tratadas de la línea PNT2 (TEM; a: 2850x; b, c: 

3900x; d: 5800x). Las escalas equivalen a 5 μm (a-c) y a 2 μm (d). 
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Figura 37. Ultraestructura de células de la línea PNT2 cultivadas durante 48 horas en 

presencia de apigenina potásica (100 μM)  (TEM; a-c: 2850x; d: 3900x). Las escalas 

equivalen a 5 μm. 
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Efecto de la apigenina potásica sobre la viabilidad celular en las 
líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 
 

El tratamiento de la línea celular TRAMP-C1 con apigenina potásica 

(0-200 µM) durante 24, 48 o 72 horas provocó una disminución 

significativa de la viabilidad celular (p<0,001), que resultó dependiente de 

la duración de la incubación (p<0,001) y de la concentración de flavonoide 

utilizada  (p<0,001) (Tabla 7, Fig. 38). 

 

 La concentración mínima que disminuyó la viabilidad respecto al 

control no tratado (0 µM) de forma significativa fue la de 0,78 µM (p<0,005 

respecto al control no tratado). La concentración más alta (200 µM) 

provocó la mayor inhibición de la viabilidad celular; los porcentajes de 

viabilidad calculados respecto al control alcanzados con esta dosis fueron 

de un 36,10 ± 5,43 % tras 24 horas de incubación, de un 22,90 ± 6,23 % 

tras 48 horas y de un 8,54 ± 2,11 % tras 72 horas. 
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 24 horas 48 horas 72 horas 

Apig. 0 µM (control) 100 ± 10,32 100 ± 12,19 100 ± 8,69 

Apig. 0,78 µM 98,11 ± 21,82 92,52 ± 9,5 92,22 ± 16,64 

Apig. 1,56 µM 100,83 ± 24,83 98,39 ± 8,14 91,29 ± 22,92 

Apig. 3,13 µM 94,18 ± 16,5 91,18 ± 6,7 76,75 ± 15,36 

Apig. 6,25 µM 85,61 ± 26,41 81,69 ± 8,37 76,76 ± 19,43 

Apig. 12,5 µM 72,27 ± 17,85 76,18 ± 10,22 70,93 ± 15,21 

Apig. 25 µM 68,53 ± 12,83 73,68 ± 8,63 62,43 ± 15,54 

Apig. 50 µM 70,41 ± 16,26 66,54 ± 5,11 47,72 ± 6,58 

Apig. 100 µM 62,92 ± 10,12 46,25 ± 5,37 22,38 ± 4,87 

Apig. 200 µM 36,10 ± 5,43 22,90 ± 6,23 8,54 ± 2,11 

 
Tabla 7. Porcentaje de viabilidad de la línea TRAMP-C1 tratada con apigenina potásica 

(0-200 µM; 24-72 horas) respecto al control (células no tratadas) (media ± desviación 

estándar); cada valor es la media de 12 medidas. Apig.: apigenina potásica. 
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Figura 38. Viabilidad de la línea TRAMP-C1 tratada con apigenina potásica (0-200 µM; 

24-72 horas); cada valor es la media de 12 medidas. Barra de error: desviación estándar. 

Apig.: apigenina potásica. 
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El tratamiento de la línea celular PNT2 con apigenina potásica (0-

200 µM) durante 24, 48 o 72 horas provocó una disminución significativa 

de la viabilidad celular (p<0,001), que resultó dependiente de la duración 

de la incubación (p<0,001) y de la concentración de flavonoide utilizada  

(p<0,001) (Tabla 8, Fig. 39).  

 

 La concentración mínima que disminuyó la viabilidad respecto al 

control no tratado (0 µM) de forma significativa fue la de 1,56 µM (p<0,001 

respecto al control no tratado). La concentración más alta (200 µM) 

provocó la mayor inhibición de la viabilidad celular; los porcentajes de 

viabilidad calculados respecto al control alcanzados con esta dosis fueron 

de un 76,43 ± 1,37 % tras 24 horas de incubación, de un 67,71 ± 5,34 % 

tras 48 horas y de un 45,10 ± 2 % tras 72 horas. 
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 24 horas 48 horas 72 horas 

Apig. 0 µM 100 ± 3,71 100 ± 3,43 100 ± 7,58 

Apig. 0,78 µM 99,45 ± 4,49 100,44 ± 2,23 99,55 ± 11,19 

Apig. 1,56 µM 89,61 ± 2,17 85,79 ± 2,45 83,97 ± 5,45 

Apig. 3,13 µM 89,30 ± 1,73 96 ± 2,52 80,31 ± 2,51 

Apig. 6,25 µM 88,88 ± 2,42 91,75 ± 2,18 88,21 ± 6,86 

Apig. 12,5 µM 88,96 ± 2,5 95,38 ± 5,22 85,96 ± 7,01 

Apig. 25 µM 87,05 ± 3,39 93,69 ± 2,27 81,40 ± 2,65 

Apig. 50 µM 86,90 ± 1,44 87,36 ± 2,64 71,39 ± 2,95 

Apig. 100 µM 88,18 ± 1,96 80,67 ± 4,14 63,77 ± 1,89 

Apig. 200 µM 76,43 ± 1,37 67,71 ± 5,34 45,10 ± 2 

 
Tabla 8. Porcentaje de viabilidad de la línea PNT2 tratada con apigenina potásica (0-200 

µM; 24-72 horas) respecto al control (células no tratadas) (media ± desviación estándar); 

cada valor es la media de 12 medidas. Apig.: apigenina potásica. 
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Figura 39. Viabilidad de la línea PNT2 tratada con apigenina potásica (0-200 µM; 24-72 

horas); cada valor es la media de 12 medidas. Barra de error: desviación estándar. Apig.: 

apigenina potásica. 
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 Para comparar el efecto inhibidor de la viabilidad celular de la 

apigenina potásica entre las dos líneas celulares utilizadas, se realizó el 

cálculo de las concentraciones inhibitorias (IC) 50 y 90, es decir, las dosis 

del flavonoide que produjeron la inhibición de la viabilidad del 50% y del 

90% respecto al control sin tratar. Para ello se empleó el ajuste de una 

regresión lineal a cada curva de viabilidad obtenida en el experimento con 

cada línea celular. Las ecuaciones lineales obtenidas fueron las siguientes 

(abs.: absorbancia):  

 

 

TRAMP-C1; 24 horas Concentración = 149,85 – 279,81 x abs. R2 = 0,441 

TRAMP-C1; 48 horas Concentración = 224,15 – 220,75 x abs. R2 = 0,828 

TRAMP-C1; 72 horas Concentración = 153,68 – 67,96 x abs. R2 = 0,798 

PNT2; 24 horas Concentración = 617,98 – 1215,65 x abs. R2 = 0,506 

PNT2; 48 horas Concentración = 517,721 – 721,87 x abs. R2 = 0,751 

PNT2; 72 horas Concentración = 298,83 – 338,63 x abs. R2 = 0,765 

 

 

Los valores de IC50 e IC90 para cada línea celular y duración de la 

incubación quedan reflejados en la tabla 9. Debido a los valores bajos del 

coeficiente de determinación R2 de las regresiones para los ensayos a 24 

horas en ambas líneas celulares, que indican un ajuste pobre, no se 

realizó ninguna estimación para 24 horas; gracias a que los coeficientes 

R2 del resto de regresiones fueron más elevados, se realizaron 

estimaciones de los valores de IC50 e IC90 para 48 y 72 horas. Estos 

valores indican que el poder inhibidor de la viabilidad de la apigenina 

potásica es mayor sobre la línea celular tumoral, TRAMP-C1, que sobre la 

línea celular no tumoral, PNT2. 
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  24 horas 48 horas 72 horas 

IC50 - 104,88 74,46 
TRAMP-C1 

IC90 - 200,3 137,83 

IC50 - 251,92 136,94 
PNT2 

IC90 - 464,56 266,45 

 
 
Tabla 9. Valor de la concentración inhibitoria (IC) 50 y 90 (µM) de la apigenina potásica 

en las líneas TRAMP-C1 y PNT2. 
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Efecto de la apigenina potásica sobre la apoptosis en las líneas 
celulares TRAMP-C1 y PNT2 
 
 La incubación de células de la línea celular de carcinoma de 

próstata TRAMP-C1 con apigenina potásica (25-200 µM) durante 24, 48 o 

72 horas provocó un aumento del número de células apoptóticas (células 

con condensación o fragmentación nuclear) estadísticamente significativo 

(p<0,001), dependiente de la duración de la incubación y de la 

concentración del compuesto (Tabla 10, Figs. 40 y 41,). 

 

 Las células no tratadas (control) mostraron un porcentaje basal de 

células apoptóticas cuya media fue de 3,96 ± 0,93 %. Al administrar 

estaurosporina (STS) a las células como control positivo de apoptosis, el 

porcentaje de células en muerte programada ascendió hasta 17,09 ± 0,93 

%, lo que supuso un aumento estadísticamente significativo (p<0,001) del 

331,51% respecto al control. 

 

 Al incubar la línea TRAMP-C1 con distintas concentraciones de 

apigenina potásica durante 24 horas, el porcentaje de células apoptóticas 

mostró una tendencia a aumentar respecto al control a todas las dosis 

ensayadas, aunque manteniéndose por debajo de los valores alcanzados 

con el inductor STS. Así, mientras que el aumento de la apoptosis 

causado por la concentración menor de apigenina potásica (25 µM), de un 

15,64% respecto al control, no resultó estadísticamente significativo 

(p=0,11), sí lo fueron los causados por el resto de dosis; la apigenina 

potásica incrementó la apoptosis en un 35,25% (p<0,005), un 29,39% 

(p<0,01) y un 43,24% (p<0,001), a las concentraciones de 50, 100 y 200 

µM, respectivamente. 

 

 El tratamiento con apigenina potásica durante 48 horas también 

provocó un aumento significativo de la apoptosis en la línea celular 



Resultados 
 

 
164 

TRAMP-C1 respecto al control, que fue mayor que el producido por la 

incubación durante 24 horas. Respecto a las células no tratadas, la 

apoptosis creció en un 18,49% (no significativo; p=0,071), un 56,69% 

(p<0,001), un 46,10% (p<0,001) y un 190,57% (p<0,001), al añadir a las 

células apigenina potásica a 25, 50, 100 y 200 µM, respectivamente. 

 

 Por último, el tratamiento con apigenina potásica durante 72 horas 

aumentó el porcentaje de células apoptóticas respecto a los controles en 

mayor medida que la incubación durante 24 o 48 horas. En este caso, al 

comparar los valores de las células tratadas con los controles, todos 

resultaron estadísticamente significativos. La administración de apigenina 

potásica a 25, 50, 100 y 200 µM aumentó el número de células 

apoptóticas en un 31,37% (p<0,01), 31,44% (p<0,01), 195,64% (p<0,001) 

y 382,84% (p<0,001), respectivamente. En estos resultados destaca que 

el efecto proapoptótico del tratamiento con apigenina potásica 200 µM 

durante 72 horas supera al del inductor STS (331,51%), aunque los 

resultados de la comparación no fueron significativos (p=0,259). 
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 24 horas 48 horas 72 horas 

Control 3,96 ± 0,93 % 

STS 1 µM 17,09 ± 0,93 % 

Apig. 25 µM 4,58 ± 0,41 % 4,69 ± 0,58 % 5,20 ± 0,55 % 

Apig. 50 µM 5,36 ± 0,72 % 6,21 ± 0,43 % 5,21 ± 0,36 % 

Apig. 100 µM 5,13 ± 0,62 % 5,79 ± 0,25 % 11,71 ± 1,3% 

Apig. 200 µM 5,67 ± 1,12 % 11,51 ± 1,36 % 19,12 ± 1 % 

 
Tabla 10. Porcentaje de células apoptóticas en la línea TRAMP-C1 con cada uno de los 

tratamientos (media ± desviación estándar); cada valor es la media de 3 medidas. Apig.: 

apigenina potásica; STS: estaurosporina. 

 
Figura 40. Comparación del porcentaje de células apoptóticas en la línea TRAMP-C1 con 

cada uno de los tratamientos a 24, 48 y 72 horas; cada valor es la media de 3 medidas. 

Barra de error: desviación estándar. *: significación estadística respecto al control no 

tratado (p<0,05); +: significación estadística respecto al control positivo tratado con 

estaurosporina (p<0,05). Apig.: apigenina potásica; STS: estaurosporina. 
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Figura 41. Efecto de la apigenina potásica sobre la apoptosis de las células de carcinoma 

de próstata TRAMP-C1. Aspecto de células TRAMP-C1 no tratadas (a), incubadas con 

STS (b), o tratadas con apigenina potásica 200 µM durante 24 horas (c) o 72 horas (d) 

(Hoechst, 100x). Las puntas de flecha indican células apoptóticas. STS: estaurosporina. 
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Los efectos de la apigenina potásica sobre la apoptosis en la línea 

celular de epitelio de próstata no tumoral (PNT2) son muy diferentes 

(Tabla 11, Figs. 42 y 43). 

  

 En esta línea celular, el porcentaje de apoptosis basal de las células 

no tratadas fue de 4,63 ± 0,44 %, y aumentó significativamente en un 

185,07% (p<0,001) con la administración del inductor de apoptosis STS. 

 

 La incubación de las células PNT2 con apigenina (25-200 µM) 

durante 24 horas no produjo un aumento significativo de la apoptosis, 

manteniéndose todos los valores próximos a los de las células control. Así, 

se produjo una reducción de un 1,13% (p=0,944) respecto al control no 

tratado con la dosis menor (25 µM), y de un 6,58% (p=0,773) con la 

concentración de 100 µM, mientras que las otras concentraciones 

provocaron ligeros aumentos: un 4,19% (50 µM; p=0,701) y un 2,74% (200 

µM; p=0,850). 

 

 De forma similar, la administración de los tratamientos durante 48 

horas tampoco varió significativamente el porcentaje de células 

apoptóticas respecto a los controles. Todas las concentraciones 

ensayadas del flavonoide causaron un ligero aumento de la proporción de 

células apoptóticas, excepto la concentración de 100 µM, con la que se 

produjo una disminución respecto al control de un 3,21% (p=0,825). Las 

dosis de 25, 50 y 200 µM incrementaron la apoptosis respecto al control 

en un 14,83% (p=0,312), 3,28% (p=0,822) y 26,88% (p=0,072), 

respectivamente. 

 

 Por último, el tratamiento de las células durante 72 horas produjo 

resultados similares a los anteriores. La menor dosis ensayada disminuyó 

levemente el porcentaje de células apoptóticas (0,55%; p=0,970) y el resto 
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de concentraciones lo aumentó en un 2,15% (50 µM; p=0,883), un 7,18% 

(100 µM; p=0,622) y un 2,92% (200 µM; p=0,841). 
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 24 horas 48 horas 72 horas 

Control 4,63 ± 0,44  % 

STS 1 µM 13,21 ± 1,05 % 

Apig. 25 µM 4,59 ± 0,44  % 5,32 ± 0,61 % 4,61 ± 0,47 % 

Apig. 50 µM 4,83 ± 0,65 % 4,78 ± 0,38 % 4,77 ± 0,81 % 

Apig. 100 µM 4,37 ± 0,84 % 4,48 ± 0,85 % 4,97 ± 1,39 % 

Apig. 200 µM 4,76 ± 0,51 % 5,88 ± 1,02 % 4,73 ± 1,17 % 

 
Tabla 11. Porcentaje de células apoptóticas en la línea PNT2 con cada uno de los 

tratamientos (media ± desviación estándar); cada valor es la media de tres medidas. 

Apig.: apigenina potásica; STS: estaurosporina. 

 

 
Figura 42. Comparación del porcentaje de células apoptóticas en la línea PNT2 con cada 

uno de los tratamientos a 24, 48 y 72 horas; cada valor es la media de 3 medidas. Barra 

de error: desviación estándar. *: significación estadística respecto al control no tratado 

(p<0,05). Apig.: apigenina potásica; STS: estaurosporina. 
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Figura 43. Efecto de la apigenina potásica sobre la apoptosis de las células de epitelio de 

próstata PNT2. Aspecto de células PNT2 no tratadas (a), incubadas con STS (b), o 

tratadas con apigenina potásica 200 µM durante 24 horas (c) o 72 horas (d) (Hoechst, 

100x). Las puntas de flecha indican células apoptóticas. STS: estaurosporina. 
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Efecto de la apigenina potásica sobre el ciclo celular en la línea 
celular TRAMP-C1 

 

 La incubación de células de la línea TRAMP-C1 con apigenina 

potásica a una concentración de 100 µM durante 24-72 horas no causó el 

bloqueo del ciclo celular, puesto que no hubo cambios estadísticamente 

significativos en el porcentaje de células que se encontraban en cada una 

de las fases (G0 - G1: p=0,261; S: p=0,513; G2 - M: p=0,242) (Tabla 12, 

Figs. 44 y 45).  

 

 Las células no tratadas se encontraban, principalmente, en las 

fases G0 - G1 y S, con un 55,86 ± 4,45 % y un 33,02 ± 6,2 % del total de 

células analizadas, respectivamente; únicamente un pequeño porcentaje 

de las células se encontraban en las fases más próximas a la mitosis  

(11,12 ± 3,59 %). 

 

 Las células tratadas con apigenina potásica, al igual que los 

controles, estaban mayoritariamente en las fases G0 - G1, con porcentajes 

en estas fases de 50,67 ± 6,89 % (24 horas), 52,67± 1,22 % (48 horas) y 

57,56 ± 1,63 % (72 horas). La siguiente población más numerosa era la de 

las células en fase S, con un 32,22 ± 1,72 %, un 34,8 ± 1,07 % y un 30,54 

± 1,64 %, a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente. Por último, solo una 

pequeña parte de las células se encontraban en las fases G2 - M: un 17,11 

± 6,03 % en el caso del tratamiento durante 24 horas, un 12,52 ± 0,45 % 

para la incubación durante 48 horas, y un 11,89 ± 12,7 % en el caso del 

tratamiento más prolongado. 
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 G0 - G1 S G2 - M 

Control 55,86 ± 4,45  % 33,02 ± 6,2 % 11,12 ± 3,59 % 

Apig. 100 µM, 24 horas 50,67 ± 6,89 % 32,22 ± 1,72 % 17,11 ± 6,03 % 

Apig. 100 µM, 48 horas 52,67± 1,22 % 34,8 ± 1,07 % 12,52 ± 0,45 % 

Apig. 100 µM, 72 horas 57,56 ± 1,63 % 30,54 ± 1,64 % 11,89 ± 12,7 % 

 
Tabla 12. Porcentaje de células de la línea TRAMP-C1 en las distintas fases del ciclo 

celular (media ± desviación estándar) tras el tratamiento con apigenina potásica (100 µM) 

durante 24-72 horas; cada valor es la media de tres medidas. Apig.: apigenina potásica. 

 

 

 

 

Figura 44. Comparación del porcentaje de células de la línea TRAMP-C1 en las distintas 

fases del ciclo celular tratadas o no con apigenina potásica (100 µM) durante 24-72 

horas. Barra de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica. 
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Figura 45. Histogramas representativos del análisis del ciclo celular de células de la línea 

TRAMP-C1 sin tratar (a), o tratadas con apigenina potásica 100 µM durante 24 (b), 48 (c) 

o 72 horas (d). 
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Efecto de la apigenina potásica sobre la migración celular en las 
líneas celulares TRAMP-C1 y PNT2 
 

Durante el experimento, las células de la línea TRAMP-C1 situadas 

en el borde de la zona despejada emitieron prolongaciones membranosas, 

con o sin invaginaciones profundas, hacia el área sin células. Estas 

estructuras, que no estaban presentes al comienzo del experimento, eran 

similares a los lamelipodios, característicos del movimiento celular (Fig. 

46). Además, era frecuente encontrar células separadas del borde (Fig. 46 

d), que presentaban también estas prolongaciones, bien rodeando toda la 

célula o bien orientadas en una dirección. 

 

Para el estudio de los efectos de la apigenina potásica sobre la 

línea celular TRAMP-C1 realizamos un estudio piloto previo, con el fin de  

determinar la periodicidad de las medidas y las concentraciones del 

flavonoide más adecuadas. Para ello, las células fueron incubadas con 

distintas concentraciones (25-100 μM), todas ellas menores a la IC50 de 

este compuesto para esta línea celular, desde el comienzo del 

experimento y se realizaron medidas cada 3 horas. Todos los tratamientos 

provocaron la inhibición del movimiento celular respecto al control no 

tratado (p<0,001 en todos los casos). Gracias a este ensayo, no se 

empleó posteriormente la concentración de 50 μM, ya que no mostró 

diferencias significativas respecto a la concentración menor (p=0,834). 

 

La incubación de células de la línea TRAMP-C1 con distintas 

concentraciones de apigenina potásica (25, 100 μM), tanto justo al 

comienzo del experimento, como 12 horas antes de la creación de la zona 

libre de células, solamente causó una inhibición significativa de la 

migración celular a la concentración más elevada (p<0,001) (Tabla 13, 

Figs. 47 y 48). 
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Las células de la línea celular TRAMP-C1 no tratadas con 

flavonoide migraron a lo largo del experimento hasta ocupar el espacio 

libre a las 48 horas del comienzo del mismo. 

 

El tratamiento de las células con la concentración menor de 

apigenina potásica (25 μM) al inicio del ensayo no inhibió 

significativamente la migración celular respecto a los controles no tratados 

(p=0,943), aunque mostró una tendencia a reducirla; la distancia recorrida 

por las células tratadas fue entre un 5,76% y un 14,9% menor que la de 

los controles en las primeras 30 horas de ensayo. 

 

La incubación con apigenina potásica 25 μM desde 12 horas antes 

del comienzo del ensayo tampoco inhibió la migración de forma 

significativa (p=0,689), aunque también demostró una tendencia a 

disminuir el movimiento celular: la distancia de migración de las células 

tratadas fue entre un 2,84% y un 16,02% menor que la de los controles a 

todo lo largo del ensayo. La comparación con los datos del tratamiento con 

la misma dosis justo al empezar el experimento no resultó 

estadísticamente significativa (p=0,733). 

 

La concentración más elevada de apigenina potásica (100 μM) 

inhibió el movimiento celular de forma significativa respecto a los controles 

sin tratar (p<0,001). Así, la distancia recorrida por estas células fue, a lo 

largo de todo el experimento, entre un 4,62% y un 58,78% menor que la 

migrada por los controles, destacando que las células nunca llegaron a 

cubrir por completo la zona vacía de células. 

 

El pretratamiento con apigenina potásica 100 μM desde las 12 

horas previas al ensayo también redujo significativamente la migración 

celular respecto al control (p<0,001), manteniéndose en valores entre un 

18,95% y un 59,82% menores que los de las células no tratadas. Al 
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comparar con la administración la misma concentración al inicio del 

ensayo, la diferencia no fue estadísticamente significativa (p=0,085); sin 

embargo, el pretratamiento mostró una tendencia a causar una 

disminución de la migración, con valores entre un 2,52% y un 25,5% 

menores que los de la apigenina potásica 100 μM administrada al 

comienzo del ensayo. 
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Figura 46. Detalles de la migración de la línea TRAMP-C1 a lo largo del experimento 

(contraste de fases; a-d: 150x). 
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Figura 47. Comparación de la distancia de migración de las células de la línea TRAMP-

C1 no tratadas o tratadas con apigenina potásica (25-100 μM); cada valor es la media de 

ocho medidas. Barra de error: desviación estándar. 
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Figura 48. Migración de células de la línea TRAMP-C1 no tratadas o tratadas con 

apigenina potásica (25, 100 μM) a lo largo del experimento. Las líneas discontinuas 

indican la zona libre de células al comienzo del experimento. Apig.: apigenina potásica. 
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 Al igual que ocurrió con la línea celular TRAMP-C1, las células de la 

línea PNT2 próximas a la región despejada presentaban prolongaciones 

membranosas, similares a lamelipodios, hacia el área sin células a partir 

del comienzo del experimento (Fig. 49). Asimismo, también era frecuente 

observar células, aisladas o en pequeños grupos, localizadas en la zona 

sin células, rodeadas en parte o por completo por las prolongaciones ya 

descritas (Fig. 49). 

 

La apigenina potásica causó la inhibición de la migración celular en 

la línea PNT2, que resultó dependiente de la concentración de flavonoide 

empleada (p<0,001) (Tabla 14, Figs. 50 y 51). 

 

 Las células no tratadas cubrieron por completo el área despejada 

tras 24 horas de ensayo. 

 

 La administración de apigenina potásica 25 μM justo al comienzo 

del experimento inhibió la migración celular de forma significativa al 

comparar con el control no tratado (p<0,001). Entre las 3 y 12 horas 

posteriores al inicio del ensayo, la distancia recorrida por estas células fue 

entre un 3,18% y un 18,65% menor que la distancia de migración de los 

controles; fue máxima a las 3 horas y mínima a las 12 horas.  

 

La incubación de las células con la concentración menor del 

flavonoide desde 12 horas antes de empezar el experimento dio 

resultados muy similares. Desde las 3 a las 15 horas, la distancia migrada 

por las células tratadas fue entre un 9,16% y un 18,57% menor que la de 

los controles (p<0,001). No obstante, la comparación con el mismo 

tratamiento administrado al comienzo del experimento no produjo 

diferencias estadísticamente significativas (p=0,752). 
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 El tratamiento con la concentración intermedia de apigenina 

potásica (50 μM) también inhibió significativamente el movimiento celular 

con respecto a los controles no tratados (p<0,001). En este caso, la 

distancia de migración fue entre un 1,04% y un 25,22% menor que la de 

los controles entre las 3 y 15 horas de experimento. La reducción fue 

máxima a las 3 horas y mínima a las 15 horas. 

 

 La incubación de las células desde 12 horas antes del experimento 

con apigenina potásica 50 μM causó la inhibición de la migración al 

comparar con las células no tratadas (p<0,001). La distancia recorrida fue 

entre un 5,12% y un 50,61% menor que la migrada por los controles. Sin 

embargo, no había diferencias significativas respecto a la administración 

de la misma dosis justo al comienzo del experimento (p=0,159). 

 

 El efecto inhibidor de la migración celular de la apigenina potásica 

respecto a los controles fue máximo con la mayor concentración (100 μM) 

(p<0,001). Entre las 3 y 27 horas desde el comienzo del experimento, la 

distancia que recorrieron las células tratadas con esta dosis de flavonoide 

fue entre un 2,75% y un 40,89% menor que la distancia de migración de 

las células control; al igual que con las concentraciones menores, la 

reducción de la distancia de migración en comparación con los controles 

fue máxima a las 3 horas. Fue destacable que no se llegó a cubrir por 

completo la zona libre de células. 

 

 El pretratamiento de las células PNT2 con apigenina potásica 100 

μM desde 12 horas antes del comienzo del experimento redujo 

significativamente la migración celular con respecto a los controles 

(p<0,001) entre un 2,49% y un 57,76% a lo largo del experimento. Al igual 

que en el caso anterior, las células tampoco llegaron nunca a cubrir por 

completo la zona despejada. En este caso, la comparación con la 

administración de la misma concentración justo al inicio del ensayo sí 
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mostró diferencias significativas (p<0,001). Así, entre las 3 y 9 horas 

posteriores al inicio del experimento la distancia de migración de las 

células pretratadas fue entre un 5,85% y un 28,53% menor que la 

recorrida por las células tratadas al comienzo; sin embargo, a partir de las 

12 horas las células pretratadas recorrieron entre un 2,51% y un 11,51% 

más que aquellas a las que se les administró la misma concentración justo 

al empezar el experimento. 
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Figura 51. Detalles de la migración de la línea PNT2 a lo largo del experimento (contraste 

de fases; a-c: 150x; d: 200x). 
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Figura 50. Comparación de la distancia de migración de las células de la línea PNT2 no 

tratadas o tratadas con apigenina potásica (25-100 μM); cada valor es la media de ocho 

medidas. Barra de error: desviación estándar. 
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Figura 51. Migración de células de la línea PNT2 no tratadas o tratadas con apigenina 

potásica (25, 100 μM) a lo largo del experimento. Las líneas discontinuas indican la zona 

libre de células al comienzo del experimento. Apig.: apigenina potásica. 
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Efecto de la apigenina potásica sobre la supervivencia de ratones 
trasplantados con tumores TRAMP-C1 
 
Modelo I: La inoculación de células TRAMP-C1 subcutáneamente en 

ratones C57Bl/6 no dio resultados satisfactorios, a pesar de que la línea 

celular había sido aislada de ratones de esa cepa.  

 

 Muy pocos animales desarrollaron tumores, solo un 30%, 

aproximadamente, porcentaje que se mantuvo sin cambios a pesar de 

duplicar o triplicar el número de células inoculadas o, incluso, de realizar 

varias inoculaciones separadas en el tiempo al mismo animal. 

 

 El periodo de latencia del tumor, hasta que este era palpable, 

resultó también muy variable, desde aproximadamente un mes, en los 

casos de evolución más rápida, hasta cerca de los 4 meses. Este 

parámetro, al igual que la tasa de implantación, resultó independiente de la 

cantidad de células o el número de inoculaciones. 

 

 Debido al relativo fracaso de este modelo, se puso en marcha el 

modelo II, consistente en el trasplante de pequeños fragmentos de uno de 

los tumores desarrollados mediante la inoculación directa de células 

TRAMP-C1. 

 

 

Modelo II: Al contrario que en el modelo anterior, la implantación de 

fragmentos de un tumor desarrollado por inoculación permitió obtener un 

modelo robusto. Todos los animales desarrollaron tumores bajo la piel del 

lomo, que resultaron palpables entre los días 20 y 21 tras el trasplante; fue 

en el día 21 cuando comenzó la administración del tratamiento. 
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 En el grupo de animales no tratados, la vida media fue de 51 días 

desde la implantación del tumor, con una vida máxima de 82 días (Fig. 

52). 

 

El tratamiento con apigenina potásica alargó ambos parámetros; la 

vida media fue de 61 días, lo que supuso un incremento respecto a los 

animales control del 45,24%. La vida máxima, por su parte, fue de 86 días, 

aumentando, por tanto, un 4,88% respecto a los animales no tratados (Fig. 

52). No obstante, no se encontró significación estadística (p=0,151). 

 

 

  
Figura 52. Curva de supervivencia de los ratones trasplantados con tumores TRAMP-C1. 
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3. EFECTO LA APIGENINA POTÁSICA FRENTE A 
RADIACIONES IONIZANTES Y NO IONIZANTES 

 
Efecto genoprotector de la apigenina potásica frente a la radiación 
ionizante γ en linfocitos humanos 

 

 Las muestras no tratadas ni irradiadas (control) mostraron una 

frecuencia basal de micronúcleos, expresada como número de 

micronúcleos (MN) / 500 células bloqueadas (CB), de 10 ± 3,09. Todas las 

células positivas, es decir, con micronúcleos, contenían una sola de estas 

estructuras, excepto una de ellas, que presentaba dos micronúcleos 

(Tabla 15, Fig. 53). 

 

 Al exponer las muestras a 2 Gy de radiación γ, se produjo un 

aumento significativo de la frecuencia de micronúcleos al comparar con el 

control no tratado (p<0,001), alcanzando una media de 26 ± 7,15 MN/500 

CB. Además, aumentó el número de células positivas que contenían dos 

(6 células con dos micronúcleos de 250 células positivas) o, incluso, tres 

micronúcleos (2 células con dos micronúcleos de 250 células positivas). 

 

 En las muestras tratadas con apigenina potásica (25 μM), la 

frecuencia de micronúcleos fue de 9 MN/500 CB, lo que no supuso 

variaciones significativas respecto al control no tratado. 

 

 La administración de apigenina potásica 25 μM 15 minutos antes de 

la radiación γ (2 Gy) mostró una frecuencia de 19 MN/500 CB, lo que 

supuso un aumento significativo respecto a las muestras únicamente 

tratadas con el flavonoide (p<0,01), pero una disminución 

estadísticamente significativa (p<0,05) al comparar con las muestras  

controles irradiadas con la misma dosis de radiación. Estas muestras 
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mostraron un factor de protección del 26,92 % (Tabla 15, Fig. 54), y un 

factor reductor de dosis de 2,52 (Tabla 15, Fig. 55). 

 

 La administración de la apigenina potásica (25 μM) tras la radiación 

causó la aparición de 17 MN/500. Así, provocó un aumento de la 

frecuencia de micronúcleos respecto a las muestras tratadas únicamente 

con la flavona (p<0,05) y una disminución significativa respecto a las 

muestras irradiadas (p<0,001). Con este tratamiento, el factor de 

protección y el factor reductor de dosis fueron de 34,61 % y 3,01 (Tabla 

15. Figs. 54 y 55), respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 MN / 500 CB FP FRD 

Control no tratado 10 ± 3,09   

Control irradiado 26 ± 7,15   

Apig.  9    

Apig. preirradiación 19  26,92% 2,52 

Apig. postirradiación 17 34,61% 3,01 

 
Tabla 15. Frecuencia de micronúcleos (número de micronúcleos / 500 células 

bloqueadas) (media ± desviación estándar), factor de protección y factor reductor de 

dosis de las muestras control, irradiadas (2 Gy) y tratadas con apigenina potásica (25 

μM), y de las combinaciones de apigenina potásica con radiación γ. Apig.: apigenina 

potásica; CB: células bloqueadas en la citoquinesis; FP: factor de protección; FRD: factor 

reductor de dosis; MN: micronúcleos. 
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Figura 53. Comparación de la frecuencia de aparición de micronúcleos (número de 

micronúcleos / 500 células bloqueadas) en linfocitos de sangre periférica irradiados o no 

con radiación γ (2 Gy) y tratados o no con apigenina potásica (25 μM) antes o después de 

la irradiación. Barra de error: desviación estándar. *: significación estadística respecto al 

control no tratado (p<0,05); +: significación estadística respecto al control irradiado 

(p<0,05); º: significación estadística respecto al tratamiento con apigenina potásica. Apig.: 

apigenina potásica; CB: células bloqueadas en la citoquinesis; MN: micronúcleos. 
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Figura 54. Comparación del factor de protección mostrado por el tratamiento con 

apigenina potásica (25 μM) antes o después de la radiación γ (2 Gy). Apig.: apigenina 

potásica; FP: factor de protección. 
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Figura 55. Comparación del factor reductor de dosis mostrado por el tratamiento con 

apigenina potásica (25 μM) antes o después de la radiación γ (2 Gy). Apig.: apigenina 

potásica; FRD: factor reductor de dosis. 
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Efectos de la combinación de apigenina potásica y radiación 
ionizante X en distintas líneas celulares 
 

La exposición de la línea celular TRAMP-C1 a rayos X (0-10 Gy) 

causó la reducción significativa de la viabilidad celular respecto al control 

(p<0,001), dependiente de la dosis de radiación y del tiempo tras la 

radiación. La menor dosis de radiación que disminuyó significativamente la 

viabilidad celular fue la de 4 Gy, tanto a las 24 horas como a las 48 horas, 

con porcentajes de viabilidad respecto al control de un 91,55 ± 11,12 % 

(p<0,001) y de un 86,43 ± 12,57 % (p<0,001), respectivamente. Los daños 

máximos se produjeron con la dosis mayor, 10 Gy; los porcentajes de 

viabilidad respecto al control alcanzados con esta dosis fueron de un 79,94 

± 7,59 % (p<0,001) a las 24 horas y de un 71,31 ± 12,35 % (p<0,001) a las 

48 horas (Tablas 16 y 17, Figs. 56 y 57). 

 

La administración de apigenina potásica 20 μM redujo la viabilidad 

de forma significativa respecto al control no tratado, con un porcentaje de 

viabilidad de un 84,14 ± 12,89 % a las 24 horas (p<0,001) y de un 80,72 ± 

5,09 % a las 48 horas (p<0,001). 

 

La incubación de la línea TRAMP-C1 con apigenina potásica 20 μM 

15 minutos antes de la exposición a rayos X no disminuyó 

significativamente la viabilidad celular respecto a su control, es decir, a las 

células tratadas con la misma concentración de apigenina potásica. Los 

porcentajes de viabilidad de la combinación de la apigenina potásica 20 

μM con la mayor dosis de radiación (10 Gy) fueron de un 91,58 ± 3,32 % 

(p=0,132) 24 horas después del tratamiento y de un 95,95 ± 11,96 % 

(p=0,406) tras 48 horas (Tablas 16 y 17, Figs. 56 y 57).  

 

Al comparar con el control irradiado, los porcentajes de viabilidad de 

la combinación de apigenina potásica 20 μM con 4 Gy, 8 Gy y 10 Gy de 
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radiación tras 24 horas de la exposición fueron significativamente mayores 

que los de las células únicamente irradiadas (p<0,05, p=0,001 y p<0,05, 

respectivamente). Únicamente la combinación de apigenina potásica 20 

μM con 6 Gy no aumentó la viabilidad celular respecto a las células 

expuestas a 6 Gy (p=0,067). Tras 48 horas de la exposición a rayos X, la 

combinación de apigenina potásica 20 μM con rayos X solo aumentó 

significativamente la viabilidad respecto a los controles irradiados en los 

tratamientos con apigenina potásica 20 μM con 6 Gy, con 8 Gy y con 10 

Gy (p<0,01, p<0,005 y p<0,001, respectivamente) (Tablas 16 y 17, Figs. 

56 y 57). El aumento de la supervivencia celular con la combinación del 

flavonoide y la radiación respecto a los controles irradiados fue de un 8,45-

13,12 % a las 24 horas y de un 12,36-24,64 % a las 48 horas. 

 

El tratamiento con apigenina potásica 40 μM redujo la viabilidad de 

forma significativa respecto al control no tratado, con un porcentaje de 

viabilidad de un 71,05 ± 10,84 % a las 24 horas (p<0,001) y de un 67,53 ± 

15.59 % a las 48 horas (p<0,001). 

 

 Por último, la administración de apigenina potásica 40 μM 15 

minutos antes de la irradiación provocó una disminución significativa del 

porcentaje de viabilidad respecto su control, las células tratadas con la 

misma concentración de apigenina potásica, a las 24 horas de la 

irradiación, cuando se combinó con 8 y 10 Gy. Los valores de viabilidad de 

la combinación de apigenina potásica 40 μM con 8 y 10 Gy de radiación X 

fueron de un 82,11 ± 5,72 % (p<0,005) y 81,21 ± 3,44 % (p<0,0001), 

respectivamente. No obstante, no se observó una disminución significativa 

de la viabilidad respecto al control tratado con apigenina potásica 40 μM 

en los estudios a 48 horas; a las 48 horas de la irradiación, el porcentaje 

de viabilidad de las células tratadas con apigenina potásica 40 μM e 

irradiadas con 10 Gy fue de un 91,26 ± 8,5 % (p=0,107) (Tablas 16 y 17, 

Figs. 56 y 57).  
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Al comparar la combinación de apigenina potásica 40 μM y las 

distintas dosis de rayos X con las células únicamente irradiadas tras 24 

horas de la exposición, no se observó un aumento significativo de los 

porcentajes de viabilidad al administrar apigenina potásica 40 μM antes de 

la irradiación (p<0,0x); el porcentaje de viabilidad celular de la 

combinación de apigenina potásica 40 μM y 10 Gy a las 24 horas fue de 

81,21 ± 3,44 % (p=0,761). No obstante, tras 48 horas de la exposición a 

los rayos X, la combinación de apigenina 40 μM con rayos X aumentó 

significativamente la viabilidad celular en comparación con el control 

irradiado (p<0,001 en todos los casos) (Tablas 16 y 17, Figs. 56 y 57). El 

aumento de la supervivencia celular causado por la combinación de la 

flavona con rayos X respecto a los controles irradiados tras 48 horas de la 

exposición fue de un 13,57-20,8 %. 

 

 El factor de protección, calculado para la combinación de  apigenina 

potásica 20 y 40 μM con 10 Gy de rayos X, fue de 58,03% con la menor 

concentración de flavonoide y de 6,33% con la concentración mayor, tras 

24 horas de la irradiación. Tras 48 horas del tratamiento con apigenina 

potásica y la irradiación con 10 Gy, el factor de protección fue de 85,89% 

(20 μM) y de 69,54% (40 μM) (Tabla 18, Fig. 58). 

 

 Tras 24 horas de la administración del flavonoide y la irradiación 

con 10 Gy, el factor reductor de dosis fue de 2,56 y de 1,12 para 20 y 40 

μM, respectivamente. A las 48 horas, el factor reductor de dosis fue de 

9,62 para la menor concentración de apigenina potásica y de 3,82 para la 

mayor (Tabla 19, Fig. 59). 
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 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control irradiado 100 ± 7,99 91,55 ± 11,12 85,51 ± 10,6 83,43 ± 8,23 79,94 ± 7,59 

Apig. 20 μM 100 ± 9,8  100 ± 12,48 93,07 ± 11,87 96,55 ± 12,96 91,58 ± 3,32 

Apig. 40 μM 100 ± 4,7 92,24 ± 10,37 90,79 ± 11,41 82,11 ± 5,72 81,21 ± 3,44 

 
Tabla 16. Porcentaje de viabilidad de la línea TRAMP-C1 irradiada (0-10 Gy) y tratada 

con apigenina potásica (0-40 µM) durante 24 horas respecto al control (media ± 

desviación estándar); cada valor es la media de, al menos, 12 medidas. Apig.: apigenina 

potásica. 

 
 
 
 

 
Figura 56. Comparación del porcentaje de viabilidad de la línea TRAMP-C1 irradiada con 

radiación X (0-10 Gy) y tratada con apigenina potásica (0-40 μM) durante 24 horas. Barra 

de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica. 
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 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control irradiado 100 ± 6,88 86,43 ± 12,57 79,2 ± 12,93 75,3 ± 13,23 71,31 ± 12,35 

Apig. 20 μM 100 ± 3,66 92,5 ± 10,29 91,56 ± 11,76 89,94 ± 4,3 95,95 ± 11,96 

Apig. 40 μM 100 ± 8,05 100 ± 9 100 ± 7,34 96 ± 4,74 91,26 ± 8,5 

 
Tabla 17. Porcentaje de viabilidad de la línea TRAMP-C1 irradiada (0-10 Gy) y tratada 

con apigenina potásica (0-40 µM) durante 48 horas respecto al control (media ± 

desviación estándar); cada valor es la media de, al menos, 12 medidas. Apig.: apigenina 

potásica. 

 

 

 

 

 
Figura 57. Comparación del porcentaje de viabilidad de la línea TRAMP-C1 irradiada con 

radiación X (0-10 Gy) y tratada con apigenina potásica (0-40 μM) durante 48 horas. Barra 

de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica. 
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 24 horas 48 horas 

Apig. 20 μM + 10 Gy 58,03% 85,89% 

Apig. 40 μM + 10 Gy 6,33% 69,54% 

 

Tabla 18. Factor de protección de la combinación de apigenina potásica (20-40 μM) con 

10 Gy de radiación X sobre la línea TRAMP-C1, tras 24 y 48 horas de la irradiación. 

Apig.: apigenina potásica. 

 
 
 
 
 

 
Figura 58. Comparación del factor de protección de la combinación de apigenina 

potásica (20-40 μM) con 10 Gy de radiación X sobre la línea TRAMP-C1, tras 24 y 48 

horas de la irradiación. Barra de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica; FP: 

factor de protección. 
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 24 horas 48 horas 

Apig. 20 μM + 10 Gy 2,56 9,62 

Apig. 40 μM + 10 Gy 1,12 3,82 

 
Tabla 19. Factor reductor de dosis de la combinación de apigenina potásica (20-40 μM) 

con 10 Gy de radiación X sobre la línea TRAMP-C1, tras 24 y 48 horas de la irradiación. 

Apig.: apigenina potásica. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59. Comparación del factor reductor de dosis de la combinación de apigenina 

potásica (20-40 μM) con 10 Gy de radiación X sobre la línea TRAMP-C1, tras 24 y 48 

horas de la irradiación. Barra de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica; 

FRD: factor reductor de dosis. 
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La irradiación de la línea celular PNT2 con 0-10 Gy redujo 

significativamente la viabilidad celular respecto al control no tratado 

(p<0,001), de forma dependiente de la dosis y del tiempo transcurrido 

desde la irradiación (p<0,0x). La menor dosis de radiación que disminuyó 

significativamente la viabilidad celular fue la de 4 Gy, con un porcentaje de 

viabilidad respecto al control de un 91,84 ± 8,63 % (p<0,001) y de un 

85,77 ± 9,55 % (p<0,001) a las 24 y 48 horas de la exposición, 

respectivamente. El efecto máximo se produjo con 10 Gy; los porcentajes 

de viabilidad respecto al control alcanzados con esta dosis fueron de un 

80,59 ± 5,05 % (p<0,001) y un 72,93 ± 7,34 % (p<0,001) a las 24 y 48 

horas, respectivamente (Tablas 20 y 21, Figs. 60 y 61). 

 

La administración de apigenina potásica 20 μM no disminuyó 

significativamente la viabilidad celular respecto al control no tratado tras 24 

horas, presentando un porcentaje de viabilidad de un 97,17 ± 8,17 % a las 

24 horas (p=0,31). Sin embargo, sí la redujo significativamente a las 48 

horas, con un porcentaje de viabilidad de un 89,91 ± 6,88 % a las 48 horas 

(p<0,001). 

 

La combinación de apigenina potásica 20 μM con rayos X (4-10 Gy) 

disminuyó significativamente la viabilidad respecto a su control, las células 

tratadas con la misma concentración de flavona. Así, tras 24 horas de la 

exposición a radiación, la combinación de apigenina potásica 20 μM  con 6 

Gy, con 8 Gy y con 10 Gy mostró porcentajes de viabilidad de 91,85 ± 7,95 

% (p<0,01), 90,86 ± 7,69 % (p<0,01) y 90,33 ± 8,71 % (p<0,005). Tras 48 

horas, únicamente la combinación de apigenina potásica 20 μM con 10 Gy 

(90,88 ± 7,61 %; p=0,005) redujo significativamente la viabilidad celular 

respecto al control (Tablas 20 y 21, Figs. 60 y 61). 

 

La comparación de los porcentajes de viabilidad de la combinación 

de apigenina potásica 20 μM con radiación con los datos de las células 
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únicamente irradiadas mostró un aumento del porcentaje de viabilidad 

respecto al control irradiado a las 24 horas de la exposición. El incremento 

de la viabilidad respecto al control irradiado resultó estadísticamente 

significativo con la combinación del flavonoide 20 μM con 4 Gy (p<0,05), 

con 8 Gy (p<0,05) y con 10 Gy (p=0,001). Tras 48 horas de la exposición a 

rayos X, la combinación de apigenina potásica 20 μM con todas las dosis 

de radiación (4-10 Gy) aumentó significativamente la viabilidad celular 

respecto a las células controles irradiadas (p<0,001 en todos los casos) 

(Tablas 20 y 21, Figs. 60 y 61). El aumento de la supervivencia celular 

causado por la combinación del flavonoide con rayos X respecto al control 

irradiado fue de un 6,39-9,74 % a las 24 horas y de un 14,23-17,95 % a las 

48 horas. 

 

La administración de apigenina potásica 40 μM redujo 

significativamente la viabilidad celular respecto al control no tratado, 

presentando un porcentaje de viabilidad de un 89,04 ± 9,54 % a las 24 

horas (p<0,001) y de un 91,28 ± 8,1 % a las 48 horas (p=0,005). 

 

El tratamiento con apigenina potásica 40 μM antes de la radiación 

no disminuyó significativamente la viabilidad respecto a su control, las 

células tratadas con apigenina potásica 40 μM, tras 24 horas de la 

exposición. El porcentaje de viabilidad de las células tratadas con 

apigenina potásica 40 μM y 10 Gy tras 24 horas fue de un 94,24 ± 7,79 % 

24 horas tras la irradiación  (p=0,109). Sin embargo, después de 48 horas 

de la exposición a radiación, el porcentaje de viabilidad de la combinación 

de apigenina potásica 40 μM con 10 Gy se redujo significativamente 

respecto al control (93,22 ± 8,22 %; p<0,05) (Tablas 20 y 21, Figs. 60 y 

61). 

 

Al comparar la combinación de apigenina potásica 40 μM con rayos 

X con el control irradiado, se observó un aumento significativo del 
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porcentaje de viabilidad con el tratamiento combinado tanto tras 24 horas 

de la exposición (p<0,05 para la combinación de la flavona 40 μM con 4 o 

6 Gy; p=0,005 para el tratamiento con apigenina 40 μM y 8 Gy; p<0,001 

para la combinación con 10 Gy), como tras 48 horas (p<0,001 en todos los 

casos) (Tablas 20 y 21, Figs. 60 y 61). El aumento de la supervivencia 

celular de la combinación de flavonoide y rayos X respecto a las células 

únicamente irradiadas fue de un 8,16-13,65 % y un 14,23-20,29 % a las 24 

y 48 horas de la exposición, respectivamente. 

 

Tras 24 horas de la irradiación, el factor de protección para la 

combinación de  apigenina potásica 20 y 40 μM con 10 Gy de rayos X, fue 

de 50,17% con la menor concentración del flavonoide y de 70,31% con la 

concentración mayor, tras 24 horas de la irradiación. Tras 48 horas del 

tratamiento con apigenina potásica y la irradiación con 10 Gy, el factor de 

protección fue de 65,65% (20 μM) y de 73,94% (40 μM) (Tabla 22, Fig. 

62). 

 

 Tras 24 horas de la administración del flavonoide y la irradiación 

con 10 Gy, el factor reductor de dosis fue de 2,04 y de 3,44 para 20 y 40 

μM, respectivamente. A las 48 horas, el factor reductor de dosis fue de 

3,46 para la menor concentración de apigenina potásica y de 4,93 para la 

mayor (Tabla 23, Fig. 63). 
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 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control irradiado 100 ± 5,83 91,84 ± 8,63 88,59 ± 9,05 83,95 ± 8,79 80,59 ± 5,05 

Apig. 20 μM 100 ± 9,21 98,23 ± 9,28 91,85 ± 7,95 90,86 ± 7,69 90,33 ± 8,71 

Apig. 40 μM 100 ± 7,33 100 ± 8,25 98,31 ± 9,32 94,34 ± 7,22 94,24 ± 7,79 

 
Tabla 20. Porcentaje de viabilidad de la línea PNT2 irradiada (0-10 Gy) y tratada con 

apigenina potásica (0-40 µM) durante 24 horas respecto al control (media ± desviación 

estándar); cada valor es la media de, al menos, 12 medidas. Apig.: apigenina potásica. 

 
 
 
 

 
Figura 60. Comparación del porcentaje de viabilidad de la línea PNT2 irradiada con 

radiación X (0-10 Gy) y tratada con apigenina potásica (0-40 μM) durante 24 horas. Barra 

de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica. 
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 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control irradiado 100 ± 4,59 85,77 ± 9,55 81,07 ± 8,95 77,85 ± 4,83 72,93 ± 7,34 

Apig. 20 μM 100 ± 7,47 100 ± 7,53 96,39 ± 10,59 94,20 ± 9,89 90,88 ± 7,61 

Apig. 40 μM 100 ± 6,62 100 ± 7,33 97,71 ± 10,07 97,59 ± 12,15 93,22 ± 8,22 

 
Tabla 21. Porcentaje de viabilidad de la línea PNT2 irradiada (0-10 Gy) y tratada con 

apigenina potásica (0-40 µM) durante 48 horas respecto al control (media ± desviación 

estándar); cada valor es la media de, al menos, 12 medidas. Apig.: apigenina potásica. 

 
 
 
 

 
Figura 61. Comparación del porcentaje de viabilidad de la línea PNT2 irradiada con 

radiación X (0-10 Gy) y tratada con apigenina potásica (0-40 μM) durante 24 (arriba) y 48 

horas (abajo). Barra de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica. 
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 24 horas 48 horas 

Apig. 20 μM + 10 Gy 50,17% 65,65% 

Apig. 40 μM + 10 Gy 70,31% 73,94% 

 

Tabla 22. Factor de protección de la combinación de apigenina potásica (20-40 μM) con 

10 Gy de radiación X sobre la línea PNT2, tras 24 y 48 horas de la irradiación. Apig.: 

apigenina potásica. 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 62. Comparación del factor de protección de la combinación de apigenina 

potásica (20-40 μM) con 10 Gy de radiación X sobre la línea PNT2, tras 24 y 48 horas de 

la irradiación. Barra de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica; FP: factor de 

protección. 

Horas tras la irradiación

24 48

Fa
ct

or
 d

e 
pr

ot
ec

ci
ón

 (F
P)

0

20

40

60

80 Apig. 20 μM 
Apig. 40 μM



Resultados 
 

 
209 

 24 horas 48 horas 

Apig. 20 μM + 10 Gy 2,04 3,46 

Apig. 40 μM + 10 Gy 3,44 4,93 

 
Tabla 23. Factor reductor de dosis de la combinación de apigenina potásica (20-40 μM) 

con 10 Gy de radiación X sobre la línea PNT2, tras 24 y 48 horas de la irradiación. Apig.: 

apigenina potásica. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 63. Comparación del factor reductor de dosis de la combinación de apigenina 

potásica (20-40 μM) con 10 Gy de radiación X sobre la línea PNT2, tras 24 y 48 horas de 

la irradiación. Barra de error: desviación estándar. Apig.: apigenina potásica; FRD: factor 

reductor de dosis. 
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Efecto protector de la apigenina potásica frente al fotoenvejecimiento 
inducido por radiación UV en ratones 
 
 
Estudio macroscópico. El lomo de los ratones no expuestos a radiación 

UV presentaba una piel fina, lisa y sin arrugas visibles (Fig. 64). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 64. Aspecto macroscópico de la piel del lomo de un ratón Swiss no expuesto a 

radiación UV. 

 

 

 

Los animales expuestos a radiación UV presentaban eritema en 

la piel del lomo tras la exposición, que desaparecía a las 2-3 horas; no 

obstante, pasadas 10-12 sesiones el eritema se hizo permanente. Entre 

las sesiones 20ª y 30ª se desarrollaron zonas de alopecia, con distribución 

y forma irregulares, a lo largo de toda la piel expuesta a la radiación. En 

ese periodo también aparecieron arrugas longitudinales, profundas, que 

recorrían gran parte del lomo de los animales, así como pequeñas 

lesiones engrosadas, de aspecto queratósico, en ocasiones cubiertas de 

costras escamosas o hemorrágicas (Fig. 65 a).  
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Tras 50 horas de exposición, las áreas de alopecia se habían 

extendido, ocupando la mayor parte de la piel expuesta del lomo; 

asimismo, las arrugas eran más prominentes. Las lesiones de aspecto 

queratósico se hicieron más abundantes al avanzar el experimento, 

aumentando de tamaño e, incluso, confluyendo para formar placas. En 

torno a la sesión 80ª, en uno de los animales de este grupo comenzó a 

desarrollarse una lesión verrucosa en el flanco que llegó a alcanzar un 

volumen aproximado de 1 x 0,5 x 0,5 cm al final del experimento (Fig. 65 

a, c y e). 

 

 Los animales que recibieron apigenina potásica en la dieta no 

mostraron variaciones en el peso o el consumo de pienso a lo largo del 

experimento, lo que indicó que el flavonoide no resultó tóxico (Fig. 66). A 

los ratones de este grupo, la radiación UV les provocó menos daños que a 

los del grupo anterior. Al igual que el grupo solamente expuesto, estos 

animales mostraban eritema tras la radiación que, en las primeras 10-12 

sesiones, desaparecía tras unas horas y, posteriormente, se hizo 

permanente. Los ratones tratados con apigenina potásica también 

desarrollaron profundas arrugas longitudinales que recorrían todo el lomo, 

y áreas de alopecia irregulares (sesiones 20ª-30ª). Las zonas desnudas 

fueron aumentando de tamaño a lo largo del experimento de forma similar 

a lo ocurrido en los animales expuestos a radiación UV. No obstante, a 

diferencia del grupo irradiado, los animales tratados con apigenina 

potásica desarrollaron muy pocas lesiones engrosadas de aspecto 

queratósico, todas de pequeño tamaño, que resultaron visibles en torno a 

la sesión 50ª  (Fig. 65 b, d y f). 
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Figura 65. Aspecto macroscópico de la piel del lomo de ratones Swiss expuestos a 

radiación UV y tratados o no con apigenina potásica en la dieta (37,82 mg/kg/día). a) 

Ratón expuesto a 25 sesiones de radiación UV (1 hora de exposición/sesión; 3 

sesiones/semana). b) Ratón expuesto a 25 sesiones de radiación UV y tratado con 

apigenina potásica. c) Ratón expuesto a 50 sesiones de radiación UV. d) Ratón expuesto 

a 50 sesiones de radiación UV y tratado con apigenina potásica. e) Ratones expuestos a 

100 sesiones de radiación UV. f) Ratón expuesto a 100 sesiones de radiación UV y 

tratado con apigenina potásica. 
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Figura 66. Evolución del peso medio de los animales expuestos a radiación UV y 

tratados o no con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día) a lo largo del experimento. Apig.: 

apigenina potásica. 
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Estudio microscópico. Los animales expuestos exclusivamente a 
radiación UV mostraban todos los signos característicos del 

fotoenvejecimiento. La hiperplasia de las células basales, displasia epitelial 

de grado I y, en menor medida, de grado II, la hiperplasia de las células 

basales, la fibrosis de la dermis papilar y la elastosis solar fueron 

características frecuentes de los animales irradiados (Figs. 67-69).  

 

Tras 25 sesiones, la piel de los animales irradiados mostraba atrofia 

de la epidermis, alternando con zonas puntuales de acantosis o de epitelio 

sin alteraciones relevantes; eran abundantes las áreas de hiperplasia de 

células basales, con displasia leve y pérdida de la polaridad celular (Tabla 

24, Fig. 70). La dermis papilar presentaba agregados de fibras (fibrosis) en 

todo el tejido estudiado, mientras que, en la dermis reticular, las fibras 

elásticas estaban parcialmente desorganizadas (elastosis de grado I) en la 

mayor parte del tejido (Tabla 25, Fig. 71). Asimismo, algunos animales 

presentaban vasodilatación de los vasos sanguíneos dérmicos (Fig. 67). 

 

La epidermis de los animales irradiados durante 50 sesiones, al 

contrario que la de los animales expuestos durante 25 horas, presentaba 

grandes áreas de acantosis, que ocupaban alrededor de un 50% de la 

extensión del tejido, con pequeñas zonas de atrofia y de tejido sin 

alteraciones relevantes en el espesor. Además, al igual que en la sesión 

25ª, se encontraban grandes áreas de hiperplasia de células basales y de 

pérdida de la polaridad celular. Toda la epidermis mostraba displasia, bien 

de grado I, bien de grado II; la displasia moderada había aumentado 

respecto a la sesión 25ª, ocupando, aproximadamente, un 35% del epitelio 

(Tabla 24, Fig. 70). De forma similar a lo descrito en los animales 

expuestos durante 25 horas, la dermis papilar mostraba fibrosis en toda su 

extensión, mientras que la dermis reticular estaba también alterada, con 

zonas de acúmulos de elastina (elastosis de grado II), que alternaban con 
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otras, más extensas, de elastosis de grado I (Tabla 25, Fig. 71). Además, 

muchos de los vasos sanguíneos dérmicos estaban dilatados (Fig. 68). 

 

Tras la última sesión (100ª), la epidermis de los animales expuestos 

exclusivamente a la radiación UV estaba parcialmente engrosada, con 

pequeñas zonas de atrofia o sin alteraciones relevantes. La epidermis 

presentaba amplias áreas de hiperplasia de células basales y, con mayor 

frecuencia, zonas en las que la polaridad celular se había perdido. 

Respecto a la displasia, en torno a la mitad del epitelio presentaba 

displasia moderada, y también era frecuente la displasia leve (Tabla 24, 

Fig. 70). Todo el tejido mostraba fibrosis de la dermis papilar, mientras que 

aproximadamente el 75% del tejido presentaba elastosis de grado II en la 

dermis, con acúmulos de fibras de elastina desorganizadas (Tabla 25, Fig. 

71). En estos animales se encontraron zonas ulceradas, en las que no 

existía continuidad de la epidermis, asociadas a infiltrados inflamatorios, 

con costras fibrino-necróticas. Además, uno de los animales presentaba 

un papiloma, mientras que otro había desarrollado un fibroma (Fig. 69). 
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Figura 67. Aspecto microscópico de la piel de los ratones expuestos a 25 sesiones de 

radiación UV. a) Epitelio engrosado (hiperplasia de células basales, displasia leve, 

pérdida de polaridad) con fibrosis de la dermis papilar y elastosis de grado I, y dilatación 

de los capilares dérmicos (H.E., 100x). b) Epitelio engrosado con hiperplasia de células 

basales, displasia leve, pérdida de polaridad y fibrosis de la dermis papilar (H.E., 200x). 

Las escalas equivalen a 100 μM. 
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Figura 68. Aspecto microscópico de la piel de los ratones expuestos a 50 sesiones de 

radiación UV. a) Epitelio engrosado con displasia leve-moderada, pérdida de polaridad y 

fibrosis de la dermis papilar (H.E., 200x) b) Epitelio engrosado con hiperplasia de células 

basales, displasia leve-moderada, pérdida de polaridad, fibrosis de la dermis papilar y 

elastosis de grado I (H.E., 200x). Las escalas equivalen a 100 μM. 
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Figura 69. Aspecto microscópico de la piel de los ratones expuestos a 100 sesiones de 

radiación UV. a) Papiloma (H.E., 40x) b) Epitelio con displasia, pérdida de polaridad y 

fibrosis de la dermis papilar (H.E., 200x). Las escalas equivalen a 100 μM. 
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  25 sesiones 50 sesiones 100 sesiones 

Sin displasia 5,33 0 1,39 

Con displasia 94,67 100 98,61 

Displasia I 74,67 62,82 45,83 

Displasia II 20 37,18 52,78 

Control UV 

Displasia III 0 0 0 

Sin displasia 38,89 22,22 16,67 

Con displasia 61,12 77,78 83,33 

Displasia I 55,56 64,44 73,81 

Displasia II 5,56 13,33 9,52 

Apigenina 
potásica 

Displasia III 0 0 0 

 
Tabla 24. Porcentaje de tejido ocupado por la displasia epitelial en los ratones tratados o 

no con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día) tras 25, 50 y 100 horas de exposición a 

radiación UV; cada valor es la media de los valores observados en 5 animales, 

estudiando 5 preparaciones histológicas por cada animal. 
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Figura 70. Comparación del tejido ocupado por la displasia epitelial (grado I y II) en los 

ratones tratados o no con apigenina potásica  (37,82 mg/kg/día) tras 25, 50 y 100 horas 

de exposición a radiación UV; cada valor es la media de los valores observados en 5 

animales, estudiando 5 preparaciones histológicas por cada animal. Apig.: apigenina 

potásica. 
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  25 sesiones 50 sesiones 100 sesiones 

Sin elastosis 13,33 0 0 

Con elastosis 86,67 100 100 

Elastosis I 86,67 84,62 26,39 

Elastosis II 0 14,10 73,61 

Control UV 

Elastosis III 0 0 0 

Sin elastosis 27,54 0 0 

Con elastosis 72,46 100 100 

Elastosis I 72,46 84,44 58,33 

Elastosis II 0 15,56 41,67 

Apigenina 
potásica 

Elastosis III 0 0 0 

 

Tabla 25. Porcentaje de tejido ocupado por la elastosis en los ratones tratados o no con 

apigenina potásica (37,82 mg/kg/día) tras 25, 50 y 100 horas de exposición a radiación 

UV; cada valor es la media de los valores observados en 5 animales, estudiando 5 

preparaciones histológicas por cada animal. 
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Figura 71. Comparación del tejido ocupado por la elastosis solar (grado I y II) en los 

ratones tratados o no con apigenina potásica  (37,82 mg/kg/día) tras 25, 50 y 100 horas 

de exposición a radiación UV; cada valor es la media de los valores observados en 5 

animales, estudiando 5 preparaciones histológicas por cada animal. Apig.: apigenina 

potásica. 
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En los animales que recibieron apigenina potásica en la dieta 
junto con la exposición a radiación UV las alteraciones eran más leves, 

aunque mostraban también todo el espectro característico del 

fotoenvejecimiento (Figs. 72, 73 y 74). 

 

Tras 25 sesiones de radiación UV, la epidermis de los animales 

tratados con la flavona, al contrario que en los animales irradiados, 

presentaba zonas engrosadas, de acantosis, y, únicamente en áreas muy 

pequeñas y aisladas, atrofia epitelial. La epidermis de estos animales 

también presentaba hiperplasia, con mayor frecuencia que los controles, y 

displasia leve o, en pocas ocasiones, moderada; tanto la displasia leve 

como la moderada eran mucho menos frecuentes que en los animales 

exclusivamente expuestos a radiación (Tabla 24, Fig. 70). La pérdida de 

polaridad del epitelio era igual de frecuente que en los animales del grupo 

irradiado. Todas las muestras, de forma similar a lo ocurrido en el grupo 

irradiado, presentaban fibrosis en la dermis papilar. La dermis reticular 

presentaba zonas de elastosis de grado I, aunque eran menos frecuentes 

que en los animales irradiados (Tabla 25, Fig. 71). En un pequeño 

porcentaje de las muestras, los vasos sanguíneos dérmicos se 

encontraban dilatados (Fig. 72). 

 

En la sesión 50ª, la epidermis de estos animales tenía zonas de 

acantosis y de atrofia, siendo estas más abundantes que tras 25 sesiones 

de radiación UV; la extensión de cada una de estas lesiones era similar a 

la que cubrían en los animales expuestos y no tratados. También existían 

áreas de hiperplasia de células basales, aunque eran menos extensas que 

en los animales expuestos a 25 sesiones y tratados con apigenina 

potásica, aunque más que en los animales irradiados. Respecto a la 

displasia epitelial, tanto de grado I como de grado II, era más frecuente 

que tras 25 sesiones de radiación; no obstante, aproximadamente un 20% 

del tejido no presentaba este tipo de alteración (Tabla 24, Fig. 70). Al 
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comparar con los ratones expuestos a 50 sesiones y no tratados, la 

displasia era menos extensa, y la displasia moderada era, 

aproximadamente, la mitad de frecuente.  

 

Al igual que en los animales tratados con apigenina potásica y 

expuestos durante 25 horas o que en los ratones expuestos a 50 sesiones, 

la dermis papilar estaba completamente ocupada por agregados de fibras 

(fibrosis). Asimismo, la dermis papilar presentaba elastosis de grado I, con 

zonas de elastosis de grado II, ligeramente más abundantes que en los 

ratones únicamente irradiados durante 50 sesiones (Tabla 25, Fig. 71). Se 

observaba un aumento en la vasodilatación de los capilares sanguíneos 

dérmicos respecto a los animales expuestos a 25 sesiones de radiación y 

tratados con apigenina potásica (Fig. 73). 

 

La epidermis de los animales tratados con apigenina potásica y 

sometidos a 100 sesiones de radiación UV presentaba, con mayor 

frecuencia, zonas de atrofia, intercaladas con pequeñas áreas de 

acantosis o de tejido sin alteraciones relevantes; también eran numerosas 

las regiones con hiperplasia de células basales, que ocupaban una 

extensión similar a la de los animales expuestos a 50 sesiones. Aunque la 

mayor parte del tejido, alrededor de un 75%, presentaba displasia, esta 

era, fundamentalmente, leve, al contrario que lo ocurrido en los animales 

exclusivamente irradiados (Tabla 24, Fig. 70). Destacaba que el porcentaje 

de tejido afectado por la displasia no sufrió cambios respecto a los 

animales tratados con apigenina potásica y expuestos a 50 sesiones, y 

que, incluso, la displasia moderada disminuyó al comparar con los datos 

de la sesión 50ª. En la epidermis, además, existían grandes áreas con 

pérdida de polaridad celular.  

 

La dermis papilar en este grupo presentaba, al igual que en el grupo 

únicamente irradiado, fibrosis en toda su extensión. Aunque todo el tejido 
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presentaba elastosis, la elastosis de grado II sólo abarcaba, 

aproximadamente, el 40% del tejido estudiado (Tabla 25, Fig. 71), un 

porcentaje de tejido mucho menor que el que ocupaba en los animales 

únicamente irradiados, aunque mayor que el observado en los ratones 

tratados con apigenina potásica y expuestos a 50 horas de radiación UV 

(Fig. 74). 
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Figura 72. Aspecto microscópico de la piel de los ratones expuestos a 25 sesiones de 

radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día). a) Epitelio engrosado, 

con hiperplasia de células basales, pérdida de polaridad, fibrosis de la dermis papilar y 

elastosis de grado I (H.E., 100x). b) Epitelio engrosado con hiperplasia de células 

basales, pérdida de polaridad y fibrosis de la dermis papilar (H.E., 200x). Las escalas 

equivalen a 100 μM. 
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Figura 73. Aspecto microscópico de la piel de los ratones expuestos a 50 sesiones de 

radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día). a) Epitelio con 

displasia leve y pérdida de polaridad, fibrosis de la dermis papilar y elastosis de grado I 

(H.E., 200x). b) Epitelio engrosado con hiperplasia de células basales, pérdida de 

polaridad y fibrosis de la dermis papilar (H.E., 200x). Las escalas equivalen a 100 μM. 
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Figura 74. Aspecto microscópico de la piel de los ratones expuestos a 100 sesiones de 

radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día). a) Epitelio con 

hiperplasia de células basales y pérdida de polaridad, fibrosis de la dermis papilar y 

elastosis de grado I (H.E., 100x). b) Epitelio engrosado con hiperplasia de células 

basales, pérdida de polaridad, fibrosis de la dermis papilar y elastosis de grado II (H.E., 

200x). Las escalas equivalen a 100 μM. 
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Estudio ultraestructural. El estudio ultraestructural mediante MET de la 

piel de animales de ambos grupos mostró alteraciones similares a las 

observadas mediante microscopía óptica. 

 

 La epidermis de los animales expuestos únicamente a radiación 
UV durante 25 sesiones presentaba desorganización arquitectural y celular 

moderada. Los queratinocitos mostraban escaso pleomorfismo, con el 

contorno celular irregular. Los núcleos de las células epiteliales eran 

irregulares, con uno o dos nucléolos y engrosamiento focal de la 

heterocromatina (Figs. 75 y 76). El estrato córneo presentaba escasas 

irregularidades, aunque estaba ligeramente engrosado (Fig. 77). 

 

 La dermis mostraba muy pocas alteraciones. Las glándulas 

mostraban una estructura normal (Fig. 78), al igual que los fibroblastos, 

que eran abundantes; en ocasiones, se encontraban células sanguíneas 

adyacentes a ellos (Fig. 79 a). Era frecuente, también, la presencia de 

mastocitos próximos a otras estructuras (vasos, fibroblastos) o aislados 

entre las fibras colágenas (Fig. 79 b). 

 

 Los vasos sanguíneos dérmicos tampoco presentaban alteraciones 

estructurales relevantes (Fig. 80). 
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Figura 75.  Imagen ultraestructural panorámica de la epidermis de los animales 

expuestos a 25 sesiones de radiación UV (MET, 1450x). La escala equivale a 10 μm. 
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Figura 76. Ultraestructura de la epidermis, con mínimas alteraciones, de los animales 

expuestos a 25 sesiones de radiación UV (MET, 1850x). La escala equivale a 10 μm. 
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Figura 77. Ultraestructura de la epidermis de los animales expuestos a 25 sesiones de 

radiación UV. a) Estrato granuloso y córneo (MET, 1850x). b) Estrato córneo ligeramente 

engrosado (MET, 5800x). Las escalas equivalen a 10 μm (a) y a 2 μm (b). 



Resultados 
 

 
233 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 78.  Detalle de conductos glandulares, sin alteraciones relevantes, de los 

animales expuestos a 25 sesiones de radiación UV (MET, 2400x (a) y 2850x (b). Las 

escalas equivalen a 5 μm. 

 



Resultados 
 

 
234 

 

 

 

 

Figura 79. Ultraestructura de la dermis de los animales expuestos a 25 sesiones de 

radiación UV. a) Fibroblastos y célula sanguínea inmersos en fibras colágenas (MET, 

3900x). b) Mastocito (MET, 5800x). CS: célula sanguínea; F: fibroblasto. Las escalas 

equivalen a 5 μm (a) y a 2 μm (b). 
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Figura 80. Ultraestructura de los vasos sanguíneos de la dermis reticular de los animales 

expuestos a 25 sesiones de radiación UV. a) Vaso con células endoteliales y pericito y 

eritrocitos en su interior (MET, 2850x). b) Vaso con células endoteliales y célula 

sanguínea en su interior (MET, 2850x). CS: célula sanguínea; E: célula endotelial; Er: 

eritrocitos; P: pericito. Las escalas equivalen a 5 μm. 
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 En contraste con la piel de los animales expuestos a 25 horas de 

radiación, la de los animales irradiados durante 50 sesiones mostraba 

mayores alteraciones. 

 

La epidermis de los animales expuestos durante 50 sesiones 

mostraba desorganización arquitectural y celular. La epidermis estaba 

engrosada y la polaridad del epitelio y las estructuras de unión 

intercelulares estaban alteradas (Fig. 81). Las células presentaban 

pleomorfismo celular y nuclear, además de vacuolización citoplasmática y 

acúmulos irregulares de tonofilamentos. Los núcleos de las células 

epiteliales eran lobulados, con nucléolos múltiples y voluminosos y 

engrosamiento focal de la heterocromatina (Fig. 82 a). El estrato córneo 

estaba engrosado y presentaba alteraciones de la maduración, como 

hiper- y paraqueratosis, o gránulos de queratohialina en las capas 

superiores (Fig. 82 b). 

 

La dermis también se encontraba más alterada que la de los 

animales expuestos a 25 horas de radiación UV. Las glándulas sebáceas 

mostraban grandes áreas con rotura de las membranas de los gránulos de 

secreción intracitoplasmáticos, aunque también había zonas bien 

preservadas (Fig. 83). Los fibroblastos mostraban vacuolización de su 

citoplasma e irregularidad nuclear (Fig. 84 a), mientras que los haces de 

fibras colágenas estaban dispuestos de forma irregular o intensamente 

desorganizados (Fig. 84). En la dermis se encontraban células sanguíneas 

con mayor frecuencia que en los animales expuestos a 25 sesiones; sin 

embargo, los mastocitos eran mucho menos abundantes.  

 

 Los vasos sanguíneos dérmicos mostraban congestión e 

irregularidades de la membrana basal (Fig. 85). 
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Figura 81. Ultraestructura de la epidermis de los animales expuestos a 50 sesiones de 

radiación UV (MET, 2400x). La escala equivale a 5 μm. 
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Figura 82. Ultraestructura de la epidermis de los animales expuestos a 50 sesiones de 

radiación UV. a) Queratinocitos del estrato basal de la epidermis (flechas: acúmulos de 

tonofilamentos) (MET, 2400x). b) Estrato granuloso y estrato córneo; el estrato córneo 

muestra trastornos de la maduración, con gránulos de queratohialina (flechas) en las 

láminas superiores (MET, 2850x). La escala equivale a 5 μm. 
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Figura 83. Ultraestructura de las glándulas dérmicas de los animales expuestos a 50 

sesiones de radiación UV, con rotura de las membranas de los gránulos de secreción 

(flechas) (MET, 1450x). La escala equivale a 10 μm. 
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Figura 84. Ultraestructura de la dermis de los animales expuestos a 50 sesiones de 

radiación UV. a) Fibroblastos con vacuolas citoplasmáticas, inmersos en fibras colágenas 

(MET, 1450x). b) Histiocito alterado (contorno y núcleo irregulares, varios nucléolos, 

tumefacción mitocondrial), inmerso en fibras colágenas desorganizadas (MET, 5800x). 

Las escalas equivalen a 10 μm (a) y a 2 μm (b). 
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Figura 85. Ultraestructura de los vasos sanguíneos de la dermis reticular de los animales 

expuestos a 50 sesiones de radiación UV. a) Vaso con tres células endoteliales y pericito 

y mastocito (MET, 3900x). b) Vaso con pericito y célula sanguínea en su interior (MET, 

3900x). CS: célula sanguínea; E: célula endotelial; M: mastocito; P: pericito. Las escalas 

equivalen a 5 μm. 
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 La piel de los ratones del grupo que recibió radiación y apigenina 
potásica mostraba menos alteraciones ultraestructurales que la de los 

animales exclusivamente expuestos, al igual que lo observado mediante 

microscopía óptica. 

 

 La epidermis de los animales irradiados durante 25 sesiones y 

tratados con apigenina potásica mostraba muy pocas alteraciones (Fig. 86 

a); los queratinocitos tenían el contorno celular y nuclear levemente 

irregular (Fig. 86 b). Por su parte, el estrato córneo presentaba zonas con 

trastornos leves de la maduración (Fig. 86 c) alternando con otras sin 

alteraciones relevantes (Fig. 86 d). 

 

 Tampoco se observaban alteraciones relevantes en la dermis. Las 

glándulas sebáceas mostraban una estructura normal. Los fibroblastos no 

presentaban irregularidades relevantes, y estaban situados entre los haces 

de fibras colágenas, cuya disposición y arquitectura no mostraba 

variaciones relevantes (Fig. 87). Al igual que en los animales únicamente 

expuestos, los mastocitos eran abundantes y, en ocasiones, se 

localizaban cerca de vasos o de fibroblastos (Fig. 88). 

 

 Los vasos sanguíneos también eran frecuentes y no presentaban 

alteraciones importantes (Fig. 89). 
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Figura 86. Ultraestructura de la epidermis de los animales expuestos a 25 sesiones de 

radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día). a) Epidermis (MET, 

2400x). b) Detalle de células basales de la epidermis (MET, 5800x). c) Estrato granuloso 

y córneo con un trastorno leve de la maduración  (MET, 1850x). d) Detalle de los estratos 

granuloso y córneo (MET, 3900x) Las escalas equivalen a 5 μm (a, c, d) y a 2 μm (b). 
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Figura 87. Ultraestructura de los fibroblastos de la dermis reticular de los animales 

expuestos a 25 sesiones de radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 

mg/kg/día). (MET, 5800x). Las escalas equivalen a 2 μm. 
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Figura 88. Ultraestructura de la dermis reticular de los animales expuestos a 25 sesiones 

de radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día). a) Mastocitos 

inmersos en las fibras colágenas (MET, 2400x). b) Fibroblasto junto a mastocito (MET, 

5800x). F: fibroblasto. Las escalas equivalen a 5 μm (a) y a 2 μm (b). 
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Figura 89. Ultraestructura de los vasos sanguíneos de la dermis reticular de los animales 

expuestos a 25 sesiones de radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 

mg/kg/día). a) Vasos con fibroblastos a su alrededor (MET, 2400x). b) Vaso con células 

endoteliales (MET, 2400x). c) Vaso con dos células endoteliales y pericito (MET, 2850x). 

d) Vaso con eritrocito en su interior y pericito (MET, 2850x). Las escalas equivalen a 5 

μm. 
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Tras 50 sesiones de radiación, la ultraestructura de la piel de los 

animales que recibieron apigenina potásica en la dieta se mostraba mejor 

preservada que la de los expuestos exclusivamente a radiación. 

 

La epidermis, aunque ligeramente engrosada respecto a la de los 

animales tratados con apigenina potásica e irradiados durante 25 

sesiones, no mostraba alteraciones importantes de la organización 

arquitectural y celular. Los queratinocitos presentaban escaso 

pleomorfismo, con núcleos bastante homogéneos y 1-2 nucléolos, y las 

estructuras de unión eran normales (Fig. 90 a). Tampoco el estrato córneo 

tenía grandes alteraciones de maduración (Fig. 90 b). 

 

La dermis también estaba mejor conservada que en el grupo 

expuesto al mismo número de sesiones. Al contrario que las glándulas 

sebáceas de los animales que recibieron 50 horas de radiación, la 

ultraestructura de las de los animales que fueron tratados con apigenina 

potásica era normal (Fig. 91). Los fibroblastos no presentaban alteraciones 

relevantes o solo una ligera vacuolización del citoplasma, y, en ocasiones, 

se encontraban activos (Fig. 92). La orientación y características de los 

haces de fibras colágenas era normal (Fig. 92 b), aunque, en ciertas 

zonas, estaban ligeramente desorganizados (Fig. 92 a). 

 

Por último, los vasos sanguíneos de la dermis no presentaban 

alteraciones relevantes (Fig. 93). 
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Figura 90. Ultraestructura de la epidermis de los animales expuestos a 50 sesiones de 

radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día). a) Epidermis (MET, 

2400x). b) Estrato granuloso y córneo  (MET, 3900x) Las escalas equivalen a 5 μm. 
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Figura 91. Ultraestructura de los complejos pilosebáceos de los animales expuestos a 50 

sesiones de radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 mg/kg/día) (MET, 

1850x). La escala equivale a 10 μm. 
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Figura 92. Ultraestructura de los fibroblastos de la dermis reticular de los animales 

expuestos a 50 sesiones de radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 

mg/kg/día). a) Fibroblastos junto a histiocito y mastocito (MET, 2400x). b) Fibroblasto 

activo (MET, 3900x). F: fibroblasto; H: histiocito; M: mastocito. Las escalas equivalen a 5 

μm. 
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Figura 93. Ultraestructura de los vasos sanguíneos de la dermis reticular de los animales 

expuestos a 50 sesiones de radiación UV y tratados con apigenina potásica (37,82 

mg/kg/día). Vaso con células endoteliales y pericito, y nervio adyacente (MET, 2400x). E: 

célula endotelial; Er: eritrocitos; F: fibroblasto; N: nervio; P: pericito. La escala equivale a 

5 μm. 
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Estudio cromatográfico. Por último, se estudió la distribución de la 

apigenina potásica en los distintos tejidos de los animales que recibieron el 

flavonoide en la dieta mediante HPLC (Tabla 26). Este estudio mostró que, 

tras 25 sesiones de radiación, es decir, aproximadamente 10 semanas de 

ingestión del flavonoide, el nivel plasmático de apigenina había llegado a 

su máximo, manteniéndose más o menos constante en las medidas 

posteriores. Sin embargo, en otros tejidos (hígado, cerebro) la 

concentración de apigenina fue aumentando a lo largo del estudio. Así, la 

concentración de apigenina en el hígado se triplicó desde el primer 

muestreo (25 sesiones) hasta el último (100 sesiones; aproximadamente 

35 semanas de ingesta del compuesto), mientras que en el cerebro se 

multiplicó por 2 o 2,5 veces en el mismo periodo. 

 

 

 

 

 

 

 25 sesiones 50 sesiones 100 sesiones 

Plasma 0,13 - 0,38 0,18 - 0,25 0,17 - 0,22 

Hígado 0,30 - 0,49 0,88 - 0,94 1,33 - 1,64 

Cerebro 0,25 - 0,42 0,47 - 0,60 0,63 - 0,89 

 

Tabla 26. Distribución de la apigenina (μM) evaluada por HPLC en diferentes tejidos de 

ratones expuestos a 25-100 sesiones de radiación UV y tratados con apigenina potásica 

en la dieta (37,82 mg/kg/día). 
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La apigenina, flavonoide perteneciente al grupo de las flavonas, 

está presente, en cantidades muy variables, en numerosos vegetales 

utilizados en la alimentación humana. Así, se encuentra tanto en 

condimentos y hierbas aromáticas como el perejil, el tomillo o el orégano 

(Justesen, 2001; Manach, 2004; Harnly, 2006; Kulisic, 2007; Usda, 2007), 

y, en menor proporción, en el apio, las lechugas, las alcachofas o las 

cebollas rojas (Usda, 2007); como en bebidas e infusiones, tales como la 

manzanilla, el vino tinto, y el té verde (McKay, 2006; Usda, 2007). 

 

Este compuesto natural presenta numerosas propiedades 

biológicas de gran interés. Tiene actividad antioxidante, tanto directa (Kim, 

2004b; Nagai, 2005; Patel, 2007), como indirecta (Khan, 2006; Patel, 

2007); es antimutagénico (Khan, 2006; Patel, 2007; Siddique, 2008; 
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Siddique, 2009) y radioprotector (Rithidech, 2005a); regula la 

carcinogénesis en todas sus etapas (Gupta, 2002; Shenouda, 2004; 

Wang, 2004; Way, 2004; Czyz, 2005; Liu, 2005; Rithidech, 2005a; Torkin, 

2005; McKay, 2006; Shukla, 2006; Chen, 2007a; Fang, 2007; Chen, 2008; 

Hu, 2008; Lee, 2008; Meeran, 2008a; Li, 2009; Zhang, 2009); y tiene 

actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora (Gerritsen, 1995; Hougee, 

2005; Kowalski, 2005; Comalada, 2006). Debido a estos efectos 

saludables, ha sido utilizada durante siglos por la medicina tradicional en 

el tratamiento de diversas patologías como el asma, herpes zóster,  

gastritis, distintas patologías inflamatorias cutáneas, etc. (McKay, 2006; 

Patel, 2007). 

 

La elección de la apigenina para el desarrollo de este estudio fue 

debida a las propiedades beneficiosas para la salud mostradas por este 

compuesto. Sin embargo, en nuestro trabajo utilizamos un derivado de 

este flavonoide, obtenido mediante la adición de potasio a la apigenina 

aislada de extracto de pomelo; el producto de esta reacción, la apigenina 

potásica, al contrario que su precursor, es soluble en agua. Esta mejora 

facilita el manejo de la molécula, dado que puede disolverse en los medios 

de cultivo o en vehículos acuosos (suero salino) o adicionarse a dietas 

directamente, sin necesidad de utilizar otros disolventes, como el etanol o 

el DMSO, necesarios para la apigenina sin modificar. 

 

 

 

Para el estudio de las propiedades antiinflamatorias de la 

apigenina potásica, se ha utilizado el modelo de edema inducido por 

carragenato en pata de ratón, descrito por Winter et al. (1962), y empleado 

para evaluar los efectos antiinflamatorios de diversos compuestos, desde 

extractos y compuestos vegetales a fármacos sintéticos.  
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Aunque desarrollado con ratas, cada vez se utiliza más en ratones, 

debido a las ventajas que presenta este animal respecto a las ratas: 

requieren menos espacio, tienen un menor coste, se pueden utilizar más 

animales en cada experimento, etc. En la cepa de ratón Swiss, usada en 

nuestro estudio, la respuesta inflamatoria inducida por este modelo es más 

acusada que en otras (Silván, 1997). 

 

Se ha descrito que este ensayo induce una respuesta inflamatoria 

en dos fases: en la primera, el edema es de baja intensidad, mientras que 

en la segunda fase (a partir de las 24 horas) el edema es de mayor 

intensidad (Posadas, 2004). Los resultados de nuestro estudio coinciden 

con esta respuesta bifásica, con un pico a la hora de causar la inflamación 

y otro, todavía mayor, a las 24 horas, que se correspondió con el máximo 

de infiltración inflamatoria en el tejido, según el estudio microscópico. 

 

Los mediadores más importantes de la inflamación, la histamina, la 

bradiquinina, la serotonina, las prostaglandinas y el NO, intervienen en la 

respuesta inflamatoria desencadenada en este modelo (Posadas, 2004). 

El nivel de NO tiene el máximo a las 2 horas, mientras que las 

prostaglandinas se liberan principalmente entre las 2 horas y media y las 5 

horas tras la inyección de carragenato (Nantel, 1999; Rotelli, 2003).  

 

Se ha demostrado que, en este modelo, la inyección de carragenato 

provoca cambios en los niveles de COX-2, con dos máximos de 

concentración, uno en la etapa temprana (1 hora tras la inyección) y otro 

entre las 24 y 72 horas de provocar la inflamación (Nantel, 1999; Posadas, 

2004). Estudios realizados en un modelo de pleuritis inducida por 

carragenato demostraron que los niveles de COX-2 tienen, también, dos 

picos similares, uno en torno a las 2 horas tras provocar la inflamación, y 

otro a las 48 horas. El aumento a las 2 horas está relacionado con la 

infiltración de neutrófilos y el edema. El incremento tras las 48 horas 
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parece estar implicado en la resolución de la inflamación, ya que produce 

prostaglandina D2 y otros tipos de prostaglandinas que son ligandos de 

PPARγ y tienen efecto antiinflamatorio (Willoughby, 2000; Colville-Nash, 

2005). 

 

 En nuestro trabajo, la apigenina potásica ha demostrado tener 

actividad antiinflamatoria, logrando una inhibición de la inflamación del 54-

61% cuando se administraban 50 mg/kg, y del 54-78% con la dosis mayor 

del flavonoide (100 mg/kg). Por tanto, el tratamiento de ratones Swiss con 

apigenina potásica, además de no mostrar toxicidad, redujo la inflamación 

entre 2 y 4 veces, al comparar con los controles. Asimismo, el tratamiento 

con apigenina potásica redujo considerablemente la intensidad del edema 

y de la infiltración inflamatoria del tejido afectado, con mejores resultados 

cuanto mayor fuera la concentración de flavonoide. 

 

Gerritsen et al. (1995) estudiaron el efecto antiinflamatorio de la 

apigenina, no de su derivado potásico, en el modelo de edema inducido 

por carragenato en pata de rata, demostrando que la dosis más alta 

estudiada (50 mg/kg) redujo significativamente el volumen de la pata y la 

infiltración leucocitaria a las 3 horas de provocar la inflamación. Nuestro 

estudio comprobó los resultados de este autor, demostrando que el efecto 

antiinflamatorio de la apigenina potásica se mantuvo durante 48 horas. 

Además, nuestro estudio demostró que la dosis de 100 mg/kg produjo 

efectos más prolongados que la dosis de 50 mg/kg, puesto que, en el 

grupo tratado con esta concentración, el porcentaje de edema aumentó a 

las 48 horas respecto a las 24 horas.   

 

Por otra parte, en nuestro estudio, la apigenina potásica causó una 

mayor inhibición del edema que la provocada por dosis más elevadas de 

varios flavonoides (hesperidina, quercetina) en otros estudios similares 

(Rotelli, 2003). 
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 Los efectos antiinflamatorios de la apigenina pueden estar 

relacionados con su actividad antioxidante (Jeyabal, 2005; Nagai, 2005; 

Duarte-Almeida, 2006) y con sus propiedades inmunomoduladoras. 

 

La producción de pequeñas cantidades de ROS durante el proceso 

inflamatorio aumenta la expresión de quimioquinas, citoquinas y moléculas 

de adhesión, potenciando la reacción inflamatoria (García-Lafuente, 2009). 

La apigenina podría inhibir, en parte, la inflamación gracias a su capacidad 

de eliminar ROS (Kim, 2004b; Nagai, 2005; Patel, 2007). 

 

Además, este flavonoide ha demostrado inhibir la expresión de 

moléculas de adhesión (Gerritsen, 1995; Chen, 2004; Lotito, 2006b; Yano, 

2006; Lee, 2007) y de RANTES (Yano, 2006), una quimioquina implicada 

en diversas etapas de la iniciación de la inflamación fisiológica (Yano, 

2006), dificultando así la infiltración leucocitaria en la zona afectada. 

Además, la apigenina inhibe la producción de importantes citoquinas 

proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 o TNF-α (Gerritsen, 1995; Smolinski, 

2003; Hougee, 2005; Kowalski, 2005; Comalada, 2006; Funaguchi, 2007; 

Kawai, 2007; Nicholas, 2007; Yano, 2007; Shanmugam, 2008; Choi, 

2009a; Yano, 2009; Huang, 2010), lo que reduciría la atracción de células 

del sistema inmune hacia la región inflamada. 

 

Por otra parte, la apigenina inhibe la expresión de enzimas clave en 

el metabolismo del ácido araquidónico, como son PLA2 (Kim, 2004a; Van 

Dross, 2005; Yoon, 2005; Kawai, 2007), que libera ese compuesto de las 

membranas celulares; COX-2 (Van Dross, 2005; Van Dross, 2007; Ha, 

2008), productora de prostaglandinas y tromboxanos; y 5-LOX (Van Dross, 

2005; Kim, 2006; Patel, 2007), que genera leucotrienos. Los productos de 

estas enzimas actúan sobre la permeabilidad vascular, la agregación de 

plaquetas y la vasoconstricción, además de ser agentes quimiotácticos 

que atraen a los leucocitos (Yoon, 2005; García-Lafuente, 2009). La 
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apigenina, al inhibir la actividad o la expresión de todas estas enzimas 

(Liang, 1999; Olszanecki, 2002; Kim, 2004a; Van Dross, 2005; Comalada, 

2006; Kim, 2006), bloquea algunos de los compuestos más importantes en 

el desarrollo de la inflamación, y de este modelo en particular. 

 

Además, este flavonoide bloquea la expresión de iNOS (Liang, 

1999; Olszanecki, 2002; Kim, 2004a; Comalada, 2006; Ha, 2008) y, por 

tanto, la liberación de NO, un potente vasodilatador y reductor de la 

agregación plaquetaria (Olszanecki, 2002). 

 

Los efectos de la apigenina sobre la expresión de enzimas 

implicadas en la inflamación se deben a su actividad sobre distintas rutas 

de transducción de señales como las cascadas de MAPK (O'Prey, 2003; 

Chen, 2004; Sawatzky, 2006; Patel, 2007; Ha, 2008), de PKC (Liang, 

1999; Kim, 2004a; Rithidech, 2005a; Lotito, 2006b; Patel, 2007) o de STAT 

(Rezai-Zadeh, 2008), todas ellas implicadas en distintas etapas de la 

inflamación, como en la producción de interleuquinas y quimioquinas. 

También se explican por su efecto sobre factores de transducción tales 

como NF-κB (Liang, 1999; Gupta, 2002; Chen, 2004; Shukla, 2004a; 

Shukla, 2004b; Comalada, 2006; Ruiz, 2006; Chen, 2007b; Nicholas, 

2007); o sobre receptores nucleares como PPAR (O'Leary, 2004; Yano, 

2006). 

 

 

En resumen, la apigenina potásica ha demostrado propiedades 

antiinflamatorias, reduciendo la inflamación hasta en un 78% en el  modelo 

de edema inducido por carragenato en la pata de ratón. 

 

 

El cáncer es una de las principales causas de muerte y uno de los 

principales problemas sanitarios mundiales, sobre todo en países 
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desarrollados (Yabroff, 2007; Jemal, 2009). Sin contar los cánceres 

cutáneos, el cáncer de próstata es uno de los principales tumores, tanto 

por su gran incidencia (25%) como por las muertes que provoca (9%) 

(Berkow, 2007; Assinder, 2009; Jemal, 2009). Las neoplasias de próstata 

se consideran como una excelente diana para el uso de compuestos 

quimioprenventivos, por su largo periodo de latencia y su alta incidencia 

(Gupta, 2001; Patel, 2007); por ello, en este estudio realizamos diversos 

ensayos para estudiar el efecto de la apigenina potásica sobre este tumor, 

así como para intentar desentrañar los principales mecanismos 

subyacentes. 

 

La línea celular TRAMP-C1 deriva de un tumor de próstata de un 

ratón TRAMP (Foster, 1997). Los ratones TRAMP son animales 

transgénicos diseñados para expresar un fragmento del material genético 

del virus SV40 específicamente en el epitelio de la próstata mediante el 

promotor del gen de la probasina de rata (Greenberg, 1994; Greenberg, 

1995). Estos animales desarrollan todo el espectro tumoral de la próstata, 

desde la hiperplasia intraepitelial leve a la neoplasia multinodular, 

reflejando la patogenia humana (Greenberg, 1995). Los tumores se 

desarrollan preferentemente en la próstata dorsolateral, detectándose a 

partir de las 10 semanas de edad (Greenberg, 1995), y, al igual que ocurre 

con los cánceres de próstata humanos, los de estos animales pueden 

convertirse en independientes de andrógenos desde una edad tan 

temprana como las 12 semanas (Gingrich, 1997). Además, a partir de esa 

edad, comienza la invasión metastásica, especialmente en los ganglios 

linfáticos periaórticos y pulmones, aunque también en los riñones, las 

glándulas adrenales y los huesos. A las 28 semanas de edad, todos los 

animales presentan metástasis, durante la cual, al igual que ocurre en 

humanos, los tumores de los ratones pierden la expresión de cadherina E 

(Gingrich, 1996). 
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La línea TRAMP-C1 es tumorigénica en los ratones C57Bl/6, la 

cepa usada para establecer los ratones TRAMP (Foster, 1997). Elegimos 

esta línea celular para este trabajo ya que, dada su capacidad de 

desarrollar tumores al ser inoculada en ratones, permitía combinar 

fácilmente estudios in vitro con el desarrollo de modelos animales del 

mismo tumor. Así, los estudios que no se pudieran realizar in vitro por las 

limitaciones impuestas por el trabajo con líneas celulares, 

fundamentalmente debidas a la falta de interacciones con otros tipos 

celulares y órganos, típicas de un organismo completo, podrían ser 

realizados en el modelo murino. 

 

La línea celular PNT2, por su parte, deriva de epitelio prostático 

normal, aunque para su inmortalización se transfectó con un fragmento del 

virus SV40. Son células altamente diferenciadas, que expresan 

citoqueratina 19, un marcador de diferenciación en el epitelio prostático; 

esta línea no es capaz de desarrollar tumores al ser inoculada en ratones 

durante un periodo de estudio de 12 meses (Berthon, 1995). Debido a su 

origen no tumoral, se ha usado en este trabajo como referencia para 

comprobar si los efectos de la apigenina potásica sobre la línea tumoral 

(TRAMP-C1) se repetían en células no tumorales (PNT2). 

 

 

 

El estudio de los cambios morfológicos causados por la apigenina 

potásica mostró que este flavonoide alteraba ligeramente la morfología en 

cultivo de la línea celular TRAMP-C1. En esta línea, los tratamientos con 

una concentración elevada (100 μM) a largo plazo, además de disminuir la 

densidad celular y aumentar los restos celulares, provocaron la aparición 

de vacuolas en el citoplasma. Estos efectos están relacionados con la 

inhibición de la viabilidad observada mediante la técnica del MTT, pues 

reflejan la toxicidad del compuesto. El estudio ultraestructural mostró que 
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las células tratadas eran más irregulares, con núcleos con más 

invaginaciones y más nucléolos. Estos resultados indican, al igual que los 

obtenidos mediante microscopía de contraste de fases, el daño celular 

causado por la apigenina potásica en esta línea celular. 

 

Sin embargo, aunque los estudios específicos de apoptosis 

mostraron que el tratamiento con apigenina potásica 100 μM durante 48 

horas inducía un aumento significativo de la apoptosis (un 46,1% más 

respecto a los controles), la observación mediante MET no mostró ninguna 

célula con características típicas de apoptosis (Kiechle, 2002; Huerta, 

2007). Probablemente, esto se deba a que el número de células 

apoptóticas era muy bajo (un 5,79% del total) y a que, durante las 

numerosas etapas de la preparación de las muestras, se perdió una parte 

de la muestra celular, por lo que las preparaciones tenían pocas células. 

Así, el que no se encontrase ninguna célula apoptótica no contradiría los 

resultados obtenidos en los ensayos más específicos de apoptosis. 

 

En la línea celular no tumoral (PNT2) los cambios morfológicos 

originados por la apigenina potásica fueron menos importantes. Mediante 

microscopía óptica con contraste de fases solamente era destacable una 

pequeña disminución de la densidad celular y un ligero aumento de los 

restos celulares, ambos resultados que reflejan que la toxicidad del 

compuesto sobre esta línea era menor que sobre la tumoral. Tampoco la 

MET mostró grandes modificaciones en la ultraestructura de las células, 

confirmando también la menor afectación de estas células. 

 

 

Para el estudio de los efectos de la apigenina potásica sobre la 

viabilidad celular se empleó el test del MTT, descrito por Carmichael et 

al. (1987a; 1987b) y Alley et al. (1988). Esta técnica se basa en la 

capacidad de las células viables, mediante deshidrogenasas 
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mitocondriales, de reducir el MTT, una sal de tetrazolio amarilla, a un 

producto de formazano de color azul (Carmichael, 1987a; Carmichael, 

1987b; Alley, 1988; Talorete, 2006). Esta técnica tiene la ventaja de que 

puede realizarse de forma semiautomática, utilizando placas de 96 

pocillos, ya que el producto de formazano se puede cuantificar mediante 

un espectrofotómetro de placas. Esta ventaja, junto a que sus resultados 

son similares a los de otras técnicas empleadas para evaluar la viabilidad 

celular (Carmichael, 1987a; Carmichael, 1987b; Schroeterova, 2009), lo 

convierten en una de las técnicas más utilizadas para este tipo de 

ensayos. 

 

Aunque esta técnica está aceptada para estudios de viabilidad y es 

muy utilizada en todo el mundo, existen estudios que cuestionan su uso 

para el análisis de los efectos sobre la viabilidad celular de extractos 

vegetales o compuestos polifenólicos (Bernhard, 2003; Shoemaker, 2004; 

Peng, 2005; Talorete, 2006). Estos estudios demuestran que flavonoides 

como la luteolina, la quercetina o la rutina son capaces de reducir el MTT 

en ausencia de células, probablemente debido a su actividad antioxidante 

(Peng, 2005; Talorete, 2006). Así, Talorete et al. (2006) mostraron que, de 

todos los flavonoides ensayados, la quercetina produjo la máxima 

reducción del MTT, mientras que el efecto de la apigenina fue nulo.  

 

Aunque los resultados de Talorete et al. (2006) parecen indicar que 

la técnica del MTT se podría utilizar con la apigenina, en nuestro trabajo se 

incluyeron, en todos los ensayos, pocillos sin células pero con apigenina 

potásica, para comprobar si el flavonoide reducía por sí mismo el MTT. En 

ninguno de los ensayos estos pocillos mostraron un aumento de la 

absorbancia respecto al medio sin células (blanco), indicando que la 

apigenina potásica a las concentraciones empleadas no reduce por sí 

misma el MTT. Por tanto, este procedimiento es totalmente adecuado para 
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el estudio de los efectos de la apigenina sobre la viabilidad celular, tal y 

como indican Talorete et al. (2006). 

 

En nuestro estudio, hemos tomado varios tiempos de incubación 

con la apigenina potásica (24-72 horas) para poder evaluar tanto su efecto 

citotóxico como antiproliferativo. Varios autores han establecido que en el 

tratamiento durante periodos cortos de tiempo, tales como 24 horas, los 

cambios de viabilidad celular están debidos, fundamentalmente, a la 

muerte celular directa (Hansson, 1987; Rodríguez-Vicente, 1998; Yáñez, 

2004); otros autores, sin embargo, proponen la incubación con 

concentraciones muy elevadas durante periodos muy cortos (3 horas) para 

estudiar la citotoxicidad (Kuntz, 1999). Los ensayos durante 72 horas, por 

otra parte, permiten evaluar el poder antiproliferativo del compuesto, ya 

que dan tiempo a que se produzcan fenómenos de apoptosis, de parada 

del ciclo celular, etc. (Hansson, 1987; Rodríguez-Vicente, 1998; Yáñez, 

2004). 

 

En este trabajo, la apigenina potásica disminuyó significativamente 

la viabilidad celular de la línea de carcinoma de próstata TRAMP-C1, que 

se mantuvo entre un 36,10% y un 8,54% tras incubaciones de 24 y 72 

horas, respectivamente, con la dosis mayor empleada (200 μM). La 

reducción de la viabilidad fue dependiente tanto de la concentración 

utilizada, como del tiempo de incubación. La obtención de la máxima 

inhibición de la viabilidad tras 72 horas de tratamiento parece indicar que 

los efectos de la apigenina potásica se deben en parte a que presenta 

actividad citotóxica, ya que también redujo la viabilidad con la incubación 

durante 24 horas, pero asimismo a otros efectos antiproliferativos.  

 

La posterior realización de los estudios de apoptosis y ciclo celular 

en nuestro trabajo permitieron descubrir que, al menos, los procesos de 

muerte celular programada estaban implicados en esta reducción de la 
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viabilidad. No obstante, los resultados obtenidos en estos ensayos, en los 

que se detectó un aumento ligero (de entre un 15,64% y un 43,24%), 

aunque significativo, de la apoptosis respecto a los controles tras, tan solo, 

24 horas de tratamiento, contrastan con lo descrito por otros autores, que 

afirman que, durante ese periodo de tiempo, las disminuciones de 

viabilidad únicamente se deben a la citotoxicidad del compuesto (Hansson, 

1987; Rodríguez-Vicente, 1998; Yáñez, 2004). 

 

De forma llamativa, la reducción de la viabilidad provocada por la 

apigenina potásica sobre la línea no tumoral (PNT2) fue mucho menos 

marcada que sobre la línea TRAMP-C1. La viabilidad con la máxima 

concentración (200 μM) quedó, en este caso, entre un 76,43% (24 horas) 

y un 45,1% (72 horas). La comparación mediante el cálculo de la IC50 y la 

IC90 de la apigenina potásica para ambas líneas celulares refleja mejor 

este comportamiento. Así, mientras que para la línea TRAMP-C1 dichos 

valores eran de 104,88 y 200,3 μM, respectivamente, para una incubación 

de 48 horas, para la línea PNT2 eran de 251,92 y 464,56 μM, 

respectivamente, tras 48 horas de tratamiento; de forma similar, tras 72 

horas de incubación los valores eran de 74,46 y 137,83 μM (TRAMP-C1) y 

de 136,94 y 266,45 μM (PNT2). Estos resultados indican que, en estas 

dos líneas celulares, la apigenina potásica resulta el doble de tóxica para 

la línea tumoral que para la no tumoral. 

 

Aunque no existen estudios sobre los efectos citotóxicos o 

antiproliferativos de la apigenina potásica, la apigenina sí ha sido 

ampliamente estudiada. Así, numerosos autores han demostrado que este 

flavonoide inhibe la proliferación y viabilidad celular en distintas líneas 

celulares tumorales, tales como cáncer de mama, de próstata, de cuello de 

útero, de ovario, de pulmón, de tiroides, de estómago, de esófago, de 

colon, hepatocelular y neuroblastoma (Gupta, 2001; Lindenmeyer, 2001; 

Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2004b; Mak, 2006; Shukla, 2006; 
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Chen, 2007a; Patel, 2007; Czernik, 2008; Lee, 2008; Shukla, 2008; Li, 

2009; Zhang, 2009). 

 

Los estudios sobre los efectos de la apigenina sobre la viabilidad 

celular de líneas de cáncer de próstata han empleado gran cantidad de 

líneas celulares de este tumor: 22Rv1, CA-HPV-10, DU145, LNCaP, etc. 

(Gupta, 2001; Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Morrissey, 2005; Kaur, 2008; 

Shukla, 2008). Dado que en estos estudios se utilizaron concentraciones y 

tiempos de incubación dispares, y solamente uno de ellos (Gupta, 2001) 

calculó la IC50, resulta complicado compararlos entre sí y con los 

resultados obtenidos en nuestro trabajo. Además, se observa claramente 

la influencia de la línea celular escogida. Así, con la misma concentración 

de apigenina (80 μM) la viabilidad celular es de aproximadamente un 20% 

(LNCaP), de un 30% (Du145) o de un 50% (22Rv1) tras 24 horas de 

incubación, o de entre el 5% (LNCaP) y el 30% (22Rv1) tras 48 horas 

(Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2008), lo que demuestra que cada 

línea celular muestra una sensibilidad distinta a la apigenina. Algo similar, 

aunque estudiando otros compuestos polifenólicos sobre varias líneas 

celulares de melanoma, ha sido descrito previamente por nuestro grupo 

(Yáñez, 2004). 

 

Comparando los datos obtenidos en nuestro estudio con los 

trabajos mencionados, se observa que el efecto de la apigenina potásica 

fue más leve en la línea celular TRAMP-C1, quizás debido a las 

variaciones en la sensibilidad a agentes tóxicos entre líneas celulares. 

 

Quizás el resultado más importante de estos ensayos sea el efecto 

tan dispar provocado por la apigenina potásica en ambas líneas. Gupta et 

al. (2001) realizaron un estudio similar, comparando una línea tumoral con 

una no tumoral, aunque empleando otras líneas celulares (CA-HPV-10 y 

PZ-HPV-7) y la apigenina, en lugar de su derivado potásico, con 
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resultados que muy parecidos a los de este estudio; en el trabajo 

mencionado, la IC50 de la apigenina en la línea tumoral (CA-HPV-10) fue 

de 35 μM, mientras que en la no tumoral (PZ-HPV-7) era de 110 μM, es 

decir, aproximadamente tres veces mayor. En ese trabajo también 

compararon una línea de carcinoma epidermoide con otra de 

queratinocitos normales, con resultados similares. 

 

Aunque los efectos de la apigenina sobre la viabilidad celular, tanto 

en el cáncer de próstata, como en otros tumores, han sido frecuentemente 

explicados por su capacidad de inducir apoptosis (Gupta, 2001; Gupta, 

2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2004b; Morrissey, 2005; Mak, 2006; Shukla, 

2006; Chen, 2007a; Patel, 2007; Chen, 2008; Kaur, 2008; Choi, 2009c; 

Choi, 2009b; Li, 2009; Zhang, 2009; Das, 2010) y de provocar la parada de 

la división celular (Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2006; Patel, 2007; 

Shukla, 2007a; Choi, 2009a; Li, 2009; Zhang, 2009), también afecta a 

muchas vías promotoras de supervivencia.  

 

A pesar de que la relación de los procesos inflamatorios con el 

cáncer de próstata es controvertida, numerosos estudios han puesto de 

manifiesto la importancia de algunas citoquinas como factores de 

crecimiento de los tumores de próstata; entre ellas destacan las IL-1, -6, -8 

y el TNF-α (Lin, 2007b; Haverkamp, 2008; Markowski, 2008). Estas 

citoquinas son inhibidas por la apigenina (Gerritsen, 1995; Smolinski, 

2003; Kim, 2004a; Hougee, 2005; Kowalski, 2005; Comalada, 2006; 

Funaguchi, 2007; Nicholas, 2007; Shanmugam, 2008), lo que provocaría el 

bloqueo de las señales a favor de la supervivencia que activan estas 

moléculas. 

 

La PGE2 actúa sobre el cáncer de próstata como otro factor que 

favorece la supervivencia celular; además de actuar como factor de 

crecimiento, inhibe la apoptosis y estimula la angiogénesis y la metástasis 
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(Liu, 2000; Ghosh, 2007; Harris, 2007b; Assinder, 2009). Este compuesto 

se produce durante el metabolismo del ácido araquidónico por la acción 

secuencial de PLA2 y de COX-2, enzima que se sobreexpresa en el cáncer 

de próstata (Kirschenbaum, 2000; Ghosh, 2007). Además, la expresión de 

COX-2 es inducida por el NO, producto de la enzima iNOS, también 

sobreexpresada en las neoplasias de próstata (Sciarra, 2007). La 

apigenina es un conocido inhibidor de estas enzimas (PLA2, COX-2 e 

iNOS), tanto en líneas celulares de cáncer de próstata (Shukla, 2004b) 

como en otros tipos celulares (Liang, 1999; Olszanecki, 2002; Kim, 2004a; 

Van Dross, 2005; Comalada, 2006; Kim, 2006; Van Dross, 2007; 

Benavente-García, 2008; Ha, 2008; Meeran, 2008a). La inhibición de la 

síntesis de PGE2 en el cáncer de próstata mediante la apigenina se 

traduciría, así, en la pérdida de otra ruta promotora de supervivencia. 

Respaldando este efecto están ciertos estudios que demuestran que el 

uso de inhibidores de COX-2 reduce la incidencia de cáncer de próstata 

entre un 39% y un 55% ( Harris, 2007a; Harris, 2007b), además de inhibir 

el crecimiento y aumentar la apoptosis en células tumorales de próstata 

(Liu, 2000; Harris, 2007a; Sciarra, 2007; Haverkamp, 2008). 

 

Por otro lado, una de las estrategias de los cánceres, entre ellos el 

de próstata, para aumentar su proliferación y su capacidad de 

supervivencia es aumentar los receptores para distintos factores de 

crecimiento, como el del EGF; estos receptores tienen asociada actividad 

tirosín quinasa, por lo que la unión a su ligando provoca, directamente, la 

activación de vías de señalización intracelular que favorecen la 

supervivencia (Corcoran, 2006). Shukla et al. (2006) demostraron que la 

apigenina es capaz de bloquear uno de estos receptores, el de EGF, 

deteniendo, así, las señales promotoras de la supervivencia y la 

proliferación celular. 
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Dado que la regulación de las moléculas mencionadas (EGF-R, 

COX-2, iNOS) está alterada en el cáncer de próstata respecto al tejido 

prostático normal, el efecto inhibitorio de la apigenina sobre ellas podría 

ser responsable de que este flavonoide reduzca más la viabilidad en la 

línea tumoral que en la no tumoral. 

 

Sin embargo, probablemente la principal señal de proliferación en el 

cáncer de próstata proceda del receptor de andrógenos, también implicado 

en la invasión y la metástasis (Tomlins, 2006; Hara, 2008; Crawford, 

2009). La apigenina inhibe la expresión de este receptor (Gupta, 2002; Lin, 

2007a) y disminuye los niveles de PSA (Gupta, 2002), que parece 

implicado en la activación de factores de crecimiento. De esta forma, la 

apigenina afectaría a otra ruta más de señalización promotora de la 

supervivencia del cáncer. 

 

Por último, la apigenina también regula negativamente una serie de 

moléculas clave de rutas de señalización relacionadas con la 

supervivencia del cáncer de próstata, entre ellas, NF-κB (Shukla, 2004b) y 

Akt (Kaur, 2008). 

 

Para estudiar más a fondo el efecto de la apigenina potásica sobre 

la viabilidad celular de las líneas TRAMP-C1 y PNT2, llevamos a cabo 

ensayos para comprobar si tenía efectos sobre la apoptosis y el ciclo 

celular de esas líneas celulares. 

 

 

 

Durante la apoptosis se producen cambios morfológicos en las 

células que no se observan en la necrosis. Estas alteraciones afectan 

tanto al citoplasma como al núcleo y son fácilmente reconocibles. Las 

transformaciones más características son la disminución del tamaño y de 
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los puntos de adhesión (adquisición de forma redondeada) de la célula, la 

vacuolización del citoplasma, la condensación de la cromatina y la 

fragmentación del núcleo y del citoplasma (Kiechle, 2002). 

 

Existen diversos procedimientos para detectar la apoptosis, desde 

el análisis de la activación de proteínas relacionadas con la apoptosis, 

como las caspasas, hasta el estudio de la fragmentación del DNA; estos 

métodos utilizan gran variedad de técnicas: microscopía de fluorescencia, 

citometría de flujo, reacciones inmunohistoquímicas, Western blot, etc. 

(Huang, 2005; Huerta, 2007).  

 

En la literatura científica es frecuente encontrar la utilización de 

tinciones del DNA con fluorocromos para evaluar los cambios producidos 

en el núcleo (fragmentación o condensación de la cromatina). Aunque 

existen varios compuestos fluorescentes capaces de unirse al DNA, las 

bisbenzimidas Hoechst 33342 y 33258 son muy usadas (Kiechle, 2002; 

Huerta, 2007). Estos fluorocromos se unen a regiones ricas en pares AT 

en los surcos menores del DNA y emiten una fluorescencia muy intensa, 

facilitando la identificación de células apoptóticas. La elección del Hoechst 

33258 para nuestro estudio se debe a que, a pesar de que ambos son 

aproximadamente igual de utilizados en la literatura científica, se ha 

descrito que el Hoechst 33342 induce apoptosis en distintas líneas 

celulares (Kiechle, 2002). 

 

En este estudio hemos utilizado la estaurosporina como inductor de 

apoptosis, para, en primer lugar, disponer de un control positivo que 

facilitara el reconocimiento de las células apoptóticas, y, en segundo lugar, 

para poder usarlo como referencia. Este compuesto es un alcaloide 

aislado de cultivos de Streptomyces spp. que actúa como un potente 

inhibidor de PKC e inductor de la apoptosis en numerosas líneas celulares 
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(Bertrand, 1994); se usa frecuentemente en estudios de apoptosis como 

control positivo. 

 

En nuestro trabajo, la apigenina potásica ha demostrado aumentar 

significativamente el porcentaje de células apoptóticas en la línea celular 

de cáncer de próstata TRAMP-C1; este aumento ha sido dependiente 

tanto de la duración de la incubación como de la dosis del flavonoides 

usada. Así, la apigenina potásica incrementó el número de células 

apoptóticas respecto a las células no tratadas entre un 30% (50 µM, 24 

horas) y un 380% (200 µM, 72 horas). Sin embargo, la apigenina potásica 

no mostró efecto proapoptótico sobre la línea celular no tumoral PNT2. 

 

Estos resultados son, por tanto, similares a los obtenidos en el 

estudio de la viabilidad. En aquellos ensayos, la apigenina potásica 

también tuvo un efecto mucho más marcado sobre la viabilidad de la línea 

tumoral que sobre la de la no tumoral. La inhibición de la viabilidad 

causada por la apigenina potásica en la línea TRAMP-C1 puede ser, al 

menos en parte, debida al aumento de la apoptosis que provocó en esas 

células. Sobre la línea PNT2 (no tumoral), por otro lado, la apigenina 

potásica no tuvo efecto proapoptótico,  con lo que esta actividad no 

contribuyó a disminuir la viabilidad de las células. 

 

La apigenina y muchos flavonoides han demostrado ser inductores 

de apoptosis en un gran número de líneas celulares (Gupta, 2001; Hillman, 

2001; Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2004b; Morrissey, 2005; Mak, 

2006; Shukla, 2006; Chen, 2007a; Patel, 2007; Chen, 2008; Kaur, 2008; 

Meeran, 2008b; Nandakumar, 2008; Choi, 2009b; Li, 2009; Zhang, 2009). 

Sin embargo, en la bibliografía no se encuentran trabajos con el derivado 

potásico de la apigenina, utilizado en nuestro estudio. 
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Se han realizado diversos estudios que, al igual que el nuestro, 

demuestran la capacidad de la apigenina de inducir apoptosis en células 

de distintas líneas de cáncer de próstata (22Rv1, CA-HPV-10, DU145, 

LNCaP, PC-3, PWR-1E) (Gupta, 2001; Gupta, 2002; Shukla, 2004b; 

Morrissey, 2005; Shukla, 2006; Shukla, 2008). Los resultados de estos 

estudios varían en función de la línea celular; así, Morrissey  et al. (2005) 

demostraron que el porcentaje de células apoptóticas con una misma 

dosis de apigenina (50 μM; incubación durante 48 horas) podía variar 

entre un 15% (PC-3) y un 30% (PWR-1E); no obstante, al comparar con el 

porcentaje de células apoptóticas de los controles no tratados, la 

apigenina inducía, en ambos casos, que el número de células apoptóticas 

se triplicara respecto al control.  

 

Otros estudios muestran aumentos de entre el 8% (Shukla, 2006) y 

el 600% (Shukla, 2008), con distintas concentraciones y tiempos de 

incubación, diferentes líneas celulares, e, incluso, diferentes técnicas de 

medida. Sin embargo, los trabajos mencionados no incluyen, en ningún 

caso, controles positivos con inductores de apoptosis reconocidos, lo que 

facilitaría la comparación con los resultados obtenidos en nuestro estudio. 

Aún así, los porcentajes de inducción de apoptosis obtenidos en la línea 

TRAMP-C1 a lo largo del presente trabajo se encuentran en el rango de 

estudios anteriores, a pesar de no ser tan espectaculares como los 

obtenidos por otros autores; esto podría deberse al uso de diferentes 

líneas celulares y a una posible mayor resistencia a la apoptosis de la 

línea TRAMP-C1 frente a otras utilizadas en la bibliografía. 

 

Por otro lado, en nuestro estudio la apigenina potásica ha 

demostrado tener efecto proapoptótico en la línea tumoral (TRAMP-C1), 

pero no en la línea no tumoral (PNT2). Este efecto tan interesante ha sido 

descrito previamente por Gupta et al. (2001). Estos autores compararon el 

efecto proapoptótico de la apigenina, no de su derivado potásico, en una 
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línea de carcinoma de próstata (CA-HPV-10) y en células de próstata no 

tumorales (PZ-HPV-7), encontrando que el flavonoide inducía apoptosis de 

forma significativa en células tumorales pero no en las normales. La 

inducción selectiva de apoptosis únicamente en células tumorales pero no 

en las células no tumorales correspondientes se ha observado también en 

líneas de glioblastoma tratadas con apigenina (Das, 2010). 

 

Se han desarrollado numerosos estudios para desentrañar los 

mecanismos moleculares que subyacen bajo el efecto proapoptótico de la 

apigenina. Se ha comprobado que este flavonoide afecta a la mayoría de 

etapas clave de este proceso. Activa las dos vías de apoptosis, la 

intrínseca, que conduce a la activación secuencial de las caspasas 9 y 3, y 

la vía extrínseca, que conlleva el funcionamiento de la caspasa 8 (Way, 

2004; Morrissey, 2005; Torkin, 2005; Way, 2005; Mak, 2006; Shukla, 2006; 

Patel, 2007; Choi, 2009b; Das, 2010). Además, aumenta la expresión y 

actividad de la proteína supresora tumoral p53, que, a su vez, regula las 

proteínas fundamentales de la apoptosis (McVean, 2000; Gupta, 2002; 

Torkin, 2005; Shukla, 2008). También modula el equilibrio entre otras 

proteínas Bax y Bcl-2, inclinándolo hacia la inducción de apoptosis (Gupta, 

2002; Garg, 2005; Morrissey, 2005; Torkin, 2005; Shukla, 2006; Chen, 

2007a; Patel, 2007; Shukla, 2008) e induce la salida al citoplasma de 

citocromo c (Shukla, 2004b; Way, 2004; Morrissey, 2005; Way, 2005; 

Patel, 2007; Choi, 2009b) y de calcio (Das, 2010), ambas moléculas 

reguladoras de la muerte celular programada. 

 

Además, la PGE2 sintetizada mediante COX-2 es capaz de inhibir la 

apoptosis en el cáncer de próstata (Liu, 2000; Ghosh, 2007; Harris, 2007b; 

Assinder, 2009), por lo que la inhibición de COX-2 y de iNOS, cuyo 

producto, el NO, aumenta la expresión de COX-2 (Sciarra, 2007) gracias a 

la apigenina sensibilizaría las células frente a la apoptosis. Dado que estas 

enzimas están sobreexpresadas en los tumores de próstata respecto al 
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epitelio prostático normal, este mecanismo de actuación podría explicar, al 

menos en parte, el distinto efecto de la apigenina sobre la apoptosis en 

células tumorales y no tumorales. 

 

 

 

 Desde el desarrollo de las técnicas de citometría de flujo, esta 

metodología se ha convertido en la preferida para el estudio del ciclo 
celular; esta técnica tiene grandes ventajas, como requerir una muestra 

relativamente pequeña, su rapidez y el gran volumen de datos analizados, 

y que es cuantitativa (D'Urso, 2010). Aunque la citometría de flujo permite 

la tinción con numerosos fluorocromos, probablemente la metodología 

estándar sea la tinción del DNA con yoduro de propidio o con otro tipo de 

fluorocromo con afinidad por el DNA (método univariante), que permite 

distinguir, según el contenido en DNA de cada célula, si se encuentra en 

las fases G0-G1, en la fase S, o en las fases G2-M (Darzynkiewicz, 2004; 

D'Urso, 2010).  

 

No obstante, existen en la actualidad métodos que permiten 

diferenciar entre las fases G0 y G1, y entre G2 y M, basados bien en el uso 

de fluorocromos metacromáticos (naranja de acridina), o bien en la 

combinación de los métodos univariantes con la detección de ciclinas u 

otras proteínas implicadas en el ciclo celular o con el análisis de la 

incorporación al DNA de 5’ bromodeoxiuridina, un análogo de la timidina 

(Darzynkiewicz, 2004; D'Urso, 2010). 

 

En nuestro estudio, el tratamiento de células de la línea TRAMP-C1 

con apigenina potásica (100 μM) durante 24, 48 y 72 horas no provocó 

cambios significativos en las poblaciones en las distintas fases del ciclo 

celular, indicando que no indujo la parada del ciclo celular en ninguno de 
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los puntos de control. Dado que no tuvo efecto en la línea tumoral, la 

técnica no se realizó con la línea no tumoral. 

 

A pesar de que, de nuevo, no existen trabajos previos en este 

ámbito que hayan utilizado la apigenina potásica, varios autores han 

demostrado que la apigenina bloquea el ciclo celular en distintas líneas 

celulares, tales como células de cáncer de cuello de útero, de mama, de 

ovario, de próstata, y carcinoma escamoso de esófago (Gupta, 2001; 

Gupta, 2002; Kobayashi, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2006; Patel, 2007; 

Shukla, 2007b; Choi, 2009c; Li, 2009; Zhang, 2009). En distintas líneas de 

cáncer de próstata la apigenina causa la parada del ciclo celular en G0-G1 

(Gupta, 2002; Shukla, 2004a; Shukla, 2007a), desde concentraciones tan 

bajas como 10 μM durante 24 horas en las líneas 22Rv1 y PC-3. En este 

caso, al igual que ocurría al estudiar la viabilidad y la apoptosis, la 

sensibilidad de las diferentes líneas celulares al bloqueo del ciclo por la 

apigenina varía (Gupta, 2002; Shukla, 2006).  

 

Quizás la ausencia de efecto de la apigenina potásica se deba a la 

línea celular empleada, la TRAMP-C1, que ninguno de los autores 

mencionados han usado; sin embargo, Shukla et al. (2007b) demostraron 

que la apigenina es capaz de detener el ciclo celular en ratones TRAMP, 

de los que procede la línea TRAMP-C1 utilizada en este estudio. Así, a 

pesar de que no se puede descartar la posibilidad de que los tumores in 

vivo sean lo suficientemente heterogéneos como para presentar distintas 

poblaciones celulares con distinta sensibilidad, y que la línea TRAMP-C1, 

aislada de un único tumor, sea más resistente, el efecto podría deberse a 

alguna ligera diferencia entre la apigenina y la apigenina potásica. En 

cualquier caso, esto debería ser investigado en futuros estudios. 

 

Como conclusión de esta serie de ensayos, el efecto 

antiproliferativo de la apigenina potásica encontrado en nuestro estudio se 
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debe, al menos parcialmente, a la inducción de apoptosis, pero no al 

bloqueo del ciclo celular. No obstante, también podrían estar implicados 

otros mecanismos (regulación de factores de crecimiento y transcripción, 

de vías de señalización, etc.) ya expuestos, por lo que sería conveniente 

profundizar en los mecanismos subyacentes a este efecto. 

 

 

 

La técnica del wound healing ha sido ampliamente utilizada para 

estudios de migración, y consiste en cuantificar cómo las células ocupan 

una zona, linear o circular, despejada previamente a lo largo del tiempo  

(Valster, 2005; Kam, 2008). Aunque es fácil de realizar y permite medir la 

distancia recorrida a distintos tiempos, su principal defecto consiste en que 

no proporciona un microambiente similar al fisiológico. Por ello, se han 

desarrollado numerosos ensayos de invasión que incluyen geles de 

proteínas derivadas de la matriz extracelular. Uno de los más usados son 

las cámaras de Boyden, que usan filtros cubiertos de proteínas derivadas 

de la matriz extracelular; es una técnica cuantitativa, pero que sólo permite  

analizar los resultados a tiempo final (Albini, 2004; Valster, 2005; Kam, 

2008; Brekhman, 2009).  

 

Otros métodos consisten en cultivar las células en el interior de 

geles de componentes de la matriz extracelular y monitorizar su migración 

dentro del gel, pero son métodos más lentos y es difícil cuantificar el 

movimiento, puesto que no se dispone de un origen bien definido (Demou, 

2002; Brekhman, 2009). Un tercer tipo de técnicas, muy similares a las 

cámaras de Boyden, parten de una monocapa de células sobre una capa 

de gel y, mediante varios métodos, recogen el movimiento unidireccional 

de las células a través de la matriz (Brekhman, 2009). Una mezcla de 

estos dos últimos tipos, desarrollada hace poco tiempo, permite estudiar el 
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movimiento en todas direcciones, contando con un origen claro de las 

células (Brekhman, 2009). 

 

Recientemente Kam et al. (2008) han desarrollado una modificación 

de la técnica del wound healing que incluye la adición de una barrera de 

componentes de la matriz extracelular, acercando las condiciones a la 

situación in vivo. 

 

La técnica del wound healing utilizada en nuestro estudio cuantifica  

cómo las células ocupan una zona despejada previamente a lo largo del 

tiempo. Para evitar la posible interferencia de la proliferación celular, 

puesto que el área despejada podría ser ocupada por células procedentes 

de la división de las células del borde de la región sin células, en lugar de 

por el movimiento de las células de los bordes, los cultivos se dejaron 

llegar a confluencia, estado en el que se mantuvieron 24 horas. Dado que 

las células adherentes presentan inhibición del crecimiento por contacto, 

esta estrategia limita o bloquea el mencionado posible artefacto. 

 

Por otro lado, las concentraciones empleadas en estos ensayos se 

mantuvieron por debajo de la IC50 para 48 horas, duración máxima de los 

experimentos, para evitar que el efecto antiproliferativo de la apigenina 

potásica pudiera influir en los resultados. A pesar de esta medida, la 

capacidad antiproliferativa de la apigenina potásica pareció no influir 

apenas en el ensayo, puesto que el flavonoide a la máxima concentración 

usada (100 μM) inhibió de forma similar la migración en las líneas TRAMP-

C1 (reducción del 59,82% respecto al control) y PNT2 (disminución del 

40,89% respecto al control), a pesar de las grandes diferencias existentes 

en el efecto del compuesto sobre la viabilidad en ambas líneas (los 

porcentajes de viabilidad tras 48 horas de tratamiento fueron de un 

46,25% en la línea TRAMP-C1 y de un 80,67% en la PNT2).  
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Si el efecto de la apigenina potásica sobre la proliferación celular 

hubiera influido, sería esperable una gran diferencia en la migración de 

ambas líneas celulares. Además, nuestro grupo realizó un estudio 

semejante con otro compuesto polifenólico, el ácido carnósico; este 

compuesto mostró alta capacidad citotóxica, pero, a pesar de ese efecto, 

no alteró significativamente la migración celular en comparación con los 

controles. Estos datos indican, por tanto, la adecuación del ensayo para 

estudiar la migración de estas dos líneas celulares. 

 

En nuestro estudio, la apigenina potásica provocó la inhibición de la 

migración de la línea TRAMP-C1. Aunque en el estudio piloto previo, 

realizado para comprobar los intervalos de  medida y las concentraciones 

empleadas, se encontraron diferencias significativas respecto a las células 

no tratadas con la concentración más baja (25 μM), en el posterior estudio, 

que incluyó más muestras, los resultados de esta concentración no fueron 

más que una tendencia. Así, en este estudio la concentración más alta de 

apigenina potásica (100 μM) provocó la inhibición de la migración celular, 

con un valor de inhibición máximo de 58,78%; con esta concentración 

nunca se llegó a ocupar completamente la zona libre de células. 

 

La adición de la apigenina potásica desde 12 horas antes del inicio 

del experimento mostró una tendencia a reducir aún más la migración 

celular, aunque sin diferencias significativas. 

 

Sobre la línea celular no tumoral PNT2, la apigenina potásica inhibió 

significativamente la migración celular a todas las concentraciones 

empleadas (25-100 μM), principalmente al comienzo del ensayo; las 

máximas reducciones producidas respecto a los controles fueron de entre 

un 18,65% y un 40,89% con la concentración más baja y la más alta, 

respectivamente. Solamente con la concentración más elevada, 100 μM, 

las células no llegaron a cubrir por completo la zona despejada, mientras 
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que con el resto de concentraciones (20 y 50 μM) la inhibición de la 

migración duró, como máximo 12-15 horas. 

 

La preincubación de las células PNT2 con apigenina potásica desde 

12 horas antes del comienzo del experimento mostró una tendencia a 

inhibir todavía más la migración celular a todas las concentraciones 

ensayadas, aunque la diferencia únicamente resultó significativa con la 

apigenina potásica 100 μM.  

 

A pesar de que los resultados obtenidos en nuestro estudio son 

prometedores, sería conveniente profundizar en este aspecto mediante el 

uso de otras técnicas, tales como la cámara de Boyden. Esto permitiría, 

además de corroborar estos datos, analizar el efecto de la apigenina 

potásica sobre la capacidad invasora de las células tumorales, que ha 

quedado fuera de este trabajo. 

 

Aunque no existen estudios de migración o invasión de células 

tumorales tratadas con apigenina potásica, algunos autores sí han 

comprobado que la apigenina inhibe la migración de células de cáncer de 

ovario, de mama, de cuello de útero y de próstata (Lindenmeyer, 2001; 

Patel, 2007; Czernik, 2008; Hu, 2008; Lee, 2008; Franzen, 2009). Además, 

la apigenina bloquea los cambios del citoesqueleto que se producen 

durante el movimiento celular (Lee, 2008). Sin embargo, ningún estudio 

previo parece haber comparado el efecto de la apigenina sobre la 

migración celular en líneas tumorales y no tumorales. 

 

El efecto de la apigenina sobre la migración celular parece mediado 

por la inhibición de la quinasa FAK, que participa en la adhesión celular y 

en la motilidad celular (Hu, 2008; Franzen, 2009), aunque otros autores 

proponen también la implicación del bloqueo de la vía de PI3K y Akt (Lee, 

2008). 
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Existen numerosos trabajos en los que la inoculación subcutánea 

de células de la línea TRAMP-C1 a ratones provoca el desarrollo de 
tumores. Así, Foster et al. (1997) demostraron que, tras la inoculación de 

5 x 106  células TRAMP-C1 subcutáneamente en el flanco de ratones 

C57Bl/6, todos los animales desarrollaban tumores. Posteriormente, otros 

grupos han realizado modelos similares, inoculando desde 1,3 x 106 hasta  

5 x 106 células de esta línea en ratones C57Bl/6 (Ciavarra, 2003; Oh, 

2004; Sartor, 2004; Bertilaccio, 2008; Chen, 2009; Hu, 2009; Kim, 2009; 

Klyushnenkova, 2009) o en ratones atímicos (Xiao, 2005; Rayburn, 2006). 

 

Sin embargo, este modelo no resultó válido en nuestro trabajo. A 

pesar de inocular varias densidades celulares, nunca se desarrollaron 

tumores en todos los animales (la tasa de éxito se mantuvo en torno a un 

30%) y el periodo de latencia resultó muy variable. Por ello, utilizamos uno 

de los pocos tumores obtenidos por inoculación subcutánea para implantar 

pequeños fragmentos en ratones sanos, de forma similar a lo realizado por 

otros autores (Ozerdem, 2006). Este método mostró una eficacia máxima 

(100%) y gran reproducibilidad; los tumores en todos los animales fueron 

palpables entre los días 20 y 21 tras el trasplante, permitiendo realizar el 

estudio de los efectos de la apigenina sobre la supervivencia de estos 

ratones.  

 

En nuestro trabajo, la apigenina potásica provocó un aumento de la 

supervivencia media de los animales tratados; este incremento fue de un 

45,24% respecto a los ratones control. Asimismo, el tratamiento produjo 

una ligera mejora en la vida máxima, de un 4,88% respecto a los animales 

no tratados. No obstante, el pequeño tamaño muestral disponible provocó 

que las diferencias no fueran significativas. 

 

La apigenina ha mostrado efectos quimiopreventivos similares en 

distintos modelos de cáncer. Así, en un modelo de carcinogénesis oral en 
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hámsters realizado por nuestro grupo, la apigenina potásica redujo 

significativamente la incidencia, el tamaño y agresividad de los tumores, 

además de aumentar el periodo de latencia (Gómez García, 2009). 

Además, provoca la reducción del tamaño de tumores primarios de 

distintos cánceres (de pulmón, de piel, de cuello de útero, de ovario, de 

próstata, leucemia…) (Shukla, 2006; Chen, 2007a; Li, 2009); en los que 

también induce apoptosis (Chen, 2007a; Chen, 2008; Kaur, 2008). 

 

En modelos murinos de cáncer de próstata se ha descrito que, de 

forma similar a nuestros resultados, la apigenina reduce el peso y volumen 

tumorales y aumenta la supervivencia de los animales (Shukla, 2005; 

Shukla, 2006; Shukla, 2009). 

 

El aumento de la supervivencia de los animales portadores de 

tumores y tratados con apigenina potásica puede relacionarse con los 

resultados obtenidos in vitro. En nuestro estudio, la apigenina potásica 

redujo la viabilidad celular, aumentó la apoptosis e inhibió la migración 

celular. La disminución de la viabilidad y el incremento de la apoptosis 

podrían retardar el crecimiento de los tumores; en este sentido, Shukla et 

al. (2005; 2006; 2007b; 2009) demostraron que la apigenina reduce el 

peso y volumen tumorales, en parte por el aumento de la apoptosis 

(duplicación o triplicación del número de células apoptóticas) en los 

tumores (Shukla, 2006). 

 

Por otra parte, la inhibición de la migración celular, en combinación 

con los efectos antiproliferativos y proapoptóticos, podría limitar la 

extensión del tumor, que permanecería más confinado y, quizás, sería 

más fácil de controlar por las defensas del organismo. Hu et al. (2008) 

demostraron que la apigenina inhibe in vivo la expresión de la FAK, una 

quinasa implicada en la movilidad celular y la invasión, en tumores de una 
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línea celular de carcinoma ovárico, lo que relacionaron con su efecto 

antimetastásico. 

 

Asimismo, la apigenina ha demostrado inhibir la angiogénesis tanto 

in vitro (Trochon, 2000; Kim, 2003; Liu, 2005; Shukla, 2006; Benavente-

García, 2008; Mirzoeva, 2008) como in vivo (Shukla, 2008). La capacidad 

de este flavonoide de bloquear la creación de nuevos vasos para alimentar 

al tumor limitaría de forma muy efectiva el crecimiento de los mismos, 

aumentando de este modo la supervivencia de los animales. Por otra 

parte, la actividad antiangiogénica de la apigenina está parcialmente 

implicada, también, en otra de sus propiedades: este flavonoide ha 

demostrado inhibir las metástasis en distintos modelos animales 

(Benavente-García, 2008; Hu, 2008; Lee, 2008), incluyendo uno de 

melanoma metastásico pulmonar desarrollado por nuestro grupo (Martínez 

Conesa, 2004).  

 

El efecto antimetastásico de la apigenina también se fundamenta en 

su capacidad de controlar la secreción de MMP y de sus reguladores, 

TIMP-1 y -2 y uPA (Lindenmeyer, 2001; Kim, 2003; Benavente-García, 

2008). Aunque en nuestro estudio no se ha realizado la evaluación de la 

presencia de metástasis, sí está descrito que los tumores TRAMP, de los 

que procede la línea celular TRAMP-C1, establecen metástasis 

rápidamente (Gingrich, 1996). Así, el efecto antimetastásico de la 

apigenina podría conllevar un aumento de la supervivencia de los 

animales. 

 

Por último, cabe destacar el efecto de la apigenina sobre muchos 

compuestos que funcionan como factores de crecimiento del cáncer de 

próstata, tales como citoquinas proinflamatorias (Gerritsen, 1995; 

Smolinski, 2003; Kim, 2004a; Hougee, 2005; Kowalski, 2005; Comalada, 

2006; Funaguchi, 2007; Nicholas, 2007; Shanmugam, 2008), 
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prostaglandinas (Liang, 1999; Olszanecki, 2002; Kim, 2004a; Shukla, 

2004b; Van Dross, 2005; Comalada, 2006; Kim, 2006; Van Dross, 2007; 

Benavente-García, 2008; Ha, 2008; Meeran, 2008a); sobre receptores de 

factores de crecimiento (Shukla, 2006); o vías de señalización como la del 

receptor de andrógenos (Gupta, 2002; Lin, 2007a), la de NF-κB (Shukla, 

2004b) o la de Akt (Kaur, 2008). 

 

 

En resumen, nuestro estudio ha demostrado el potencial de la 

apigenina potásica como agente quimiopreventivo frente al cáncer de 

próstata, puesto que este compuesto inhibió la viabilidad celular y provocó 

apoptosis en mayor medida en células neoplásicas que en las no 

tumorales, redujo la migración celular y aumentó la supervivencia de 

animales con tumores. 

 

 

 

 

La exposición accidental o no a la radiación ionizante (durante 

técnicas de diagnóstico médico o aplicaciones industriales, vuelos, etc.)   y 

los daños genéticos causados por ella aumentan por el auge de su 

aplicación en la sociedad actual. Sin embargo, no se dispone de 

radioprotectores seguros, ya que los utilizados presentan toxicidad a dosis 

radioprotectoras (Bogo, 1985; Nair, 2001; Hosseinimehr, 2003; 

Hosseinimehr, 2006; Song, 2006; Alcaraz, 2009). Dado el reciente interés 

en el uso de compuestos polifenólicos como radioprotectores, en este 

trabajo hemos estudiado el efecto de la apigenina potásica para disminuir 

los daños causados por la radiación ionizante. 

 

La radiación ionizante puede inducir la formación de fragmentos 

acéntricos de cromosomas y la segregación errónea de cromosomas; si 
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cualquiera de esas estructuras no interacciona con el huso mitótico, 

quedan en el citoplasma formando un pequeño núcleo (micronúcleo) 

aislado del principal (IAEA, 2001; Fenech, 2007). La técnica desarrollada 

por Fenech et al. (1985) para cuantificar la aparición de micronúcleos, 

conocida como ensayo de micronúcleos bloqueados durante la 

citoquinesis, se ha convertido en el método preferido para la cuantificación 

de este tipo de daños (IAEA, 2001; Fenech, 2007) y en una de las técnicas 

citogenéticas más utilizadas para estudiar los daños genotóxicos en 

mamíferos (Fenech, 2007). El ensayo de micronúcleos es uno de los 

métodos más sensibles para medir el daño al DNA causado por distintos 

agentes genotóxicos, entre ellos la radiación ionizante, el peróxido de 

hidrógeno, el radical superóxido o los neutrófilos activados (Fenech, 1985; 

Fenech, 1986; Fenech, 1991; Fenech, 1993; Odagiri, 1994; Fenech, 1997; 

Umegaki, 2000), siendo, incluso, más sensible que la detección de 8-oxo-

dG por HPLC (Kobus, 1993). 

 

Existen, además, otra serie de técnicas utilizadas para cuantificar el 

daño causado en el DNA, bien por la radiación ionizante, o bien por otros 

agentes genotóxicos. Otras técnicas citogenéticas analizan la presencia de 

cromosomas dicéntricos, anillos, exceso de fragmentos, o la condensación 

prematura de la cromatina (IAEA, 2001; Terzoudi, 2006); asimismo, el 

desarrollo de las técnicas de hibridación fluorescente in situ (FISH) ha 

permitido estudiar daños más persistentes, como translocaciones 

(Terzoudi, 2006). Además, también se utilizan técnicas bioquímicas, como 

el estudio del bloqueo en la fase G2, que se produce cuando la célula ha 

sufrido daños cromosómicos, o la actividad de cdk 1 y de la ciclina B en la 

transición G2-M (Terzoudi, 2006). La técnica de Cometa, o la versión 

alcalina del ensayo de electroforesis en gel de una sola célula, es una 

técnica rápida para detectar daño en el DNA, y permite estimar la cinética 

de reparación de las lesiones (Kumaravel, 2006). 
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En nuestro estudio, la apigenina potásica (25 μM) demostró no 

poseer actividad genotóxica, puesto que no aumentó la frecuencia basal 

de aparición de micronúcleos en linfocitos humanos bloqueados con 
citochalasina B, lo que demuestra, por tanto, la ausencia de capacidad 

mutagénica de este compuesto. Diversos autores han descrito que la 

apigenina no tiene efectos genotóxicos a concentraciones similares a la 

usada en este estudio (Rithidech, 2005a; Siddique, 2008). No obstante, a 

dosis elevadas (90-100 μM) la apigenina ha demostrado cierto efecto 

genotóxico (Snyder, 2002; Rithidech, 2005a) que parece relacionado con 

su capacidad de intercalarse en el DNA (Snyder, 2002; Nafisi, 2008). 

 

Además, la administración de apigenina potásica tanto antes de la 

radiación ionizante, como después, causó la reducción del número 

esperado de micronúcleos, mostrando así una capacidad genoprotectora 

significativa. Esta actividad antimutagénica alcanzó el 30% de protección, 

mientras que el factor reductor de dosis indicó que el daño causado por la 

radiación ionizante cuando se administraba apigenina potásica se redujo 

entre 2,5 y 3 veces. Aunque las diferencias no resultaron significativas, la 

adición del compuesto tras la irradiación mostró una tendencia a proteger 

más que la incubación previa a la irradiación. 

 

Únicamente Rithidech et al. (2005a) estudiaron el efecto de la 

apigenina (no de la apigenina potásica) como radioprotector utilizando la 

misma técnica de bloqueo citoquinético en linfocitos humanos irradiados. 

En su estudio, el tratamiento preirradiación redujo considerablemente, 

aproximadamente en un 32%, la frecuencia de aparición de micronúcleos 

en linfocitos irradiados con la misma dosis (2 Gy) que la empleada en 

nuestro estudio; el efecto, además, resultó ser dosis dependiente, siendo 

máximo a una concentración de 10 μg/ml. En comparación, la apigenina 

potásica ha resultado más eficaz, puesto que los resultados obtenidos con 

ella son similares a los de Rithidech et al. (2005a), y la concentración 
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usada para lograr ese efecto es menor (25 μM frente a, aproximadamente, 

37 μM). 

 

Sin embargo, la apigenina no se limita a proteger frente a la 

radiación ionizante. La apigenina, a dosis similares o menores que la 

utilizada en nuestro trabajo, ha demostrado reducir el daño genético 

inducido por distintos compuestos genotóxicos (ciclofosfamida, 

etinilestradiol, mitomicina C, etc.) en linfocitos (Siddique, 2008; Siddique, 

2010) o in vivo (Khan, 2006; Siddique, 2009). 

 

La radiación ionizante provoca la formación masiva de ROS en las 

células afectadas (Benavente-García, 2002; Rithidech, 2005a; Alcaraz, 

2009). La generación de enormes cantidades de radicales libres 

sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula, y el ataque oxidativo a 

distintas moléculas puede provocar daños cromosómicos y mutaciones, o, 

incluso, la muerte celular (Rithidech, 2005a). 

 

Numerosos extractos o compuestos vegetales con actividad 

antioxidante (extractos de cítricos, de té rojo o negro, de soja; crisina, 

genisteína, hesperidina, luteolina, naringina, orientina, polifenoles del vino, 

quercetina, vicenina) disminuyen los daños inducidos por la radiación 

ionizante utilizando tanto diferentes versiones del test de micronúcleos (in 

vitro e in vivo) y el test Cometa (Shimoi, 1994; Shimoi, 1996; Parshad, 

1998; Uma Devi, 2000; Vrinda, 2001; Greenrod, 2003; Hosseinimehr, 

2003; Zhou, 2005; Hosseinimehr, 2006; Song, 2006; Benkovic, 2009b; 

Benkovic, 2009a). Nuestro grupo ha demostrado, asimismo, la actividad 

radioprotectora de extractos ricos en polifenoles y flavonoides, como 

extractos de olivo, de semilla de uva y de té verde (Castillo, 2000; Castillo, 

2001; Benavente-García, 2002; Del Baño, 2006; Alcaraz, 2009; Castillo, 

2010) y de polifenoles y flavonoides, como los ácidos carnósico, 

rosmarínico, gálico y elágico, el carnosol o el hidroxitirosol (Alcaraz, 2006; 
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Del Baño, 2006; Alcaraz, 2009), la rutina y la diosmina (Castillo, 2000; 

Benavente-García, 2002). Por otro lado, muchos otros compuestos con 

actividad antioxidante, como compuestos con grupos sulfidrilo, como la 

cisteína o la amifostina, vitaminas antioxidantes, etc., también se han 

empleado como radioprotectores (Bogo, 1985; Nair, 2001; Song, 2006; 

Alcaraz, 2009). 

 

Dada la síntesis masiva de radicales libres inducida por la radiación 

ionizante y la actividad radioprotectora de muchos compuestos 

antioxidantes, numerosos autores han considerado que su capacidad 

antigenotóxica se basa, fundamentalmente, en la eliminación de ROS por 

los antioxidantes (Devi, 1999; Castillo, 2000; Uma Devi, 2000; Castillo, 

2001; Benavente-García, 2002; Del Baño, 2006; Alcaraz, 2009). Por tanto, 

la actividad radioprotectora de la apigenina se justificaría por su capacidad 

del flavonoide de capturar radicales libres (Kim, 2004b; Nagai, 2005; Patel, 

2007) e inhibir el estrés oxidativo (Jeyabal, 2005; Duarte-Almeida, 2006; 

Patel, 2007); y, quizás, por la protección de los sistemas antioxidantes 

endógenos (Khan, 2006). 

 

Por otro lado, la actividad protectora mostrada por la apigenina 

potásica al ser administrada tras la irradiación indica su capacidad para 

estabilizar la membrana citoplasmática frente a los daños causados por los 

radicales libres, así como la reducción de la cascada de generación de 

radicales libres post irradiación (Alcaraz, 2009). 

 

 

El estudio de la capacidad radioprotectora de la apigenina 
potásica sobre líneas celulares mostró resultados similares a los del test 

de micronúcleos. En nuestro estudio, la apigenina potásica (20 y 40 μM) 

mostró una toxicidad sobre la línea celular TRAMP-C1 similar a la 

presentada en el estudio de viabilidad celular. Al igual que en el estudio de 



Discusión 
 

 
289 

viabilidad previo, estas concentraciones de flavonoide resultaron menos 

tóxicas sobre la línea PNT2 que sobre la línea tumoral. 

 

Además, la adición de apigenina potásica a las células TRAMP-C1 

antes de la exposición a radiación X (4-10 Gy) aumentó significativamente 

la viabilidad celular respecto a las células irradiadas, demostrando su 

capacidad radioprotectora. Sobre esta línea celular, la apigenina potásica 

20 μM, que  mostró la mayor actividad antigenotóxica, presentó un efecto 

protector de entre un 58% y un 86% con la concentración de 20 μM; el 

factor reductor de dosis señaló que la adición del flavonoide a esta 

concentración reducía los daños de la radiación ionizante entre 2,6 y 9,6 

veces. 

 

En la línea PNT2, al contrario, fue la mayor concentración, 40 μM, la 

que presentó mayor capacidad protectora. En este caso, la capacidad 

protectora de la flavona estuvo entre un 50% (apigenina potásica 20 μM y 

10 Gy, tras 24 horas de la irradiación) y un 74% (apigenina potásica 40 μM 

y 10 Gy, tras 48 horas de la irradiación). El factor reductor de dosis indicó 

que el daño causado por la radiación ionizante al administrar la apigenina 

potásica era entre 2 y 4,9 veces menor que cuando no se añadía el 

flavonoide. 

 

Estos resultados, por tanto, indican la actividad radioprotectora y 

antigenotóxica de la apigenina potásica sobre las líneas celulares, al igual 

que lo descrito en nuestro estudio con linfocitos humanos. En este 

sistema, la apigenina potásica posee, incluso, una capacidad protectora 

mayor que la mostrada en el ensayo de micronúcleos en linfocitos 

humanos bloqueados citoquinéticamente. Así, mientras que el factor de 

protección obtenido en el ensayo de micronúcleos era de, 

aproximadamente, un 30%, sobre estas dos líneas celulares alcanzó hasta 

un 74% en la línea PNT2 y un 86% en la línea TRAMP-C1. 
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Sin embargo, varios estudios han encontrado que varios 

flavonoides, entre ellos la apigenina, aumentan la sensibilidad de distintas 

líneas celulares a la radiación (van Rijn, 1997; Hillman, 2001; Zhang, 2006; 

Watanabe, 2007; Shin, 2008). En estos estudios, la apigenina ha 

demostrado efectos radiosensibilizantes en células de hepatoma (van Rijn, 

1997; Shin, 2008) y de carcinoma escamoso de pulmón (Watanabe, 2007). 

Nuestros resultados, por tanto, contrastan con los descritos por otros 

autores en estudios similares, ya que nuestros datos indican una clara 

actividad radioprotectora de la apigenina potásica. 

 

 

En conclusión, la apigenina potásica ha demostrado tener efecto 

protector frente a los daños inducidos por la radiación ionizante en 

linfocitos humanos, mostrando un factor de protección de entre un 27 y un 

35 %, y en dos líneas celulares de próstata, con un factor de protección de 

un 50-86 %. 

 

 

 

 La exposición de la piel a la radiación UV causa el 90% de los 

tumores de piel (Filip, 2009; Nichols, 2010), que, el año pasado en EEUU, 

supusieron más de un millón de casos nuevos de cánceres cutáneos no 

melanoma y, aproximadamente, 53 000 de melanoma (Jemal, 2009). Por 

otro lado, también es responsable del envejecimiento prematuro de la piel, 

o fotoenvejecimiento, que ha cobrado tal interés social que las ventas de 

productos o tratamientos relacionados con él suponen unos 10 000 

millones de dólares anuales (Yaar, 2007).  

  

Al igual que en otros campos de investigación, se está produciendo 

un auge en el estudio de las propiedades de los polifenoles frente a la 
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fotocarcinogénesis y el fotoenvejecimiento (Svobodova, 2003; Yaar, 2007; 

González, 2008). 

 

El estudio de los posibles efectos fotoprotectores de la apigenina 

potásica se realizó en un modelo de fotoenvejecimiento y 

fotocarcinogénesis similar al desarrollado por nuestro grupo (Gómez 

García, 2007) y utilizado previamente para demostrar el efecto del ácido 

rosmarínico frente a la fotocarcinogénesis (Sánchez-Campillo, 2009). En el 

presente trabajo, en lugar de sacrificar a todos los animales al final del 

experimento, igual que se realizó en los estudios comentados, se 

realizaron sacrificios a lo largo del ensayo (tras 25 y 50 horas de 

exposición) y al final (tras 100 horas de exposición) para poder evaluar, 

además del efecto final, la evolución de los daños causados por la 

radiación UV.  

 

La acción de la radiación UV sobre la piel provoca 

fotoenvejecimiento, que conlleva cambios en todas las capas de la piel. 

Macroscópicamente, la piel aparece más seca y rugosa y menos elástica, 

presenta arrugas, elastosis y cambios de pigmentación y desarrolla 

lesiones queratósicas y, en último término, neoplásicas (Rabe, 2006; Yaar, 

2007). Todos estos cambios reflejan las alteraciones histológicas: la 

compactación del estrato córneo y el engrosamiento irregular de la capa 

granular están relacionados con la sequedad y la rugosidad; los acúmulos 

desorganizados de elastina y de material amorfo en la dermis son 

responsables de la elastosis y la falta de elasticidad; las atipias y la 

pérdida de la polaridad de los queratinocitos y la hiperplasia epidérmica 

causan las queratosis actínicas, mientras que los cambios de 

pigmentación se relacionan con los cambios en abundancia y actividad de 

los melanocitos (Svobodova, 2006; Yaar, 2007). 
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En este trabajo, los animales irradiados con radiación UV mostraron 

progresivamente todas estas características: arrugas, alopecia, zonas 

engrosadas y lesiones queratósicas, macroscópicamente; y, 

microscópicamente, alteraciones del grosor (atrofia, acantosis), hiperplasia 

y displasia en la epidermis, y acumulación de material fibroso y de elastina 

desorganizada en la dermis papilar y reticular, respectivamente. Nuestro 

grupo había descrito todas esas alteraciones previamente en este modelo 

(Gómez García, 2007); sin embargo, a diferencia de ese estudio, en el 

presente trabajo, incluso en los animales expuestos a 100 horas, no se 

encontraron zonas de displasia severa o de grado III, ni se desarrollaron 

carcinomas. Quizás, las diferencias se deban a que en este estudio la 

irradiación máxima fue de 100 horas, frente a las 120 del experimento de 

Gómez García (2007). 

 

En este trabajo, la apigenina potásica ha demostrado proteger 

frente a la radiación UV. Macroscópicamente, la piel del lomo de los 

animales que recibieron el flavonoide en la dieta estaba menos dañada 

que la de los ratones únicamente expuestos a radiación UV, aunque 

presentaba lesiones características del fotoenvejecimiento (alopecia, 

arrugas, etc.). Microscópicamente, las mayores diferencias entre ambos 

grupos se mostraban en cuanto a la displasia epitelial y a la elastosis 

actínica dérmica. El grupo tratado presentaba zonas de displasia epitelial 

de una extensión hasta un 34% menor que en el grupo irradiado, así como 

una menor frecuencia (hasta un 43% menos) de lesiones displásicas de 

grado II o moderado. También había diferencias en cuanto a la presencia 

de elastosis; tras 25 sesiones de radiación UV la elastosis era un 28% 

menos frecuente en los animales tratados con la apigenina potásica que 

en los solo irradiados, mientras que tras 100 sesiones, aunque todo el 

tejido estaba afectado en ambos grupos, en el tratado con el compuesto la 

elastosis de grado II era un 32% menos frecuente que en el otro grupo. 
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Aunque existen numerosos trabajos sobre el efecto fotoprotector de 

distintos compuestos fenólicos, como extractos vegetales ricos en 

polifenoles (extractos de Polypodium leucotomos, de Sylibum marianum o 

de té verde) o compuestos (genisteína,  resveratrol, curcumina, silimarina, 

quercetina, EGCG, epicatequina, silibina, ácidos rosmarínico, cafeico, 

ferúlico y carnósico, etc.) (Lepley, 1997; Svobodova, 2006; Tong, 2007; 

Yaar, 2007; Dinkova-Kostova, 2008; González, 2008; Filip, 2009; Meeran, 

2009; Sánchez-Campillo, 2009; Nichols, 2010; Sharma, 2010), son pocos 

los desarrollados sobre la apigenina, y ninguno sobre su derivado 

potásico, utilizado en este trabajo. Además, ninguno de los estudios 

existentes sobre la apigenina ha evaluado su efecto sobre los parámetros 

histológicos alterados por el fotoenvejecimiento, aspecto en el que se 

centra el presente trabajo. 

 

Birt et al. (1997) demostraron que la aplicación tópica de apigenina 

reducía a la mitad el desarrollo de tumores por la exposición a radiación 

UVB, y aumentaba la supervivencia libre de tumores respecto a los 

animales únicamente expuestos. En nuestro estudio no llegaron a 

desarrollarse tumores, pero sí otro tipo de lesiones relacionadas con 

aquellos: queratosis actínicas, displasia epitelial y elastosis. Así, las 

queratosis actínicas se consideran actualmente como carcinomas 

escamosos in situ muy tempranos (Roewert-Huber, 2007). Asimismo, 

diversos autores han demostrado la relación entre la elastosis solar y el 

cáncer cutáneo; esta alteración se correlaciona con un aumento del riesgo 

de padecer cáncer cutáneo no melanoma (Chuang, 1999; Moon, 2001) y 

también de la mortalidad por melanoma (Berwick, 2005). La apigenina 

potásica redujo el desarrollo de las lesiones queratósicas y la elastosis 

solar, fundamentalmente la de grado II o moderado, además de disminuir 

la displasia epitelial, principalmente la de grado II. Estos datos demuestran 

su actividad antineoplásica frente a la fotocarcinogénesis en este modelo. 
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En un estudio de nuestro grupo similar al presente, el ácido 

rosmarínico mostró también efecto fotoprotector (Sánchez-Campillo, 

2009). Los animales tratados con ácido rosmarínico y expuestos a 120 

horas de radiación UV apenas presentaron displasia epitelial, siempre de 

grado I o leve, frente a los animales únicamente expuestos, que 

mostraban displasia moderada o severa. El ácido rosmarínico, además, 

demostró actividad antioxidante y antimutagénica, además de aumentar la 

expresión y actividad de la tirosinasa, enzima clave de la síntesis de 

melanina, lo que contribuiría a su capacidad protectora. 

 

La piel presenta diversos tipos de moléculas capaces de absorber 

radiación UV, aunque los ácidos nucleicos son los cromóforos más 

importantes en la respuesta cutánea a la luz UV (Svobodova, 2006; 

González, 2008). Cuando los ácidos nucleicos captan radiación UVB se 

forman fotoproductos que pueden causar mutaciones muy características 

(Svobodova, 2006; de Gruijl, 2008; González, 2008; Rundhaug, 2008; 

Filip, 2009). Se ha propuesto que uno de los mecanismos de actuación de 

los compuestos fitoquímicos es actuar como cromóforos, absorbiendo la 

radiación UV directamente  (Dinkova-Kostova, 2008). Sin embargo, en su 

estudio, Birt et al. (1997) sugieren que la apigenina no reduce 

directamente los daños en el ADN por absorción directa de la radiación 

UV. 

 

Los fotoproductos inducidos por la radiación UV en el DNA pueden 

ser detectados y eliminados; estas rutas de reparación activan a quinasas 

como ATM o ATR, que, a su vez, activan a otras proteínas como p53, 

bloqueando el ciclo celular para permitir la reparación del DNA. En el caso 

de que el daño no pudiera ser corregido, la célula entra en apoptosis 

(Svobodova, 2006; Rundhaug, 2008; Nakanishi, 2009). La apigenina es 

capaz de activar a ATM, ATR (O'Prey, 2003) y p53 (McVean, 2000; Gupta, 

2002; Torkin, 2005; Shukla, 2008), lo que facilitaría la reparación del DNA 
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dañado. La apigenina también ha demostrado bloquear el ciclo celular en 

queratinocitos (G2-M) y en fibroblastos (G1) expuestos a radiación UV; 

inhibe la actividad de las cdk, induce la acumulación de p53 y aumenta los 

niveles de p21/WAF-1 (Lepley, 1997; McVean, 2000; Patel, 2007); además 

Abu-Yousif et al. (2008) demostraron que la apigenina provoca la salida de 

citocromo c al citoplasma y la translocación de Bax a la mitocondria en 

respuesta a la radiación UVB. Los datos del presente estudio y de otros 

autores, que muestran que la apigenina induce apoptosis en distintas 

líneas celulares tumorales, pero no en sus correspondientes líneas no 

tumorales (Gupta, 2001; Das, 2010), parecen indicar que este efecto se 

podría limitar, únicamente, a las células cutáneas transformadas por la 

radiación UV.  

 

Por otro lado, la exposición a radiación UV, bien sea UVA o UVB, 

provoca la rápida formación de ROS y RNS (Nishigori, 2006; Svobodova, 

2006; Straface, 2007; Bossi, 2008; Rundhaug, 2008; Huang, 2009), que 

oxidan distintas moléculas celulares, alterando la estructura y función 

celulares. Las principales dianas de los ROS son el DNA (Wilgus, 2003b; 

Svobodova, 2006; de Gruijl, 2008; Rundhaug, 2008), los lípidos de las 

membranas (Nishigori, 2006; Svobodova, 2006; Bossi, 2008; Filip, 2009; 

Rhodes, 2009) y las proteínas  (Svobodova, 2006; Yaar, 2007). Además, 

la radiación UV causa la depleción de la red de antioxidantes endógenos 

(glutatión, ubiquinona, α-tocoferol, catalasa, glutatión peroxidasa, glutatión 

reductasa, SOD) (Shindo, 1994; Svobodova, 2006; Bossi, 2008). La 

apigenina tiene capacidad antioxidante (Kim, 2004b; Nagai, 2005; Patel, 

2007), y también es capaz de aumentar o proteger a los antioxidantes de 

la célula (Manach, 2004; Khan, 2006; Rahman, 2006), lo que reduciría los 

daños provocados por la radiación UV. 

 

La radiación UV, de forma directa o a través de la acción de los 

ROS sobre los centros catalíticos de las fosfatasas (Yaar, 2007; 



Discusión 
 

 
296 

Rundhaug, 2008; Brzoska, 2009) o sobre el proteasoma (Yaar, 2007; 

Catalgol, 2009), causa la activación de numerosas proteínas implicadas en 

vías promotoras de proliferación celular, tales como el receptor de EGF, 

las MAPK, PI3K, Akt, PKC, AP-1 y NF-κB (Mahns, 2004; Reelfs, 2004; 

Wheeler, 2004; Bachelor, 2005; Kim, 2005b; Svobodova, 2006; Aziz, 2007; 

Yaar, 2007; Bossi, 2008; O'Dea, 2008; Rundhaug, 2008; Brzoska, 2009; 

Catalgol, 2009; Huang, 2009). La activación de estas moléculas se ha 

relacionado, en ocasiones, con alteraciones características del 

fotoenvejecimiento; así, la activación de AP-1, está implicada en la 

hiperplasia epitelial e inhibe la síntesis de colágeno (Yaar, 2007), mientras 

que el NF-κB activo interviene en la angiogénesis y la infiltración 

inflamatoria (Yaar, 2007; Brzoska, 2009) y algunas isozimas de PKC 

participan en el desarrollo de cánceres cutáneos (Wheeler, 2004; Aziz, 

2007).  

 

La apigenina ha demostrado, en diversos estudios, modular la 

actividad de muchas de estas proteínas, reduciendo, así, las alteraciones 

provocadas por la radiación UV. Inhibe la activación del receptor de EGF 

(Shukla, 2006) y del factor nuclear AP-1 en respuesta a la radiación UV 

(Lim, 2007; Dinkova-Kostova, 2008) y a otros estímulos (Chen, 2004). 

También inhibe la actividad de las MAPK (O'Prey, 2003; Chen, 2004; 

Sawatzky, 2006; Patel, 2007; Ha, 2008) y las vías de PI3K/Akt (Kim, 

2004a; Van Dross, 2005; Ruiz, 2006; Shukla, 2006; Kaur, 2008; Lee, 2008; 

Mirzoeva, 2008; Li, 2009), de PKC (Liang, 1999; Rithidech, 2005a; Patel, 

2007) y de NF-κB (Liang, 1999; Gupta, 2002; Chen, 2004; Shukla, 2004a; 

Shukla, 2004b; Comalada, 2006; Ruiz, 2006; Chen, 2007b; Nicholas, 

2007).  

 

Asimismo, Birt et al. (1997) demostraron que la apigenina reduce la 

inducción de la enzima OCD, un marcador de promoción tumoral cuya 

expresión y actividad se ven aumentadas en respuesta a la exposición 
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aguda o crónica a radiación UVB  (Afaq, 2005; Svobodova, 2006; Yaar, 

2007; de Gruijl, 2008); efecto que relacionaron con la reducción en el 

número de tumores causada por el flavonoide. 

 

Además, la radiación UV inhibe las sintasas de ácido hialurónico y 

la producción de ácido hialurónico (Dai, 2007) y de colágeno (Svobodova, 

2006; Yaar, 2007) y aumenta la de elastina (Svobodova, 2006), además 

de provocar la liberación de MMP (Svobodova, 2006; Yaar, 2007; Catalgol, 

2009) y bloquear la producción de inhibidores de las proteasas (Catalgol, 

2009). Por otro lado, al inducir la infiltración de células inflamatorias, 

especialmente de neutrófilos, causa la liberación de elastasa (MMP-8); 

este mecanismo se considera el principal responsable de la degradación 

de la matriz extracelular en el fotoenvejecimiento (Rijken, 2005; Yaar, 

2007; Imokawa, 2009; Rijken, 2009). La alteración en la producción de 

ácido hialurónico, colágeno y elastina, y el aumento de la degradación de 

la matriz extracelular dérmica son los responsables de la elastosis solar 

(Rijken, 2009).  

 

En este trabajo, la apigenina potásica redujo la intensidad de la 

elastosis, mostrando efecto fotoprotector; la apigenina, ha demostrado 

reducir la síntesis y secreción de distintas MMP inducidas por radiación UV 

(Kim, 2003; Lim, 2007; Choi, 2009a), lo que provocaría la disminución de 

la elastosis. Sin embargo, probablemente este efecto protector frente a la 

elastosis se deba, fundamentalmente, a su actividad antiinflamatoria, 

comprobada en este estudio y por diversos autores (Gerritsen, 1995; 

Hougee, 2005; Kowalski, 2005; Comalada, 2006; Yano, 2009), que 

reduciría la infiltración de neutrófilos, principales causantes de la elastosis 

solar (Rijken, 2005; Yaar, 2007; Imokawa, 2009; Rijken, 2009). Asimismo, 

la apigenina altera la actividad de los neutrófilos (Kanashiro, 2007; García-

Lafuente, 2009), lo que contribuiría a este efecto. 
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Otra ruta metabólica importante afectada por la radiación UV es la 

del ácido araquidónico, implicada en la vasodilatación, en la inflamación y 

en la proliferación de queratinocitos y el desarrollo de cánceres cutáneos 

(An, 2002; Wilgus, 2002; Tripp, 2003; Wilgus, 2003a; Wilgus, 2003b; 

Butler, 2005; Fischer, 2007; Rundhaug, 2008; Rhodes, 2009). La radiación 

UV de forma directa o indirecta activa varias enzimas de esta vía, tanto a 

PLA2 (Bachelor, 2004), como a COX-2 y 12-LOX (Mahns, 2004; Afaq, 

2005; Bachelor, 2005; Kim, 2005b; Svobodova, 2006; Yaar, 2007; Rhodes, 

2009). Además, la radiación UV también aumenta la expresión de iNOS, 

implicada en el eritema e inmunosupresión (Cals-Grierson, 2004; 

Svobodova, 2006). La apigenina ha demostrado inhibir todas las enzimas 

mencionadas (Liang, 1999; Olszanecki, 2002; Kim, 2004a; Van Dross, 

2005; Comalada, 2006; Kim, 2006; Tong, 2007; Van Dross, 2007), lo que 

contribuye a su efecto fotoprotector.  

 

Por último, distintos autores han demostrado la implicación de 

diversas citoquinas y quimioquinas en diferentes procesos del 

fotoenvejecimiento, como IFN-β, IL-1, -4, -6, -8 y -10, MCP-1 o TNF-α 

(Kondo, 2000; Kim, 2005b; Svobodova, 2006; Gambichler, 2007; Yaar, 

2007; Dinkova-Kostova, 2008), que son inhibidas por la apigenina 

(Gerritsen, 1995; Smolinski, 2003; Hougee, 2005; Kowalski, 2005; 

Comalada, 2006; Funaguchi, 2007; Kawai, 2007; Nicholas, 2007; Yano, 

2007; Shanmugam, 2008; Choi, 2009a; Yano, 2009; Huang, 2010). 

 

 

 

El estudio ultraestructural de muestras de piel de animales 

únicamente expuestos a radiación UV y de ratones expuestos y tratados 

con apigenina potásica mostró resultados similares a los observados 

mediante microscopía óptica. La epidermis de los animales expuestos 

exclusivamente a radiación UV presentaba alteraciones más importantes 
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(pérdida de polaridad, alteración de las uniones intercelulares, 

pleomorfismo celular y nuclear), que la de los animales correspondientes 

irradiados y tratados con apigenina potásica; de igual forma, las 

alteraciones en la dermis también eran más intensas en el grupo 

únicamente expuesto.  

 

En la bibliografía apenas existen estudios con microscopía 

electrónica sobre los cambios cutáneos producidos por el 

fotoenvejecimiento. Ditre et al. (1996) encontraron que los queratinocitos 

de la epidermis expuesta al sol presentaban alteraciones de las uniones 

intercelulares, acúmulos de tonofilamentos en el citoplasma y núcleos 

irregulares, mientras que otros autores observaron vacuolización del 

citoplasma y aumento de los espacios intercelulares (Toyoda, 1995; 

Yamamoto, 1995; Toyoda, 1998). Estas características, también descritas 

en nuestro estudio en los animales exclusivamente irradiados, mejoraron 

con el tratamiento con α hidroxiácidos o tretinoína (Yamamoto, 1995; Ditre, 

1996); de forma similar, en nuestro estudio, la apigenina potásica ha 

prevenido todas estas alteraciones. 

 

Por otro lado, El-Domyati et al. (2002) describen un aumento de las 

fibras elásticas y una disminución y desorganización de las colágenas en 

la piel fotoenvejecida respecto a la protegida a lo largo del tiempo. Nuestro 

estudio, tanto mediante microscopía óptica como electrónica, también ha 

puesto de manifiesto la progresiva desestructuración de las fibras de 

colágeno en las distintas muestras. Así, en las muestras tomadas del 

grupo irradiado tras 50 sesiones, la ultraestructura de estas fibras estaba 

muy alterada en ciertas zonas, aunque el tratamiento con apigenina 

potásica la había preservado en cierta medida. 
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Así, la apigenina potásica ha demostrado proteger frente a la 

radiación UV, reduciendo, principalmente, la displasia epitelial y la 

elastosis dérmica, marcadores de cánceres cutáneos. 

 

 

 

A lo largo de todo el presente estudio, se recogieron muestras de 

distintos tejidos para poder evaluar, mediante HPLC, la distribución en el 

organismo de la apigenina potásica, siguiendo los protocolos de análisis e 

identificación establecidos por Del Baño et al. (2003; 2004). 

 

En nuestro estudio, tras aproximadamente 10 semanas de ingestión 

(muestras correspondientes a 25 sesiones de radiación UV) de apigenina 

potásica en la dieta (37,82 mg/kg/día), las concentraciones plasmáticas del 

flavonoide habían alcanzado un nivel estable, que se mantendría en las 

muestras posteriores, situado entre 0,13 y 0,38 μM. Por el contrario, los 

niveles de apigenina en hígado y cerebro aumentaron a lo largo del 

estudio, desde 0,30 - 0,49 μM y 0,25 - 0,42 μM, respectivamente, en las 

muestras tomadas tras 10 semanas de ingestión del compuesto, hasta 

1,33 - 1,64 μM y 0,63 - 0,89 μM, respectivamente, al final del experimento, 

tras 35 semanas de dieta suplementada con apigenina potásica (muestras 

correspondientes a 100 sesiones de radiación UV). 

 

El metabolismo de los polifenoles se realiza a través de una vía 

común. Las formas agliconas pueden ser absorbidas directamente en el 

intestino delgado, mientras que la mayoría de polifenoles (90-95%), que 

aparecen como glicósidos, polímeros, etc., deben ser hidrolizados por 

enzimas del intestino o de la flora del colon (Manach, 2004; Stevenson, 

2007). Respecto a la apigenina, las formas más frecuentes en los 

alimentos (aciladas, glicosiladas) podrían, quizás, ser más biodisponibles 

que la forma pura, debido a su mayor hidrosolubilidad (Patel, 2007); por 
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otro lado, Walle et al. (2007) demostraron que la metilación aumenta la 

absorción intestinal de las flavonas.  

 

La microflora del colon rompe los polifenoles conjugados que llegan 

al colon, los cuales pueden ser absorbidos por el epitelio colónico para 

llegar a la sangre o ser metabolizados por la flora hasta compuestos 

fenólicos más sencillos, que, incluso, pueden ser más activos que el 

polifenol original, como en el caso de la conversión de la daidzeína en 

equol (Stevenson, 2007). 

 

Durante la absorción, los polifenoles son conjugados (metilación, 

sulfatación, glucuronización) en el intestino y en el hígado; las células 

intestinales pueden liberar los conjugados al lumen intestinal, fenómeno 

que, junto con la excreción biliar, aumenta la disponibilidad de estos 

compuestos para la microflora (Manach, 2004; Stevenson, 2007). El 

hígado y el intestino contienen niveles elevados de enzimas de fase I y II 

que hidroxilan y conjugan, respectivamente, los compuestos xenobióticos; 

aproximadamente un 90-95% de los polifenoles absorbidos son 

conjugados por glucuronización, sulfatación y mutilación, reacciones que 

dependen del tipo de polifenol y de variaciones individuales (Manach, 

2004; Stevenson, 2007). 

 

Las UDP-glucuronosiltransferasas son enzimas de membrana 

localizadas en el retículo endoplasmático de diferentes tipos celulares, 

entre ellos, en los entericitos y los hepatocitos. La subfamilia UGT1A, 

presente en el intestino, parece tener un importante papel en el primer 

metabolismo de los polifenoles (Manach, 2004). La apigenina induce la 

actividad UDP glucuronosiltransferasa (UGT1A1) y, a través de esta 

enzima, se metaboliza rápidamente y se conjuga con glucurósicos y 

sulfatos que son transportados en la sangre y excretados en la orina o la 

bilis (Walle, 2002). 
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Los polifenoles que se encuentran en el plasma son derivados 

conjugados y circulan unidos a la albúmina. La máxima concentración 

plasmática se alcanza entre 1 y 6 horas tras el consumo, y varía según el 

compuesto (Stevenson, 2007). Existen varios estudios, tanto en humanos 

como en animales, sobre las concentraciones plasmáticas que se pueden 

alcanzar tras la ingesta de apigenina, aunque ninguno recoge datos de 

una ingesta tan prolongada como nuestro trabajo. Así, Cao et al. (2010), 

en su estudio sobre el consumo en la dieta de distintos flavonoides en 

China, han comprobado que la ingesta media de apigenina es de 4,23 

mg/día, con una concentración media en plasma de 10,62 nmol/l. También 

en humanos, Meyer et al. (2006) demostraron que, tras la ingestión de 

perejil (65,8 ± 15,5 mu mol de apigenina / kg) se alcanzó una 

concentración plasmática máxima de 127 ± 81 nmol/l entre las 7 y las 9 

horas tras la ingestión, cayendo por debajo del límite de detección a las 28 

horas. 

 

En animales, la apigenina ingerida en una única dosis se detecta a 

partir de las 9 horas, alcanzando un máximo a las 24 horas y 

manteniéndose durante 10 días (Gradolatto, 2005). La administración de 

apigenina con la dieta (300 mg/kg) durante 5-7 días permite que la 

concentración plasmática se estabilice en torno a 0,08-0,11 nmol/ml 

(equivalente a 0,08-0,11 μM) (Cai, 2007). Sin embargo, en nuestro 

estudio, con una dosis menor de apigenina potásica que la de apigenina  

administrada por Cai et al. (2007) los animales alcanzaron una 

concentración estable de apigenina en plasma de 0,13-0,38 μM, es decir, 

entre 1,5 y 3,5 veces mayor que la descrita por esos autores. Quizás la 

mayor solubilidad del derivado potásico sea responsable de esta 

diferencia. 

 

Los polifenoles son eliminados a través, fundamentalmente, de la 

orina y de la bilis; al ser secretados mediante la bilis al duodeno, pueden 
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ser metabolizados de nuevo por las bacterias intestinales y ser 

reabsorbidos, aumentando su presencia en el organismo gracias a este 

reciclaje enterohepático (Manach, 2004). Los metabolitos conjugados 

extensivamente son más fácilmente eliminados mediante la bilis, mientras 

que los conjugados pequeños (monosulfatos, etc.) (Manach, 2004). 

Diversos estudios han demostrado que la apigenina se metaboliza por la 

vía de reciclaje dual entérica y enterohepática (Chen, 2003; Hu, 2003; 

Chen, 2005; Patel, 2007). 

 

Gradolatto et al. (2005) demostraron que la excreción de apigenina 

en la orina y las heces se produce, fundamentalmente, en las 24 horas 

posteriores a la administración; todos sus derivados son compuestos 

conjugados (Griffiths, 1972). En estudios en humanos, también se detecta 

apigenina en la orina a las 24 horas de la ingestión (Nielsen, 1999); Meyer 

et al. (2006) detectaron un 0,22 ± 0,16% de la apigenina ingerida en la 

orina de las primeras 24 horas. 
 

En la bilis, se detecta apigenina a las 2 horas de la administración, 

con un pico a las 3 horas y otro a las 5-6 horas (Gradolatto, 2005). 

 

En otros tejidos, Gradolatto et al. (2005) detectaron la apigenina en 

la mucosa intestinal, el hígado y en los riñones tras 10 días de la 

administración de un única dosis de apigenina (10 mg/kg); estos tejidos 

contenían el 1,18%, el 9,41% y el 0,32% de la apigenina administrada, 

respectivamente. Cai et al. (2007) detectaron apigenina en el hígado (1,5 ± 

1 nmol/g) y la mucosa del intestino delgado (36 ± 47 nmol/g), tras la 

ingestión del flavonoide durante 7 días (300 mg/kg). En nuestro estudio, la 

concentración de apigenina en las muestras de hígado tomadas tras la 

ingestión del flavonoide en la dieta durante 10 semanas es notablemente 

menor que la obtenida por Cai et al. (2007) tras 7 días de ingestión; los 

valores obtenidos en nuestro estudio son entre 3 y 4 veces menores que 
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los de los mencionados autores. Sin embargo, los valores de Cai et al. 

(2007) se acercan a los obtenidos en nuestro estudio tras la ingesta de 

apigenina durante 35 semanas. Probablemente, las diferencias existentes 

entre ambos estudios estén relacionadas con que la dosis de Cai et al. 

(2007) es, aproximadamente, 10 veces mayor que la utilizada en nuestro 

estudio. 

 

Asimismo, en nuestro estudio evaluamos la concentración de 

apigenina presente en el cerebro; hasta el momento, no existe ningún 

trabajo publicado que haya comprobado la presencia de apigenina en el 

tejido cerebral. La concentración del flavonoide fue aumentando a lo largo 

del estudio, demostrando que este compuesto es capaz de atravesar la 

barrera hematoencefálica y acumularse en el cerebro, lo que explicaría los 

efectos sedantes de la apigenina ya descritos (McKay, 2006). 

 

 

Así, la apigenina potásica ha demostrado estar presente en 

cantidades cuantificables en la sangre, el hígado y el cerebro, aumentando 

progresivamente su concentración a lo largo del estudio en estos dos 

últimos tejidos. 

 

 

 

 

En resumen, nuestro estudio ha demostrado que la apigenina 

potásica posee diversos efectos saludables. Hemos estudiado su actividad 

frente a la inflamación aguda, al cáncer de próstata y a los daños 

causados por las radiaciones, tanto ionizantes como no ionizantes.  
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Para los estudios sobre inflamación, hemos utilizado un modelo de 

inflamación aguda inducida por la inyección de carragenato en la 

almohadilla plantar de ratones.  

 

Hemos realizado distintos estudios in vitro sobre dos líneas 

celulares de próstata, una de ellas de cáncer (TRAMP-C1) y la otra de 

tejido no tumoral (PNT2). Hemos desarrollado ensayos de viabilidad, 

cuantificada mediante el test colorimétrico del MTT; de apoptosis, 

utilizando una técnica de microscopía de fluorescencia para evaluar la 

condensación o fragmentación nuclear; de ciclo celular, cuantificando el 

contenido de DNA con citometría de flujo; y de migración celular, mediante 

el test wound healing assay. También desarrollamos un modelo en ratones 

implantados con fragmentos de tumores obtenidos a partir de la línea 

TRAMP-C1, para evaluar el posible efecto del flavonoide sobre su 

supervivencia. 

 

Analizamos el efecto de la apigenina potásica frente a los daños 

causados por la radiación ionizante (radiación γ y X) en linfocitos humanos 

(test de micronúcleos en linfocitos humanos bloqueados 

citoquinéticamente) y en las dos líneas celulares mencionadas (test 

colorimétrico del MTT). Por último, utilizando un modelo de 

fotoenvejecimiento inducido por radiación UV en ratones, evaluamos su 

potencial como agente fotoprotector, así como su distribución en distintos 

tejidos de esos animales. 

 

Este flavonoide ha mostrado actividad antiinflamatoria, reduciendo 

la inflamación hasta un 78% con la mayor dosis ensayada (100 mg/kg). 

Asimismo, la apigenina potásica ha demostrado tener actividad 

quimiopreventiva frente al cáncer de próstata, al reducir la viabilidad y la 

migración e inducir apoptosis in vitro, y aumentar la supervivencia de 

animales con tumores tratados con la flavona. Además, la apigenina 
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potásica ha presentado efecto protector frente a la genotoxicidad 

provocada por la radiación ionizante (radiación γ y X), mostrando un factor 

de protección de entre un 27 y un 35 % en linfocitos humanos, y de un 50-

86 % en dos líneas celulares de próstata. Por último, el flavonoide ha 

demostrado proteger frente al fotoenvejecimiento causado por la radiación 

UV, reduciendo la displasia epitelial y la elastosis dérmica, dos 

marcadores de cáncer cutáneo; además, ha sido posible detectar la 

apigenina en diversos tejidos. 
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1. La apigenina potásica demostró propiedades antiinflamatorias en el  

modelo inducido por carragenato en la pata de ratón, reduciendo la 

inflamación hasta un 78% y manteniendo dicho efecto a tiempo 

prolongado. 

 

2. La apigenina potásica presentó actividad quimiopreventiva frente al 

cáncer de próstata tanto in vitro como in vivo, inhibiendo la viabilidad 

celular, induciendo apoptosis, reduciendo la migración celular y 

aumentando la supervivencia de animales con tumores. 

 

3. La apigenina potásica mostró efecto protector frente a las 

radiaciones: 

 

a) ionizantes (radiación γ y X), con un factor de protección de entre 

un 27 y un 35 % en linfocitos humanos, y de un 50-86 % en dos 

líneas celulares de próstata.  

 

b) frente al fotoenvejecimiento causado por radiación UV en 

ratones, reduciendo los fenómenos de displasia epitelial hasta un 

34%, y de elastosis dérmica hasta un 28%. En estos animales se 

detectó, además, el flavonoide en concentraciones plasmáticas 

(0,13-0,38 μM) y tisulares (0,25-1,64 μM) cuantificables.  
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6-4 PP Fotoaductos de 6-4 pirimidona 

8-oxo-
dG 8-oxo-7,8-dihidroxi-2’ deoxiguanosina 

Abs. Absorbancia 

AINE Antiinflamatorio no esteroideo 

Akt Akt / proteín quinasa B 

ANOVA Análisis de varianza 

AP Proteína activadora 

Apaf Factor activador de proteasas de la apoptosis 

Apig. Apigenina potásica 

AR Receptor de andrógenos 

ATM Quinasa mutada en ataxia telangiectasia 

ATR Proteína relacionada con ataxia telangiectasia y Rad3 

Ba Filtro de barrera 

BAD Promotor de muerte asociado con Bcl-2/BclXL 

BCC Carcinoma de células basales 

bFGF Factor de crecimiento de fibroblastos básico 

BPH Hiperplasia benigna de próstata 

CB Célula bloqueada en citoquinesis 

cdk Quinasa dependiente de ciclinas  

cdki Inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas 

Chk Quinasa de control  

COX Ciclooxigenasa 

CPD Dímero de ciclobutano pirimidina 

cPLA2 Fosfolipasa A2 citosólica 

CYP Citocromo P450 
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DAG Diacilglicerol 

Di Espejo dicroico 

DMEM Medio mínimo de Eagle modificado por Dulbecco 

DMSO Dimetil sulfóxido 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

EGCG Galato de epigalocatequina 

EGF Factor de crecimiento epidérmico 

EGF-R Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

eNOS Óxido nítrico sintasa endotelial 

ERK Quinasa regulada por señales extracelulares 

Ex Filtro de excitación 

FAK Quinasa de adhesión focal 

FD Factor de protección 

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 

FISH Hibridación fluorescente in situ 

FRD Factor reductor de dosis 

FSC Forward scatter 

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos / macrófagos 

HAT Histona acetiltransferasa 

HDAC Histona deacetilasa  

HETE Ácido hidroxieicosatetraenoico 

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos 

HIF Factor inducible por hipoxia 

HPLC Cromatografía líquida de alto rendimiento 

IC Concentración inhibitoria 
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ICAM  Molécula de adhesión intercelular 

IFN Interferón 

Ig  Inmunoglobulina 

IGF Factor de crecimiento similar a insulina 

IKK Quinasa de la proteína inhibidora de NF-κB 

IL Interleuquina 

INK Inhibidor de quinasa 

iNOS Óxido nítrico sintasa inducible  

IP Proteína inducible por IFN 

iPLA2 Fosfolipasa A2 independiente de calcio  

IκB Proteína inhibidora de NF-κB 

JAK Quinasa Janus 

JNK Quinasa N-terminal de c-Jun/proteín quinasa activada por 
estrés  

KGF Factor de crecimiento de queratinocitos 

LDL Lipoproteína de baja densidad  

LOX Lipooxigenasa 

LSD Test de la mínima diferencia significativa 

MAPK Quinasa activada por mitógenos  

MAPKK Quinasa de MAPK 

MCP Proteína quimiotáctica de monocitos 

M-CSF Factor estimulante de colonias de macrófagos 

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad 

MIP Proteína inflamatoria de macrófagos 

MMP Metaloproteasa de matriz 

MN Micronúcleo 
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MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio 

NF-κB Factor nuclear κB 

NGF Factor de crecimiento nervioso 

NIK Quinasa inductora de NF-κB 

nNOS Óxido nítrico sintasa neuronal  

NOS Óxido nítrico sintasa 

NQO1 NAD(P)H-quinona óxido-reductasa 

Nrf Factor relacionado con NF-E2 p45   

OCD Ornitina decarboxilasa 

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PDK Quinasa dependiente de fosfoinositol 

PECAM Molécula de adhesión de plaquetas / células endoteliales 

PG Prostaglandina 

PI3K  Fosfoinositol quinasa 

PIN  Neoplasia intraepitelial de alto grado 

PIP2  Fosfatidil inositol (4,5) bifosfato 

PIP3 Fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfato 

PKB Proteín quinasa B 

PKC Proteín quinasa C 

PLA2 Fosfolipasa A2 

PLC Fosfolipasa C 

PPAR Receptor activado por el proliferador de peroxisomas 

PSA Antígeno específico prostático 

PTEN Homólogo de fosfatasa y tensina 

RNasa Ribonucleasa A 
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RNS Especie reactiva de nitrógeno 

ROS Especie reactiva de oxígeno 

RP Radioprotector 

RXR  Receptor de retinoides X 

SBF Suero bovino fetal 

SCC Carcinoma de células escamosas 

SOD Superóxido dismutasa 

sPLA2 Fosfolipasa A2 secretora 

SSC Side scatter 

STAT Proteína transductora de señal y activadora de la transcripción 

STS Estaurosporina 

TEM Microscopía electrónica de transmisión 

TGF Factor de crecimiento transformante 

TIMP Inhibidor tisular de metaloproteasas 

TNF Factor de necrosis tumoral 

TRAMP Adenocarcinoma de próstata de ratón transgénico 

TXA2 Tromboxano A2  

uPA Activador de plasminógeno tipo uroquinasa 

UV Radiación ultravioleta 

VCAM  Molécula de adhesión vascular 

VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular 
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