UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

TESIS DOCTORAL

Efecto paraddjico radiosensibilizante del acido carnésico en
células de melanoma metastasico B16F10: una nueva estrategia
terapéutica.

D.? Marina Andreu Galvez
2023






UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

TESIS DOCTORAL

Efecto paraddjico radiosensibilizante del acido carnésico en células de
melanoma metastasico B16F10: una nueva estrategia terapéutica.

Autor: D.2 Marina Andreu Galvez

Director/es: D. Miguel Alcaraz Bafos
D.? Amparo Olivares Rueda






UNIVERSIDAD DE
MURCIA

DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD

DE LA TESIS PRESENTADA PARA OBTENER EL TiTULO DE DOCTOR
Aprobado por la Comision General de Doctorado el 19-10-2022

ID./Diia. Marina Andreu Galvez

doctorando del Programa de Doctorado en

Ciencias de la salud

de la Escuela Internacional de Doctorado de la Universidad Murcia, como autor/a de la tesis presentada
para la obtencidn del titulo de Doctor y titulada:

Efecto paraddjico radiosensibilizante del acido carndsico en células de melanoma metastésico
B16F10: una nueva estrategia terapéutica.

y dirigida por,

D./Diia. Miguel Alcaraz Bafios
D./Diia. Amparo Olivares Rueda
D./Diia.

DECLARO QUE:

La tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni los derechos de
propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento juridico vigente, en particular, la Ley de
Propiedad Intelectual (R.D. legislativo 1/1996, de 12 de abril, por el que se aprueba el texto refundido de la
Ley de Propiedad Intelectual, modificado por la Ley 2/2019, de 1 de marzo, regularizando, aclarando y
armonizando las disposiciones legales vigentes sobre la materia), en particular, las disposiciones referidas al

derecho de cita, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.
Si la tesis hubiera sido autorizada como tesis por compendio de publicaciones o incluyese 1 o 2 publicaciones (como prevé el articulo 29.8 del
reglamento), declarar que cuenta con:
La aceptacidn por escrito de los coautores de las publicaciones de que el doctorando las presente como parte de la tesis.

*  En su caso, la renuncia por escrito de los coautores no doctores de dichos trabajos a presentarlos como parte de otras tesis

doctorales en la Universidad de Murcia o en cualquier otra universidad.

Del mismo modo, asumo ante la Universidad cualquier responsabilidad que pudiera derivarse de la autoria o
falta de originalidad del contenido de la tesis presentada, en caso de plagio, de conformidad con el
ordenamiento juridico vigente.

En Murcia, a 28 de junio de 2023

Marina Andreu Galvez

Esta DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD debe ser insertada en la primera pdgina de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor

Informacidn bdsica sobre proteccion de sus datos personales aportados







UNIVERSIDAD DE
MURCIA

D. Miguel Alcaraz Bafios, Profesor Titular de Universidad del Area
de Radiologia y Medicina Fisica en el Departamento de Dermatologia,
Estomatologia y Radiologia y Medicina Fisica , AUTORIZA:

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Efecto paradéjico
radiosensibilizante del Acido camdsico en células de melanoma metastisico B16F10: la

posibilidad de una nueva estrategia terapéutica”, realizada por D2, Marina Andreu
Galvez, bajo mi inmediata direccion y supervision, y que presenta para
la obtencién del grado de Doctor por la Universidad de Murcia.

En Murcia, a 05 de Mayo de 2023

Firmado digitalmente por Miguel Alcaraz Bafios, Profesor Titular de Radiologia vy Medicina Fisica. Universidad
de Murcia.

Mod:T-20 |




‘ Firmante: AMPARO OLIVARES RUEDA; Fecha-hora: 28/06/2023 08:32:53; Emisor del cedificado: CN=AC FNMT Usuarios,OU=Ceres, O=FNMT-RCM C=ES:

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

Da. AMPARO OLIVARES RUEDA, Doctora de Universidad del
Area de RADIOLOGIA Y MEDICINA FISICA en el Departamento de
DERMATOLOGIA, ESTOMATOLOGIA, RADIOLOGIA Y MEDICINA FISICA,
AUTORIZA:

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Efecto paradéjico
radiosensibilizante del acido carndsico en células de melanoma metastasico B16F10:
una nueva estrategia terapéutica.", realizada por D. Marina Andreu Gélvez, bajo
mi inmediata direccion y supervision, y que presenta para la
obtencion del grado de Doctor por la Universidad de Murcia.

En Murcia, a 18 de JUNIO de 2023

I Mad:T_N I

| Cédigo sequro de verificacién: RUXFMkvS-50IHLbWV-dRtiD21L-jnpfk5/V COPIA ELECTRONICA - Pagina 1 de 1

Esta es una copia auténtica imprimible de un documento administrative electrémico archivade por la Universidad de Murcia, segin el articule 27.3 ¢) de la Ley 39/2015, de 1 de
octubre. Su autenticidad puede ser contrastada a través de la siguiente direccién: https://sede.um.es/validador/






Agradecimientos.

A mis directores de tesis, el doctor don Miguel Alcaraz bafios y la doctora dofia
Amparo Olivares Rueda, por la dedicacion y el apoyo brindados, por proporcionarme
orientacion continua y animo para conseguir culminar este proyecto y superar las

adversidades en el camino, incluyendo la pandemia que paraliz6 el mundo.

Al doctor Manuel Canteras Jordana, catedratico de bioestadistica de la Universidad de
Murcia, por prestar su conocimiento para ayudar a la elaboracion del analisis estadistico de

esta tesis.

Al departamento de Dermatologia, Estomatologia, Radiologia y Medicina Fisica de
la Universidad de Murcia y al Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAI) por la colaboracion
tanto técnica como instrumental, por proporcionar sus instalaciones y por la dedicacion de

todos los profesionales que han colaborado en cada una de las etapas de este trabajo.

Gracias a mis padres, por confiar en mi y ensefiarme que no importa las veces que

uno caiga sino las veces que uno se levante.

Gracias a José Manuel, por estar ahi, por caminar juntos en esta experiencia, por

compartir consejos y opiniones, por el apoyo y la confianza desde el principio hasta al final.



A mi compafiero de viaje, José Manuel,
por ser paz cuando todo es caos.

“Ahogar la locura es como intentar tapar y ocultar con un dedo el sol”. (MDO).



INDICE

1 INTRODUCCION. ...ttt 1
1.1. La radiacion 10N1Zante. ... ....ooueeueeneeitt ettt et et 4

1.2. Revision de la literatura. ............ooviiniiiiii i 6

1.3, Melanoma. .......onii e 27

I. OBUIETIV S . . .o 35
M. MATERIAL Y METODOS.......oiiiiiiiiie e 39
L Material...oene 41

3.1.1. Muestras de SAN@Ie.......vivuieniiniiine ettt 41

3.1.2. Animales de experimentacion.............c..coevveiiiniiinnin.n. 41

3.1.3. Lineas celulares............cooiuiiiiiiiiiiiiiii e, 42

3.1.4. Equipos utilizados..........oouiiniiiiiiiiii e, 44

B2 MO0 . . et 55

3.2.1. Actividad genoprotectora. .........c.oevverieereriiiiieiiaiiaannns 55

3.2.2. Estudios de citotoxicidad..............cooviiiiiiiiiiii, 71

IV.  RESULTADOS. ... e, 91
4.1. Resultados de efecto genotoxico mediante ensayo de micronucleos........ 93

4.2. Resultados del ensayo de citotoxicidad..............cooveviiiiiiiiiinninn. 99

4.3. Resultados de supervivencia celular mediante ensayo clonogénico....... 111

4.4. Resultados del ensayo de apoptosis con Anexina V......................... 115

4.5. Resultados de supervivencia celular mediante ensayo del glutation...... 117



V. DISCUSION . ..., 125

VI CONCLUSIONES. ... o, 141
VUL RESUMEN . .o, 145
VI BIBLIOGRAFIA ... o 149

X ANEX O S 181



I. INTRODUCCION.






. Introduccion.

Desde el descubrimiento de la radiacion ionizante en 1895 por Wilhelm Conrad
Rontgen se han encontrado numerosas aplicaciones y utilidades en su utilizacion dentro del
ambito de la medicina. Su papel en el diagndstico, seguimiento y tratamiento de multiples
patologias es fundamental y ha brindado una mejora sustancial en el abordaje de multiples
patologias y en la mejora del pronostico de pacientes con distintos tipos de patologia benigna
o neoplésica. En los ultimos afios la radioterapia se ha convertido en uno de los pilares
fundamentales en el tratamiento de diversas enfermedades, fundamentalmente oncologicas.
No obstante, como cualquier intervencion médica, su empleo no queda exenta de riesgos y

sus consecuencias a largo plazo continuan siendo objeto de estudio.

Tradicionalmente los avances en el mundo de la radiobiologia se han basado en la
teoria del objetivo “diana”, en la que se asume que todos los efectos bioldgicos en las células
irradiadas son resultado del dafio directo de la radiacion ionizante sobre el ADN (mecanismo
de accion directo) o por la induccion de radicales libres generados por la radiolisis del agua
u otros componentes celulares (mecanismo de accion indirecto). Los primeros estudios
radiobiologicos describieron que los principales mecanismos de accioén de las radiaciones
ionizantes estaban relacionados con el dafio al ADN [1]. Sin embargo, esta consideracion ha
sido cuestionada como unica teoria del dafio celular radioinducido por numerosas
observaciones, produciéndose un crecimiento exponencial de los estudios que abogan por
la existencia de mecanismos de dafio celular en areas tanto adyacentes como alejadas del
lugar de exposicion directa a la radiacion y que pueden dar lugar a la misma respuesta que
presentan las células irradiadas directamente [2—5]. Posteriormente, se ha descrito que las
células cancerosas sometidas a radiacién ionizante pueden liberar sefiales capaces de
cambiar el microambiente tumoral y de influir en aquellas células que no han sido objeto de

una radiacion directa [6].

Ya en 1905 se empezd a contemplar la posibilidad de que se produjeran efectos
biologicos de la radiacion ionizante en tejidos que no habian sido expuestos directamente a
la misma. Sélo a finales del siglo XX se comenzd a investigar sobre este fendmeno al que

se denomino “efecto bystander” o efecto espectador inducido por la radiacion (RIBE, de las



siglas en inglés de Radiation Induced Bystander Effect) [7,8]. La incorporacién de nuevos
métodos de investigacion ha hecho que se vaya incrementando la informacion sobre los
posibles mecanismos que subyacen en la produccion del RIBE; sin embargo, todavia quedan
muchas preguntas por resolver. El dafio celular producido por el efecto bystander se produce
tanto a nivel morfologico y estructural como a nivel del material genético [7]. Hoy dia se
conocen diversos factores que influyen en el dafio celular producido a distancia como los
producidos por el sistema inmunolédgico, el estrés oxidativo, los trastornos citogenéticos,

variaciones en la expresion génica, efecto rescate y efecto abscopal, entre otros.

A pesar de los datos recopilados hasta la actualidad quedan todavia muchos
interrogantes para poder determinar la relevancia de este efecto RIBE en el incremento del
riesgo para la salud. Sin embargo, algunos autores han descrito que las actuales hipotesis
asi como los mecanismos subyacentes que se conocen hasta el momento podrian llegar a
poner en jaque el paradigma actual que rige la actuacion médica en el ambito de la
radioterapia asi como en la proteccion radiologica de pacientes y personal profesionalmente

expuesto a radiacion ionizante [9].

1.1. La radiacion ionizante.

La radiacion ionizante (RI) ha supuesto una herramienta de suma utilidad con un
amplio abanico de aplicaciones que ha ido en aumento en las ultimas décadas. En el &mbito
de la medicina, la RI es utilizada tanto en el &mbito de la investigacion como en el &mbito
del diagnostico por la imagen y en la radioterapia, constituyendo ésta ultima una opcion de
tratamiento primario y adyuvante en una gran variedad de patologia tumoral, que mejora en
muchos casos las expectativas vitales de los pacientes. Sin embargo, no estd exenta de
riesgos. A lo largo de los anos se han descrito estudios que parecen apuntar a una relacion
entre la exposicion a RI por tratamiento radioterapico y el aumento de la incidencia de
canceres secundarios posiblemente radioinducidos. La radioterapia aprovecha los efectos
lesivos de los radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS) para danar las células
tumorales e inducir su muerte, consiguiendo la reduccion de la masa tumoral y, en ocasiones,
la curacion de la enfermedad. Tradicionalmente la investigacion se ha centrado en la

interaccion de la radiacion con el agua, que es el principal constituyente de los seres vivos,



y con el ADN nuclear, que contiene la informacion genética. Esto condujo a la llamada
“teoria diana”, segun la cual las células tienen que ser alcanzadas por las particulas ionizantes

para provocar una respuesta biologica importante, incluida la muerte celular [10].

La RI desarrolla efectos en el sujeto irradiado tanto a nivel local como a distancia.
Son bien conocidos los efectos biologicos de la RI a nivel local: destrucciéon celular directa
de las células diana, alteraciones de la molécula de ADN, cambios en la expresion génica,
alteracion de los procesos mitocondriales, detencion del ciclo celular, muerte celular
apoptdtica, liberacion de factores de inflamacion local, alteracion del endotelio vascular,
alteracion de barreras, etc. La capacidad de la RI para dafar el ADN induciendo una amplia
gama de lesiones es probablemente una de sus caracteristicas mas importantes que afecta a
los procesos biologicos en las células de mamiferos [11]. Las lesiones inducidas por la RI
incluyen roturas de cadena simple y dobles (SSB de single strand binding protein y DSB de
double strand binding protein, respectivamente), asi como una complejidad variable de
enlaces cruzados de ADN y dafios en las bases nitrogenadas. Historicamente se ha aceptado
que las DSBs incorrectamente reparadas son la principal lesion en cuanto a la mutagénesis
y los efectos biologicos a largo plazo asociados a la RI [12]. Como consecuencia de este
dafio no reparado correctamente, se pueden adquirir cambios genéticos deletéreos como
mutaciones y aberraciones cromosomicas en los momentos iniciales del dafio celular [13].
La acumulacion del daio e inestabilidad en el ADN causados por la RI junto con la alteracion
de los procesos de regulacion celular puede conducir a la carcinogénesis celular [14,15].
Hasta la fecha, muchos estudios han evaluado el impacto adverso de la exposicion a la RI
en la salud humana en términos de induccion de mutaciones en células somaticas, utilizando
sistemas in vitro e in vivo [16]. Como resultado de estos y otros hallazgos, ahora se reconoce
que los efectos celulares adversos y el potencial carcinogénico de la radiacién no se limitan
solo a lo que histdricamente se ha aceptado. Los efectos bioldgicos asociados a la exposicion
a las RI pueden manifestarse en las células en momentos posteriores al momento de la

exposicion, asi como en las células que no recibieron una exposicion directaalaRI [17,18].

En los ultimos 20 afos, son multiples los estudios que han demostrado que la RI
genera sefales de "peligro" que se propagan de las células irradiadas hasta las células no
irradiadas, dando lugar a efectos secundarios y otros efectos fuera del objetivo diana,

constituyendo el denominado efecto Bystander (EB). Este efecto es provocado por factores



liberados por las propias células expuestas directamente a la RI. Los mecanismos
fisiopatoldgicos que subyacen en la produccion de este efecto son multiples y dependen de
caracteristicas biologicas (como el tipo de célula expuesta a radiacion, tipo de célula
espectadora o receptora, caracteristicas del medio intercelular) y fisicas (dosis, tasa y tipo de
RI administrada, y tiempo tras la exposicion) [19]. Al igual que en el caso de los efectos
dirigidos, los mecanismos redox también desempefian un papel importante en los efectos
fuera del objetivo diana a través de la transmision de ROS y especies reactivas de nitrogeno
(RNS), y también de citoquinas, ATP y ADN extracelular. En particular, el factor nuclear
kappa B se considera esencial para desencadenar la produccion autosostenida de ROS y
RNS, lo que hace que la respuesta secundaria sea similar a la inflamacion. En algunos casos,
este fendmeno se asocia con el reclutamiento de células inmunitarias que participan en los
efectos de la irradiacion a distancia (denominados efectos "away-from-target", conocidos

como efectos abscopicos).

1.2. Revisién de la literatura.

La radiobiologia es una ciencia que ha sufrido una evolucidon considerable en los
ultimos afios. En el siglo XX se pensaba en ella como una disciplina sencilla en la que un
haz de rayos producia un efecto sobre la célula debido a la propia energia de la radiacion.
En 1938 Karl Sax propuso por vez primera el concepto de dafio cromosémico de 1 o 2
impactos por rayos X utilizando un modelo citogenético vegetal. En este estudio se relaciono
la dosis de radiacion recibida con el aumento de frecuencia de aberraciones cromosomicas
[20]. Posteriormente, el desarrollo de las técnicas de cultivo celular permitio reproducir estos
experimentos aplicados a células de mamiferos in vitro, obteniendo datos cuantitativos de
dosis-respuesta mas cercanos a los que se podrian obtener en células humanas. Las dosis de
radiacion utilizadas eran todavia relativamente elevadas y se extrajeron conclusiones
respecto a las curvas de supervivencia celular que relacionaban la dosis con la muerte
celular, siendo la curva exponencial con dosis elevadas, mientras que a dosis bajas la
morfologia de la curva indicaba muerte celular menor con mayor tasa de lesiones subletales

[21].



En los afos posteriores se observo que no sélo las células expuestas a RI podian
sufrir dafios cromosdmicos. Se comenzo a detectar la existencia de dafio bioldgico en células
que no habian sido afectadas directamente por la radiacion o por los radicales libres
producidos durante la ionizacion. A estas células no directamente irradiadas pero que eran
dafiadas se les llamé células bystander y al conjunto de efectos bioldgicos descritos se
denomind como efecto bystander inducido por radiacion (RIBE) [8]. A pesar de que los
RIBE han sido demostrados experimentalmente, se desconocen los mecanismos

fisiopatoldgicos exactos ya que, existe gran controversia en los resultados obtenidos in vitro.

Mothersill et al. (2018)[22] concluyeron, en la investigacion dedicada a la historia
del descubrimiento del RIBE, que este fendémeno habia sido previamente descrito bajo la
denominacién de otros diferentes nombres desde 1905 cuando Heineke et al. (1905) [23]
plantearon por primera vez la hipotesis de que la irradiacion de tumores en ratones
estimulaba elementos linfoides en el cuerpo, y J. B. Murphy y J. J. Morton (1915) [24], por
su parte, incidieron sobre las consecuencias causadas por la introduccién de células
irradiadas en animales no irradiados [10,25-28]. En 1954 Parsons et al. (1954) [29]
objetivaron dafio secundario de la médula d6sea no irradiada en nifios que habian sido
expuestos a la radiacion del bazo para el tratamiento de la leucemia [22]. Sin embargo, las
causas y los mecanismos del desarrollo de estos fendmenos en aquellos dias seguian sin
esclarecerse. Seymour et al. (1986) [30] describieron, durante varias divisiones mitoticas, la
aparicion de mutaciones letales en células somaticas de mamiferos no expuestas a
radiaciones ionizantes [25]. Se demostr6 que, tras la exposicion a la radiacion, el efecto de
la dosis inicial se mantenia durante toda la vida de la célula y se transmitia incluso a
generaciones sucesivas. No obstante, la comunidad cientifica ha mantenido que el fendmeno
del efecto secundario inducido por la radiacion fue descrito por primera vez por Nagasawa
y Little (1992) [31] como un aumento inesperado de la frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas en células de ovario de hamster tras la irradiacién con dosis que no
superaban los 0,31 mGy [30]. En estos estudios, sélo el 1% de los nucleos celulares fueron
dafiados por las particulas alfa, mientras que la frecuencia de intercambio de cromatidas
hermanas alcanzo hasta el 30% de las células estudiadas. Por tanto, los autores sefialaron
que para el mismo aumento de la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas debido

a la irradiacion con rayos X, deberia ser necesaria una dosis de 2 Gy. Deshpande et al. (1996)



[32] obtuvieron resultados similares mediante la irradiacion con particulas alfa de
fibroblastos de pulmon humano con dosis inferiores a 50 mGy cuando el nimero medio de
huellas de particulas alfa por nticleo era inferior a 1 (0,05-0,3) [31]. Nagasawa y Little (1992)
[31] describieron que la frecuencia de las mutaciones en las células bystander (no irradiadas),
causadas por el paso de la particula alfa a través del nucleo de las células diana, era 5 veces
superior a los datos esperados [32]. Hasta la fecha, se ha comprobado la existencia del RIBE
por la accion de las radiaciones alfa ionizantes, los rayos X y la radiaciéon gamma en dosis
que van de 5 mGy a 10 Gy, la radiacion ultravioleta y la exposicién a neutrones [27,28].
Este efecto se considera "una de las manifestaciones del fendmeno universal causado por la

respuesta celular al estrés genotdxico inducido" [27].

Varios enfoques experimentales fueron los que permitieron obtener los resultados
mas importantes sobre el RIBE [31,33,34]: influencia de la radiacion alfa a bajas dosis,
cuando una pequefia cantidad de células fueron dafiadas directamente por la radiacion y el
resto permanecieron sin ser irradiadas por los microhaces cuya area es mas pequeia que el
tamafio del nucleo celular. Como resultado se afectaron s6lo algunas partes de la célula, sin
dafiar otras; bajo la aplicacion de microfracturas protectoras para proteger la parte de las
células en el momento de la exposicidn a la RI; y mediante la incubacion de células intactas
en el medio de cultivo obtenido tras la incubacion previa en €l de células irradiadas en un

tiempo determinado (6-8 horas).

El estudio del EB se llevo a cabo principalmente en cultivos celulares mixtos entre
especies de mamiferos (incluidas las células soméaticas humanas) y tuvo como objetivo la
investigacion de la apoptosis, la diferenciacion celular, la inhibicion del desarrollo celular,
la transformacion celular, los cambios mutacionales y los cambios en la expresion génica en
las células no irradiadas que eran limitrofes con las células diana irradiadas [10,27,33-35].
En estos estudios se ha demostrado que el EB se produce debido al aumento de la formacion
de radicales libres, cambios en la expresion de ciertos genes y en la sintesis de proteinas, la
muerte celular (apoptosis o necrosis), la proliferacion/ diferenciacion/ y transformacion
celular, en la respuesta adaptativa, el envejecimiento celular, y en la induccién de mutaciones
genéticas, de aberraciones cromosomicas, y en el aumento de intercambio de cromatidas

hermanas y micronucleos [34,36,37].



Se ha establecido que las células no irradiadas limitrofes con las células diana
irradiadas pueden adquirir inestabilidad genémica inducida por la radiacion en todos los
niveles de su organizacion, pudiendo objetivarse los marcadores biologicos apropiados,
incluyendo los citogenéticos [38—41]. El estudio del RIBE a nivel citogenético ha sido
bastante limitado hasta el momento, especialmente en los ensayos de linfocitos de sangre
humana, preferentemente bajo irradiacion in vivo. Esto se debe a las dificultades
metodologicas que plantea la necesidad de exponer a la radiacion sélo una parte determinada
de las células y la posterior diferenciacion de las poblaciones de linfocitos irradiados y no
irradiados en el analisis citogenético. Por lo general, a los linfocitos no irradiados se afiade
el plasma sanguineo de personas expuestas a la RI. Asi, Pant y Kamada (1977) [42]
establecieron la actividad clastogénica del plasma sanguineo de las victimas del bombardeo
atobmico en Japon [42]. Por su parte, Emerit et al. (1997) [43,44] registraron la actividad
clastogénica del plasma del personal de la central nuclear de Chernobyl y de los nifios
expuestos a la radiacion ionizante debido al accidente de Chernobyl. En dichos estudios ya
se vio que la actividad clastogénica era inhibida por la enzima superdxido dismutasa, lo que
indica que los efectos cromosémicos dafiinos de los factores clastogénicos inducidos por la
radiacion se ejercen a través de la intermediacion de los radicales superdxidos, como se sabe
para los factores clastogénicos de distinto origen. Otros autores como Ermakov et al. (2008)
[45] observaron la transposicion de loci cromosdmicos de la membrana al interior del nicleo
debido a la induccion del efecto bystander en células no irradiadas tras someter a RI a
linfocitos sanguineos humanos in vitro con una dosis de 100 mGy [46]. Vorobtsova et al.
(2007) [47] estudiaron el efecto citogenético secundario inducido por la radiacion en
linfocitos humanos y observaron que tanto los linfocitos previamente irradiados como los
no irradiados se volvieron mas resistentes a la exposicion a la RI en una dosis de 1,0 Gy en
la etapa G1 del ciclo celular [47]. Otros grupos de investigacion han utilizado linfocitos de
sangre humana como células inductoras y como células receptoras bajo cocultivos con

levaduras irradiadas y no irradiadas con rayos X para estudiar los EB [48].

La dificultad metodoldgica acusada por el uso del cultivo de linfocitos de sangre
humana para el estudio del EB hizo que no se llevara a cabo un estudio detallado de efectos

citogenéticos en células somaticas por el RIBE. Los linfocitos humanos presentan una



distribucion uniforme en el cuerpo. La simplicidad para disponer del material receptor, la
existencia de unificacion en criterios de investigacion, el nivel estable de aberraciones
cromosoOmicas espontaneas, la posibilidad de encontrar lesiones cromosomicas tardias tras
la irradiacion, hacen que el cultivo de linfocitos de sangre humana sea un método fiable y
reproducible, avalado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Organismo
Internacional de Energia Atdmica (OIEA) para evaluar los efectos de la radiacion ionizante

en cromosomas humanos in vivo ¢ in vitro [49,50].

Posteriormente, entre los afios 2006 y 2010 se llevd a cabo el proyecto “NOTA”
(Nontargeted Effects of Ionizing Radiation), un proyecto internacional para potenciar la
investigacion del fenémeno RIBE. E. Wright (2010) [51] propuso una clasificacion de los
RIBE con base en los mecanismos conocidos en ese momento para su desarrollo. Clasifico
los RIBE en dos grupos: por un lado, los efectos in vitro (efecto Bystander) y por otro in

vivo (efectos tipo Bystander).

El EB in vitro se caracterizaria por la interaccion directa entre las células irradiadas
y las no irradiadas. El EB in vivo se caracterizaria por la generacion secundaria de moléculas
de sefalizacion como consecuencia de respuesta del tejido al dafio inicial, incluyendo los
efectos de los factores clastogénicos (productos de la peroxidacion de los lipidos, citoquinas
y otros oxidantes en el plasma sanguineo después de la radiacion) y los efectos abscopicos
(efectos secundarios en la distancia sobre tejido no irradiado mediados por factores
inmunologicos, macréfagos o linfocitos que surgen como resultado de la irradiacion de otro

tejido del cuerpo).

Wright (2010) [51] concluia que los mecanismos no dirigidos tienen implicaciones
significativas para la comprension de los mecanismos de accion de la RI, pero hasta el
momento, el conocimiento contemporaneo no permite hacer afirmaciones firmes sobre si

estos fendmenos tienen implicaciones para la evaluacion del riesgo de la radiacion [51].
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1.2.1. Mecanismos involucrados en el desarrollo del EB.

La existencia del EB inducido por la RI esta bien documentada en la literatura, sin
embargo, los mecanismos subyacentes todavia suponen una incégnita ya que muchos de los
factores que intervienen en su desarrollo estan todavia por determinar. Al inicio se asumio
que la inducciéon de este efecto era producido directamente por las células irradiadas y
transmitido a las no irradiadas causadndoles ciertos cambios biologicos [52]. En el estudio de
Vines et al. (2008) [53] comprobaron como la irradiacion de medios de cultivo acelulares no
producia EB, sino que el desarrollo de este dependia de la presencia de células en el mismo.
También se vio que la irradiacion del medio de cultivo sin que se hallaran células en el mismo
no inducia el EB. El desarrollo del EB dependia de la cantidad de células irradiadas,
confirmédndose asi la necesidad de la participacion del factor celular en la transmision de la
sefal de dafio radioinducido [53]. Por el momento, se sabe que la induccion del EB se
produce en dos etapas separadas, pero interconectadas entre si. La primera etapa consiste en
la transmision de una sefial bystander desde la célula objetivo irradiada hasta la célula
bystander o receptora; la segunda etapa la constituye la reaccion que se produce dentro de

las células receptoras no irradiadas al recibir la sefal de las células irradiadas vecinas [54].

Papel de las uniones gap.

La distribucion espacial de la sefial de dafio alrededor de la célula irradiada esta
parcialmente limitada por la difusion de esta sefial. Por lo tanto, se cree que el EB puede ser
el resultado de dos formas distintas de transferencia de esta sefial desde las células irradiadas
a las no irradiadas. La primera se produce en tejidos con un alto grado de interaccion entre
células, utilizdndose las uniones gap de comunicacion intercelular (gap junctions, GJ), que
son canales proteinicos multirresistentes que permiten la transmision de moléculas de
sefales entre células [55]. En dicha unién, las conexinas (proteinas de unioén) forman
hemicanales en las membranas celulares adyacentes que interactiian entre si, fusionandose
para formar estos huecos. A través de estos poros pueden pasar moléculas con un tamafio
que puede oscilar entre los 1.000 a 1.500 Da, generalmente. Los principales iones y
metabolitos que se transmiten a través de las GJ son el ion calcio, nucledtidos y péptidos.

Muchos de los estudios sobre el papel de las GJ en relacion con el EB se han realizado
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utilizando fibroblastos humanos que comparten la capacidad de formar monosomas. En el
ensayo llevado a cabo por Azzam et al. (2001) [56] expusieron cultivos de fibroblastos a
dosis bajas de radiacion alfa, evaluando el papel que desempefian las GJ en el desarrollo del
EB. Demostraron un aumento en la expresion de la proteina CDKNIA (p21wafl), al igual
que sucede en situaciones de estrés. Dicha proteina estd directamente relacionada con el
aumento de microntcleos (MN) y el aumento de fosforilacion de p53. Con un dafo del 5%
de las células por las particulas alfa se observd un aumento de 3 a 4 veces de los niveles de
p53 y de su diana intracelular CDKN1A. El aumento del nivel en dichas proteinas disminuia
cuando se sometia a las células a las mismas condiciones de irradiacion pero tratadas con
inhibidores de la comunicacion intercelular (octanol)[56]. Aplicando este enfoque
consiguieron demostrar una reduccién en el EB al dafiar el 10% de fibroblastos con
particulas alfa, confirmando el papel que desempefian las uniones intercelulares en el

desarrollo del EB [57].

Por otro lado, Toledo et al. (2017) [58] estudiaron la influencia del tipo de GJ en la
inestabilidad gendmica de la descendencia lejana de las células bystander [58]. Observaron
que la expresion de conexina 26 y conexina 43 fue mediada por el EB en un cocultivo de
células irradiadas (con rayos vy, particulas a, iones de hierro y silicio) y no irradiadas durante
5 horas. Se observaron cambios oxidativos y un aumento en la frecuencia de MN en las
células bystander. Las uniones gap compuestas por la conexina 32 mediaron los efectos
protectores. La descendencia lejana (20-25 divisiones) de las células bystander present6 un
nivel elevado de MN que guardaba relacion con el tipo de canales de conexion entre las
células diana y las células bystander receptoras. En la descendencia de células bystander que
expresaban conexina 26 o conexina 43 no se detectd dafio en el ADN, mientras que en las
células bystander que expresaban conexina 32, el dano del ADN estaba aumentado. La
conclusioén que extrajeron los autores fue que las células bystander dafiadas por el cultivo
inicial (con conexinas 26 y 43) murieron o detuvieron su proliferacion, mientras que en las
células bystander, que originariamente estaban protegidas (conexina 32) del dafio en el ADN,

aumento.
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Factores clastogénicos.

La segunda forma de transmision del dafio de las células objetivo a las no irradiadas
es inherente a los tejidos en los que no hay interacciones celulares directas, asi como para la
transmision de la sefial mediante un efecto abscopal (afectacion de las células que estan lejos
de un objetivo irradiado cuando se induce el EB en la distancia). En estos casos, desde las
células irradiadas se generan mediadores solubles (factores clastogénicos) que aumentan el

nivel de oxigeno activo en las células no irradiadas [59,60].

En los estudios de Mothershill y Seymour (1998) [61] se establecid que los factores
clastogénicos inducidos por las células irradiadas pueden pasar de 600 a 700 micras en el
medio de cultivo, que se termolabilizan a 70° C y que pueden soportar la congelacioén y
descongelacion [61]. Lehnert (1997) [62] por su parte demostrd la induccion del EB a través
de factores secretados en el cultivo, objetivando el aumento en la frecuencia del intercambio
de cromatidas hermanas en fibroblastos de pulmén humano no irradiados que se
mantuvieron en el medio obtenido tras la irradiacion alfa de las células a dosis bajas. E1 EB

se observo en las 24 horas siguientes a la irradiacion [62].

Los factores que se han descrito como inductores del EB incluyen citoquinas,
especies reactivas de oxigeno (ROS) ARN, TGFp, TNFa, IL8 y IL6 producidos por las
células irradiadas [63—65]. Por otro lado, Mittra et al. (2017) [66] demostraron en sus
estudios la importancia de la cromatina libre generada tanto por las células sanas como por
las células danadas (cancerosas o irradiadas) como otro mediador inductor de dafio
genotdxico e inflamacion [66,67]. Kirolikar et al. (2018) [68] descubrieron que dichas
particulas de cromatina no celular (cfCh) liberadas por la apoptosis de células Jurkat
(leucemia linfoblastica humana) irradiadas se integraban en los genomas de los fibroblastos
de raton intactos circundantes (células NIH3T3), induciendo en ellos el EB (mediante la
actuacion de H2AX, caspasa3, NFkB e IL6) al incubarse conjuntamente durante 24 horas

[68].

Ermakov et al. (2011) [69] propusieron los fragmentos de ADN extracelular

liberados por apoptosis de células diana radiosensibles como el mediador del efecto

13



secundario de la RI. En dichos estudios se postula que los fragmentos de ADN de las células
apoptoticas son segregados al medio intercelular e interactuan con el receptor de union de
ADN de las células circundantes. Dicha interaccion conduce a una activacion de los
linfocitos bystander receptores actuando como una sefial de sintesis de radicales libres de
oxigeno y nitrégeno, desencadenando el estrés oxidativo secundario que puede inducir el
EB en células no irradiadas y producir nuevamente apoptosis en parte de esas células

receptoras.

Efecto abscopal.

El efecto abscopal es similar al EB, pero cuando se induce a gran distancia del lugar
de exposicion a la RI. El efecto abscopal puede provocar la muerte, la transformacion o la
disminucion de la supervivencia celular. Koturbash et al. (2008) [70] demostraron, in vivo
que se producian dafios en el ADN en células situadas mas alla de 1 centimetro del lugar de
la irradiacion. También demostraron cambios epigenéticos en tejidos no irradiados del
hemicuerpo contralateral no irradiado, con aumento de metiltransferasa (ADN DNMT1) y
aumento de proteinas de union a metilo implicadas en el silencio transcripcional (MeCP2 y
MBD?2) [4]. Posteriormente Tamminga et al. (2008) [70] describieron la induccion de un
efecto abscopal en espermatozoides de ejemplares con irradiacion craneal, hallando en estas
lineas celulares dafios cromosdmicos asi como disminucion del nivel de metilacion del ADN
en los loci CCGG de testiculos y esperma [70].

Por su parte, Brooks (2004) [71] demostro diferentes efectos en funcion de la dosis
de radiacion. A pequenas dosis de radiacion ionizante se inducia un efecto secundario solo
dentro de los limites del 6rgano irradiado. Sin embargo, cuando los tejidos eran expuestos a
mayores dosis de RI se producian factores clastogénicos que llegaban al torrente sanguineo
causando dafio en organos distantes no expuestos. Con dichas premisas apuntaba la
necesidad de tener en cuenta la dosis en el calculo de los riesgos derivados de la radiacion
[71]. Ventura et al. (2017) [72] mostraron el desarrollo del efecto abscopal (dafios en el ADN
agrupados, roturas dobles del ADN, apoptosis, cambios en las concentraciones de citoquinas
IL10, TIMP1, VEGF, TGFB1 y TGFB2 en el plasma sanguineo), asi como respuestas
inmunitarias sistémicas (cambios en el nimero de macréfagos, neutréfilos, linfocitos T) en

la parte no irradiada del cuerpo de los ratones C57BL/6 expuestos localmente a los rayos X
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mediante un sincrotron. Stephan et al. (2005) [73] registraron el elevado nivel de roturas de
cromatidas en los linfocitos de la sangre periférica de pacientes tratados de espondilitis
anquilosante por exposicion a 2**Ra, lo que puede ser el resultado del efecto secundario ya

que, estas células se encuentran en fase GO del ciclo celular [74] .

Papel del sistema inmunitario.

El sistema inmunitario estd formado por varios tipos de elementos que protegen al
organismo contra las infecciones y los dafios celulares. Las citoquinas son las moléculas
mediadoras encargadas de llevar a cabo gran parte de estos efectos. Las citoquinas pueden
cambiar la secrecion de algunas moléculas, asi como la proliferacion celular, afectando a la
expresion o a la inhibicion de las proteinas de membrana. Por lo tanto, tienen efecto en la
regulacion de la respuesta inmunitaria, la inflamacion y la proliferacion de las células
sanguineas. Los factores mas importantes del sistema inmunitario que participan en el efecto
secundario inducido por la radiacion son los linfocitos y los macréfagos. La R1, al estimular
estas células, eleva el nivel de la mayoria de las citoquinas como la IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
TNFa y TGFB en las células no irradiadas. La irradiacion parcial del pulmon demostré el
aumento de estas citoquinas en la zona pulmonar protegida [75]. La elevacion de estas
citoquinas juega un papel clave en la aparicion de una segunda neoplasia tras la radioterapia
[76]. La mayoria de estas citoquinas estan implicadas en la proliferacion y diferenciacion de
las células madre. El TNFa, que se incrementa de forma evidente tras la exposicion aguda
[77], induce la necrosis y la muerte celular en las células tumorales, aunque no ocurre lo
mismo con las células normales. El TNFa junto con otras citoquinas anteriores se sitlan en
la via de la inflamacién y estimulan la producciéon de 6xido nitrico. La activacion de los
macréfagos mediante el aumento de la produccion de citoquinas conduce a un aumento de
los dafios cromosomicos, al cambio de las bases del ADN, la mutagénesis y la apoptosis en
las células receptoras no irradiadas. El aumento del nivel de produccion de citoquinas a
través de los macrdéfagos estimula la produccion de NO, lo que conduce también al estrés

oxidativo.

Las respuestas inmunitarias intactas (vigilancia inmunitaria o la inmunoedicion)

son necesarias para prevenir e inhibir el desarrollo de tumores. Sin embargo, las respuestas
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inmunitarias que se asocian a la inflamacion crénica pueden promover el crecimiento y la
progresion del cancer. Dentro del sistema inmunitario, los linfocitos T citotoxicos CDS8 y
CD4, junto con su citoquina caracteristica IFN-y, actian como las principales células
efectoras inmunitarias antitumorales; mientras que los macrofagos asociados a tumores
(MAT) o las células supresoras derivadas de células mieloides (MDSC) y sus citoquinas
derivadas IL-6, TNF, IL-1B e IL-23 se consideran generalmente como fuerzas promotoras
de tumores. Sin embargo, las funciones que desempefian las células Th17, los linfocitos T
reguladores CD4, CD25, Foxp3 y las citocinas inmunorreguladoras, como el TGF-f, en el
desarrollo y la supervivencia de los tumores siguen siendo dificiles de determinar. Estas
células inmunitarias y los factores celulares producidos a partir de ellas desempefian un
doble papel en la promocion o el rechazo del desarrollo del cancer, y su funcién final puede

depender en gran medida del microambiente tumoral [78] .

Numerosos estudios experimentales han establecido que en el mecanismo de
desarrollo del EB inducido por la radiacion puede estar implicada la respuesta del sistema
inmunitario a la exposicion a la radiacion [79]. Los factores mas importantes del sistema
inmunitario que participan en la induccién del efecto secundario son los linfocitos y los
macrofagos [80]. La RI actia estimulando estas células y aumentando la produccion de
citoquinas (IL1, IL2, IL6, IL8, TNFa y TGFB que intervienen en la proliferacion y
diferenciacion de las células madre y en el desarrollo de tumores secundarios radioinducidos
tras la radioterapia) que, a su vez, afectan a las células receptoras no irradiadas [78,81]. En
los trabajos de Calveley et al. (2005) [75] en los que se produjo la irradiacion parcial de
pulmones de rata se ha descrito un aumento de estas citoquinas solo en la zona pulmonar
que estaba protegida de la RI [75]. El aumento de la produccién de citoquinas estimula la
produccion de oOxido nitrico, lo que conduce al desarrollo de estrés oxidativo vy,
consecuentemente, a cambios mutagénicos en el material genético de las células no
irradiadas y su apoptosis [82].

En relacion con la participacion de las citoquinas, las formas activas de oxigeno y
nitrégeno en la transmision de una sefal dafiina de las c€lulas directamente irradiadas a las
células receptoras, el desarrollo del efecto secundario inducido por la RI se compara con el
desarrollo de las reacciones inflamatorias [83,84]. En el estudio de Rastogi et al. (2013) [84]

se pone de manifiesto la influencia del fenotipo macrofagico en el tipo de respuesta
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(proinflamatoria o antiinflamatoria) generada al fagocitar células apoptoticas [84]. En sus
conclusiones sugerian que la modulacion del fenotipo de los macréfagos podria representar

un posible enfoque para la disminucion de efectos indeseados de la RI.

Se sabe que los RIBE puedes estar causados por varios tipos de particulas:
particulas a de transferencia de alta energia lineal (LET), radiacion-y, LET de baja energia
y también radiacion UV. Este efecto es provocado por factores liberados por las células
afectadas directamente por la RI. Los mecanismos fisiopatologicos que subyacen a este
efecto son multiples y dependen de caracteristicas bioldgicas (tipo de célula expuesta a
radiacion, tipo de célula espectadora, medio intercelular) y fisicas (dosis, tasa y tipo de
radiacion ionizante administrada, y tiempo tras la exposicién) que no estin todavia

claramente establecidos [19].

Mitocondrias.

La produccion de radicales libres y superdxidos en las células depende en gran
medida de la actividad mitocondrial [64,85-87]. Se descubrié que la supresion de la
respiracion celular mitocondrial, la absorcidon de calcio por parte de las mitocondrias y el
agotamiento del ADNmt reducian significativamente el nivel de dafio cromosémico
inducidos por el EB [86]. En el estudio de Zhou et al. (2000) [88] con fibroblastos humanos,
las células empobrecidas en ADN mitocondrial mostraban una mayor respuesta mutagénica
bystander en monocapas confluentes cuando una fracciéon de la misma poblacion era
irradiada con dosis letales, en comparacion con sus células parentales mitocondriales-
funcionales. Sin embargo, utilizando cultivos mixtos de células funcionales y no funcionales
y dirigiéndose a una sola poblacion de células con una dosis letal de particulas alfa, se
encontré uniformemente una disminucion de la mutagénesis en las células bystander
receptoras de ambos tipos celulares, lo que indica que las sefiales de un tipo celular pueden
modular la expresion de la respuesta bystander en otro tipo celular. Ademas, se vio que la
actividad de NF-kappaB y sus proteinas dependientes, la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y laNO
sintasa inducible (iINOS), eran menores en las células suprimidas bystander en comparacion

con sus homologas funcionales [87].
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Vesiculas extracelulares.

Las vesiculas extracelulares se comportan como vehiculos de sefiales bystander al
contener en su interior marcadores relacionados con el dafo celular y la apoptosis. Estos
contienen material de carga procedente de endosomas, citosol, membrana plasmatica y
moléculas de microARN, y son liberados por una serie de células cancerosas y no cancerosas
tanto en el microambiente extracelular, asi como en fluidos corporales. Albanese y Dainiak
(2000) [89] describieron por primera vez que la RI aumenta los niveles del ligando Fas
(FasL), también llamado "ligando de la muerte", exfoliado en vesiculas extracelulares.
Desde entonces, numerosos estudios sugieren que las vesiculas estdn implicadas en la

mediacion del RIBE in vivo y también en células cultivadas.

En el estudio de Ariyoshhi et al. (2019) [90] observaron que la secrecion de ADNmt
a través de los exosomas esta implicada en la mediacion de las sefiales RIBE [90]. Shuai et
al. (2015)[91] también describieron que otro microARN, el miR-21 (respuesta al dafio del
ADN) puede ser transferido de las células irradiadas al medio extracelular y, posteriormente,

acceder a las células bystander receptoras para producir dichos efectos a través de exosomas.

Epigenética.

La RI es una modalidad de diagnostico y tratamiento fundamental, pero también es
un potente agente genotoxico que causa inestabilidad del genoma y carcinogénesis. El riesgo
de complicaciones relacionadas con el tratamiento con radiacion se esta convirtiendo en un
problema creciente. En los ltimos afios se ha propuesto la epigenética como otra via de
dafio celular en el RIBE. La epigenética podria definirse a grandes rasgos como la suma de
todos los mecanismos necesarios para el despliegue del programa genético. Se han propuesto
varios mecanismos que regularian la expresion de las secuencias de ADN. Se sabe que la 5-
metil citosina tiene un papel fundamental en el control de la expresion génica, y también que
el patron de metilacion es heredable. La metilacion esta fuertemente asociada al

silenciamiento de los genes en diversos contextos biologicos. También hay muchos ejemplos
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de herencia epigenética a través de la linea germinal. Otros mecanismos epigenéticos
importantes son aquellos en los que intervienen la cromatina y las modificaciones de las
histonas, asi como el campo en expansion de los ARN reguladores [92]. Asi, los tres
principales fenémenos epigenéticos: la metilacion del ADN, las modificaciones de las
histonas y el silenciamiento mediado por pequenos fragmentos de ARN podrian intervenir

en el RIBE.

El papel més importante parece pertenecer al grupo metilo. La reduccion de los
grupos metilo en la region promotora de los genes aumenta su expresion [92]. La pérdida de
metilacion es un signo de las células cancerosas que aumenta la frecuencia de lesiones del
ADN, promueve la induccion de mutaciones y el desarrollo de la inestabilidad genémica
[93]. Efectos similares también han sido inducidos por la exposicion aguda a los rayos X y
gamma debido a la hipometilacién del ADN mediante la alteracion de la expresion de las
metiltransferasas del ADN (DNMT3a y DNMT3b) en los tejidos directamente irradiados
[93]. En las células bystander no irradiadas y cercanas a los objetivos irradiados, también se
ha descrito una reduccion de la metilacion del ADN, roturas cromaticas y cromosomicas,

aumento de la inestabilidad gendmica, apoptosis y muerte celular [94].

Por otro lado, los microARN (miARN) han emergido como un mecanismo
epigenético participando, por tanto, en la regulacion génica y en los procesos de
comunicacion intercelular. Estos miARN son una clase de ARN no codificante de pequefio
tamafio (de 20 a 25 nucledtidos) relativamente estables y capaces de atravesar las células
que se encuentran a gran distancia [95]. Con respecto al papel del ARN no codificante se ha
descrito que éste controla la expresion de los genes a través de interacciones especificas de
la secuencia con las regiones reguladoras. La accion directa de las RI cambia la expresion
de los miARNSs, pueden provenir del tejido irradiado y afectar a la expresion de genes en
tejidos distantes, lo que les permite participar en la induccion del EB a distancia. Xu et al.
(2015) [91] demostraron que el miARN (miR21) puede ser transferido desde las células
irradiadas en el medio extracelular y luego a las células receptoras no irradiadas a través de

los exosomas [91].
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El ADN extracelular oxidado, incluido el liberado por las células apoptoticas,
también se ha sugerido como una sefial no dirigida de dafio celular [96]. Ademas, se ha
demostrado que los mecanismos epigenéticos, como la metilacion del ADN, las
modificaciones de las histonas y la expresion de miARN, estan regulados de forma
significativa por la radiacion directa e indirecta en modelos de roedores y humanos [97—
99]. La sefnalizacion de miARN no parece propagar la comunicacion del estrés a las células
y tejidos vecinos directamente, pero se ha observado que desempeia un papel importante en
la respuesta celular posterior al dafo inducido por la radiacion [100-102]. Dickey et al.
(2012) [97] abordaron esta cuestion probando factores de estrés que incluian la radiacién
UV-A en células sensibilizadas con BrdU, la UV-C y la presencia en el cultivo de células
tumorales y células senescentes. En sus conclusiones sugieren que la vulnerabilidad de las
células a los dafios por roturas de la doble cadena de ADN secundarios puede deberse tanto
a la transcripcion como a la replicacion. Estos hallazgos ofrecen informacion sobre los

tejidos que pueden ser vulnerables a la desestabilizacién genomica por EB in vivo.

Ademas, en el estudio de Ilnytskyy et al. (2009) [103] pusieron de manifiesto que
para una misma dosis de radiacion (en dosis Unica o fraccionada) se producen cambios en la
metilacion del ADN vy alteraciones del microARN en células cutdneas y en bazo. Sin
embargo, la hipometilacion en las células del bazo permanecieron en el tiempo mucho mas
que los cambios en las células cutaneas (14 dias frente a 6 horas). Por tanto, concluyeron
que los efectos epigenéticos secundarios a RI son desencadenados tanto por la exposicion
aguda como por la fraccionada y pueden ser muy distintos en los diferentes organos

secundarios [103].

Efectos no dirigidos causados por otras fuentes de estrés.

En la actualidad ha quedado demostrada la variedad de efectos causados por la RI
en las células receptoras. Sin embargo, dicho estimulo no es el unico capaz de causar la
cascada de efectos descrita, sino que existen otras fuentes de estrés capaces de causar el
mismo tipo de efectos [102]. Dickey et al. (2012) [97] abordaron esta cuestién probando
distintos factores de estrés que incluian la radiacion UV-A en células sensibilizadas, la UV-

C y la presencia en el cultivo de células tumorales y células senescentes. A partir de los
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experimentos realizados mediante la transferencia de medios, descubrieron que todas estas
condiciones provocaban dafios en el ADN de las células bystander receptoras. También
varios reactivos quimicos han inducido efectos no selectivos, como la mitomicina C

[104,105], la fleomicina [105], la cloroetilnitrosurea [106] y la actinomicina D [107].

La senescencia celular suprime el cancer al detener de forma estable la proliferacion
de las células dafiadas. Paraddjicamente, las células senescentes también secretan factores
que alteran los microambientes tisulares. Se ha descrito que la persistencia del dafio en el
ADN de las células senescentes inicia el aumento de la secrecion de citoquinas inflamatorias,
como la IL-6 [108]. Esta respuesta a las citoquinas requeriria las proteinas de respuesta al
dafo de ADN ATM, NBS1 y CHK2 en lugar de los ejecutores de la detencion del ciclo
celular, p53 y pRb. Se demostro que la ATM es esencial para la secrecion de IL-6, resultante
de la senescencia inducida por oncogenes y por las células danadas que eluden la senescencia
[108]. Por lo tanto, las c€lulas senescentes también son capaces de inducir inestabilidad
genoémica en su vecindad estableciendo un entorno inflamatorio crénico mediante la
secrecion de un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) [108,109]. El medio de
las células senescentes contiene altos niveles de IL1, IL6 y TGFp1, capaces de inducir una
respuesta de dafio al ADN mediada por ROS, que a su vez causan senescencia en las células
normales bystander receptoras a través de la activacion de multiples vias de sefializacion
como JAK/STAT, TGFB/SMAD e IL1/NF«B, provocando la expresion de NADPH oxidasa
[110].

Por otro lado, es conocido que los tumores interactian con el microambiente
tumoral. Los tumores son capaces de enviar sefiales al tejido local y también reciben senales
en un proceso necesario para la supervivencia del tumor. La inflamacion cronica podria
desempefiar un papel importante en la determinacion de la propagacion de las metéstasis al
crear un entorno mas susceptible. Esto podria conseguirse mediante la estimulacion de los
fibroblastos normales en los lugares potencialmente metastdsicos para que produzcan
proteinas que unan las células al medio extracelular, seguida de la posterior activacion de
los fibroblastos y macréfagos residentes [111,112]. Los tumores segregan ROS, incluyendo
perdoxido de hidrogeno de larga duracion [113], varios factores de crecimiento y citoquinas

[114], que a su vez promueven la activacion de las células mesenquimales, lo que conduce
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a la inflamacion y al posible dano del ADN a través de los radicales reactivos [115]. Se ha
observado que el dafio al ADN y a las proteinas aumenta en los tejidos normales y en las
células que bordean los tumores [116,117], como los fibroblastos asociados al cancer (CAF)
[118,119]. La produccion de ROS en los CAF induce un efecto de retroalimentacion en las
células cancerosas adyacentes, que conduce a un mayor dafio en el ADN, inestabilidad
genomica y aneuploidia, lo que sugiere que los tumores y el estroma estdn metabdlicamente
acoplados y que el estrés oxidativo puede constituir una “fertilizacion metaboélica” de la

progresion tumoral [118,120].

1.2.2. Sustancias modificadoras del RIBE.

Como ya se ha expuesto anteriormente, el estrés oxidativo parece tener un papel
decisivo en el mecanismo de desarrollo de dafio del ADN en las células bystander o
receptoras, ya que aumenta la produccién de radicales libres e inactiva la defensa
antioxidante de las células. Una forma de descubrir los mecanismos del efecto secundario
inducido por las RI es el estudio del impacto de varios modificadores en su manifestacion

[121].

Para el funcionamiento normal del organismo es necesario un bajo nivel de
iniciadores de radicales libres y un balance antioxidante equilibrado. Como resultado de la
exposicion a la RI este equilibrio se ve comprometido, la eficacia de la iniciacion de las
reacciones de los radicales libres aumenta debido a la elevacion de la produccion de formas
activas de oxigeno [79,121]. Los radicales libres tienen un tiempo de vida extremadamente
corto tras su formacion en las células irradiadas, lo que hace que no puedan llegar a las
c€lulas bystander receptoras y, por lo tanto, no pueden ser considerados como un factor de
dafio de las células no directamente irradiadas [122]. Sin embargo, los radicales libres en
presencia de oxigeno pueden convertirse en peroxidos de larga duracion, que pueden
presentar mas de veinte horas de vida media, permitiéndoles alcanzar mayores distancias,
salir de las células directamente irradiadas y causar dafios en las células lejanas receptoras
no irradiadas. Konopacka et al. (2006) [121] en sus experimentos in vitro describieron que

las sustancias “eliminadoras” de radicales libres y lipoperoxidos (por ejemplo, DMSO,
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vitamina C), reducen la frecuencia de roturas cromosdmicas, apoptosis y micronticleos en

las células bystander receptoras.

Mosse et al. (2006) [123] llevaron a cabo una modificacion de los efectos RIBE
utilizando la melanina y la melatonina, que tienen también una gran actividad antirradical
[123]. El uso de estas sustancias antioxidantes disminuyo6 la manifestacion del fendmeno
RIBE y mejor¢ la supervivencia de los queratinocitos humanos HPVG tratados con el medio

en el que se cultivaron las células irradiadas a dosis de 0,5 y 1,0 Gy.

Zhou et al. (2006) [87] observaron que el Bay 11-7082, inhibidor farmacolédgico de
la activacion del factor nuclear kappaB, y el 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido, un eliminador de oxido nitrico disminuian
significativamente la frecuencia de mutaciones tanto en las células bystander con actividad
mitocondrial como en células bystander con supresion de dicha actividad. Con ello, incidian
en la importancia de las vias de sefializacion NF-kappaB/iNOS/NO y NF-kappaB/COX-

2/prostaglandina E2 dependientes de las mitocondrias en la regulacion del EB [87].

Acido carnésico.

El acido carnoésico (AC) fue descubierto por Linde en Salvia officinalis vy,
posteriormente por Wenkert et al. (1965) [124] en las hojas de Rosmarinus officinalis. A
pesar de que las propiedades de la salvia 'y el romero eran conocidas tradicionalmente no fue
hasta la década de los 2000 cuando las investigaciones comenzaron a profundizar en los
mecanismos de accién del AC [125]. EI AC (C20H2804), es un diterpeno fendlico que se
encuentra en abundancia en las hojas de romero, mas concretamente en los cloroplastos de
las células de los tricomas. Su estabilidad es discutida debido a varios derivados de
deshidrogenacion como el carnosol, rosmanol e isorosmanol, que pueden aparecer incluso
en la planta. Se sabe que, en las plantas sometidas a una alta radiacion solar y a una elevada
sequia, el AC puede transformarse en derivados metilicos. Por tanto, esta molécula ejerce
una doble funcion protectora en la planta, capturando los radicales libres en los cloroplastos

y preservando la estabilidad de las membranas celulares [126].
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AcIDO CARNOSICO

Figura 1. Estructura quimica del acido carndsico.

En la dltima década, varios autores han estudiado las propiedades farmacoldgicas
del AC, describiendo que puede tener aplicaciones clinicas para diversas enfermedades
humanas. Sus propiedades estan estrechamente relacionadas con sus componentes fendélicos.
Entre los mecanismos de utilidad en su aplicaciéon clinica se incluyen su capacidad
antioxidante que consigue la inhibicién del estrés oxidativo, la atenuacién de la inflamacion,

efecto antiviral y efecto sobre diversos tipos de células cancerigenas [127-129].

Es importante sefialar que no existe una via de sefializacion particular o universal
adoptada por el AC para la eliminacion de diferentes tipos de células cancerosas. De hecho,
el AC puede inducir sobre varios tipos de carcinomas apoptosis, detencion del ciclo celular,
autofagia e inhibicion de la proliferacion celular, estando implicadas en cada caso diferentes
vias de sefializacion [125]. Algunos estudios han demostrado inhibicion en la proliferacion
y la migracion de las células cancerosas por el AC [128,130-132], y también reduccién de
la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular [133]. Diferentes estudios han
descrito que el AC induce la apoptosis en células de neuroblastoma humano y de carcinoma
de préstata humano [130,134], e inhibe la transicién epitelial-mesenquimal (EMT) y la
migracion de las células B16F10 de forma dependiente de la dosis [132]. Otros estudios
apuntan que el tratamiento combinado de AC y curcumina induce la apoptosis en células de
leucemia mieloide aguda a través de una via mediada por la caspasa 8 [135]. Ademas, el AC
potencia la apoptosis mediada por TRAIL en células de carcinoma humano caki [136]. Por

lo tanto, todas estas evidencias sugieren que el tratamiento combinado con AC y otros
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farmacos quimioterapicos podria ser una estrategia Util en la terapia de algunos tipos de

cancer.

Ademas, se ha visto implicacién del AC en la reduccidon del crecimiento de lineas
celulares de cancer mediante interferencia en la angiogénesis tumoral (importante proceso
en crecimiento tumoral y de las metéstasis). En el estudio de Lopez-Jiménez et al. (2011)
[137] se describe la actividad antiangiogénica del AC a 10 mM y 100mM mediante la
inhibicién de la diferenciacion, la proliferacion, la migracién y la capacidad proteolitica de
las células endoteliales. Asimismo, describen un efecto antiproliferativo en las propias
células tumorales mediante la induccion, al menos parcialmente, de la apoptosis. Esta
actividad puede contribuir a la prevencion de trastornos relacionados con la angiogénesis,

como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas.

En cuanto a efectos descritos sobre las células de melanoma, en el estudio de Park
et al. (2014) [132] observaron que el AC previene la adhesion y la migracion de las células
de melanoma B16F10 en concentraciones que van de 2,5 a 10 mM mediante la supresion
de la expresion de marcadores mesenquimales y mediante la induccion de marcadores
epiteliales que conducen a la inhibicion de la transicién epitelial-mesenquimal (EMT). El
AC inhibi¢ la fosforilacion de AKT, la secrecion de la metaloproteinasa de la matriz (MMP)-
9, el inhibidor tisular de la metaloproteinasa (TIMP)-1, el activador del plasmindgeno de la
uroquinasa (UPA) y la molécula de adhesion celular vascular (VCAM)-1. Curiosamente, la
secrecion de TIMP-2 aumento significativamente en las células B16F10 tratadas con 10
umol/L de AC [132].

Por otro lado, Lin et al. (2018) [138] mostraron la capacidad del AC como un
inhibidor de crecimiento y detencion del ciclo celular en las células de melanoma B16F10.
Observaron que el AC desencadena la detencion del ciclo celular en la fase GO/G1, y
aumenta la expresion de p21, ademas de potenciar la citotoxicidad mediada por carmustina
y lomustina. Todo ello supone la disminucién del crecimiento del tumor, por lo que también
concluyeron que el AC podria ser atil como nuevo agente quimioterapéutico en diferentes

tipos de neoplasias.

En otros estudios se ha observado un efecto radiosensibilizante de sustancias con

estructura quimica muy préxima al AC como el carnosol [139]. En el estudio Ilevado a cabo
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por Alcaraz et al. (2013) [140] se describe como el carnosol actuaba inesperadamente como
radiosensibilizante en células murinas B16F10. El posible mecanismo subyacente a este
efecto podria estar relacionado con la estimulacién de la melanogénesis como ya sucede con

otros extractos vegetales.

En el estudio llevado a cabo por Alcaraz et al. (2022) [141] se sugeria que los
compuestos radioprotectores actuaban mediante mecanismos distintos en funcion de su
aplicacion antes o después de la RI. Cuando los compuestos fendlicos se afiaden antes de la
irradiaciébn gamma, su actividad antimutagénica protectora se basa en su capacidad de
eliminacién del anion superdxido y, especialmente, contra el radical hidroxilo,
independientemente de que sean compuestos hidrosolubles o liposolubles. Sin embargo,
cuando estos compuestos fendlicos se afiaden después de la irradiacion gamma, el efecto
protector se basa en la actividad contra las especies reactivas del oxigeno presentes en las
celulas, es decir, los radicales lipoperdxidos, que son los principales responsables del dafio
oxidativo cromosoémico continuo. Solo los compuestos liposolubles, como el acido
carnosico, el carnosol y el delta-tocoferol, proporcionaron una actividad antimutagénica

protectora significativa [141].

En cuanto a la biodisponibilidad del AC sdlo hemos encontrado dos estudios en
animales. Se ha visto que 6 horas después de laadministracion oral en ratas (64,3-5,8 mg/kg),
la biodisponibilidad del AC en su forma libre es del 40,1%, y su excrecion en las heces
después de 24 horas es del 15,6-8,2%[142]. Tras su administracién oral el AC se absorbe
hacia el torrente sanguineo, quedando rastros en intestino, higado y tejido muscular del
abdomen y patas de las ratas. En el estudio de Romo Vaquero et al. (2013) [143] también
estudiaron la biodisponibilidad del AC junto con otros diterpenos del extracto de romero, y
detectaron los metabolitos 25 minutos después de la administracion oral en ratas. EI AC
estaba presente de forma importante en el intestino, el higado y el plasma, y de forma mas

moderada en el cerebro.

Por otro lado, es importante tener en cuenta el perfil de biotoxicidad del AC. En el
estudio de Wang et al. (2012)[144] se evalu0 la toxicidad oral aguda y a 30 dias del AC en
ratas Wistar y obtuvieron la dosis letal oral aguda (LD50) en el rango de 7100 mg/kg de peso
corporal. En las ratas que se trataron cronicamente con una dosis alta de AC, observaron
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como efectos asociados una ligera reduccion en el aumento de peso corporal en comparacion
con el grupo de control y débiles cambios patologicos en el corazon, el higado y el rifion.
Con todos estos resultados la molécula de AC puede ser considerada con un bajo perfil de

toxicidad.

1.3. Melanoma.

Los melanomas son un tipo de neoplasia maligna derivada de los melanocitos
(células dendriticas del neuroectodermo con capacidad de produccion de melanina) que se
encuentran en la piel, los foliculos pilosos, los ojos, el oido interno, los huesos, el corazén y
el cerebro de los seres humanos[145]. Los melanoblastos son las células precursoras de los
melanocitos y son células no pigmentadas que se originan en las células de la cresta neural
embrionarias [146]. Tras el cierre del tubo neural, los melanoblastos migran a varias regiones
del cuerpo y se convierten en melanocitos, asi como en células del sistema nervioso
periférico, del hueso y del cartilago de la cabeza, y de la coroides del ojo. Los melanoblastos
gue se convierten en melanocitos se encuentran predominantemente en la capa basal de la
epidermis de la piel y en los foliculos pilosos, y pueden identificarse por la expresion de
marcadores especificos de los melanocitos, como la tirosinasa (TYR), la proteina 1
relacionada con la tirosinasa (TYRP1), DOPAcromo tautomerasa o proteina relacionada con
latirosinasa-2 (TYRP2), proteina premelanosoma 17 (Pmel17/gp1000), melan-A o antigeno
de melanoma reconocido por células T 1 (MART-1) y factor de transcripcién asociado a la
microftalmia (MITF) [147]. La mayoria de los melanomas se originan en las células de la
piel, surgiendo como un nevus, pero pueden aparecer en otras localizaciones donde se

encuentra este tipo celular, es decir, en otros tejidos pigmentados, como el ojo o el intestino.

Las melaninas son moléculas pigmentarias sintetizadas de forma enddgena por los
melanocitos en los melanosomas. Son potentes quelantes de cationes y pueden actuar como
reguladores de radicales libres por su capacidad antioxidante. La melanogénesis consiste en
una serie de complejas reacciones bioguimicas y enzimaticas catalizadas por la tirosinasa
(TIR) y otras proteinas relacionadas con la TIR, que conducen a la formacion de dos tipos

de melanina, la eumelanina y la feomelanina. El proceso comienza con la conversién de L-
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tirosina en DOPAquinona. La adicion de cisteina o glutation a la DOPAquinona conduce a
la formacion de metabolitos intermedios, seguidos de posteriores transformaciones y
polimerizacion hasta el producto final, la feomelanina. En ausencia de compuestos tidlicos,
la DOPAquinona se somete a una ciclacion y oxidacion intramolecular para formar
DOPAcromo, que luego se convierte en 5,6-dihidroxindol (DHI) o acido 5,6-dihidroxindol-
2-carboxilico (DHICA). La eumelanina se forma por polimerizacion del DHI 'y el DHICA 'y
sus quinonas [148]. Los tipos y las cantidades de melanina que producen los melanocitos
estan determinados genéticamente y se ven influidos por una serie de factores fisicos y
bioquimicos como los cambios hormonales, la radiacion ultravioleta (RUV), moléculas
secretadas por los queratinocitos, fibroblastos, células inflamatorias, neuronales o
endocrinas circundantes que pueden verse afectadas por situaciones como el embarazo o la
diabetes. Estos estimulos afectan a las diferentes vias de la melanogénesis. Las vias de
sefializacién intracelular estan compuestas por varias cascadas: cascada de monofosfato de
adenosina (CAMP)/proteina kinasa (PKA)/CREB/MITF, cascada de MAP quinasas, cascada
PLC/DAG/PKCB y cascada NO/cGMP/PKG, que intervienen en la regulacion de la
expresion y la actividad de las proteinas relacionadas con la melanogénesis por la RUV y
los agentes enddgenos (citoquinas y hormonas). La actividad de la enzima melanogénica
clave, la tirosinasa (TIR), también se ve afectada por el pH y la temperatura. La RUV es el
principal factor extrinseco en la regulacién de la melanogénesis, a través de la generacién
de ROS. Ademas, muchas sustancias farmacolégicamente activas poseen la capacidad de
inhibir o estimular la biosintesis de la melanina. Los antioxidantes con la capacidad de
eliminar los ROS pueden disminuir la melanogénesis. Los dos principales sistemas
antioxidantes celulares son los sistemas de tiorredoxina (Trx) y del glutation (GSH). En
concreto, el sistema GSH esta relacionado con la regulacién de la formacion de feomelanina.
Se ha demostrado que la adicion exdgena de GSH actla como agente despigmentante, lo
que sugiere que otros antioxidantes también pueden tener el potencial de actuar como

agentes despigmentantes [149].

Una importante caracteristica de los melanocitos es la resistencia a la apoptosis ya
que estan dotados de mecanismos antiapoptoticos ejemplificados por la expresion del proto-
oncogen Bcl2 que les permiten sobrevivir [150]. A diferencia de los queratinocitos, los

melanocitos tienen una vida muy larga sobreviviendo durante décadas en la epidermis. Sin
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embargo, la longevidad de los melanocitos y su resistencia a la apoptosis hacen de los

melanocitos células vulnerables a las mutaciones que surgen a lo largo de los afios

El melanoma es considerado el tipo de neoplasia maligna de piel més letal debido
a su caracter invasivo y a la limitada eficacia de su tratamiento. La principal terapia para el
melanoma primario y las metastasis en érganos solitarios es la escision quirtrgica amplia.
La terapia adyuvante, como la quimioterapia y las terapias dirigidas, se utilizan
principalmente para la enfermedad diseminada [151]. La RT es una poderosa opcion de
tratamiento que se utiliza en méas del 50% de la poblacién de pacientes con cancer en general
[152], sin embargo, en el caso del melanoma la RT convencional por si sola es incapaz de

erradicarlo.

Para el abordaje general de diversos tipos de neoplasia el régimen de tratamiento
radioterapico méas extendido es el de irradiacion fraccionada estandar administrando de 1,8
a 2 Gy por dia, 5 dias a la semana. En algunos casos como el cancer de prostata se esta
apostando por el hipofraccionamiento con dosis que ascienden de 2,4 a 3,4 Gy, e incluso
ultrahipofraccionamiento con dosis que pueden alcanzar los 5 Gy por fraccion [153]. A pesar
de las aportaciones ofrecidas por la RT en distintos tipos de tumores, la principal limitacién
que presenta es la posibilidad de que algunas celulas desarrollen mecanismos de resistencia
durante las exposiciones consecutivas [154,155]. La radiosensibilidad constituiria la 52 R de
la radioterapia segun Steel (1989) [156], ademés de las cuatro R propuestas por Withers
(reparacion, reordenacion, repoblacion y reoxigenacion), que representan los mecanismos
mas importantes para determinar la respuesta de un tejido bioldgico a multiples dosis de
radiacion [157]. A pesar de que algunos estudios apuntan a que la RT de microhaz (mayor
administracion de dosis) asociada a inmunoterapia podria superar en cierta medida estas
limitaciones [151], el melanoma, en especial el localmente avanzado, sigue constituyendo
un reto clinico debido a la radiorresistencia inherente a este tumor, con cierta variabilidad

entra las distintas estirpes [158-160].

Dependiendo de si la resistencia de un tejido tumoral a la RI es inherente al mismo
(mecanismos ya activos en las células cancerosas) o se desarrolla como respuesta a la
irradiacion (inducidos tras la irradiacion) se distinguen dos categorias de radiorresistencia:

intrinseca y adquirida. La radiorresistencia intrinseca esta presente en las células cancerosas
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incluso antes del inicio del tratamiento, y se basa en algunas caracteristicas inherentes al
tumor [161] y, en particular, a la presencia de las células madre cancerosas (cancer stem cell,
CSC) en el grueso de la masa tumoral [162-164], que componen un reservorio de células
autosuficientes con potencial autorrenovador y de mantenimiento del tumor. Estas células
poseen unos rasgos caracteristicos: el aumento de la actividad de reparacién del ADN
(mayor sefializacion de ATM), inhibicion de la apoptosis (aumento de las proteinas
antiapoptdticas), reduccion de la progresion del ciclo celular (CSC latentes), y disminucion
de la produccién de ROS (aumento de los eliminadores). Por lo tanto, si la dosis de radiacion
no es eficiente para reducir la poblacion de CSCs lo suficiente, el nimero de estas células
podria aumentar incluso si el tamafio del tumor ha disminuido [165]. En el caso del
melanoma la radiorresistencia general se atribuye a las CSCs y a la sobreexpresion de genes

reparadores en combinacion con cascadas de mecanismos bioquimicos de reparacion.

La radiorresistencia adquirida es un proceso de adaptacion de las células cancerosas
a los cambios inducidos por la propia irradiacion, que finalmente resulta en una resistencia
al tratamiento [166]. La activacion de algunos factores de transcripcion (FT) por la RI
permite a las células cancerosas escapar a sus efectos. En la revision llevada a cabo por
Galeaz et al. (2021) [167] se desarrollan cuatro sistemas de FT que estan implicados en el
desarrollo de radiorresistencia tumoral. Destacan la familia de proteinas STAT
(transductores de sefiales y activadores de la transcripcion). Actualmente, la familia STAT3
es un conocido activador de la transcripcion codificado en el cromosoma 17g21.2. La
proteina estd compuesta por un dominio en espiral en el N-terminal, seguido de un dominio
de unién al ADN, una secuencia enlazadora, que conecta este ultimo con el dominio SH2 y,
finalmente, el dominio de transactivacion en el C-terminal [168]. En esta parte terminal, hay
dos aminoacidos especificos, una tirosina y una serina, en posicion 705 y 727,
respectivamente, que son extremadamente importantes para la activacion de la proteina. La
fosforilacion de estos dos residuos es necesaria para la activacion de STAT3, que
posteriormente puede homo o hetero-dimerizar y translocarse al ndcleo, donde desempefia
su papel de activador de la transcripcion. La estimulacion de STAT3 por parte de las
citoquinas evidencia un vinculo entre las vias inflamatorias y la radiorresistencia. Esta
observacion puede verse reforzada por la implicacion de otro FT relacionado con la
inflamacion en la radiorresistencia tumoral: el potenciador de la cadena ligera del factor

nuclear kappa de las células B activadas (NF-xB) [167].
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Existen nuevos enfoques de tratamiento del melanoma basados en terapias dirigidas
e inmunoldgicas. La biologia redox, incluidas las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(ROS y RNS), desempefia un papel fundamental en todos los aspectos de la fisiopatologia
del melanoma, desde el inicio hasta la progresion y las metastasis. La produccion de
melanina y la radiacion UV estan directamente implicados en la generacién de ROS/RNS.
En general, se ha asociado un estado oxidativo elevado con el melanoma, por lo que se han
realizado muchos estudios para prevenir o tratar el melanoma utilizando antioxidantes
esperando que contrarresten el estrés oxidativo [169]. Los melanomas sufren cambios
funcionales y cambios metabdlicos durante la metéstasis que aumentan su capacidad de
soportar el estrés oxidativo, lo que implica que equilibran los niveles intracelulares de ROS
para favorecer su propia supervivencia. Este proceso adaptativo parece conducir a la
generacion de subclones celulares mas resistentes. En la revision llevada a cabo por Obrador
E. et al (2019) [169] concluyen que existen resultados controvertidos (incluso opuestos)
sobre el uso de posibles moléculas antioxidantes en la terapia del cancer. No obstante, los
efectos tanto anticancerigenos como procancerigenos parecen depender de la estructura

quimica, de la dosis y de la concentracion alcanzable.

En el estudio de Alcaraz et al. (2013) [140] se estudi6 el carnosol como agente
radioprotector en células tumorales y no tumorales. Al ensayarlo en células de melanoma
B10F16 observaron que la melanogénesis podria ser activada por el carnosol, alterando los
equilibrios enzimaticos de la produccion de glutation y cisteina-liasa, comprometiendo el
sistema de defensa redox intracelular y produciendo un aumento de la capacidad de dafo
celular inducido por la RI en las células neoplasicas [140]. A este efecto no esperado en las
celulas de melanoma le llamaron efecto radiosensibilizante paradojico, ya que proporciona
un efecto protector en células normales mientras que en las células de melanoma induce
disminucién de la supervivencia celular. Teniendo en cuenta estos resultados es posible que
pudiera observarse también con otras sustancias antioxidantes que actuaran al mismo nivel
que el carnosol. En la figura 3 se observa la estructura quimica de ambas moléculas, carnosol
y AC.
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Figura 2. Esquema simplificado de la generacion y gestion de ROS y RNS en melanocitos y melanoma,
adaptado de Obrador et al., (2019) [169]. En los melanocitos y células de melanoma la principal fuente
conocida de ROS incluye las mitocondrias, los melanosomas, las enzimas NADPH-oxidasa (NOX) y las
enzimas 6xido nitrico-sintasa (NOS). El anién superdxido se transforma en perdxido de hidrégeno mediante
las superoxidodismutasas (SOD) a nivel extracelular (ecSOD), citoplasmatico (CuzZnSOD) y a nivel
mitocondrial (MnSOD). En este esquema, la NOX aparece en la membrana plasmatica; sin embargo, se sabe
que puede localizarse en otros compartimentos subcelulares. El superéxido atraviesa la membrana celular a
través de poros de membrana, mientras que el peréxido de hidrégeno puede difundir libremente o atravesar
membranas a través de acuaporinas. El peréxido de hidrogeno es metabolizado por la catalasa, GPX (glutation
peroxidasas) y peroxiredoxinas. En presencia de hierro ferroso, el peroxido de hidrégeno puede generar
radicales hidroxilos mediante la reaccion de Fenton. En presencia de NO, el superdxido forma peroxinitrito
que oxida/nitrosila las proteinas. El peroxinitrito puede protonarse y el &cido peroxinitroso resultante puede
descomponerse de nuevo en radical hidroxilo que también oxida proteinas. Un exceso de ROS dafia las células
e induce la apoptosis. Sin embargo, tanto el perdxido de hidrdgeno como el superdxido pueden servir como
moléculas de sefializacion para desencadenar una cascada de sefializacion redox en la que intervienen factores
transcripcionales NRF2, AP1, APEX1, HIF y NF«kB para la reparacion de dafios, la supervivencia y la
proliferacion.
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ACIDO CARNGSICO CARNOSOL

Figura 3. Estructura quimica de &cido carndsico y carnosol. Similitudes y diferencias estructurales.

Por su parte Olivares A. et al, (2020) [170] en su estudio sobre el efecto del &cido
rosmarinico en células de melanoma B16F10 también observaron un efecto aditivo entre la
adicion de acido rosmarinico y exposicion a RI, consiguiendo la modulacion selectiva de la
sintesis de GSH, obteniendo un efecto radioprotector en células no tumorales (por aumento
del GSH o la capacidad de su sintesis) y consiguiendo un efecto lesivo en las células

tumorales de melanoma estudiadas [170].
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II. OBJETIVOS.
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I1. Objetivos.

Los objetivos que se pretenden alcanzar en este estudio son los siguientes:

2.1. Objetivo general.

1°, Evaluar el efecto radioprotector del acido carndsico frente al dafio biologico
inducido por la radiacion ionizante en las células directamente expuestas a la
radiacion ionizante y en las células receptoras del efecto bystander inducido por la

radiacién ionizante.

2.2. Objetivos especificos.

2°. Determinar la existencia de un posible efecto protector antigenotdxico del &cido
carnosico frente al dafio cromosomico inducido por los rayos X mediante técnicas
citogenéticas: el ensayo de microntcleos “in vitro” sobre linfocitos humanos irradiados con
bloqueo citocinético y los ensayos de micronucleos “in vivo” sobre eritrocitos
policromatofilos de médula dsea y en reticulocitos de roedor.

3°. Evaluar la existencia de un posible efecto radioprotector del acido carndsico
frente al dafio citotdxico inducido por la radiacion ionizante mediante la determinacion de
la supervivencia celular con el ensayo del MTT y el ensayo clonogénico in vitro en células
normales de prostata y en células de melanoma metastasico.

4°. Analizar el posible efecto radioprotector del acido carndsico frente al dafo
citotoxico de la radiacion ionizante mediante la determinacion de la apoptosis celular
radioinducida con el ensayo de la anexina-V y su relacion con la concentracion del Glutation
intracelular en células normales y en células de melanoma metastésico.

5°. Demostrar un efecto paradéjico radiosensibilizante del 4cido carndsico sobre las
c¢lulas de melanoma metastdsico y sugerir un posible mecanismo de accion que podria
constituir una nueva via de desarrollo de estrategias de tratamiento en el melanoma; lo que
supondria una nueva forma de abordaje de algunos tipos de cancer tradicionalmente

considerados resistentes a la radioterapia.
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III. MATERIAL Y METODO.
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II1. Material y método.

3.1. Material.

3.1.1. Muestras de sangre.

Las muestras de sangre se han obtenido de voluntarios sin enfermedad conocida y,
por ello, considerados supuestamente sanos. Las muestras de sangre se recogieron en tubos
conicos esteriles VENOSAFE™ (Terumo Europe NV, Leuven®, Bélgica) preparados al
vacio que contenian heparina (Heparin sodium 5%; Laboratorios Rovi®, Madrid). Los
donantes eran no fumadores, no padecian enfermedades conocidas y no presentaban
antecedentes de exposicion a agentes clastogénicos. Todo voluntario expresé su
consentimiento informado para el uso de su muestra sanguinea en esta investigacion. Los
donantes comprometidos se corresponden con dos mujeres de 18 y 20 afios. Las muestras de
sangre fueron extraidas por la mafiana del dia de la experimentacion y utilizada
inmediatamente para el ensayo de micronucleos (MN) siguiendo el protocolo propuesto.
Todos los procedimientos utilizados en este estudio respecto al manejo de muestras y tejidos
humanos han sido previamente aprobados por el Comité de Bioseguridad Experimental de
la Universidad de Murcia (ID: 472/2021) (Anexo I).

W/ ({
( |
s
Figura 4. Extraccion de muestras de sangre.

3.1.2. Animales de experimentacion.

En este estudio se han utilizado ratones Swiss machos entre 9y 11 semanas de edad

y aproximadamente 20-25 gr de peso al inicio del estudio. Los animales se mantuvieron bajo
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idénticas condiciones ambientales de temperatura, luz y humedad en todo momento. Se les
proporciond alimento y agua “ad libitum”. Todos los animales se obtuvieron y cuidaron
durante el estudio en el Servicio de Apoyo a la Investigacion (SAI) de la Universidad de
Murcia (Licencia REGAES300305440012). En todo momento se han seguido las
recomendaciones éticas internacionales sobre el uso y manipulacion de animales de
laboratorio para la investigacion biomedica (Guidelines on the Use of Living Animals in
Scientific Investigations). Todos los procedimientos utilizados en este trabajo de Tesis
Doctoral han sido aprobados por el Comité Etico de la Universidad de Murcia (CECA:
510/2018) y por el Gobierno de la Comunidad Auténoma de la Region de Murcia (n°
A13211208) (Anexo I).

3.1.3. Lineas celulares.

En los estudios in vitro se han utilizado las siguientes lineas celulares:

a. Linea de celulas epiteliales normales de préostata humana PNT2.

Linea celular epitelial de prdstata humana de células no tumorales establecida a
partir del tejido de prostata de un varon de 33 afios, e inmortalizada mediante la transfeccion
de un plédsmido con el genoma del virus vacuolado de simio (SV40) con un origen de
replicacion defectivo. La firma comercial suministradora es HPACC (Salisbury, Reino
Unido). Para el cultivo de esta linea celular se ha utilizado utilizado el medio RPMI 1640,
tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado con suero bovino fetal (SBF) Sigma-Aldrich (St.
Louis: E.E.U.U) al 10%, glutamina (2 mM), penicilina (100 Ul/ml) y estreptomicina (100
ug/ml). Los cultivos se han mantenido a 37°C, con una humedad relativa del 90-95% y una

atmésfera con el 5% de COa.
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Figura 5. Células de la linea PNT2 en cultivo (Contraste de fases, 100X).

b. Linea celular de melanoma metastasico murino B16F10.

Es una variante metastasica de la linea original B16, establecida a partir del
melanoma que surgi6 de forma espontianea en 1954 en la piel de la oreja de un raton de la
cepa no hibrida C57BL/6 en los laboratorios del National Institute of Health (NIH) de
E.E.U.U. y proporcionada por el Dr. V. Hearning (NIH, Bethesda MD). Actualmente, la
firma depositaria de esta linea celular es Naval Biosciences Laboratory, School of Public
Health, University of California (Berkeley, California, E.E.U.U.). Se ha cultivado con medio
DMEM de Sigma-Aldrich (St. Louis: E.E.U.U.), con L-glutamina y 4,5 g/l de glucosa, sin
bicarbonato sédico, tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado con un 10% de SBF Sigma-
Aldrich (St. Louis: E.E.U.U.), 4 mM de L-glutamina, penicilina (100 Ul/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml). Los cultivos se han mantenido a 37°C, con una humedad relativa
del 90-95% y una atmosfera con el 7,5% de CO2. Este cultivo adopta una morfologia
fusocelular con frecuentes prolongaciones dendriticas, que va cambiando a poligonal
conforme va aumentrando la densidad del cultivo. Los medios de cultivo para el
mantenimiento celular, se usaron con el marcador colorimétrico de pH (rojo fenol) y se han
conservado en frascos de 75 cm2, dentro de estufas, con las condiciones de temperatura,

humedad y concentracion de CO2 adecuados.
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Figura 6. Aspecto morfolégico de las células de la linea B16F10 (200X).

3.1.4. Equipos utilizados.

e Cabina de flujo laminar de presion positiva.
Se ha utilizado una cabina de bioseguridad de flujo laminar Telstar Bio-11-A para
conseguir un puesto de trabajo estéril. Esta cabina de flujo laminar elimina las particulas del

aire para asegurar uniformidad y flujo libre de contaminacion del aire utilizado.

Figura 7. Cabina de flujo laminar usada para la manipulacién de cultivos y muestras biologicas.
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e Equipo Irradiador de Rayos X.

Se ha utilizado un equipo productor de rayos X Irradiador Smart Laboratory-ray,
Model 583 E, equipado con un tubo 200 E, (200 kV y 4,5 mA) (YXLON International AS
Copenhagen, Dinamarca), ubicado en el Servicio de Proteccion Radioldgica y de Gestion de

Residuos del SAI (Servicio de Apoyo a la Investigacion) de la Universidad de Murcia.

e

Figura 8. Equipo de rayos X utilizado: Smart Laboratory-ray, Model 583 E.

e Electrémetro.

Para conseguir determinar y monitorizar la dosis de radiacion en tiempo real
dentro de la cabina de irradiacion se ha utilizado un equipo UNIDOS E equipado con una
camara sonda/ionizacion TW 30010-1 (PTW Freiburg, Alemania). Esta sonda ultrasensible
posibilita la medicion de dosis administrada en nuestras muestras dentro del irradiador de

rayos X que fueron confirmadas posteriormente con dosimetria de termoluminiscencia.

Figura 9. Electrémetro con sonda utilizado en este estudio.
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e Equipo de HPLC.

Para el andlisis cromatografico de las sustancias ensayadas se ha utilizado un equipo
Hewlett-Packard (HP), HPLC 1100 System (Agilent technologies, Sta. Clara, USA)
equipado con detector de diodos; como fase estacionaria se utilizé una columna A C18
LiChrospher 100 (250 x 4 mm id) con un tamafio promedio de particulas de 5 micras. La
temperatura utilizada fue de 30 °C, el flujo de 1ml/min y la longitud de onda empleada de
280 nm.

Figura 10. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

e Espectrofotometro.

Para la cuantificacion de absorbancia se ha utilizado el lector de placas FLUOstar
Galaxy (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAI, Universidad de Murcia). Este lector de placas
tiene 4 modos de deteccion:

— Absorbancia UV/Vis (mediante filtros).

— Fluorescencia (intensidad, FRET).

— Fluorescencia Time-resolved (incluye TR-FRET).

— Luminiscencia.
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lustracién 11. Espectrofotometro FLUOstar Galaxy.

e Microscopio optico.
Para cuantificar la frecuencia de aparicion de microndcleos se usaron tres
microscopios Opticos diferentes: Laborlux 12 (Leitz, Alemania), Hund V200 (Wetzlar,

Alemania) y Olympus BX40 (Barcelona, Esparia).

Figura 12. Microscopio OLYMPUS BX40 (vista lateral) y estacion de analisis morfométrico utilizando
andlisis de imégenes para la identificacion de células binucleadas (BN) y binucleadas con micron(cleos
(MNBN).

Ademas, las imagenes se escanearon para conservar una calidad de imagen de alta resolucion en un
equipo Leica SCN400 F. Esta técnica ha permitido un estudio doble ciego digital para evaluar el efecto
bioldgico (frecuencia de micronucleos) a través de la utilizacién de la imagen mediante el programa Digital

Hub Management Web Service System de la Universidad de Murcia.
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Figura 14. Vista aumentada de un campo en el microscopio virtual digital para su estudio genotéxico.

e Dosimetros de Termoluminiscencia (TLDs).

La determinacion de la dosis de radiacion ionizante administrada a las muestras de
sangre estudiadas es un paso fundamental para establecer el efecto bioldgico buscado en el
estudio de microndcleos y, ademas, permite la realizacion de la curva dosis-respuesta (curva
de luz, es la representacion gréfica de la luz emitida por el TLD en funcion de la temperatura
de calentamiento del material). Los dosimetros de termoluminiscencia son dispositivos que
emiten luz cuando un material que ha sido expuesto a RI es calentado. En este estudio se
usaron para comprobar las dosis absorbidas administradas a las muestras estudiadas. Los
TLDs han sido utilizados extensamente durante varias décadas y estan aceptados como la
técnica mas apropiada para realizar mediciones de dosis de RI. Los TLDs son cristales de

fluoruro de litio sensibles a la radiacion tratados con magnesio (Mg), cobre (Cu) y fosforo
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(P) (GR-200r, Conqueror Electronics Technology Co. Ltd, China). Estos dispositivos fueron
colocados por pares en bolsas de plastico transparentes de 8x16 mm selladas y protegidas
térmicamente del exterior. Las bolsas fueron codificadas y etiquetadas con tinta indeleble
(figura 13). El pequefio tamafio de los dosimetros facilita su proximidad a las muestras de
sangre en el equipo de irradiacion. Los TLDs tienen forma redondeada (pastilla) de unos 4-
5 mm de diametro y 1 mm de espesor. Un total de 50 dosimetros se colocaron por pares en
24 bolsas individuales Una de estas bolsas contenia dosimetros que no fueron expuestos a

radiacion ionizante y fueron utilizados como controles.

Figura 15. Dosimetros de termoluminiscencia.

Tras la exposicion de las muestras los dosimetros se procesaron en un lector
automatico Harshaw 5500 TLD con un sistema programable de calefaccion mediante
inyeccion de nitrégeno caliente, a través de una programacion tiempo-temperatura adaptada
al perfil de los diferentes materiales termoluminiscentes. Basado en la experiencia del Centro
de Investigaciones Energéticas Medioambientales y Tecnoldgicas (CIEMAT), para los
cristales utilizados (LiF: Mg, Cu, P), fue definida una lectura ciclica a una velocidad lineal
de calefaccién de 15 °C/s desde 50 °C hasta 275 °C. La temperatura fue mantenida durante
12,7 segundos para un total de periodo de lectura de 26,7 segundos. Este ciclo asegura la
completa lectura del detector hasta dosis altas como 1 Gy asegurando su reutilizacion
posterior. Los TLDs fueron proporcionados por el CIEMAT del Ministerio de Industria y
Energia, quien también monitorizé las lecturas de los TLDs para determinar la dosis de
radiacion en este trabajo. La evaluacion de las dosis esta basada en los analisis simples de

curvas emitidas en los programas de ordenador desarrolladas por el CIEMAT. Unas dosis
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de 50 Gy y 2 Gy se establecieron como las apropiadas para los procedimientos

experimentales ensayados.

e Citometro de flujo.

Las mediciones mediante citometria de flujo para la determinacion de reticulocitos
se llevaron a cabo con un equipo Becton Dickinson LSR Fortessa™ (figura 14) con opcion
de muestreo de alto rendimiento, capaz de manejar placas de pocillos multiples (placas de
96 pocillos) y dotado de 5 lineas de laser que permite detectar 20 parametros
simultaneamente. Lineas de laser: Blue 488 nm 50 mW; Yellow-green 561 50 mW, Red 640
nm 40mW,; Violet 405 nm 50 mW; UV 355 nm 20 mW. (BD Bio-sciencies, San Jose, CA,
USA).

#BD LSRFortessa™ X-20
Special Order Research Product

Figura 16. Citometro BD LSRFortessa™ X-20.

Las mediciones mediante citometria de flujo para la determinacién de la
apoptosis se llevaron a cabo con un equipo Citdmetro BD FACSCalibur™ (figura 15)
analizador de 6 parametros (FSC, SSC y 4 fluorescencias) con éptica de excitacion: laser
azul: Argon 488 nm (15mw) y laser rojo: Helio-Neon 633 nm. Con sistema de adquisicién
en tubo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.).
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Figura 17. Citometro BD FACSCalibur™.

e Espectdémetro.

Para medir la absorbancia se utilizé un equipo FLUOstar® Omega de BMG
Labtech (Ortenberg, Alemania). Es un lector de placas multimodo que permite la medicion
de la absorbancia de las muestras procesadas mediante distintos filtros UV/vis. Permite
medidas de absorbancia de un espectro de 220 a 100 nm y resoluciones de 1 a 10 nm (figura
16). Los resultados obtenidos tras el procesado de muestra son almacenados digitalmente
mediante el software Reader control and MARS data anélisis, que permite la realizacion de

tablas de absorbancia y analisis de datos.

Figura 18. Espectometro FLUOstar® Omega para medida de la absorbancia.
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3.1.5. Reactivos quimicos y extractos utilizados en este estudio.

Los medios RPMI 1640 y Ham’s F10, asi como la Phytoheamaglutinina A (PHA),
cytochalasina B, estreptomicina, penicilina, solucion salina fosfato-buffer (PBS), 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2h-tetrazolium bromide (MTT), suero de albimina
bovina (BSA fraction V) y 6-n-propyl-2-thiouracilo (PTU) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich® chemicals SA (Madrid, Spain). El suero bovino fetal (FBS) se obtuvo de Gibco™
(USA); el acido acético glacial y el etanol de Scharlab® SL (Madrid, Spain). EI metanol y
el cloruro potasico se obtuvieron de Panreac® quimica SL (Madrid, Spain); la heparina
sodica al 5 % de Rovi® Pharmaceutical Laboratories (Madrid, Spain). La rutina y la
quercetina se han obtenido de Extrasynthese (Extrasynthese S.A., Genay, France). El
dimethyl sulfoxido (DMSO) de Laboratorios Merck (Merck, Darmstadt, Germany). La
amifostina (WR-2721) o Ethyol® de Schering (Schering-Plough S.A., Madrid). El acido

carnosico (AC) se ha obtenido de Furfural Espafiol S.A. (Nutrafur®, Alcantarilla, Murcia).

La RNasa A de pancreas bovino y la solucién de yoduro de propidio (PI) de 1,0
mg/mL se obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals S.A. (Madrid, Espafia). El anticuerpo
contra el receptor de transferrina CD71 de rata conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) de Southern Biotech (Birmingham, EEUU).

Para la cuantificacion de apoptosis se utilizé el kit Alexa Fluor® 488 annexin
V/Dead Cell Apoptosis Kit (Catalog nos. VV13241) obtenida de Invitrogen™, Thermo Fisher
Scientific, Espafia, Madrid.

La N-etilmaleimida (NEM), el tampon de lisis pasiva, el DTT (DL-dithiothreitol)
acuoso con pureza del 99%, luciferina-NT, el reactivo de deteccion de luciferina, el glutation

y glutation S-transferasa son de Promega Biotech Ibérica S.L. (Madrid, Espafia).
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Almacenamiento y preparacion de los reactivos para su utilizacion en los ensavos.

MTT.
El 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2h-tetrazolium bromide (MTT) se
mantuvo almacenado a 0-5° C en una solucion de 8 mg/ml preparado en PBS y almacenada

a 4°C en ambiente sin luz. El periodo maximo de almacenamiento fue de 1 mes.

Dimetilsulfoxido (DMSO).

DMSO (MW 78, 99.5% pureza) se mantuvo a temperatura ambiente. El
dimetilsulfoxido (DMSQO) (Sigma, USA) es una sustancia de amplio uso en cultivos
celulares y que se ha utilizado como disolvente de numerosos flavonoides. Por haberse
utilizado como disolvente y por sus caracteristicas estructurales y antioxidantes, el grupo
al que se le ha administrado DMSO se le ha considerado como un grupo de animales

independiente. Su estructura quimica es la siguiente: C2H60S.

EI DMSO se ha utilizado al 5 %: 50 g de DMSO se han disuelto en 1000 ml de agua
destilada y ha sido almacenado a 4 °C hasta su utilizacion. Su inclusion dentro de los grupos
estudiados es doble: por un lado, es necesario conocer los posibles efectos sobre el
procedimiento utilizado ya que se ha incorporado como agente indispensable para la
solubilizacion de algunos flavonoides; por otro lado, su estructura presenta puentes disulfuro
que clasicamente se aceptan como protectores frente a la radiacion ionizante. Ademas, es un
agente antioxidante que obliga a la discriminacién de sus posibles efectos, ya que pueden

solaparse con el de los flavonoides que vehiculiza.

Albumina Bovina.
Liofilizados de suero de albumina bovina (fracciéon V) con una pureza minima del

96% se almaceno en tubos de 20 mgr/l en PBS esterilizadas mediante filtros a 0-5 *C.

Solucion de CD-71/RNasa.
La soluciéon de CD71/RNasa se utiliza para digerir el ARN en la prueba de
microntcleos en reticulocitos de raton y cuantificacion mediante citometria de flujo. Esta

solucion debe estar recién preparada para su utilizacion en el ensayo. Se ha de trabajar con
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luz tenue para evitar su desnaturalizacion y consecuente pérdida de actividad. Se requiere
una actividad suficiente de la RNasa A para digerir el ARN presente en las RET, ya que el
PI se une tanto a ARN y como a ADN, y podria dar lugar a resultados inexactos. Se prepar6
suficiente mezcla de tampdén de bicarbonato/RNasa/CD71-FITC de anticuerpos para el
nimero requerido de muestras mas un 10% extra, correspondiente a volumen "muerto". A
cada muestra, se afiadi6 0,2 ul de anti-CD71-FITC (0,5 mg/ml) y 7 ul de RNasa A al tampon

de bicarbonato (72,8 pl) para hacer un volumen total de 80 pl.

Acido carnosico.

El acido carndsico (AC) es un compuesto fendlico con capacidad antioxidante
presente en el romero (“Rosmarinus officinalis”). Se ha disuelto en DMSO a razon de 1
mg/ml. El carnosol y el acido carnodsico son los principios activos mas importantes del
romero. Se ha sugerido que son responsables del 90% de las propiedades antioxidantes de
los extractos de romero, actuando como potentes inhibidores de la peroxidacion lipidica en
los sistemas microsomales y liposomales, y siendo buenos captadores de radicales perdxido
y aniones superoxido. Ademas de sus propiedades antioxidantes también presentan

propiedades anticarcinogénicas.

El AC es un compuesto insoluble en agua, parcialmente soluble en alcoholes y
soluble en disolventes organicos y aceites, por lo que se solubiliz6 en DMSO en una

proporcion de 1 mg/ ml DMSO.

Anexina V.,

Para la determinacion de la apoptosis celular mediante citometria de flujo, se utilizo
el Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Catalog nos. V13241)
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Espafia, Madrid), que permite medir la apoptosis
temprana mediante la deteccion de la expresion de fosfatidilserina (PS) y la permeabilidad
de la membrana. El procedimiento se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las células tratadas se lavaron una vez con solucion salina fria tamponada con fosfato (PBS)

y se cosecharon. Tras centrifugar y resuspender las células, se afiadieron 5 pLL de anexina V
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Alexa Fluor® 488 (componente A) seguidos de la adicion de 1 pL de 100 pg/mL de PI a
cada 100 pL de suspension celular. Tras 15 min de incubacion, se afiadieron 400 pL de
tampon a las muestras en hielo. Las células tefiidas se analizaron inmediatamente por
citometria de flujo, midiendo la fluorescencia a 530 nm y 575 nm utilizando 488 nm de
excitacion en FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.).

3.2. Método.

3.2.1. Actividad genoprotectora.

3.2.1.1. Ensayo “in vitro” de micronucleos en linfocitos humanos irradiados con
bloqueo de citocinesis con citochalasina B (CBMN).

Sangre periférica, muestras de linfocitos.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de vacio para recoleccion de sangre
VENOSAFE™ (Terumo Europe NV, Lovaina, Bélgica) estériles que contenian heparina
(heparina sodica al 5%, Rovi Lab, Madrid). La sangre se dividi6 en alicuotas en porciones
de 2 ml en crioviales. Las alicuotas de sangre de los donantes se dividieron en dos cohortes
para la construccion de una curva dosis-respuesta y para la evaluacion de la actividad

antimutagénica de algunas de las sustancias de prueba.

Construccion de curvas de respuesta a la dosis.

Las muestras de sangre se dividieron en 2 grupos:

e Grupo 1: catorce crioviales que contenian 2 ml de sangre del donante se usaron para
la construccion de una curva dosis-respuesta. De estos, 2 viales que contenian sangre
no se irradiaron y se consideraron muestras controles o como viales de control
(frecuencia micronucleos basal) mientras que las 12 muestras de sangre restantes se

expusieron a diferentes dosis de 2 Gy de rayos X.
e Grupo 2: actividad genoprotectora in vitro de las sustancias ensayadas. Este segundo
grupo consistio en tubos con partes alicuotas de sangre de 2 ml en crioviales, que se

usaron para evaluar el efecto antimutagénico del AC (pre y post irradiacion).
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Dos de estas muestras de sangre se usaron como controles experimentales: una
como frecuencia de MN inicial o control no irradiado y otra como control irradiado. Se
reservo una muestra de sangre para la sustancia de prueba utilizada, y esto sirvid6 como
control de la sustancia de prueba. Estas muestras solo recibieron la sustancia de prueba, pero
no estuvieron expuestas a la RI. Algunas muestras de sangre se trataron con la sustancia de
prueba antes de la exposicion a la irradiacion y se denominé grupo de preirradiacion, el resto
se irradid antes de la adicion de la sustancia de prueba y, en consecuencia, se denominé

grupo de postradiacion.

Técnica de determinacion de frecuencia de microntcleos.

Este ensayo se basa en la utilizacion de la técnica de MN en cultivos de linfocitos
obtenidos de sangre periférica humana y bloqueados citocinéticamente en su primera
division mitotica, descrito por Fenech (1986, 1990, 2000) [171-173] y considerado como el
procedimiento mas adecuado para el andlisis citogenético del dafio genotdxico inducido por

radiacion ionizante de forma sistematica [49].

Para su realizacion, en primer lugar se obtuvieron muestras de sangre de tres
donantes sanos, fueron heparinizadas, cultivadas en 4,5 ml de medio de cultivo celular y
expusiestas a los rayos X para posteriormente realizar el ensayo de MN bloqueados por
citocalasina B (CBMN) descrito por Fenech y Morley y adaptado por el Organismo
Internacional de Energia Atdmica para reducir la cantidad de medio de cultivo utilizado
[174]. En los grupos tratados con AC, se anadieron 20 uL de una concentracion de 25 uM

de solucioén de AC a 2 mL de sangre.

Todos los procedimientos utilizados para la manipulacién de muestras humanas
fueron aprobados por el Comité de Bioseguridad Experimental de la Universidad de Murcia

(ID: 472/2021). Todos los experimentos se repitieron seis veces.
I. Preparacion del medio de cultivo. En primer lugar se procedi6 a la preparacion

de las sustancias afiadidas al medio de cultivo como se explica a continuacion:

a) Preparacion de la Fitohemaglutinina.
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b) Preparacion de la Cytochalasina B.
¢) Preparacion de la Solucion Hipotdonica de Cloruro Potasico.
d) Preparacion del Tampon Fosfato.

e) Preparacion de la Solucion Fijadora.

a) Preparacion de la Fitohemaglutinina.

La Fitohemaglutinina o PHA (Sigma-Aldrich, Madrid) se obtuvo en presentaciones
de 1 y de 5 mg guardada a 2-8 °C hasta su utilizacion. Para utilizarla, la PHA previamente
debia estar disuelta en medio de cultivo Ham F10 en ambiente estéril a razon de 1 mg de
PHA/ml de HAM F10 y almacenada a -20 °C para su conservacion. Habitualmente se
preparan 100 ml de medio de cultivo y como se precisan 16 ug PHA/m se suministraron
1.600 pg PHA para 100 ml de medio de cultivo o, lo que es lo mismo, 1’6 mg de PHA.
Como la concentracion obtenida fue de 1 mg/ml de HAM F10, para administrar 1’6 mg de
PHA se afiadieron 1°6 ml de la disolucién de PHA previamente preparada. Su funcion es el
estimulo de la division o proliferacion celular de los linfocitos que, en condiciones normales,

no se dividen.

b) Preparacion de la Cytochalasina B.

La cytochalasina B o Cyt B (Sigma-Aldrich, Madrid) realiza el bloqueo de la
citocinesis mediante bloqueo tras la primera division mitotica; esta sustancia se afiadid a
cada uno de los cultivos a las 44 horas del mismo en cabina estéril. La Cyt B se obtuvo en
presentaciones de 1 y de 5 mg y se almacend a una temperatura de -20 °C hasta su utilizacion.
Para ser utilizada, la Cyt B debia ser disuelta previamente en DMSO al 100 % en ambiente
estéril. Dicha disolucion se realizaba a razon de 1 mg de Cyt B por cada 0,5 ml de DMSO.
Posteriormente y en cabina estéril, esta disolucion era alicuotada en tubos de 1 ml de
capacidad a razén de 0,1 ml de disolucion/tubo al que se anadian 0,9 ml de PBS quedando
alicuotas que presentaban la siguiente proporcion: 0,9 ml de PBS, 0,1 ml de DMSO y 200
ug de Cyt B. Finalmente, estas alicuotas eran almacenadas a -80°C y sélo se descongelaban
en el momento de ser utilizadas, es decir, para su adicién al cultivo. La concentracion de Cyt
B que se afiadia al cultivo era de 3 pg/ml. Como cada cultivo presentaba un volumen de 10
ml, se afiadieorn 30 pg de Cyt B, para lo que se precisaba 150 pl del contenido de cada tubo

previamente preparado.
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c¢) Preparacion de la Solucion Hipotonica de Cloruro Potasico.

La disoluciéon 0,075 M de cloruro potasico (CIK) se prepara con 5,59 g de CIK
(Probos, Madrid) en 1 1 de agua destilada. Esta disolucion hipotdnica tiene como objetivo
aumentar el tamafo de las células binucleadas permitiendo una mejor visualizacion de las

mismas al microscopio optico.

d) Preparacion del Tampon Fosfato.
La disolucién de tampon fosfato 10 mM con un pH de 6,2 se obtuvo diluyendo en

1 1 de agua bidestilada:

NaH2PO4 2 H20 ----------- 1,560 g/1
Na2HPO4 7 H20 ----------- 2,340 g/l

e) Preparacion de la solucion fijadora.
La solucion fijadora utilizada se prepard mezclando 3 partes de alcohol metilico
con 1 parte de acido acético glacial. Esta disolucion debe ser preparada en el momento de

ser utilizada.

I1. Descripcion de la técnica de MN. A continuacion se exponen los pasos

seguidos hasta la obtencion de las preparaciones para su lectura:

1. Preparacion del medio de cultivo con los siguientes componentes: medio HAM
F10 85%, SBF (Sigma-Aldrich, Madrid), 15%, fitohemaglutinina (PHA)(Sigma-Aldrich,
Madrid) 16 pg/ml, glutaminal pg/ml, antibidticos (Sigma-Aldrich, Madrid): penicilina
sodica 100 Ul/ml y estreptomicina 100 pg/ml.

2. Cultivar 1 ml de cada muestra de sangre heparinizada (irradiada o no y/o tratada
0 no) en frascos de cultivo de 25 ml en una estufa a 37 °C y ambiente enriquecido con CO2
al 5 % durante 72-76 horas junto con 9 ml de medio de cultivo preparado como se ha
comentado anteriormente.

3. Transcurridas 44 horas de cultivo afiadir 150 pl de la disolucion de cytochalasina

B (Cyt B) a cada cultivo. Estos 150 pl de disolucion, contienen 30 pgr de Cyt B (3 pg/ml).
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4. Posteriormente, continuar el cultivo durante otras 28-32 horas, siendo el tiempo
total de cultivo de hasta 72-76 horas.

5. Transcurrido este tiempo trasvasar el contenido de los frascos de cultivo a tubos
conicos de 15 ml y lo centrifugar durante 5 minutos a 1000 rpm (Heraeus, Minifuge T,
Madrid).

6. Extraccion del sobrenadante y agregar 8 ml de solucidon hipoténica de CIK. De
esta forma se obtiene una mezcla que se incuba nuevamente en estufa durante 3 minutos, en
las mismas condiciones que las descritas anteriormente.

7. Centrifugar el cultivo a 800 rpm durante 8 minutos, decantar el sobrenadante y
resuspender en 8 ml de fijador (Alcohol metilico: Acido Acético Glacial, 3:1) que se vuelve
a centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos. Este ultimo paso es necesario (fijacién y
centrifugacion) 3 6 4 veces, hasta obtener un sobrenadante transparente. De este modo, se
consigue aislar los linfocitos que se resuspenden en un volumen apropiado de fijador (0,5
ml).

8. Realizar las preparaciones microscopicas colocando la suspension celular gota
a gota sobre portaobjetos enfriados previamente y que, posteriormente, se van a secar en
corriente de aire suave.

9. Alas 24 horas, se puede proceder a la tincion de las preparaciones por inmersion:

a. En primer lugar se procede a la inmersion en una soluciéon de May-Griinwald
puro (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 3 minutos.

b. Seguidamente, se pasan durante 2 minutos por soluciéon de May-Griinwald al 50
% (50 % May-Griinwald y 50 % agua destilada (Braun, Melsungen, Alemania)).

c. Posteriormente y sin lavarlas, se pasan a solucion Giemsa (Merck, Darmstadt,
Alemania) durante 2 minutos mas.

10. Finalmente se lavan las preparaciones sumergiéndolas individualmente en
tampon fosfato 100 mM pH 6,2 y se dejan secar al aire.

11. Para terminar, las preparaciones microscopicas (figura 19) se montan con
portaobjetos quedando definitivamente preparadas para su estudio mediante microscopia

optica.
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Figura 19. Preparaciones microscopicas tras la tincion con May-Griinwald y Giemsa para determinacion de
la frecuencia de MN.

I1I. Criterios de recuento de micronucleos.

Los portaobjetos con las preparaciones microscopicas obtenidas de los cultivos de
las muestras de sangre fueron digitalizadas con un escaner Leica SCN400F equipado con un
Digital Image Hub (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL, EE.UU.). Las preparaciones
fueron estudiadas por tres especialistas (dos radiobidlogos con mas de diez afios de
experiencia en estudios citogenéticos y un especialista en anatomia patologica
(citopatologia) con més de quince afios de ejercicio profesional) para confirmar las imégenes

dudosas de CBMN.

El recuento de MN en las preparaciones microscopicas de linfocitos humanos se
realizd sobre 500 células binucleadas (CB) en cada una de las 6 preparaciones que se
obtuvieron de los 2 cultivos realizados por cada muestra de sangre (1 muestra de sangre, 2
cultivos celulares y 6 preparaciones microscopicas). Por lo que, aunque las cifras de
micronucleos se han presentado por 500 células bloqueadas (MN/500 CB), el estudio
corresponde al andlisis de 3000 CB para cada uno de los valores mostrados, obtenidos por 3
observadores independientemente. Los muestras estudiadas se mezclaron y codificaron sin
conocimiento previo de los resultados aportados por los otros especialistas durante el

proceso de analisis.
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El recuento fue realizado a triple ciego, desconociendo las caracteristicas de la
preparacion observada, obteniéndose un unico valor para cada punto que corresponde a la
media de las 6 lecturas diferentes para cada una de las muestras. Se siguieron los criterios
para el recuento de microntcleos establecidos por Almassy en 1987 [175]:

- Los MN deben tener la misma estructura que el nticleo principal.

- Los MN deben ser mas pequefios que el nucleo principal: no excediendo de la

mitad del tamafio del ntcleo principal o dos veces la longitud normal de un

cromosoma.

- Los MN deben ser redondos o esféricos y estar separados visiblemente del

nucleo principal.

- En contraste con las particulas no nucleares, los MN no deben mostrar

refractibilidad a la luz.

- Los MN se cuentan s6lo en células que tengan conservado el citoplasma.

- La frecuencia de aparicion de MN ha de seguir la cinética de division celular.

NC

Figura 20. Imagen microscdpica de dos linfocitos o células binucleadas con el citoplasma conservado (CB) en
donde una de ellas presenta un microntcleo en el citoplasma, sefialado por flecha en amarillo (MNCB) (MG-G.
400x).
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Figura 21. Esquema del protocolo experimental de ensayo de CBMN donde se observan los distintos pasos
seguidos: recogida de muestras de sangre de donantes sanos, irradiacion, recogida de medio de sangre irradiada
para evaluacion de efecto bystander, fijacion y lectura para determinacién del niamero de MN por cada 500
células con bloqueo de citocinesis en cada una de las condiciones del ensayo: control (C), control irradiado
(Ci), células irradiadas tratadas con AC (CA), células tratadas con medio de sangre irradiada (Bys), células
tratadas con medio de sangre irradiada y AC (BysCA).
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3.2.1.2. Ensayo de micronticleos “in vivo” sobre reticulocitos de raton.

cuantificacion mediante citometria de flujo (MNRET).

El test de MN “in vivo” sobre medula ésea de raton es un test ampliamente
utilizado para la determinacion “in vivo” del efecto genotoxico y mutagénico de diferentes

agentes quimicos y fisicos y que fue descrito originalmente por Schmid en 1975 [176].

Técnica: Los animales utilizados en este experimento se han sacrificado por
descerebracion traumatica para proceder a la exéresis de la médula ésea de ambos fémures,
segun la técnica descrita por Von Ledebur y Schmid [177] en 1973 y Schmid [176] en 1975
cuyos pasos se describen detalladamente a continuacion:

1.  Exposicion de los animales de experimentacion a 50 cGy de rayos X (figura 22).

Figura 22. Detalle de la exposicion de los animales de experimentacion a la radiacion ionizante in

vivo.

2. Tras 24 horas de la exposicion se procede al sacrificio de los animales por dislocacién
cervical e, inmediatamente, diseccion de los fémures, limpiandolos de todo resto de
musculos y tendones (figura 23).

3. Se cortan las epifisis de los fémures y mediante una jeringa de insulina (24G), se hace
fluir suero bovino fetal (Sigma, Madrid) por la diafisis femoral de forma que arrastre la
médula Gsea que contiene, la cual se recoge en tubos conicos de 15 ml de capacidad (figura
24).
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Figura 23. Técnica de diseccion de ambos fémures para extraccion de médula dsea.

4.  Usando una pipeta Pasteur con bulbo de goma, se pipetea enérgicamente el contenido
del tubo hasta obtener una suspension celular sin grumos (figura 25).

5.  Sedejareposar durante 5 minutos y se centrifuga, posteriormente, a 1000 rpm durante
5 minutos, en centrifuga Centromix 549 (Selecta, Madrid).

6.  Segun el volumen de sedimento obtenido, se extrae el sobrenadante con una pipeta
Pasteur hasta dejar aproximadamente 0,2 ml; posteriormente, se agita bien hasta obtener una
suspension homogénea.

7. Se hace una extension dejando caer a unos 2-3 cm una gota del liquido obtenido a
modo de frotis sanguineo.

8.  Sedejan secar al aire durante 24 horas.

9.  Se tifien con May-Grinwald puro (Analema, Vorquimica S.L, Vigo) durante 3
minutos.

10. Se retira el 50% del colorante y se reemplaza por agua destilada, dejandolo en esta
solucién durante 2 minutos.

11. Sin lavar, se tifien con una solucion de Giemsa (Probus, Madrid) diluido 1:6 en tampon
fosfato 100M, pH 6,2 y, se mantiene durante 2 minutos mas.

12.  Se lavan los preparados sumergiéndolos uno por uno en agua destilada.

13. Se limpia la parte inferior del portaobjetos con Xilol (Probus, Madrid) y las
preparaciones se dejan secar al aire.

14. Se montan con cubreobjetos, quedando dispuestas para su estudio microscopico
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Figura 24. Detalle de los fémures disecados y tras el proceso de extraccion medular.

Determinacidn de la frecuencia de micronucleos mediante microscopia éptica.
Las preparaciones de médula 6sea obtenidas en todos los experimentos realizados
se han analizado por dos observadores independientemente utilizando microscopia dptica.
Para el recuento y analisis de MN se ha empleado sisteméaticamente una magnificacion de
400 aumentos Yy, en los casos de comprobacion y/o discriminacion, se han utilizado 1000

aumentos con aceite de inmersion.

En los experimentos se han obtenido dos preparaciones de cada uno de los animales
utilizados. En cada una de esas preparaciones se ha procedido al recuento de 500
eritroblastos policromatofilos (PCEs) para determinar la frecuencia de aparicion de MN en
cada uno de los animales. Este valor se ha expresado como MN/1000 PCEs para cada uno

de los animales estudiados.
El recuento se ha realizado desconociendo las caracteristicas de la preparacion

observada, obteniéndose un unico valor para cada punto que va a corresponder con la media

de las lecturas para cada una de las muestras.
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La ratio PCEs por NCEs (P/N) y la ratio PCEs por Eritrocitos (PCEs + NECs) (P/E)
fueron determinados para evaluar el posible efecto citotoxico de los tratamientos fisicos y

quimicos.

Figura 25. Detalle de la cabina en el interior del equipo de rayos X. Obsérvese la colocacion de los animales
inmovilizados y conscientes para una irradiacion corporal total; y, la colocacion de las muestras sanguineas
durante la exposicién a rayos X.

Técnica de ensayo de MN en reticulocitos de médula dsea de raton.

El anélisis de micronucleos (MN) en reticulocitos (RET) basado en la citometria de
flujo se realiz6 segun la técnica descrita por Balmus et al. [178]. Se empled un citometro de
flujo Becton Dickinson LSR Fortessa con opcion de muestreo de alto rendimiento, capaz de
manejar placas de pozos multiples (96 pozos) y equipado con laseres azul de 488 nm y verde
de 561 nm (BD Bio-sciencies, San Jose, CA, USA). La fluorescencia emitida por el anti-
CD71 conjugado con FITC y el yoduro de propidio (PI) se recogid a través de un filtro de
paso de banda de 530/30 nm y 610/20 nm, tras ser excitado por los laseres azul de 488 nm y
verde de 561 nm, respectivamente. El ensayo detecta niveles bajos de inestabilidad del
genoma que no pueden identificarse facilmente mediante el fenotipado clasico, utilizando

25 pl de sangre.
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Los pasos seguidos para la preparacion de las muestras para su lectura fueron los

siguientes:

1. Recoger 50 ul de sangre venosa de la cola del raton y diluir en 300 pl de solucion de
heparina en un tubo de 1,5 ml.

2. Extraer 150 pl de la mezcla de heparina y sangre, y verter directamente sobre la
alicuota de 2 ml de metanol frio (sacada directamente del congelador a -80°C)
utilizando una pipeta y tapar el tubo de 15 ml. Repetir este paso para el tubo
duplicado. La muestra de sangre debe permanecer de color rojo brillante en el fijador.

3. Invertir la muestra 4-5 veces para evitar la agregacion, y guardar los tubos a -80°C
durante al menos 12 h.

4. Trabajando en hielo, afnadir 12 ml de tampon de bicarbonato frio (4°C), y tapar e
invertir los tubos de 15 ml para mezclar el contenido.

5. Centrifugar los tubos a 500 G durante 5 minutos a 4 °C.

6. Verter el sobrenadante, anadir 200 pl de tampon de bicarbonato frio y resuspender el
pellet de células pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo

7. Transferir 20 pl de muestra a cada pocillo de la placa de 96 pocillos 96 con capacidad
de 0,8 ml (ABgene, # AB-0859). Afadir 20 pl de cualquier muestra a tres tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml para la preparacion del control sin tincion, el control s6lo
PI y el control s6lo CD71-FITC, que son necesarios para la configuracion de la
citometria de flujo.

8. Anadir 80 pl de solucion de CD71-FITC/RNasa a las muestras de ensayo de la placa
y al tubo de control de una sola tinciéon de CD71-FITC. Anadir 7 ul de RNasa y 73
ul de tampoén a los tubos de control sin tincioén y de control s6lo PI.

9. Cubrir la placa con papel de aluminio e incubarla durante 45-60 min a 4°C con
agitacion suave (60 r.p.m) en un agitador.

10. Lavar las muestras (en pocillos y tubos Eppendorf) afiadiendo 600 ul de tampon de
bicarbonato frio (4°C) y centrifugarlas a 500 g durante 5 min a 4°C.

11. Eliminar con una pipeta el sobrenadante de los tubos de control.

12. Resuspender los pellets en 500 pl de tampon de bicarbonato pipeteando suavemente
hacia arriba y hacia abajo.

13. Transferir 200 pl de muestra a una placa de 96 pocillos de fondo plano y transparente.
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Analisis mediante citometria de flujo:

1. Transferir 500 pl de cada muestra de control a tubos de poliestireno de fondo redondo
de 5 ml.

2. Utilizando el control no tefiido, adquirir eventos con ejes de dispersion lateral
logaritmica (SSC-A-log) frente a la dispersion frontal lineal (FSC-A-Lin). En el diagrama
SSC-versus-FSC apareceran 2-3 poblaciones de globulos rojos. Se centra la poblacion
principal (eritrocitos) se crea la primera puerta (R1) justo dentro de la poblacion de
eritrocitos.

3. Aislar los dobletes trazando FSC-W-Lin frente a FSC-A-Lin y establecer la puerta R2
alrededor de las células individuales.

4. Anadir 2,5 pl de PI al tubo de control de s6lo PI, dejar unos minutos y adquirir los
eventos. Ajustar el voltaje y la ganancia para asegurar que todos los eventos quedan dentro
de los ejes, y dibujar una puerta de cuadrante para separar las poblaciones positivas y
negativas.

5. Serepite el paso anterior para el control de s6lo CD71-FITC.

6.  Utilizar el control de una sola mancha PI para identificar los eventos causados por la
autofluorescencia eliminarlos estableciendo la puerta R3.

7. Enlos ejes biexponenciales CD71-FITC frente a PI, se establece la puerta de las cuatro
poblaciones diferentes (RET, Q1; MN-RET, Q2; MN-NCE, Q3; NCE, Q4; Fig. 5d).

8. Cambiar el citometro de flujo al modo de placa de pocillos multiples.

9.  Configurar el volumen a 70 pl, las mezclas a 4 y la velocidad de flujo volumétrico a
0,5 ul o 1 pl/s (para lograr ~ 1000-2000 eventos por segundo).

10. Agregar 1 ul de PI a cada pocillo de la placa utilizando un multipipeteador, cargando
24 pocillos a la vez.

11. Cargar el protocolo guardado y exportar y guardar los datos.

12. Repetir el andlisis (crear la compuerta R1 alrededor de los eritrocitos, aislar los
dobletes y establecer la compuerta R2, eliminar la autofluorescencia estableciendo la
compuerta R3, compilar las cuatro poblaciones).

13. Para calcular el % de formacién de micronucleos (MN) se utilizaron los recuentos

absolutos de eventos para cada uno de los cuadrantes indicados.
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Se configur6 un muestreador de alto rendimiento para mezclar cada muestra de 2 a
4 veces, con lo que se adquirieron 196.000 eventos por muestra a una velocidad de 1.000 a
2.000 eventos por segundo. La preparacion de controles individuales con fluorocromo y sin
tincion de la muestra sobrante se utilizo para establecer las puertas regionales para el analisis
de la poblacion de células eritrocitarias. Se puntuaron aproximadamente 196.000 eventos
por animal para obtener la frecuencia de reticulocitos micronucleados en la sangre (MN-
RET), que se calcul6 utilizando los eventos absolutos de los diferentes cuadrantes obtenidos

del software mediante la siguiente formula:

% MN-RET = [MN-RET/(RET + MN-RET)] x 100.
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Figura 26. Esquema del procedimiento en el analisis de micronucleos en eritrocitos de ratén con microscopia
optica y mediante citometria de flujo.
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3.2.2. Estudios de citotoxicidad:

3.2.2.1. Ensayo de viabilidad celular con MTT.

Mantenimiento y conservacion de los cultivos.
Las dos lineas utilizadas se mantuvieron por medio de cultivo masivo y fueron

conservadas por criocongelacion.

El cultivo masivo se realizo en frascos de 75 cm?, con el medio adecuado para
cada linea. Todas las operaciones fueron realizadas en cabinas de flujo laminar vertical, con
el instrumental adecuadamente esterilizado. El crecimiento celular fue controlado por la
observacion directa de los frascos con un microscopio invertido de contraste de fases,
cambiando el medio aproximadamente cada dos dias, o cuando el indicador de pH sefala
agotamiento. Los cultivos se dejaron crecer hasta alcanzar la confluencia formando una
monocapa. En esta fase se trataron los cultivos con 2 ml de tripsina (0,1 mg/ml) y EDTA
(0.2 mg/ml) durante 5 minutos en estufa a 37°C y agitdndolos hasta que las células se
despegaran. Seguidamente, se afiadieron 4 ml de medio caliente suplementado con SBF y
se centrifugd a 214 g durante 10 minutos a 22°C para eliminar completamente la enzima.
Posteriormente se resuspendio el sedimento en 2 ml de medio fresco y al recuento del
nimero de células vivas en cdmara hemocitométrica mediante un ensayo de exclusion de
colorante (azul tripan) y se calculd el indculo necesario para nuevos frascos donde propagar
el cultivo. De los frascos de cultivo, se tomo6 regularmente muestras de las dos lineas con
el fin de comprobar la ausencia de contaminacion por Mycoplasma spp, mediante

fluorescencia directa con el colorante especifico para el ADN (H33233, Hoecht, Alemania).

La criocongelacion se llevo a cabo cuando los cultivos estaban proximos a la
confluencia. Para estas lineas celulares se procedio a la tripsinizacion y centrifugacion.
El sedimento se resuspendié en medio fresco suplementado con SBF hasta alcanzar una
concentracion de 1x10° células/ml y se distribuian en ampollas de criocongelacion con
un 10% (v/v) de DMSO como agente crioprotector. En todos los casos, la criocongelacion

fue realizada primero en alcohol isopropilico que provoca una bajada de temperatura de
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1°C/minuto, hasta alcanzar los -80°C y seguidamente, las ampollas eran colocadas en

nitrégeno liquido para bajar la temperatura hasta -196°C para su almacenamiento.

Para restablecer los cultivos a partir de los viales congelados, los viales se
introdujeron en un bafio a 37°C para acelerar el proceso de descongelacion. Seguidamente,
en la cabina de flujo laminar, el contenido de cada vial se vertia en un tubo de centrifuga
adicionando 10 ml de medio de cultivo para diluir el DMSO contenido en el medio de
congelacion. Tras una centrifugacion de 10 minutos a 214 g, se desechd el sobrenadante y
se resuspendieron las células en 1-2 ml de medio de cultivo para realizar el recuento celular
en camara hemocitométrica utilizando como colorante el azul tripan y estimular la viabilidad
celular tras la congelacion. Después de ajustar la concentracion, se realizd la siembra en
frascos de cultivo para reiniciar el cultivo celular, cambiando el medio de cultivo a las 24
horas y suplementandolo con mayor proporcion de SBF para las células con peor

recuperacion.

Optimizacion del nimero de células.

La viabilidad celular y los ensayos proliferativos se realizaron a las 24 y 48 horas
después del tratamiento con la sustancia problema con y sin exposicion a la radiacion X. Los
cultivos celulares se realizaron en placas de fondo optico de 96 pocillos Nunc® MicroWell
de capacidad de 300 pl / pocillo. Se incluyeron controles positivos para cada tratamiento y
linea celular y se sometieron a las mismas condiciones que las células experimentales. Las
células en la fase de crecimiento exponencial se usaron para los ensayos y las condiciones
de cultivo en los pocillos fueron las mismas que las de los matraces de cultivo tisular. Los
tratamientos se incubaron durante 24 horas después de la siembra celular en ambos tipos de
ensayos para obtener células adaptadas a las condiciones de cultivo y para adherirse al fondo
de los pocillos. Para determinar la concentracion optima de siembra celular, se sembroé el
numero apropiado de células en cada pocillo para evitar el sobrecrecimiento celular durante
los tratamientos a partir de los cuales se construyeron las curvas de crecimiento. Después de
analizar la curva de crecimiento de cada linea celular, result6 que el nimero mas conveniente
para sembrar por pocillo era 3.200 células para células PNT2 y 2.500 para células de
melanoma BF16F10.

72



Cuantificacion de la viabilidad celular. Test con MTT.

Este ensayo es un test colorimétrico que utiliza la sal de MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) porque en eucariotas la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa puede reducir el MTT soluble y amarillo, convirtiéndolo en un
producto azul intenso e insoluble (MTT formazén) permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para
medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a
la cantidad de formazéan producido. Utilizamos la técnica descrita por Carmichael et al.
(1987)!%y por Alley et al. (1998) [181], adaptada a nuestras condiciones de cultivo [182],

para cuantificar la viabilidad celular.

El procedimiento que se siguio para realizar el ensayo con el MTT fue el siguiente:
1. Reemplazar con 200 pl de medio fresco con SBF por pocillo sin rojo fenol.

2. Afadir 50 ul de MTT (8mg/ml) a cada uno de los pocillos.

3. Incubar durante 4 horas en estufa a 37° C y 5% de CO2.

4. Afadir 100ul de DMSO para solubilizar el MTT formazan producido por las
células.

5. Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

6. Lectura en un espectrofotometro FLUOstar Galaxy® utilizando un sistema de

doble longitud de onda (560 y 690 nm).

El efecto del AC para determinar la viabilidad o supervivencia celular de las células
PNT2 y B10F16 se determind usando el ensayo MTT (3-4, 5-dimetiltiazol-Z-il-2, 5-
difeniltetrazolio bromuro). Las células PNT2 y B10F16 se sembraron en placas de 96
pocillos a una concentracion de 3200 y 2500 células/ml, respectivamente. Veinticuatro horas
después de comenzar la incubacion, las células se trataron con dos concentraciones
diferentes de AC. Se prepard AC disuelto en DMSO (1 mg por mL) a 25 uM o 50 uM en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). El AC se administré afiadiendo 20 pL a cada
pocillo de una concentracion de 25 pM o 50 uM de AC de esta solucion. La administracion
de AC al medio de cultivo se realiz6 inmediatamente antes de la exposicion a rayos X durante

15 minutos.

73



Tras los 15 minutos de incubacion del AC las placas se irradiaron con diferentes
dosis de rayos X (0, 4, 6, 8 y 10 Gy). Posteriormente, las muestras se incubaron durante 24
o 48 horas para finalmente evaluar sus capacidades radioprotectoras/citoprotectoras

mediante el ensayo de viabilidad de MTT.

La viabilidad celular relativa se determind mediante la cantidad de MTT convertida
en sal de formazan insoluble. Las reducciones de la absorbancia de la viabilidad de las
muestras se determinaron mediante reducciones de absorbancia de las muestras a diversas
concentraciones cuando se compararon con el control no tratado. La viabilidad celular se

definio con relacion a los cultivos celulares de control no tratados de la siguiente manera:

Viabilidad celular = (absorbancia del cultivo de células tratadas /absorbancia) x 100.

Todos los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD) para al menos

seis repeticiones para cada muestra preparada.
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Figura 27. Esquema del protocolo del test de supervivencia celular con MTT.
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3.2.2.2. Cuantificacion de la viabilidad celular. ensayo clonogénico.

El ensayo clonogénico o ensayo de formacion de colonias es un ensayo de
supervivencia celular in vitro basado en la capacidad de una sola célula para crecer en una
colonia que se define por un niimero de células de al menos 50. Mediante este ensayo se
puede comprobar la capacidad de cada célula de la poblacion de someterse a una division
"ilimitada". Se considera el método de eleccion para determinar la muerte reproductiva de
las células tras el tratamiento con RI, pero también puede utilizarse para determinar la
eficacia de otros agentes citotoxicos [183]. So6lo una fraccién de las células sembradas
conserva la capacidad de producir colonias. Antes o después del tratamiento, las c€lulas se
siembran en diluciones adecuadas para formar colonias en 1-3 semanas. Las colonias se fijan
con glutaraldehido (6,0% v/v), se tifien con cristal violeta (0,5% p/v) y se cuentan con un

estereomicroscopio.

Se seleccionod la modalidad de ensayo “plating after treatment” donde las células
reciben tratamiento en placas y posteriormente son resembradas para evaluar la capacidad
clonogénica. Este método es utilizado especialmente en la investigacion radiobiologica para

determinar la reparacion de dafios potencialmente letales y subletales.

El procedimiento para realizar el ensayo clonogénico (figura 18), siguiendo el

protocolo de Nicolaas A. P. Franken (2006)[183] fue el siguiente:

1. Irradiacion con 4 Gy de cultivo de células PNT2 y B16F10.

2. Extraccion de medios de las células irradiadas y adicion de estos a cultivo de células
PNT2y B16F10 no irradiados, respectivamente, para valoracion del EB.

3. Recoleccion de células de los cultivos donantes PNT2 y B16F10 mediante
tripsinizacion, previo lavado con PBS.

4. Dejar la solucion de tripsina sobre las células hasta que se redondeen, controlando
dicho evento inspeccionando bajo el microscopio.

5. Tras el desprendimiento celular de los platos de cultivo, resuspender las células en
medio para inhibir la tripsinizacion.

6. Separar las células pipeteando hacia arriba y hacia abajo el medio con las células.
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7. Contaje celular con contador Coulter. Se ha de determinar el nimero exacto de
células sembradas para obtener los datos correctos de la eficiencia de sembrado para
los controles no irradiados.

8. Diluir en tubos estériles para poder pipetear en los pocillos de ensayo 100 o hasta 10*
celulas después del tratamiento para un célculo adecuado de la supervivencia.

9. Siembra celular en placas para obtener los controles no irradiados.

10.Siembra celular en placas de células irradiadas.

11.Siembra celular en placas de células bystander.

12.Finalmente se habran obtenido 2 placas, una para cada linea celular (PNT2 y
B16F10), con 6 pocillos para comparar la supervivencia celular en cada una de las
condiciones ensayadas:

13.Posteriormente proceder a la fijacion y tincion de las colonias.

14.Retirar el medio por encima de las células.

15. Aclarar cuidadosamente con PBS.

16.Retirar el PBS y afadir 2-3 ml de una mezcla de glutaraldehido al 6,0% vy cristal
violeta al 0,5%.

17.Tiempo de fijacién de 30 minutos.

18. Retirar la mezcla de glutaraldehido y cristal violeta. Enjuagar con agua.

19.Dejar las placas secar al aire. A una temperatura ambiente de 20-21°C.

20.Contaje de las colonias. Se procede tras la fijacion y tincién a contar las colonias
mediante un estereomicroscopio.

21.Determinar la eficiencia de siembra, PE (de Plating efficiency), de las células de
control. Es la relacion entre el nimero de colonias y el nimero de células sembradas.

Pequefios cambios en las condiciones pueden influir en este factor.

N2 de colonias formadas
PE =

—] 0,
N2 de células sembradas %100%

22.Teniendo en cuenta la PE de las células control se procede al célculo de la fraccién

de supervivencia (SF).
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SF N¢ de colonias formadas tras el tratamiento

N2 de células sembradas x PE

23. Posteriormente se lleva a cabo el anélisis de las curvas de supervivencia ajustadas
mediante una regresion lineal ponderada y estratificada segin la formula lineal-
cuadratica S(D)/S(0)1/4 exp (aD+bD2)8-11.
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Figura 28. Esquema del protocolo del ensayo clonogénico donde se observan los distintos pasos seguidos
hasta la tincién y contaje de colonias. Irradiacion de los cultivos PNT2 y B16F10 con 4 Gy de rayos X.
Extraccion de medio de cultivos irradiados y adicion de dicho medio a cultivos celulares PNT2 y B16F10 no
irradiados para cuantificar el EB. Al final del esquema imagenes de los resultados tras la tincién donde se
observan dos placas de seis pocillos que corresponden a las seis condiciones de estudio (controles no irradiados
(C), controles irradiados (Ci), cultivos irradiados y tratados previamente con AC (CA), cultivos bystander
tratados con medio de cultivos no irradiados (BYs), cultivos bystander tratados con medio de cultivos irradiados
(Bysi) y cultivos bystander tratados con AC y medio de cultivos irradiados (BysCA)) de células PNT2 y
B16F10.
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3.2.2.3. Test de determinacion de glutation intracelular (GSH y GSSG).

El glutation (GSH) es un importante antioxidante tiol tripeptidico (y-
glutamilcisteinilglicina) en las células que existe en dos formas: reducido como GSH y
oxidado como glutation disulfuro (GSSG) [184]. En condiciones fisioldgicas el GSH esta
significativamente mas elevado que el GSSG. Sin embargo, se ha descrito que condiciones
patologicas que causan estrés oxidativo provocan una disminucion de la relacion GSH /
GSSG [185]. Por lo tanto, la evaluacion de los niveles de GSSG en condiciones de induccion
de estrés puede proporcionar informacidon valiosa sobre el estrés oxidativo que estd

experimentando un sistema biologico [186,187].

Los niveles totales de glutation se determinaron utilizando el kit GSH / GSSG-
Glo™ Assay (Promega Biotech Ibérica, Madrid, Espaifia) (figura 30), un sistema basado en
luminiscencia para la deteccion y cuantificacion de glutation total (GSH + GSSG) y de los
ratios de GSSG y GSH/GSSG en células PNT2 y BI6F10 sometidas a las diferentes
condiciones experimentales tres horas después de la exposicion a 20 Gy de rayos X. Las
variaciones en los niveles de GSH son importante en la evaluacion de las respuestas
toxicoldgicas y es un indicador de estrés oxidativo que puede indicar la aparicion de
apoptosis o muerte celular. El ensayo proporciona de forma sencilla y rapida, sefales
luminiscentes estables que se correlacionan con el GSH total, o con la concentracion de
GSSG de una muestra en el cultivo. Tanto el glutation total como las determinaciones de
GSSG se basan en la reaccion de conversion de GSH-dependiente de una sonda de GSH
(luciferina-NT a luciferina) por una enzima glutation-S-transferasa que se acopla a una

reaccion de luciferasa.

La luz de la luciferasa depende de la cantidad de luciferina formada, que es a su vez
dependiente de la cantidad de GSH presente. Esto hace que la sefal luminiscente sea
proporcional a la cantidad de GSH. La determinacion del glutation total y GSSG se llevan a
cabo en reacciones paralelas. En una primera reacccion, los reactivos del ensayo miden
glutation total usando un agente reductor que convierte todo el glutation (GSH y GSSG) en
un lisado celular a la forma reducida, GSH. En una segunda reaccion, los reactivos de ensayo
se utilizan para medir solamente la forma oxidada (GSSG). En este caso, se afiade un

reactivo que bloquea todo el GSH, dejando intacto el GSSG. Esta etapa de bloqueo es
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seguida por una etapa de reduccion que convierte la GSSG a GSH para la cuantificacion de
la reaccion luminiscente (figura 29). Debido a que los ensayos se realizan directamente sobre
las células en los pocillos, la pérdida de GSH o GSSG se reduce al minimo y con ello la

variabilidad.

Total Glulathione Measure

@’@ ®® Lyse cells and reduce

/ GSSG to GSH to measure
\ / total glutathione.

-
\\\/,-\
GST

GSH-NT
\ U|tra_G|oTM
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Luciferin ————> Light
ATP

/
@ @)@\ Lyse cells and block
GSH. Reduce GSSG
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\ / oxidized glutathione.

——-/
\\ -

[ —

Oxidized Glutathione Measure

Figura 29. Esquema de reacciones para la determinacion de glutation total y glutation oxidado (tomado del
manual del kit GSH/GSSG-Glo assay).

Para la realizacion de la técnica los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Las células sembradas y adheridas durante 24h en una placa de 96 pocillos se tratan
con los compuestos a ensayar o con el vehiculo: unos pocillos para la medicion del glutation
total y otros para la medicion del GSSG.

2. Los tratamientos se retiran y se sustituyen con un reactivo de lisis: el reactivo de lisis
de glutation total para el conjunto de células de medicién de glutation total, o el reactivo de
lisis de glutation oxidado para el conjunto de células de medicion de GSSG.

3. El reactivo de generacion de luciferina se afiade a todos los pocillos, se mezcla y se
sigue con una incubacién de 30 minutos.

4. El reactivo de deteccion de luciferina se afiade a todos los pocillos, se mezclan y tras

una incubacién de 15 minutos, se mide la luminiscencia.
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5. Los ratios de GSH / GSSG se calculan directamente a partir de mediciones de
luminiscencia (en unidades relativas de luz, RLU) para la interpolaciéon de las

concentraciones de glutation a partir de su comparacion con su curva estandar.

Figura 30. Kit de glutation de Promega® utilizado en el estudio donde se observan los distintos reactivos.

La técnica permite:
e Medir glutation total y los niveles de GSSG en las células como un
indicador de la viabilidad celular.

e Medir las relaciones de GSH / GSSG en las células como un indicador de

estrés oxidativo.

o Establecer el perfil de medicamentos y de nuevas entidades quimicas para

la modulacion del total de los niveles de GSH y GSSG en las células.
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Parta realizar el célculo de las fracciones de glutation a partir de la curva estandar

de GSH:

Se traz6 un primer grafico RLU neto vs GSH uM. Se trazé un segundo grafico con
los valores del eje x divididos por dos para reflejar la concentracion micromolar de
GSSG. Teniendo en cuenta que se generan 2 moles de GSH por 1 mol de GSSG
dividiendo las concentraciones de GSH por dos se obtiene la concentracion de
GSSG.

Utilizando la pendiente (m) generada por la porcion lineal de cada curva estandar y
la formula y = mx + b, se ocnvierten los valores netos medios de RLU de las células
tratadas y no tratadas en micromoles de GSSG y GSH.

Sustraer la contribucion de GSSG a la concentracion total de glutation multiplicando
los valores de micromoles de GSSG por 2 y restando este valor de la cantidad total
de glutation para generar la concentracion de GSH en las muestras.

Calculo de los ratios siguiendo las formulas que se muestran a continuacion:

uM glutatién total vehiculo— (UM GSSG vehiculo x 2)
[uM GSSG vehiculo]

Ratio GSH / GSSG control =

uM glutatién total tratado— (UM GSSG tratado x 2)

Ratio GSH / GSSG tratado = [LM GSSG tratado]
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Figura 31. Esquema del protocolo aplicado para determinacion de glutatién: irradiacion de los cultivos
celulares PNT2 y B16F10 con 20 Gy, recogida de medio de cultivo irradiado para valoracién de efecto

bystander en células no irradiadas. Realizacidn de test de glutation y determinacidn de niveles de glutation en
cada una de las condiciones estudiadas.
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3.2.2.4. Test de anexina v para cuantificacion de apoptosis.

Para la determinacion de la apoptosis celular mediante citometria de flujo, se utilizé
el Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Catalog nos. V13241)
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Espafia, Madrid), que permite la medicioén de la

apoptosis temprana mediante la deteccion de la expresion de fosfatidilserina (PS).

Las anexinas son una familia de proteinas de union a fosfolipidos dependientes del
calcio que se unen preferentemente a la PS. En condiciones fisiologicas normales, la PS se
localiza predominantemente en la ldmina interna de la membrana plasmatica,
permaneciendo en mayor concentracion hacia el interior celular. Al iniciarse la apoptosis, la
PS pierde su distribucion asimétrica en la bicapa de fosfolipidos y se traslada a la lamina
extracelular de la membrana, marcando a las células como objetivos para la fagocitosis. Una
vez en la superficie externa de la membrana, la anexina V marcada con un fluoréforo puede
detectar la PS de forma dependiente del calcio. La célula normal no apoptética no presenta
marcaje con Anexina-FITC ni con ioduro de propidio (PI). En los primeros estadios de
apoptosis se externaliza la fosfatidilserina y se marca con Anexina V-FITC (figura 32). En
los estadios mas tardios de apoptosis, la membrana celular de permeabiliza lo que permite
la entrada del IP al interior celular y asi marcar el ADN. En este estadio la célula se marca

con Anexina V-FITC y PIL.

%K/ v @) L 4
PP & o T

Fosfatsilserina O O O

CELULA NORMAL APOPTOSIS TEMPRANA APOPTOSIS TARDIA

Figura 32. Esquema de los estadios de apoptosis. VVéase como en la célula normal la fosfatidilserina se sitda
en la capa lipidica interna de le membrana celular, observandose en el exterior las moléculas de anexina V (A-
V) unida al fluoréro (F). En la apoptosis temprana la fosfatidilserina comienza a presentarse en la capa lipidica
externa, siendo detectable mediante la anexina V. En estadios posteriores la membrana pierde su estructura y
se permeabiliza, produciéndose la destruccién celular.
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El procedimiento se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante:

1. Las células tratadas se lavaron una vez con solucioén salina fria tamponada con
fosfato (PBS) y se cosecharon.

2. Tras centrifugar y resuspender las células, se anadieron 5 pL de anexina V Alexa
Fluor® 488 (componente A) seguidos de la adicion de 1 pL de 100 pg/mL de PI a
cada 100 pL de suspension celular.

3. Tras 15 min de incubacion, se afiadieron 400 pL de tampon a las muestras en hielo.

4. Las células tefiidas se analizaron inmediatamente por citometria de flujo, midiendo
la fluorescencia a 530 nm y 575 nm utilizando 488 nm de excitacion en FACSCalibur
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.).

5. Teiiir las células con conjugados de Anexina V para microscopia.

3.2.2.5. Test de determinacion de proteinas.

Previamente al ensayo de glutation se realizé un ensayo para la determinacion de
proteinas. Este ensayo se basa en el método de Bradford [188], descrito en 1976, y consiste
en cuantificar la concentracion de proteinas solubles. Para ello se adiciona un colorante 4cido
a la soluciéon de proteinas problema y posteriormente se realiza una medicion en el
espectrofotometro a 595 nm. Los resultados se comparan con la curva estdndar permitiendo

una medicion relatica de la concentracion de proteinas en la muestra estudiada.

En el método Bradford se utiliza un colorante hidrofébico (Comassie blue G-250),
cuyas disoluciones acuosas en presencia de acido fosforico proporcionan un color pardo que
reacciona con la parte hidrofébica del interior de una proteina, fijdndose a ella. El colorante
de Coomassie se une a residuos de aminoacidos basicos aromaticos, en especial a arginina.
Las proteinas se unen a la sustancia azul formando un complejo proteina-colorante que tiene
un coeficiente de extincidn mayor que el colorante libre. El colorante sufre un cambio en su

absorbancia, pasando de 465 nm a 595 nm cuando se produce su unidn a proteinas.

Para determinar el contenido protéico de una muestra se requiere la comparacion
del valor de absorbancia de la muestra con los valores de la curva de calibracion construida

a partir de cantidades conocidas de proteinas: a mayor cantidad de proteinas, mayor color
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desarrollado y, por lo tanto, mayor serd la absorbancia; es por ello que se considera un
cromoforo exdgeno. Dado que es un método que depende de una interaccion relativamente
inespecifica entre colorante y proteinas, es sensible a la presencia de contaminantes (restos
de detergentes y liquidos organicos), a la pérdida de la estabilidad proteica (pérdida de su
forma nativa). En dichos casos se podria producir una pérdida entre la unicon del cromoforo

y la region hidrofobica proteica.

Para construir la cruva de calibracion se utiliza una proteina patron, la seroalbumina
bovina en nuestro caso. Se preparan tubos testigos con cantidades conocidas de proteina y
otra disolucién llamada “blanco”, la cual s6lo contiene agua y reactivo Bradford, mientras
que en los tubos testigos se les mantiene constante el reactivo Bradford siendo los voliimenes
de todos los tubos iguales. Una vez realizadas las diluciones de los tubos se mide la
absorbancia de cada uno de ellos con una longitud de onda de 595 nm. El equipo es calibrado
con el tubo blanco, que no contiene proteinas, construyéndose asi la grafica de absorbancia

Vs concentracion.

Para la realizacion de este ensayo se utilizé una placa de 96 pocillos y se siguieron
los pasos a continuacion sefialados:

1. Se mezcla suavemente el reactivo Bradford en la botella a temperatura
ambiente.

2. Se preparan los estandares de proteina en tampdn (concenraciones desde 0,1-
1,4 mg/ml usando un patron de BSA.

3. Se cogen 5 pl de cada uno y se afiaden 250 ul de reactivo de Bradford. A los
pocillos de blanco se le afiaden 5 ml de tampon.

4. Se prepara la muestra desconocida(s) con una concentracion aproximada
entre0,1a1,4 mg/ ml.

5. A cada pocillo, se le afiaden 250 ul del reactivo de Bradford y se mezclan en
un agitador (30 segundos).

6. Se dejan las muestras incubando a temperatura ambiente durante 5-45
minutos. A continuacién, se mide la absorbancia a 595 nm. El complejo

proteina-colorante se mantiene estable hasta unos 60 minutos (la absorbancia
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de las muestras deben ser registradas antes del limite de tiempo y dentro de
los 10 minutos de diferencia).

7. Se traza la absorbancia neta vs la proteina concentracion de cada estandar.

8. Se determina la concentracién de proteina de la muestra desconocida (s)
mediante la comparacion de la A595 Net valores en contra de la curva
estandar.

9. Se preparan las diluciones de las muestras de acuerdo con la siguiente tabla.

mg/ml (prot) 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5
ul (BSA) 0 2.5 5 7.5 10 12.5 15
ul (agua) 20 17.5 15 12.5 10 7.5 5

ul total 20 20 20 20 20 20 20

3.3. Método estadistico.

El estudio estadistico ha sido realizado en colaboracion con la Cétedra de
Bioestadistica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, utilizando el paquete
BMDP Statistical Software, Inc (Version 1988; IBM PC/DOS). En los ensayos de
genoproteccion ha consistido en comparaciones entre grupos realizando contrastes de
igualdad de medias mediante analisis de varianza. Asimismo, hemos realizado analisis de
regresion 'y correlacion lineales y polindmicos. Consideramos los resultados

estadisticamente significativos cuando p era menor de 0,05 (p<0,05).

En los ensayos de determinacién in vivo e in vitro de micronucleos, apoptosis y
glutation intracelular, se ha utilizado el analisis de varianza complementado con contrastes
de medias para evaluar el grado de correlacién entre las variables. Las medias cuantitativas

fueron comparadas mediante un analisis de regresion y correlacion lineal.

Para evaluar la magnitud de la proteccion o factor de proteccion (FP) con respecto
a la reduccion de la frecuencia de MN, expresada como porcentaje de proteccion, descrito

por Sarma y Kesavan (1993)[189], se utilizé la siguiente formula:

FP (%) = (Fcontrol - F tratado /Fcontrol) x 100
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En donde:

FP es la magnitud de proteccion expresada en %,
Feontrol €S la frecuencia de microndcleos en las muestras controles irradiadas,y

Ftratados €S la frecuencia de micronucleos en las muestras irradiadas y tratadas.

En el ensayo de supervivencia celular, se realizo un andlisis de varianza (ANOVA)
de medias repetidas para comparar los porcentajes de supervivencia celular en los cultivos
con diferentes concentraciones de los compuestos y complementando con contraste de
igualdad de pares con el método de la minima diferencia significativa (M.D.S.). En este caso,
modificamos la férmula anterior[189] para adaptar el FP a la supervivencia celular: FP (%)
= (Control Mirradiado-Tratado Mirradiado/Control Mirradiado) x 100, donde M es el
porcentaje de mortalidad respecto a las células control no irradiadas. Los analisis fueron
realizados transformando logaritmicamente los datos para ajustarse a las condiciones de
ANOVA.
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IV. RESULTADOS.
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IV. Resultados.

4.1. Resultados de efecto genotéxico mediante ensayo de

micronucleos.

4.1.1. Ensayo de micronucleos in vivo.

4.1.1.1. Resultados de ensayo de microntcleos en médula 6sea de raton.

En primer lugar, se determiné la frecuencia basal de MN en el grupo de animales
control (C) expresado en MN por cada 1000 eritrocitos policromatéfilos (MN/1000 PCEs).
Como observamos en la tabla de la figura Al la frecuencia de MN obtenida en el grupo
control (C) y en el grupo que recibid tratamiento con AC (CA) fue similar, de 3 y 4 MN/1000
PCEs respectivamente, no observandose diferencias estadisticamente significativas,

constatando la ausencia de efecto genotdxico del AC sobre los animales (Figura Al).

En el grupo control irradiado (Ci), la exposicion a 50 cGy de rayos X produjo un
aumento en la frecuencia de aparicion de MN en comparacion con los animales control (C),
18 MN/1000 PCEs vs 3 MN/1000 PCEs, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,001). Estos datos son expresion del dafio genotdxico inducido por los
rayos X sobre los animales estudiados. Sin embargo, en el grupo de animales tratado con
AC y expuesto a los rayos X (CAI), se objetivé una reduccidn estadisticamente significativa
(p < 0,001) en la aparicién de MN en comparacién con los animales irradiados (Ci), 7
MN/1000 PCEs frente a los 18 MN/1000 PCEs en el grupo Ci. El grupo de animales que fue
tratado con AC e irradiado (CAI) mostré un factor de proteccion (FP) del 79,9 + 3,4%, lo
que refleja la capacidad genoprotectora del AC frente al dafio inducido por los rayos X
(Figura Al).
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Figura Al. Frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCESs) en médula 6sea de raton (C,
grupo control; CA, grupo tratado con acido carndsico; Ci, grupo control irradiado; CAi, grupo tratado con CA
e irradiado; Bys, grupo tratado con suero no irradiado; Bysi, grupo tratado con suero previamente irradiado;
BysCA, grupo tratado con suero irradiado previamente tratado con 4cido carnosico).

En aquellos animales que fueron tratados con 25 microlitros de suero de animales
no irradiados (Bys), no mostraron diferencias significativas en la frecuencia de aparicion de
MN respecto a los animales controles y a los tratados con AC; lo que expresa la ausencia de
un efecto genotoxico inducido por el suero intraperitoneal administrado. Sin embargo,
cuando los animales son tratados mediante la administarcion intraperitoneal del suero
procedente de animales irradiados con rayos X (Bysi) se determina un aumento en la
frecuencia de apricion de MN en comparacion con su grupo control, tratado con el suero
procedente de animales no irradiados (Bys) (14 MN/1000 PCEs frente a5 MN/1000 PCEs),
determinandose una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,01) y, por tanto,
expresando la capacidad genotdxica del suero de los animales irradiados sobre la médula de

los animales tratados (efecto RIBE).

La administracion intraperitoneal de AC antes de la administracion del suero de
animales irradiados (BysCA) mostrd una reduccion significativa en la frecuencia de MN
respecto a los animales irradiados y no tratados (Bysi) (p < 0,01) (7,3 MN/1000 PCEs frente
a 14 MN/1000 PCEs); lo que expresa la capacidad genoprotectora del AC en estos animales.

Se ha determinado un FP de 47,8 = 2,3% producido por el AC en este grupo de animales.
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Por tanto, los resultados obtenidos en los PCEs de médula 6sea se puede
establecer , de menor a mayor frecuencia de aparicion de MN el siguiente orden: C
~ CA =~ Bys < CAi < BysCA < Bysi < Ci (p <0,001) (Figura Al).

4.1.1.2. Citometria de flujo para micronucleos (MN) en reticulocitos (RET).

En la figura A2 se muestra el grafico de barras y la tabla de resultados del porcentaje
de MN en reticulocitos (MNRET), determinado mediante citometria de flujo, en cada uno
de los seis grupos de animales estudiados. La frecuencia basal de micronucleos determinada
en los animales control (C) y en los tratados con AC (CA) es similar (3,3% y 3,9%
respectivamente), no apreciandose diferencias estadisticamente significativas; lo que
expresa la ausencia de efecto genotdxico del AC sobre los animales estudiados. La
exposicion de los animales a 2 Gy de rayos X (Ci) produjo un aumento estadisticamente
significativo en la frecuencia de aparicion de MN en comparacion con los animales controles
(C) (22,4%), (p < 0,001), lo que expresa el dafio genotoxico inducido por los rayos X en los
animales estudiados. Cuando se administra AC antes de la exposicion a los rayos X (CA1)
se determina una reduccion en la frecuencia de aparicion de MN respecto al grupo de
animales irradiados y no tratados (Ci) (6% de MNRET frente al 22,4%), determinandose
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001); lo que expresa la capacidad de
genoproteccion del AC frente al dafio genotoxico inducido por la RI. El grupo que tratado
con AC e irradiado (CAi) mostré un FP del 73,2 £+ 3,12%, lo que expresa la capacidad
genoprotectora del AC frente al dafio inducido por los rayos X (Figura A2).
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Figura A2. Frecuencia de reticulocitos en sangre determinada por citometria de flujo 48h después de la
exposicion a radiacion ionizante (% MNRET) (C, grupo control; CA, grupo tratado con acido carnosico; Ci,
control irradiado; CA., irradiado previamente tratado con acido carndsico; Bys, tratado con suero no irradiado;
Bysi, tratado con suero previamente irradiado; BysCA, tratado con suero irradiado previamente tratado con
acido carndsico) (* p < 0. 001 frente a C; * p < 0,001 frente a Ci; * p < 0,01 frente a Ci; * p < 0,01 frente a
Bysi).

Los animales tratados con 25 microlitros de suero procedente de otros animales no
irradiados (Bys), no presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto a los
animales controles (C) ni con los tratados con AC (CA); lo que expresa la ausencia de efecto
genotoxico inducido por el suero cuando se administra por via intraperitoneal a estos
animales. Sin embargo, la administracion intraperitoneal de suero procedente de animales
previamente irradiados con rayos X (Bysi) produce un aumento estadisticamente
significativo (p < 0,01) en la frecuencia de apariciéon de MN en comparacion con el grupo
tratado con suero de animales no irradiados (Bys) (15,7% frente al 5%); lo que expresa la
capacidad genotodxica, efecto RIBE, del suero de los animales irradiados sobre los animales
receptores. La administracion intraperitoneal de AC antes de la administracion del suero de
animales irradiados (BysCA) produce una reduccion significativa de la frecuencia de MN
en comparacion con los animales irradiados y no tratados (Bysi) (8,1% frente a los 15,7%
de los animales bystander no tratados con carnosico), (p <0,01); lo que expresa la capacidad
genoprotectora del AC en estos animales, en los que se determina un FP del 48,48 + 2,4%.

En funcién de los resultados en el ensayo de MN-RET determinado mediante
citometria de flujo, se puede establecer el siguiente orden ascendente: C = CA = Bys < CAi

< BysCA < Bysi < Ci (p <0,001) (Figura A2).
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4.1.2. Ensayo de micronucleos in vitro.

4.1.2.1. Prueba de microntcleos en linfocitos humanos con bloqueo de la
citocinesis con citocalasina B (CBMN).

En el ensayo de MN in vitro se determin6 una frecuencia basal de MN que fue
similar en el grupo control (C), en el grupo tratado con AC (CA) y en el grupo tratado con
medio de cultivo (Bys) (10, 12 y 11 MN/500 CB respectivamente), no determinandose
diferencias estadisticamente significativas entre ellos; lo que expresa la ausencia de efecto
genotoxico del AC y del medio no irradiado sobre los cultivos celulares de linfocitos
receptores. En el grupo de cultivo de linfocitos tratados con 2 Gy de rayos X se observa un
aumento significativo en la frecuencia de aparicion de MNCB (p < 0,001) respecto al grupo

de cultivos controles; poniendo de manifiesto el dafio genotdxico ocasionado por la RI.
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Figura A3. Frecuencia de microndcleos en cultivos de linfocitos humanos con blogueo citocinético (CBMN)
(C, control; CA, tratado con &cido carnoésico; Ci, control irradiado; CA.I, irradiado previamente tratado con
acido carndsico; Bys, tratado con suero no irradiado; Bysi, tratado con suero previamente irradiado; BysCA,
tratado con suero irradiado previamente tratado con acido carnésico).

Cuando los cultivos de linfocitos son tratados con AC antes de la exposicion a rayos
X (CAI1) se observa una disminucion significativa en el recuento de MN respecto al grupo
solo irradiado; obteniéndose un recuento de 13 MN/500 CB frente a los 27 MN/500 CB (p
< 0,001). El grupo tratado con AC e irradiado (CAi) muestra un FP de 41,9 + 3,12%,
expresando asi también su capacidad genoprotectora frente al dafio inducido por los rayos X

(figura A3).
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La administracion de medio de cultivo procedente de linfocitos irradiados con 2
Gy de rayos X (Bysi) produce un aumento estadisticamente significativo en la frecuencia
de aparicion de MN en comparacion con los cultivos de linfocitos tratados con el medio de
cultivo procedente de células no irradiadas (Bys) (18,6 MN/500 CB frente a 11 MN/ 500
CB), determinandose diferencias estadisticamente significativas (p < 0,01); lo que expresa
la capacidad genotoxica ocasionada por el medio de cultivo de linfocitos irradiados y
poniendo de manifiesto el dafio producido por el efecto RIBE. Sin embargo, cuando los
cultivos de linfocitos son tratados con AC antes de la administraciéon del medio de cultivo
de linfocitos irradiados (BysCA), se determina una reduccion significativa (p < 0,01) en la
frecuencia de aparicion de MN expresados en comparacion con los cultivos tratados con el
medio procedente de cultivos irradiados (Bysi). Esto expresa la capacidad genoprotectora de
la AC, que alcanza un FP del 35,5 £2,5%. Nuestros resultados con el ensayo de micronticleos
en linfocitos humanos irradiados mediante bloqueo con citocalasina B (CBMN) muestran,
en funcion de la frecuencia de aparicion de MN, un orden de prioridad siguiendo un orden

ascendente: C = Bys =~ CA < CA1 = BysCA = CAi < Bysi <Ci (p <0,001) (Figura C3).
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4.2. Resultados del ensayo de citotoxicidad.

Ensayo del MTT.

4.2.1. Resultados ensayo MTT en cultivos de células epiteliales de

préstata humanas PNT2.

En primer lugar, se obtuvieron los resultados de supervivencia celular de las células
PNT?2 al ser expuestas a diferentes dosis de RI (0, 4, 6, 8 y 10 Gy, respectivamente), para
elaborar la curva dosis-respuesta frente a la RI. En la tabla y figura B1 se muestran los
porcentajes de supervivencia celular obtenidos en las células PNT2 con dos periodos de

incubacion diferentes: 24h y48 horas.

Tabla B1. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares controles de células epiteliales de
prostata humano normal PNT2.

Tiempo/Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
24 horas 100,0£5,8 [ 92,0+7,0 | 852+7,3 | 80,4+5,6 | 70,245,2*
48 horas 100,043 | 83,2+8,1 | 76,3+7,1 | 73,1+£5,4 | 61,244,9*

Se observa una progresiva disminucion en el porcentaje de células supervivientes
que es inversamente proporcional a la dosis recibida, mostrando diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,001) en ambos periodos de incubacion estudiados. Los resultados
muestran una supervivencia del 100% a las 24 h y 48 h en los cultivos controles que no
fueron expuestos a RI. Cuando se exponen a una dosis de 4 Gy de rayos X se determina una
disminucion en el porcentaje de supervivencia celular del 8 % a las 24 h y del 16,8% a las
48 h. Cuando los cultivos fueron sometidos a 6 Gy, estd disminucién en el porcentaje de
supervivencia celular es mayor, observandose una reduccion del 14,8% y del 23,7% a las 24
y 48 horas, respectivamente. La curva dosis respuesta de supervivencia celular muestra una
disminucion progresiva de la supervivencia celular dosis dependiente con la dosis de
radiacion de rayos X administrada y con el tiempo de incubacion celular analizada. Cuando
las células PNT2 fueron expuestas a 10 Gy de rayos X, la proporcion de células

supervivientes se redujo en un 33% tras 24 horas de incubacioén y en un 41% tras 48 horas
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de incubacion, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001), lo que

expresa el dafo citotoxico producido por la radiacion ionizante.
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Figura B1. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares de epitelio de prostata humano normal
PNT?2 irradiados hasta 10 Gy ((#): (p<0,001) versus células controles irradiadas).

4.2.2 Resultados del ensayo MTT en cultivos de células de prostata

humanas PNT2 tratadas con acido carnésico (AC).

Se administraron 20 microlitros de AC (25 uM y 50 uM), para evaluar el porcentaje
de supervivencia celular a las 24 y a las 48 horas de incubacion. Como se observa en la
figura B2 la adicion de AC 25 puM a las células PNT2 provoca una disminucion del 0,21%
y del 18,63% en la viabilidad celular a las 24 y 48 horas de incubacion, respectivamente. En
las condiciones de tratamiento con AC 50 uM se produce una disminucion de la viabilidad

celular del 15,39% y del 33,26% a las 24 y 48 horas.
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Figura B2. Efecto de la administracion de AC al 25 uM y 50 uM en células PNT2 después de 24 h y 48 h de incubacion.

Los resultados del porcentaje de supervivencia celular en los cultivos celulares
PNT2 que fueron tratados con 25 pM y 50 uM de AC y fueron posteriormente irradiados, e

incubados durante 24 horas, se muestran en la tabla B3.

Tabla B3. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de prostata humanos
normales PNT2 tratados con AC (25 uM y 50 uM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después
de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+58 | 91,0+7,1 |862+72 |794+54 |69,2+5,1
25uM AC 100,0£8,2 | 100,0+7,6 | 100,0+6,9 | 100,0+7,5 | 100,0+9,2*
S50uM AC 100,0+7,9 | 100,0+£8,3 | 100,0+7,5 | 100,0+9,0 | 100,0 +£10,2*

En el grupo de células controles irradiadas se produce una disminucion significativa
de la supervivencia celular, mayor cuanto mayor es la dosis de radiacion administrada. Se
observa una disminucién significativa del porcentaje de células viables del 9, 13,8, 20,6 y
30,8% tras irradiacion con 4, 6, 8 y 10 Gy, respectivamente. La mayor disminucion en la
supervivencia celular se produce con la dosis de radiacién mas alta utilizada en este ensayo
(10 Gy), con una reduccion del 30,8% de la supervivencia celular. Los cultivos celulares que

fueron tratados con AC, tanto a 25 puM y 50 uM, no modificaron el porcentaje de
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supervivencia celular en comparacion con los cultivos controles irradiados y no tratados, en
todas las dosis de rayos X ensayadas, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p

<0,001) (tabla B3; Figura B3).
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Figura B3. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales de prostata humanas normales
PNT?2 tratadas con AC (25 uM y 50 uM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24
horas de incubacion ((#): (p < 0,001) versus control irradiado).

E1 FP obtenido de los cultivos celulares tratados con las dos concentraciones de AC
e irradiados con la dosis mas alta (10 Gy), tras 24 horas de incubacion fue del 100% para

ambas concentraciones estudiadas (25 pM y 50 uM de AC).

Tabla B4. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de prostata humanos
normales PNT2 tratados con AC (25 pM and 50 pM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas
después de 48 horas de incubacion.

Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0£4,5 | 84,5+8,2 77,3+ 7,4 71,1+5,6 61,2+52
AC25uM 100,0+7,5 | 100,074 | 100,0+9,7 | 100,0£5,7 | 100,0 +4,9*
AC 50 uyM 100,0£5,7 | 100,0+9,1 | 100,0+6,4 | 100,0+5,7 | 100,0+5,3*

En la tabla B4 se muestran los resultados en el porcentaje de supervivencia celular
de los cultivos de células PNT2 control y tratadas con 25 y 50 uM de AC, e irradiadas con
distintas dosis de radiacion X (0,4,6, 8 y 10 Gy) y un periodo de incubacion de 48h. A las 48
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horas de incubacioén la reduccion de la supervivencia celular fue mas acusada en todas las
condiciones de irradiacion que la previamente descrita a las 24 horas de incubacion. Con la
dosis mas alta ensayada (10 Gy) se observa una mayor supervivencia celular en los grupos
tratados con AC en comparacion con los cultivos celulares controles irradiados. Tras los dos
periodos de incubacién (24 h y 48 h), la supervivencia celular fue similar, obteniéndose un
incremento significativo (38,8%, p <0,001) de la supervivencia celular en comparacion con
los cultivos controles irradiados. En ambas concentraciones utilizadas, se ha determinado un
aumento significativo de la supervivencia de las células PNT2 respecto a los cultivos
celulares controles irradiados (p < 0,001); lo que expresa la capacitad radioprotectora del

AC frente al dafio citotdxico inducido por la RI (Tabla B4; Figura B4).
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Figura B4. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales de prostata humanas normales PNT2
tratadas con AC (25 uM y 50 uM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacion
((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El FP obtenido de los cultivos tratados con 25 uM y 50 uM de AC tras 48 horas
desde la irradiacion con la dosis de mas alta (10 Gy) es del 100% para ambas concentraciones

de AC ensayadas.
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Resultados RIBE en ensayo MTT en células PNT2.

Para valorar el efecto RIBE en las células PNT2 a través del ensayo MTT se
modifico ligeramente el protocolo de estudio, evaluando el efecto con 0 y 20 Gy de radiacioén
ionizante y midiendo los resultados a las 48 horas de incubacion post-irradiacion. En las
c¢lulas PNT2 receptoras del efecto RIBE, el grupo tratado con medio celular procedente de
cultivos celulares irradiados con 2 Gy de RI (Bysi) muestra una disminucién significativa
de la supervivencia celular (p < 0,01) en comparacion con las células PNT2 de control (C),
lo que demuestra la citotoxicidad inducida por el medio de cultivo irradiado. Sin embargo,
la administracion de AC sobre estas células (BysCA) no muestra diferencias significativas

en la supervivencia celular, expresando una falta de efecto del AC en estos cultivos de células

Bys (Bysi).
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Figura BS. Ensayo MTT: Supervivencia celular de todos los grupos estudiados en PNT2 (C, control; CA,
tratado con acido carnoésico; Ci, control irradiado; CAi, irradiado previamente tratado con acido carndsico;
Bys, tratado con suero no irradiado; Bysi, tratado con suero previamente irradiado; BysCA, tratado con suero
irradiado previamente tratado con acido carndsico) (* p < 0,001 frente a C; * p < 0,01 frente a C; * p < 0,001
frente a Ci). Los grupos CA y Bys no estan representados en la figura, ya que coinciden con el grupo C. Los
datos son la media + SE de seis experimentos independientes.
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Por lo tanto, en las células PNT2, el orden establecido en orden descendente de

supervivencia celular fue C =~ CA = CAi> BysCA = Bysi > Ci (p < 0,001) (Figura BS).

4.2.3. Resultados ensayo MTT en cultivos de células de melanoma
metastésico B16F10.

Con el mismo protocolo seguido en los cultivos PNT2, en primer lugar, se
evaluaron los porcentajes de supervivencia celular de los cultivos B16F10 expuestos a 0 Gy,
4 Gy, 6 Gy, 8 Gy y 10 Gy de rayos X, con determinaciones a las 24 y a las 48 horas de
incubacion postirradiacion, sin tratamiento con ninguna sustancia. Se obtuvieron los
resultados que se muestran en la tabla B6. Se observa una progresiva disminucion en el
porcentaje de células viables, determinandose una relacioén que es inversamente proporcional
a la dosis de radiacion administrada, asi como al periodo de incubacion tras la irradiacion (p

<0,001).

Tabla B6. Tabla dosis de radiacion/tiempo de incubacion donde se muestra el porcentaje de supervivencia
celular (%) de cultivos de células BI6F10 irradiadas con rayos X tras los dos periodos de incubacion post-
irradiacion estudiados.

Tiempo/ Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
24 horas 100£9,5 | 86,7+7,4 | 80,6 8,2 | 73,2+ 6,8 | 66,9+5,7*
48 horas 100£2,5 | 74,7£83 | 72+6,8 | 66,0+ 7,4 | 59,0+£5,9*

Las determinaciones muestran una supervivencia celular del 100% a las 24 h'y 48
h en los cultivos controles que no fueron expuestos a RI. Cuando las células B16F10 son
expuestas a 10 Gy de rayos X, la proporcion de células supervivientes se reduce en un 33,1%
tras 24 horas de incubacion y en un 41% tras 48 horas, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p <0,001); lo que expresa el dafio citotdoxico ocasionado por

la RI (Tabla B6; Figura B6).
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Figura B6. Curvas de supervivencia celular de cultivos celulares BI6F10 controles ((#): (p < 0,001) frente a
las células control irradiadas).

4.2.4. Resultados ensayo MTT en cultivos de células de melanoma

metastésico B16F10 tratadas con &cido carndsico (AC).

Para evaluar el efecto del AC sobre la supervivencia celular de las células de
melanoma se realizd el ensayo MTT en cultivos celulares B10F16 tratados con 20
microlitros de AC 25 uM y 50 uM durante 24 y 48 horas de incubacion, en las distintas
condiciones de irradiacion utilizadas en este estudio. En la tabla D6 se pueden ver los
resultados obtenidos. El tratamiento de los cultivos celulares B16F10 con AC 25 uM y 50
UM no produce una disminucidon en la supervivencia celular de los cultivos BI6F10 no

irradiados, lo que muestra la ausencia de efecto citotoxico del AC sobre estas células (tabla

B7).

La exposicién a muestra, de manera generalizada, que en aquellos cultivos celulares
que recibieron tratamiento con AC no se produce un descenso en el porcentaje de
supervivencia celular o éste fue mucho menor respecto a sus cultivos controles. De esta

forma, en los cultivos de BI6F10 que son irradiados con 4 Gy, 6 Gy y 8 Gy de rayos X, no
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se observa disminucion significativa en el porcentaje de supervivencia celular, manteniendo

tasas de supervivencia del 100% tanto a la concentracion de 25 M como a la concentracion

de 50 uM de AC.

Tabla B7. Tabla dosis radiacion/concentracion de AC donde se muestra el porcentaje de supervivencia celular
(%) de los cultivos celulares B16F10 tratados con AC (25 pM y 50 uM) y expuestos a diferentes dosis de rayos
X, evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0£9,5 | 86,774 80,6 £8,2 73,2+6,8 66,9+7,7
AC25uM 100,084 | 100,0+8,1 | 100,0+7,6 | 100,0+7,9 82,3+9,2%
AC 50 uyM 100,079 | 100,0+84 | 100,0+8,2 | 100,0+9,1 100+ 0,2*
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Figura B7. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 tratadas con AC a las
concentraciones de 25 pM y 50 uM y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas tras 24 horas de
incubacion ((#): (p < 0,001) versus control irradiado).

Con las dosis de radiacion mas elevada, 10 Gy, se observa para ambas

concentraciones de AC (25 uM y 50 uM) que la supervivencia celular aumenta un 15,5%
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para la concentracion mas baja (25 pM) y un 33,1% para la concentraciéon mas alta (50 uM)
de AC cuando se comparan con los cultivos celulares controles irradiados. A ambas
concentraciones de AC utilizadas, se ha determinado un aumento estadisticamente
significativo de la supervivencia de las células de melanoma B16F10 en comparacion con
los cultivos celulares controles irradiados (p < 0,001); lo que expresa una capacidad

radioprotectora del AC frente al dafio citotdéxico inducido por la RI.

El FP obtenido para cultivos celulares B16F10 tratados con AC 25 uM y expuestos
a la dosis mas alta de RI utilizada en este estudio (10 Gy) fue del 46,5% tras 24 horas de
incubacion. Cuando el tratamiento de los cultivos se realizd con AC a la concentracion de

50 uM el FP determinado es del 100%.

Cuando los cultivos B16F10 se incubaron durante 48 horas tras la irradiacion, el
tratamiento con AC produce una disminucidn significativa en la supervivencia celular del
19% y 2% para las concentraciones 25 pM y de 50 uM respectivamente, en comparacion
con las células controles irradiadas. En ambas concentraciones de AC no se determinaron
diferencias estadisticamente significativas con las obtenidas en los cultivos de células
controles irradiados (Tabla B8; Figura BS). Por el contrario, la administracion de AC muestra
un efecto de radiosensibilizante, ya que provoca un incremento del dafio citotdxico inducido

por la RI (Figura BS).

Tabla B8. Tabla concentracion AC/dosis de radiacion donde se muestra el porcentaje de supervivencia celular
(%) de los cultivos celulares B16F10 tratados con AC (25 uM y 50 uM) y expuestos a diferentes dosis de rayos
X, evaluadas después de 48 horas de incubacion.

Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy
Control 100,00 74,7+ 83 72,0+ 6,8 | 66,074 |59,0+59
Acido Carnésico 25 uM | 100,0£6,9 | 100,0£7,9 | 77,7+7,1 | 623+62 |39,8+6A
Acido Carnésico 50 uM 100,0+8,4 | 100,0+9,1 | 76,174 |71,2+6,2 | 56,5+6,7

El FP obtenido de los cultivos celulares B16F10 tras 48 horas de incubacion

tratados con las dos concentraciones de AC probadas (25 uM y 50 uM) y expuestos a la dosis

de radiacion mas alta en este estudio (10 Gy) es de cero, no determinandose capacidad de
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proteccion del AC sobre este tipo celular, en contraposicion a los resultados esperados

previamente a la realizacion del estudio.
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Figura B8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 tratadas con AC a las
concentraciones de 25 uM y 50 uM y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas tras 48 horas
de incubacion ((O): (p < 0,001) versus control irradiado).

Resultados RIBE en ensayo MTT en células B16F10.

Para valorar el efecto RIBE en las células BI6F10 a través del ensayo MTT se
modificé ligeramente el protocolo de estudio, evaluando el efecto con 0 y 20 Gy de radiacion
ionizante y midiendo los resultados a las 48 horas de incubacion post-irradiacion. En las
células B16F10 receptoras del RIBE, el grupo tratado con medio celular procedente de
cultivos celulares irradiados con 2 Gy (Bysi), muestra una disminucion significativa de la
supervivencia celular (p < 0,01) en comparacion con las células B16F10 control (C), lo que
demuestra la capacidad citotoxica inducida por el medio de cultivo irradiado. La
administracion de AC a estas células antes de afiadir el medio de cultivo celular irradiado
(BysCA) mostr6 una disminucion de la supervivencia celular (p < 0,05) en comparacion con
el grupo Bysi, lo que expresa un aumento del dafio citotdxico inducido por la radiacién X.

No se ha establecido ningin factor de proteccion en estas células. Por el contrario, se
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establecié una disminucion de la supervivencia celular del 100,1 + 3,5% respecto al grupo
tratado con suero irradiado (Bysi) que expresa la capacidad radiosensibilizadora del AC

sobre las células B16F10 (Figura B9).
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Figura B9. Ensayo MTT: Supervivencia celular de todos los grupos estudiados en B16F10 (C, control; CA,
tratado con acido carnoésico; Ci, control irradiado; CAi, irradiado previamente tratado con acido carndsico;
Bys, tratado con suero no irradiado; Bysi, tratado con suero previamente irradiado; BysCA, tratado con suero
irradiado previamente tratado con &cido carndsico) (* p < 0,001 frente a C; * p < 0,01 frente a C; * p < 0,001
frente a Ci). Los grupos CA y Bys no estan representados en la figura, ya que coinciden con el grupo C. Los
datos son la media + SE de seis experimentos independientes.

Por tanto, en las células B16F10, en orden descendente de supervivencia celular, se

estableci6 el siguiente orden: C > Bysi > BysCA = Ci> CAi (p <0,001) (Figura B9).
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4.3. Resultados de supervivencia celular mediante ensayo
clonogénico.

4.3.1. Ensayo clonogénico en cultivos celulares PNT2.

En los cultivos PNT2, la administracion de AC o de medio obtenido a partir de
cultivos celulares no irradiados (Bys) no modificé la fraccion de supervivencia (FS) en
comparacion con la fraccion de supervivencia (FS) determinada en las células control (C),
lo que demuestra la ausencia de citotoxicidad del AC a las concentraciones ensayadas en
este estudio. Por lo tanto, en la Figura C2 la representacion del grupo de control (C)

representa también a los grupos CA y Bys.

Figura C1. Resultados del ensayo clonogénico en las células PNT2 donde se observan las colonias
supervivientes tras someter cada cultivo celular a las distintas condiciones de estudio (C, Ci, CA, CiCA, Bysi,
BysCA).

En los cultivos PNT2 sin tratamiento, la exposicion a 4 Gy de rayos X (Ci) produce
una disminucion de la FS, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,001)

en comparacion con el grupo control no irradiado (C), lo que demuestra la capacidad
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citotoxica de los rayos X. La administracion del AC a los cultivos de células PNT2
preirradiacion (CiCA) produce un aumento de la SF en comparacién con el grupo control
irradiado (Ci) (p < 0,01), mostrando la capacidad citoprotectora del AC frente al dafio
citotoxico inducido por la RI. Se ha determinado un FP del 24,4 + 2,1%; lo que expresa la
capacidad radioprotectora del AC (Figura C1).
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Figura C2. Ensayo clonogénico en cultivos de células PNT2. Fraccion de supervivencia (FS) de células PNT2
irradiadas con 4 Gy de rayos X (C, control; CCA, tratadas con acido carndsico; Ci, control irradiado; CiCA,
irradiadas previamente tratadas con acido carndsico; Bys, tratadas con suero no irradiado; Bysi, tratadas con
suero previamente irradiado; BysCA, tratadas con suero irradiado previamente tratado con &cido carnésico) (*
p <0.001frenteaC; *p<0,01 frentea C; * p < 0,01 frente a Ci). Los datos son la media + desviacion estandar
de seis experimentos independientes.

En las células PNT2 que fueron tratadas con medio de cultivo procedente de
cultivos PNT2 irradiados con 4 Gy de rayos X (Bysi) la FS disminuyé con respecto a la FS
obtenida en las células PNT2 control (C) siendo dicha diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,01); lo que muestra la citotoxicidad ocasionada por el medio celular
irradiado y transferido al cultivo de células receptoras no expuestas a radiacion (efecto
bystander). No obstante, al administrar AC junto con medio de cultivo de células irradiadas
(BysCA) no se observan diferencias significativas en la supervivencia celular, lo que puede

interpretarse como una falta de efecto citoprotector del AC sobre las células bystander
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(Bysi). Los grupos Bysi y BysCA muestran diferencias significativas (p < 0,01) en la FS
respecto a las células controles irradiadas (Ci), mostrando una mayor supervivencia celular

que las células expuestas directamente a los rayos X (Ci).

Por tanto, en los cultivos celulares PNT2 se establece el siguiente orden de

supervivencia celular, ordenados de mayor a menor: C = CA = Bys > Bysi = BysCA >

CiCA > Ci (p < 0,001) (Figura C2).

4.3.2. Ensayo clonogeénico en cultivos celulares B16F10.

En los cultivos celulares B16F10 la administracion de AC no modifica la fraccion
de supervivencia (FS) respecto a la determinada para las células B16F10 controles (C),
mostrando ausencia de citotoxicidad del AC a las concentraciones ensayadas. En las células
B16F10, la exposicion a 4 Gy de rayos X (Ci) produce una disminucion de la FS celular,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,001); lo que muestra la
citotoxicidad inducida por los rayos X. La administracion de AC a cultivos de células
B16F10 preirradiacion (Ci) produce una disminucion estadisticamente significativa (p <
0,01) de la FS con respecto a la determinada para las células B16F10 irradiadas (CiCA),
mostrando un aumento de la capacidad citotoxica del AC en estas células. Por todo ello, en
estas células no se determina FP alguno; por el contrario, en las células controles irradiadas
(Ci) se determina una disminucion de la FS superior al 60% + 5,3%, junto con un factor de
radiosensibilizacién y potenciacion del dafio del 32,7 £ 3,1%, que resulta superior al efecto
dafiino esperado en las células controles irradiadas con rayos X (Ci). Todo ello expresa una

capacidad radiosensibilizadora del AC sobre las células B16F10 (Figura C3, Figura C4).

La FS de las células B16F10 tratadas con medio de cultivo procedente de cultivos
celulares irradiados con 4Gy (Bysi) disminuye en comparacion con las células controles (C)
(p <0,01); lo que demuestra la citotoxicidad inducida por el medio de cultivo irradiado y asi
el efecto RIBE. En estas condiciones, la administracién de AC a estas células (BysCA) no
produce una disminucion significativa de la FS respecto a las células tratadas con medio

irradiado (Bysi); expresando una ausencia de efecto citotoxico del AC en estos cultivos
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controles. Estos dos grupos (Bysi y BysCA) muestran diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,01) respecto a las células controles irradiadas (Ci), determinandose una
mayor supervivencia celular que la obtenida en las células expuestas directamente a los rayos
X (Ci).

Figura C3. Resultados del ensayo clonogénico en las células B16F10 donde se observan las colonias
supervivientes tras someter cada cultivo celular a las distintas condiciones de estudio (C, Ci, CA, CiCA, Bysi,
BysCA).

El AC no muestra toxicidad en estas células no fueron expuestas directamente a los
rayos X y en las que se muestra el efecto RIBE (BysCA), tal y como se determina en el
grupo control tratado con AC y en el grupo irradiado (CiCA). Estos resultados expresan la
pérdida de capacidad protectora del AC que en estas células adquieren una capacidad
radiosensibilizadora sobre las células B16F10 receptoras (Figura C4). Por lo tanto, en las
células B16F10, se establece el siguiente SF en orden descendente: C = CA = Bys =~ Bysi >
BysCA > Ci > CiCA (p < 0,001) (Figura C3, figura C4).
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Figura C4. Ensayo clonogénico en cultivos de células B16F10. Fraccion de supervivencia (FS) de células
B16F10 irradiadas con 4 Gy de rayos X (C, control; CA, tratadas con acido carnosico; Ci, control irradiado;
CiCA, irradiadas previamente tratadas con 4cido carnésico; Bys, tratadas con suero no irradiado; Bysi, tratadas
con suero previamente irradiado; BysCA, tratadas con suero irradiado previamente tratado con acido carnosico)
(* p<0,001 frente a C; * p< 0,01 frente a C; * p < 0,01 frente a Ci; * p < 0,01 Ci). Los datos son la media +
desviacion estandar de seis experimentos independientes.

4.4. Resultados del ensayo de apoptosis con anexina v.

Los resultados en los ensayos de apoptosis mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos lineas celulares estudiadas (PNT2 y B16F10).

4.4.1. Resultados del ensayo de apoptosis en células PNT2.

En las células PNT2, la administracion de AC produce una disminucién
significativa del porcentaje de células apoptoéticas (p < 0,01) en comparacién con las células
controles (C), lo que muestra la capacidad del AC para disminuir significativamente la
apoptosis en estas células. Cuando las células controles son expuestas a 20 Gy de rayos X
(Ci) se produce un aumento significativo de células apoptéticas (p < 0,001); lo que expresa
el de dafio celular inducido por la exposicion directa a la RI. Nuestros resultados muestran

que las células PNT2 tratadas con AC e irradiadas (CiCA) muestran una reduccion
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significativa del nimero de células apoptdticas respecto a las determinadas en las células
irradiadas (Ci) (p < 0,001). Esto expresa la capacidad radioprotectora de la AC frente al dafio
inducido por los rayos X, situando préacticamente el porcentaje de células apoptdticas al nivel

obtenido por la administracion de AC en células no irradiadas (CCA).

Ademaés, la administracion del medio de cultivo irradiado obtenido de cultivos de
celulas PNT2 irradiadas (Bysi) muestra un aumento significativo de la apoptosis celular
(p<0,01) en comparacion con las células controles (C); expresando un RIBE inducido sobre
las células receptoras. Del mismo modo, la administracion de AC en estas celulas produce
una disminucion del porcentaje de células apoptoticas (p<0,01). En resumen, se observa el
siguiente orden en el porcentaje de células apoptéticas siguiendo un orden ascendente,, de
menor a mayor numero de células apoptoticas: CA =~ CiCA =~ BysCA < C < Bysi < Ci
(p<0,001) (Figura D1).

4.4.2. Resultados del ensayo de apoptosis en células B16F10.

En las células B16F10, la administracion de AC no produce cambios significativos
en el porcentaje de células apoptotica respecto al determinado en las células controles (C),
lo que expresa la falta de capacidad de la AC para disminuir la apoptosis en estas células.
La exposicion de las células controles irradiadas (Ci) con 20 Gy de rayos X produce un
aumento significativo de células apoptoticas (p < 0,001); lo que expresa el dafio celular
inducido por la exposicion directa a RI. Las células B16F10 tratadas tanto con AC e
irradiadas (CiCA) muestran una reduccion significativa de células apoptoticas respecto a la
observada en las células irradiadas (Ci) (p<0,01). Sin embargo, puede observarse que el
porcentaje de células apoptdticas sigue siendo cinco veces superior al determinado en las
células control (C) o en las celulas no irradiadas tratadas con AC (CiCA) (p < 0,001) (Figura
D1).

La administracion de medio de cultivo irradiado obtenido de cultivos de células
B16F10 irradiadas (Bysi) muestra un aumento significativo de la apoptosis (p < 0,01) en
comparacion con las células controles (C); expresando un efecto bystander (RIBE) inducido
en las células receptoras. Sin embargo, la administracion de suero irradiado en células
tratadas con AC (BysCA) no muestra una diferencia significativa en el porcentaje de células

apoptdticas en comparacion con el grupo no tratado con AC (Bysi).
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Asi, se determina el siguiente orden de menor a mayor porcentaje de células apoptéticas en
las celulas B16F10: C ~ CA < Bysi ~ BysCA < CiCA < Ci (p < 0,001) (Figura D1).
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Figura D1. Porcentaje de células PNT2 y B16F10 en apoptosis 48 h después de la exposicion a 20 Gy de
rayos X (C, control; CA, tratadas con acido carnésico; Ci, control irradiado; CiCA, irradiadas previamente
tratadas con éacido carnésico; Bysi, tratadas con suero previamente irradiado; BysCA, tratadas con suero
irradiado previamente tratado con acido carnosico) (* p<0,001 frente a C; * p<0,01 frente a C). Los datos
son la media = DE de seis experimentos independientes.

4.5. Resultados de supervivencia celular mediante ensayo de
glutation.

4.5.1. Determinacion de glutation total (GSH).

En primer lugar se evalud la cantidad de glutation total reducido (GSH) presente en
los cultivos celulares PNT2 y B16F10 en las distintas condiciones de tratamiento e
irradiacion ensayadas mediante la medida de los valores de luminiscencia expresada en

unidades relativas de luz (RLU) que se muestran en la tabla E1.
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Tabla E1. Tabla en la que se muestran los resultados de luminiscencia de los cultivos celulares PNT2 y B16F10
en las distintas condiciones ensayadas (C=control sin irradiar, CA= control + acido carndsico, Ci= control
irradiado, CiCA= control irradiado + acido carnésico, Bys= cultivo tratado con suero irradiado, BysCA=
cultivo tratado con suero irradiado + acido carndsico).

GSH PNT2 B16F10
C 210 462
CA 97 453
Ci 24 552
CiCA 40 512
Bys 34 545
BysCA 47 440
600
550 545
512
500
462 453 440
400 -
©
o
=S 3
:‘% § 210
52
G]
97
100
MR NS R
0 4
& AC Ci CiAC Bys BysAC

mPNT2 O B16F10

Figura E1. Grafica comparativa de niveles de GSH de ambas lineas celulares, PNT2 y B16F10, al ser
sometidas a las 6 condiciones del ensayo. En ella se observa el aumento en la cantidad de GSH total en todas
las condiciones de la estirpe B16F10 con respecto a los valores obtenidos en las mismas condiciones para las
células PNT2.

La determinacion del contenido celular total de GSH mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las dos lineas celulares estudiadas. Las células BI6F10

presentaron una cantidad mucho mayor de GSH total que las células PNT2 (p < 0,001), que

118



fue practicamente el doble de la concentracion de GSH total determinada en las células

PNT2 (BI6F10 > PNT2, p < 0,001).

En las células PNT2 se observaron diferencias significativas entre las células
control (C) y los otros grupos de células estudiados (CA, Ci, CiCA, Bysi y BysCA),
observandose una reducciéon en os niveles de glutation total reducido en el resto de
condiciones, siendo dicho hallazgo reflejo de la disminucién significativa en los niveles de

glutation total en comparacion con las células control (C) (p < 0,001).

En las células PNT2, se establecio el siguiente orden descendente en funcion de la
concentracion de glutation total: C > CA = Ci= Ci+CA = Bysi = Bys+CA (p <0,001) (figura
E2).
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Figura E2. Ensayo GSH: concentraciones totales de glutation de los distintos grupos estudiados en las células
PNT2 (C, control; CA, tratado con &cido carnosico; Ci, control irradiado; CiCA, irradiado previamente tratado
con acido carndsico; Bysi, tratado con suero previamente irradiado; BysCA, tratado con suero irradiado
previamente tratado con acido carndsico) (* p < 0,001 frente a control PNT2 (C)). Los datos son la media + SE
de seis experimentos independientes.
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Cuando se analizaron los niveles de GSH en las células B16F10, se observaron
concentraciones mucho mas elevads que en las células PNT2 en todas las condiciones, sin
embargo, las diferencias observadas entre los distintos grupos de las células B16F10 no

fueron estadisticamente significativas (Figura E3).
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Figura E3. Ensayo GSH: concentraciones totales de glutation de los distintos grupos estudiados en las células
B16F10 (C, control; CA, tratado con &cido carnésico; Ci, control irradiado; CiCA, irradiado previamente
tratado con &cido carnosico; Bysi, tratado con suero previamente irradiado; BysCA, tratado con suero irradiado
previamente tratado con acido carnosico). Los datos son la media + SE de seis experimentos independientes.

4.5.2. Determinacion de la ratio glutation reducido/glutation
oxidado (GSH/GSSG).

45.2.1. Relacion GSH/GSSG en células PNT2.

En las células PNT2, la administracion de AC produce un aumento significativo de
la relacion GSH/GSSG, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,01); lo
que expresa la capacidad del AC para aumentar la relacion GSH/GSSG en las células
tratadas, reduciendo asi el aumento de la concentracién de GSH en el citoplasma de estas

células. Cuando las células PNT2 son expuestas a 20 Gy de rayos X (Ci) se produce una
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disminucion significativa de la ratio GSH/GSSG durante el periodo estudiado (p < 0,001);
lo que expresa la disminucion de la concentracion de glutation reducido como consecuencia
de la exposicion directa a Rl. Cuando las células PNT2 son tratadas con AC e irradiadas
(CiCA) presentan una relacion GSH/GSSG inferior a la obtenida en las células no irradiadas
(C) (p <0,01); lo que expresa el dafio inducido por los rayos X. Ademas, la ratio GSH/GSSG
es superior en las células tratadas con AC e irradidas (CiCA) respecto a las células controles

irradiadas (Ci) (p<0,05); lo que expresa la capacidad citoprotectora del AC (Figura E4).

La administracion del medio de cultivo obtenido a partir de cultivos de células
PNT?2 irradiadas (Bysi) muestra una reduccion en la relacion GSH/GSSH respecto a las
células controles (C) (p < 0,01), y refleja las lesiones producidas por la administracion del
medio irradiado ( efecto RIBE) en las células receptoras. Sin embargo, cuando la
administracion del medio irradiado es precedida por la administracion de AC (BysCA) no se
observan diferencias significativas en la relacion GSH/GSSH respecto a las células no
tratadas con CA (Bys), mostrando una ausencia de capacidad citoprotectora del AC para
estas cé¢lulas en las que se induce el RIBE. De mayor a menor ratio de GSH/GSSH obtenida
en las células PNT2 se puede describir la siguiente relacion: CA> C > CiCA = Bysi = BysCA
> Ci(p <0,001) (Figura E4).
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Figura E4. Proporciones GSH/GSSG de las células PNT2 (C, control; CA, tratado con &cido carndsico; Ci,
control irradiado; CiCA, irradiado previamente tratado con &cido carndsico; Bysi, tratado con suero
previamente irradiado; BysCA, tratado con suero irradiado previamente tratado con acido carnésico) (* p <
0,001 frente a C; * p < 0,01 frente a C; * p < 0,01 frente a Ci; * p < 0,05 frente a Ci). Los datos son la media
+ desviacion estandar de seis experimentos independientes.
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4.5.2.2. Relacion GSH/GSSG en células B16F10.

La ratio GHS/GSSG es similar en los cultivos celulares controles (C), en los
cultivos tratados con AC (CA) y en los de células irradiadas (Bysi), sin determinarse

diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Cuando las células controles fueron expuestas a 20 Gy de rayos X (Ci) se observa
una disminucion de la relacion GSH/GSSG durante el periodo de estudio, siendo
estadisticamente significativa (p < 0,001); lo que expresa una disminuciéon de la
concentracion de glutation reducido como consecuencia de la exposicion directa a la RI. Los
resultados muestran que las células B16F10 que son tratadas con AC e irradiadas (CiCA)
muestran una relacion GSH/GSSG inferior a la que se determina en las células no irradiadas
(C), siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p < 0,001). Estos resultados
expresan el daio inducido a las células por los rayos X; pero, ademads, se observa una mayor
disminucion de la relacion GSH/GSSG especto a las células irradiadas (Ci) (p < 0,05). Este
resultado expresa la mayor radiosensibilizacion de estas células tras la administracion de

AC.

La administracion de medio de cultivo irradiado procedente de cultivos de células
B16F10 irradiadas (Bysi) no muestra diferencias significativas en la ratio GSH/GSSG
respecto a las células controles (C). Sin embargo, la administracion de AC a estas células
(BysCA) produce un aumento significativo de la relacion GSH/GSSG en comparacion con
el grupo control (C) (p < 0,01) y el grupo Bysi (p < 0,01). De mayor a menor ratio
GSH/GSSG en las células B16F10, los resultados pueden expresarse en el siguiente orden:

BysCA > C = CA = Bysi > Ci> CiCA (p <0,001) (Figura ES).

122



25

20

15

10

Relacion GSH/GSSG

Bysi BysAC

Figura E5. Proporciones GSH/GSSG de las células B16F10 (C, control; CA, tratado con &cido carndsico; Ci,
control irradiado; CiCA, irradiado previamente tratado con &cido carnésico; Bysi, tratado con suero
previamente irradiado; BysCA, tratado con suero irradiado previamente tratado con acido carnésico) (* p <
0,001 frente a C; * p < 0,01 frente a C; * p < 0,01 frente a Ci; * p < 0,05 frente a Ci). Los datos son la media +
desviacion estandar de seis experimentos independientes.

123



124



V. DISCUSION.

125



126



V. Discusion.

Durante mucho tiempo se ha aceptado que los efectos genéticos inducidos por la
radiacion requieren que el ADN sea alcanzado y dafiado directamente por la radiacion
ionizante. Sin embargo, en las ultimas décadas diversos estudios han descrito que en
poblaciones celulares expuestas a dosis bajas de particulas alfa, los efectos biologicos se
producen en una proporciéon mayor de células de las que se estima que han sido atravesadas
por éstas particulas alfa, poniendo de manifiesto un efecto distinto que amplifica los efectos
radioinducidos y que se ha descrito como efecto bystander inducido por la radiacion
ionizante (RIBE) [190]. El disefio de nuestro estudio parte de la necesidad de ampliar el
conocimiento sobre estos efectos indirectos (RIBE), menos conocidos, derivados de una
accion directa de las radiaciones ionizantes pero cuyo efecto ocurre en células que no se han
expuestos directamente a esta radiacion. El interés de conocer o evaluar el tipo de sefiales
que conforman el RIBE deriva del amplio uso actual de la RI como terapia para erradicar o
paliar gran cantidad de neoplasias, consiguiéndose un innegable beneficio, pero cuya
eficiencia podria mejorar si se consigue minimizar los dafios radioinducidos. Analizando las
vias de induccidn del dafio celular desde las células diana (células irradiadas directamente)
hasta las células bystander se podria estimar el riesgo de carcinogénesis por radiacion, ya
que se considera que este riesgo es producido fundamentalmente por dosis bajas de RI. En
el caso de particulas alfa los efectos se detectan con dosis tan bajas como 0,6 cGy, siendo
este umbral mayor en el caso de los rayos X ya que, el aumento de expresion de proteina
p53 que se considera una proteina intermediaria, no se observa por debajo de los 10 cGy.
Esto parece indicar la existencia de un umbral de dafio del ADN relativamente mas alto para

la radiacion poco ionizante [31,191].

Numerosos autores han estudiado aspectos de posibles factores que pueden
contribuir a la aparicion del RIBE. Koyama et al. (1998) describieron la existencia de
radicales inductores del dano celular que presentaban distintos tiempos de vida media y
concluyeron que las mutaciones y las transformaciones morfologicas son causadas
probablemente por la presencia de radicales de vida larga, mas que por radicales de vida

corta, como H®* u OH® [192].
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Por otro lado, dada la alta capacidad antioxidante del AC, también hemos
considerado de interés no solo evaluar un posible efecto radioprotector sobre el dafio directo
de las células inducido por la RI, sino también el dafio indirecto sobre estas células receptoras
(RIBE) tanto in vivo como in vitro utilizando diferentes técnicas que nos permiten determinar
su capacidad genoprotectora del ADN y radioprotectora sobre la supervivencia celular. Con
el objetivo de evaluar esta respuesta del AC decidimos realizar el estudio sobre dos tipos
celulares con una sensibilidad a la RI completamente opuestas, uno con perfil de crecimiento
normal y alta radiosensibilidad (células normales, no tumorales, de prostata humana, PNT2)
y, por otro, células con elevada capacidad proliferativa y metastasica con una elevada
radiorresistencia intrinseca (células de melanoma metastasico de raton, B16F10). Los
distintos grados de radiosensibilidad de estas dos estirpes celulares podria atribuirse a las
proteinas de sefializacion y reparacion del dafio del ADN, al microambiente tumoral, o las
diferentes situaciones de hipoxia, metabolismo celular, concentracion de glutation y
diferente equilibrio redox, las vias de sefalizacion de la proteina quinasa, e incluso a la

existencia de pigmentacion y al contenido y/o produccion de melanina [193].

Para evaluar el impacto sobre la supervivencia celular del AC frente a la RI hemos
seleccionado una serie de ensayos que permiten cuantificar cada uno de los parametros que
hemos considerado interesantes en el estudio (genotoxicidad, supervivencia celular, niveles
de glutation y apoptosis) por su validez contrastada para dicho proposito. Para ello hemos
podido realizar los ensayos de MN in vivo (sobre reticulocitos y sobre eritroblastos
policromatofilos de médula 6sea de raton) e in vitro (sobre linfocitos humanos irradiados
con bloqueo citocinético), el ensayo de supervivencia celular con MTT y de formacion de
colonias in vitro (clonogénico), la determinacion de GSH reducido y oxidado y la

cuantificacion de la apoptosis y muerte celular tardia inducida por la radiacion ionizante.

El ensayo de micronucleos (MN) es uno de los métodos mas utilizados para evaluar
el dafio cromosémico causado por agentes quimicos y fisicos [194—196]. Es ttil para evaluar
la genotoxicidad causada por agentes como los rayos X y estd avalado como prueba
determinante del dafio genotoxico por distintos organismos internacionales como el
Organismo Internacional de la Energia Atémica (OIEA), la Organizacion para la

Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) y la Organizacion Internacional para la
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Normalizacion (OIN) [197]. El ensayo de MN in vitro en linfocitos humanos irradiados con
bloqueo de la citocinesis (CBMN) es una técnica ampliamente validada que permite evaluar
la inestabilidad del ADN inducida por agentes genotdxicos. Por sus caracteristicas, esta
técnica es especialmente util en la busqueda de sustancias genoprotectoras, ya que permite
evaluar el aumento o disminucion en la frecuencia de MN tras el tratamiento con la sustancia
evaluada [198,199]. En este ensayo, el MN se define como un fragmento cromosdmico que
queda fuera del huso durante la mitosis y permanece aislado del resto de material

cromosomico en el citoplasma tras la division celular.

Por otro lado, los ensayos de MN in vivo permiten evaluar otros parametros
bioldgicos complejos que complementan los resultados esperados. El ensayo de MN en
médula dsea de roedores es el ensayo de MN mads utilizado para la determinacion de la
genotoxicidad in vivo [200,201]. En los estudios in vivo en mamiferos, un MN se define
como cuerpo citoplasmatico de naturaleza nuclear que se corresponde con un fragmento de
ADN que permanece en el citoplasma cuando el nucleo principal ya ha sido expulsado
durante la eritropoyesis. Las células seleccionadas para la lectura de MN en este ensayo son
los eritrocitos policromatofilos debido a que unas horas después de la finalizacion de la
ultima mitosis, los eritroblastos expulsan su nucleo, pero los MN permanecen en el

citoplasma, siendo mas facilmente reconocibles.

Estos MN que quedan en el citoplasma de los eritroblastos policromatofilos de la
médula 6sea de raton son un reflejo de las aberraciones cromosomicas originadas por roturas
de cromosomas, errores durante la replicacion y posterior division celular del ADN y/o por

la exposicion a agentes genotoxicos.

Los MN son facilmente reconocibles como estructuras redondeadas debido a sus
caracteristicas de tincion de la cromatina, que son similares en intensidad y textura a la
tincion del nucleo principal localizado en el citoplasma, viéndose en un color violaceo
intenso con microscopia Optica al ser tefiidos con May-Griinwald y Giemsa [202,203]. La
adicion de técnicas de citometria de flujo para la determinacion de reticulocitos en sangre
representa la ultima modificacion del ensayo de MN in vivo. Hemos utilizado este ensayo

en este estudio como un test complementario para confirmar los resultados y reducir los
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sesgos estadisticos debido a que la citometria permite la evaluacion de cientos de miles de

células en cada uno de los analisis realizados [204].

En definitiva, los MN reflejan aberraciones cromosomicas causadas por roturas
cromosoOmicas inducidas por errores durante la replicacion del ADN, las cuales se observan
en el citoplasma tras la division celular. Aunque puede determinarse una frecuencia basal o
espontanea de MN en poblaciones normales, esta frecuencia aumenta significativamente tras
la exposicion a agentes genotoxicos o sustancias mutagénicas [194—-197,202,203,205]. No
existe un unico ensayo recomendado para la evaluacion de la genotoxicidad. Por lo tanto, la
interrelacién de los resultados obtenidos entre los tres ensayos descritos anteriormente
permite una evaluaciéon mads precisa de los efectos genotdxicos de cualquier agente o

sustancia ensayada.

En nuestro estudio hemos utilizado estos tres ensayos citogenéticos diferentes de
forma complementaria para confirmar la capacidad genotoxica de los rayos X mediante la
determinacion de la frecuencia de aparicion de MN en linfocitos humanos irradiados y en
los animales expuestos a RI. Asimismo, es un test de gran utilidad para evaluar posibles
sustancias genoprotectoras ya que, pueden detectar una disminuciéon en la frecuencia
esperada de MN al someterse al tratamiento. En este caso de tratamiento con AC, los cultivos
celulares y los animales evaluados presentan una reduccion en la frecuencia de MN que
confirma la capacidad genoprotectora o efecto antigenotdxico del AC frente al dafo inducido
por la RI1 [199,202,203,205]. Dentro del disefio del estudio hemos incluido la evaluacion de
los efectos a distancia ocasionados por la RI y que aparecen en las células receptoras
utilizando también estos ensayos de MN. Determinando la frecuencia de MN ha sido posible
cuantificar los efectos genotoxicos, tanto in vivo como in vitro, del suero irradiado de
animales receptores y del medio irradiado obtenido de células de cultivos irradiados,
respectivamente, con el fin de caracterizar su influencia sobre las células receptoras y un

posible efecto lesivo de los mismos sobre estas células (RIBE) [206].
No hemos encontrado referencias previas que describan el efecto del AC frente al

dafio genotdxico inducido en las células receptoras por la administracion de medio irradiado

o suero procedente de animales expuestos a radiacion ionizante (RIBE). Nuestros resultados

130



en la determinacion de la frecuencia de MN en células tratadas con medio irradiado y AC
muestran una reduccion significativa en la frecuencia de aparicion de MN, lo que expresa
una capacidad genoprotectora frente a este dafio genotoxico inducido en las células
receptoras o bystander. La homogeneidad de los resultados obtenidos en este estudio nos
permite determinar la capacidad genoprotectora del AC tanto in vivo como in vitro; poniendo
de manifiesto el efecto genoprotector del AC tanto en células expuestas directamente a la

radiacion ionizante como en las células receptoras no irradiadas o células bystander (RIBE).

El crecimiento o desarrollo celular se puede ver afectado por sustancias quimicas y
agentes fisicos. La inhibicion del desarrollo o proliferacion celular en radiobiologia también
se denomina con el nombre de Supervivencia Celular[207] y es uno de los pardmetros que
hemos determinado en este estudio. Las técnicas mas ampliamente utilizadas y
recomendadas para dicho fin son: el ensayo con MTT [139,208-210] y, mas recientemente,
el ensayo clonogénico in vitro. La linea celular PNT2 es una estirpe que deriva de células de
prostata humana normales con una elevada radiosensibilidad a la radiacion ionizante y que
hemos puesto de manifiesto en diferentes estudios previos [140,208-210]. Sin embargo, no
hemos encontrado en la literatura cientifica referencias previas que describan el efecto del
AC en las células PNT2 expuestas a RI. En nuestro estudio se analizé este efecto al exponer
los cultivos celulares de PNT2 a 20 Gy de rayos X, obteniendo un aumento significativo de
la supervivencia celular cuando las células son tratadas con AC y poniendo de manifiesto la
capacidad radioprotectora de esta sustancia con capacidad antioxidante. Esta capacidad
radioprotectora es similar a la descrita para otras sustancias como el acido rosmarinico[211]
o el carnosol[140], y se ha atribuido a sus propiedades antioxidantes por las cuales son
capaces de eliminar los radicales libres que son inducidos por la accion de la RI [208—

210,212].

En algunos estudios previos hemos descrito el efecto citotoxico de la RI sobre las
células B16F10 [208,209,212]. En nuestro estudio hemos utilizado las células BI6F10 para
evaluar los posibles efectos radioprotectores del AC. Sin embargo, contrariamente a los
resultados que esperdbamos, el tratamiento de las células BI6F10 con AC produjo una

disminucion significativa en la supervivencia celular que no se correlaciona con las
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capacidades del AC en otras lineas o ensayos celulares en donde siempre produce un

incremento de la supervivencia celular [140,203,208,210].

No hemos encontrado en la literatura cientifica estudios previos sobre los efectos
del AC en la supervivencia celular de las células B16F10 irradiadas. No obstante, si que se
dispone de estudios realizados con otros compuestos polifendlicos y diterpenos que han
demostrado una actividad antiproliferativa inhibiendo el crecimiento celular de las células
de melanoma B16F10 [213-215] y disminuyendo la capacidad de invasion metastasica in
vivo [138,216]. Ademas se sabe que esta inhibicion sobre el crecimiento celular producido
por este tipo de sustancias es mayor si son administradas antes de la exposicion a RI
[140,217]. Por otro lado, diferentes autores han demostrado una sinergia entre el AC en
combinacion con distintos farmacos antitumorales potenciando la capacidad
antiproliferativa sobre las células B16F10 [138,216,218-220], mostrando inhibicion de la
adhesion y migracion metastasica de células de melanoma, que se ha atribuido a la inhibicion
de la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y a la inactivacion de AKT [138,218,219]. De
igual forma, en diversos tipos de cancer se ha descrito alteraciones en la via fosfatidilinositol-
3-kinasa/protein-kinasa-B (PI3K/AKT) que pueden producir una alteracion en los
mecanismos que controlan el crecimiento y la supervivencia celular, aumentando el poder

metastdsico tumoral y la resistencia a los tratamientos disponibles [221].

El glutation (GSH) es un compuesto tripéptido tiol predominante en muchos
organismos procariotas y eucariotas, que se sintetiza a partir de sus aminoéacidos precursores:
gamma-glutamato, la cisteina (Cys) y la glicina. Interviene principalmente en los
mecanismos de desintoxicacidon mediante reacciones de conjugacion. Otras funciones
incluyen la transferencia de tioles, la destruccion de radicales libres y el metabolismo de
diversos compuestos exdgenos y endogenos. Es imprescindible que la célula gestione una
elevada concentracion de GSH intracelular para protegerse de los desequilibrios
quimicos/enddgenos. Las enzimas dependientes del glutation: glutation-S-transferasa,
glutatién peroxidasa, glutation reductasa y gamma-glutamato transpeptidasa facilitan estas
funciones protectoras. También se ha implicado al GSH en la muerte celular programada

(apoptosis) [222].
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A lo largo de los afios, son muchos los autores que han encontrado en sus estudios
datos que apuntan a una interrelacion entre la radiosensibilidad y la radiorresistencia de las
células expuestas a radiacién ionizante con la existencia y concentracion del glutation
[137,184,220,223-227] por lo que nos propusimos evaluar las concentraciones de glutation
en las dos lineas celulares estudiadas y su comportamiento frente a la exposicion a los rayos
X en las células de prostata humana normal PNT2 y las células de melanoma metastasico
B16F10. El glutation, y su precursor la cisteina (Cys), son compuestos sulthidrilos (tioles)
que constituyen importantes antioxidantes intracelulares con capacidad para eliminar el
estrés oxidativo inducido por la RI. En el exterior de la célula, la Cys se encuentra en su
forma oxidada, la cisteina, que debe reducirse a gamma-glutamilcisteina para ser
transportada a través de la membrana celular por la GSH reductasa y liberada en el interior
de la célula, donde se convierte en precursora de la GSH. Cys y GSH constituyen los
principales antioxidantes intracelulares, siendo capaces de mantener la homeostasis
contrarrestando los ROS inducidos por la RI y reduciendo el estrés oxidativo [228,229]. El
GSH desempefia, ademads, un papel esencial en el metabolismo de la melanina. Dado que los
cambios en el contenido intracelular de GSH pueden modificar los procesos de proliferacion
y detoxificacion celular, esto podria determinar la respuesta terapéutica a algunas estrategias
de tratamiento del cancer. En nuestro estudio, una diferencia importante entre los dos tipos
celulares estudiados es la capacidad tnica que presentan los melanocitos para producir
melanina. En las células melanicas, la Cys tiene un destino adicional debido a su implicacion
con una de las vias de melanogénesis para formar feomelanina [228]. La activacion de la via
de sintesis de la feomelanina o un aumento de la concentracion intracelular de Cys y/o de
los niveles de GSH aumenta su utilizacion en la sintesis de la feomelanina, en detrimento de
su disponibilidad para la sintesis de eumelanina y de las otras actividades metabodlicas

celulares [184,224,227].

Nuestros resultados muestran que las células B16F10 tienen una concentracion total
de glutation mucho mayor que las células PNT2, confirmando nuestros resultados ya
descritos previamente [223]. Numerosos autores han atribuido la resistencia de las células al
tratamiento con sustancias quimioterapéuticas y RI a la cantidad de glutation intracelular

[230-234]. Esta gran diferencia en la cantidad de glutation intracelular total en las células
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B16F10 podria ser una explicacion, en nuestro estudio, de la mayor radiorresistencia frente

a la presentada por las células PNT2.

No hemos encontrado referencias previas en la literatura cientifica sobre el efecto
del AC en la concentracion de GSH en las células PNT2 expuestas a RI. Nuestros resultados
muestran que la administracion de AC produce una disminucién en la cantidad de
concentracion total de GSH en todos los grupos de células (Ci, CiAC, Bysi y BysAC) en
comparacion con el grupo control (C). Esto podria expresar la capacidad citotoxica de las
células que recibieron AC, exposicion a rayos X y medio de cultivo irradiado. Sin embargo,
se determind un aumento significativo de la ratio GSH/GSSG tanto en las células irradiadas
como en las no irradiadas, lo que podria explicar parte de la capacidad radioprotectora del
AC en las células PNT2. Nuestros resultados apoyan la hipotesis descrita por otros autores
sobre el efecto radioprotector de un antioxidante intracelular, ya que actuaria de forma
complementaria o aditiva con el glutation endoégeno intracelular, ayudando asi a mantener

niveles elevados de glutation intracelular reducido [139,209,233,234].

Tampoco hemos encontrado en la literatura cientifica referencias previas sobre el
efecto de la administracion de AC sobre el GSH intracelular en células BI6F10. En nuestro
estudio, la administracion de AC a células B16F10 no modificé la cantidad de glutation total
ni la ratio GSH/GSSG. Sin embargo, tras la exposicion a los rayos X, la administracion de
AC produjo una disminucioén significativa de la ratio GSH/GSSG. Esto implica una
reduccion del glutation reducido disponible por la célula para eliminar los radicales libres
inducidos por la RI, lo que en términos generales esta relacionado con el aumento del estrés
oxidativo inducido por la RI, y puede interpretarse como un signo del dafio inducido por la

RI [235].

En otras lineas celulares, los efectos del AC aumentan la apoptosis mediante la
induccion de la expresion de las caspasas 3, 8 y 9 y afectando a la via Akt/mTOR
[220,236,237]. En nuestro estudio, no encontramos diferencias en el porcentaje de células
apoptoticas tras la administracion de AC a las lineas celulares PNT2 y B16F10. Sin embargo,
dado que las células irradiadas han sido obviamente sometidas a estrés oxidativo,

establecimos una reduccion en el porcentaje de células apoptoticas inducida por la radiacion
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en ambas lineas celulares, aunque con diferentes grados de intensidad. En este sentido,
previamente se ha contemplado que la deplecion de GSH intracelular podria ser un sello
temprano en la progresion de la muerte celular en respuesta a diferentes estimulos
apoptoticos [238-240]. El agotamiento de los niveles de GSH induce y/o estimula la
apoptosis, mientras que los niveles elevados de GSH intracelular se han asociado con una
disminucion de la apoptosis en diferentes modelos celulares [238-240]. En nuestro estudio,
hemos observado un aumento en la ratio GSH/GSSG en células PNT2 que implica un
aumento de los niveles reducidos de GSH, lo que podria reducir el porcentaje de células
apoptdticas esperadas por la exposicion a RI. Por el contrario, en las células B16F10, la
disminucion de la ratio GSH/GSSG observada en las células tratadas con AC y expuestas a
la radiacion implica una reduccion del GSH reducido, que, aunque disminuye ligeramente

el porcentaje de células apoptodticas, no compensa el efecto daiiino inducido por la RI.

En nuestro estudio, el efecto radiosensibilizante paraddjico mediado por la
disminucion de la relacion GSH/GSSG producida por el AC en células de melanoma B16F10
podria deberse a la suma de distintos factores. Por un lado, el AC podria, como se ha descrito
previamente para el acido cafeico [241] y el acido rosmarinico [223,242], inducir la
activacion de la melanogénesis a través de la via de la feomelanina y causar una disminucion
de los niveles intracelulares de GSH. Dado que éste es utilizado y consumido para la
produccion de esta feomelanina, no puede dirigirse a la via de eliminacion de las ROS
inducidas por la RI. Ademaés, la disminucion de la relacion GSH/GSSG con niveles
reducidos de GSH podria deberse, como se ha sugerido por algunos autores, a la menor

actividad de la superoxido dismutasa descrita en la linea celular BI6F10 [219,243].

La glutation reductasa (GR) es una enzima ubicua que cataliza la reduccién
dependiente de NADPH del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) [222].
En el ciclo catalitico del GR tienen un papel fundamental los aminoacidos cisteina, histidina
y tirosina [244-246]. Se ha descrito que la GR es sensible a la modificacion quimica de los
grupos tiol redox activos. Las propiedades redox de esta enzima pueden ser inhibidas o

activadas por varias sustancias quimicas, farmacos o sustratos naturales [247].
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Por otro lado, la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la primera enzima y
la que limita la velocidad de la via de las pentosas fosfato y la principal fuente intracelular
de la forma reducida de NADPH. El aumento de la expresion del gen G6PD se ha asociado
con el aumento de los niveles de GSH y la resistencia al estrés oxidativo [248]. Se han
estudiado algunos aminoacidos que actian como sustrato y el lugar de su union a coenzimas
de la G6PD; los residuos de Cys, histidina, arginina y lisina estan implicados en la unién a
NADP+ y son esenciales para la catélisis de la G6PD [249]. En base a estos resultados, tanto
GR como G6PD son enzimas cruciales en el sistema antioxidante y las alteraciones en las
actividades de estas enzimas pueden afectar al sistema de defensa celular redox. Por ello,
este efecto radiosensibilizante podria deberse a un posible efecto inhibidor del AC sobre la
G6PD, la GR [250] o la glutatién S-transferasa, como se ha descrito en diterpenos obtenidos
de la familia de las lamiaceas (4cido rosmarinico y carnosol) [251], que disminuyen la
capacidad celular para reducir el GSSG al reducir las concentraciones intracelulares de

NADPH [223].

Ademas, el AC es una sustancia que puede tener actividad antioxidante y/o
prooxidante en funcion de la dosis administrada, el pH y de las condiciones ambientales
celulares. El estado de equilibrio en el que se encuentra el AC con el carnosol podria
modificar también los resultados [252]. En este sentido, en los tumores, el pH extracelular
suele ser acido como consecuencia de la mala perfusion y la elevada produccion de acido en
este microambiente [253]. En condiciones in vivo, las células de melanoma mantienen el pH
intracelular en un rango viable para la supervivencia celular a pesar de que el pH extracelular
del tumor es normalmente inferior a 7,0. Se sabe que hay transportadores que son capaces
de eliminar los protones metabdlicos, aunque todavia no se han identificado claramente los
transportadores especificos del mantenimiento del pH intracelular y extracelular de los
melanomas algunos autores apuntan a los transportadores de monocarboxilato ligados a H*
(MCT) como los responsables [254]. Presumiblemente, se podrian aprovechar estas
condiciones para aumentar el efecto objetivado del AC sobre las células tumorales, y, al igual
que sucede con los agentes alquilantes y los compuestos de platino, hacerlo mas selectivo,
actuando mejor sobre las células que se encuentran en lechos tumorales acidos [253,254].
Evidentemente, serian necesarios mas estudios que confirmaran nuestros resultados y

evaluaran otras caracteristicas relacionadas con la capacidad radiosensibilizante del AC y su
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interaccion con las ROS inducidas por la radiacion ionizante. Seria interesante plantear otros
estudios con el ensayo DPPH, el ensayo del poder antioxidante reductor del hierro, el ensayo
de reduccion del nitroazul de terazolio (NBT) o el ensayo ROS, junto con la determinacion

de la capacidad de enzimas desintoxicantes como la SOD vy las glutation-peroxidasas (GPx).

Por otra parte, se ha descrito que el desencadenante de las respuestas en la RIBE
seria la activacion de una via de sefializacion sensible al redox a través de la induccién
mitocondrial de ROS y especies reactivas de nitrégeno (RNS)[35,251,255]. Varios estudios
han demostrado la importancia de las vias de sehalizacion citoplasmaética en la citoproteccion
y la mutagénesis. Las ROS y las RNS estimuladas por la RI son activadores esenciales de
estas vias, ademds de comportarse como amplificadores de los eventos de ionizacion
iniciales [255]. La amplificacion y propagacion de estas senales de estrés provoca dafios en
el ADN, apoptosis en los tejidos vecinos y la activaciéon de una respuesta inflamatoria
sistémica [256]. Esta cascada de sefalizaciones produce diversos efectos en las células
receptoras, como la produccion de MN, intercambio de cromatidas hermanas, mutaciones,
disminucion de la supervivencia celular, aumento de la apoptosis y formacion de focos de
proteinas asociados a la respuesta al dafio del ADN [35,256]. Las ROS y las RNS modifican
la estructura y la funcion de las proteinas, por ejemplo, las interacciones con los grupos de
tioles metalicos, la nitracion de la tirosina de las proteinas, la oxidacion de la cisteina de las
proteinas, la S-tiolacion y la S-nitrosilacion. Algunos autores han propuesto que las ROS
inducidas por la RI seran los iniciadores del proceso y que el 6xido nitrico (NO-) o sus
derivados son los efectores que activarian estas vias de transduccion de sefiales. En respuesta
a los eventos de ionizacion celular, la célula convertiria una sefial oxidativa en una
nitrosativa porque los ROS son demasiado reactivos e inespecificos en sus reacciones con
fines reguladores y la célula estd equipada para modular con precision los niveles de NO-

[255].

En nuestro estudio, hemos determinado suficientemente los efectos genotoxicos y
citotoxicos inducidos por los sueros sanguineos procedentes de animales irradiados y por los
medios de cultivo obtenidos a partir de cultivos celulares irradiados sobre las células
receptoras, y hemos determinado el aumento de la frecuencia de MN en los tres tipos de

ensayos utilizados. En el caso de las monocapas celulares confluentes y las agrupaciones
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celulares tridimensionales, se ha observado que la comunicacion intercelular entre uniones
gap desempefia un papel fundamental en los efectos secundarios inducidos por la RI
[88,257-259]. En otros casos, los factores extracelulares solubles, incluidas las ROS y las

citocinas que se liberan de las células irradiadas contribuyen a las respuestas secundarias.

Anteriormente se ha descrito que los factores que pueden estar implicados en la
RIBE son elementos producidos por las células irradiadas, entre lo que se encuentran:
citoquinas, TGF-B, ARN, TNF-a, IL-6, IL-8 y ROS [65,256,260]. Se puede suponer que un
aumento sostenido de la produccion de ROS contribuye al efecto genotdxico al inducir
continuamente dafio oxidativo en el ADN. Diferentes autores han sugerido que el mecanismo
de la RIBE sobre el efecto genotoxico en el ADN de las células receptoras de la RIBE podria
deberse a la accion de las ROS inducidas por la radiacién ionizante sobre las células
receptoras. Ademads, se ha sugerido que estas ROS podrian producir una amplia variedad de
efectos modificando las vias de sefializacion [64,122,255,261,262].

En nuestro estudio, aquellos ensayos en los que se trato con AC previamente al
tratamiento con suero irradiado o medio de cultivo de cé€lulas irradiadas (EB) no observamos
efectos citoprotectores significativos sobre las células receptoras del EB, de forma que no se
encontraron diferencias significativas en los parametros evaluados en cada uno de los
estudios (MN, supervivencia celular, apoptosis, formacion de colonias o niveles de GSH y
ratios GSH/GSSQG). Estos resultados apuntan a la incapacidad que presenta el AC, a pesar
de su elevada capacidad antioxidante, para inhibir, eliminar o disminuir la actividad de las
sefiales bystander que se envian a través del suero de los animales irradiados o del medio de
cultivo de las células irradiadas en ambas lineas celulares evaluadas. Dichos hallazgos
coinciden con lo descrito por Harada et al. (2013) [262], quienes describieron que los
radicales libres radioinducidos participan en la formacion de senales en las células
directamente expuestas a la RI; sin embargo, es posible que no participen en la eliminacion
de sefiales transeuntes recibidas por células distantes receptoras. En sus conclusiones estos
autores postularon la teoria de que el EB estaba relacionado con la induccion de radicales
libres pero el papel de cada una de las especies de radicales es diferente entre las células
irradiadas y las células bystander o receptoras. El 6xido nitrico participaria en la formacion
de sefiales en células irradiadas, pero no en células transeuntes que reciben sefiales bystander

o receptoras. Ademas, descartaron que los radicales hidroxilos estuvieran implicados en el
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EB, al no disminuir la frecuencia de MN en células bystander en las células receptoras con
el tratamiento con DMSO. De acuerdo con lo descrito por Harada et al. (2013) [262] nuestros
resultados también apuntan a que cada tipo celular presenta unas sefiales distintas y las ROS

estarian indirectamente implicadas en la produccién de sefiales bystander.

Hace unas décadas, Konopackac et al. (2008) y Rzeszowska-Wolny et al. (2009)
[121,263] propusieron que los interceptores de ROS y de la produccion in vitro de peroxidos
(como la vitamina C) reducen la frecuencia de rotura cromosdmica y reducen su
contribucién a la produccion de MN en células no bystander, protegiéndolas asi del dafio
causado por el efecto RIBE. En sus conclusiones apuntaban que la formacion de MN se
debia a factores liberados por las células irradiadas en el medio mas que por la ionizacion y
el dafio directo del ADN por la RI. En su estudio también confirmaban la idea de que el EB
se correlaciona con una regulacion al alza de los procesos oxidativos, que resultaria de la
propagacion de ROS que se produce después de la exposicion a RI, y no de radicales que se
generen en el momento de la irradiacion. Ellos observaron que la disminuciéon en la
frecuencia de MN se producia también cuando se afiadian antioxidantes ensayados incluso
después de la irradiacion, sugiriendo su participacion en la fase tardia del dafio por
irradiacion [121]. Recientemente, en un estudio previo, utilizando una sustancia antioxidante
hidrosoluble, el acido rosmarinico, nosotros describimos una reduccion de la frecuencia de
MN en las células bystander receptoras, aunque ningun efecto citoprotector que aumentara
la supervivencia celular en estas células receptoras. Sugerimos que el acido rosmarinico, a
diferencia de la vitamina C, no presenta una actividad significativa contra los procesos de
peroxidacion lipidica que aumentan el dafo oxidativo del ADN inducido por RI, lo que
generalmente seria el mecanismo de produccion de una RIBE [63,122,255,262,264,265].
Sin embargo, la sustancia estudiada en este estudio, el AC, es una sustancia liposoluble a la
que se le atribuye una importante capacidad para actuar contra los procesos de peroxidacion
lipidica, mostrando resultados similares: reduccion de la frecuencia de MN en el EB junto
con una falta de proteccion de la supervivencia celular en las células receptoras. Por otro
lado, la administracién de AC a células bystander de melanoma B16F10 (BysCA) produce
un aumento de la relacion GSH/GSSG en comparacion con las células no tratadas con AC,
pero si cuando son tratadas con suero de células irradiadas (Bysi). Este aumento del ratio

GSH/GSSG es similar al determinado en células PNT2 normales tratadas con AC, y podria
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interpretarse como un efecto aditivo o sinérgico del AC que permite un aumento del GSH
celular reducido en ausencia de estrés oxidativo [216]. Por ello, estos resultados sugieren
que los radicales libres inducidos por la RI en células diana no participan en la disminucién
de la supervivencia celular en células receptoras a través de RIBE, sino que debe de haber

otras moléculas senalizadoras responsables de este dafo celular.

Se ha sugerido que los efectos secundarios inducidos por la RI, incluida la
inestabilidad genomica y el aumento de las mutaciones, pueden contribuir a la induccion de
un segundo cancer en células normales después de la radioterapia [256]. En la actualidad,
millones de personas de todo el mundo se someten a tratamiento radioterapico tanto para el
abordaje de patologia oncoldgica como para ciertas patologias inflamatorias. Por otra parte,
paralelamente a los recientes avances en la terapia del cancer, la esperanza de vida de los
pacientes oncoldgicos es cada vez mayor. Sin embargo, esto puede suscitar una creciente
preocupacion en relacién con las consecuencias a largo plazo de la radioterapia (RT),
incluidas las neoplasias malignas secundarias, en especial en la poblacion pediatrica. Se
considera que el riesgo de cancer secundario entre los pacientes pediatricos que han recibido
radioterapia es hasta diez veces mayor que en los pacientes adultos [266]. Posiblemente, el
EB es una de las respuestas bioldgicas a la Rl con mayor implicacién en el segundo cancer
primario que se produce afios después de la RT. Segun los estudios in vitro e in vivo
realizados hasta la fecha, existe una relacién directa entre el EB y el cancer secundario en
las células no irradiadas [267]. Teniendo en cuenta la importancia del EB en el tratamiento
del cancer con R, el riesgo de neoplasias malignas secundarias causadas por este fendmeno
deberia tenerse en cuenta en un futuro préximo. Por ello, dados los resultados de nuestro
estudio consideramos al AC como una alternativa complementaria con caracteristicas
prometedoras en el caso del tratamiento del melanoma debido a sus caracteristicas
(radioprotectora en células normales y radiosensibilizante en las células de melanoma) y

comportamiento frente al RIBE.
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VI. CONCLUSIONES.
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VI1. Conclusiones.

Las conclusiones que hemos obtenido en este estudio son las siguientes:

1. El acido carndsico es un potente agente genoprotector disminuyendo la
aparicion de microntcleos tanto in vivo como in vitro en las células irradiadas y en las

células receptoras del efecto bystander inducido por radiacion ionizante.

2% El acido carndsico aumenta la supervivencia celular en las células de prostata
expuestas a la radiacion ionizante. Sin embargo, no presenta este grado de proteccion en
las células receptoras del efecto bystander inducido por la radiacion, lo que sugiere la
existencia de mecanismos citotoxicos diferentes a la produccion de radicales libres como

mecanismo lesivo en estas células receptoras

3% El 4cido carnodsico actia como un agente radioprotector en las células de
prostata (aumenta la supervivencia celular, reduce la apoptosis celular e incrementa la ratio
GSH/GSSQG). Sin embargo, en las células de melanoma no se han determinado estos efectos

protectores.

4". El acido carndsico muestra un efecto paraddjico en las células de melanoma
metastdsico actuando como un potente agente radiosensibilizante al reducir la
supervivencia en estas células. Hemos sugerido que la activaciéon de la melanogénesis
producida por el acido carnodsico en estas células impediria la utilizacion del glutation
intracelular en la eliminacioén de los ROS radioinducidos aumentando asi el dafio celular.
Esta situacion podria suponer un nuevo mecanismo de accidon que permitiria crear nuevas
aplicaciones terapéuticas que ofrezcan proteccion a las células sanas al mismo tiempo que
lesionen a las células neoplésicas, incluso en el caso de algunos canceres tradicionalmente

considerados radiorresistentes como el melanoma.
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VII. Resumen.

El 4cido carnodsico (AC) es un diterpeno fendlico derivado de la planta Rosmarinus
officinalis caracterizado por su elevada actividad antioxidante. Por sus caracteristicas
presenta multiples aplicaciones industriales, cosméticas y nutricionales. Este estudio
pretende evaluar la capacidad radioprotectora del AC en células expuestas directamente a
rayos X y en células no irradiadas que reciben las sefales de células irradiadas con rayos X,
conocidas como células receptoras del efecto bystander inducido por radiacion ionizante
(RIBE). La capacidad genoprotectora se evalia mediante ensayos de genotoxicidad
aplicando los ensayos de micronucleos in vivo e in vitro. La capacidad radioprotectora
mediante ensayos de supervivencia celular con MTT, clonogénico in vitro, apoptosis y de
determinacion de glutation intracelular, comparando células radiosensibles (epitelio
prostatico humano normal, PNT2) con células radiorresistentes (melanoma metastasico
murino, B16F10). El AC presenta una capacidad genoprotectora en todas las células
expuestas a la radiacion ionizante (p < 0,001) y en las células RIBE (p <0,01). En las células
PNT?2, el AC consigue un 97% de supervivencia celular tras la exposicion a 20 Gy de rayos
X, eliminando el 67% de la muerte celular inducida por la radiacion (p < 0,001),
disminuyendo la apoptosis (p < 0,001) y aumentando la relacion GSH/GSSG (p <0,01). Sin
embargo, la administracion de AC a las células B16F10 disminuye la supervivencia celular
en un 32%, aumentando la muerte celular en un 200% (p < 0,001), y aumentando la muerte
celular en un 100% (p<0,001) en las células bystander (p < 0,01). Ademas, incrementa la
apoptosis celular (p < 0,001) y disminuye la relacion GSH/GSSG (p < 0,01), expresando un
efecto paraddjico radiosensibilizador en estas células. El conocimiento de los posibles
mecanismos de accion de sustancias como el AC en estos ambitos podria ayudar a crear
nuevas vias de tratamiento que permitan la proteccion de las células sanas y el dano
exclusivo de las neoplasicas, presentando asi una nueva estrategia deseable para los

pacientes con cancer que necesitan radioterapia.

Palabras clave: B16F10; PNT2; acido carndsico, bystander; micronucleos; efectos de la

radiacion; radioprotectores; radiosensibilizadores, apoptosis, melanoma.
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VI1I. Abstract.

Carnosic acid (CA) is a phenolic diterpene derived from the plant Rosmarinus
officinalis, characterised by its high antioxidant activity. Due to its characteristics, it has
multiple industrial, cosmetic and nutritional applications. This study aims to evaluate the
radioprotective capacity of AC in cells directly exposed to X-rays and in non-irradiated cells
that receive signals from X-ray irradiated cells, known as receptor cells of the bystander
effect induced by ionising radiation (RIBE). The genoprotective capacity is assessed by
genotoxicity assays using in vivo and in vitro micronucleus assays. Radioprotective capacity
is assessed by MTT cell survival, in vitro clonogenic, apoptosis and intracellular glutathione
assays, comparing radiosensitive cells (normal human prostate epithelium, PNT2) with
radioresistant cells (murine metastatic melanoma, B16F10). AC exhibits genoprotective
capacity in all cells exposed to ionising radiation (p < 0.001) and in RIBE cells (p < 0.01).
In PNT2 cells, AC achieves 97% cell survival after exposure to 20 Gy of X-rays, eliminating
67% of radiation-induced cell death (p < 0.001), decreasing apoptosis (p < 0.001) and
increasing the GSH/GSSG ratio (p < 0.01). However, AC administration to B16F10 cells
decreased cell survival by 32%, increased cell death by 200% (p < 0.001), and increased cell
death by 100% (p < 0.001) in bystander cells (p < 0.01). In addition, it increases cell
apoptosis (p < 0.001) and decreases the GSH/GSSG ratio (p < 0.01), expressing a
paradoxical radiosensitising effect in these cells. Knowledge of the possible mechanisms of
action of substances such as AC in these areas could help to create new treatment pathways
that allow the protection of healthy cells and the exclusive damage of neoplastic cells, thus

presenting a new desirable strategy for cancer patients in need of radiotherapy.

Keywords: B16F10; PNT2; carnosic acid; bystander; micronuclei; radiation effects;

radioprotectants; radiosensitizers; apoptosis; melanoma.
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Abstract: Carnosic acid (CA) is a phenolic diterpene characterized by its high antioxidant activity; it
is used in industrial, cosmetic, and nutritional applications. We evaluated the radioprotective capacity
of CA on cells directly exposed to X-rays and non-irradiated cells that received signals from X-ray
treated cells (radiation induced bystander effect, RIBE). The genoprotective capacity was studied
by in vivo and in vitro micronucleus assays. Radioprotective capacity was evaluated by clonogenic
cell survival, MTT, apoptosis and intracellular glutathione assays comparing radiosensitive cells
(human prostate epithelium, PNT2) with radioresistant cells (murine metastatic melanoma, B16F10).
CA was found to exhibit a genoprotective capacity in cells exposed to radiation (p < 0.001) and
in RIBE (p < 0.01). In PNT2 cells, considered as normal cells in our study, CA achieved 97% cell
survival after exposure to 20 Gy of X-rays, eliminating 67% of radiation-induced cell death (p < 0.001),
decreasing apoptosis (p < 0.001), and increasing the GSH/GSSH ratio (p < 0.01). However, the
administration of CA to B16F10 cells decreased cell survival by 32%, increased cell death by 200%
(p < 0.001) compared to irradiated cells, and increased cell death by 100% (p < 0.001) in RIBE bystander
cells (p < 0.01). Furthermore, it increased apoptosis (p < 0.001) and decreased the GSH/GSSG ratio
(p < 0.01), expressing a paradoxical radiosensitizing effect in these cells. Knowing the potential
mechanisms of action of substances such as CA could help to create new applications that would
protect healthy cells and exclusively damage neoplastic cells, thus presenting a new desirable strategy
for cancer patients in need of radiotherapy.

Keywords: radiation effects; bystander; radioprotectors; radiosensitizers; micronucleus; B16F10; PNT2

1. Introduction

Carnosic acid (CA) (C20OH,04), present in plant species of the Lamiaceae family
(Rosmarinus officinalis and Salvia officinalis) is a phenolic diterpene. It is classified among the
so-called terpenoids, otherwise known as isoprenoids or terpenes. Due to the presence of
a phenolic group, CA is often classified among the polyphenols. However, their cellular
distribution, biosynthetic pathway, solubility properties, and functions differ substantially
from most classes of polyphenols, and closely resemble terpenoids such as tocopherols
and carotenoids. It is a fat-soluble compound characterized by high antioxidant capacity,
and is used in many industrial applications, such as food, cosmetics, health, and nutrition.
Despite its economic potential, surprisingly few studies have been conducted on its absorp-
tion, transport, metabolism, and tissue distribution characteristics, which remain poorly
understood [1-4].

CA has been shown to possess important radioprotective capacities against cellular
damage induced by ionizing radiation. CA has been found to decrease the genotoxic and
cytotoxic effects induced by ionizing radiation [5-10] and even ultraviolet radiation [11]

Antioxidants 2022, 11, 2166. https://doi.org/10.3390/antiox11112166
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Anexo 2.

EFECTO PARADOJICO RADIOSENSIBILIZANTE DEL ACIDO
CARNOSICO EN CELULAS DE MELANOMA METASTASICO
B16F10: UNA NUEVA ESTRATEGIA TERAPEUTICA.

Marina Andreu Gélvez'?, Amparo Olivares?, Ana Maria Mercado?, Miguel Alcaraz
Bafios?,
1. Servicio Otorrinolaringologia, Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena, Espafia

2. Departamento de Radiobiologia y Medicina Fisica, Facultad de Medicina, Universidad de
Murcia.-

RESUMEN

El icido carnésico (AC) es un diterpeno fendlico caracterizado por su elevada
actividad antioxidante. Se evalué la capacidad radioprotectora del AC en células diana de
rayos X y en células espectadoras que recibieron sefiales de células tratadas con rayos X
(radiation induced bystander effect, RIBE). La capacidad radioprotectora se evalud
mediante ensayos de supervivencia celular clonogénica, MTT, apoptosis y glutatién
intracelular comparando células radiosensibles (epitelio prostitico humano normal, PNT2)
con células radioresistentes (melanoma metastisico murino, B16F10). En las células PNT2,
consideradas como células normales en nuestro estudio, el AC consiguié un 97% de
supervivencia celular tras la exposicion a 20 Gy de rayos X, eliminando el 67% de la muerte
celular inducida por la radiacion (p<0,001), disminuyendo la apoptosis (p<0,001) y
aumentando la relacién GSH/GSSH (p<0,01). Sin embargo, la administracién de AC a las
células B16F10 disminuy6 la supervivencia en un 32%, aument6 la muerte celular en un
200% (p<0,001) en comparacién con las células irradiadas, y aumentd la muerte celular en
un 100% (p<0,001) en las células bystander (p<0,01). Ademis, aumentd la apoptosis
(p<0,001) y disminuyé la relacién GSH/GSSG (p<0,01), expresando un efecto paraddjico
radiosensibilizador en estas células. El conocimiento de los mecanismos de accién de

sustancias como el AC podria ayudar a crear nuevas estrategias terapéuticas mas eficientes.

INTRODUCCION

El acido carnésico (AC) es un diterpeno fendlico presente en las especies
Rosmarinus officinalis y Salvia officinalis. Sin embargo, su distribucién celular, via
biosintética, propiedades de solubilidad y funciones difieren sustancialmente de la mayoria
de las clases de polifenoles, y se asemejan mucho a otros terpenoides. Es un compuesto
liposoluble caracterizado con una elevada capacidad antioxidante, y que presenta miltiples

aplicaciones (alimentacioén, cosmética, salud y nutricién). A pesar de su potencial
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Etico de Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia’.
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