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I. Introduccion

I. INTRODUCCION

RADIOPROTECTORES EN MEDICINA

La radiacién ionizante (RI) constituye una herramienta terapéutica y de diagnoéstico
ineludible en la medicina actual y también en la industria moderna; sin embargo, sus grandes
beneficios estan restringidos debido al dafio inducido por la radiaciéon en los tejidos normales.
Estos danos o lesiones reducen considerablemente las dosis terapéuticas que pueden
administrarse a los tumores, disminuyendo asi la ganancia o el beneficio terapéutico que se
podria llegar a obtener. Por ello, el uso de la radiacion ionizante en medicina siempre se ha
racionalizado sobre la base del riesgo de su utilizacion versus el beneficio que le aporta al
paciente. En la vida cotidiana, la exposiciéon a radiaciéon ionizante es habitual con el fondo
radiactivo natural pero también puede ocurrir en otros entornos y aplicaciones tales como la
obtencién de una imagen radiografica, una exploracion de medicina nuclear, el tratamiento
antitumoral en oncologia radioterapica, la fabricacién de equipos radioldgicos, la obtencion y
produccion de radionuclidos, la investigacion biomédica, la utilizaciéon de reactores nucleares, o
el uso de las radiaciones en el campo militar y los riesgos de accidentes y ataques terroristas.
(ALCARAZ et al., 2011; SORIANO y MONTORO, 2013).

Dado que el uso de la Rl se ha entrelazado ineludiblemente con las actividades
humanas, la mejor opcion posible consiste en desarrollar contramedidas frente a la Rl que sean
aceptables para reducir el dafio que pueda ocasionar estas Rl en sus diferentes aplicaciones.
Los tres principios cardinales de la proteccion radiolégica son: (a) la utilizacién de materiales de
proteccion fisica (blindajes) de las areas no expuestas directamente a la RI, especialmente los
organos radiosensibles como la médula 6sea, las gdénadas y la glandula tiroides; (b)
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incrementar la distancia entre la fuente de radiacién y los trabajadores profesionalmente
expuestos o los pacientes tratados; y (c) la reduccion del tiempo de exposicion a la RI. Durante
las ultimas décadas, se ha adoptado la estrategia o criterio ALARA para reducir las
preocupaciones cada vez mayores sobre la aparicion de mutaciones somaticas y hereditarias
inducidas por la Rl (PRASAD et al., 2004; ALCARAZ et al., 2011).

A pesar de que estas medidas fisicas de proteccion radiolégica han servido y contindan
siendo Uutiles, todavia quedan muchas limitaciones en el uso de las Rl en sus diferentes
aplicaciones. En primer lugar, el blindaje de plomo y otras medidas fisicas de proteccion son
medidas engorrosas e impracticables en numerosas situaciones, como por ejemplo durante la
fluoroscopia en donde es imposible proteger todo el tracto gastrointestinal (uno de los 6rganos
mas radiosensibles del organismo humano) contra el dafio inducido por RI. En segundo lugar,
aumentar la distancia entre la fuente de Rl y las personas expuestas puede no ser practico o
posible para muchos trabajadores, pacientes o incluso astronautas expuestos a radiaciéon
ionizante artificial o natural. Finalmente, reducir el tiempo de exposicién tampoco es relevante o
posible en numerosas circunstancias para la poblacién, por ejemplo durante accidentes
nucleares, exposiciones bélicas o ataques terroristas con armamento nuclear (PRASAD et al.,
2004; ALCARAZ et al., 2011; SORIANO y MONTORO, 2013).

En estas ocasiones la mejor opcidn posible seria desarrollar contramedidas frente a la
RI que sean aceptables para reducir el dafio que puedan ocasionar estas Rl durante su uso; lo
cual conduce a la busqueda de una radioprotecciéon quimica que complemente la estrategia
ALARA adoptada para las personas que trabajan directamente con Rl y que consiga reducir las
preocupaciones de las lesiones deterministas y no deterministas producidas por la RI
(ALCARAZ et al., 2011).

El uso médico de las RI en el radiodiagnéstico conlleva beneficios médicos evidentes
pero exponen a radiaciones ionizantes a pacientes y trabajadores profesionalmente expuestos
cuyo riesgo de lesiones radioinducidas no suele ser bien percibido ni siquiera por los propios
profesionales de la salud dada la falta de claridad en el lenguaje y de lo cotidiano de su
utilizacion en clinica. Aunque tanto en el diagndstico como en el tratamiento se preconiza la
idea de que el beneficio del paciente debe ser netamente superior al riesgo al que se le expone,
es un reto hoy dia para la ciencia paliar estos efectos adversos que pueden desencadenar las
RI tanto en pacientes como en los trabajadores profesionalmente expuestos (Alcaraz et al.,
2009a,b , 2001; 2013).

La utilizaciéon de las Rl en oncologia radioterapica también es uno de los campos
médicos en donde se experimentan efectos secundarios adversos inducidos por las RI; los
tejidos sanos incluidos en los volumenes irradiados sufren dafos tanto deterministas
(depilacion, eritema, mucositis, alteraciones gastrointestinales) como no deterministas (cancery

otras lesiones genéticas). Dado que a mayor dosis de Rl administrada o absorbida en un tejido
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I. Introduccion

tumoral mayor sera la capacidad del control local de la enfermedad, es evidente la necesidad y
la tendencia actual de aplicar cada vez dosis mas altas a todos los tumores. Pero junto con ello,
este incremento de la dosis de Rl administrada al tumor va acompanado por los efectos que se
producen sobre los tejidos sanos peritumorales. Estas lesiones peritumorales condicionan la
dosis administrada y en muchos casos condicionan la dosis total administrada que, en
ocasiones, imposibilita poder administrar la dosis de Rl que se precisaria para alcanzar un
mayor grado de curacion tumoral. Por ello, en oncologia radioterapica se intenta mejorar el
indice terapéutico por diferentes vias para minimizar el dafio inducido por la RI: por un lado,
mediante avances tecnoldgicos con el desarrollo de nuevas técnicas de imagen; por otro,
mediante la utilizacién de herramientas informaticas con fusién de imagenes para determinar
mas adecuadamente el volumen tumoral y las zonas de afectacion tisular del tumor; y ademas
con el desarrollo de técnicas de planificacion tridimensional y de tratamientos con intensidad
modulada. Pero junto con todo lo anterior, también resulta de gran interés el poder modificar la
respuesta biolégica de los tejidos a la Rl que permita mejorar el indice terapéutico (SORIANO y
MONTORO, 2013).

En este ultimo punto, cobra especial interés la utilizacion de sustancias capaces de
proteger a los tejidos sanos, de modo que disminuyan los efectos secundarios producidos por
su inclusién en los volumenes de tratamiento radioterapico. Teniendo en cuenta esta tendencia
actual, se hace evidente la necesidad de desarrollar nuevas sustancias radioprotectoras
efectivas; y, lo que en muchas ocasiones es mas complicado, que siendo atéxicas puedan
proteger potencialmente del dafo citotdxico inducido por la Rl de los efectos genotdxicos o
teratogénicos disminuyendo la generacion de radicales libres radioinducidos. Todo ello
obviamente, sin afectar a la terapia antitumoral sobre el tejido neoplasico tratado (SORIANO y
MONTORO, 2013). En este sentido, y en diferentes ocasiones, hemos descrito que estas
sustancias radioprotectoras también pueden proteger a las células neoplasicas del efecto
terapéutico lesivo de las RI, por lo que podria ser contraproducente su utilizacién sin conocer
adecuadamente los mecanismos especificos o vias de actuacién por los que cada sustancia
radioprotectora pueda ejercer su efecto (ALCARAZ et al, 2009; 2011)

Es dificil encontrar un radioprotector ideal ya que se exige que debe tener una alta
efectividad contra las RI pero también con una ausencia de toxicidad (MAURYA, 2004). En un
intento de cambiar la tendencia farmacoldgica actual de sintetizar artificialmente un
radioprotector ideal se esta ensayando durante los ultimos afios el desarrollo de agentes o
sustancias procedentes de productos naturales. Dentro de los productos de origen natural,
aquellos que proceden de plantas e hierbas han mostrado una gran efectividad como
radiomoduladores y, hoy dia, se consideran que tienen un futuro muy prometedor. Desde hace
afios, los compuestos herbales han sido utilizados en medicina para tratar diferentes
enfermedades humanas. En la medicina moderna una gran plétora de plantas se utilizan para
mitigar y tratar los radicales libres producidos por gran nimero de enfermedades como el

cancer, la diabetes y algunos desordenes neurovegetativos. Si se tiene en cuenta esta
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capacidad antioxidante o eliminadora de radicales libres, es facil interpretar que estas
sustancias también pueden reducir los dafios producidos por las RI, al disminuir los efectos de
los radicales libres inducidos por su interaccion con los organismos vivos. Hoy dia, la OMS
estima que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial depende de la utilizacion de
medicamentos a base de compuestos herbales, generalmente alternativos a los elevados

costes de los utilizados en la medicina moderna (ACHEL et al., 2012),

Durante las dultimas décadas se han producido algunas situaciones de
emergencias radiologicas que han puesto de manifiesto también el interés de utilizar
sustancias radioprotectoras. El incidente de Chernobyl en 1986, con la irradiacién externa
debido a la gran cantidad de material radiactivo depositado sobre el suelo (principalmente 137Cs)
y a la ingestion dietética de numerosos radionuclidos en productos alimentarios ('?'I, **Cs y
¥Cs en leche y verduras) recomendaron la ingesta de loduro potasico via oral para minimizar
la captacion tiroideas de las sustancias radiactivas. Los liquidadores del reactor de Chernobyl
fueron alimentados con una dieta especial (llamada biofactor antioxidante) que contenia rutina
como el ingrediente principal persiguiendo disminuir significativamente los factores
clastogénicos inducidos por la Rl (EMERIT, 1995). Para los habitantes proximos a la central
nuclear se consideré6 una estrategia viable el enriquecimiento de los alimentos con
betacarotenos (WEISS y LANDAUER, 2000). También se ha descrito que el elevado consumo
de frutas y verduras de hoja verde ofrecid proteccion significativa frente a la incidencia de
cancer de vejiga en los supervivientes de la bomba atémica en Japon y frente a otros tipos de
cancer, supuestamente inducidos por la sobreexposiciéon a la radiaciéon o por su exposicion de
forma crénica (NAGANO, 2000). En estos casos de emergencias radioldgicas, las sustancias
radioprotectoras de interés son capaces de mitigar los efectos adversos de la Rl una vez
producida la exposicion, ya que se han de administrar después de verse expuesto a la Rl dado
que es imposible predecir un desastre de estas caracteristicas. En estos casos, se buscan
agentes o sustancias capaces de reparar el dafio celular radioinducido, estimular el sistema
inmune e incluso secuestrar radiondclidos para propiciar un aclaramiento y una excrecién
rapida fuera del organismo (SORIANO y MONTORO, 2013).

La constatacion de la falta de seguridad de algunas naciones que poseen fuentes de
alta actividad radioldgica descrita en sus informes por el Organismo Internacional de la Energia
Atémica (OIEA o IAEA), junto con el asesinato en noviembre de 2006 de Alexander Litvinenko,
un exagente de la KGB, son solo dos ejemplos de como se podrian utilizar las radiaciones
ionizantes como armas radiolégicas en ataques terroristas. Segun Kimery y Mayers (2003) la
posibilidad de un ataque nuclear o radiolégico no puede ser descartada en el escenario politico
actual. Si hubiese un accidente nuclear, el personal de primera fila que deberian actuar en la
intervencién serian los mas afectados ya que las lesiones a nivel fisioldgico que podrian sufrir
darian lugar a un mal funcionamiento de su sistema inmunolégico y, finalmente, incluso podrian

presentar complicaciones infecciosas graves. Todo ello, ademas, sumandose a los efectos
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lesivos inducidos como el calor desprendido a los posibles traumatismos mecanicos o de
presion que anadirian lesiones a la poblacion afectada. Numerosas lesiones subletales
actuarian de forma sinérgica para llegar incluso a ser letales. En estimaciones de la OIEA hay
unas 10.000 unidades de radioterapia y fuentes radiolégicas industriales, asi como unos 300
equipos grandes productores de Rl en todo el mundo. Estas fuentes representan una seria
amenaza puesto que los materiales radiactivos pueden ser robados y utilizarse como
dispositivos de dispersién radiolégica o dispositivos de exposiciéon radiolégica (SORIANO y
MONTORO, 2013). Ademas, si se hicieran ataques de forma deliberada en los reactores
nucleares, en las industrias radiolégicas o en unidades militares, las consecuencias podrian ser
devastadoras para la poblacién. La Rl que emana de las fuentes radiactivas podria afectar al
ganado, a los depositos de agua, flora y fauna regionales y por consiguiente a un gran nimero
de productos alimentarios. Debido al temor de ataque terrorista radiolégico numerosos paises
poseen reservas de IK, Ca-DPTA, DPTA-Zn o azul de Prusia, como reservas nacionales
estratégicas para actuar ante este tipo de emergencias radiolégicas. Algunos paises
almacenan agentes especificos (2,3-dimercaptopropano-1-sulfonato) o incluso productos
extraidos de extractos herbaceos también para este tipo de situaciones (SORIANO vy
MONTORO, 2013).

Numerosos autores han puesto de manifiesto que las sustancias radioprotectoras son
necesarias en el ambito de las primeras actuaciones mitigar los efectos indeseables de las RI.
En relacion con la seleccion de estos agentes radioprotectores cabe mencionar que los de
origen herbal tienen el potencial necesario para satisfacer una necesidad urgente en la lucha
contra el terrorismo radioldgico y por tanto para la proteccién del personal en casos de
emergencia por desastres radioldgicos (ARORA et al., 2008). Sin embargo, no existe, al dia de
hoy, una sustancia radioprotectora ideal para uso militar; solo una amplia lista de posibles
agentes radioprotectores. SEED (2005) describid, teniendo en cuenta diferentes escenarios en
los que actian los cuerpos de intervencion (bomberos, policias, militares), una lista de
caracteristicas deseables en un agente radioprotector entre las que destacarian su capacidad
para:

- Reducir, preferentemente en un factor de 10, la dosis de radiacidon que produce
ineficacia en el trabajo o en el combate.

- Ofrecer una proteccion duradera, al menos de varios dias.

- No poseer efectos secundarios graves o toxicidad elevada.

- Ser altamente protector y eficaz en un entorno global, es decir, proteger todas las
poblaciones en riesgo.

- Prestar proteccion contra los efectos agudos y crénicos de diferentes tipos de

radiacion.

Ademas, su efecto no deberia decaer con el uso continuado (habituacion); ni
ser toxico incluso a dosis repetidas; deberia ser facilmente administrable (tabletas,

capsulas, inhaldor, parche cutaneo, hisopo); actuar en un amplio rango de tiempo para
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ofrecer una proteccion duradera; poseer un efecto rapido tras su administracion; ser
eficaz incluso tras dosis repetidas; y, siendo quimicamente estable, poseer una larga
vida util. Por ultimo, también es muy importante que debe ser eficaz incluso cuando se
administre después de la exposiciéon a la Rl puesto que es imposible predecir con

certeza el momento en el que ocurrira la exposicion.

Por otra parte, las misiones tripuladas en el espacio suponen viajes largos
fuera de la proteccidn proporcionada por el campo atmosférico y magnético de la tierra
e implica que los astronautas que participan en estas misiones estan expuestos a una
mayor radiacion cosmica, despertando el interés cientifico de las aplicaciones de los
radioprotectores en el espacio. Desde hace afios se conoce que los astronautas que
se exponen a la radiacion cosmica natural en el espacio pueden sufrir efectos
negativos en su salud a corto y largo plazo (CUCINOTTA, 2001; SEED, 2002). Una de
las principales dianas de estos efectos agudos inducidos por la Rl causados por los
eventos de las particulas solares lo constituye el tejido hematopoyético (ESPOSITO,
2001). Aunque también, mas especiificamente, se ha relacionado con la apariciéon de
cataratas, cancer y una disminucién de la esperanza de vida debido al aumento de
exposicion a la Rl en estas situaciones. En un primer momento, la amifostina fue el
primer radioprotector que tomaron los astronautas de USA en su primera visita a la
Luna para protegerse de la Rl producidas durante las posibles erupciones solares
(ARORA et al, 2008). Este radioprotector provoca algunas reaccionas adversas graves
indeseables por si mismo. También se ha descrito que el aceite de oliva mejora la
eficacia de reparacién del ADN en los astronautas expuestos. Incluso, un derivado de
la soja, inhibidor de la serin-proteasa, ha demostrado actividad anticitotoxica en las
células siendo eficaces en la radioprotecciéon frente a los cambios asociados a la Rl
(KENNEDY et al.,1993; 2006). También extractos de frutas derivados del arandano y la
fresa han demostrado proteger frente a la radiacion césmica. Se ha descrito que
diferentes compuestos herbales y varios ingredientes dietéticos podrian proteger a los
astronautas en una mision tripulada a Marte planeada por la NASA, donde la RI
procedente del Sol y la existente en el resto del espacio sigue constituyendo hoy uno

de los mayores obstaculos para la realizacion de dicho viaje (ARORA et al., 2008).

EFECTO LESIVO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES

La radiacion ionizante induce dafio en los tejidos vivos a través de una serie de eventos
moleculares clasicos producidos a través de los efectos fotoeléctrico, Compton y formacién de
pares que dependen de la energia que transporta. Debido a que los tejidos humanos contienen
un 80 % de agua, el mayor dafio radioinducido se debe a la formacion de radicales libres
acuosos generados por la accion indirecta de la radiacion sobre el agua. Los radicales libres

mas importantes resultantes de la radiolisis del agua son OH’, H’, ey, HO, H;0", etc.
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I. Introduccion

(DRAGARIC y DRAGARIC, 1971; PRADHAN et al., 1973; SCHOLES, 1983). Estos radicales
libres reaccionan con macromoléculas celulares tales como el DNA, RNA, proteinas,
membranas, etc., y causan disfuncion y mortalidad celular. Estas reacciones no son selectivas
ni especificas y tienen lugar tanto en las células tumorales como en las células normales

cuando quedan expuestas a la RI.

El efecto lesivo en una célula inducido por la radiacién ionizante puede ser potenciado
o atenuado por diferentes factores tales como la presencia de oxigeno, de compuestos
sulfhidrilos y de otras moléculas propias del entorno celular (BACQ et al., 1953; PRADHAN et
al., 1973). En presencia de oxigeno, los e,q y los atomos de hidrégeno reaccionan con el
oxigeno molecular para producir radicales tales como HO", O," asi como otros radicales libres
acuosos (BARABOI et al., 1994; BIAKOV y STEPANOV, 1997). El aumento de la sensibilidad
de las células a la radiacion ionizante en presencia de oxigeno comparado con el mismo hecho
pero en ausencia del oxigeno (denominado "efecto oxigeno") es conocido desde hace mucho
tiempo. Esta relacién entre la dosis de radiacién requerida para obtener una supervivencia
celular en ausencia de oxigeno y la dosis requerida para obtener el mismo efecto bajo
condiciones oxigenadas es de 2,5-3 para radiacion X y gamma. Este “efecto oxigeno” cambia
con la presion parcial del mismo en los tejidos y es independiente de la dosis de RI
administrada. El dafio oxidativo en el material genético de la célula, por ejemplo del DNA, juega
un papel importante en los procesos de mutagénesis y carcinogénesis radioinducida. Los
radicales libre del oxigeno altamente reactivos producidos por la Rl causan lesiones en el DNA
que pueden llevar a la muerte celular en una lesién “letal” o a las mutaciones en las lesiones
denominadas “subletales”. Enzimas como la superdxido-dismutasa, la glutation-peroxidasa y la
catalasa protegen a las células de los mamiferos del dafio oxidativo radioinducido (FRIDOVICH,
1978; UTSUMI et al., 1998).

Durante el crecimiento tumoral, las células tumorales proliferan muy rapidamente por lo
que generalmente necesitan un mayor aporte vascular, describiéndose 3 zonas diferenciadas
en su crecimiento: una externa, con suficiente aporte sanguineo y adecuada presion parcial de
oxigeno; otra intermedia, con menor perfusion y mayor grado de hipoxia; y, una tercera interna
constituida por el centro tumoral que esta mal perfundida y con zonas de necrosis celular entre
otras razones por ser zonas anoxicas y mal irrigadas por la vascularizacion local (NAIR et al.,
2001). Esta situacion conlleva una diferente sensibilidad celular a la radiacion ionizante en
cada una de esas zonas que se ha explicado en funcion de la diferente presion parcial de
oxigeno en las mismas y de la diferente potenciaciéon que se consigue con el “efecto oxigeno”.
Clasicamente, se ha considerado ésta la causa de los escasos resultados que se obtienen en
el tratamiento radioterapico de algunos tumores. Para paliar este problema es necesario
administrar dosis mas elevadas de radiacién para controlar el crecimiento tumoral. Sin embargo,
esto clinicamente no es siempre posible, ya que los tejidos normales adyacentes al tumor estan
bien perfundidos, bien vascularizados y permanecen bien oxigenados y, por tanto, son mas

sensibles al dafio radioinducido por lo que se necesita proteger a las células normales
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adyacentes al tumor de la posible lesidon radioinducida. En estos casos, la identificacion de
agentes radioprotectores es un objetivo importante de los oncdlogos radioterapicos y de los
radiobidlogos. Los estudios sobre agentes quimicos radioprotectores comenzaron hace mas de
50 afios en USA con el principio del “Proyecto Manhattan”. (NAIR et al., 2001). Debido a que la
literatura disponible es enorme, nuestra revision se centra sélo en aquellos agentes que tienen

relevancia clinica y presentan un mecanismo de proteccion radioldgica conocido .

Time scale Events Modulation of damage Tvpe of intervention
(sec)
. ) Energy absorption
10717 to 10713
PN SS Any molecule
L0 Excitation, ionization - .
OH radicals near target (DNA) Chemical
| R radiation
i adioprotectors
i Secondary radicals - - - - rotectors
i :u-'lit'l'usihl-:l y Thiols, nitroxides P
. 1 Chemical repair
109t 107 DNA radicals — 4 -
I Thiols, nitroxides
L]
DNA oxidized Enzymatic h
Seconds to hours Repair -
DMNA breaks
N . Radiation
Proliferation/degeneration mftfga fors
Hours 1o yours / \ Modulation of
Cell death  Cell survival Signal transduction
I Gene expression
Host cell activation
Mutation/carcinogenesis Inflammation
"""""""""""""""""""""" Physiological effects =~~~ -
Weeks to years Late effecis Repaopulation-
{Fibrosis, scarring. vascular Proliferation Treatment
damage. organ damage) — - -
Antifibrotics

Figura A1. Secuencia de eventos después de la exposicion a la radiacién. El cuadro esta dividido
en tres partes por lineas discontinuas que sugieren eventos y reacciones que pueden ser
modificados por los protectores de radiacién (arriba), mitigadores de radiacion y tratamiento

(adaptado de CITRIN et al., 2010)

CLASIFICACION DE LOS RADIOPROTECTORES

Los agentes radioprotectores pueden ser clasificados en 3 grupos:

1. Radioprotectores: son compuestos generalmente sulfhidrilos y otros antioxidantes

(LIVESEY y REED, 1987).

enteroprotectores y cerebroprotectores.
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I. Introduccion

2. Adaptégenos: los adaptdgenos actuan como estimuladores de la radiorresistencia.
Estos son protectores naturales que ofrecen proteccion quimica frente a niveles bajos de
radiacion ionizante. Se obtienen generalmente de células vegetales y animales y tienen escasa
toxicidad quimica. Suelen influir en el sistema regulador de los organismos expuestos,
movilizando el origen enddgeno de la radiorresistencia, la inmunidad e intensificando la

resistencia global no especifica de un organismo.

3. Absorbentes: los absorbentes protegen a los organismos de la radiacion ionizante y
de los agentes quimicos a nivel interno. Suelen considerarse asi las drogas que previenen la
incorporacion de radioiodo por la glandula tiroides y disminuyen la absorcion de los

radionucleidos (**’Cs, *°Sr, ?*°Pu) en el medio bioldgico interno.

La bibliografia cientifica disponible sobre radioprotectores es extensa. Nuestra revision
estd centrada en diferentes radioprotectores (en funcion de su estructura molecular, su
actividad terapéutica o su actividad metabdlica) frente al dafo inducido por la radiacion

ionizante (Tabla A1).
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RADIOPROTECTORES MECANISMO DE ACCION

COMPONENTES SULFHIDRILO: cisteina, cisteamina, | “Captadores” de radicales libres,

glutation, AET, WR-2721 y otros componentes WR. donantes de atomos de hidrégeno.

ANTIOXIDANTES: tempace, Hoechst 33342, vitaminas

. “Captadores” de radicales libres.
A, Ey C, TMG, melatonina, etc.

Inhibicién de proteasas (a través del
INHIBIDORES ENZIMA CONVERTIDORA DE

ANGIOTENSINA (IECAs): captopril, elanopril,

penicilamina, pentoxifilina, L-158, 809, etc.

sistema renina-angiotensina),
antioxidacion, inhibicion de la sintesis

de colageno.

Toxicidad reducida de farmacos
AGENTES CITOPROTECTORES: mesna,

quimioterapicos, disminucion de la
dexrazoxane, amifostina (WR-2721).

toxicidad urotelial y nefrotoxica.

METALOELEMENTOS: cloruro de manganeso, sales

de cadmio, subnitrato de bismuto, etc.

Induccion metalotionina.

INMUNOMODULADORES: interferébn-gamma,
polisacaridos AM5 y AM218, lactobacillus sensibles al Estimulacion inmune, incremento de
calor, Broncho-Vaxom, trealosa de dicorinomicolato, la produccion de citoquinas.

AS101.

3 Sintesis de prostaglandinas, niveles
LIPOPOLISACARIDOS Y PROSTAGLANDINAS
elevados de AMP c, reparacion DNA.

EXTRACTOS DE PLANTAS Y COMPONENTES “Captadores” de radicales libres,

AISLADOS: curcumina, orientina, vicinina. antioxidacion.

Tabla A1: Diferentes radioprotectores y su mecanismo de accion (NAIR el al., 2001)

1. Compuestos Sulfhidrilos

En un principio, los estudios se enfocaron hacia los compuestos sulfhidrilos. Los
analogos de la cisteina y de la mercaptoetilamina constituyeron los compuestos pioneros
ensayados en radioproteccién. La sintesis de aminoetilisotiourea tuvo un importante desarrollo
y la investigacion sobre sus mecanismos radioprotectores ayudé a tener una mejor
comprension de las caracteristicas estructurales de los compuestos sulfihidrilos que son
fundamentales en radioproteccion (LIVESEY y REED, 1987). Los compuestos mas efectivos
fueron aquellos que presentaban grupos sulfhidrilos en los 2 6 3 dltimos carbonos de un
extremo de la cadena y un fuerte grupo amino basico en el otro. Un gran numero (>4000
sustancias) de este tipo de compuestos se sintetizaron en el Centro de Investigacion de la
Armada de Walter Reed de Estados Unidos. La mayoria de ellos, casi todos, fueron toxicos
desde el principio a dosis muy pequefias por lo que resultaron no aptos para uso humano;
ademas, rapidamente se puso de manifiesto que debian estar dentro del organismo antes de la
exposicion a la Rl para poder conseguir algun efecto radioprotector. La sintesis del WR-2721,

amifostina o acido etiofos [S-2-(3-aminopropilamino) etilfosforotioico] es el avance mas
12
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importante en el desarrollo de las diferentes drogas radioprotectoras como fueron: el WR-3689,
WR-151327, WR-638, WR-77913 y WR-44923 y que constituyen otros importantes
radioprotectores de este mismo tipo de sustancias (GLOWE et al., 1984; WEISS, 1997). Todos
estos compuestos son solubles en agua, lo que facilita su administracion; su estructura quimica
difiere so6lo en cuanto a la longitud del grupo aminoalquilo; y se caracterizan por la presencia o

ausencia de un grupo metilo en el extremo terminal y/o un grupo hidroxilo en la cadena alquilo.

Entre los mejores radioprotectores de este tipo se encuentran los aminotioles, de tal
forma que los aminotioles fosforilados fueron los mas eficaces en cuanto a actividad
radioprotectora, tolerancia y duracion de su accién. Sin embargo, la mayoria tienen importantes
efectos secundarios tales como nauseas, vomitos e hipotension (MAISIN et al., 1993; 1998).
Desde este momento, la busqueda de radioprotectores no téxicos e incluso inocuos ha

constituido una linea prioritaria de investigacion en radiobiologia.

Entre la variedad de radioprotectores sulfhidrilos, el Unico que ha proporcionado un
gran numero de ensayos clinicos y que esta actualmente en uso clinico como adyuvante en
radioterapia clinica es el WR-2721 (WASSERMAN, 1994; TANNEHILL y MEHTA, 1996). La
radioproteccion selectiva de células normales conseguida por esta droga se ha relacionado con
su diferente absorcidon segun sea realizada por tejidos tumorales o normales y por los
mecanismos de conversion en un compuesto sulfhidrilo activo (el WR-1065) en los tejidos
normales por accién de la fosfatasa alcalina (TRAVIS, 1979; WASSERMAN, 1994; VALLES et
al., 1995; TANNEHILL y MEHTA, 1996).

En este sentido, el tratamiento previo con esta sustancia de los pacientes que van a
recibir radioterapia o quimioterapia reduce significativamente la toxicidad hematolégica y renal
al igual que disminuye la frecuencia de neuropatias y alteraciones en las mucosas inducidas
por la RI. Esta sustancia permanece hoy en dia como uno de los compuestos mas
prometedores en el presente de la radioterapia para proteger los tejidos normales debido a su
relativamente inocua y Util administracion en clinica. La dosis maxima tolerada del WR-2721 en
una sola dosis es solo de 740 mg/m2 de superficie corporal cuando se administra en un periodo
de 15 minutos antes de comenzar la exposicibn a la radiacion ionizante. Esta droga
proporciona una efectiva radioproteccion sélo cuando es administrada inmediatamente antes
de la exposiciéon a la radiacion porque tiene una vida media plasmatica de menos de 10
minutos (TANNEHILL y MEHTA, 1996). Ademas, no se ha descrito toxicidad acumulada en
pacientes que recibieron una cantidad total de 6,8 g/m2 en radioterapia fraccionada durante 5
semanas consecutivas (WASSERMAN, 1994).

El WR-2721 se ha utilizado también para reducir la toxicidad del tratamiento con
cisplatino en pacientes con cancer de mama metastasico (RAMNATH et al., 1997) pero
ademas, protege contra la toxicidad retardada de la radiacion sobre érganos pélvicos sin

interferir con el efecto beneficioso de la radioterapia, disminuyendo la toxicidad hematolégica y
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la induccién de lesiones sobre las mucosas irradiadas (CAPI1ZZl y OSTER, 1995). En pacientes
bajo radioterapia o quimioterapia por cancer de pulmén no resecable, el WR-2721 reduce la
nefrotoxicidad relacionada con la administracion de cisplatino y la esofagitis radioinducida
(TANNEHILL et al., 1997).

2. Antioxidantes y “Captadores de radicales libres”

Se ha descrito que muchos alcoholes alifaticos (incluidos el etanol, el etilenglicol, el
glicerol, etc.) son buenos “captadores” de radicales libres y podrian actuar como
radioprotectores en clinica. Sin embargo, los resultados ponen de manifiesto que son solo
utiles a nivel experimental o académico pero no en clinica humana debido a la enorme
toxicidad que presentan a las concentraciones utiles como sustancias radioprotectoras.
Etodiewa et al. (1996) han descrito 2 compuestos (Tempace y Troxyl), derivados de 2, 2, 6, 6-
tetrametil piperidine, que actuan como captadores del idon superoxido y como inhibidores de la
utilizacion del hierro y, ademas, como productores de ascorbato en la Reaccion de Fenton.
Estos 2 compuestos podrian ser mejorados para considerarlos prometedores antioxidantes y
radioprotectores en un entorno clinico; aunque todo ello esta pendiente en estos momentos de
un incremento en el numero de ensayos y del analisis de sus aplicaciones farmacolégicas
(METODIEWA et al., 1996; NAIR et al., 2001).

Algunos estudios han puesto de manifiesto que muchos nitroxidos solubles en agua
muestran capacidad de proteccién radiolégica en animales cuando los compuestos se
administran antes de la exposicion a la radiacion (HAHN et al., 1994; 1998). El Tempol, un
nitroxido de bajo peso molecular, presenta una difusion libre a través de la membrana celular y
actua como un sinérgico o imitador de la superdxido-dismutasa (HAHN et al., 1999). También
se han descrito que nitroxidos con 6 anillos de piperidina, incluido el tempol, presentan mayor
capacidad reductora que aquellos nitroxidos con sélo 5 anillos. En todos los casos, se ha
descrito que la “captacion” de radicales libres y la induccion de hipotension (disminucion del
flujo sanguineo capilar) e hipoxia en la médula 6sea serian los mecanismos que explicarian su
capacidad radioprotectora (HAHN et al., 1994, 1998, 1999).

Algunos antioxidantes como las vitaminas A, C y E también presentan efectos de
“radioproteccion” porque el dano radioinducido induce el incremento del estrés oxidativo que se
asocia con la toxicidad activa del oxigeno y puede ser reducida con la utilizacién de estas
vitaminas (WILSON, 1983; KONOPACKA, 1996). Se ha demostrado que el selenio (como
Na,SeO;) y la vitamina E actian solos e, incluso de forma aditiva, como agentes
radioprotectores y quimioprotectores (BOREK et al., 1986). El selenio confiere proteccion por
inducir o activar sistemas celulares de captacién de radicales libres y por aumentar la
descomposicién del peréxido de oxigeno; mientras que la vitamina E parece que ofrece
proteccion por algun otro mecanismo complementario (BOREK et al., 1986). Las vitaminas
liposolubles A, E y K, presentan una concentracion local elevada en compartimentos celulares

especificos y podrian ser suficientemente elevados como para poder ejercer un efecto
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radioprotector, a diferencia de la mayoria de compuestos sulfhidrilos hidrosolubles tales como
las cisteaminas (BOREK et al, 1986). Harapanhalli (1994) ha descrito que el aceite de soja da

una significativa proteccion contra la 128

IdU y contra los efectos del Polonio radiactivo que se ha
explicado en funcion de la presencia de vitamina A entre sus componentes. Un derivado
hidrosoluble de la vitamina E, el tocoferol monoglucésido, se ha mostrado muy efectivo en la
proteccion del DNA “in vitro” y también “in vivo” en ratones tras su administracion, via oral o

intraperitoneal, frente a la radiacion gamma (NAIR et al., 1999).

La Melatonina (N-acetil-5-metiloxitriptamina), una hormona de la glandula pineal
involucrada en la regulacion del eje neuroendocrino, es un “captador” de radicales libres
altamente eficiente y considerado con una elevada capacidad antioxidante (PIERI et al., 1994;
REITER, 1995; PIERREFICHE y LABORIT, 1995; VIJAYALAXMI et al., 1996). Cuando se
administra a ratones antes de la exposicién a la radiaciéon, la melatonina ofrece una
radioproteccion significativa por la disminucién de la frecuencia de aberraciones cromosdmicas
en las espermatogonias y espermatocitos y por la reduccién de la frecuencia de micronucleos

en las células de médula 6sea (BADR et al., 1999).

Un derivado del etinilestradiol, denominado E-838, se ha descrito como un efectivo
radioprotector para el sistema hematopoyético en estudios experimentales con ratones (YANG
et al., 1998). Presenta un significativo efecto protector en las unidades formadoras de colonias
del bazo y en las células nucleadas de la médula ésea de ratones irradiados, lo que se
interpreta como una potencial aplicacion clinica en la leucopenia inducida por radioterapia
(YANG et al.,, 1998). Sin embargo, estos compuestos, si bien son altamente efectivos en
estudios "in vitro", pueden encontrar poco uso en su aplicacion clinica porque no discriminan

entre células normales y células tumorales (NAIR et al., 2001).

Gran numero de extractos de plantas, preparaciones de hierbas y sustancias
fitoquimicas también se han descrito por su accion radioprotectora en estudios tanto “in vitro”
como ‘in vivo” (SHINODA, 1995; KUMAR et al., 1996; ZHANG et al., 1997; CHAUDHARY et al.,
1999; HSU et al., 1999; UMA DEVI y GANASOUNDARI, 1999; UMA DEVI et al., 1999; KAMAT
et al., 2000; CASTILLO et al., 2001; 2002; BENAVENTE-GARCIA et al.,2002; ACEVEDO, 2005;
DEL BANO et al., 2006; ALCARAZ et al., 2006; 2009; 2011; 2013; 2015 ). Sin embargo, hasta
el momento, no han sido publicados ensayos clinicos para demostrar su eficacia en clinica
humana. Su capacidad radioprotectora se ha atribuido generalmente a sus propiedades

antioxidantes y eliminadoras de radicales libres.

3. Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECAs)

Los Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECAs) y los Antagonistas
del Receptor tipo | de la Angiotensina Il (ARA-2) también se han descrito como efectivos en la
profilaxis de la lesidon renal y pulmonar radioinducida en animales de experimentacion
irradiados (WARD et al., 1993; OIKAWA et al., 1997; MOULDER et al., 1998 a,b; MOLTENI et
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al., 2000). La variedad de IECAs investigados como radioprotectores incluyen penicilamina,
pentoxifilina, captopril, enalapril, etc. Los diferentes estudios han revelado que el bloqueo del
receptor tipo | de la angiotensina Il es suficiente para tratar la lesion renal y pulmonar
radioinducida porque el sistema renina-angiotensina podria estar fundamentalmente
involucrado en la patogénesis de estas lesiones (WARD et al., 1993; OIKAWA et al., 1997;
MOULDER et al., 1998 a,b; MOLTENI et al., 2000). El captopril (D-3-mercapto-2-metilpropanoil-
L-prolina) es ampliamente utilizado como farmaco antihipertensivo (GAURAS y GAURAS, 1987)
y ha sido utilizado para eliminar la reaccién precoz del pulmdn inducida por la irradiacion
fraccionada del hemitérax en ratas (WARD et al., 1993). La accion terapéutica del captopril se
ha adscrito parcialmente a la prevencion del incremento radioinducido de la presion arterial

pulmonar, consiguiendo un edema menos severo en el pulmoén irradiado.

La lesidon pulmonar radioinducida conlleva severas neumonitis, fibrosis intensa y se ha
asociado con una disminucion significativa de la enzima convertidora de angiotensina y de la
funcion activadora del plasminégeno, asi como con un marcado incremento de las
prostaglandinas. Los IECAs eliminan o disminuyen estas reacciones. El captopril (IECA) y los
ARA-2 parecen proteger el parénquima pulmonar de una respuesta inflamatoria intensa y
posterior fibrosis pulmonar en animales irradiados. Aunque la penicilamina es un débil inhibidor
de la enzima convertidora de angiotensina, es un fuerte agente antifibrético y mostré unas
propiedades antiinflamatorias moderadas (WARD et al.,, 1983). Los IECAs que contienen
grupos sulfhidrilos son mas efectivos que aquéllos que no los poseen. El efecto radioprotector
del captopril podria estar relacionado con una inhibicion del sistema de la angiotensina Il y por
sus propiedades farmacolégicas combinadas tales como la antioxidacién, la capacidad

“eliminadora” de radicales libres y como inhibidor de proteasas (MOLTENI et al., 2000).

El uso de farmacos IECAs y ARA-2 abre nuevas posibilidades en radioterapia con altas
dosis de radiacion ya que permite un control de los efectos indeseables relacionados con la
misma. Sin embargo, la accién de estos farmacos parece ser “especifica de tejido”, porque se
ha descrito que el captopril no ha proporcionado proteccion alguna en animales irradiados con
lesién gastrointestinal radioinducida (MOULDER y FISH, 1997).

4. Agentes citoprotectores utilizados en Quimioterapia

Un numero de agentes citoprotectores se han desarrollados para proteger las células
normales, pero no a las tumorales, de la toxicidad y del dafio asociado con la quimioterapia y la
radioterapia del cancer. El Mesna (acido 2-mercaptoetanesulfénico), Desrazoxane y Amifostina
son 3 de los agentes protectores aprobados ya por la Administracion de Alimentos y Drogas de
los Estados Unidos y poseen una potencial actividad quimioprotectora y radioprotectora en el
tratamiento del cancer (HENSELEY et al., 1999; LINKS y LEWIS, 1999; MORAIS et al., 1999;
HIGHLY et al., 1999; KLETA, 1999; KHOJASTEH et al., 2000). EI Mesna disminuye la
incidencia de toxicidad urotelial inducida por la quimioterapia en el tratamiento del cancer
asociada con altas dosis de ifosfamida y ciclofosfamida (HENSELEY et al., 1999; MORAIS et
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al., 1999; HIGHLY et al., 1999; KLETA, 1999; KHOJASTEH et al., 2000). El Dexrazoxane se
ha descrito de utilidad como adyuvante en la quimioterapia de tumores basada en tratamientos
con doxorrubicina (HENSELEY et al., 1999; LINKS y LEWIS, 1999; MORAIS et al., 1999)
aunque la toxicidad cardiaca y la proteccién también de las células tumorales son algunas de
las limitaciones de su empleo (HENSELEY et al., 1999). La Amifostina reduce la nefrotoxicidad
en pacientes que reciben quimioterapia basada en cisplatino (HENSELEY et al., 1999; LINKS y
LEWIS, 1999; MORAIS et al., 1999). Sin embargo, el uso clinico de estos radioprotectores en
muchos ensayos clinicos con radioterapia muestra efectos muy variados y una eficacia clinica
muy limitada (SHUENG et al., 1998; TAN et al., 1999).

5. Metaloelementos y Metalotionina

La metalotionina, proteina de bajo peso molecular de 60 aminoacidos (de los cuales
una tercera parte es cisteina), ha mostrado un efecto protector contra la radiacién ionizante en
animales y en cultivos celulares ya que su administracién provoca un incremento de la sintesis
de esta proteina en varios tejidos (BAKKA et al.,, 1982; MATSUBARA et al.,1987; KAGI y
SCHAFFER, 1988; RENAN y DOWMAW, 1989; SATOH et al., 1989; MURATA et al., 1995;
MIKO et al., 1998). Esta involucrada en la regulacién del metabolismo de los metaloelementos
ya que contribuye a la detoxificacion del exceso de metaloelementos y a la captacion de
radicales libres (MATSUBARA et al., 1987). Por otro lado, la administracion oral de nitrato de
bismuto a ratones redujo los efectos letales y las lesiones en médula ésea inducidas por una
irradiacion corporal completa; esta proteccion se ha atribuido a una sintesis inducida de
metalotionina en las propias células de la médula ésea inducida por la administracion del
bismuto (SATOH et al., 1989). Igualmente, el pretratamiento de los ratones con cloruro de
manganeso y sales de cadmio incrementé el nivel de metalotionina en varios tejidos
disminuyendo los efectos letales de una irradiacion corporal total (MATSUBARA et al., 1987).
Sin embargo, la induccién de metalotionina por los metaloelementos es también 6rgano/tejido
especifico, y el tratamiento con cloruro de manganeso no produce un incremento de los niveles
de metalotionina en la piel o intestino delgado, por lo que no se observa ningun efecto
beneficioso en estos tejidos cuando han sido expuestos a la radiaciéon (MURATA et al., 1995).
El wolframio, el vanadio y las sales de molibdeno tienen un efecto similar a la insulina ya que
incrementan los niveles basales de fructosa-2,6-bifosfato contrarrestando los efectos del
glucagon, de la fructosa-2,6-bifosfato y de la actividad de la 6-fosfofructo-2-kinasa, estimulando
el flujo glucolitico (FILLAT et al., 1992). Todas estas sales descritas también estimulan la
actividad adenilciclasa (HWANG y RYAN, 1981) y han mostrado que estos compuestos a
niveles bajos y no téxicos protegen a los animales expuestos de los efectos letales inducidos
en el sistema hematopoyético (ZAPOROWSKA y WASILEWSKI, 1992; SATO et al., 1999).

6. Citoquinas e Inmunomoduladores
Varios inmunomoduladores utilizados habitualmente en clinica junto con la radioterapia
y/o quimioterapia para controlar el crecimiento tumoral tanto en animales de experimentacion

como en clinica humana presentan también un efecto radioprotector. El interferén gamma
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induce una respuesta inmune en humanos mediante la activacion de las células T, la expresién
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il y del receptor para la porciéon Fc de la
inmunoglobulina en los monocitos. En un estudio clinico randomizado se ha descrito que la
administracion de interferon gamma recombinante provoca una estimulaciéon inmune en los
pacientes que han conseguido la remision completa de un cancer de pulmén de células
pequefas tras la radioterapia y la quimioterapia (PUJOL et al., 1993; ACEVEDO, 2005).

Los polisacéridos asociados a proteinas, tales como AM5 y AM218, lactobacillus
destruidos mediante calor, extractos bacterianos y la trealosa dicorinomicolato sintética también
tienen propiedades inmunomoduladoras. Estos compuestos, ademas, también han mostrado
tener accion radioprotectora (REAL et al., 1992; FEDOROCKO et al., 1992; FEDOROCKO y
MACKOVA, 1996; GUENECHEA et al., 1997; FURUSE et al., 1997; LANDAUER et al., 1997).
El extracto bacteriano Broncho-Vaxom, cuando se administra en combinacion con
indometacina (un inhibidor de la produccién de prostaglandina) en el ratén antes de una
irradiacion letal, presenta una sinergia en el efecto radioprotector esperado (LANDAUER et al.,
1997).

El tricloro de amonio-(dioxietilén-0,0’) teldrico (AS101) es un componente sintético que
exhibe propiedades inmunomoduladoras y una minima toxicidad en ensayos clinicos en
pacientes con cancer (KALECHMAN et al., 1995a,b). El AS101 presentd un efecto protector de
la hematopoyesis en ratones irradiados y ratones tratados con diversas drogas quimioterapicas.
Algunos estudios han descrito que la administracién de AS101 aumenté los niveles de suero
amiloide A (SAA) en el suero de los ratones tratados e increment6 los niveles de SAA, factor B
y ceruloplasmina en el suero de pacientes tratados con AS101. Se demostré que la
Interleukina-1 (IL-1), la Interleukina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) son
mediadores importantes en los cambios de las concentraciones del SAA inducido por AS101
(KALECHMAN et al., 1995a,b). Las citoquinas IL-1, IL-6, TNF-a y el factor de las células stems
parece que intervienen de forma importante en la radioproteccion conseguida por el AS101, ya
que la administracion de anticuerpos contra los receptores de éstos, parece la via por la que el
AS101 incrementa la supervivencia de los ratones irradiados con dosis letales (KALECHMAN
et al., 1995a,b). Incluso, la administracién intraperitoneal de IL-1 consiguié proteger a ratones
de los efectos letales de la radiacion gamma (NETA et al., 1986; 1988; ACEVEDO, 2005).).

7. Lipopolisacaridos y Prostaglandinas

Se ha descrito que los lipopolisacaridos son agentes protectores frente a las lesiones
radioinducidas en intestino y médula ésea de ratén provocadas por una exposicidon corporal
total a la radiacion (RIEHL et al., 2000). La administracion parenteral de lipopolisacarido, 2-4
horas antes de la exposicién a la radiacion, produce un aumento del nimero de criptas que
persisten a los 3,5 dias tras una irradiacién corporal total de 14 Gy de radiacion gamma.
Diversos estudios con inhibidores de la cicloxigenasa en ratones mutantes con un gen ausente

para la cicloxigenasa-2 puso de manifiesto que el lipopolisacarido ofrecia proteccion a través
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de una via dependiente de la prostaglandina (RIEHL et al., 2000), determinandose que la
prostaglandina y la OK-432 protegen a los animales contra estas lesiones radioinducidas
(JOSHIMA et al., 1992; WALDEN y FARZANEH, 1995).

Las prostaglandinas son sintetizadas en casi todos los tejidos como respuesta a un
amplio rango de estimulos tales como hormonas, traumatismos, inflamaciones y reacciones
alérgicas; influenciando un numero de funciones celulares asociadas con circunstancias
normales y patolégicas (NEEDLEMAN et al., 1986). Se ha descrito que las prostaglandinas
ofrecen proteccion en muchos tejidos, incluidos el intestino, médula ésea, foliculos pilosos y
epitelio germinal masculino frente al dafio inducido por la radiacion (WALDEN et al., 1987;
HANSON et al.,, 1988). Hanson et al., (1995) han descrito la accién radioprotectora del
misoprostol (un analogo de la prostaglandina E1) que protege de forma selectiva a las células
normales mientras que carece de efecto alguno en las células tumorales; en lineas celulares
consigue la reparacion de DNA de forma eficiente y en lineas celulares con escaso nivel de
respuesta a este efecto se ha considerado dependiente del ciclo celular lo que explicaria este
efecto ambivalente descrito (VAN BUUL et al., 1999).

8. Ligandos de unién al DNA

El papel del Hoechst 33342 se ha estudiado como radioprotector al detectarse un
efecto de radioproteccion mediado por el incremento en la transferencia de electrones y que,
incluso puede ser aumentada por la adicion de sustancias “donadoras” de electrones que
sustituyan al ligando (MARTIN et al., 1996; MARTIN y ANDERSON, 1999). El Hoechst 33342
une el surco menor de DNA en lugares discretos caracterizados por 3-4 pares de base AT
consecutivas (MARTIN y HOLMES, 1981; HARSHMAN y DERVAN, 1985). Algunos estudios
han mostrado que, aunque la maxima proteccion es actuando contra las roturas radioinducidas
de las cadenas en sus sitios de unién, hay también alguna proteccion adicional en la que
interviene la reduccién realizada por el ligando unido de forma transitoria y oxidando las
moléculas de DNA (DENISON et al., 1992; MARTIN y ANDERSON, 1999).

MECANISMO DE PROTECCION CONTRA LA RADIACION IONIZANTE
Los agentes radioprotectores pueden realizar su accién a través de diferentes
mecanismos de accioén entre los que cabe destacar (NAIR et al., 2001):
1) Supresion de la formacion de especies reactivas (radicales libres).
2) Detoxificacion de especies radioinducidas.
3) Estabilizacion de agentes tdxicos radioinducidos.
)

4) Aumento de los procesos de reparacion y recuperacion.

Como consecuencia del descubrimiento del “efecto oxigeno”, los primeros protectores
se pensaron inicialmente para conseguir provocar un cambio radical (una inversién) de dicho
“efecto del oxigeno”. Asi, agentes farmacolégicos, capaces de alterar la hemodinamica “in vivo”

se consideraron radioprotectores por interferir en la distribucion de oxigeno dentro de los
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tejidos irradiados. La obstruccion mecanica de la perfusion sanguinea mediante microesferas
en la embolizacion intestinal o renal y la perfusion con dextrano con hemoglobina
desoxigenada, disminuia significativamente la sensibilidad de los tejidos irradiados (HOLT,
1975) al alterar la distribucion del flujo sanguineo y, de este modo, la presién parcial de
oxigeno en los tejidos. Las aminas biogénicas tales como la histamina, serotonina,
norepinefrina y epinefrina también muestran una accién radioprotectora al inducir una hipoxia

localizada en las zonas irradiadas.

El consumo quimico y bioquimico de oxigeno también puede provocar hipoxia en
células y tejidos. Este podria ser uno de los mecanismos importantes mediante el que los
clasicos compuestos sulfhidrilos manifiestan un efecto de radioproteccion, ya que al reaccionar

provocan una reaccion de oxidacion con disminucion del oxigeno molecular.

Incluso, los iones metalicos tales como el Fe™ pueden catalizar esta reaccion de
oxidacién mediante la siguiente reaccion (HALLIWELL y GUTTERIDGE, 1999):
2 Sulfhidrilos + 2 0O, » RSSR + H,0,+ 0,

Posteriormente, el mecanismo de accién se ha dirigido buscando la hipoxia tiol-
inducida, como sucede con el WR-2721, que ofrece una selectividad en la protecciéon de las
células normales respecto de las células tumorales (YUHAS, 1982) y que se ha explicado como

consecuencia del diferencial de oxigeno disponible entre ellas.

La “eliminacion” de estas especies de “radicales libres” reactivas acuosas
radioinducidas que tienen una vida media corta (en el rango de nano-segundos) debe disminuir
significativamente el dafio inducido por la radiacion ionizante. Muchos “captadores” de
radicales libres son conocidos por interaccionar con radicales libres acuosos y prevenir la

lesion radioinducida en las células.

Pero ademas, los radioprotectores pueden también reaccionar con radicales del agua o
radicales de biomoléculas (X) formados por mecanismos “en cascada” y que perduran mas
tiempo en el medio bioldgico y conseguir, a través de la cesién de atomos de hidrégeno, para
reparar las especies radicales generadas por la radiacion.

2 X + 2 Sulfhidrilo » 2XH+RSSR

2 Sulfhidrilo + 2 OH » RSSR+2H,0

Las sustancias radioprotectoras pueden también interaccionar con blancos celulares,
como el DNA, formando mezclas de disulfitos y prevenir el dafio de la radiacién por estabilizar
esa sustancia, la diana. Muchos radioprotectores aminotioles tales como la cisteamina, el
guanidoetildisulfido y el glutation disulfito, se unen al DNA y a su cadena complementaria
potenciando su capacidad radioprotectora; aunque no siempre que esto ocurre se demuestra

este efecto, ya que algunas diaminas como la cadaverina y la pentametilen diguanidina unida al
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DNA no presentan ningun efecto protector (KOLLMANN et al, 1973). La actividad
radioprotectora de un buen nimero de compuestos tioles se ha correlacionado con la cantidad
y distribucion en las mezclas de disulfitos (ELDJARN y PHIL, 1958). La regeneracion de
proteinas nativas se alcanza por un intercambio del disulfito tiol con el glutation, posiblemente
catalizado por una tiol transferasa, y posterior accién del sistema redox del glutation unida con
la glutation reductasa y el NADPH.

Protein-S-S-R

Sulfhidrilo + R’SSR

RSSR’ + Sulfhidrilo

Protein-S + SR
RSSR’ + R’-SH
RSSR + R’SH

v

v

v

La hipdtesis de la mezcla de disulfitos esta limitada a la proteccion de enzimas y
proteinas y falla para explicar la radioproteccion de los acidos nucleicos ya que el grupo SH

esta restringido sélo a proteinas (NAIR et al., 2001).

Procesos de reparacion del DNA y recuperacion celular

Los procesos de reparacion o recuperacion celular han constituido el objetivo de
numerosos estudios que se han visto enormemente incrementados al utilizar agentes
radioprotectores. La diana mas importante que puede ser lesionada por la radiacién ionizante
es el DNA de la célula. Los tipos de lesion radioinducida en el DNA incluyen diferentes tipos de
roturas de la cadena simple o doble del DNA tanto a nivel de la base nitrogenada como del
propio azucar. Las frecuencias de roturas de la cadena doble en el DNA es inversamente
proporcional a la supervivencia celular (BRYANT, 1985; RADFORD, 1985); mientras que la
lesion de la base nitrogenada y las roturas de la cadena simple del DNA pueden explicar

también las lesiones subletales en las células (KOHN, 1979).

Cualquiera de las lesiones radioinducidas en el DNA podrian conducir a la muerte
celular, al incremento del numero de mutaciones radioinducidas o a numerosas alteraciones
funcionales; aunque sin embargo, también podrian ser reparadas y las células podrian
recuperarse totalmente de las lesiones inducidas por la Rl (ORR, 1984; FRIEDBERG, 1985).
Algunas sustancias radioprotectoras endégenas se han estudiado para establecer su influencia
en la recuperacion celular de las lesiones ocasionadas por la radiacion o por otras sustancias
quimicas (BUMP et al., 1981; BUMP y YU, 1982; ROIZIN et al., 1984; BERTSCHE y SCHORN,
1986). Los tioles, tales como el glutation, estan involucrados en la reparacion de las roturas de
la cadena simple del DNA. Las células genéticamente deficientes en la sintesis de glutation o
células en las cuales la deficiencia de glutation esta producida por dl-butionina-sulfoxima, por
hipoxia o por misonidazol carecen de esta capacidad de reparacion de la cadena simple del
DNA (EDGREEN et al., 1981; EDGREEN, 1983; REVESZ y EDGREEN, 1984; CLARK et al.,
1984; REVESZ, 1985). Las células genéticamente deficientes de glutation sintasa presentan un
incremento en la cantidad de gammaglutamil cisteina, cistina y otros tioles de bajo peso
molecular pero aquéllos no pueden sustituir o compensar al glutation en la reparaciéon de la

cadena simple de DNA. Muchos compuestos que “estresan” a las células inducen enzimas

21



reparadoras de DNA. Entre estas sustancias se incluye el H,O,, el metil metano sulfonato, los
compuestos del niquel y el dinitropireno. Se ha descrito que si las células se irradian e
inmediatamente se tratan con inhibidores de la sintesis protéica o de la division celular,
muestran un incremento de la resistencia a la radiacion. Este fendmeno se ha denominado
“recuperacion potencial del dario letal” (NAIR et al., 2001). De igual forma, los cultivos celulares
mantenidos en condiciones subodptimas para el crecimiento podrian también llevar a resultados
similares a los descritos anteriormente (BELLI y SHELTON, 1969). Sin embargo, el mecanismo
y las moléculas involucradas en los procesos de recuperacion celular no son bien

comprendidos hasta el momento.

Los mecanismos de defensa celular contra el “estrés” oxidativo provocado por la
radiacién o por diversas sustancias quimicas obtienen una respuesta de “ayuda” precoz al
dafo radioinducido con una consiguiente “adaptacion” al mismo. La respuesta de “ayuda”
consiste en eliminar las lesiones del DNA y la respuesta de “adaptacion” consiste en restaurar
el metabolismo celular y el funcionamiento normal. En la proteccion de dianas u objetivos
vitales, la reparacién urgente tiene un papel importante, y comprende la activacion o sintesis de
muchas proteinas, en donde el DNA precursor sintetiza enzimas y precursores de DNA
(PULATOVA et al., 1999). La ribonucledtido-reductasa en mamiferos es una enzima inducida
por el DNA danado y tiene un papel importante en la reparacion de la escision, ya que la
concentracion de deoxirribonucleétidos es importante para la sintesis de cualquier reparacion
(HURTA y WRIGHT, 1992; FILATOV et al., 1996; TANAKA et al., 2000). Las drogas y
sustancias quimicas que estimulan o incrementan la actividad de enzimas que sintetizan DNA
precursor, tales como la ribonucleétido-reductasa, podrian funcionar también como buenos
radioprotectores. La administracién de los farmacos indralina e indometafeno, antes de la
exposicion a la radiacion, en animales (ratones y perros) consiguié una supervivencia mas
elevada que los animales controles al ser sometidos a dosis letales de radiacibn gamma
(PULATOVA et al., 1999). En muchos 6rganos de estos animales se produjo un incremento en
la actividad de la enzima (ribonucledtido-reductasa) que se interpreta como resultado de la
activacion de DNA, y las enzimas que sintetizan precursores incrementan la extension de la

zona de DNA que son reparadas.

Ademas, los lugares celulares con mayor cantidad de precursores de DNA podrian
“prevenir’ la formacion de nuevas lesiones. En este sentido, se ha descrito que la sintesis
estimulada de deoxirribonucledétidos tanto como la sintesis de DNA y proteinas constituye el
mecanismo de radioproteccién de estas drogas en los animales irradiados ‘in vivo”
(PULATOVA et al., 1999).
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Figura A2. Mecanismos de accion de las sustancias radiprotectoras (Alcaraz et al., 2015)
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ENSAYOS DISPONIBLES EN LA ACTUALIDAD Y POSIBLES DESARROLLOS FUTUROS

Para estudiar el efecto o capacidad radioprotectora se han utilizado diferentes tipos de

observaciones y ensayos experimentales. Podemos destacar los siguientes:

1. Observaciones Clinicas

Dificilmente puede discutirse que los signos clinicos, los sintomas y la condiciénes en
su conjunto del paciente son muy importantes para el diagndstico médico de la gravedad del
sindrome de radiacion. Los principales signos y manifestaciones, asi como las enfermedades
principales, estan registrados en numerosos libros de texto. Siempre hay que tener en cuenta
que la ausencia de sintomas no debe ser considerada como exposiciones insignificantes o
nulas, a menos que se hayan confirmado mediante los respectivos test bioldgicos. Otra nota
practica es que, como no hay sintomas que sean provocados exclusivamente por las
radiaciones ionizantes, resulta de suma importancia para el diagndstico diferencial tener en
cuenta los datos de la anamnesis del paciente o del trabajador irradiado (BACQ vy
ALEXANDER, 1964).

2. Indicadores Hematolégicos

Durante afios se han estudiado los cambios en el nimero de células sanguineas como
indicadores hematoldgicos en sangre periférica de la exposicion a Rl. La fase temprana tras el
accidente con RI esta caracterizada normalmente por un pico inicial y temporal de granulocitos
y por la primera caida del numero de linfocitos. Estos signos pueden aparecer entre 0,5y 1 Gy
de radiacion de baja transferencia lineal de energia (LET). La mayor pendiente de caida del
numero de linfocitos y los valores por debajo del minimo ocurren con una exposicidn mas
elevada. El niumero de plaquetas también disminuye al superar 1 Gy, aunque este proceso es
mas lento que la disminucion del nidmero de linfocitos. Estos sucesos solamente pueden
seguirse obteniendo muestras de sangre frecuentes aunque las curvas dosis-efecto muestran
grandes diferencias individuales (SZEPESI y FLIEDNER, 1994).

Los datos hematoldgicos, sin embargo, permiten juzgar la reactividad del individuo
tanto en la fase aguda como en la fase de regeneracion posterior. La principal ventaja del
contaje de células sanguineas es que da una impresién inmediata de la gravedad de un
accidente, particularmente durante los dos primeros dias, cuando no se pueden aplicar

normalmente otras técnicas disponibles.

Debido a la elevada radiosensibilidad de los linfocitos, tras administrar grandes dosis
de RI desaparecen pronto de la circulacion sanguinea tal y como ocurrié en varias victimas del
accidente de Chernobyl. Ante esta situacion, se di6 un nuevo enfoque para calcular la dosis
basado en la cinética de los granulocitos neutréfilos. La supresion aguda de la médula ésea
podria ser cuantitativamente expresada por los parametros temporales del contaje de los

neutréfilos en sangre periférica; asi, la también llamada curva de neutréfilos cruza el nivel de
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500 neutrdfilos/ml, “dia de 500” o “d500”. El “d500” indica el comienzo, el grado y la duracion de
la pancitopenia que padecera el paciente accidentado sirviendo como un buen factor
pronostico. Asi el “d500” constituye un parametro hematolégico cuantitativo de la gravedad del
sindrome de médula 6sea inducido por la radiacién aguda y que también se ha asociado con
un elevado numero de produccién de cromosomas dicéntricos en linfocitos humanos
(BARANOQV et al., 1995).

Basado en un gran numero (aproximadamente 600) de personas lesionadas en 22
accidentes nucleares, se han desarrollado varios métodos para la evaluacién hematolégica del
estado de las personas en el diagnostico precoz por el contaje de linfocitos periféricos a las 24-
48 horas del accidente; y de granulocitos y plaquetas desde el 4° dia después de la exposicion.
Una simulacion en ordenador de la granulopoyesis ha permitido el calculo de las células que
pueden quedar intactas, lo que ayuda a planear la terapia y construir un pronéstico como un
“ensayo predictivo” para los siguientes 60 dias. Los procedimientos y calculos estan basados

en la “Hipdtesis del Cuerpo Celular Lesionado” descritos por Szepesi y Fliedner en 1994.

3. Ensayos Citogenéticos
A. Cromosomas de linfocitos en metafase

El analisis de las aberraciones cromosoémicas en linfocitos realizados en sangre
periférica humana esta reconocido por los organismos nternacionales para la determinacion
biolégica de las dosis de RI. Es especialmente importante resaltar que, en dosis equivalentes
menores de 1 Sv, el analisis de las aberraciones cromosdmicas puede ser solamente un
indicador biolégico de exposicion a la radiacion. Este limite viene determinado
fundamentalmente por el nivel de aberraciones en la poblacion (frecuencia basal espontanea) y
por el numero de células que son analizadas en cada caso, y que son poco numerosas
habitualmente. Dependiendo de la experiencia del laboratorio, la dosis estimada
suficientemente fiable puede estar por encima de 0,10-0,15 Gy, para radiaciones de baja LET o
de 0,01 Gy para neutrones procedentes de fision. Una de las grandes desventajas de este
método es que se necesita mucho tiempo para su determinacién debido a la necesidad del
cultivo de las células y al recuento manual, requiriendo alrededor de tres dias de trabajo muy

especializado para obtener el resultado de una sola muestra (BENDER et al., 1988).

En el desarrollo posterior de estos analisis de aberraciones cromosémicas, se han
obtenido nuevos resultados espectaculares con la técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) (DURANTE et al., 1996). La técnica FISH ha llegado a ser una poderosa
herramienta en citogenética desde que fue introducida en 1969. Su gran potencial surge de su
capacidad unica para combinar informacion citologica de los cromosomas con informacion
molecular sobre la estructura y secuencia del DNA. La hibridacién “in situ” permite la
localizacion de una secuencia de DNA en particular cerca de los cromosomas en metafase. Si

se tifien solamente dos o tres cromosomas, puede encontrarse una relacion dosis-efecto lineal-
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cuadratica para las aberraciones cromosémicas en linfocitos circulantes irradiados “in vitro” con

radiacion gamma.

La principal ventaja de esta nueva técnica de tincién es que las aberraciones estables
pueden ser detectadas mucho después de la irradiacion. El rendimiento o eficacia tras una
dosis dada se ha estimado entre 1,5-2 veces mayor que la técnica de las aberraciones
cromosomicas dicéntricas. Sin embargo, ciertas limitaciones importantes de la técnica son que
el valor base de la poblacién es aproximadamente de un orden de magnitud mayor que para
las aberraciones dicéntricas. La técnica resulta muy prometedora, aunque tienen que
clarificarse varios aspectos en el futuro inmediato tales como la nomenclatura de las
aberraciones simples y complejas observadas, las relaciones dosis-efecto proporcionales asi
como que su uso esta limitado principalmente a dosis absorbidas por encima de 2 Gy. Cabe
destacas las buenas correlaciones encontradas entre la traslocacion y las anomalias

dicéntricas que se producen en la poblacion de supervivientes de la bomba-A.

B. Técnica de micronucleos
Micronucleos en médula ésea de ratén

Durante los ultimos afos se ha utilizado un test clasico de toxicologia para poner de
manifiesto el dafio cromosémico inducido por la radiacién ionizante: el Test de Microntcleos
(MN) “in vivo” sobre eritroblastos/eritrocitos de médula 6sea de roedores (ratéon y rata).
El test de micronucleos en médula dsea desarrollado originariamente por Schmid en 1975, es
probablemente el test “in vivo” mas frecuentemente utilizado para poner de manifiesto el efecto
genotoxico producido tanto por la radiacién ionizante como por numerosas sustancias
quimicas. Los eritrocitos policromatéfilos con micronucleos en médula 6sea, proporcionan un
método fiable y relativamente sencillo para la deteccion del dafio cromosémico producido por
diferentes agentes fisicos y quimicos (HEDDLE y SALOMONE, 1981; ALMASSY et al., 1987;
MAVOORNIN et al., 1990; KRISHNA et al., 1992; MAZUR, 1995a,b; CASTILLO et al., 2000;
ALCARAZ et al., 2013).

Posteriormente, algunas modificaciones del test, entre las que también se incluye el
recuento de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica con tinciones de acridina
(HAYASHI et al., 1983; CASTILLO et al., 2010) e incluso el recuento automatizado mediante
técnicas de citometria de flujo, han multiplicado las posibilidades iniciales del test. Las curvas
dosis-efecto lineales descritas con el test de médula 6sea le dotan de gran fiabilidad en la
cuantificacion del dafo genético radioinducido. Muy recientemente, el analisis de reticulocitos
en sangre humana por citometria de flujo se esta convirtiendo en la ultima incorporacién
técnica que permite una determinacion fiable de las dosis de radiacion absorbidas (ACEVEDO,
2005).
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Micronucleos en linfocitos humanos irradiados

En los ultimos afios, se han ido acumulando un gran niumero de referencias que indican
que el recuento de micronucleos en linfocitos humanos irradiados, constituye una fuente de
informaciéon de los dafos citogenéticos derivados de radiaciones ionizantes asi como de

numerosos téxicos quimicos.

Las relaciones dosis-efecto establecidas para radiacién ionizante tienen una relacién
lineal o lineal-cuadratica en un rango de dosis entre 0,1 y 4 Gy (KORMOS y KOTELES, 1988).
También se han acumulado los datos de los valores base de la poblacién (frecuencia basal
espontanea); como consecuencia, las dosis estimadas pueden ser actualmente mas fiables.
Esto ultimo ha sido uno de los objetivos que se propuso el Proyecto HUMN (Micronucleos
Humanos) en 1997, dénde mas de 35 laboratorios a nivel internacional se propusieron, entre
otros objetivos, recopilar y comparar las frecuencias basales de micronucleos en la poblacion
humana para establecer la frecuencia basal normal y determinar asi las principales variables
demograficas, medioambientales y metodolégicas que afectan a este indice (FENECH et al.,
2003), utilizando la técnica de micronucleos en linfocitos humanos irradiados y
bloqueados citocinéticamente con Cytochalasina B en la primera divisién mitética
(FENECH y MORLEY, 1986).

La realizacién relativamente simple del test puede ayudar para la determinacion de los
efectos de tratamientos combinados y sirve de ayuda para estimar las radiosensibilidades
individuales. Diferentes estudios han comparado la utilidad de esta técnica y la de la técnica del
“‘cometa” en la evaluacién del dafio genotéxico producido por diferentes agentes fisicos y
quimicos y las conclusiones han sido que la técnica “cometa” es mas sensible que la técnica de
micronucleos en la monitorizacion de la poblaciéon expuesta a radiacién X aunque ambas

pueden ser utilizadas para este fin (HE et al., 2000).

Las posibilidades de evaluar la frecuencia de aparicién de micronucleos a través de un
analisis de imagen automatizado y computerizado proporcionaria a esta técnica un mayor
rango de aplicaciéon y que, todavia en estos momentos, no se ha hecho posible (FENECH y
MORLEY 1985a, 1986; ALMASSY et al., 1987; HALL y WELLS, 1988; ALCARAZ et al., 2014).
El estudio automatizado mediante la plataforma Metafer de cromosomas dicéntricos,
micronucleos y del test cometa produce resultados fiables y reproducibles que muestran la
utilidad futura de esta técnica (FENECH et al., 2003; SCHUNCK et al., 2004).

Aunque en la actualidad se han descrito diferentes métodos, o variantes técnicas, para
la realizacion del test de micronucleos sobre linfocitos humanos irradiados empleando cultivos
de linfocitos aislados, se ha recomendado que para el trabajo habitual de dosimetria biolégica y
de busqueda o “screnning” del efecto de sustancias radioprotectoras y radiosensibilizantes sea

considerado el cultivo de linfocitos en sangre completa obtenida del donante directamente y
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con bloqueo citocinético con cytochalasina B, como la técnica mas adecuada para tal fin (IAEA,
2001; 2011).

C. Condensacién prematura de cromosomas

Esta técnica se basa en la fusién de linfocitos aislados a partir de sangre periférica con
células mitéticas de ovario de hamster utilizando polietilenglicol (PEG). El dafio en sus
cromosomas condensados prematuramente aparece como un buen indicador de la exposicion
a radiacioén ionizante. Los efectos de la radiacion se manifiestan como “fragmentos”, es decir,
material cromosoémico que excede a las 46 cromatidas de los cromosomas; estos fragmentos
son contados y se utilizan para estimar el dafio citogenético. La condensacién prematura de los
cromosomas (PCC) se ha utilizado como un biodosimetro en linfocitos humanos no
estimulados, evitando de esta forma complicaciones derivadas de retrasos en el ciclo celular y
el efecto de células muertas en interfase a altas dosis de radiacion. La técnica es mas utilizada
para detectar la proporcion de células no dafiadas por la radiacién ionizante. Su umbral de
sensibilidad parece mayor que la de otras técnicas citogenéticas y el dafio inicial puede ser
determinado inmediatamente después de la exposicidon. La relacion dosis-efecto que se ha
determinado es una relacion lineal (GREINERT et al., 1995; BLAKELY et al., 1995).

Un paso adicional fue introducido con la coloracién de los cromosomas mediante la
combinacion de la técnica FISH con la de PCC. La curva dosis-respuesta para la induccién de
fragmentos es lineal dentro de las dos horas inmediatamente posteriores a la exposiciéon. Mas
tarde, se ha descrito lineal y/o cuadratica. El método indica que la coloracion de los
cromosomas condensados prematuramente puede ser utilizado para la determinacién de la
dosis de radiacion como dosimetro biolégico (BLAKELY et al., 1995; IAEA, 2001; 2011).

D. Intercambio de cromatidas hermanas

Esta técnica no esta considerada como una posibilidad practica para indicar los dafios
de la RI. Puede ser un buen indicador del dafio inducido por radiacién ionizante pero no
presenta una aceptable correlacion con las dosis de radiacion administradas o absorbidas.
Algunos autores han descrito resultados sobre aumento de frecuencias en los trabajadores de
Chernobyl y en ciertas poblaciones expuestas al radon (PRABHAVATHI et al., 1995;
LAZUTKA, 1995; IAEA, 2011).

4. Indicadores Bioquimicos

Se han hecho considerables esfuerzos en las ultimas tres décadas para encontrar
indicadores bioquimicos del dafo inducido por la radiacion (como metabolitos o actividades
enzimaticas) que, supuestamente, aparecerian o cambiarian sus actividades funcionales en
fluidos corporales tales como la orina o la sangre debido fundamentalmente a procesos
celulares degenerativos inducidos por la radiacion ionizante. Algunos de estos indicadores
bioquimicos son la deoxicitidina, timidina, pseudouridina, el acido beta-aminoisobutirico,

productos de degradacion de los &cidos nucleicos, aminoacidos como la cisteina, taurina y
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creatina, asi como, productos del metabolismo proteico. Algunos autores coinciden en que
estos parametros dependen de una serie muy variable de condiciones fisioldgicas o patoldgicas
de cada individuo (edad, sexo, raza, desdérdenes metabdlicos) que dificultan
extraordinariamente su empleo como dosimetro o indicador biolégico de lesion radioinducida
(LOHMAN et al., 1995).

El optimismo basado en los resultados obtenidos en animales de experimentacion en
diferentes ensayos, no se pueden conseguir en humanos. Los metabolitos de las aminas
biogénicas, como el acido 5-hidroxiinddlico, dan normalmente una buena relacién dosis-
respuesta aunque a muy altas dosis. Entre estos indicadores bioquimicos se han descrito
también cambios en la actividad de ciertos enzimas. Se han hecho pruebas con varios enzimas
que normalmente aparecen en el suero sanguineo tras serias lesiones en diversos tejidos
como el musculo, higado, piel y glandulas salivales, como son: la glutamato oxalacético
transaminasa (GOT), la creatinfosfoquinasa (CPK) o la amilasa. Los datos procedentes de
experimentos con animales y, ocasionalmente de experiencias humanas, muestran que la
mayoria de estos tests no cumplen los requerimientos de indicadores bioldgicos en caso de
accidente radiolégico (LOHMAN et al., 1995).

5. Resonancia del Spin Electréonico

Entre los indicadores a nivel molecular se puede mencionar también la determinacién
de la resonancia del spin electronico de los radicales libres inducidos por la radiacion,
conservados en tejidos de bajo contenido en agua como el esmalte de los dientes, las ufias o el
pelo. La relaciéon lineal dosis-respuesta se ha descrito entre 0,5 y varias decenas de Gy. La
técnica se ha utilizado en los supervivientes de la bomba-A asi como en las victimas del
accidente de Chernobyl. Sin embargo, varios puntos de la técnica han sido descritos como
dependientes de diferentes parametros: calidad de la radiacién, efectos de la tasa de dosis,
temperatura o naturaleza de la muestra biolégica que se ha utilizado (KUDYNSKY et al., 1994),

lo que suponen inconvenientes que no se han superado hasta estos momentos.

6. Indicadores en Exposiciones Internas

Aunque el interés principal de la dosimetria bioldgica radica en la aplicacion de técnicas
adecuadas para estimar las dosis absorbidas en casos de graves sobreexposiciones,
principalmente de radiaciones ionizantes externas, los problemas de las exposiciones internas
producidas mediante contaminacién radiactiva también han de tenerse en cuenta. Actualmente
hay dos circunstancias que tienen un especial interés: a) las exposiciones al radén y a sus
descendientes y b) los radioyodos, generalmente utilizados en Medicina Nuclear.

Debido a que las exposiciones al raddon se consideran en la actualidad preocupantes,
se han hecho algunos acercamientos tanto en los mineros como en la poblaciéon que vive bajo
exposiciones masaltas para medir su efecto bioldégico. Se han descrito frecuencias basales

aumentadas de diferentes parametros citogenéticos, pero todavia no se ha obtenido una
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relaciéon clara dosis-efecto. Una situacion similar se ha descrito en trabajadores y soldadores
tras exposiciones al plutonio (LIVINGSTON et al., 20086).

La estimacion de la dosis después de la terapia con radioyodo se ha demostrado
dependiente de la condicion fisioldgica y patolégica de la glandula tiroides, asi como de la
cantidad de radioisétopo concentrado en dicha glandula. En la enfermedad de Graves-
Basedow la frecuencia de micronucleos se ve incrementada pero en los adenomas téxicos no
se ha encontrado un aumento a pesar de las altas dosis aplicadas (KOTELES et al., 1993;
KOTELES, 1996). La terapia con yodo radiactivo si que ha supuesto un incremento de
micronucleos en los estudios con bloqueo citocinético en los pacientes tratados con yodo

radiactivo en el tratamiento de carcinomas papilares de tiroides (NAVARRO et al., 2004a,b).

7. Indicadores para dafios radioinducidos locales

Para zonas del cuerpo especificas, dafios locales o irradiaciones parciales, que ocurren
de forma mas frecuente, el arsenal de diagndstico es todavia mas modesto y limitado. No se
han descrito indicadores dosis-dependientes para la piel humana que puedan ser usados de

forma rutinaria.

Tradicionalmente se han utilizado las observaciones clinicas que aparecen en la
mayoria de los casos: eritema precoz, descamaciones secas y humedas, dafios vasculares,
necrosis dérmicas y subcutaneas extensas. Con estos elementos cutaneos se puede
establecer la localizacion, extension y gravedad del dafio radioinducido. Los diferentes métodos
descritos deben ser también de valor diagndstico y aconsejar la necesidad y condiciones de la
terapia que pretende utilizarse asi como diferenciar entre regiones cutaneas dafiadas y no
dafadas para estimar la utilidad de los injertos de piel en esas zonas. Los diferentes métodos
incluyen en diferentes grados, el andlisis de la capa basal de células y de los foliculos pilosos y
la estructura y el diametro del pelo; en ocasiones, se ha utilizado la atrofia dérmica determinada
mediante ultrasonidos para medir el grosor de la piel, la permeabilidad vascular, la

capilaroscopia y la termografia relacionandolos con la dosis de radiacién administrada.

La muerte celular radioinducida se ha demostrado dosis-dependiente en los foliculos
pilosos provocando el adelgazamiento del pelo. Se puede medir el porcentaje de pelo
displasico, el numero de aberraciones cromosdmicas del epitelio del pelo arraigado, el numero
de células muertas (por apoptosis) en los foliculos pilosos y el nUmero de ndcleos celulares en
la médula del pelo. El pelo se puede obtener facilmente de la mayoria de la superficie corporal.
De esta forma, se pueden detectar exposiciones parciales del organismo permitiendo la
localizacion de la exposicion de la forma mas exacta posible; incluso parece posible realizar un
analisis automatico del diametro del pelo (HAMILTON y POTTEN, 1995).

Sin embargo, el sistema indicador mas sensible (muerte de las células en el foliculo

piloso, 0°'05-1 Gy) puede hacerse sélo utilizando métodos invasivos y su aplicaciéon esta
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limitada en el tiempo (solamente en exposiciones cortas). El sistema que tiene mas facil
accesibilidad (anchura del pelo, pelo displasico), es menos sensible (1-10 Gy y 2-10 Gy,
respectivamente) y el efecto bioldgico necesita un minimo de 2-3 dias para su expresion,
poniéndose de manifiesto que el tiempo 6ptimo de determinacion esta entre los 7 y 14 dias
postexposicion. Hasta ahora la experiencia realizada en humanos es muy limitada, por lo que
deberia investigarse la variabilidad entre las diversas partes del cuerpo y la variabilidad

existente entre individuos.

También se han descrito dos procedimientos de diagndstico instrumental que pueden
usarse en casos de sobreexposiciones locales para determinar su gravedad: los métodos
térmicos y los radioisotopicos. Los dos métodos son mas fiables cuando es posible comparar
un area irradiada con la correspondiente zona simétrica no irradiada. En este sentido, varias
formas de termografia pueden usarse, primero, para ver si hubo algun dafio; y segundo, para
valorar la extension del mismo. Tanto la termografia de contacto como la teletermografia
infrarroja parecen de utilidad parecida (quizas la ultima es mejor aunque mas cara) para el
diagndéstico de la irradiacién parcial del cuerpo, principalmente de las extremidades (KOTELES
et al., 1987; KOTELES y BENKO, 1994). El método radioisotdpico detecta la circulacién
vascular en las regiones cuando se inyecta 9™ Tc-pertecnectato por via intravenosa y su
distribuciéon se determina con camara de centelleo. Su utilizacién permitiria objetivar lesiones

vasculares radioinducidas que modifican el flujo sanguineo de la zona corporal irradiada.

Estos dos métodos pueden utilizarse complementariamente. Sin embargo, no permiten
determinar la dosis exacta de Rl pero ayudan en la valoracién de la severidad clinica del dafio
radioinducido. La termografia es una técnica sensible y frecuente para detectar dafios locales
de radiacion y para determinar sus extensiones en las fases donde los sintomas clinicos no son
evidentes, es decir, en los periodos mas precoces y en los latentes (KOTELES y BENKO,
1994).

TENDENCIAS FUTURAS EN INVESTIGACION Y DESARROLLO

Se estan estudiando algunas técnicas que se consideran de utilidad a corto plazo:

1. Mutaciones Genéticas

* Se han realizado estudios en los supervivientes de la Bomba-A y en algunas
personas expuestas en el accidente de Chernobyl sobre las variaciones en la frecuencia de
eritrocitos que han perdido el gen de expresion en el locus de la Glicoforina A (ensayos GPA)
mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales con marcaje inmunoldgico. Por supuesto,
el desarrollo sofisticado en la individualizacion de células y en la preparacion de anticuerpos
monoclonales con marcaje inmunolégico, han hecho posible este tipo de aproximacion. Un
incremento de la frecuencia de células mutantes en los supervivientes de la Bomba-A se ha
correlacionado con la dosis fisica estimada mayoritariamente para diferentes grupos de
poblacién y con mas dificultad para individuos aislados. Respuestas similares se han descrito
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en los eritrocitos de la poblacién irradiada en Chernobyl, describiéndose la persistencia de las

mutaciones durante afios tras la exposicion (ACEVEDO, 2005).

* El ensayo del gen del receptor de las células T (TCR) en linfocitos de sangre periférica parece
aplicable después de la exposicion a la radiacién y presenta una frecuencia de células

mutantes considerablemente elevada.

* El ensayo de la hypoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa (HPRT) indica un
incremento significativo en la frecuencia de células mutantes de manera dosis-dependiente. El
test HPRT fue aplicado con éxito en las personas expuestas durante la contaminacion
ambiental en Goiania (Brasil) y se han descrito aumentos de las frecuencias de mutaciones
durante afios en las personas expuestas entre 1-7 Gy. En casos de pequefias
sobreexposiciones ocupacionales, el ensayo HPRT no ha mostrado suficiente sensibilidad
(ACEVEDO, 2005).

2. Fenémenos Celulares

Se han ensayado diferentes tipos de alteraciones en la superficie celular como
indicadores biolégicos del dafio radioinducido. Se han publicado algunos estudios para
relacionar la dosis de radiacién con movilidades electroforéticas de varias células incluyendo
eritrocitos y linfocitos. También se han desarrollado pruebas de union a la lectina. Sin embargo,
los indicadores basados en las alteraciones de la membrana celular no tienen practicamente
importancia y persisten solamente por un tiempo relativamente corto tras la exposicion a la

radiacion.

El ensayo de células con electroforesis en gel (“cometa”) es un método sensible
para la deteccion de roturas en la cadena simple de DNA de células individuales. Actualmente
se considera que deberia llegar a ser una técnica habitual en la deteccion de dosis de radiacion
relativamente bajas. La contribucién de este ensayo con otros ensayos citogenéticos similares
permite evitar subestimaciones del dafio radioinducido indicando tanto dafios ligeros como
graves en células individuales. Es obvio que el primer paso debe ser la realizacion de las
curvas dosis-respuesta en cada laboratorio (SINGH et al., 1995a,b; PLAPPERT et al., 1995;
IAEA, 2011).

El indicador espermatogénico es un caso especial para danos locales o regionales
cuando las génadas masculinas estan situadas dentro del campo de radiacion. Se han descrito
cambios en la cantidad, movilidad y morfologia de los espermatozoides tras la exposicion a la
radiacion ionizante. Debido al tiempo de maduracién del esperma adulto, la disminucion de la
cantidad de esperma puede no observarse hasta aproximadamente 45 dias después de la
exposicion corporal a la radiacién. El método tiene un gran nimero de inconvenientes, de
manera que es bastante improbable que ocupe un papel importante en la dosimetria bioldgica.

Puede usarse solamente con una parte de los varones de la poblacién y solamente con
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aquéllos, cuya espermatogénesis esta intacta. Por otra parte, el método es invasivo y la
mayoria de los datos publicados estan limitados al ratén; no hay mucha informacion disponible
en el hombre (ACEVEDO, 2005).

3. Indicadores Inmunolégicos

El sistema inmune tiene una gran radiosensibilidad, por lo que parece muy util para
investigar técnicas de dosimetria biolégica sobre todo para exposiciones a dosis bajas de
radiacion. Se han evaluado numerosas técnicas pero, actualmente, no existe un unico
indicador disponible para su uso rutinario en los ensayos previos de exposicion a la radiacién.
Esto es debido, en parte, a la complejidad del sistema inmune y al hecho de que la informacion
acerca de los factores celulares y plasmaticos implicados en el mecanismo de defensa inmune

esta en constante cambio y desarrollo (TUSCHL et al., 1995).

Los indicadores inmunolégicos potencialmente utiles se pueden agrupar segun el
aspecto en el que estan basados en: 1) Cuantificacion del conjunto de linfocitos; 2) Valoraciéon
de la funciéon que requiere la interaccion de diferentes subpoblaciones de células blancas
sanguineas; 3) Produccion de anticuerpos y 4) Respuestas mediadas por células como los test
de hipersensibilidad cutdnea y la capacidad para rechazar tejidos extrafos u 6rganos
trasplantados. Sin embargo, ninguno de ellos se emplea como dosimetro biolégico en la
actualidad (ACEVEDO, 2005).

A pesar de décadas de largas investigaciones e importantes adelantos, se han
desarrollado solamente unos pocos indicadores bioldgicos y aun menos, dosimetros bioldgicos
que sean realmente aplicables. Algunos son bastante prometedores; hoy en dia, entre los mas
utiles y mas ampliamente aceptados se encuentran los Ensayos Citogenéticos siendo la
mayoria de ellos, de uso obligatorio en accidentes radiolégicos y propuesto para medir el efecto

de la radiacion en las situaciones en las que grandes poblaciones se vean expuestas a RI.

En este sentido nuestro laboratorio utiliza un test citogenético clasico que expresa el
dafio cromosoémico (genotdxico) inducido por la radiacion ionizante: el test de micronucleos del
cual, se han descrito dos variantes:

a) La técnica de micronucleos “in vivo” sobre eritrocitos policromatofilos de médula
Osea de ratén.

b) La técnica de micronucleos “in vitro” en linfocitos humanos irradiados con bloqueo

citocinético.

En nuestro estudio utilizaremos ambos, teniendo en cuenta que el test de micronucleos
en linfocitos humanos irradiados con bloqueo citocinético para poner de manifiesto el posible
efecto protector de diferentes sustancias frente al dafo cromosémico inducido por la radiacion
ionizante es considerado hoy dia como el test de dosimetria biolégica mas adecuado en estos

momentos para el analisis citogenético de rutina (IAEA, 2001; 2011).
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GRUPO

INDICADOR
BIOLOGICO

DOSIMETRO

HEMATOLOGICOS

e Disminucién de linfocitos, granulocitos, plaquetas y eritrocitos.
e Disminucion de células de la médula ésea.

CITOGENETICOS

e Aberraciones cromosomicas en metafase (dicéntricas, anillos).
e Aberraciones en interfase.

e Microntcleos “in vitro” e “in vivo”.

e Condensacion prematura de cromosomas.

e Hibridacion in situ con fluoresceina (FISH).

e Aberraciones numéricas.
e Intercambio de cromatidas hermanas.

CITOLOGICOS-MOLECULARES

o Rotura de DNA por electroforesis en gel, “test del cometa”.
e Alteraciones de union (lectina, etc.).

o Electroforesis de células.

e Pérdida del gen de expresion en el locus de Glicoforina
A en eritrocitos.

e Funcion, morfologia y densidad celular.

e Capacidad reproductiva.

ESPERMATOGENICOS

e Cantidad, movilidad y morfologia de esperma.

INMUNOLOGICOS

e Cambio en el recuento de los tipos de linfocitos.

e Cambio en las funciones celulares.

e Produccion de anticuerpos.

o Test de hipersensibilidad cutanea mediada por células.

RESONANCIA DEL SPIN-ELECTRONICO

e Pelo, dientes, uias.

BlOQUIMICOS

e Productos metabdélicos.
o Actividades enzimaticas.
e Capacidad reparativa.

Tabla A2. Principales indicadores y dosimetros biolégicos utilizados para cuantificar el dafio radioinducido
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FLAVONOIDES

NATURALEZA Y BIOSINTESIS

Actualmente existe la tendencia al uso de sustancias de origen natural con efectos
beneficiosos para la salud que sean componentes habituales de la dieta humana. En la dieta
“mediterranea” se presentan con frecuencia compuestos con dicha potencialidad en este
sentido. En el mundo vegetal, los flavonoides (del latin flavus, amarillo) o compuestos
polifendlicos constituyen un importante grupo de sustancias organicas que han permitido
desarrollar en los ultimos afos diversas lineas de investigacion cientifica con interesantes
aplicaciones. Constituyen el grupo mas amplio de los fenoles naturales y le dan los colores
(rojos, azules, amarillos) a las flores y a las hojas de otofio. La luz no es esencial para su
formacion, pero influye en su presencia cuantitativamente en la planta. Su color depende del
pH, son incoloros o blancos a pH acido y de color amarillo intenso a pH basico (CASTILLO et
al., 2000).

Dentro de las plantas comestibles estan presentes una amplia variedad de flavonoides.
Se han identificado en total 61 tipos diferentes de los cuales nos interesan especialmente los
flavonoides de la especie Citrus (HOROWITZ y GENTILI, 1977), dentro de la cual podemos
distinguir cuatro tipos que son: flavonas, flavononas, flavonoles y antocianinas. En este trabajo
hemos utilizado compuestos de diferentes familias de plantas, que se estan consolidando como
fuentes de sustancias polifendlicas naturales: los citricos, el romero, el olivo, la uva y el té
(BENAVENTE-GARCIA et al., 2007).

Los citricos son la fuente mas importante de flavonoides, siendo la base de productos
farmacéuticos como la diosmina-hesperidina (daflén®, circovenil®, diosminil®, insuven®,
venosmil®, etc.) y derivados esterificados de la rutina (venoruton®, duvaline®, venosan®,
esberiven®, etc.). Entre los flavonoides presentes en “citrus” destaca el eriodictiol, que es una
flavonona que se encuentra glicosilada en los frutos del limén y que presenta una estructura

molecular congruente con una alta capacidad antioxidante

Asimismo, hemos estudiado la capacidad radioprotectora de otros flavonoides
presentes en “cifrus” como la Diosmina, la Rutina y el Extracto Citrico (CE-50). Por otra
parte, hemos estudiado el efecto de determinadas vitaminas y precursores como son la
Vitamina C o Acido Ascoérbico (presente en “citrus”), la Vitamina E (3-tocoferol). También
hemos incluido la Quercetina, el polifenol-flavonoide probablemente mas estudiado. La
quercetina es el derivado aglicon de la rutina, cuya forma esterificada es una de las bases mas
utilizada en la sintesis de farmacos con propiedades vasoprotectoras periféricas y, en general,

del sistema circulatorio.

El romero es, posiblemente, la planta labiada con mayor presencia de compuestos

polifendlicos con actividad antioxidante. Ademas de esta capacidad antioxidante el romero se
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ha utilizado en medicina como agente antiinflamatorio y antimicrobiano. Dentro de los
compuestos presentes en el romero destacan los pertenecientes a tres familias distintas de
polifenoles: dos compuestos diterpénicos, el Carnosol y el Acido Carnésico; y el Acido
Rosmarinico, un acido polifendlico procedente de la condensacion del acido caféico con otras
estructuras; y la hispidulina-7-O-glucosido, un flavonoide muy caracteristico de esta planta. La
actividad antioxidante de los extractos de romero depende de su riqueza en compuestos
fendlicos, que puede ser determinada por varios métodos en medios acuosos vy lipidicos. En
medios lipidicos, los extractos con mayor contenido de diterpenos fendlicos son los mas
efectivos, mientras que en medio acuoso el acido rosmarinico presenta la mayor capacidad
antioxidante (ALCARAZ et al., 2013; 2014).

El olivo presenta una composicién caracteristica en compuestos polifendlicos que no
presentan otras plantas mediterraneas, distribuidos principalmente en cinco grupos de
sustancias: oleuroperésicos, flavonas (Apigenina, entre otras.), flavonoles (rutina), flavan-3-ols
(catequina) y compuestos fendlicos (Hidroxitirosol, acido cafeico, etc.). Algunos compuestos
polifendlicos presentes en el olivo han demostrado capacidad antioxidante y se utilizan en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares. Los compuestos presentes en el aceite de oliva
virgen, también presentes en las hojas de olivo, presentan propiedades antiinflamatorias
agudas y crénicas en modelos realizados en ratas, siendo capaces de captar aniones
superoxido (O,) y disminuir su produccion celular, lo cual puede explicar algunos de los efectos
protectores observados en estudios epidemioldgicos realizados sobre enfermedades
cardiovasculares (CASTILLO et al., 2010).

Estudios recientes han mostrado especificamente las propiedades antioxidantes de los
componentes principales de los Extractos del Olivo, la oleuropeina y el hidroxitirosol, que es
precursor de la oleuropeina y un metabolito producido por el hombre cuando se administra la
oleuropeina oralmente. Ambos presentan capacidad inhibitoria de la peroxidacién lipidica “in
vivo” en microsomas hepaticos de rata, e “in vitro” frente al estrés oxidativo del peréxido de
hidrégeno o la xantina oxidasa, aumentan la resistencia del LDL a la oxidacion, y reducen los
niveles plasmaticos totales de colesterol libre y esterificado. Segun estos estudios, el
hidroxitirosol y la oleuropeina podrian mostrar efectos beneficiosos sobre la salud debido a sus
propiedades antioxidantes (CASTILLO et al., 2010).

En este trabajo también se han estudiado una serie de sustancias procedentes de la
uva como son las procianidinas (P90,), el Acido Gallico y un Extracto Soluble de Semilla de
Uva. Estas sustancias presentan importantes propiedades antioxidantes y son, precisamente,

las causantes de los efectos beneficiosos del vino tinto descritos en diferentes estudios.

De gran actualidad es el Té Verde por sus propiedades antineoplasicas y antioxidantes

y, por ello, hemos decidido ensayarlo en este trabajo, ya que la luteina se ha descrito como un
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elemento protector en diferentes test de micronucleos sobre médula ésea de ratéon (SINGH,
1996).

Ademas incluimos también en nuestro estudio el Dimetilsulféxido (DMSO) por ser el
principal disolvente de los compuestos liposolubles ensayados y, de esta forma, distinguir entre

el efecto debido a la propia sustancia y/o el debido al disolvente de la misma.

Por ultimo, también hemos incorporado al estudio la Amifostina o Ethyol®, unico
compuesto utilizado en clinica como elemento que presenta actividad radioprotectora y que es
utilizado actualmente como tratamiento previo en pacientes que se van a someter a
tratamientos de quimioterapia y/o radioterapia. Aunque no se ha ensayado como genoprotector
previamente, al ser un compuesto basado en las caracteristicas clasicas de proteccién a partir
de puentes disulfuros, puede resultar un patrén de comparacion de los posibles efectos

protectores que se puedan encontrar.

La estructura quimica de los flavonoides surgié de forma indirecta durante la busqueda
de nuevos productos y se ha detectado su presencia en multiples especies del reino vegetal.
En un principio llamaron la atencion de los investigadores y fueron clasificados como vitaminas
naturales (vitamina P), pero rapidamente se desechd esta idea. La formacion de flavonoides
parece estar asociada con procesos de lignificacion en hojas y lefios y con procesos de luz
ultravioleta por las flores (BATE-SMITH, 1962; THOMPSON et al., 1972) asi como con los
diversos tipos de estrés, sobre todo los sistemas inducidos a través de infecciones fungicas y
microbianas (LOSCHKE et al., 1983; SCHEMEELZER et al., 1984; GRAB et al., 1985; DIXON
et al.,, 1986; EBEL 1986), considerandose actualmente los flavonoides como el sistema
inmunolégico de las plantas. Estos efectos se han atribuido a su influencia sobre el

metabolismo del acido araquidénico.

PRINCIPALES GRUPOS Y ESTRUCTURA

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A, un anillo B y tres
atomos de carbono que unen los anillos A y B. Por eso se les conoce como Cs-C3-Ce. La
estructura puede conformar un heterociclo (gamma-pironas, que son las mas abundantes) o
una cadena abierta, las chalconas. Las polimerizaciones son frecuentes y ocurren

principalmente por uniones C-C.

Todos los flavonoides se numeran en sentido horario, simplemente con numeros en los
anillos A 'y C, y con numeros “prima” en el anillo B. La excepcién son las auronas, donde la
numeracion se invierte. La estructura base puede presentar hidroxilos, metoxilos, estar O-
glicosilada o C-glicosilada. En general, el anillo A presenta hidroxilos y el anillo B uno, dos o
tres hidroxilos o metoxilos. Los azucares forman O-glicésidos en las posiciones 3, 7, 3" y 47,

siendo los diglicosidos mas comunes en 3y 7 oen 7 y 4". La C-glicosidacion se presenta sobre
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Ce Y Cs. Los O-glicésidos dan hidrdlisis en tratamiento con éacidos y los C-glicésidos, menos

abundantes, no son hidrolizados por acidos.

a) b)

c)

Figura A3. Estructura general de los flavonoides
a) Lugares de hidroxilaciéon y metilacion.
b) Lugares de O-glicosilacion.

c) Lugares de C-glicosilacion.

CLASIFICACION DE LOS FLAVONOIDES
Los flavonoides se clasifican en:

a) Antocianinas.

b) Flavonas y flavonoles.

c) Flavononas y flavononoles.

d) Chalconas y auronas (no incluidas en este estudio).

a) Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos solubles en agua, responsables en gran parte de la
coloracion de las plantas (TIMBERLAKE y BRIDLE, 1975). Pertenecen a un grupo de
compuestos glicosilados que se encuentran en las células de dichos vegetales. A la estructura

libre de la parte azucarada se le denomina Antocianidinas.
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La estructura comun esta constituida por el catidon 2-fenil benzopirilium o catién flavilium
(HAYASHI, 1962).

Figura A4. Flavilium

La hidroxilacion de esta estructura basica originaria diversos compuestos, que vemos

representados en las siguientes figuras:

OH OH
OH OH
HO 0\ OH HO 0\
-+ —+
= .
OH Z \on
OH _ OH
Figura A5. Pelargonidina Figura A6. Cianidina

Estas estructuras se encuentran en la naturaleza en su forma glicosilada (antocianinas)
conteniendo uno o mas azucares enlazados y radicales organicos de tipo acido (HAYASHI,
1962). En la naturaleza se encuentran compuestos poliméricos similares: las
protoantocianidinas que pueden convertirse en antocianinas mediante tratamiento acido en
caliente (HASLAM, 1975).

b) Flavonas y flavonoles

El término flavona se aplica al nucleo 2-fenilbenzopirona. Entre los derivados de esta
estructura base destacan los hidroxiderivados y sus ésteres como los mas abundantes; el
término flavonol se utiliza para designar a las 3-hidroxoflavonas. Esta simple diferencia
estructural tiene gran importancia desde el punto de vista biosintético, fisiolégico, flogenético y
farmacolégico. Dentro de estos grupos estructurales madre (flavonas, flavonoles), las

oxisustituciones mas frecuentes se producen en las posiciones 3, 5, 7, 3’, 4’; la C alquilacién se
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produce sobre todo en las posiciones 6 y 8 (GREENPERBERG, 1962) y las posiciones de

glicosilacion mas frecuentes son el grupo hidroxilo, en posicion 7 (en las flavonas) y en posicién

7 ylo 3 para los flavonoles.

=
A

a)

O

C | A

b)

O

C

OH

c) Flavononas y dihidrofl

Figura A7. Flavanona (a) y Dihidroflavonol (b)

avonoles

Las flavononas son las mas abundantes en la naturaleza. No obstante, la alta

metoxilacion de las flavonas les confiere una mayor actividad biolégica aunque se encuentren

en bajas concentraciones.La estructura flavonona difiere quimicamente de la flavona en la

saturacion del enlace entre los carbonos 2, 3 y también en la desaparicion de la conjugacion

entre dicho doble enlace con el grupo carbonilo, conjugados a su vez con el grupo 2-fenilo —
anillo B-, y con el anillo A. (SHIMOKORIYAM, 1975; BOHM, 1975). Los dihidroflavonoles se

construyen bajo la misma base y su denominacion es 3-hidroxiflavanonas. Las posiciones mas

comunes de oxisustitucion, alquilacion y glicosilacion son similares a las de las flavonas.

Las flavononas y los dihidroflavonoles son compuestos enormemente interesantes

desde el punto de vista estructural, puesto que son intermedios en las rutas generales de
biosintesis de flavonoides (BOHM, 1975).

I.--».
e

O

©

Figura A8. Flavonona
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OR

RO O

OR
OR O

Figura A10. Flavononal/dihidroflavonol

Ademas de los flavonoides mencionados, se debe considerar la existencia de otros
tipos de flavonoides: chalconas, dihidrochalconas, auronas, auronoles, isoflavonoides,
neoflavonoides, bioflavonoides, glicosilflavonoides, asi como otros flavonoides cuya estructura

quimica es derivada de las ya expuestas.

PROPIEDADES Y USOS DE LOS FLAVONOIDES

Esta ampliamente aceptado que la fruta fresca y los vegetales tienen muchas
propiedades beneficiosas para la salud. Existe una considerable bibliografia y un heterogéneo
conjunto de pruebas epidemioldgicas que establecen una conexion entre aquéllos que
consumen una dieta rica en fruta fresca y vegetales con una disminucion de las enfermedades
cardiovasculares (SALAH et al., 1.995). Se ha asumido también que los polifenoles, elementos
activos constituyentes de la dieta que contribuye a estos efectos protectores, son nutrientes
“antioxidantes” aunque en trabajos mas recientes se han sefalado como agentes que, a través
de otros mecanismos diferentes, contribuyen a acciones anticancerigenas o cardioprotectoras
(MARTINEZ, 2004). Segun otros autores la vitamina B1 protege a los linfocitos humanos de los
dafos genéticos inducidos por la radiacion X (KONOPACKA y ROGOLINSKI, 2004). Estos
compuestos tienen incluso aplicacion en la estabilizacion de los alimentos debido a su

capacidad para protegerlos frente a procesos de peroxidacién organica u oxigénica.

1. Actividad Antioxidante

La formacién de radicales libres constituye un proceso asociado de forma natural al
metabolismo normal de las células aerdbicas. El consumo de O, inherente al desarrollo celular,
provoca la generacién de una serie de radicales libres oxigénicos que son las especies mas
abundantes y caracteristicas del fendmeno conocido como “estrés oxidativo”. De igual forma, la
interaccion de estas especies con moléculas de naturaleza lipidica provoca la aparicion de

nuevos radicales hidroperéxidos y peroxidos diversos.

Este conjunto de radicales (superéxido, hidroxilo y peréxidos lipoides) pueden actuar
sobre los sistemas bioldgicos de forma claramente citotéxica. Estos compuestos interaccionan

con moléculas esenciales para la vida, como acidos nucleicos o proteinas, sobre las que
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producen modificaciones oxidativas que conducen a alteraciones en la expresion génica,
mutaciones y modificaciones en la funcién de recambio proteico, proceso fundamental cuya
eficacia esta supeditada a la actividad funcional de los potenciales sistemas de reparacion
(SAEZ TORMO et al., 1994).

Resulta evidente la necesidad de incentivar la investigacion de los mecanismos por los
que estos radicales libres pueden ser bloqueados y/o captados. En este aspecto, los
compuestos fendlicos y, concretamente los flavonoides, han demostrado una importante
actividad antioxidante frente a estos radicales basada principalmente en sus caracteristicas
estructurales; caracteristicas que permiten, ademas de la captacion electrénica, una gran
estabilidad en el radical flavonoide formado. Dicha estabilidad es conseguida a través de una
deslocalizacién tautomérica impidiendo, de este modo, la cadena de reacciones de

propagacion de dichos radicales.

a) Relacién entre estructura de los flavonoides y la actividad antirradicales libres

La capacidad antioxidante de un flavonoide, considerada en funciéon de los estudios
cinéticos de las reacciones de formacion y descomposicion del radical aroxil flavonoide, se
encuentra estrechamente ligada a la particular estructura de estos polifenoles. En la Figura 12
se muestran los tres grupos estructurales mas importantes para determinar esta capacidad.
(BORS et al., 1990a,b; BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; REDONDO et al., 1999).

A: El O-dihidroxi (catecol), estructura en el anillo B que confiere una gran estabilidad al
grupo aroxilo posiblemente, a través del enlace de hidrégeno que participa en la

deslocalizacién del electrén captado.

B: El doble enlace 2=3 conjugado con la funciéon 4-oxo que es responsable de la

deslocalizacién del anillo B.

C: La presencia de grupos hidroxilo en los carbonos 3 y 5. Desde el punto de vista
cinético, los grupos hidroxilo 3 y 5 son equivalentes dado sus enlaces de hidrogeno con el
grupo 4-ceto. A pesar de esta consideracion general, la presencia o ausencia del grupo 5-
hidroxilo puede tener una influencia decisiva en la estabilizacion de los flavonoides,
introduciendo un componente esteroisomérico dentro de la capacidad de deslocalizacion

electrénica y, por consiguiente, en la estabilidad del radical aroxilo del flavonoide.
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(A)

(B)

(€)

o
OH---O-
b

Figura A11. Grupos funcionales flavonoides con alta capacidad antioxidante

Obviamente, |la capacidad antioxidante de cualquier flavonoide estara determinada por
una combinacién de estos elementos estructurales. Sin embargo, esta capacidad no sera
similar ni mostrara el mismo grado de efectividad en cada uno de los radicales mencionados
anteriormente sino que dependera de los diferentes mecanismos de accién que tienen lugar en

cada caso concreto.

Estos mecanismos estan influenciados por factores estructurales diferentes a los
descritos, tales como: presencia o ausencia de radicales glicosilados en la estructura del
flavonoide (glicosidos o aglicones), la posicién del glicésido y el numero y posiciéon de los
hidroxilos libres y esterificados (ACEVEDO, 2005).

b) Efectos y propiedades de los flavonoides con interés clinico y biolégico

Muchas de las especies de citrus acumulan gran cantidad de flavonoides durante el
desarrollo de sus diferentes 6rganos (CASTILLO et al., 1992, 1994;: BENAVENTE-GARCIA et
al., 1993; 2007). Los flavonoides descritos en las especies del género citrus pueden clasificarse
en tres grupos:

e FLAVONAS (FLO).

e FLAVONONAS (FLA).

e FLAVONOLES (FOL).

Estudios recientes acerca de la distribucion cuantitativa de estos flavonoides en citrus
han puesto de manifiesto que las 7-O-glicosil flavononas son los flavonoides mas abundantes

en todas las especies del género citrus.
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Estos compuestos son intermediarios en la ruta biosintética (LEWINSOHN et al., 1989;
BENAVENTE-GARCIA et al., 1995) de Flavonas y Flavonoles y, aunque ambos se han
encontrado en bajas concentraciones dentro de los tejidos de citrus, demuestran ser en

conjunto poderosos agentes antioxidantes.

c) Propiedades antioxidantes de los flavonoides de origen citrico

El elemento estructural fundamental que permite a los flavonoides de origen citrico la
captacion o complejacién del singlete oxigeno es la combinacion entre la conjugacion del anillo
B (catecol) con la funcion 4-oxo y la presencia del doble enlace 2=3 asi como, la presencia del

grupo 3-hidroxilo.

Los flavonoides son excelentes captadores del radical hidroxilo. En funcion de las
investigaciones realizadas por diversos autores (PINCEMAIL et al., 1985; DARMON et al.,
1987; CILLARD y CILLARD, 1988; FENECH et al., 2005), parece definirse un orden de
efectividad basado también en consideraciones estructurales y que, en orden creciente de
actividad, seria:

FOL-4’-OH << FLO-4-OH < FLA-4’-OH < FLA-3'4-OR < FLO-3'4-OR < FOL-3'4-OR
R=H 6 CH3 ; (FOL=FLAVONOL, FLO=FLAVONA, FLA=FLAVONONA)

Esta ordenacion esta basada en la capacidad de inhibicién de la formacién del radical
hidroxilo, y muestra la importancia del modelo binario de sustitucién en el anillo B, aun
tratdndose de hidroxilos esterificados con grupos metilo. Resulta significativa la actividad que
puede ejercer el grupo hidroxilo en el anillo B en posicién 3 en compuestos monosustituidos

(Flavonoles).

La actividad antioxidante de distintos flavonoides citricos respecto a su potencial como
captadores del radical superoxido ha sido estudiada utilizando diferentes métodos y con
diferentes correlaciones estructurales. Estas actividades estan influidas significativamente por
la concentracién de flavonoides en el medio, incrementando de “0” a la méaxima actividad, o
estando a punto de llegar a la autooxidacion del flavonoide en el caso de algunos flavonoles
(DARMON et al., 1.990).

De cualquier modo, el elemento estructural dominante es la configuracion del anillo C,
particularmente la presencia del grupo 3-hidroxilo activando el doble enlace 2=3. Sélo cuando
la concentracién de flavonoide es menor a 3 uM, la presencia de los grupos hidroxilo en el
anillo B es significativa para determinar las propiedades antioxidantes de estos compuestos
(SICHEL et al., 1991).

La presencia del doble enlace 2=3 (Flavonas) proporciona a la estructura del flavonoide

una mayor reactividad, razon por la cual la apigenina (Flavona) es un moderado antioxidante
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mientras que la naringina (Flavonona) no muestra practicamente actividad frente al radical

superoéxido.

Diferentes autores han demostrado que los flavonoides son excelentes agentes
captadores de radical hidroxilo (PINCEMAIL et al., 1985; CILLARD y CILLARD, 1988;). Del
mismo modo que en los casos anteriores, parecen poseer un grado de efectividad que resulta
en funcién de su estructura:

FOL-4’-OH << FLO-4’-OH < FLA-4'OH < FLA-3'4'0OR < FLO-3'4'0OR < FOL-3'4-OR
R=H 6 CH3 ; (FOL=FLAVONOL, FLO=FLAVONA, FLA=FLAVONONA)

Una amplia serie de estudios muestran que los flavonoides son buenos antioxidantes
de diversos radicales lipidicos (PINCEMAIL et al., 1985; TOREL et al.,, 1986; CILLARD y
CILLARD, 1988; BORS et al., 1990a,b; DAS y PEREIRA, 1990; WANG y ZHENG, 1992;
MOREL et al., 1993). La reactividad de cada flavonoide esta en funcioén de la naturaleza de los
diferentes radicales libres que puedan formarse en el medio (BOMBARDELLI y MORAZZONI,
1993). Dicha actividad depende de una amplia serie de factores, entre ellos, la naturaleza del
sustrato organico susceptible de oxidacién, las condiciones operativas e incluso, el método

utilizado en la evaluacion de este potencial.

2. Propiedades Anticancerosas

Debido a su capacidad de absorcion de luz ultravioleta, los flavonoides pueden
proteger al DNA de este tipo de radiacion. Estos efectos son una de las funciones fisiologicas
atribuidas a los flavonoides en el reino vegetal (STAPLETON y WALBOT, 1994), aunque
también puede generalizarse a las células animales, particularmente, de mamiferos.
Experimentos recientes en plasma a temperatura ambiental sobre el DNA irradiado con UV-B
demuestran los efectos protectores de la naringina y de la rutina (KOOSTSTRA, 1994).
Paralelamente, los flavonoides son capaces de neutralizar los radicales libres que se generan
alrededor del DNA celular y que pueden producir mutaciones. Esta capacidad de absorber los
radicales libres, bien de una forma directa o bien a través de acciones moduladas por enzimas
enddgenos, es la responsable de los efectos protectores de los flavonoides en experiencias

realizadas sobre ratones irradiados con radiacion gamma (SHIMOI et al., 1994).

Ademas, los flavonoides también podrian proteger al DNA interaccionando
directamente con los carcindgenos que escapan a los procesos de detoxificacion, como ocurre

en las aberraciones cromosomicas inducidas por Bleomicina (HEO et al., 1994).

Se ha demostrado en ensayos ‘in vivo” e “in vitro” que algunos flavonoides inhiben el
desarrollo tumoral. Los mecanismos intracelulares por la que los flavonoides llevan a cabo
estos procesos son poco conocidos pero se sabe que los flavonoides podrian actuar tanto a
nivel de la membrana celular como a nivel de diferentes enzimas intracelulares; en este ultimo

caso, los flavonoides pueden afectar la actividad de varios enzimas implicados en la
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transduccion del mensaje genético (kinasas, fosfolipasas, fosfodiesterasas) y que, a su vez,
regulan otros enzimas importantes en el crecimiento y la proliferacion celular (BENAVENTE-
GARCIA et al., 2007).

Asi pues, algunos de los procesos postulados en relacion a la inhibicién del desarrollo
tumoral son: el proceso de glicolisis, la inhibicién del transporte de acido lactico o interacciones

con diferentes ATP-asas de membrana.

Finalmente, se ha visto que los flavonoides pueden fortalecer los efectos de las
terapias sobre el cancer, por ejemplo: la quercitina aumenta en gran medida la actividad
inhibidora del crecimiento de la adriamicina (SCAMBIA et al., 1994; CRITCHFIELD et al., 1994).

3. Propiedades Cardiovasculares. Efectos sobre la fragilidad capilar
Ciertos flavonoides han mostrado influencia sobre la pared de los vasos capilares y las
funciones plaquetarias, leucocitaria, coagulante y antitrombodtica, detectdndose efectos

beneficiosos sobre patologias coronarias.

Estos efectos fueron descritos por Szent-Gyorgyl (1938), quienes consideraron que los
flavonoides tenian actividad “vitaminica”, denominandola vitamina P. Las lesiones estudiadas
implicaban pérdida de plasma y sangre a través de los tejidos seguidas de reaccion
inflamatoria. El tratamiento actual de esta patologia estd basado en la utilizacion de
medicamentos con flavonoides, sobre todo, derivados de hesperidina y rutina (mas
exactamente diosmina y metilchalconahesperidina) asi como, hidroxietilrutosidos; todos ellos
actuan primero sobre el endotelio microvascular disminuyendo la hiperpermeabilidad y el
edema en pacientes con insuficiencia venosa cronica y/o diabetes. Los hidroxietilrutosidos
mejoran la microcirculacion y la perfusiébn microvascular disminuyendo la agregacion
eritrocitica. Este tratamiento también ha demostrado beneficios en pacientes diagnosticados de
hemorroides severas (WALDWORTH y FAULDS, 1992).

Otras actividades farmacolégicas son, en primer lugar, interferencia sobre el
mecanismo de los edemas y; en segundo lugar, su interferencia con el fenbmeno de
hiperpermeabilidad inducida por la isquemia (LABRID, 1994). Algunos estudios han relacionado
el incremento del tono muscular observado “in vivo” después del tratamiento con estas drogas,
con la inhibicion de los transportadores de aminas donde los flavonoides actuan como
antagonistas de estos sobre la membrana plasmatica (SHER et al., 1.992). EI mecanismo
vasodilatador producido por los flavonoides se ha considerado una consecuencia de la
inhibicién de la proteinkinasa C (DUARTE et al., 1993).

4. Efectos sobre la agregacién plaquetaria
En este aspecto, los flavonoides metiloxidados (nobiletina y tangeretina) son mucho

mas activos que los compuestos hidroxilados y su accidon pueden ser similar a la del acido
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salicilico, el cual ha mostrado ser inhibidor de la agregacion plaquetaria. Algunos estudios han
demostrado que tanto la tangeretina como la nobiletina disminuyen la agregacion plaquetaria
en el rango de los 30 uM para agregacion inducida por ADP y colageno comparandolo
favorablemente respecto a quercetina y fisetina; si bien, ni naringina ni hesperidina resultaron
activas hasta 200 uM (BERET y CAZENAVE, 1988).

Otros autores han descrito que los flavonoides tienen diferentes efectos sobre la
adhesion plaquetaria, la agregacion plaquetaria y la secrecion de serotonina; si bien, el grado
de inhibicion depende del tipo de inductor y de la estructura del flavonoide (MANACH et al.,
1996). Sin embargo, otros flavonoides (quercetina, fisetina y myrecitina) muestran un efecto
desigual frente a la agregacion inducida por colageno (TZENG et al., 1991). Estos diferentes
efectos de los flavonoides sugieren que deben de existir varios mecanismos de actuacion
implicados, asi por ejemplo, el enzima fosfodiesterasa puede ser uno de los mecanismos a
través del cual se produce el efecto sobre el AMPc y GMPc. Otros mecanismos serian la
inhibicion de la cicloxigenasa como consecuencia de la depresion de la sintesis del tromboxano
A2 (TZENG et al., 1991) y la inhibicion de la movilizacién intracelular del calcio (OZAKI et al.,
1993).

5. Efectos sobre la enfermedad coronaria

In vitro, los flavonoides inhiben la oxidacion del LDL (lipoproteina de baja densidad)
reduciendo las tendencias trombéticas que induce. El consumo de flavonoides muestra una
relacion inversa con la aparicién de infartos de miocardio. Existen evidencias de que la
oxidacién por radicales libres de LDL juega un importante papel en la aterogénesis. Los
flavonoides, como se ha mencionado antes, son “bloqueadores” de radicales libres como
aniones superoxido y radicales perdxido y pueden, por tanto, interrumpir las reacciones
inductoras de radicales libres. In vitro, algunos flavonoides (incluyendo los flavonoides
obtenidos de citrus) inhiben la modificacion oxidativa del LDL por macrofagos,
fundamentalmente, inhibiendo la generacién de hidroperéxidos y protegiendo el a-tocoferol
presente en la oxidacion lipoproteica. Esta disminucion de la velocidad de oxidacién de ciertos

compuestos permite reducir las complicaciones ateroescleréticas (HERTOG et al., 1993).

Por otra parte, los citricos flavonoides ejercen una aparente accion reguladora sobre la
agregacion y concentracion eritrocitaria (accion sobre el hematocrito). Sus dos principales
efectos se producen sobre la viscosidad de la sangre y sobre el flujo sanguineo (ROBBINS,
1976). Los compuestos metiloxidados presentan una accién antiadhesiva altamente
significativa sobre los eritrocitos e inhiben la velocidad de sedimentacién eritrocitaria (VSG)
mientras que, los glicésidos hidroxilados aceleran la agregacién y la VSG. El efecto
antiagregante de los flavonoides ha sido interpretado como un mecanismo por el cual el
eritrocito es eliminado por secuestro y sacado de la circulacién. Tales acciones parecen ser
selectivas y similares a las de la polilisina que, con preferencia, agrega eritrocitos “viejos” con

menos carga que los eritrocitos jovenes que tienen altas cargas negativas. Los perfiles
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hematologicos en suero de los pacientes con enfermedades coronarias muestran valores
significativamente altos de colesterol; en estos pacientes, el tratamiento con flavonoides
metoxilados puede ser beneficioso, si bien, debe establecerse un control médico sobre el

aumento de la viscosidad sanguinea.

6. Actividad antiinflamatoria, antialérgica y analgésica

La posible actividad de los flavonoides como agentes antiinflamatorios y antialérgicos
fue descrita por Gabor en 1986. Estudios mas recientes (GALATI et al., 1994; TORDERA et al.,
1994) muestran una relacion dosis/actividad de hesperidina-diosmetina (y otros flavonoides)
con una influencia sobre el metabolismo del acido araquidénico y la secrecion de histamina.
Estos flavonoides inhiben significativamente la secrecion de enzimas en los lisosomas
(inhibicion de lipooxigenasa, cicloxigenasa y fosfolipasa-A2). La inhibicion del acido
araquidonico en las células inflamadas puede proporcionar menos sustrato “araquidénico” para
los ciclos de la lipooxigenasa y cicloxigenasa, generando una menor cantidad de
endoperoxidos, prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos asi como, una menor cantidad
de acidos hidroperoxi, acido hidroxieicosatrienoico y leucotrienos. Tales efectos repercuten en

la reduccion del nivel de histamina que actua en la primera fase de los procesos inflamatorios.

Otra actividad de los flavonoides relacionada con la disminucion del nivel de histamina
es su actividad antialérgica (MIDDLETON et al., 1981). Asi, la quercetina (flavonol), ha
demostrado un efecto inhibitorio dosis/dependiente y un efecto antagénico del calcio en la
inhibicién de secrecidon de histamina en la fiebre del heno. Otros flavonoides citricos
(hesperidina, tangeretina y nobiletina) tienen una moderada o baja actividad (MIDDLETON vy
DRZEWIWCKI, 1982) en este sentido aunque la hesperidina muestra una significativa actividad

en el bloqueo de secrecion de histamina en mastocitos de rata (MATSUDA, 1991).

7. Actividad antimicrobiana

Una de las propiedades de los flavonoides mas relacionada con sus acciones
fisiologicas en las plantas es su actividad antifungica y antiviral. Se ha descrito una importante
relacion estructura/actividad frente a diferentes tipos de virus (KAUL et al., 1985). La quercetina
y hesperidina inhiben de forma importante la actividad infecciosa y/o de replicacion de diversos

virus (Herpes simple, polio, parainfluenza, respiratorio sincitial).

Parece existir una dependencia directa entre la concentraciéon de quercetina y la
disminucién de la velocidad infectiva de cada uno de los virus citados anteriormente, en
funcion, de la formacion de complejos flavonoides-virus que son los responsables de la
disminucién de la capacidad de infectar. En suma, la investigacién dentro de la actividad
antiviral de los flavonoides procedentes de plantas naturales esta poco desarrollada y es
posible que existan compuestos en la naturaleza que tengan una relacién estructural correcta y
propiedades farmacocinéticas adecuadas que hagan de los flavonoides, mejores agentes

antivirales que las drogas sintéticas actualmente utilizadas.
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I. Introduccion

RADIOPROTECTORES A BASE DE EXTRACTOS DE PLANTAS

Los radioprotectores se han utilizado en radiobiologia para denominar a los agentes
profilacticos que se deben administrar antes de la exposiciéon a la radiacion. Dado que la idea
de probar productos quimicos para agentes radioprotectores comenzé en la década de los
afos 1940, varios compuestos quimicos y sus analogos se han sometido a pruebas para
determinar y cuantificar su capacidad de radioproteccién. A pesar de estos esfuerzos, el
desarrollo de radioprotectores adecuados para la practica clinica ha sido dificil y desalentador
debido a razones de la toxicidad severa y otros efectos secundarios insoportables en la
administracion humana. Los estudios pioneros de Patt (1953) y Bacq et al.,(1953) demostraron
el efecto radioprotector de los aminotioles contra la radiacién letal en un gran numero de
especies animales, demostrando por primera vez que estos compuestos podrian ser utilizados
en humanos. Sin embargo, su utilidad clinica se ve reducida por su alta toxicidad a
concentraciones fisiologicamente relevantes, su incapacidad para proporcionar proteccion
posterior a la exposicion a la Rl obligando a estar dentro del organismo de forma previa o
preventiva a la exposicion, asi como a la incapacidad para diferenciar entre células tumorales y
células normales cuando ambos tipos se encuentran dentro del campo de radiacion (JAGETIA,
2007). Los problemas de toxicidad de los aminotioles han obligado a la busqueda de
contramedidas o sustancias farmacoldgicas alternativas no toxicas y altamente efectivas
(GIAMBARRESI y WALKER 1991; JAGETIA, et al, 2003a; 2003b; UPADHYAY, et al, 2005;
ARORA et al., 2008).

Los radioprotectores herbarios se definen como extractos, extractos fraccionados,
constituyentes bioactivos aislados o moléculas moduladoras de la bioactividad derivadas de
fuentes vegetales naturales (incluida toda la flora natural marina y terrestre) o genéticamente
modificadas o sus combinaciones generadas artificialmente, que protegen contra los efectos
nocivos de IR cuando se administra antes de la irradiacién (GOEL et al., 2004; PRASAD et al.,
2004; ARORA et al., 2005; 2008).

Muchos fitoquimicos tienen la ventaja de una baja toxicidad y son radioprotectores
cuando se administran a dosis farmacoldgicas o de eficacia clinica. Ademas, los agentes
naturales tienen claras ventajas practicas con respecto a la disponibilidad, la idoneidad para la
aplicacion oral y la aprobacion reglamentaria, entre otros como hemos puesto previamente de
manifiesto (ACHEL et al., 2012).

Un enfoque racional de seleccion de posibles candidatos de plantas para la evaluacion
radioprotectora es primero auditar las propiedades auténticas existentes de las diversas partes
o extractos de la planta. Las caracteristicas criticas que pueden conducir a la eleccion de una
planta para exploraciones radioprotectoras incluyen propiedades inmunomoduladoras,

antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, de eliminacién de radicales libres y antiestrés.
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Estas propiedades pueden ofrecer pistas para agentes radioprotectores o radiosensibilizadores
(CASTILLO et al., 2000; WEISS y LANDAUER, 2000; CASTILLO et al., 2001; BENAVENTE-
GARCIA et al., 2002; DEL BANO et al., 2006; BENAVENTE- GARCIA et al., 2007; THOMAS et
al., 2009; ALCARAZ et al., 2009; SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009; ACHEL et al., 2012).

De hecho, varios de estos compuestos naturales con promesa radioprotectora se han
aislado y caracterizado a partir de muy diferentes tipos de plantas y de hierbas (ARORA et al.,
2005, ALCARAZ, et al., 2009; ACHEL et al., 2012; SORIANO y MONTORO, 2013). La Tabla A3,
mostrada a continuacion, describe algunos de los principales hallazgos de plantas de uso
medicinal con propiedades radioprotectoras prometedoras que hemos recopilado previamente
en la literatura cientifica (ACHEL et al., 2012).
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Tabla A3. Plantas y hierbas con diferentes efectos radioprotectores y genoprotectores (adaptado de ACHEL et al., 2012).

I. Introducciéon

Plant Famuily Test Route observation References
svstem
Acanthopanax Araliaceae Mice 1Lp Survival, recovery of spleen colony-forming units | (Mivanomae and E |
senticosus (CFU-5). protective effect on endogenous CFU-5. | 1988
and effect on self-renewal of CFU-S
Acorus calamus Mice oral damage m the genomic DNA of peripheral blood | (Sandeep and Nair,
leucocytes, bone marrow cells and splenocytes 2010
Aegle marmelos Rutaceae HPBLs, 1p. radiation sickness, survival, mucronucler, free (Jagetia and
Mice oral radical scavenging Venkatesh,
2005 Jagetia, 2007)
Ageratum convzoldes | Asteraceae Mice 1p Radiation sickness, GI and BM deaths. free radical | (Jagetia ef al., 2003 )
scavenging
Allium cepa Alliaceae Cell lines DNA damage (Chang ef al., 2012)
Allivm sativum Alliaceae Cell lines DNA damage (Chang ef al., 2012)
Aloe arborescens Liliaceas Mice Free radical scavenging, and reducing alterations (Arora ef al., 2003)
i enzyme activity (SOD and glutathione
peroxidase activity)
Aloe vera Liliaceae Mice 1.p Survival, testicular damage (Pande ef al._ 1998)
Ambrosia maritima Rats p.o Neuvrotransmitter disturbances (Abdel-Hamid and
Tarabanko, 2004)
Amaranthus Amaranthaceae | Mice p.o, Survival, CFU, spleen weight, lipid peroxidation. | (Yadav, 2004,)
paniculatus oral GSH
Angelica sinensis Apiaceae Mice oral peripheral leucocyte and lymphocyte counts, (Sun ef al., 2007)
micronucle: frequency of PCE in bone marrow,
transformation rates of peripheral lymphocyte,
SOD and MDA of liver cells
Aphanamixis Meliaceae Mice 1p Chromosomal aberrations, aberrant cells (Jagetia and

polvstacliva

Venkatesha,
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2006;Jagetia, 2007)

Aparagus racemosus | Liliaceae rat lipid peroxidation, protein oxidation and depletion | (Kamat and
liver/brain of thiols Venkatachalam, 2004
mitochondr )
ia

Archangelica Umbelliferae mice survival rate (Narimanov et al.,

oficinalis 1991)

Centella asiatica Umbelliferae Rats, Mice | p.o Survival , weight loss (Sharma and Sharma,

oral 2002)
Citrus aurantivm Rutaceae Mice 1p Clastogenic effects, MnPCEs, MnNCEs (Hosseinimehr ef al.,
2003;Benavente-
Garcia et al., 2007)

Crataegus Rosaceae Mice, Lp Micronuclei, MnPCEs (Yamini and Gopal,

microphylla HPBLs 2010)

Curcuma longa Zingiberaceae Rats oral &-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) in urine. | (Inano and Onoda,

The lipid profile and antioxidant status, as well as | 2002;Nada et 4/,
levels of transaminases, interleukin-6 (IL-6), and | 2012)
tumour necrosis factor a (TNFa)
Emblica officinalis Euphorbiaceae Mice p.o Survival, weight loss (Singh et al., 2005)
Ginkgo biloba Ginkgoaceae Rat LV Eye lens total (enzymatic plus non-enzymatic) (Okumus et al., 2011)
superoxide scavenger activity (TSSA), non-
enzymatic superoxide scavenger activity (NSSA),
glutathione reductase (GRD), and glutathione-S-
transferase (GST)

Glyeyrrhiza glabra Fabaceae plasmid Lp Chromosomal aberrations in in plasmid DNA, (Gandhi et al.,
pBR322 lymphocytes and BM, Radical scavenging 2004; Arora et al.,
DNA, 2003)

HPBLs,




I. Introducciéon

Mice

Hippophae Flaegnaceae Rats, mice | i.p Survival, ACTH, CFU, Micronuclei, spleen (Goel er al., 2002)
rhamnoides Colony forming units (CFU) and haematological
parameters
Lycium chinense Solanaceae Mice Lp bone marrow death, CFUs (Hsu et al., 1999)
Mentha arvensis Lamiaceae Mice Lp Radiation sickness, GI and BM deaths (Baliga and Rao,
2010)
Mentha piperita Mice p.o Radiosensitive organs; testis, gastrointestinal and | (Baliga and Rao,
hemopoetic system 2010)
Moringa olifera Moringaceae Mice i.p Bone marrow protection by scoring aberrations in | (Rao et ¢/., 2001)
metaphase chromosomes and micronucleus
induction in polychromatic erythrocytes and
normochromatic erythrocytes
Myristica myristicaceaca | Mice p.o Survival hepatic GSH and testicular LPO (Sharma and Kumar,
fragrans 2007)
Osmium sanctum Lamiaceae Mice L.p Survival, CFU, lipid peroxidation, GSH, (Devi and
chromosomal damage Ganasoundari, 1995)
Olea europaca Oleaceae Mice Lp micronucleus test for anticlastogenic activity and | (Castillo et al.,
Micronucleated polychromatic erythrocytes 2001;Benavente-
(MnPCEs) in bone marrow of mouse Garcia er al., 2002)
Panax ginseng Araliaceae Mice i.p Jejunal crypt survival, endogenous spleen colony | (Lee et al., 2006)
formation and apoptosis in Jejunal crypt cells
Phyllanthus FEuphorbiaceae rat liver Lp lipid peroxidation and protein oxidation in (Londhe et al., 2009)
amarus mitochondr mitochondria and DNA strand breaks in pBR322
1a and plasmid DNA
pBR322
plasmid
DNA
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Podophyllum Berberidaceae Mice Survival (Goel et al., 1998)
hexandrum
Spinacia oleracea Amaranthaceae | Mice oral lipid peroxidation (LPO) product and tissue levels | (Bhatia and Jain,
of glutathione 2004)
Syzigium cumini Myrtaceae Mice, Lp Micronuclei, radiation sickness, GI and BM (Jagetia et al., 2003 )
HPELs deaths
Rosemarinus officialis | Labiatae Mice, oral micronucleus test, cutaneous alterations caused (Sanchez-Campillo er
HPBLs al., 2009)
Rubia cordifolia Rubiaceae Mice Lp Survival, hemopoietic cell protection and (Tripathi and Singh,
micronucleus assay, lipid peroxidation measured | 2007 )
by the inhibition of TBARS.
Terminalia chebula Combretaceae pBR322 Lp Chromosome/DNA aberration, peroxidation of (Gandhi and Nair,
plasmid membrane lipids 2005)
DNA,
Mice,
HPBLs
Tinospora Menispermaceae | Mice Lp whole body survival, spleen colony forming units | (Goel et al., 2004)
cordifolia (CFU), hematological parameters, cell cycle
progression, and micronuclei induction
Vitis vinifera Vitaceae HPBLs In Micronucleus test for anticlastogenic activity with | (Castillo et a/., 2001)
vitro the cytokinesis-blocked.
Zingiber Zingiberaceae Mice Lp Radiation sickness, mortality, GSH, LPO (Jagetia et al., 2003)
officinalis

GSH: glutathione, GST: glutathione-s-transferase; SOD: superoxide dismutase, GI: gastro intestinal; BM: bone marrow; Human
peripheral blood lymphocytes, DPPH: diphenyl picryl hydrazyl radical; LPO: lipid peroxidation, MnPCEs: micronucleated polychromatic
erythrocytes; MnNCEs: micronucleated normochromatic erythrocytes; 1.p: interperitoneal, BM: bone marrow; CFU colony formig units;
TBARS: thiobarbituric acid reactive substance



En este trabajo, pretendemos utilizar algunos sustancias extraidas directamente de
diferentes plantas cuya estructura quimica les dota “a priori” de un gran poder antioxidante vy,
por tanto, con una gran capacidad “eliminadora” de radicales libres que les permitria disminuir
el efecto genotoxico y citotoxico inducido por la radiacion ionizante; todo ello, con el objetivo de
determinar la estructura quimica mas protectora frente al dafio inducido por dicha radiacion, y
en su caso, explicar las diferencias que pueden cuantificarse entre ellas con la pretension de
sugerir los mecanismos protectores que pudieran explicar las diferencias entre sus

capacidades genoprotectoras y radioprotectoras.
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II. Objetivos

Il. OBJETIVOS

En este trabajo nos proponemos alcanzar los siguientes objetivos:

1. Determinar la existencia de un posible efecto protector antimutagénico de
diferentes sustancias antioxidantes frente al dafio genotéxico inducido por los rayos X
mediante dos técnicas de citogenética: el ensayo de micronucleros “in vitro” sobre linfocitos
humanos irradiados con bloqueo citocinético y el ensayo de micronucleos “in vivo” en eritrocitos

policromatdfilos de médula ésea de raton.

2. Determinar la existencia de un posible efecto radioprotector de diferentes
sustancias antioxidantes frente al dafio citotéxico inducido por la radiaciéon ionizante mediante
el ensayo del MTT en células normales y tumorales de préstata y en células de melanoma

metastasico.

3. Describir un posible efecto paradéjico radiosensibilizante del acido carndsico y el
acido rosmarinico sobre las células de melanoma y su posible mecanismo de accion; lo que
podria ofrecer una nueva estrategia de tratamiento en diferentes tipos de cancer que son

tradicionalemnte considerados resistentes a la radioterapia.
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lll. Material y método.
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III. Material y método

ll. MATERIAL Y METODO.

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 estériles VENOSAFE™ (Terumo Europe NV, Leuven, Bélgica)
preparados al vacio que contenian heparina (Heparin sodium 5%; Lab 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 afos. Las muestras de
sangre fueron extraidas por la mafanas del dia de la experimentacién y utilizada

inmediatamente para el ensayo de micronucleos (MN) siguiendo el protocolo propuesto.

o .

Figura M1. Obtencion de
las muestras sanguineas.
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III. Material y método

ANIMALES

En este estudio hemos utilizado ratones Swiss machos entre 9 y 11 semanas
de edad y aproximadamente 20-25 g de peso al inicio del estudio. Los animales se mantuvieron
bajo idénticas condiciones ambientales de temperatura, luz y humedad en todo momento. Se
les proporcioné alimento y agua “ad libitum”. Todos los animales se obtuvieron y cuidaron
durante el estudio en el Servicio de Apoyo a la Experimentacion (SAl) de la Universidad de
Murcia (Licencia REGAES300305440012). En todo momento se han seguido las
recomendaciones éticas internacionales sobre el uso y manipulacién de animales de
laboratorio para la investigacion biomédica (Guidelines on the Use of Living Animals in

Scientific Investigations).

Figura M2. Animales experimentales utilizados.

LINEAS CELULARES

En los estudios in vitro hemos utilizado las siguientes lineas celulares:

1. -Linea de celulas epiteliales normales de préstata humana PNT2 (HPACC, Reino
Unido).

Linea celular epitelial de prostata humana de celulas no tumorales establecida a partir
del tejido de prostata de un hombre de 33 afios, e inmortalizada mediante la transfeccion de un
plasmido con el genoma del virus SV40 con un origen de replicacion defectivo. La firma
comercial suministradora es HPACC (Salisbury, Reino Unido). Para el cultivo de esta linea
celular hemos utilizado el medio RPMI 1640, tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado con SBF
(10%), glutamina (2 mM), 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 atmdsfera con el 5% de
CO..
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III. Material y método

Figura M3. Células de la
linea PNT2 en cultivo
(Contraste de fases,

100X)

-Linea celular de carcinoma de préstata de raton transgénico TRAMPC1 (ATCC,EEUU)

Esta linea celular de carcinoma de préstata murino fue derivada en 1996 de un tumor
primario desarrollado en la cepa transgenica TRAMP. Estos ratones procedentes de la cepa
C57BL/6 fueron disefiados para dirigir la expresion especifica en el epitelio prostatico del
antigeno T grande del virus SV40. Todos los machos TRAMP desarrollan, de forma
espontanea y uniforme tras la pubertad, todo el esprecto tumoral de la préstata, que asemeja
completamente la patogenia del cancer de préstata en humanos. La firma comercial
suministradora es ATCC (EEUU).

Para el cultivo de la linea celular TRAMPC1 hemos utilizado el medio de DMEM con 4,5
gr/l de glucosa, tamponado a pH de 7,2-7,4 y suplementado con suero bovino fetal (5%) y Nu-
Serum (5%), glutamina (4 mM), deshidrosterona (10 nM), insulina (10 mgr/ml), 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 8% de CO..

Figura M4.
Celulas de la
linea TRAMP-C1
en cultivo
(Contraste de
fases, 100X)
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-Linea celular de melanoma metastasico murino B16F10.

Es una variante metastasica de la linea original B16, establecida a partir del melanoma
que surgio de forma espontanea en 1954 en la piel de la oreja de un ratén de la cepa no hibrida
C57BL/6 en los laboratorios del National Institutes of Health (NIH) de los 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 de EAGLE modificado por
Dulbecco (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
atmésfera con el 7,5% de CO2. Adopta una morfologia fusocelular con frecuentes
prolongaciones dendriticas, que cambia a poligonal al aumentar 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 las estufas, con las

condiciones de temperatura, humedad y concentracion de CO, adecuados.

Figura M5. Aspecto morfolégico de la células de la linea B16F10
cultivadas durante 72 horas (200X)

EQUIPOS UTILIZADOS
1. Cabina de flujo laminar de presion positiva

Se ha utilizado una cabina de flujo laminar 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.
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|
_l.- - Figura M6. Cabina de flujo laminar usada para la
. manipulacion y cultivos de linfocitos de sangre.

2. 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 Proteccién Radioldgica y de Gestion de
Residuos del S.A.l (Servicio de Apoyo a la Investigacion) de la Universidad de Murcia.

Figura M7. Equipo de
rayos X utilizado.
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3. Electrémetro

Para la determinacion de la dosis de radiacion en tiempo real dentro de la
cabina de irradiaciéon, se ha utilizado un equipo UNIDOSE E equipado con una camara
sondal/ionizacion TW 30010-1 (PTW Freiburg, Alemania). Esta sonda ultra sensible posibilita la
medicion de dosis administradas en nuestras muestras dentro del irradiador de rayos X que se
confirmaron posteriormente con

dosimetria de termoluminiscencia.

"_W LIRS |

_ - 4| Figura M8. Electréometro con sonda

utilizado en este estudio.

4. 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 M9. Equipo de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)

5. Espectrofotometro.
Modelo Multiskan MCC/340 (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAl, Universidad de
Murcia), que realiza medidas de absorbancia en placas multiples de 96 pocillos de diferentes

modos (absorbancia, longitudes de onda duales o multiples, cinética o a intervalos de tiempo),
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que dispone de los siguientes filtros: 340, 380, 405, 520, 550, 560 y 690 nm. Equipo situado en

Servicio de Cultivo de Tejidos perteneciente al SAl, de la Universidad de Murcia.

Figura M10. Espectrofotometro
MULTISKAN MCC/340.

6. Microscopio optico

Para estudiar la frecuencia de aparicion de micronucleos se usaron tres
microscopios opticos diferentes: Laborlux 12 (Leitz, Alemania), Hund V200 (Wetzlar, Alemania)
y Olympus BX40 (Barcelona, Espana).

Figura M11. Microscopio OLYMPUS BX40 (vistas lateral y frontal)

Figura M12. Analisis
morfométrico
utilizando analisis de
imagenes para la
identificacion de
células binucleadas
(BN) y binucleadas
con micronucleados
(MNBN).
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Ademas, las imagenes se escanearon para conservar una calidad de imagen
de alta resoluciéon en un equipo Leica SCN400 F. Esta técnica ha permitido un estudio doble
ciego “on line” para evaluar el objetivo bioldgico (frecuencia de Micronicleos) a través de la
utilizacion de la imagen digital mediante el programa Digital Hub Management Web Service

System de la Universidad de Murcia.
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Figura M13. Preparaciones de genotoxicidad para microscopio
virtual - digital con base de datos on line.
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Figura M14. Vista aumentada de un campo en el microscopio virtual digital
para su estudio genotoxico.

7. Dosimetros de Termoluminiscencia (TLDs)
La determinacién de la dosis de radiacion ionizante administrada a las
muestras de sangre estudiadas es un paso fundamental para establecer el efecto bioldgico

buscado en este estudio y ademas permite la realizacién de la curva dosis-respuesta. Los
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dosimetros de termoluminiscencia 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 radiacion ionizante. Los TLDs son cristales de Fluoruro de Litio sensibles a la
radiacién tratados con Mg, Cu, P (GR-200r, Conqueror Electronics Technology Co. Ltd, China)
fueron colocados por pares en bolsas de plastico transparentes de 8x16 mm que fueron
selladas y protegidas térmicamente del exterior. Las bolsas fueron codificadas y etiquetadas
con tinta indeleble. 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 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 contiene dosimetros que no fueron expuestos a radiaciéon

ionizante y se utilizaron como controles.

Figura M15. Dosimetros de
termoluminiscencia

Los dosimetros fueron procesados en un lector automatico Harshaw 5500 TDL
con un sistema programable de calefaccién mediante inyeccion de nitrégeno caliente, a través
de una programacioén tiempo-temperatura adaptada al perfil de los diferentes materiales termo
luminiscentes. Basado en la experiencia de CIEMAT, para los cristales (LiF: Mg, Cu, P)
utilizados, fue definida una lectura ciclica de los distintos temas del detector a una velocidad
linear de calefaccion de 15 °C/s desde 50 °C hasta 275 °C. La temperatura fue mantenida a
esta temperatura 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 dosimetros de termoluminiscencia fueron proporcionados (CIEMAT)
del Ministerio de Industria y Energia quien también monitorizé las lecturas de los TLDs para
determinar la dosis de radiacién 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 de 50 Gy y 2 Gy se establecieron como las apropiadas para los

procedimientos experimentales ensayados.
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REACTIVOS QUIMICOS Y EXTRACTOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO

El acido zoledronico (Z) (Zometa®) se ha obtenido de Novartis pharmaceuticals
(Barcelona, Spain) y se han administrado en concentraciones de 5 y 100%. Los medios RPMI
1640 y Ham’s F10, asi como la Phytoheamaglutinina A (PHA), cytochalasina B,
estreptomycina, penicillina, solucién salina fosfato-buffer (PBS), 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2h-tetrazolium bromide (MTT), Vitamina E (&-tocopherol), suero de albumina bovina
(BSA fraction V), 6-n-propyl-2-thiouracilo (PTU) y Vitamina C (Ascorbic Acid) 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). El Methanol and
cloruro potéasico se obtuvieron de Panreac (Madrid, Spain); la heparina sddica al 5 % de Rovi
Pharmaceutical Laboratories (Madrid, Spain). El acido Rosmarinico (95% AR), Rutina y
Quercetina se han obtenido de Extrasynthese (Extrasynthése S.A., Genay, France). El
Dimethyl sulfoxide (DMSO) de Laboratorios Merck (Merck, Darmstadt, Germany). La Amifostina
(WR-2721) o Ethyol® de Schering (Schering-Plough S.A., Madrid). El Extracto de Té (TE), el
Carnosol (COL), acido Carnosico (CARN), Estracto Citrico soluble (CE) Apigenina y P90 se han
obtenido de Furfural Espafol S.A. (Nutrafur®, Alcantarilla, Murcia).

Almacenamiento y preparacion de los reactivos para su utilizaciéon en los ensayos.

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

almacenamiento fue de 1 mes.

Dimetilsulféxido (DMSO)

DMSO (MW 78, 99.5% pureza) se mantuvo a temperatura ambiente. El dimetilsulfoxido
(DMSO) (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 ha debido de considerarse como un grupo

de animales independientes. Su estructura quimica es la siguiente: C2H60S.

El DMSO se ha utilizado al 5 %: 50 g de DMSO se han disuelto en 1000 ml de
H.0 destilada y ha sido almacenado a 4 °C hasta su utilizacion. Su inclusién 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.
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Albumina Bovina.
Liofilizados de suero de albumina bovina (fraccion V) con una pureza minima del 96%

se almacend en tubos de 20 mgr/l en PBS esterilizadas mediante filtros a 0-5 2C.

Acido Carnésico.

El acido carndsico (CARN) es un compuesto fendlico con capacidad antioxidante
presente en el romero o “rosemary” (“Rosmarinus officinalis”). Se ha disuelto en DMSO a razén
de 1 mg/ml. El carnosol y el acido carnésico 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, con unos potentes inhibidores de la peroxidacion lipidica en los sistemas
microsomales y liposomales, y son unos buenos captadores de radicales perdxido y aniones
superoxido. Ademas de sus propiedades antioxidantes también presentan propiedades

anticarcinogéneticas.

El CARN 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.

CH OH CHa
A .
CH -
“\CH3 “\CH3
Carnosol Carnosic acid
H3C CHs H3C CHs
Figura M16. Carnosol. Figura M17: Acido carnésico

Acido Rosmarinico (AR)

Acido Rosmarinico (C4gH1s0gs, peso molecular: 360.31 g/mol) es un ester del acido
caféico y 3, 4-dihydroxyphenyl acido lactico. Esta presente en diferentes especies de la familia
Boraginaceae, especialmente en R. officinalis L. Es un polifenol con conocidas propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias con la capacidad de neutralizar los aniones superéxidos e
inhibir la actividad de la peroxidacion lipidica. Su actividad sobre la inhibicién de la oxidacion de
diferentes sustancias similares al acido linoleico sugiere que su liposolubilidad es mayor a la
del acido ascérbico, frecuentemente utilizado como un antioxidante soluble en agua (ALCARAZ
et al., 2009). En nuestro estudio, el AR se ha disuelto en DMSO a una concentracion de 1

mg/ml.

73



III. Material y método

aH
0 OH
Figura M18. Acido Rosmarinico.

HO
oH

Preparacion del acido Rosmarinico para su administracién a los cultivos celulares

Una solucion basica de 2 mM AR se prepare disolviendo 0,01 g de AR en 13,88 ml de
medio precalentado sin rojo fenol ni factores de crecimiento suplementado que se esterilizé
mediante filtracién con una membrana de 0,22 micras. Asi, 27 ml medio suplementado con
factores de crecimiento y fenol se mezclaron con 620 yl de medium con el mismo volumen de
un stock de 2mM para obtener una solucion 50 uM solution (1/50 dilution). Una dilucién doble
de esta solucion se preparé asépticamente mezclando volumenes iguales de medio de
crecimiento suplementado con rojo sin fenol y solucién 50 uM para producir una solucion final
de AR 25 uM. El volumen de cada dilucién se preparé en relacion con el volumen total

requerido para ejecutar todo el experimento.

Para la actividad anti-mutagénica in vitro, el AR también se disolvié en solucion salina
fisiologica para obtener una concentracion final de 25 uM en 2 ml de sangre humana completa.
El experimento de control solo recibié la solucién 25 uM de AR. Para los cultivos celulares se
utilizaron 25 y 50 yM administradas antes de la exposicion a radiacién ionizante e incubacion

de las células. se incubaron.

Apigenina (API)

La apigenina (Furfural Espafiol S.A., Alcantarilla, Murcia) fue ensayada disuelta en
DMSO a razon de 0,5 mg/ml debido a su propiedad de ser insoluble en agua pero también se
ha determinado que esta sustancia, perteneciente a la familia de las flavonas, se obtiene a
partir de un extracto de pomelo al que se le puede realizar una modificacion sintética que
consiste en la adicion de potasio constituyendo asi lo que, actualmente, conocemos como
apigenina potasica, cuya estructura quimica es de C4sHgOsK y esta adicién de potasio le
confiere propiedades de hidrosolubilidad permitiéndonos ensayarla también anadiéndola a los
medios de cultivo pero, en este caso, disuelta en agua en una proporcion de 0,5 mg de

apigenina potasica por cada ml de agua.

Figura M19. Apigenina
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Preparacién de apigenina para la adicion a cultivos celulares

Para la adicion a cultivos celulares, se prepard una solucion madre de apigenina 2 mM
disolviendo 0,01 g de apigenina en 13,88 ml de medio de crecimiento suplementado exento de
rojo de fenol precalentado y se pasé a través de membranas de filtro para esterilizar. Debido a
problemas de obstruccion de poros, se emplearon dos filtros; primero se pasé a través de un
filtro de membrana de 0,45 micras y posteriormente a través de un filtro de 0,22 micras. Filtrar
directamente con el filtro de 0,22 uym no fue posible. Se introdujeron 27 ml de medio de
crecimiento suplementado sin rojo fenol en un matraz estéril bajo condiciones asépticas, 620 pl
de este medio se reemplazaron con un volumen igual de la solucién madre 2 mM, produciendo
una solucion 50 yM de apigenina. Se preparé una dilucion 1/2 de esta solucion 50 yM
mezclando 9 ml con 9 ml de medio de crecimiento suplementado sin rojo fenol en un matraz
estéril que produce 18 ml de una solucion de apigenina 25 yM. Por lo tanto, se prepararon

soluciones de trabajo de apigenina de 25 y 50 uM.

Para estudios en animales, la APl se administré disuelta en agua potable a una
concentracion del 0,2% durante 5 dias antes de la irradiacién en el grupo de animales tratados
previamente a la irradiacion. Esto implica una ingesta aproximada de 25 mg / animal. Después
de 5 dias de comenzar el tratamiento con API, los animales de este grupo se expusieron a 500
mGy de rayos X. Los grupos de animales tratados después de la irradiacidon se expusieron a un
total de 500 mGy de rayos X antes de administrarlos con API 6 horas después de recibir la
radiacion. Asi, 180 mg de la sustancia se administré6 mediante una inyecciéon de dosis unica de
0,6 ml de una solucién de API de 300 mg / ml directamente en la luz gastrica de cada animal 6
horas después de la exposicion a la irradiacién X con el animal anestesiado ligeramente con

éter etilico.

Extracto de té verde (TE)

El extracto de té verde contiene catequinas, una clase de polifenoles de bajo peso
molecular que consisten principalmente en mondmeros de flavan-3-ol, conocidos por sus
propiedades fisiolégicas y farmacoldgicas. Las catequinas estan presentes principalmente
como catequina, galato de epigalocatequina, galato de epicatequina y galato de gallocatequina.
El extracto utilizado para este estudio consisti6 en un 80% de gallocatequinas, siendo el
principal activo el epigalocatequina-3-O-gallato, cuya estructura quimica es CxH15044; el
extracto también contiene 0,3% de cafeina, entre otras sustancias. Para uso en cultivo celular,

el extracto se disolvié en agua a 0,5 mg/ml de agua y se esterilizo por filtracidon a través de una

membrana de nailon de 0,45 uM. OH

OH
o
Figure M20. Extracto de té verde OH OH
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Para estudios en animales, el TE se administr6 disuelto en agua potable a una
concentracion del 0,2% durante 5 dias antes de la irradiacion en el grupo de animales tratados
previamente a la irradiacion. Esto implica una ingesta aproximada de 25 mg / animal. Después
de 5 dias de comenzar el tratamiento con TE, los animales de este grupo se expusieron a 500
mGy de rayos X. Los grupos de animales tratados después de la irradiacion se expusieron con
rayos X se les administraron el TE 6 horas después de recibir la radiacién. A estos animales se
les administré 180 mg de la sustancia mediante una inyeccion de dosis unica de 0,6 ml de 300
mg / ml de solucidon de TE directamente en la luz gastrica de cada animal 6 h después de la

exposicién a irradiacién X con el animal anestesiado ligeramente con éter etilico.

Amifostina o Ethyol®

La amifostina, Ethyol® o WR-2721 (Schering-Plough S.A., Madrid), es un
agente citoprotector de tiofosfato organico por su funcién contra la radiacién ionizante cuando
se administra antes de la radioterapia en el tratamiento de diversas formas de cancer. Es un
analogo de la-mercaptoetilamina (MEA); la amifostina se conoce quimicamente como S-2 - [(3-
aminopropil) amino] etanotiol dihidrogenofosfato (éster), Es un polvo cristalino blanco soluble
en agua. Tiene una férmula empirica de CsH15N.O3PS, con un peso molecular de 214,2. El
compuesto se us6 segun las recomendaciones del fabricante, es decir, se disolvieron 375 mg
en 7,3 ml de NaCl al 0,9%. Para fines de cultivo celular, la solucion resultante se esterilizd
pasando a través de una membrana de nylon de 0,45 micras. Para uso en protocolos de
hemocultivo, se afiadieron 50 pl de la solucion esterilizada de 2 ml de sangre humana cultivada
para obtener una concentracién final de 1 mg / ml del compuesto en medio de cultivo. Las
muestras de sangre de control no recibieron irradiacion. Otra cohorte de muestras de sangre
que recibieron el tratamiento se expusieron a 2 Gy de rayos X y constituyeron el grupo de
tratamiento previo a la irradiacion. Finalmente, otro lote de muestras de sangre se expuso a los
2 Gys de rayos X y la muestra de amifostina se afiadié dentro de los 15 minutos después de la

exposicion a la radiacion ionizante y se mezclé completamente antes de la incubacion celular.

t:II-H
o= IT—E}H
Figura M21. Amifostina
Heh Mﬁ e oD

Acido Zoledrénico

El acido Zoledronico (Zometa® Novartis Farmacéutica, Barcelona, Espana) pertenece
al grupo de bisfosfonatos de tercera generacion y actia especificamente en el hueso. Es un
inhibidor de la resorcién 6sea osteoclastica. Se compone de un vial en polvo y una ampolla
disolvente. La dosis recomendada en hipercalcemia es de 4 mg de acido Zoledrénico solucion
para perfusion, reconstituido y posteriormente diluido (diluido con 50 ml de cloruro sédico al 0,9
% p/V o solucién de glucosa al 5 % p/V), administrados como perfusion intravenosa unica

durante 15 minutos).
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Propiltiouracilo (PTU)

El 6n-2n-propiltiuracilo (PTU) (Sigma, Madrid) se ha utilizado tras disolver 20
mg de PTU/mI de disolucién 0,15 N de NaOH, ajustando su pH a 8,5-9 mediante CIH 1N. De la
disolucion resultante, se extraen 25 ml que se diluyen en 225 ml de agua y se complementa
con sacarosa al 1%. Esta solucion se prepara a diario durante la realizacion de este grupo de
trabajo. El PTU se ha administrado disuelto en el agua de bebida a una concentracién del 0,2%
durante 5 dias previos a la irradiacion en el grupo de animales tratados preirradiacion. En el
grupo de animales tratados postirradiados, estos van a ser sometidos a irradiacion e,

inmediatamente después de la irradiacion, se les va a administrar la sustancia “ad libitum”.

Procianidina (P90)

Los extractos de semilla de uva, ricos en procianidinas (polimeros de la
estructura flavan-3-ol), se han obtenido a partir de semillas de 4 diferentes variedades
(cultivares) de Vitis vinifera, seleccionadas todas ellas de diferentes zonas de la Comunidad de
Murcia: "Macabeo" y "Airén" como variedades de uva blanca; ademas de "Tempranillo" y
"Monastrel" como variedades de uva tinta. Las uvas fueron recolectadas en su estado 6ptimo
de maduracion enoldgica. Las semillas fueron separadas manualmente hasta obtener un peso
aproximado de 1 kg de semillas de cada cultivar. Estas semillas se secaron en una estufa de
aire forzado a unos 35 °C durante 24-48 horas y se almacenaron a -30 °C hasta su uso y

analisis.

Extraccion y purificacion de compuestos tipo flavan-3-ol (procianidinas) a partir de
semillas de uva:

Los compuestos polifendlicos fueron extraidos de las semillas de uva molidas
mediante una mezcla agua-metanol (25:75, v/v) en una proporcion del 10 % peso/volumen, en
atmosfera de nitrégeno durante una hora y a temperatura ambiente. El medio de extraccion se
filtré a través de un soporte filtrante de polipropileno y la solucién de extraccion se evaporé en
un rotavapor a vacio a una temperatura maxima de 40 °C hasta sequedad, obteniendo un
sélido de color marrén-rojizo. El sélido obtenido puede considerarse un extracto crudo de
polifenoles y se denominé P55. El sdlido llamado P55 se lavé inicialmente con n-hexano con
objeto de eliminar todas las sustancias liposolubles de naturaleza no polifendlica caracteristicas
de este material vegetal. El sélido lavado se secd a vacio hasta la completa eliminacion del
disolvente utilizado. Este sdlido lavado se suspendié en agua con objeto de separar los
compuestos polifendlicos de mayor peso molecular insolubles en agua. La suspension se
realizd al 5 % peso/volumen, a temperatura ambiente y durante 6 horas, filirandose a
continuacion el material insoluble. Este material se filtr6 y seco a vacio a una temperatura
maxima de 40 °C. El solido seco obtenido, pulverulento y de color rojo, se denominé P120. La
solucién acuosa conteniendo los compuestos polifendlicos de menor peso molecular se paso a
través de una columna de Amberlita XAD 2, con objeto de retener dichos compuestos,
separandolos del resto de componentes hidrosolubles no polifendlicos del extracto. Se utilizd

metanol para la desorciéon de los polifenoles. El metanol se eliminé por destilacién a vacio en
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un rotavapor a una temperatura maxima de calefaccién de 40 °C, obteniéndose finalmente un
sélido seco cristalino de color anaranjado oscuro, al que se denomin6é P90 y que, se guardé

para la realizacién de los correspondientes ensayos de radioproteccion.

Andlisis cromatografico (HPLC) de los extractos de semilla de uva

Los sodlidos de los diferentes extractos obtenidos: P55, P120 y P90, se
disolvieron en metanol, en una concentracion analitica de 3 mg/ml. Las disoluciones fueron
filtradas a través de una membrana de nylon de 0,45 micras. El equipo de HPLC utilizado fue
un modelo Hewlett-Packard, serie HP 1100, equipado con un detector de diodos. Como fase
estacionaria se utilizé una columna C18 LiChrospher 100 (250 x 4 mm) con un tamafio
promedio de particula de 5 micras. La temperatura fue de 30 °C, el flujo de 1 ml/min y la
longitud de onda empleada de 280 nm. De los tres que se han obtenido, en este estudio solo

se utiliza el P90.

Se emplearon como fases moviles: (A) acido acético: agua (10:90) (B) metanol

y (C) acetonitrilo. Se utilizé6 un método de gradiente lineal:

Tiempo (min) | % (A) | % (B) % (C)
30 90 10 0
45 30 70 0
60 22 78 0
70 0 100 0
75 0 0 100
85 0 0 100
95 90 10 0

Tabla M1. Resultados del analisis
cromatografico del extracto de uva.

El esquema de la pagina siguiente muestra un cromatograma HPLC
caracteristico de un extracto de semillas de uva, correspondiendo concretamente al extracto
denominado P90. La distribucion relativa (valores cuantificados por normalizacion de area) de

los principales compuestos (numerados del 1 al 11) del extracto.

En el extracto P90, los polimeros =C4 (90,92 %) presentan una mayor
concentraciéon que en P55. Sin embargo, los mondmeros se encuentran en menor proporcion,
siendo la (+)-catequina (2,11 %) mas abundante que la (--epicatequina (1,06 %). La distribucion
de las demas procianidinas mostré ligeras diferencias respecto del extracto P55, siendo los
principales los dimeros B4 (0,96 %), B3 (0,71 %), B1 (0,52 %), B2 (0,48 %) y el derivado

esterificado con acido gallico en posicién 3 del dimero B1 (0,52 %).
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Pico tp Flavan-3-ols % Valor Relativo P90
G 97 Acido gallico 0,83
1 343 B3 (dimero) 0,71
2 376 (+)-catequina 2,1
3 40,6 B1 (dimero) 0,52
4 454 T2 (trimero) 0,11
5 499 B4 (dimero) 0,96
6 54,0 B2 (dimero) 0,48
7 59,1 B2-3’-O-gallato 0,16
8 629 (-)-epicatequina 1,06
9 64,4 B1-3-O-gallato 0,52
10 67,4 C1 (trimero) 0,20
11 74,4 Polimeros C, unidades 90,92

Otros -- Otros dimeros/trimeros flavan-3-ols

Tabla M2. Tiempo de retencién y contenido absoluto por HPLC de los
principales flavonoides presentes en el extracto de semillas de uva P90

(ver HPLC adjunto).

Figura M22. HPLC del extracto
de Procianidina

Tirme {rmuin)

El flavonoide P90 es insoluble en agua, por lo que, se ha disuelto en

dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, Madrid) en una relacion de 30 mg de flavonoide/0,1 ml de
DMSO. De la disolucién resultante se obtienen 0,6 ml (180 mg de flavonoide/0,6 ml de DMSO)

que es la dosis total administrada a cada uno de los animales. La administracion de esta

sustancia se ha realizado “ad libitum”. De esta forma, se ha procedido tanto en el grupo de

animales tratados preirradiacion como en el grupo de animales tratados postirradiacién
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Vitamina E o &-tocoferol

La vitamina E o &-tocoferol (Sigma-Aldrich, Madrid) es una vitamina liposoluble
que es almacenada en el tejido graso del organismo y que posee un importante papel
antioxidante. Se conocen ocho formas diferentes de vitamina E y cada una posee su propia
actividad bioldgica que es medida por la potencia o uso funcional en el organismo. La forma
molecular que hemos utilizado en nuestro estudio y que posee gran actividad antioxidante es la
d-tocoferol cuya estructura quimica es C,7H;50,. Para su estudio, se ha preparado una
disolucion en DMSO/etanol al 50 % en una proporcion de 0,5 mg de 5-tocoferol por cada ml de
DMSO/etanol.

Figura M23: Vitamina | 4o
E o 5-tocoferol CH,

CH,

Rutina.

La rutina (Merck, Madrid) es otro flavonoide puro, concretamente un flavonol; la
muestra utilizada contiene un minimo del 90% absoluto del flavonoide especifico por HPLC. Su
estructura quimica es C27H30016. Hicimos una disolucion de la rutina en DMSO anadiendo
0,5 mg de este compuesto por mililitro de DMSO. Se obtiene por extraccion hidroalcohdlica de
plantas como saphora japonica, dimorfranda o el vulgarmente conocido como trigo sarraceno.
La rutina es uno de los flavonoides mas utilizados en todo tipo de estudios “in vitro” e “in vivo”,
por lo que se considera un patrén de referencia en el estudio de la actividad de los

compuestos polifendlicos.

OH
OH Figura M24. Rutina

HO o

OH
OH O

Quercetina

La quercetina (2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-[1-benzopiran]-4-ona o]
3',4°,3,5,7-pentahidroxi-flavona) es un flavonoide pentahidroxilado tipo flavonol presente en la
cebolla y perteneciente a la familia de los flavonoles por poseer un hidroxilo caracteristico en la

posicion 3 del esqueleto flavonoide. Carece de azlcares en su estructura, por lo que es un
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flavonoide “aglicon”. La quercetina se obtiene por hidrdlisis acida con acido sulfurico 1N en
medio hidroalcohdlico del flavonoide anterior, la rutina, que es su derivado glicosilado,
concretamente en la posicion 3 antes mencionada; es decir, la rutina es el ramnoglucésido de

la quercetina.

Para su utilizacion en este estudio realizamos una disolucion de la quercetina en
DMSO (1mg/ml).

OH
OH Figura M25. Quercetina

HO 0)

OH
OH O

Extracto citrico soluble (CE)

El extracto citrico soluble (CE), caracterizado por su elevada concentracién de
flavononas y flavonas, fue obtenido a partir de frutos inmaduros de varios cultivares
caracteristicos de tres especies del género Citrus de la Comunidad de Murcia: Citrus limonia
(limoén), Citrus sinensis (naranja dulce) y Citrus aurantium (naranja amarga). Los frutos
inmaduros fueron recolectados directamente de los arboles tras su abscision natural, durante la
fase inicial del desarrollo del fruto. Los frutos recolectados fueron inmediatamente secados a 50
°C hasta una humedad (pérdida por secado) inferior al 8 %, siendo almacenados a temperatura

ambiente hasta su uso y analisis.

Extracciéon y cristalizacion de compuestos tipo flavonona y flavona a partir de frutos
inmaduros de especies citricas:

Los frutos inmaduros secos de las especies citricas mencionadas, se molieron
para su extraccion. La extraccion se realiz6 en una proporcion del 5 % peso/volumen, a
temperatura ambiente y durante tres horas, empleando como solvente de extraccion agua-
metanol (20:80, v/v). La suspension se filtr6 a través de un filtro con soporte filtrante de
polipropileno. La soluciéon polifendlica hidro-alcohélica obtenida se concentré en un rotavapor a
vacio, a una temperatura maxima de 55 °C, hasta la eliminacion del metanol. La solucion
acuosa concentrada se enfri6 en agitacion durante unas 24 horas, produciéndose la
cristalizacion de los compuestos flavonoides extraidos. La suspension se filtrd y el solido
obtenido fue lavado con agua y secado en una estufa de vacio a una temperatura maxima de
55 °C. Se obtuvo un sdlido final pulverulento de color beige al que se denominé extracto citrico

y que, se guardo para la realizacion de los correspondientes ensayos de radioproteccion.
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Analisis cromatografico (HPLC) del extracto citrico:

El extracto citrico (CE) obtenido, se disolvio en DMSO, en una concentracion
analitica de 2 mg/ml. La disolucion fue filtrada a través de una membrana de nylon de 0,45
micras. El equipo de HPLC utilizado fue un modelo Hewlett-Packard, serie HP 1100, equipado
con un detector de array de diodos. Como fase estacionaria se utilizd una columna C18
LiChrospher 100 (250 x 4 mm) con un tamafio promedio de particula de 5 micras. La
temperatura fue de 30°C, el flujo de 1 ml/min y la longitud de onda empleada de 280 nm para
las flavononas y 340 nm para las flavonas. Se emplearon como fases moviles: (A) acido
acético:agua (1:99), (B) metanol y (C) acetonitrilo. Se utiliz6 un método compuesto de etapas

isocraticas y de gradiente lineal:

Ti Tabla M3. Resultados del analisis cromatografico del CE.
% (A) | % (B) | % (C)

0| 70 23 7

40| 70 23 7

55| 55 o5 20 El contenido absoluto de cada uno de los principales

flavonoides presentes en el CE se detalla en la tabla siguiente.

65| 55 25 20
Las flavononas naringina, hesperidina y neohesperidina, son

75| 70 23 7 los flavonoides mas abundantes; no obstante, la presencia de

otras flavononas como la eriocitrina y neoeriocitrina y de ciertas concentraciones de flavonas,
resulta muy significativa en referencia a su potencial actividad biolégica. Resulta importante
resaltar la presencia del glicosido de la flavona luteolina, los dos de la flavona diosmetina

(diosmina y neodiosmin), asi como del neohesperidésido de la flavona apigenina, la rhoifolin.

Polifenoles Tiempo de retencién (min.) %Ab
Eriocitrina 8,24 1,72
Neoeriocitrina 10,12 1,25
Luteolina-7-O-rutindsido 11,56 0,60
Luteolina-7-O-neohesperiddsido 12,42 0,41
Isonaringina 15,23 1,10
Naringina 16,89 10,76
Hesperidina 19,96 6,68
Neohesperidina 22,35 7,65
Rhoifolina 25,31 1,62
Diosmina 30,21 0,87
Neodiosmina 36,52 0,56
Didimina 52,23 0,25

Tabla M4. Tiempo de retenciéon y contenido absoluto por HPLC de los
principales flavonoides presentes en el extracto de frutos de Citrus
sp. (CE) (ver HPLC adjunto).
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Figura M26. Analisis
cromatografico de los
componentes del Extracto
Citrico Soluble (CE)

Es un extracto citrico soluble en agua vy, por ello, se ha administrado disuelto en el agua
de bebida a una concentracion del 0,2 % a los 7 dias de haber comenzado el tratamiento con
CE, este grupo de 6 animales se va a someter a una exposicion de rayos X con una dosis de
50 cGy junto al resto de animales irradiados. En el grupo de animales tratados postirradiados,
estos van a ser sometidos a irradiacion e inmediatamente después a la irradiacion, se les va a

administrar la sustancia “ad libitum”.

Vitamina C.

La vitamina C es una vitamina hidrosoluble, que no se almacena en el cuerpo por un
largo periodo de tiempo y se elimina en pequefias cantidades a través de la orina. Por este
motivo, es importante su administracion diaria, ya que es mas facil que se agoten sus reservas
que las de otras vitaminas. Es una sustancia de color blanco, estable en su forma seca, pero
que en solucion se oxida con facilidad, mas aun si se expone al calor. Su estructura quimica
recuerda a la de la glucosa (en muchos mamiferos y plantas, esta vitamina se sintetiza a partir
de la glucosa y galactosa). Se llama con el nhombre de vitamina C a todos los compuestos que

poseen la actividad biolégica del acido ascorbico.

La vitamina C se obtiene principalmente de frutas citricas, como el limén, la naranja, la
fresa, la mora o la pifia, y de verduras, como el tomate, las espinacas, el perejil, la coliflor, el
brécoli o la lechuga. Su estructura quimica es CgHgOg. En este estudio hemos realizado una
disolucion del acido ascorbico en DMSO afadiendo 2,5 mg del compuesto por cada mililitro de

disolucion.
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Figura M27. Acido ascérbico. OH
HO— CH—C

HO OH

Vitamin E (5-tocopherol)

La vitamina E (delta-tocoferol) (Sigma-Aldrich, Madrid) es una vitamina soluble en
grasa que se almacena en el tejido graso del cuerpo y tiene un importante papel antioxidante.
Se conocen ocho formas diferentes de vitamina E y cada una tiene su propia actividad
biolégica que se mide por su potencia o uso funcional en el cuerpo. El delta-tocoferol
(C27H460>), que tiene una actividad antioxidante muy alta, es la forma de vitamina E que se usé
en este estudio. Se preparé una solucion de 2,5 mg / ml en un disolvente de DMSO / etanol al

50% (v / v) y se esterilizé por filtracion.

Figura M28. Vitamin E (5- | 1©

CH,
tocopherol)

CH,

El efecto de las diferentes concentraciones de vitamina E antes de la
exposicion a la radiacion también se evalué mediante la adicion de 25 ul de la solucién de
prueba a 2 ml de sangre no irradiada antes, una cohorte de estas muestras de sangre no se
expuso a la radiacion y actué como control de la sustancia grupo mientras que la otra cohorte
estuvo expuesta a 2 Gys de rayos X (muestras tratadas con vitamina E antes de la irradiacion).
Al tercer grupo de muestras de sangre de 2 ml previamente irradiadas con 2 Gy de radiacion X
(muestras tratadas con vitamina E después de la irradiacion), se afiadieron 25 pl de la solucién
de vitamina E de prueba dentro de los 15 minutos posteriores a la irradiacion.
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METODOS
ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD.
ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON MTT

MANTENIMIENTO Y CONSERVACION DE LOS CULTIVOS

Las tres lineas utilizadas se mantuvieron por medio de cultivo masivo y fueron
conservadas por criocongelacion.

El cultivo masivo lo realizamos 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 sefiala
agotamiento.Los cultivos se dejaron crecer hasta alcanzar la confluencia formando una
monocapa. En esta fase tratamos 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 agitandolos hasta que las células se despegan.
Seguidamente, anadimos 4 ml de medio frio suplementado con SBF y centrifugamos a 214 g
durante 10 minutos a 22°C para eliminar completamente la enzima. Resuspendemos el
sedimento en 2 ml de medio fresco y procederemos al recuento del nimero de células vivas en
camara hemocitométrica mediante un ensayo de exclusion de colorante (azul tripan) y
calcularemos el inéculo necesario para nuevos frascos donde propagar el cultivo. De los
frascos de cultivo, tomamos regularmente muestras de las dos lineas con el fin de comprobar
la ausencia de contaminacién por Mycoplasma spp, mediante fluorescencia directa con el

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

Realizamos la criocongelacion cuando los cultivos estan proximos a la confluencia.
Para esta linea celular, procedemos a la tripsinizacion y centrifugacion. Resuspendemos el
sedimento en medio fresco suplementado con SBF hasta alcanzar una concentracién 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 criocongelacién fue realizada primero en alcohol
isopropilico que provoca una bajada de temperatura de 1°C/minuto, hasta alcanzar los -80°C y
seguidamente, colocamos las ampollas en nitrégeno liquido para bajar la temperatura hasta -

196°C para su almacenamiento.

Para restablecer los cultivos a partir de los viales congelados, introducimos el vial en un
bafo a 37°C para su rapida descongelacién. Seguidamente, en la cabina de flujo laminar,
vertemos el contenido en un tubo de centrifuga adicionando 10 ml de medio de cultivo para
diluir el DMSO que contiene el medio de congelacion. Tras centrifugar 10 minutos a 214 g,
desechamos el sobrenadante y resuspendemos las células en 1-2 ml de medio de cultivo para
realizar el recuento celular en cdmara hemocitométrica utilizando como colorante el azul tripan
y estimular la viabilidad celular tras la congelacion. Después de ajustar la concentracion,

realizamos la siembra en un frasco de cultivo para reiniciar el cultivo celular, cambiando el
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medio de cultivo a las 24 horas y suplementandolo con mayor proporcion de SBF para las

células con peor recuperacion.

Optimizacion de numeros 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 exposicién a la radiacién X. Los
cultivos celulares se realizaron en placas de fondo éptico 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 concentracién éptima de siembra celular, se sembré el nimero 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, resulté que el nUmero mas conveniente para sembrar por
pocillo era 3.200 células para células PNT2 y TRAMPC1 y 2.500 para células de melanoma
BF16F10.

CUANTIFICACION DE LA VIABILIDAD CELULAR. TEST CON MTT

Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en
un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Este meétodo ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad
de formazan producido. Utilizamos la técnica descrita por Carmichael et al. (1987a; 1987b) y
por Alley et al. (1988), adaptada a nuestras condiciones de cultivo (VICENTE et al., 1997), para
cuantificar la viabilidad celular.

El procedimiento que seguimos para realizar el ensayo con el MTT fue el siguiente:

1.- Centrifugar las placas a 1000 r.p.m. durante 10 minutos para eliminar el medio de
los pocillos.

2.- Reemplazar con 200 pl de medio fresco con SBF por pocillo.

3.- Adadir 50 yl de MTT (8mg/ml) a cada pocillo.

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

5.- Centrifugar de nuevo a 1000 r.p.m. durante 10 minutos para eliminar el medio y el
MTT no metabolizado.

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

7.- Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
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8.- Realizamos la lectura en un espectrofotdémetro Multiskan MCC/340P utilizando un

sistema de doble longitud de onda (560 y 690 nm).

El efecto de las diferentes sustancias ensayadas para determinar la viabilidad o
supervivencia celular de las células PNT2, TRAMPC1 y B10F16 se determind usando el
ensayo MTT (3-4, 5-dimetiltiazol-Z-il-2, 5-difeniltetrazolio bromuro). Las células PNT2,
TRAMPC1 y B10F16 se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracion de 3200,
3200 y 2500 células/ml, respectivamente. Veinticuatro horas después de comenzar la
incubacion, las células se trataron con dos concentraciones diferentes de cada una de las
siguientes sustancias ya sea antes o después de la irradiacién y se trataron con las sustancias
y mezclas ensayadas (Acido carndsico, apigenina, &cido rosmarinico y DMSO). Las
preparaciones de las soluciones y sus respectivos volimenes y concentraciones administradas

a las células se han descrito anteriormente.

Para los tratamientos previos a la irradiacién, tras 15 minutos de la adicion de las
sustancias ensayadas a los cultivos celulares, 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. Para los experimentos posteriores a la irradiacion, las células cultivadas
se expusieron primero a la radiacion y posteriormente se realizé la adicién de las cantidades
pertinentes de cada sustancia ensayada para continuar con la incubacion durante otras 24 o 48
horas para evaluar finalmente la viabilidad celular y determinar las capacidades

radioprotectoras de las sustancias de prueba.

La viabilidad celular relativa se determiné 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
definié con relacién a los cultivos celulares de control no tratados de la siguiente manera:

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

Todos los datos se presentan como media = desviacién estandar (SD) para al menos

seis repeticiones para cada muestra preparada.

Efecto citoprotector del tratamiento combinado de sustancias de prueba: ensayo de
combinacién de dos farmacos

Para determinar las propiedades sinérgicas de radioproteccion se evaluaron también
tratamientos combinados de las diferentes sustancias ensayadas. Se evaluaron cantidades
equimolares de &cido carndsico y apigenina para la citoproteccién en dos concentraciones
diferentes, es decir, volumenes iguales (10 yL de cada sustancia) de dos concentraciones
diferentes (15 uM y 25 uM) que se adicionaron a los micropocillos que contenian las células, se

expusieron a la radiacién ionizante y se incubaron durante 24 y 48 horas. De manera similar,

87



III. Material y método

otros pares sustancias se han realizado: Apigenina y acido rosmarinico (APl + AR) y Apigenina
y acido carnosico (APl + CARN). La preparacion de las soluciones y las cantidades respectivas
administradas a los cultivos celulares se detallan en las secciones anteriores. Como es
habitual, la actividad citoprotectora del tratamiento anterior se evalué6 mediante la viabilidad
celular y la supervivencia de las células PNT2 mediante un ensayo de MTT para 24, o0 48 como
se describié previamente (CARMICHAEL et al., 1987a,b; ALLEY et al., 1988; MOSSMAN,
1983).
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ACTIVIDAD GENOPROTECTORA

Ensayo “in vitro” de micronucleos en linfocitos humanos irradiados bloqueados

citocinéticamente 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 sadica al 5%, Rovi Lab, Madrid). La sangre se dividié 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 anti-mutagénica
de algunas de las sustancias de prueba.

Construccion de curvas de respuesta a la dosis

Los donantes de sangre se dividieron en 2 grupos:

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 rayos X (2, 4, 6, 8 y 10 Gy respectivamente).

Grupo 2: actividad genoprotectora in vitro de las sustancias ensayadas. Este segundo grupo
consistié en tubos con partes alicuotas de sangre de 2 ml en crioviales, que se usaron para
evaluar el efecto antimutagénico de las diferentes sustancias ensayadas (pre y post
irradiacion). Las sustancias de prueba utilizadas incluyeron AR, P90, CARN, API en DMSO, Vit
E, VIT C, COL, CE, AMFI TE, Rutina, DMSO, Quercetina y Acido zoledrénico.

Dos de estas muestras de sangre se usaron como controles experimentales (frecuencia
de micronucleos inicial o control no irradiado), control irradiado. Se reservé una muestra de
sangre para cada sustancia de prueba utilizada, y esto sirvié como control de la sustancia de
prueba. Estas muestras solo recibieron la sustancia de prueba pero no estuvieron expuestas a
la radiacion. Algunas muestras de sangre se trataron con las sustancias de prueba antes de la
exposicion a la irradiacion y se denominaron grupo de prerradiacion, el resto se irradié antes de
la adicion de las sustancias de prueba y, en consecuencia, se denominé grupo de
posradiacion.

TECNICA DE MICRONUCLEOS
Este ensayo se basa en la utilizacion de la técnica de micronucleos en cultivos de
linfocitos obtenidos de sangre periférica humana y bloqueados citocinéticamente en su primera

divisién mitética, descrito por Fenech (1986, 1990, 2000) y considerado como el procedimiento
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mas adecuado para el analisis citogenético del dafio genotéxico inducido por radiacién
ionizante de forma sistematica (IAEA, 2001; 2011). La técnica utilizada es la siguiente:
I. Preparacion del Medio de Cultivo
El medio de cultivo utilizado esta compuesto por:
» Medio HAM F10: 85%
» Suero Bovino Fetal (SBF) (Sigma-Aldrich, Madrid):  15%
» Fitohemaglutinina (PHA)(Sigma-Aldrich, Madrid): 16 pg/ml

» Glutamina: 1 pg/ml
» Antibioticos (Sigma-Aldrich, Madrid):

* Penicilina sédica: 100 Ul/ml
* Estreptomicina: 100 pg/ml

Para realizar la técnica de micronucleos, vamos a cultivar 1 ml de cada muestra de
sangre heparinizada (irradiada o no y/o tratada o no) en frascos de cultivo de 25 ml en una
estufa a 37 °C y ambiente enriquecido con CO, al 5 % durante 72-76 horas junto con 9 ml de
medio de cultivo preparado como se ha comentado anteriormente. Esto es realizado en cabina
de flujo laminar. Transcurridas 44 horas de cultivo afiadimos 150 pl de la disolucidon de

Cytochalasina B (Cyt B) a cada cultivo. Estos 150 pl de disolucion, contienen 30 ugr de Cyt B (3
pg/mi).

Posteriormente, continuamos el cultivo durante otras 28-32 horas, siendo el tiempo total
de cultivo de hasta 72-76 horas. Transcurrido este tiempo trasvasamos el contenido de los
frascos de cultivo a tubos cénicos de 15 ml y lo centrifugamos durante 5 minutos a 1000 rpm
(Heraeus, Minifuge T, Madrid).

A continuacion, extraemos el sobrenadante y agregamos 8 ml de solucién hipotonica
de CIK. De esta forma, obtenemos una mezcla que incubamos nuevamente en estufa durante 3

minutos, en las mismas condiciones que las descritas anteriormente.

Posteriormente, centrifugamos el cultivo a 800 rpm durante 8 minutos, decantamos el
sobrenadante y lo resuspendemos en 8 ml de fijador (Alcohol metilico: Acido Acético Glacial,
3:1) que volvemos a centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos. Este ultimo paso es necesario

(fijacion y centrifugacion) 3 6 4 veces, hasta obtener un sobrenadante transparente.

De este modo, aislamos los linfocitos que resuspendemos en un volumen apropiado de
fijador (0,5 ml) y realizamos 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.

A las 24 horas, podemos proceder a la tincion de las preparaciones por inmersion:
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1°) En una solucion de May-Grunwald puro (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 3
minutos.

2°) Seguidamente, las pasamos durante 2 minutos por solucién de May-Griinwald al 50
% (50 % May-Grunwald y 50 % agua destilada (Braun, Melsungen, Alemania)).

3°) Posteriormente y sin lavarlas, las pasamos a solucion Giemsa (Merck, Darmstadt,
Alemania) durante 2 minutos mas.

4°) Finalmente, lavamos las preparaciones sumergiéndolas individualmente en tampon
fosfato 100 mM pH 6,2 y las secamos al aire.

5°) Para terminar, las preparaciones microscopicas se montan con cubreobjetos

quedando definitivamente preparadas para su estudio a microscopia 6ptica.

Figura M29.
Preparaciones
microscopicas tras la
tincion con May-Griinwald
y Giemsa

Il. Preparacion de las sustancias afiadidas al medio de cultivo
a) Preparacion de la Fitohemaglutinina.

b) Preparacion de la Cytochalasina B.

c) Preparacioén de la Solucién Hipotodnica de Cloruro Potasico.
d) Preparacioén del Tampén Fosfato.

e) Preparacién de la Solucién Fijadora.

a) Preparacion de la Fitohemaglutinina

La Fitohemaglutinina o PHA (Sigma-Aldrich, Madrid) se obtuvo en presentaciones de 1
y de 5 mg que era 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 razén de 1 mg de
PHA/mI de Ham F10 y almacenada a -20 °C para su conservacion. Habitualmente, preparamos
100 ml de medio de cultivo y como se precisan 16 ug PHA/mI, suministrabamos 1.600 ug PHA
para 100 ml de medio de cultivo o, lo que es lo mismo, 1’6 mg de PHA. Como diluimos 1 mg/ml
de HAM F10, para administrar 16 mg de PHA afadiamos 1°6 ml de la disolucion de PHA
previamente preparada. Su funcién es el estimulo de la divisidon o proliferaciéon celular de los

linfocitos que, en condiciones normales, no se dividen.
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b) Preparacion de la Cytochalasina B

La Cytochalasina B (Cyt B) (Sigma-Aldrich, Madrid) realiza el bloqueo de la citocinesis
mediante bloqueo tras la primera division mitética; es la sustancia que afiadiamos 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 era almacenada a una temperatura de -20 °C hasta su
utilizacion. Para ser utilizada, la Cyt B debia ser disuelta previamente en dimetilsulfoxido
(DMSOQ) al 100 % en ambiente estéril. Dicha disolucion se realizaba a razén de 1 mg de Cyt B
por cada 0,5 ml de DMSO. Posteriormente y en cabina estéril, esta disolucién era alicuotada en
tubos de 1 ml de capacidad a razén de 0,1 ml de disolucién/tubo al que se afiadian 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 adiciéon al cultivo. La
concentracion de Cyt B que se afnadia al cultivo es de 3 pg/ml. Como cada cultivo tiene 10 ml,
debemos afadir 30 ug de Cyt B, para lo que se precisan 150 pl del contenido de cada tubo

previamente preparado.

c) Preparacion de la Solucion Hipoténica de Cloruro Potasico

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

microscopio optico.

d) Preparacion del Tampén Fosfato

La disolucién de tampén fosfato 10 mM con un pH de 6,2 se ha obtenido diluyendo en 1
| de agua bidestilada:

NaH2PO4 2 H20 ----------- 1,560 g/l

Na2HPO4 7 H20 ----------- 2,340 g/l

e) Preparacion de la Solucion Fijadora
La solucién fijadora utilizada se prepara mezclando 3 partes de Alcohol Metilico con 1
parte de Acido Acético Glacial. Esta disolucién debe ser preparada en el momento de ser

utilizada.

[Il. Criterios de recuento de micronucleos

Las preparaciones microscopicas obtenidas de los cultivos de las muestras de sangre
fueron analizadas microscépicamente por 2 observadores diferentes. Para el recuento y
analisis de las células hemos utilizado sistematicamente 400 aumentos y, en los casos de

comprobacion, una magnificacion de 1000 aumentos con aceite de inmersion.

El recuento de micronucleos en las preparaciones microscopicas de linfocitos humanos

lo hemos realizado sobre 500 células binucleadas (CB) en cada una de las 6 preparaciones
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que hemos obtenido 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 las hemos presentado por 500 células bloqueadas (MN/500 CB), el estudio
corresponde al analisis de 3000 CB para cada uno de los valores mostrados, obtenidos por 2

observadores independientemente.

El recuento fue realizado a doble ciego, desconociendo las caracteristicas de la
preparacidon observada, obteniéndose un Unico valor para cada punto que corresponde a la
media de las 6 lecturas diferentes para cada una de las muestras. Hemos seguido los criterios
para el recuento de micronucleos establecidos por Almassy en 1987 .Dichos criterios sobre el
recuento de micronucleos son los siguientes:

e Los micronucleos deben tener la misma estructura que el nucleo principal.

e Los micronucleos deben ser mas pequenos que el nucleo principal: no excediendo de
la mitad del tamafio del nucleo principal o dos veces la longitud normal de un cromosoma.

e Los micronucleos deben ser redondos o esféricos y estar separados visiblemente del
nucleo principal.

e En contraste con las particulas no nucleares, los micronucleos no deben mostrar
refractibilidad a la luz.

e Los micronucleos se cuentan solo en células que tengan conservado el citoplasma.

e La frecuencia de aparicion de micronucleos ha de seguir la cinética de division

celular.

Figura M30. Imagen de dos linfocitos o células
binucleadas con el citoplasma conservado (CB) en dénde
una de ellas presenta un micronucleo en el citoplasma
(MNCB) (MG-G. 400x)
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TEST DE MICRONUCLEOS IN VIVO SOBRE MEDULA OSEA DE RATON

La evaluacion de los dos experimentos realizados se ha llevado a cabo
mediante la utilizacion del test de micronucleos “in vivo” sobre médula 6sea de raton, un test
ampliamente utilizado para la determinacion ‘in vivo” del efecto genotdxico y mutagénico de

diferentes agentes quimicos vy fisicos y que fue descrito originalmente por Schmid en 1975.

Técnica: Los animales utilizados en este experimento se han sacrificado por
descerebracion traumatica para proceder a la exéresis de la médula 6sea de ambos fémures,
segun la técnica descrita por Von Ledebur y Schmid (1973) y Schmid (1975) cuyos pasos se
describen detalladamente a continuacion:
1.-Los animales se sacrifican por dislocacion cervical e, inmediatamente, se disecan los
fémures, limpidndolos de todo resto de musculos y tendones.
2.-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 ésea
que contiene, la cual se recoge en tubos cénicos de 15 ml de capacidad.
3.-Usando una pipeta Pasteur con bulbo de goma, se pipetea enérgicamente el contenido del
tubo hasta obtener una suspension celular sin grumos.
4.-Se deja reposar durante 5 minutos y se centrifuga, posteriormente, a 1000 rpm durante 5
minutos, en centrifuga Centromix 549 (Selecta, Madrid).
5.-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.
6.-Se hace una extensién dejando caer a unos 2-3 cm una gota del liquido obtenido a modo de
frotis sanguineo.
7.-Se dejan secar al aire durante 24 horas.
8.-Se tinen con May-Grinwald puro (Analema, Vorquimica S.L, Vigo) durante 3 minutos.
9.-Se retira el 50% del colorante y se reemplaza por agua destilada, dejandolo en esta solucion
durante 2 minutos.
10.-Sin lavar, se tifien con una solucidon de Giemsa (Probus, Madrid) diluido 1:6 en tampon
fosfato 100M, pH 6,2 y, se mantiene durante 2 minutos mas.
11.-Se lavan los preparados sumergiéndolos uno por uno en agua destilada.
12.-Se limpia la parte inferior del portaobjetos con Xilol (Probus, Madrid) y las preparaciones se
dejan secar al aire.

13.-Se montan con cubreobjetos, quedando dispuestas para su estudio microscépico.
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Figura M31. Detalles de la exposicién de los ratones a campos magnéticos.

/W -
Figura M32. Técnica de disecciéon de ambos fémures para la obtenciéon de su médula
Osea.
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Figura M33. Detalle de los fémures disecados y tras la extracciéon de
su médula ésea.

Determinacion de la frecuencia de micronticleos.

Las preparaciones de médula 6sea obtenidas en todos los experimentos
realizados se han analizado por dos observadores independientemente utilizando microscopia
Optica. Para el recuento y analisis de micronucleos (MN) se ha empleado sistematicamente una
magnificacion de 400 aumentos y, en los casos de comprobacién y/o discriminacién, 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 policromatdéfilos (PCEs) para determinar la frecuencia de aparicion de
micronucleos 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.

El ratio PCEs por NCEs (P/N) y el ratio PCEs por Eritrocitos (PCEs + NECs)
(P/E) fueron determinados para evaluar el posible efecto citotdéxico de los tratamientos fisicos y

quimicos.
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Figura M34. Detalle de la cabina en el interior del equipo de rayos X.
Obsérvese la colocacion de los animales inmovilizados y conscientes para
una irradiacién corporal total; y, la colocacién de las muestras sanguineas

durante la exposicion a rayos X.
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DETERMINACION DE GLUTATION TOTAL (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) (MEISTER y ANDERSON, 1983). EI GSH esta
significativamente mas elevado que el GSSG en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, se ha
descrito que condiciones patologicas que causan estrés oxidativo provocan una disminucion de
la relacion GSH / GSSG (NOCTOR et al., 2002). Por lo tanto, la evaluacion de los niveles de
GSSG en condiciones de induccion de estrés puede proporcionar informacion valiosa sobre el
estrés oxidativo que estd experimentando un sistema biolégico (ASENSI et al., 1999;
KLEINMAN y MAYOSE, 2000; HERNANDEZ et al, 2000).

Los niveles totales de glutation se determinaron utilizando el Ensayo de GSH / GSSG-
Glo , 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 cultivos célulares. Las variaciones en
los niveles de GSH son importante en la evaluaciéon 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 reaccién 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 reaccién 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 es 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 glutatién 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 seguida por una etapa de reduccion
que convierte la GSSG a GSH para la cuantificacidon de la reaccion luminiscente. 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.
Para la realizacién de la técnica los pasos a seguir son los siguientes:
1. Las células en una placa de multiples pocillos se tratan con compuestos de ensayo
o vehiculo: unos pocillos para la mediciéon del glutatién total y otros para la
medicion del GSSG.
2. Los tratamientos se retiran y se sustituyen con un reactivo de lisis, diferente para el
total de glutation para la medicion del GSSG.
3. El reactivo Generacion luciferina se afiade a todos los pocillos, y los ensayos se

mezclan y se incuban durante 30 minutos.
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4. El reactivo de deteccion de luciferina se afiade a todos los pocillos, se mezclan y
tras una incubacion de 15 minutos, se mide la luminiscencia.

5. Los ratios de GSH / GSSG se calculan directamente a partir de mediciones de
luminiscencia (en unidades relativas de luz, RLU) para la interpolacién de las

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

La técnica permite:

- Medir glutatién total y los niveles de GSSG en las células como un indicador de la
viabilidad celular.

- Medir las relaciones de GSH / GSSG en las células como un indicador de estrés
oxidativo.

- Establecer el perfil de medicamentos y de nuevas entidades quimicas para la

modulacién del total de los niveles de GSH y GSSG en las células.

B. DETERMINACION DE PROTEINAS

El ensayo para la determinacion de proteinas esta basado en el método de Bradford
(1976) y consiste en la cuantificacion de la concentracion de proteinas solubles. EI metodo se
basa en la adicion de un colorante acido a la solucién de proteinas problema y la posterior
medicion a 595 nm con el espectrofotdmetro. La comparacion de los resultados respecto a la
curva estandar obtenida permite una medicion relativa de la concentracion de proteinas.

La absorbancia maxima para una solucion acida del colorante de Coomassie cambia
de 465 nm a 595 nm cuando se produce la unién en proteinas. El colorante de Coomassie se
une principalmente a los residuos de aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente la
arginina.

En definitiva, el método Bradford se basa en la utilizacion de un colorante hidrofébico
(comassie blue G-250) cuyas disoluciones acuosas en presencia de acido fosférico
proporcionan un color pardo que al entrar en contacto con la parte hidrofébica del interior de
una proteina se fija a ella. Las proteinas se unen a la sustancia azul para formar un complejo
proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor que el colorante libre. La
determinacién del contenido protéico de una muestra requiere la comparacién del valor de
absorbancia de la muestra con los obtenidos a partir de cantidades conocidas de proteinas,
con los que se construye una curva de calibracién: a mayor cantidad de proteinas, mayor color
desarrollado y por lo tanto, mayor absorbancia; es por ello que se considera un cromoforo
exdgeno. Es un método que depende de la interaccion relativamente inespecifica entre un
colorante hidrofobico y las proteinas, por lo que es sensible a la presencia de contaminantes
tales como los restos de detergentes y liquidos organicos, a que
las proteinas pueden perder su estabilidad y perder su forma nativa, lo que provocaria la pérdid
a de la union entre el croméforo y la zona hidrofobica de las proteinas. Para determinar la
concentracion total de proteina se realiza una curva de calibracion empleando una proteina
patrén que generalmente es la seroalbumina bovina. Se preparan tubos testigos con distintas

cantidades de proteina y otra disolucion llamada “blanco” que sélo contiene agua y reactivo
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Bradford, mientras que en los tubos testigos se les mantiene constante el reactivo Bradford
siendo los volumenes de todos los tubos iguales. Una vez preparados los tubos se mide la
absorbancia a cada uno de ellos con una longitud de onda de 595 nm, es calibrado el equipo
con el tubo blanco (no contiene proteinas), de esta manera se construye la grafica de
absorbancia vs concentracion

Este ensayo se realiza en una placa de 96 pocillos, siguiendo los pasos:

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

2. Preparamos estandares de proteina en tampdén que van desde 0,1-1,4 mg / ml

usando un patron de BSA

mg/ml (prot) | 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 15
ul (BSA) 0 2.5 5 75 10 125 15
ul (agua) 20 175 15 125 10 7.5 5

ul total 20 20 20 20 20 20 20

3. Cogemos 5 pl de cada uno y anadir 250 pl de reactivo de Bradford. A los pocillos de
blanco, afiadir 5 ml de tampén.

4. Preparamos la muestra desconocida(s) con un concentracion aproximada entre 0,1 a
1,4 mg/ ml.

5. A cada pocillo, afadimos 250 pl de la Bradford Reactivo y mezclamos en un agitador
durante unos 30 segundos.

6. Dejamos que las muestras se incuben a temperatura ambiente durante 5-45 minutos.
A continuacién, medimos la absorbancia a 595 nm. El complejo proteina-colorante es estable
hasta 60 minutos. La absorbancia de las muestras deberan ser registrados antes del limite de
tiempo de 60 minuto y dentro de los 10 minutos de diferencia.

7. Trazamos la absorbancia neta vs. la proteina concentracion de cada estandar.

8. Determinamos la concentracion de proteina de la muestra desconocida (s) mediante
la comparacion de la A595 Net valores en contra de la curva estandar.

9.Preparamos las diluciones de las muestras de acuerdo con la siguiente tabla.
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METODO ESTADISTICO

El estudio estadistico ha sido realizado en colaboracién con la Catedra 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
genoproteccidn ha consistido en comparaciones entre grupos realizando contrastes de
igualdad de medias mediante analisis de varianza. Asimismo, hemos realizado andlisis de
regresion y correlacién lineales y polindmicos. Consideramos los resultados estadisticamente

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

Ademas, hemos determinado el Factor de Proteccion (FP) o capacidad de proteccion
de una sustancia radioprotectora, expresada como porcentaje de proteccion, descrito por
Sarma y Kesavan (1993), expresada mediante la férmula:

FP (%) = (Fcontrol = F tratado / Fcontrol) X 100
En donde:
FP es la magnitud de proteccién expresada en %,
Fcontrol €S la frecuencia de micronudcleos en las muestras controles irradiadas, y
Firatados €S la frecuencia de micronucleos en las muestras irradiadas y tratadas.
El Factor de Proteccion ha sido determinado para cada una de las sustanc ias

ensayadas tanto preirradiacion como postirradiacion.

En los ensayos de radioproteccion o supervivencia celular se ha realizado un analisis
de la varianza de medidas 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.).
Los analisis fueron realizados transformando logaritmicamente los datos para ajustarse a las
condiciones del ANOVA.

101



III. Material y método

102



IV. Resultados

IV. Resultados

103



IV.Resultados

104



IV. Resultados

IV.1. RESULTADOS MORFOLOGICOS
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IV.1. RESULTADOS MORFOLOGICOS

ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS
CON BLOQUEO CITOCINETICO MEDIANTE CITOCHALASINA B
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Figura MOR1. Fotomicrografia de un cultivo de linfocitos humanos
utilizando la técnica de bloqueo de citocinético y tefiido con May-Griinwald-
Giemsa (400X) (L: linfocitos, CB: células binucleadas bloqueadas por
citocinesis; CBMN: células binucleadas bloqueadas por citocinesis con
micronucleo en citoplasma (flecha), E: restos de eritrocitos hemolizados.
ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN MEDULA OSEA DEL RATON
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Figura MOR2. Fotomicrografia de células de médula 6sea de
raton teiiidas con May-Griinwald-Giemsa (1000X) (PCE:
eritrocitos policromaticos, MNPCE: eritrocitos policromaticos
con micronucleo, NCE: eritrocitos normocromaticos).
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE CITOPROTECCION O SUPERVIVENCIA
CELULAR (MTT ASSAY).

Figura MOR3. Aspecto morfolégico de las células PNT2 de epitelio prostatico
observado usando un microscopio de contraste de fase (cultivos celulares de
control tras 24 horas de incubacion 200X).

Figura MORA4. Células de la linea TRAMP-C1 observado al microscopio de
contraste de fase (cultivos celulares de control tras 24 horas de incubacion.
(Contraste de fases, 100X)
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Figura MORS5. Aspecto morfolégico de las células de melanoma B16F10 al
microscopio de contraste de fase (cultivos de células de control tras 48 horas
de cultivo 200X).
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IV.2.Resultados

ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATOFILOS DE MEDULA
OSEA DE RATON (MNPCEs)

111



V. Resultados

IV.2.RESULTADOS

ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATOFILOS DE MEDULA
OSEA DE RATON (MNPCEs)

Los resultados obtenidos en la frecuencia de aparicion de micronucleos en eritrocitos
policromatofilos (MNPCE) de médula 6sea obtenidos en los diferentes grupos de animales

controles y tratados con las diferentes sustancias ensayadas se presentan a continuacion.

GRUPO CONTROL

Los resultados obtenidos en los animales del grupo control no irradiado muestran una
frecuencia de micronucleos que oscila entre un minimo de 1 y un maximo de 5 MN/1000 PCEs,
con una frecuencia media de 3,1 MN/1000 PCEs. Este valor, por tanto, corresponde a la
frecuencia basal o frecuencia espontanea de MN en los animales controles estudiados. Los
resultados obtenidos en los grupos de animales que fueron tratados con las diferentes sustancias
ensayadas pero no expuestos a radiacion (lotes de animales no irradiados) no muestra diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de apariciéon de MN/1000 PCEs respecto al grupo
control no irradiado; lo que expresa que ninguna de las sustancias ensayadas en el estudio tiene

efecto genotdxico sobre las células estudiadas (Grafica A1).
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Grafica A1. Frecuencia de MNPCEs en células de médula ésea de ratéon expuesto a las
diferentes sustancias ensayadas en los lotes de animales no irradiados (control de
sustancias).

Los animales controles irradiados con 50 cGy muestran un aumento en la frecuencia
de aparicion de micronucleos que oscila entre 17 y 24 MN/1000 PCEs como valores minimo y

maximo respectivamente, con una frecuencia promedio de micronucleos de 18,7 MN/1000 PCEs.

El analisis estadistico ha determinado diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de aparicién de MNPCEs entre lotes de animales irradiados y los lotes de animales no
irradiados, mostrando que la exposicion a rayos X induce el incremento significativo de MN en los
PCEs en los animales irradiados (p <0,001); lo que expresa el dafio genotdxico o cromosémico

inducido por la radiacién ionizante (Grafica A2 y Gréfica A4).

Grupo tratado con acido rosmarinico (AR)

El grupo de animales tratados con AR pero no expuestos a rayos X presenta una
frecuencia de micronucleos que varia entre 3 y 6 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, con una frecuencia media de 4 MN/1000 PCEs. Sin embargo, el lote de animales
tratados con AR y posteriormente expuestos a una dosis de radiacion de 50 cGy de rayos X
presenta una frecuencia entre 6 y 10 MN/1000 PCEs, con una frecuencia media de MN en el
grupo irradiado pretratado con AR de 7 MN/1000 PCEs (Gréfica A2). El grupo de animales
irradiados (50 cGy de rayos X) y tratados después de la irradiacion con AR presenta una
frecuencia de MN que oscila entre 14 y 18 MN/1000 PCEs, con una frecuencia media de
micronucleos de 16 MN/1000 PCEs (Grafica A4).
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El analisis estadistico ha determinado diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de aparicion de MNPCEs entre lotes de animales tratados con AR antes de la
exposicion a la irradiacion con los animales controles irradiados e incluso con los animales
irradiados e inmediatamente después tratados con AR, mostrando que la administracion del AR
antes de la exposiciébn a radiacién ionizante produce una disminuciéon estadisticamente
significativa en la aparicion de micronucleos en comparacioén con animales controles irradiados y
en los animales tratados con AR después de la irradiacion (p <0,001); lo que expresa que la
administracion del AR solo muestra capacidad genoprotectora cuando se administra antes de la

exposicion a la radiacion (Grafica AB6).

Se ha obtenido un factor de proteccion del 62% cuando se administra el AR antes
de la exposicion a la radiacién y solo del 14% cuando si se administra inmediatamente después de

la exposicién a los rayos X (Graficas A3, A5y A7).

Grupo tratado con acido carnésico (CAR)

El grupo de animales no irradiados tratados con CAR muestra una frecuencia de
micronuicleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, con una frecuencia promedio de 3,5 MN/1000 PCEs. El grupo de animales
irradiados (50 cGy) tratado previamente con CAR muestra frecuencias de MN que oscilan entre 7
y 10 MN/1000 PCEs con una frecuencia media de micronucleos de 9 MN / 1000 PCEs (Grafica
A1). El grupo de animales expuestos a 50 cGy de rayos X antes de recibir el tratamiento CAR
presenta una frecuencia de MN entre 9 y 13MN/1000 PCEs y una frecuencia media de
micronucleos de 11 MN/1000 PCEs (Gréfica A4).

Los resultados estadisticos han determinado diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de aparicion de MNPCEs entre el grupo de animales tratados con
CAR (tratados antes y después de la irradiacidén) y el grupo control de animales irradiados,
mostrando que la administracion de CAR antes y/o después de la exposicion a radiacion ionizante
provoca una disminucion significativa en la aparicion de micronucleos en eritrocitos
policromatéfilos respecto de los animales controles irradiados (p <0,001); lo expresa que la
administracion del CAR tiene capacidad genoprotectora, ya sea administrado antes o después de
la exposicion a la radiacion frente al dafio genotoxico inducido por la radiacion ionizante (Graficas
A2, Ad y AB).

Se ha determinado una capacidad o factor de proteccién del 52% cuando el CAR se

administra antes de la exposicion a la radiacion y del 46% cuando se administra inmediatamente

después de la exposicion a los rayos X (Graficas A3, A5 y A7).
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Grupo tratado con Apigenina (API)

Los animales no irradiados tratados con APl mostraron una frecuencia de
micronicleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, presentando una frecuencia promedio de 3,6 MN/1000 PCEs. El grupo de
animales tratados con API antes de la exposicién a 50 cGy de rayos X muestra una frecuencia de
MN entre 9 y 13/1000 PCEs, con una frecuencia media de MN de 11 MN/1000 PCEs (Grafica A2).
El grupo de animales irradiados con 50 cGy antes de ser tratados con API expresan una
frecuencia de MN que varia entre 10 y 14 MN/1000 PCEs y una frecuencia media de 12 MN / 1000
PCEs (Grafica A4).

El analisis estadistico ha determinado diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de apariciéon de MNPCEs entre los grupos de animales tratados con APl y el lote
control irradiado, mostrando que la administracion de API antes y/o después de la exposicion a
rayos X produce una disminucion significativa en la aparicion de micronicleos en comparacion con
los animales controles irradiados (p<0,01); lo que expresa que la administracion de API tiene
capacidad genoprotectora, ya sea administrada antes o después de la exposicién a la radiacion,

frente al dafio genotéxico inducido por la radiacion ionizante (Grafica A6).

Se ha determinado una magnitud o factor de proteccion del 41% cuando la API se
administra antes de la exposicion a la radiacion y del 36% cuando ésta se administra

inmediatamente después de la exposicion a los rayos X (Graficas A3, A5y A7).

Grupo tratado con Diosmina

Los animales no irradiados tratados con Diosmina mostraron una frecuencia de
micronucleos que variaba entre 3 y 5 MN / 1000 PCEs y una frecuencia media de 3,6 MN por 1000
PCEs. El grupo de animales tratados con Diosmina antes de la exposicion a 50cGy de irradiacion
de rayos X mostro una frecuencia de MN entre 10 y 15/1000 PCEs con un valor medio de MN de
13 MN/1000 PCEs (Grafica A2). El grupo de animales irradiados con 50 cGy antes de recibir
Diosmina muestra una frecuencia de MN que varia entre 11 y 14 MN/1000 PCEs y una media de
13 MN/1000 PCEs (Gréfica A4).

El analisis estadistico ha determinado diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de aparicion de MNPCEs entre los grupos de animales tratados con Diosmina y el
grupo control de animales irradiados, mostrando que la administracién de Diosmina, tanto antes
como después de la exposicion a radiacion ionizante, produce una disminucién significativa en la
aparicion de micronucleos en comparacion con animales controles irradiados (p<0,01); lo que
expresa que la administracién de Diosmina tiene una capacidad de genoproteccién, ya sea
administrada antes o después de la exposicidn a la radiacion, frente al dafio cromosémico inducido

por la radiacién ionizante (Gréafica A6).
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Se ha determinado una magnitud de proteccion del 30% para la Diosmina cuando se
administra antes de la exposicion a la radiacion y del 20% cuando se administra inmediatamente

después de la exposicion a los rayos X (Graficas A3, A5 y A7).

Grupo tratado con Extracto Citrico soluble (EC)

Los animales no irradiados tratados con EC mostraron una frecuencia de
micronucleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente y una frecuencia promedio de 4 MN/1000 PCEs. El grupo de animales tratados
con EC antes de la exposicion de 50 cGy de rayos X muestra una frecuencia de MN entre 7 y
10/1000 PCEs y una frecuencia media de MN de 8 MN/1000 PCEs (Grafica A2). El grupo de
animales irradiados con 50 cGy y posteriormente tratado con EC muestra una frecuencia MN que
varia entre 8 y 12 MN/1000 PCEs y una frecuencia media de 10 MN/1000 PCEs (Grafica A4).

El anadlisis estadistico ha determinado diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de aparicién de MNPCEs entre los grupos de animales tratados con EC y el grupo
control de animales irradiados, mostrando que cuando la administracion de EC, antes y/o después
de la exposicion a radiacion ionizante, produce una disminucién significativa en la aparicion de
microndcleos en los eritrocitos policromatéfilos en comparaciéon con los animales controles
irradiados (p<0,001); lo que expresa que la administracion de EC posee capacidad
genoprotectora, ya sea administrado antes o después de la exposicion a la radiacién, frente al

dano genotéxico inducido por la radiacion ionizante (Grafica A6).

Se ha determinado una magnitud de proteccién del 57% cuando el EC se administra
antes de la exposicion a la radiacién y el 46,5% cuando el EC se administra inmediatamente

después de la exposicion a los rayos X (Graficas A3, A5 y A7).

Grupo tratado con extractos de té verde (TE)

Los animales no irradiados tratados con TE muestran una frecuencia de micronucleos
que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs con una frecuencia media de 4 MN/1000 PCEs (Gréfica A1).
El grupo de animales tratados con TE antes de la exposicion a 50 cGy de rayos X muestra una
frecuencia de MN entre 12 y 15/1000 PCEs y una frecuencia media de MN de 14 MN/1000 PCEs
(Grafica A2). El grupo de animales irradiados con 50 cGy y posteriormente tratados con TE
muestra una frecuencia de MN que varia entre 12 y 16 MN/1000 PCEs y una frecuencia media de
micronucleos de 15 MN/1000 PCEs (Grafica A4).

El anadlisis estadistico ha determinado diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de aparicion de MNPCEs entre el grupo de animales tratados con TE y el grupo
control de animales irradiados, mostrando que la administracion de TE, antes y/o después de la
exposicion a radiacidon ionizante, provoca la disminucion significativa en la aparicion de
micronucleos en eritrocitos policromatoéfilos en comparacion con los animales controles irradiados

(p<0,01); lo que expresa que la administracion de TE tiene capacidad genoprotectora, ya sea que
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se administre antes o después de la exposicién a la radiacién, frente al dafio genotéxico inducido

por la radiacion ionizante (Grafica A6).

Se ha determinado una magnitud de proteccion del 25% cuando el TE se administra
antes de la exposicion a la radiacion y del 20% cuando se administra inmediatamente después de

la exposicion a los rayos X (Graficas A3, A5y A7).

Grupo tratado con Propiltiouracilo (PTU).

Los animales no irradiados tratados con PTU expresan una frecuencia de
micronucleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs y una frecuencia promedio de 4,6 MN/1000
PCEs (Grafica A1). El grupo de animales tratados con PTU antes de la exposicion a 50 cGy de
rayos X muestra una frecuencia de MN entre 12 y 15/1000 PCEs como valores minimos y maximo
respectivamente y una frecuencia media de MN de 13 MN/1000 PCE (Gréfica A2). El grupo de
animales irradiados con 50 cGy e inmediatamente después tratados con PTU muestra una
frecuencia MN que oscila entre 18 y 22 MN/1000 PCEs con una media de 20 MN / 1000 PCEs
(Grafica A4).

El analisis estadistico determina diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de aparicion de MNPCE entre el grupo de animales tratados con PTU antes y después
de la exposicion a la irradiacién respecto al grupo control irradiado, mostrando que la
administracion de PTU antes de la exposicion a radiacion ionizante provoca una disminucion
significativa en la aparicion de micronucleos en comparacion con los animales controles irradiados
y con los animales tratados con PTU después de la irradiacién (p <0,01); lo que expresa que la
administracion de PTU muestra capacidad genoprotectora frente al dafio inducido por la radiacion

ionizante solo cuando se administra antes de la exposicion a la radiacion n (Grafica AG).

Se ha obtenido una magnitud de factor de proteccion del 30% cuando se administra el
PTU antes de la exposiciéon a la radiacion, pero ausencia de capacidad protectora cuando se

administra inmediatamente después de la exposicion a rayos X (Gréficas A3, A5y A7).

Grupo tratado con Dimetilsulféxido (DMSO).

Los animales no irradiados tratados con DMSO muestran una frecuencia de
micronucleos que varia entre 4 y 6 MN/1000 PCEs y una frecuencia media de 5,1 MN/1000 PCEs
observada (Grafica A1). EIl grupo de animales tratados con DMSO antes de la exposicion a 50
cGy de rayos X expresa una frecuencia de MN entre 12 y 15/1000 PCEs con una frecuencia media
de MN de 14 MN/1000 PCEs (Grafica A2). El grupo de animales irradiados con 50 cGy e
inmediatamente después tratados con DMSO muestra una frecuencia de MN que oscila entre 19 y
22 MN/1000 PCEs, presentando una media de de 22 MN/1000 PCEs (Grafica A4).

El estudio estadistico determina diferencias estadisticamente significativas en la

frecuencia de aparicion de MNPCEs entre grupo de animales tratados con DMSO antes y después
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de la exposicion a la irradiacién respecto al grupo control irradiado, mostrando que la
administracion de DMSO antes de la exposicidon a radiacion ionizante produce una disminucion
significativa de la aparicion de microndcleos en comparacion con los animales controles irradiados
y los animales tratados con DMSO vy posteriormente a la irradiaciéon (p<0,01); lo que expresa que
la administracion de DMSO tiene capacidad genoprotectora solo cuando se administra antes de la
exposicion a la radiacién frente al dafio genotdxico inducido por la radiacién ionizante (Grafica
AB).

Se ha determinado una magnitud o factor de proteccién del 25% cuando se
administra el DMSO a los animales antes de la exposiciéon a la irradiacién, pero también la
ausencia de capacidad genoprotectora cuando el DMSO se administra después de la exposicion
a la irradiacion (Graficas A3, A5y A7).

Resultados del analisis estadistico de eritrocitos policromatoéfilos micronucleados.

1. Los animales controles irradiados muestran un aumento significativo de MN respecto a
los animales controles no irradiados (p <0,001), mostrando que la exposicién a radiacion
ionizante provoca un aumento significativo en la frecuencia de MN; lo que expresa el dafio

genotdxico y cromosémico inducido por la radiacién ionizante (Gréficas A2, A4 y AG).

2. Entre los animales controles no irradiados y los animales tratados con las sustancias
ensayadas y no irradiados no se aprecian diferencias estadisticamente significativas;
lo que expresa la carencia de efecto genotoxico producido por la administracion de las

sustancias ensayadas (Grafica A6).

3. Los grupos de animales tratados con AR, CAR, APl y EC antes de la irradiacién muestran
una disminucién significativa en la frecuencia de microndcleos en eritrocitos
policromatéfilos en comparacién con el grupo control irradiado (p <0,001) (Grafica A2). Los
grupos tratados con Diosmina, TE, DMSO y PTU lo producen también aunque en menor
grado (p <0,01) (Grafica A2). En ambos casos las sustancias administradas provocan la
disminucién de la frecuencia de aparicion de MN expresando la capacidad genoprotectora
de cada sustancia frente al dafo genotdxico y cromosomico inducido por la radiacion

ionizante (Figura AB).
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Grafica A2. Frecuencia de eritrocitos policromatoéfilos micronucleados
(MnPCE) en células de médula dsea de raton tratadas previamente con
sustancias a ensayar antes de la exposicion a dosis bajas de rayos X
({: (p <0.001) frente al grupo de control irradiado; ((*) (p <0.01) versus
el grupo de control irradiado)

Los grupos de animales tratados con AR, CAR, APl y EC inmediatamente después de la
irradiacion muestran una disminucién significativa en la frecuencia de micronucleos en
eritrocitos policromatdfilos respecto al grupo control irradiado (p <0,001) (Grafica A4), asi
como los grupos de animales tratados con Diosmina, TE, lo producen en menor grado (p
<0,01) e incluso ninguno en algunas sustancias ensayadas como el DMSO y PTU (NS)
(Grafica A4); mostrando que la administracién de dichas sustancias producen una
disminucién en la frecuencia esperada de aparicion de MN PCEs en los animales
irradiados con diferente intensidad. Lo que expresa la capacidad genoprotectora de cada
una de ellas frente al dafio genotéxico o cromosémico inducido por la radiacién ionizante
(Grafica A6).
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IV. 3. Resultados.

ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS BLOQUEADOS
CITOCINETICAMENTE (CBMN)
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IV. 3. RESULTADOS

ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS BLOQUEADOS
CITOCINETICAMENTE (CBMN)

MUESTRAS CONTROLES

La frecuencia de micronucleos determinada en las muestras controles oscila entre 5y 15
MN/500 CB con una frecuencia media de 10 MN/500 CB. Este valor, por tanto, corresponde a
la frecuencia basal o espontanea de micronucleos en las muestras controles no irradiadas de
nuestro estudio. En las muestras controles irradiadas la frecuencia de aparicion de MN ha
oscilado entre 24 y 29 MN/500 CB con una frecuencia media de 26 MN/500CB tras la

exposicion a la dosis de rayos X administrada en el estudio (Figuras CB1y CB2).

Se han examinado diferentes sustancia antioxidantes para determinar su capacidad
genoprotectora frente al dafio cromosémico inducido por la radiacién ionizante en linfocitos de
sangre periférica humana cuando se administran antes y después de la exposicion a la
radiacién (tratamiento de pre-irradiacion y tratamiento de post irradiacion). Los resultados de

estos ensayos se presentan a continuacion:

- TRATAMIENTO CON ACIDO ROSMARINICO (AR)
En las muestras tratadas con acido rosmarinico se ha determinado una frecuencia de
MN que variaba de 9 a 15 MN/500 CB con un promedio de 12 MN/500 CB, no determinandose
diferencias estadisticamente significativas con los resultados obtenidos en las muestras
controles no irradiadas cuya frecuencia de apariciéon de MN promedio fue de 10 MN/500 CB; lo
que expresaria ausencia de genotoxicidad del AR a las dosis ensayadas. En las muestras

tratadas con acido rosmarinico antes de la exposicién a la radiacion ionizante se ha
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determinado una frecuencia de MN que varia entre 10 y 14 MN/500 CB con un promedio de 11
MN/500 CB, lo que permite determinar diferencias estadisticamente significativas respecto a
las muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB); lo que expresa una capacidad
genoprotectora frente al dafio genotéxico o cromosémico inducido por la radiacién ionizante
(Figura CB1). En las muestras tratadas con acido rosmarinico después de la exposicion a la
radiacion, se determina una frecuencia MN que oscila entre 20 y 29 MN/500 CB con una
frecuencia promedio de aparicion de 24 MN/500 CB, o que representa un aumento significativo
(p < 0.001) en la frecuencia promedio de aparicién de MN respecto a las muestras de control
tratadas preirradiacién con la misma sustancia (12 MN/500 CB) y no presenta diferencias con
las muestras controles irradiadas; lo que expresa una ausencia de capacidad genoprotectora
cuando el AR se administra inmediatamente tras la exposicion a los rayos X (Figuras CB1; CB2
y CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en muestras pretratadas con &acido
rosmarinico antes de la exposicion a la irradiacién en comparacién con las muestras de control
irradiadas (26 MN/500 BC) muestra diferencias significativas (p < 0.001), mostrando una
disminucién significativa en la aparicion de MN; lo que expresa la capacidad genoprotectora del
AR cuando se administra preirradiacion. Sin embargo el analisis estadistico de la frecuencia de
MN en las muestras tratadas con acido rosmarinico después de la irradiacion muestra que no
hay diferencias significativas en la frecuencia de apariciéon de MN respecto a las muestras
controles irradiadas (26 MN/500 CB, pero si las hay con las muestras tratadas con AR antes
de la exposicion a rayos X; lo que expresa una ausencia de capacidad genoprotectora del AR
post irradiacion frente al dafio genotéxico inducido por los rayos X y establece sus diferencias
con el momento de administracion del AR, ya que esta capacidad protectora existe sélo cuando

se administra antes de la exposicion a la radiacion ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El factor de protecciéon (PF) de las muestras tratadas con acido rosmarinico antes
de la exposicion a la irradiacion es de 57,7%, mientras que el PF de las muestras tratadas
después de la exposicién a la radiacion es del 7,7% (Tabla CB1 y Figura CB4, Figura CB5 y
Figura CB6).

- TRATAMIENTO CON PROCIANIDINAS (P90)

En las muestras tratadas con P90 se ha determinado una frecuencia de aparicion de
MN que varia de 6 y 12 MN/500 CB con un promedio de 9 MN/500 CB; por lo que no se
encuentran diferencias significativas con la frecuencia de las muestras de control no irradiadas,
expresando ausencia de genotoxicidad del P90 sobre las células estudiadas. En las muestras
tratadas con P90 antes de la exposicion a la radiacion, se ha determinado una frecuencia de
MN que oscila entre 7 y 25 MN/500 CB con una frecuencia promedio de aparicién de 12
MN/500 CB; mostrando una disminucion significativa de la frecuencia de MN respecto a las

muestras controles irradiadas (26 MN/500CB). En las muestras tratadas con P90 después de la
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exposicion a la radiacion se ha obtenido una frecuencia de aparicién de MN que oscila entre 10
y 22 MN/500 CB y una frecuencia promedio de 16 MN/500 CB (Figuras CB1; CB2 y CB3)

El analisis estadistico determina diferencias estadisticamente significativas en la
frecuencia de MN de las muestras irradiadas tratadas previamente con P90 en comparacion
con muestras de control irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando una reduccion significativa de
MN (p < 0.001); expresando que el tratamiento con P90 antes de la exposicion a radiacion
presenta capacidad genoprotectora frente al dafio genotodxico inducido por los rayos X (Figura
CB1). De igual forma, el analisis estadistico muestras irradiadas antes del tratamiento con P90
refleja una diferencia significativa (p < 0.001) en comparacion con las muestras de control
irradiadas (26 MN/500 CB); expresando una capacidad genoprotectora frente al dafio

cromosoémico inducido por la radiacion ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El factor de proteccion (PF) obtenido para las muestras tratadas con P90
preirradiacion es del 53,8%, mientras que las muestras tratadas con P90 después de la
exposicion a la radiacion muestran un PF del 38,5% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON ACIDO CARNOSICO (CAR)

Las muestras tratadas con acido carnésico muestran una frecuencia de MN que oscila
entre 9 y 11 MN/500 CB y un promedio de 10 MN/500 CB. No muestra diferencias
significativas con las muestras controles no irradiadas, expresando ausencia de capacidad
genotoxica propia. En las muestras tratadas con acido carndsico antes de la exposicién a la
radiacion, se determina una frecuencia de MN que oscila entre 10 y 15 MN/500 CB y una
frecuencia promedio de 13 MN por 500 CB. En las muestras tratadas con acido carnésico
después de la exposicion a la radiacion hemos determinado una frecuencia de MN que oscila
entre 12 y 17 MN/500 CB y una frecuencia promedio de 15 MN/500 CB (Figuras CB1; CB2 y
CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con acido
carnésico antes de la irradiacion muestra diferencias estadisticamente significativas (p <
0.001) con las muestras controles irradiados (26 MN/500 CB); mostrando una reduccion
significativa de MN en las muestras tratadas con P90; expresando la capacidad
genoprotectora del P90 frente al dafio cromosomico inducido por los rayos X. De igual forma
el andlisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras inicialmente irradiadas antes
del tratamiento posterior con acido carndsico refleja una diferencia significativa (p< 0.001)
respecto a las muestras control irradiadas (26 MN/500 CB); expresando, de igual manera,
una capacidad genoprotectora del P90 frente al dafio cromosdmico inducido por la radiacion
ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El Factor de Proteccion (PF) que hemos determinado en las muestras tratadas con
acido carndsico previo a la irradiacion es del 50%, y un PF si se administra después de la
exposicion a los rayos X es del 42,3% (Tabla CB1 y Figura CB4; CB5 y CB6).
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- APIGENINA (API) DISUELTA EN DMSO
En las muestras tratadas con Apigenina disuelta en DMSO la frecuencia de MN varia

entre 7 y 11 MN/500 CB y una media de 9 MN/500 CB. No se determinan diferencias
significativas con las muestras controles no irradiadas, por lo que no se aprecia capacidad
genotoxica en la administracion de Apigenina/DMSO administrada. En las muestras pretratadas
con Apigenina disuelta en DMSO antes de la exposiciéon a la radiacion se establece una
frecuencia promedio de 13 MN/500 CB; mostrando una reduccién significativa de MN respecto
a las muestras controles irradiadas. En las muestras tratadas con Apigenina disuelta en
DMSO después de la exposicién a la radiacién hemos determinado una frecuencia promedio
de 16 MN/500 CB, mostrando también una reduccién significativa de MN respecto a las

muestras controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El andlisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con Apigenin
disuelta en DMSO muestra diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001) en
comparacion con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); mostrando una reduccion
significativa en la aparicion de MN; lo que expresa una capacidad genoprotectora frente al dafio
genotoxico inducido por la radiacion ionizante. El analisis estadistico de la frecuencia de MN en
las muestras pre-irradiadas antes del tratamiento con Apigenina disuelta en DMSO también
muestra diferencias significativas (p < 0.001) en la frecuencia de MN en comparacion con las
muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB); mostrando una reduccion significativa en la
aparicion de MN; lo que expresa, también, la capacidad genoprotectora frente al dafio

genotoxico inducido por la radiacion ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El factor de proteccion (PF) de las muestras tratadas con Apigenina disuelta en
DMSO antes de la irradiacién es del 50%, pero las muestras tratadas con Apigenina disuelta en
DMSO después de la exposicion a la radiacion expresaron sélo un PF de 38,46% (Tabla CB1 y
Figura CB4; CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON VITAMINA E (E)
En las muestras tratadas con Vitamina E, la frecuencia de aparicion de MN varia entre

7 y 13 MN/500 CB con un promedio de 10 MN/500 CB, no determinandose diferencias
significativas en la frecuencia de aparicion de MN con las muestras controles no irradiadas
cuya frecuencia promedio de ocurrencia de MN fue 10 MN/500 CB; expresando ausencia de

capacidad genotdxica de la vitamina E sobre las células estudiadas.

En las muestras tratadas con Vitamina E antes de la exposicién a la radiacion se
observa una frecuencia promedio de 13 MN/500 CB, lo que muestra una reduccién significativa
en la frecuencia de aparicién de MN entre este grupo y las muestras de control irradiadas. En
las muestras tratadas con Vitamina E después de la exposicion a la radiacién observamos una
frecuencia promedio de MN de 17 MN/500 CB que también es significativamente menor que la

frecuencia de las muestras controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3).
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El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con Vitamina
E antes de la exposicién a la irradiacion muestra diferencias estadisticamente significativas (p <
0.001) en comparacién con las muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB), mostrando una
reduccion significativa de la frecuencia de aparicion de MN y expresando, con ello, la
capacidad genoprotectora de la vitamina E frente al dafio genotdxico inducido por los rayos X.
De igual forma, el andlisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras tratadas con
vitamina E después de la irradiacion refleja una diferencia significativa (p < 0.001) respecto a
las muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB), mostrando una reduccién también del
numero de MN y expresando, de igual forma, la capacidad genoprotectora frente al dafo

genotodxico inducido por la radiacion ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El Factor de proteccion (PF) de las muestras tratadas con Vitamina E antes de la
irradiacion es del 50%, mientras que las muestras tratadas con vitamina E después de la

exposicion a la radiacion consiguen un PF del 34,6% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON CARNOSOL (COL)
En las muestras tratadas con Carnosol, la frecuencia de aparicién de MN varia entre 8

y 12 MN/500 CB y una media de 10 MN/500 CB, no determinandose diferencias
estadisticamente significativas con las muestras controles no irradiadas; expresando con ello la
ausencia de genotoxicidad del carnosol cobre las células estudiadas. Las muestras tratadas
con Carnosol antes de la exposicion a la radiacion presenta una frecuencia de MN que oscila
entre 13 y 17 MN/500 CB y una frecuencia media de 14 MN/500 CB. En muestras tratadas con
Carnosol después de la irradiacién, la frecuencia de aparicion de MN varia entre 13 y 16
MN/500 CB con una frecuencia media de 14 MN/500 CB, mostrando una reduccion significativa
de MN respecto a las muestras controles irradiadas. Las muestras tratadas con Carnosol antes
de la exposicion a la radiacién expresaron una frecuencia de MN promedio de 14
micronucleos/500 CB, mostrando también una reduccion significativa de MN respecto a las

muestras controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con Carnosol
antes de la irradiacion presenta diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001) en
comparacidon con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando que el
tratamiento con Carnosol antes de la exposicion a la radiacion disminuye la frecuencia
esperada de aparicion de MN vy, por lo tanto, expresa una capacidad de genoproteccion contra
el dafo genotoxico y cromosémico inducido por los rayos X. De igual forma, el analisis
estadistico realizado sobre la frecuencia de aparicion de MN en las muestras irradiadas que
fueron posteriormente tratadas con Carnosol muestra diferencias significativas (p < 0.001) en
comparacion con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando una reduccion

similar a la anterior en la frecuencia de aparicion de MN en las muestras controles irradiadas;
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expresando la existencia de una capacidad genoprotectora frente al dafio genotdxico inducida

por la radiacion ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El Factor de protecciéon (PF) de las muestras tratadas con Carnosol antes de la
exposicion a la irradiacion ha sido del 46,1% (Tabla CB1 y Figura CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON EXTRACTO CITRICO SOLUBLE (CE)
Las muestras tratadas con CE presentan una frecuencia de MN que oscila entre 8 y 12

MN/500 CB con una media de 10 MN/500 CB, no determinandose diferencias significativas en
la frecuencia de aparicion de MN entre este grupo y las muestras de control no irradiadas, lo
que muestra la ausencia de capacidad genotéxica de la sustancia ensayada. En las muestras
tratadas con CE antes de la exposicién a la radiacion, la frecuencia de MN determinada varia
entre 13 y 20 MN/500 CB con una frecuencia promedio de 16 MN/500 CB, mostrando una
reduccion (p < 0.001) en la frecuencia de apariciéon de MN en comparacion con las muestras
controles irradiadas (Figura CB2). En las muestras tratadas con CE después de la exposicion a
la radiacion, la frecuencia MN varia entre 16 y 22 MN/500 CB con una frecuencia promedio de
aparicion de 19 MN/500 CB, lo que también representa una reducciéon de MN en comparacion
con las muestras controles irradiadas. En las muestras tratadas con CE después de la
exposicion a la radiacién se ha determinado una frecuencia media de apariciéon de 16 MN/500
CB, lo que también representa una reduccién de MN respecto a la esperada en las muestras

controles irradiadas sin tratamiento farmacoldgico alguno (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con CE
antes de la exposicién a la irradiacion muestra diferencias estadisticamente significativas (p<
0.001) respecto a las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); mostrando una reduccién
significativa de la frecuencia de MN esperados; lo que expresa que el tratamiento con CE antes
de la exposicién a la radiacion disminuye la frecuencia de aparicion de MN vy, por lo tanto,
ofrece una capacidad genoprotectora frente al dafio inducido por los rayos X. En las muestras
tratadas con CE después de la exposicion a la radiacion, también se determinan diferencias
significativas (p<0.05) en la frecuencia de MN en comparaciéon con las muestras controles
irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando una reduccion de la frecuencia de MN esperados y
expresando, con ello, una capacidad genoprotectora frente al dafio cromosémico inducido por

la radiacion ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El Factor de Proteccion (PF) que se ha obtenido de las muestras tratadas con CE
antes de la irradiacion es del 38,5%,mientras que el PF para las muestras tratadas CE después

de la exposicion a la radiacion alcanzoé el 26,9% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON VITAMINA C (C)
Las muestras tratadas con Vitamina C presentan una frecuencia MN que oscila entre 6 y 12

MN/500 CB con un promedio de 9 MN/500 CB, no determinandose diferencias significativas
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con las muestras controles no irradiadas, expresando la ausencia de capacidad genotdxica de
la sustancia ensayada. En las muestras tratadas con Vitamina C antes de la exposicién a la
radiacion, la distribucion de la frecuencia MN varia entre 12 y 21 MN/500 CB con una
frecuencia promedio de 16 MN/500 CB que representa una reduccion significativa respecto a la
frecuencia de MN determinada en las muestras controles irradiadas (Figura CB1). En las
muestras tratadas con Vitamina C después de la irradiaciéon se ha determinado una frecuencia
MN que oscila entre 18 y 23 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicién de 21 MN/500
CB, que también es menor a la presentada por las muestras controles irradiadas (Figura CB2).
En las muestras tratadas con Vitamina C antes de la exposicién a la radiacion se ha
determinado una frecuencia media de 16 MN/500 CB, que también representa una reduccion

significativa de MN respecto a las muestras controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con vitamina
C antes de la exposicién a la irradiaciéon muestra una disminucién estadisticamente significativa
(p<0.001) en comparacién con las muestras de control irradiadas (26 MN/500 CB), lo que
expresa que el tratamiento con vitamina C antes de la exposicion a la radiacién disminuye la
frecuencia esperada de MN vy, por lo tanto, presenta una capacidad genoprotectora frente al
dafio genotodxico inducido por la radiacion ionizante. En las muestras tratadas con Vitamina C
después de la irradiacién también se ha determinado una disminucién estadisticamente
significativa (p<0.05) en comparacion con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB);
expresando que el tratamiento posterior a la irradiacion con vitamina C disminuye la frecuencia
esperada de aparicion de MN vy, por lo tanto, ofrece algun grado de genoproteccion contra el

dafio cromosdmico inducido por la radiacién (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El Factor de protecciéon (PF) determinado en las muestras tratadas con Vitamina C
antes de la exposicion a la irradiacion es del 38,5%, mientras que en las muestras tratadas con
vitamina C después de la exposicién a la radiacion presentan un PF del 19,2% (Tabla CB1 y
Figura CB4, CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON AMIFOSTINA (WR-2721 O ETILOL®) (AMIF)

Las muestras tratadas con amifostina presentan una frecuencia de MN que oscila
entre 8 y 14 MN/ 00 CB con un promedio de 11 MN/500 CB, no determindndose diferencias
significativa entre estos resultados y los que presentan las muestras controles no irradiadas, lo
que expresa la ausencia de capacidad genotdxica de la amifostina. En las muestras tratadas
con amifostina antes de la exposicion a la radiacion, la frecuencia promedio de ocurrencia de
MN establecida es de 18 MN/500 CB, determinandose una reduccion significativa en la
frecuencia de MN respecto a las muestras controles irradiadas. En las muestras tratadas con
amifostina después de la exposicion a la radiaciéon se determiné una frecuencia promedio de
27 MN/500 CB lo que representa un ligero aumento de MN comparado con las muestras de
controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3).
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El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con
amifostina antes de la exposicion a la irradiacién refleja una disminucién significativa (p<0.001)
en comparacion con las muestras irradiadas de control (26 MN/500 CB), expresando que el
tratamiento con amifostina antes de la exposiciéon a la radiacion disminuye la frecuencia
esperada de MN vy, por lo tanto, presenta una capacidad genoprotectora frente al dafio
cromosomico inducido por los rayos X. En las muestras tratadas con amifostina, el analisis
estadistico de la frecuencia de MN en las muestras irradiadas antes del tratamiento con
amifostina no presenta diferencias significativas con respecto a las muestras de control
irradiadas (26 MN/500 CB), lo que expresa por tanto que el tratamiento posterior a la irradiacion
con amifostina no disminuye la frecuencia esperada de MN vy, por lo tanto, no ofrece ningun

nivel de proteccion contra el dafio inducido por la radiacién (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El factor de protecciéon (PF) de las muestras tratadas con amifostina antes de la
irradiacion es del 38,5%; sin embargo, en las muestras tratadas con amifostina después de la
exposicion a la radiacion muestran un valor de PF negativo de -3,85% (Figura CB4, CB5 y
CBS6).

- TRATAMIENTO CON EXTRACTO DE TE VERDE (TE)

Las muestras tratadas con TE presentan una frecuencia de distribucion de MN entre 9
y 11 MN/500 CB con un promedio de 10 MN/500 CB, no determinandose diferencias
significativas en comparacion con las muestras controles no irradiadas cuya frecuencia
promedio de ocurrencia de MN fue 10 MN / 500 CB; expresando la ausencia de capacidad
genotoxica del extracto de TE ensayado. En las muestras tratadas con TE antes de la
exposicion a la radiacion, la distribucion de frecuencias media de MN establecida es 20 MN/500
CB, representando reduccion de la frecuencia de MN respecto a las muestras controles
irradiadas (Figura CB1). En las muestras tratadas con TE después de la exposicion a la
radiacién, la frecuencia media de aparicion de MN determinada es de 24 MN/500 CB,
mostrando una reduccion en la frecuencia MN sobre las muestras controles irradiadas (Figuras
CB1; CB2y CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en muestras irradiadas pretratadas con
TE determina una disminucion estadisticamente significativa en la frecuencia de MN (p < 0.05)
en comparacion con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); lo que expresa que el
tratamiento con TE antes de la exposicion a la radiacién disminuye la frecuencia esperada de
aparicion de MN vy, por lo tanto, ofrece capacidad genoprotectora frente al dafio inducido por la
radiacion ionizante (Figura CB1). En las muestras tratadas con TE después de la exposicion, el
analisis realizado sobre la frecuencia de MN en las muestras irradiadas antes del tratamiento
con TE no refleja diferencias significativas con las muestras de control irradiadas (26 MN/500
CB), lo que expresa que el tratamiento posterior a la irradiacion con TE no disminuye la
frecuencia esperada de ocurrencia de MN vy, por lo tanto, no ofrece proteccion contra el dafio
inducido por radiacién ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3).
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El Factor de proteccion (PF) de las muestras tratadas con TE antes de la irradiacion
es del 23%; mientras que las muestras tratadas con TE después de la exposicion a la radiacion
presentan un PF de 7,69% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO CON RUTINA (RUT)

La frecuencia de aparicion de MN en las muestras tratadas con Rutina varia entre 8 y
10 MN/500 CB con un promedio de 9 MN/500 CB, lo que no presenta diferencias significativas
con las muestras de control no irradiadas cuya frecuencia media de aparicion de MN fue 10
MN/500 CB y expresa la ausencia de capacidad genotdxica del extracto ensayado. En
muestras tratadas con Rutina antes de la exposicion a la radiacion la frecuencia MN oscila
entre 15y 29 MN/500 CB con una frecuencia promedio de aparicion de 20 MN/500 CB, lo que
representa una reduccién en la frecuencia de la aparicion de MN respecto a las muestras
controles irradiadas (Figura CB1). Las muestras tratadas con Rutina después de la exposicion
a la radiacion expresaron una frecuencia MN que oscila entre 23 y 25 MN/500 CB con una
frecuencia promedio de aparicion de 24 MN/500 CB, que representa una pequefia reduccion en

la frecuencia de MN sobre las muestras controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3)

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras irradiadas pretratadas
con Rutina muestra una disminucién estadisticamente significativa (p < 0.05) en comparacion
con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB), lo que expresa que el tratamiento con
rutina antes de la exposicién a la radiaciéon disminuye la frecuencia esperada de aparicion de
MN vy, por lo tanto, expresa una capacidad genoprotectora frente al dafio cromosémico inducido
por la radiacion (Figura CB1). En las muestras tratadas con Rutina después de la exposicién a
la radiacion, el analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras irradiadas antes del
tratamiento posterior con Rutina no presenta diferencias estadisticamente significativas con las
muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB); lo que expresa que el tratamiento posterior a
la irradiacién con Rutina no conduce a una disminucion en la frecuencia esperada de MN, por
lo que el tratamiento posterior a la irradiacién con Rutina no ofrece proteccion contra el dafio

genotoéxico inducido por los rayos X (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El factor de proteccion (PF) obtenido para las muestras tratadas con Rutina antes de
la irradiacion alcanza el 15,4%; mientras que en las muestras tratadas con Rutina después de
la irradiacién sélo presentan un FP de 7,7% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6).

- TRATAMIENTO DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

Las muestras tratadas con DMSO expresan una frecuencia de aparicion de MN que
varia entre 10 y 12 MN/500 CB con un promedio de 11 MN/500 CB, no determinandose
diferencias estadisticamente significativas con las muestras control no irradiadas (10 MN / 500
CB); lo que expresa una ausencia de genotoxicidad del DMSO sobre la células estudiadas. En

las muestras tratadas con DMSO antes de la exposicion a la radiacién se ha determinado una
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frecuencia de MN que oscila entre 12 y 34 MN/500 CB con una frecuencia promedio de
aparicion de 20 MN/500 CB, lo que representa una reduccién en la frecuencia de MN respecto
a las muestras controles irradiadas (Figura CB1). En las muestras tratadas con DMSO después
de la exposicién a la radiacién, la frecuencia de distribucion de MN varia entre 11 y 32 MN/500
CB con una frecuencia promedio de 25 MN/500 CB mostrando una ligera reduccion en la

frecuencia de MN respecto a las muestras controles irradiadas (Figuras CB1; CB2 y CB3).

El analisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con DMSO
antes de la exposicion a la irradiacion muestra diferencias estadisticamente significativas en la
aparicion de MN en comparacidon con las muestras controles irradiados (26 MN/500
CB)(p<0,05); lo que expresa que el tratamiento de las muestras con DMSO antes de la
exposicion a la irradiacion disminuye la frecuencia esperada de aparicion de MN respecto a las
muestras controles irradiadas y, por lo tanto, ofrece una capacidad de genoproteccion frente al
dafio cromosomico inducido por los rayos X (Figura CB1) En las muestras tratadas con DMSO
después de la exposicidn a la radiacion no muestra en estudio estadistico realizado sobre la
frecuencia de aparicion de MN diferencias significativas en comparacion con las muestras
controles irradiadas (26 MN/500 CB); lo que expresa que el tratamiento posterior a la
irradiacion con DMSO no disminuye la frecuencia esperada de aparicion de MN vy, por lo tanto,
no ofrece proteccion contra el daino cromosémico inducido por la radiacién ionizante (Figura
CB2).

El Factor de Proteccion (PF) de las muestras tratadas con DMSO antes de la
exposicion a la irradiacion es del 23%, mientras que el PF cuando el DMSO se administra tras
la exposicidn a la radiacién alcanza el posterior a la irradiaciéon alcanza el 3,8% (Tabla CB1 y
Figura CB4, CB5 y CB6).

-  TRATAMIENTO CON QUERCETINA (Q)

Las muestras tratadas con quercetina (Q) expresan una frecuencia de MN que varia
entre 9 y 11 MN/500 CB con un promedio de 10 MN/500 CB, no determinandose diferencias
estadisticamente significativas con la frecuencia de MN presentada por las muestras controles
no irradiadas (cuya frecuencia media de aparicion de MN fue 10 MN/500 CB; lo que expresa
que en las concentraciones utilizadas no presentan efecto genotoxico alguno sobre las células
estudiadas. Las muestras tratadas con quercetina antes de la exposicion a la radiacion
expresan una frecuencia de MN que varia entre 25 y 38 MN/500 CB con una frecuencia media
de aparicion de 31 MN/500 CB, lo que representa un aumento significativo en la frecuencia de
aparicion de MN sobre las muestras controles irradiadas (Figura CB1). Las muestras tratadas
con quercetina después de la exposicion a la radiacion expresaron una frecuencia de MN de
entre 30 y 36 MN / 500 CB con una frecuencia promedio de aparicién de 33 MN / 500 CB, lo
que también representa un aumento en la frecuencia de MN respecto a las muestras controles
(Figuras CB1; CB2 y CB3).
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El andlisis estadistico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con
quercetina antes de la exposicion a la irradiaciéon ha determinado que hay diferencias
estadisticamente significativas respecto a las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); lo
que muestra que el tratamiento previo a la irradiacién con quercetina aumenta la frecuencia
esperada de aparicion de MN vy, por lo tanto, aumenta la capacidad genotoxica de la radiacion
ionizante no presentando capacidad genoprotectora alguna frente al dafo inducido por
radiacion ionizante ADN (Figura CB1). De similar forma, el analisis estadistico de la frecuencia
de MN en las muestras irradiadas antes del tratamiento con quercetina también determina
diferencias estadisticamente significativas respecto a las muestras controles irradiadas; lo que
expresa que el tratamiento posterior a la irradiacion con quercetina aumenta la frecuencia
esperada de aparicién de MN y, por lo tanto, no ofrece genoproteccion contra el dafo inducido
por radiacion ya que éste dafo cromosdmico se incrementa la administrar la quercetina
(Figuras CB1; CB2 y CB3).

El factor de proteccion (PF) de las muestras tratadas con quercetina antes de la
irradiacion es del -34,61%; mientras que las muestras tratadas con quercetina después de la
exposicion a la radiacion presentan un PF de -26,92% (Tabla CB1 y Figuras CB4, CB5 y CB6).

-TRATAMIENTO CON ACIDO ZOLEDRONICO (2).

En las muestras tratadas con Z se ha determinado una frecuencia de MN que varia
entre 28 y 31 MN/500 CB con un promedio de 19 MN/500 CB; lo que muestra diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001) respecto a las muestras controles no irradiadas (cuya
frecuencia media de aparicién es de MN fue 10 MN / 500 CB) y expresa que Z tiene capacidad
genotdxica cuando se administra en las concentraciones utilizadas en el estudio. En las
muestras tratadas con Z antes de la exposicion a la radiacion se ha determinado una
frecuencia promedio de MN de 35 MN/500 CB, lo representa un aumento significativo de MN
respecto a las muestras controles irradiadas (Figura CB1). Las muestras tratadas con Z
después de la exposicion a la radiacion expresaron una frecuencia promedio MN de 33 MN/500
CB, lo que es significativamente mayor que la determinada en las muestras controles irradiadas
(Figuras CB1; CB2 y CB3).

En el estudio estadistico, la administracion de Z puro (100%) antes de la irradiacion
produce un aumento significativo en la frecuencia de MN (p<0.01) respecto a las muestras
controles irradiadas, lo que expresa un efecto genotédxico inducido por Z (Figura CB2). La
administracion de Z inmediatamente después de la irradiacion también produce un aumento
significativo en la frecuencia de MN (p<0.01) respecto a las muestras controles irradiadas, lo
que expresa también una capacidad genotéxico mayor de la esperada e inducida por Z
(Figuras CB1; CB2 y CB3).

No se puede determinar ningun Factor de Proteccién; sin embargo, con la modificacién

de la formula podriamos determinar un factor de sensibilizacion (FS) producido durante un
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tratamiento combinado de IR + Z que alcanzaria un valor inmediatamente después de la
irradiacion del 35% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6). -

FACTORES DE PROTECCION (PFs)
1. Administracion de sustancias antes de la irradiacion: factores de protecciéon

Los valores mas altos del factor de protecciéon (PF) para las muestras tratadas antes de
la irradiacién se obtuvieron en el grupo tratado con acido rosmarinico con una mayor capacidad
genoprotectora del 57,7%; seguido del grupo tratado con P90 con un PF del 53,8%, siguiendo
las muestras tratadas con acido carnésico, la apigenina disuelta en DMSO vy vitamina E, que
presentaron todos un PF aproximado del 50%. Siguiendo en eficacia o capacidad
genoprotectora estan las muestras tratadas con Carnosol (46,1)%, con CE, Vitamina C y
Amifostina (todas con un PF aproximado de 38%). Finalmente seguirian el Extracto de Té
Verde (23%,) y Rutina (15,3% ).

En las muestras tratadas con Quercetina y acido zoledrénico se obtuvieron valores del
factor de proteccidn negativos ya que el tratamiento con esta sustancia aumentd
significativamente la frecuencia de micronucleos con respecto a las frecuencias MN en las
muestras controles irradiadas (Figuras CB4, CB5 y CB6; Tabla CB1).

2. Administracion de sustancias después de irradiacion: factores de proteccion.

Cuando las muestras fueron tratadas con las sustancias a ensayar inmediatamente
después de la exposicién a la irradiacion, el Carnosol muestra el PF mas alto (46,1%) seguido
por acido carnésico (42,3%) seguido por la Apigenina disuelta en DMSO y el P90 (ambos
38,4%). Con menor eficacia genoprotectora estan Vitamina E (34,6%), el EC (26,9%), la
Vitamina C (19,2%), finalizando con la Rutina, acido rosmarinico y TE (que expresan un PF
aproximadamente del 7%). Las muestras tratadas con DMSO muestran un ligero efecto
genoprotector (3,8%); mientras las muestras tratadas con Amifostina, Quercetina mostraron
valores negativos de PF (-3,8 y -26,9% respectivamente). El acido zoledrénico presenta la
frecuencia mas alta de aparicion de MN y muestra una falta completa de capacidad
genoprotectora y que podria considerarse como un agente radiosensibilizante (Tabla CB1 y
Figura CB4, CB5 y CB6).
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Tabla CB1. Factores de proteccion obtenidos cuando se trataron muestras de

sangre periférica humana con las diversas sustancias de prueba.

PF (%)

Pre-
TEST-SUBSTANCIA . L Post- irradiacién
irradiacion

Acido Rosmarinico 57,69 7,69

P90 53,85 38,46
Acido Carnosico 50 42,31
Apigenina-DMSO 50 38,46
Vitamina E 50 34,61
Carnosol 46,15 46,15
CE 38,46 26,92
Vitamina C 38,46 19,23
Amifostina 38,46 -3,85
Te verde. (TE) 23,08 7,69

Rutin 15,38 7,69

DMSO 0 3,85

Quercetina -34,61 -26,92
Acido Zoledronico 0 -35,7

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO EN EL ENSAYO MNCB

1. Muestras controles y sustancias ensayadas

1. El anadlisis estadistico ha establecido una relacion positiva entre la dosis de
radiacién y la frecuencia de aparicién de micronucleos a través de la relacion lineal (y = a + § D)
con un coeficiente de correlacion lineal r? = 0,9974.

2. Las muestras de sangre consideradas como controles irradiadas mostraron un
aumento significativo (p < 0.001) en el numero de micronucleos en relacion con las muestras
controles no irradiados. Esto expresa que la exposicion a radiaciéon ionizante aumenta
significativamente la frecuencia de micronucleos (Figura CB1 y CB2).

3. Las muestras de sangre no irradiadas tratadas con acido rosmarinico, P90, acido
carndésico, apigenina disuelta en DMSO, vitamina E, carnosol, CE, vitamina C, amifostina,
extracto de té verde, Rutina, DMSO y quercetina no presentan diferencias significativas en la
frecuencia de aparicion de MN respecto a las muestras controles no irradiadas, lo que expresa
que la administracion de estas sustancias no causa dafo genotdxico/cromosdémico en

comparacioén con las muestras controles.
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2 Administracion de sustancias antes de la irradiacién.

1. Las muestras de sangre tratadas con acido rosmarinico, P90, acido carnésico,
apigenina disuelta en DMSO, vitamina E, P90, carnosol, CE-50, vitamina C y amifostina,
antes de la exposicion a la irradiacion consiguen una disminucion estadisticamente significativa
(p < 0.001) de la frecuencia de aparicion de micronucleos respecto a las muestras controles
irradiadas; lo que expresa que los tratamientos realizados disminuyen la frecuencia esperada
de aparicién de micronucleos como resultado de la irradiacion y, por lo tanto, expresan
capacidad genoprotectora frente al dafno cromosémico inducido por la radiacion ionizante
(Figuras CB1 y CB3).

2. Las muestras de sangre tratadas con extracto de té verde y Rutina antes de
la irradiacion producen también una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.05) de la
frecuencia de microndcleos en comparacion con las muestras controles irradiadas; lo que
expresa también que la administracién de estas sustancias antes de la exposicién a la
radiacion ionizante disminuyen la frecuencia esperada de aparicién de micronucleos como
resultado de la irradiacion y, por lo tanto, expresan una capacidad genoprotectora contra el

dafio cromosomico inducido por la radiacion ionizante (Figuras CB1 y CB3).

3. Las muestras de sangre tratadas con quercetina y acido zoledrénico antes
de la irradiacion muestran un incremento significativo en la frecuencia de micronucleos
respecto a las muestras controles irradiadas (p<0,01); lo que expresa no sélo la ausencia de
cualquier grado de capacidad genoprotectora sino que pueden actuar como sustancias
radiosensibilizantes, aumentando el dafio genotdxico inducido por la radiacion ionizante
(Figuras CB1 y CB3).

3 Administracion de las sustancias inmediatamente después de la irradiacion.

1. Las muestras de sangre tratadas con P90, acido carndsico, apigenina
disuelta en DMSO, vitamina E y carnosol administradas de la exposicion a la radiacién
ionizante muestran una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.001) de la frecuencia
de micronucleos respecto a las muestras controles irradiadas; lo que muestra que los
tratamientos administrados disminuyen la frecuencia de aparicion de micronucleos inducidos
por la irradiacion y, por lo tanto, expresan una capacidad genoprotectora frente al dafio

cromosomico inducido por la radiacion ionizante . (Figuras CB2 y CB3).

2. Las muestras de sangre tratadas con EC y vitamina C inmediatamente
después de la exposicion a la radiacion muestran una disminucion estadisticamente
significativa (p< 0.05) de la frecuencia de apariciéon de micronucleos respecto a las muestras
controles irradiadas; lo que significa que los tratamientos administrados disminuyen la

frecuencia de aparicion de micronucleos esperados como resultado de la irradiacion y, por lo
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tanto, expresan capacidad genoprotectora frente al dafio genotdxico/cromosémico inducido por
la radiacion ionizante (Figuras CB2 y CB3)..

3. Las muestras de sangre tratadas con acido rosmarinico, amifostina,
extracto de té verde, Rutina, DMSO, quercetina y acido zoledrénico después de la
exposicion a la radiacion no mostraron una disminucién significativa en la frecuencia de
aparicion de micronucleos respecto a las muestras controles irradiadas. Esto determina que el
tratamiento con estas sustancias 5 minutos después de la irradiacion de las muestras no
produce una disminucion significativa de las frecuencias aparicion de micronucleos como
resultado de la irradiacion y, por lo tanto, expresan ausencia de capacidad genoprotectora
alguna. Incluso, quercetina y acido zoledrénico muestran un incremento significativo en la
frecuencia de micronucleos respecto a las muestras controles irradiadas (p<0,01); lo que
expresa no solo la ausencia de cualquier grado de capacidad genoprotectora sino que pueden
actuar como sustancias radiosensibilizantes, aumentando el dafio genotdxico inducido por la

radiacién ionizante (Figuras CB2 y CB3).
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Figura CB1. Frecuencia de Micronucleos (CBMN) en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas
administradas antes de la exposicién a radiacién ionizante (tratamiento pre-irradiacion) ((*): (p<0.001) versus muestras controles irradiadas;
((*): (p<0.01) versus muestras controles irradiadas).
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[Tratamiento postirradiacién]
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Figura CB2. Frecuencia de Micronucleos (CBMN) en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas
administradas después de la exposicién a radiacién ionizante (tratamiento post-irradiacién) ((*): (p<0.001) versus muestras controles
irradiadas; ((*): (p<0.01) versus muestras controles irradiadas).
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Figure CB3. Frecuencia de Micronucleos (CBMN) en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas administradas antes y
después de la exposicidn a radiacidn ionizante .
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Figura 6. Factor o Magnitud de Proteccion en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas administradas antes y

después de la exposicidn a radiacidn ionizante (tratamientos pre y post irradiacion, respectivamente).
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IV. Resultados.
RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CELULAS PNT2 (CELULAS
EPITELIALES DE PROSTATA HUMANAS)
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IV. RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR
RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CELULAS PNT2 (CELULAS
EPITELIALES DE PROSTATA HUMANAS)

- Porcentaje de supervivencia celular en los cultivos controles tras la exposicion a
rayos X

Los resultados de la supervivencia celular de las células PNT2 que no fueron
tratadas con ninguna sustancia pero que estuvieron expuestas a dosis de rayos X de 0 Gy
hasta 22 Gy se muestran a continuacion en la figura C1a; la supervivencia celular obtenida en
la exposicion a rayos X de 0 Gy hasta 10 Gy se expone en la figura C1b. Se observa una
progresiva disminucion en el numero de células vivas que es inversamente proporcional a la
dosis de radiacién administrada y al periodo de incubacion tras la irradiacion utilizado, de tal
forma que cuanto mayor es la dosis de radiacion y cuanto mayor es el periodo de incubacion
posterior a la irradiacion, menor es la supervivencia celular de las células PNT2. Tras la
exposicion a 10 Gy de rayos X, la proporcién de células supervivientes se redujo
aproximadamente en un 30% y en un 40% cuando se examinaron a las 24 y 48 horas tras la
radiacion respectivamente (p <0,001); lo que expresa el dafo citotéxico inducido por la

exposicion a los rayos X (Tabla C1; Fig. C1b).

Tabla C1. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares controles de
epitelio de préstata humano normal PNT2

Tiempo/Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
24 horas 100,0+5,8 | 92,0+7,0 | 852+7,3 | 80,445,6 | 70,245,2*
48 horas 100,0+4,3 1832+81|763+7,1]73,1+54 | 61,2+4,9*
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Figura C1a. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares
controles de epitelio de préstata humano normal PNT2 irradiados hasta 22
Gy ((#): (p<0,001) versus células controles irradiadas).
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Figura C1b. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares
controles de epitelio de prostata humano normal PNT2 irradiados hasta 10

Gy ((#): (p<0,001) versus células controles irradiadas).
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- SUSTANCIAS ENSAYADAS
La Figura C2 muestra el efecto de la administracion de diferentes sustancias y
mezclas sobre células epiteliales de prostata humanas normales PNT2. En esta busqueda de
diferentes sustancias con capacidad de radioproteccion celular, utilizaron concentraciones de
sustancias y mezclas (25 uM y 50 uM). Los resultados obtenidos después de tratar cultivos de
células PNT2 con estas sustancias e incubar los cultivos celulares durante 24h se resumen en

la Figura C2.

CONTROL 24h PNT2

(o)
L 100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

‘ Supervivencia celular

CONTROL | DMSO API APKCARN| API+AR CARN AR AR+CARN

@ 25 microM 100 93,44 78,53 100 79,6 99,79 100 88,87
B 50 microM 100 85,78 56,31 89 52,57 84,61 100 88,01

Concentracioén

Figura C2. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células controles
tras la administracién de las diferentes sustancias estudiadas en células PNT2
después de un periodo de incubacién de 24 horas (DMSO: Dimethysulfoxido; API:
Apigenina; CARN: acido carnésico; AR: acido rosmarinico).

La Figura C3 muestra el efecto de la administracién de diferentes sustancias y
mezclas sobre las células epiteliales de prostata humanas normales PNT2 a las diferentes
concentraciones de sustancias y mezclas (25 yM y 50 uM) estudiadas para evaluar su
capacidad de radioproteccion celular obtenidos después de tratar cultivos de células PNT2 e

incubar los cultivos celulares durante 48h.
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Figura C3. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células
controles después de la administracion de las diferentes sustancias
estudiadas en células PNT2 tras un periodo de incubacion de 48 horas (DMSO:
Dimethysulfoxido; API: Apigenina; CARN: acido carnésico; AR: acido
rosmarinico).

- APIGENINA (API)

Para evaluar la capacidad radioprotectora de la apigenina, las células se trataron

con dos concentraciones diferentes de apigenina afadiéndose 20 upl de cada una de las

soluciones de 25 yM y 50 uM de apigenina, 30 minutos antes de ser expuestas a 10 Gy en

fracciones de 2 Gy de rayos X. Se evalué la citotoxicidad después de 24 h de incubacién de los

cultivos celulares; los cultivos celulares controles se trataron con las dos concentraciones de

apigenina pero no se irradiaron (muestras controles no irradiadas).

En los cultivos celulares no irradiados de células epiteliales de prostata humanas

normales PNT2, la administracion de apigenina a 25 yM y 50 uM produjo una reduccion de la

supervivencia celular del 21,47% y 43,69% respectivamente en comparacion con los cultivos

controles no tratados (figura C4).
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Figura C4. Efecto de la administracion de API sobre los cultivos
de células PNT2 a diferentes concentraciones, 25 yM y 50 pM
evaluadas después de 24 h y 48 h incubacion.

Después de 24 horas de tratamiento con 20 microlitos de 25 yM y50 uM de

apigenina y exposicion a diferentes dosis de irradiacion, se determind una mayor supervivencia

celular en comparacion con el grupo control irradiado. La exposicion a 10 Gy en el grupo

control irradiado puso de manifiesto una reduccién de la supervivencia celular del 30,8%. En

los cultivos tratados con Apigenina y en ambas concentraciones, se observa un aumento

significativo de la supervivencia celular en las células PNT2 en comparacion con el los

controles irradiados (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora frente al dafio

citotdxico inducido por la radiacion (Tabla C2; Figura C5).

Tabla C2. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos de células epiteliales de
prostata humanas normales PNT2, tratadas con Apigenina 25 yM y 50 uyM y expuestas a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Radiacion
Control 100,0£5,8 |90,0+£7,1 855+7,2 791+54 68,1+5,1
Apigenina 25 uM 100,0£6,7 | 94471 854+7,9 856 +7,6 89,8 + 8,1*
Apigenina 50 M | 100,0 £ 7,3 94,4 +£8,0 100,0+ 5,4 100,0+7,4 100.0+ 7,6*
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Figura C5. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
epiteliales de préstata humanas normales PNT2 tratadas con apigenina 25 yM
y 50 uM e irradiadas con diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24

horas de incubacion (#): (p <0,001) versus control irradiado).

El factor de proteccion (FP) se obtenido en los cultivos tratados con apigenina e
incubados durante 24 h y con la dosis de radiacion mas alta administrada (10 Gy) ha sido con
apigenina 25 uM del 70%; mientras que las células tratadas con apigenina al 50 uM expreso un
FP del 100%.

Tras de 48 horas de incubacién, las células PNT2 tratadas con las dos
concentraciones de apigenina (25 y 50 pM) mostraron mayor supervivencia celular que los
cultivos controles irradiados, alcanzando un incremento casi del 22,8% de la supervivencia
celular para las dos concentraciones a la dosis mas alta de radiacion utilizada. En estas
concentraciones, se observd un aumento significativo en la supervivencia celular en
comparacién con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa una capacidad
radioprotectores de la apigenina frente al dano citotoxico inducido por la radiaciéon ionizante
(Tabla C3; Figura C6).

155



1V. Resultados

Tabla C3. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
prostata humanos normales PNT2 tratados con 25 pM y 50 uM de Apigenina y expuestos
a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Radiacion
Control 100,0+45|834+82 |765+74 |701+56 |60,7+52

Apigenina 25 yM | 100,0+6,5 | 100,0+7,5 | 100,0+ 8,8 | 100,0+ 7,6 | 84,7 £ 5,6*
Apigenina 45 M | 100,0+6,6 | 10000+7,1 | 86,0+£83 | 866+7,1 | 83,0+6,3"

Apigenin48h | PNT?2
(% )

100

Supervivencia celular

0Gy 4Gy 6Gy 8Gy 10Gy

Dosis

|—I—APIG 25 ——CONTROL —m—APIG 50

Figura C6. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
de préstata humanas normales PNT2 tratadas con Apigenina 25uM y 50 uM y
expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de
incubacién ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de proteccion (FP) obtenido para las células PNT2 tratadas con 25 pM de
apigenina y expuestas a 10 Gy tras de un periodo de incubacion de 48 horas fue del 58,7%;

mientras que para el tratamiento de 50 uM se obtuvo un valor del 61,3%.

- DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

La administracion de DMSO al 0,1% y 0,2% a los cultivos de células PNT2
produjo una disminucion de la supervivencia celular del 6,56% y 14,22% respectivamente tras
24 horas de incubacién respecto a los controles no tratados; esto produjo un efecto inhibitorio
del crecimiento celular no significativo provocado por el DMSO sobre la supervivencia celular

de de las células PNT2 (Figura C7). Tras 48 horas de incubacion, el tratamiento con DMSO
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(0,1% y 0,2%) muestra una disminucién respectiva del 0,75% y 15,29% en la supervivencia
celular en comparacioén con los cultivos controles no tratados de la misma linea celular (Figura
C7). En ambos casos la modificaciéon del crecimiento celular no muestra diferencias

estadisticamente significativas respecto a las muestras controles no tratadas.

PNT2

CONTROLES + DMSO 24h + 48h

(%)

100 -

95

90 1

85

80 1

75 CONTROL DMSO 24 DMSO 48

o 01% | 100
B o029 | 100

Figura C7. Efecto de la administracion de DMSO al 0,1% y al 0,2% en
células PNT2 después de 24 h y 48 h de incubacion.

93,44
85,78

99,25
84,71

CONCENTRACIONES

A las 24 horas de incubacion, los resultados obtenidos en los cultivos de células PNT2
irradiados mostraron una reduccion del 30,8% en la supervivencia celular respecto a los
cultivos controles irradiados a la dosis mas alta empleada (10 Gy) La administracion de las dos
concentraciones de DMSO estudiadas (0,1% y 0,2%) mostraron una mayor supervivencia
celular que las células controles irradiadas. Se determiné un incremento del 30,8% en la
supervivencia celular respecto a los cultivos controles irradiados a la dosis mas alta empleada
(10 Gy) y un incremento del 17,3% en la supervivencia celular cuando las células se trataron
con DMSO al 0,2%. Asi pues, cuando las células se trataron con DMSO al 0,1% y se irradiaron
con 10 Gy, no se observé reduccién algun aen la supervivencia celular inducida por los rayos X.
En ambas concentraciones de DMSO estudiadas, se determind un aumento de la
supervivencia celular en comparacion con los cultivos celulares control irradiados (p <0,001); lo
que expresa una capacidad radioprotectora frente al dafio citotdxico inducido por la radiacion
ionizante (Tabla C4; Figura C8).

Tabla C4. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
prostata humanos normales PNT2 tratados con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestos a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Radiaciéon
Control 100,0 + 5,8 91,0 £7,1 86,2+7,2 79454 69,2+5,1
DMSO 0,1% 100,0+7,0 100,0 + 6,3 100,0+54 100,0+5,9 | 100,0 +3,4*
DMSO 0,2% 100,0 + 6,5 100,0+ 7,0 100,0 £ 6,2 951+54 83,7 +6,3*
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Figura C8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
de prostata humanas normales PNT2 tratadas con DMSO 0,1% y 0,2% y
expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de
incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de proteccion (FP) determinado para cultivos tratados con DMSO al
0,1% después de una incubacion de 24 horas y exposicion a la dosis de irradiacion mas alta
(10 Gy) fue del 100% y del 47% cuando se uso una solucion al 0,2% de DMSO y la misma
dosis de radiacion.

Tras 48 horas de incubacion, los resultados de supervivencia celular obtenidos
para los cultivos celulares PNT2 tratados con las dos concentraciones de DMSO (0,1% y 0,2%)
fueron superiores alas del grupo de control irradiado. Ambas concentraciones aumentaron el
38,8% la supervivencia celular en comparacion con los controles irradiados. En ambas
concentraciones de DMSO estudiadas, se determind un aumento de la supervivencia celular en
comparaciéon con los cultivos celulares control irradiados (p <0,001); lo que expresa una
capacidad radioprotectora frente al dafio citotoxico inducido por la radiacién ionizante (Tabla C5;
Figura C9).
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Tabla C5. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
préstata humanos normales PNT2 tratados con DMSO 0,1% y 0,2% 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

77374

71,1+5,6

61,2+5,2

0,1% DMSO

100,0 £7,0

100,0+5,4

100,0+7.4

100,0 £5,7

100,0+6,2*

0,2% DMSO

100,0 £6,1

100,0+7,2

100,0 £ 6,2

100,0 £ 8,2

100,0+9,4*
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Figura C9. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
de prostata humanas normales PNT2 tratadas con DMSO 0,1% y 0,2% y
expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de
incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El FP obtenido en los cultivos celulares tratados con las dos concentraciones de
DMSO e irradiados con la dosis mas alta (10 Gy) tras 48 horas de incubacién fue del 100%

para ambas concentraciones estudiadas (0,1% y el 0,2% de DMSO).

- ACIDO CARNOSICO

La administracién de 20 ul de acido carndsico al 25 yM y 50 yM después de 24
horas de incubacién de las células PNT2 provocé una disminucion del 0,21% y del 15,39% en

la viabilidad de las células PNT2 respectivamente, respecto a la de los cultivos controles no
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tratados. Tras 48 horas de incubacion y a las mismas concentraciones (25 pM y 50 yM), la

disminucion en las supervivencia celular fue del 18,63% y 33,26% respectivamente (Figura 10C)

(%)
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66,74

CONCENTRACIONES

Figura C10. Efecto de la administracién de CARN al 25 uM y 50
MM en células PNT2 después de 24 h y 48 h de incubacioén.

En los cultivos celulares PNT2 tratados con 25 uM y 50 yM de CARN que se

irradiaron y se incubaron durante 48 horas, se obtuvo una significativa mayor supervivencia

celular en comparaciéon con el control irradiado. A la dosis de radiacion mas alta (10 Gy)

utilizada en este estudio, la supervivencia celular en los cultivos control irradiados disminuyo un

30,8% en comparacion con los cultivos celulares tratadas con ambas concentraciones de acido

carnosico, se demostro

asi, un aumento significativo en la supervivencia celular en

comparacion con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001) (tabla C6; Figura11).

Tabla C6. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
préstata humanos normales PNT2 tratados con CARN (25 uM y 50 uM) y expuestos a

diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 1000+58 | 91,0+71 86272 |794+54 [692+51
25uM Acido Carnésico | 100,0 8,2 | 100,0+7,6 | 100,0£6,9 | 100,0+7,5 | 100,0 + 9,2*
50uM Acido Carnésico | 100,0 £7,9 | 100,0+8,3 | 100,0£7,5 | 100,0 £9,0 [ 100,0 £10,2*
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Figura C11. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
epiteliales de préstata humanas normales PNT2 tratadas con CARN (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).

El Factor De Proteccién (FP) obtenido de los cultivos celulares tratados con las
dos concentraciones de DMSO e irradiados con la dosis mas alta (10 Gy) tras 24 horas de
incubacion fue del 100% para ambas concentraciones estudiadas (25 uM y 50 yM de acido

carnosico).

Tras 48 horas de incubacion de los cultivos de células PNT2 tratadas con 25 y 50
MM de acido carnésico e irradiados con la dosis de radiacion mas alta (10 Gy) se observé una
mayor supervivencia celular en comparacion con los cultivos celulares controles irradiados.
Tras los dos periodos de incubacién (24 h y 48 h), la supervivencia celular fue igual,
obteniéndose un 38,8% mayor de 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 una capacitad radioprotectora del acido carnésico frente

al dafo citoldgico inducido por la radiacion ionizante (Tabla C7; Figura C12).
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Tabla C7. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
prostata humanos normales PNT2 tratados con CARN (15 uM and 25 pM) y expuestos a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacion.

Dosis de Radiaciéon

0 Gy

4 Gy

6 Gy

8 Gy

10 Gy

Control

100,0 £4,5

84,5+8,2

773x74

71,1+56

61,2+5,2

25 uM CARN

100,0+7,5

100,0+7,4

100,0+9,7

100,0+5,7

100,0 + 4,9*

50 uM CARN

100,0 +5,7

100,0 + 9,1

100,0+6,4

100,0+5,7

100,0 £ 5,3*
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Figura C12. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
de préstata humanas normales PNT2 tratadas con CARN (25 yM y 50 uM) y
expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de

incubacién ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de Proteccion (FP) obtenido de los cultivos tratados con 25 yM y 50 uM

de &cido carndsico tras 48 horas y la irradiacion con la dosis de mas alta (10 Gy) fue del 100%

para ambas concentraciones de acido carnésico.

- ACIDO ROSMARINICO (AR)

La administracién de 20 pl de soluciones de AR 25 uyM y 50 uyM a los cultivos de células

PNT2 e incubados durante 24 horas no produjo una disminucion en el porcentaje de

supervivencia celular con respecto a los cultivos controles no tratados. Sin embargo, cuando

las células se incubaron durante 48 horas, a las mismas concentraciones de AR (25 uM y 50

uM), se observd una disminucion del 5,77% en supervivencia celular de los cultivos tratados a
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la concentracién de 25 yM, mientras que a la concentraciéon de 50 uM no se observo ninguna

disminucion en la supervivencia celular respecto a los cultivo controles (Figura C13).
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Figura C13. Efecto de la administraciéon de AR sobre los cultivos
de células PNT2 a diferentes concentraciones, 25 yM y 50 uM
evaluadas después de 24 h y 48 h incubacion.

Tras la irradiacion y 24 horas de incubacion, los resultados obtenidos de los cultivos de

células PNT2 tratados con las dos concentraciones de AR (25 uM y 50 uM) mostraron una

mayor supervivencia celular que los cultivos controles no trtados. A la dosis de radiacién mas

alta (10 Gy) y a la concentracién mas elevada utilizada en este estudio (50 uM), se observé un

aumento de la supervivencia celular del 21,7% respecto a las células controles irradiadas. A

ambas concentraciones estudiadas, se determind un aumento significativo en la supervivencia

celular en comparacién con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa una

capacidad radioprotectora frente al dafio citotoxico inducido por la radiacién ionizante (Tabla C8;

Figura C140).

Tabla C8. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
préstata humanos normales PNT2 tratados con AR (25 uM y 50 uM) y expuestos a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis Radiacion 0 Gy 4Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+58 | 910+71 86,2+72 |794+54 |692+5/1
Acido Rosmarinico 25 yM | 100,0+6,0 | 946 +6,3 854+50 |1892+7,1 | 86,5+7*
Acido Rosmarinico 50 uM | 100,0+9,2 | 90,3 + 7,1 83,7+4,8 |94,7+94 | 91,3+6*
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Figura C14. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
epiteliales de préstata humanas normales PNT2 tratadas con AR (25 pM y 50
HM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24
horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de Protecciéon (FP) obtenido en las muestras tratadas con acido
rosmarinico a las 48 horas e irradiadas con la dosis mas alta (10 Gy) fue del 59,4% para las
células tratadas con acido rosmarinico al 25 yM y del 30,5% con el tratamiento de acido

rosmarinico al 50 yM.

Tras 48 horas de incubacion, los resultados obtenidos para los cultivos de células
PNT2 tratados a las dos concentraciones de AR (25 y 50 yM) mostraron una mayor
supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A la mayor dosis de
radiacion y a la mayor concentracion utilizada en este estudio, la supervivencia celular fue del
29,1% mayor que la de los cultivos celulares controles irradiados. A ambas concentraciones, se
determind un aumento significativo de la supervivencia celular en comparacion con las células
controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora frente al dafio

citotdxico inducido por la radiacion ionizante (Tabla C9; Figura C15).
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Tabla C9. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de
préstata humanos normales PNT2 tratados con AR (25 uM y 50 uM) y expuestos a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacién.

Dosis Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+4,5 | 84,5+8,2 77,3+74 | 71,1+56 | 612+52
Acido Rosmarinico 25 yM | 100,0 +8,4 | 100,0+9,1 | 94,7+7,4 | 87,1+9,4 | 88,7 + 8"
Acido Rosmarinico 50 M | 100,0+9,3 | 90,8 +£8,9 86,4+85 (88075 |99345*
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Figura C15. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
de prostata humanas normales PNT2 tratadas con AR (25 pM y 50 uM) y expuestas
a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacion ((#): (p
<0,001) versus control irradiado).
Cuando las células se irradiaron con la dosis mas alta de 10 Gy y se incubaron
durante 48 horas, se obtuvo un FP del 73,4%, y del 75% cuando las células se trataron con las

concentraciones de acido rosmarinico de 25 uM y 50 uM, respectivamente.

- MEZCLAS DE APIGENINA Y ACIDO CARNOSICO (APl + CARN)

La administracion simultanea de cantidades de igual concentracion (equimolar) de
Apigenina y CARN 20 ul de 15 pyM 25 uM se ha utilizado también para valorar la supervivencia
celular de las células PNT2. Tras 24 horas de incubacion, la mezcla equimolar 15 pyM no
provocd una disminucion de la supervivencia celular; sin embargo, la mezcla equimolar 25 yM
produjo una reduccion del 11% de la supervivencia celular respecto a las células controles no
tratadas. Tras 48 horas de incubacién, no se observo una disminucién en la supervivencia

celular a la concentracion mas baja (15 pM), pero si se observé una disminucion del 27,5% en
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la supervivencia celular con la mezcla 25 yM en comparacién con los cultivos controles no
tratados (Figura C16).
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Figura C16. Efecto de la administraciéon de diferentes mezclas de API +
CARN sobre los cultivos de células PNT2 evaluadas después de 24 h 'y
48 h incubacion.

Después de la irradiacion de las células con la dosis mas alta de 10 Gy y la
incubacion durante 24 horas, los resultados obtenidos en los cultivos celulares PNT2 tratados
conjuntamente con las dos sustancias en ambas concentraciones e irradiados mostraron una
mayor supervivencia celular que alcanzé hasta el 27,3% en comparaciéon con las células
controles irradiadas y no tratadas. A ambas concentraciones, se ha determinado un aumento
significativo en la supervivencia celular en comparacién con los cultivos controles irradiados (p
<0,001) lo que expresa una capacidad radioprotectora frente al dafio citolégico inducido por los
rayos X (Tabla C10; Figura C17).

Tabla C10. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales
de prostata humanos normales PNT2 tratados con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + CARN)
y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 1000+58 | 91,0+7,1 1862+7,2|794+54|69,2+5/1
15 uM (APl + CARN) | 100,0+7,8 | 91,3+9,2 | 882+9,8 |89,2+76 | 954+7,8"
25 uM (API + CARN) | 100,0+8,1 | 950+7,1 | 85,2+53 | 96,7+6,8 | 93,5+ 84"
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Figura C17. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
epiteliales de prostata humanas normales PNT2 tratadas con 15 yM y 25 yM
de mezcla (APl + CARN) y expuestas a diferentes dosis de rayos X
evaluadas después de 24 horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control
irradiado).

Después de de la irradiacion de las células con la dosis mas alta de 10 y la incubacion
durante 24 horas, el FP obtenido de los cultivos celulares tratados con la mezcla de apigenina y
CARN fue del 88,6% a una concentracion equimolar de 15 yM y del 81,8% para las mezcla a
25 uM.

Cuando se irradiaron con la dosis de radiacion mas alta de 10 Gy y se determiné a las
48 horas de incubacion, los cultivos celulares PNT2 tratados con las mezclas 15 pM y 25 yM
mostraron un aumento de la supervivencia celular del 38,8% para la mezclas equimolares en
relacion con los controles irradiados. A ambas concentraciones, se ha determinado un aumento
significativo de la supervivencia celular en comparacion con los cultivos celulares controles
irradiados (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora frente al dafo citolégico

inducido por la radiacién ionizante (tabla C11; Figura C18).
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Tabla C11. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales
de préstata humanos normales PNT2 tratados con 15 yM y 25 yM de mezcla (APl + CARN)
y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacién.
Dosis Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy

Control

100,0+4,5

84,5+8,2

773274

71,1+5,6

61,2+5,2

15 uM (AP + CARN)

100,0 + 8,2

70,56+74

70,291

70,8+7,5

73,2+89

25 pM (AP + CARN)

100,0+7,7

88,56+73

92,1+6,5

86,1+27

100,0+10,4*
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Figura C18. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
de prostata humanas normales PNT2 tratadas con 15 yM y 25 uM de mezcla (API
+ CARN) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48
horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

Cuando los cultivos celulares se irradiaron con la dosis de radiacion mas alta (10 Gy) y
se incubaron durante 48 horas, el FP obtenido de las células tratadas con apigenina y acido

carnosico fue 30,9% para la mezcla 15 yM y 100% cuando se utilizé la mezcla 25 yM.

- MEZCLAS DE APIGENINA Y ACIDO ROSMARINICO (API + AR)

Cuando la apigenina y el acido rosmarinico se coadministraron en concentraciones
equimolares de 20 ul de (15 pM API + 15 uM AR) y (25 uM API + 25 uyM AR), se observd una
disminucién en el porcentaje de supervivencia celular tras 24 horas de incubacién. Para la
mezcla 15 pM, la supervivencia celular se redujo en un 20,4%, mientras que la mezcla 25 yM

produjo una reduccion del 47,43% en la supervivencia celular respecto a los cultivos celulares
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controles no tratados. Tras 48 horas de incubacion y el tratamiento a las mismas
concentraciones (mezclas 15 pyM y 25 yM), la disminucion de la supervivencia celular para la
mezcla 15 pM fue del 40,92%, mientras que la mezcla 25 pM produjo una reduccion del

62,52% de la supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles (Figura C19).
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Figura C19. Efecto de la administracion de diferentes mezclas de
(APl + AR) sobre los cultivos de células PNT2 evaluadas después
de 24 h y 48 h incubacioén.

En los cultivos celulares PNT2 tratados con mezclas (API+AR) e irradiados, los
resultados obtenidos de cultivos para el periodo de incubacion de 24 horas tratados con las dos
mezclas (15 uM y 25 yM) mostré una mayor supervivencia celular en relacion con los controles
irradiados. Se observé un aumento en la supervivencia celular del 30,8% para ambas
concentraciones cuando las células se irradiaron con 10 Gy de radiacién. A ambas
concentraciones ensayadas, se ha determinado un aumento significativo en la supervivencia de
las células PNT2 en comparacién con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que
expresa una capacidad radioprotectora frente al dafio inducido por los rayos X (Tabla C12,
Figura C20).

Tabla C12. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales
de prostata humanos normales PNT2 tratados con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y
expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacidn 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+58 |91,0+7,1 | 86,2+7,2 79,4+54 |692+5,1
15 uM (Apigenina+AR) | 100,0+8,9 | 87,5+8,1 | 100,0+12,4 | 93,8 +8,4 | 100,0 + 8,5*
25 uM (Apigenina+AR) | 100,0+8,2 | 87,5+7,3 | 87,5+7,9 946+75| 100,0 +7,8*
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Figura C20. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales

de prostata humanas normales PNT2 tratadas con 15 uyM y 25 uM de mezcla (API +

AR) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de
incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

Después de 24 horas de incubacién, el FP obtenido con cultivos celulares PNT2

tratados con ambas concentraciones de la mezcla de APl y AR e irradiados con la dosis de

radiacién mas alta (10 Gy) fue del 100%.

Para la dosis de radiacion mas alta administrada en este estudio (10 Gy), y tras 48

horas de incubacion, los resultados obtenidos para los cultivos celulares PNT2 tratados con las

mezclas equimolares 15 uM y 25 uyM de APl + AR mostraron un aumento similar en la

supervivencia celular que alcanzé el 100%. La supervivencia celular aumenté en un 38,8%

para ambas mezclas equimolares y a la dosis de radiacién mas alta administrada en este

estudio (10 Gy) en ambas concentraciones. En ambas concentraciones estudiadas se ha

determinado un aumento significativo en la supervivencia celular en comparacién con cultivos

controles de células irradiadas (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora frente

al dafio citotéxico inducido por los rayos X (Tabla C13; Figura C21).
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Tabla C13. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales
de préstata humanos normales PNT2 tratados con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y
expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacién.

Dosis de
Radiacion

0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy

Control

100,0 £4,5

84,5+8,2

773+74

71,1+5,6

61,2+5,2

15 uM (API+AR)

100,0+ 8,4

100,0+6,4

83,5+ 8,1

85,5+ 6,3

100,0 £ 7,3*

25 uM (APl +AR)

100,0 £ 6,1

100,0 +7.,4

100,0+ 8,4

100,0 £ 9,80

100,0 + 8,3*
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Figura C21. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
epiteliales de préstata humanas normales PNT2 tratadas con 15 pM y 25 yM de
mezcla (APl + AR) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas
después de 48 horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

Después de la irradiacion con la dosis de radiacién mas alta de 10 Gy y tras un

periodo de incubacién de 48 horas, el FP obtenido en las células tratadas con las mezclas
equimolares 15 yM y 25 uM de APl y AR fue 100%.
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IV.5. Resultados.
RESULTADOS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CELULAS TRAMPC1
(CELULAS TUMORALES DE PROSTATA MURINO).
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IV..5. RESULTADOS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR
RESULTADOS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CELULAS TRAMPC1
(CELULAS TUMORALES DE PROSTATA MURINO)

- Porcentaje de supervivencia celular en los cultivos controles tras la exposicion a
rayos X

Los resultados del andlisis realizado en células TRAMPC1 que no se trataron con
ninguna sustancia pero que se expusieron a dosis de rayos X de 0 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy y 10
Gy se muestran a continuacion en la tabla D1. Se observa una progresiva disminucién en el
numero de células vivas que es inversamente proporcional tanto a la dosis de radiacion
administrada como a al periodo de incubacion de las células tras la irradiacion; es decir, cuanto
mayor es la dosis de radiacion y cuanto mayor es el periodo de incubacion de las células tras la
irradiaciéon, menor es la supervivencia celular de estas células. Tras la exposicion a 10 Gy de
rayos X, la proporcion de células supervivientes se redujo en un 53% y un 77% cuando se
examinaron tras 24 y tras 48 horas de incubacién tras la irradiacién, respectivamente (p
<0,001); lo que expresa el dafio citotéxico inducido por la radiacién ionizante y la importancia
del tiempo de incubacién para que estas lesiones radioinducidas de presenten (Tabla D1; Fig.
D1).

Tabla D1. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino controles TRAMPC1

Tiempo/Dosis 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
de Radiacion
24 horas 100,0+ 5,8 | 88,0+7,0 64,0+7,3 61,215,6 47,245,2*
48 horas 100,0+£ 4,3 | 51,0+ 8,1 35,3+7,1 35,115,4 23,2+4,9*
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Figure D1. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de
préstata murino TRAMPC1 ((*): (p<0,001) versus células controles irradiadas).

-  SUSTANCIAS ENSAYADAS
La Figura D2 muestra el efecto de la administracion de diferentes sustancias y
algunas de sus mezclas sobre las células tumorales de préstata murino TRAMPC1. Las
diferentes sustancias y mezclas (25 uM y 50 uM) se utilizaron para determinar su capacidad de
radioproteccion.
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Figure D2. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células
controles después de la administracion de las diferentes sustancias estudiadas
en células TRAMPC1 tras un periodo de incubacion de 24 horas (DMSO:
Dimethysulfoxido; API: Apigenina; CARN: acido carnésico; AR: acido
rosmarinico).
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De igual modo las diferentes concentraciones de sustancias y mezclas (25 pM y
50 pyM) estudiadas para evaluar la capacidad de radioproteccion celular en TRAMPC1 con

estas sustancias incubadas durante 48h se presentan en la Figura D3.
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Figure D3. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células controles

después de la administracion de las diferentes sustancias estudiadas en células
TRAMPC1 después de un periodo de incubacién de 48 horas (DMSO: Dimethysulfoxido;
API: Apigenina; CARN: acido carnésico; AR: acido rosmarinico)
- APIGENINA
Para evaluar la capacidad citoprotectora de la apigenina, las células se TRAMPCA1

se trataron con dos concentraciones diferentes de apigenina afiadiéndose 20 pl de cada una
de las soluciones 25 uM y 50 yM de apigenina durante 30 minutos antes de ser expuestas a 2
Gy de rayos X. Se evalud la citotoxicidad tras 24 h de incubacion de los cultivos celulares. Tras
24 horas después del tratamiento de las células TRAMPC1 con 25 yM y 50 uyM de apigenina y
su exposicion a diferentes dosis de irradiacion, se determind una mayor supervivencia celular
en comparacion con el grupo control irradiado. A 10 Gy, en el grupo control irradiado se
observo una reduccion de la supervivencia celular del 53%. En las células TRAMPC1 y en
ambas concentraciones estudiadas de apigenina, se ha determinado un aumento
estadisticamente significativo de la supervivencia celular con el grupo control irradiado (p
<0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora de la apigenina en las células
TRAMPC1 frente al dafio citotoxico de la radiacion ionizante administrada (Tabla D2; Figura
D4).

Tabla D2. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos de celulares tumorales de
prostata murino controles TRAMPC1, tratadas con Apigenina 25 uM y 50 pM y expuestas a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy
Control 1000+58 | 88,0+6,1|645+82 |610+45 |47,1+3,1
Apigenina 25 uM 100,0 £6,7 | 100 £1 100 £ 6,8 100 £ 8,5 98 £ 6,1*
Apigenina 50 uM 100,0+7,3 | 100,0+6 | 100,0+4,1 | 100,0+7,4 | 100.0+ 5,1*
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Figura D4. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de celulas
tumorales de préstata murino TRAMPC1 tratadas con apigenina 25 uM y
50 uM e irradiadas con diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de
24 horas de incubacioén (*): (p<0,001) versus control irradiado).

Los factores de protecciéon (FP) se evaluaron para los cultivos tratados con
apigenina e incubados durante 24 h determinandose que a la dosis de radiacion mas alta
administrada (10 Gy) muestra un FP del 112% para la concentracion del 25 yM; mientras que

las células tratadas con apigenina 50 uM expreso6 un FP de 100%.

Después de 48 horas de incubacion de las células TRAMPC1 tratadas con las dos
concentraciones de apigenina (25 y 50 uM), los resultados mostraron mayor supervivencia
celular que los cultivos controles irradiados, alcanzando un incremento del 77% en la
supervivencia celular para las dos concentraciones y con las dosis mas altas de radiacion
utilizada respecto a los cultivos controles irradiados. El analisis estadistico ha determinado un
aumento estadisticamente significativo de la supervivencia celular en comparacion con las
células de controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa un grado de capacidad
radioprotectora de la apigenina frente al dafio citotdxico inducido por la radiacién ionizante
(Tabla D3; Figura D5).
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Tabla D3. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1tratados con 25 yM y 50 uM de Apigenina y expuestos a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy

Control

100,0 £4,5

51,3+4,2

352+1,8

35,1+0,6

23420

Apigenina 25 uM

100,0 £6,5

100,0 £6,2

100,0+7,8

100,0+7,6

100,1 + 2,6*

Apigenina 45 yM

100,0 £ 6,6

100,0 £4,3

100,0+2,0

100,2 £ 7,1

98,8 £4,1*
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Figura D5. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
tumorales de prostata murino TRAMPC1tratadas con Apigenina 25 pM y 50
MM y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48
horas de incubacion ((*): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de proteccién (FP) obtenido cuando las células TRAMPC1 se trataron con
25 uM de apigenina y se expusieron a una dosis de radiacion de 10 Gy tras un periodo de
incubacion de 48 horas fue del 334,2%; mientras que para el tratamiento de 50 uM se obtuvo
un valor del 326,8%.

- DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

La administracion de DMSO al 0,1% y 0,2% a los cultivos de células TRAMPCA1

produjo una disminucién de la supervivencia celular del 6,56 % y 14,22 % respectivamente a
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las 24 horas de incubacion respecto a los cultivos controles no controles; esto muestra un
DMSO sobre la

supervivencia celular de de las células TRAMPC1. Tras 48 horas de incubacion del tratamiento

efecto inhibitorio del crecimiento celular pequefio producido por el
con DMSO (0,1% y 0,2%) se observd también una disminucién del crecimiento celular del
0,75 % y 15,29 % respectivamente en comparacion con los cultivos controles no tratados de la

misma linea celular.

Después de 24 horas de incubacion, los resultados obtenidos de cultivos de células
TRAMPC1 con las dos concentraciones de DMSO estudiadas (0,1% y 0,2%) e irradiadas
mostraron una mayor supervivencia celular que las células controles irradiadas. Se ha
determinado tuvo un incremento del 368% en supervivencia celular para los cultivos de control
irradiados a la dosis mas alta empleada (10 Gy) y tratados con una concentracion del 0,1% y
del 53% en la supervivencia celular cuando las células se trataron con DMSO al 0,2%. El
andlisis estadistico ha determinado un aumento estadisticamente significativo de la
supervivencia celular en estos cultivos tratados con DMSO en comparaciéon con los cultivos
celulares controles irradiados y no tratados (p <0,001); lo que expresa una capacidad
radioprotectora del DMSO frente al dafio citotoxico inducido por los rayos X (Tabla D4; Figura
D7).

Tabla D4. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de préstata
murino TRAMPC1 tratados con DMSO ( 0,1% y 0,2%) y expuestos a diferentes dosis de rayos X,
evaluadas después de 24 horas de incubacién.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy
Control 100,0 +5,8 | 88,2 £5,1 642+20 |612+04 |471+6,0
DMSO 0,1% 100,0+7,0]100,0+6,3 ]| 100,0+54 | 9570+7,5 | 83,6 + 3,4*
DMSO 0,2% 100,0+6,5]100,0+7,0| 100,0+6,2 | 100+4,4 | 100 +4,3*
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Figura D7. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratadas con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestas a diferentes
dosis de rayos X, evaluadas tras 24 horas de incubacioén ((*): (p <0,001) versus control
irradiado).

El Factor de proteccién (FP) obtenido para cultivos tratados con DMSO al 0,1%
después de una incubacion de 24 horas y exposicion a la dosis de irradiacion mas alta (10 Gy)
fue del 76%, que alcanza un FP del 112% cuando se administré una solucién al 0,2% de

DMSO en las mismas condiciones.

Después de 48 horas de incubacion, los resultados de supervivencia celular
obtenidos para los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con las dos concentraciones de
DMSO (0,1% y 0,2%) fueron mucho mas elevados que los determinados en el grupo de control
irradiado; aunque similares en ambas concentraciones de DMSO utilizadas en el estudio.
Ambas concentraciones de DMSO produjeron un incremento del 77% en la supervivencia
celular de los cultivos tratados en comparacion con la de los controles irradiados. En ambas
concentraciones de DMSO, se han determinado un aumento estadisticamente significativo de
la supervivencia celular en comparacion con las células controles irradiadas y no tratadas (p
<0,001), lo que expresa la capacidad radioprotectora del DMSO frente al dafio inducido por la

radiacion ionizante (Tabla DS5; Figura D8).
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Tabla C5. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratados con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestos a diferentes

dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacion.
Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy
Control 100,0 £4,5|51,25+6,7 | 357+04 |351+05 |238+6,2
0,1% DMSO 100,0 £7,0 | 100,0+5,4 | 100,0+7,4 | 100,0 £5,7 | 100,0 + 6,2*
0,2% DMSO 100,0 £6,1 | 100,0+7,2 | 100,0+6,2 | 100,0£8,2 | 100,0 + 9,4*

DMSO-48h TRAMP-C1
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Figura D8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos
celulares tumorales de préstata murino TRAMPC1tratadas con DMSO
0,1% y 0,2% y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas
después de 48 horas de incubacién ((*): (p <0,001) versus control
irradiado).

El FP obtenido de los cultivos celulares tratados con las dos concentraciones de
DMSO e irradiados con la dosis mas alta (10 Gy) tras 48 horas de incubacion fue del 334%

para ambas concentraciones de DMSO.

- ACIDO CARNOSICO

La administracion de 20 pl de acido carnésico al 25 pM y 50 yM tras 24 horas de
incubacion a las células TRAMPC1 provoco a una disminucion del 0,21% y del 15,39% en la
viabilidad de las células TRAMPC1 respectivamente, respecto a los resultados obtenidos de los
cultivos celulares controles. Tras 48 horas de incubacién y a las mismas concentraciones (25
MM y 50 pM), la disminucion en las supervivencia celular fue del 18,63% y 33,26%
respectivamente. En los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con 25 yM y 50 yM de CARN
que se irradiaron y se incubaron durante 24 horas, se obtuvo una supervivencia celular
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significativa mayor que la determinada en los cultivos controles irradiados. A la dosis de
radiacion mas alta (10 Gy) utilizada en este estudio, la supervivencia celular en los cultivos
tratados e irradiados aumentd un 53% en comparacion con los cultivos controles irradiados,
determinandose un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia celular en
comparacién con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa una
capacidad radioprotectora del CARN frente al dafo citotoxico inducido por la radiacion
ionizante (tabla D6; Figura D10).

Tabla D6. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratados con CARN (25 uM y 50 pM) y expuestos a diferentes
dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacioén.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy

Control

100,0 £5,8

88,3+ 1,1

64,8+7,0

61,3+6,5

47,201

25uM Acido Carndsico

100,0 £ 8,2

100,0+7,6

100,0£6,9

100,0+7,5

100,0 £ 9,2*

50uM Acido Carnésico

100,0+7,9

100,0 £ 8,3

100,0+£7,5

100,0£9,0

90,2 £10,2*
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Figura D10. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratadas con CARN (25 pM y 50 uM) y expuestas a
diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacion ((*): (p
<0,001) versus control irradiado).

El Factor De Proteccion (FP) obtenido de los cultivos celulares tratados con las dos
concentraciones de CARN e irradiados con la dosis mas alta (10 Gy) tras 24 horas de

incubacion fue del 112 % para 25 yM; mientras que del 91% para 50 pyM de acido carndsico.

Tras 48 horas de incubaciéon de los cultivos de células TRAMPC1 tratadas con 25

y 50 uM de acido carndsico e irradiados con la dosis de radiacién mas alta (10 Gy) se observo
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un incremento de la supervivencia celular en comparacion con los cultivos celulares controles

irradiados. Tras los dos periodos de incubacion (24 h y 48 h), la supervivencia celular similar

entre ambas periodos, obteniéndose un practicamente 77% de incremento en la supervivencia

celular en comparacion con los controles irradiados y no tratados. En ambas concentraciones

utilizadas, se demostré un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia celular

de las células TRAMPC1 respecto a los cultivos celulares de control irradiados y no tratados (p

<0,001);lo que expresa una capacidad radioprotectora del CARN frente al dafio inducido por los
rayos X (Tabla D7; Figura D11).

Tabla D7. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
préstata murino TRAMPC1 tratados con CARN (25 uM y 50 uM) y expuestos a diferentes

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+25[513+6,2 [ 354+44 |[358+44 [232+0,2
25 uM CARN 100,0+5,5]100,0+7,4 | 100,0+4,7 | 100,0+£5,7 | 100,0 £4,9*
50uM CARN 100,0+5,7 | 100,0+7,1 ] 100,0+6,8 | 100,0+5,7 | 98,0 £ 0,0*
dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacioén.
CARN48h  [TRAMP-C1 |
(%) "
i
100 - = : "
20
5| 80
=
S| 70
Ly
2 &0
2| s0
[
al 40 !
]
| 30 h\i
20
10
ﬂ L L]
0Gy 4Gy 6Gy BGY 10Gy
Dods

Figura D11. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células
tumorales de préstata murino TRAMPC1 tratadas con CARN (25 yM y 50 M)
y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de

incubacién ((*): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de Proteccion (FP) obtenido de los cultivos tratados con 25 yM y 50 uM

de acido carndsico después de 48 horas y la irradiacion con la dosis de mas alta (10 Gy) fue

del 334% para ambas concentraciones de acido carndsico.
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- ACIDO ROSMARINICO (AR)

La administracién de 20 ul de soluciones de AR 25 uM y 50 uM a los cultivos de células
TRAMPC1 e incubados durante 24 horas no produjo disminucion de la supervivencia celular
respecto a la de cultivos controles no tratados. Sin embargo, cuando las células se incubaron
durante 48 horas, a las mismas concentraciones de AR (25 yM y 50 uM), se observé una
disminucién del 5,77% en supervivencia celular de sélo en los cultivos tratados a la
concentracién de 25 pM, ya que a la concentracion de 50 yM tampoco se observo ninguna

disminucién en la supervivencia celular.

Tras la irradiacion y 24 horas de incubacion, los resultados obtenidos de los cultivos de
células TRAMPC1 tratados con las dos concentraciones de AR (25 yM y 50 uM) mostraron una
mayor supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A la dosis de
radiacién mas alta (10 Gy) y a la concentracion mas elevada utilizada en este estudio (50 uM),
se observo un aumento de la supervivencia celular del 21,7% respecto a las células controles
irradiadas. Con las dos concentraciones utilizadas se ha determinado un aumento
estadisticamente significativo de la supervivencia celular en comparacion con las células
control irradiadas (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora del AR frente al

dano citotdxico inducido por la radiacion ionizante (Tabla D8; Figura D13).

Tabla D8. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratados con AR (25 uM y 50 uM) y expuestos a diferentes
dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacioén.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+5,8 | 88,0+20 [ 643+72 |61+54 475+6,1
Acido Rosmarinico 25 uM 100,0+£6,0 | 71,0+8,8 | 71,4+50 | 64,541 64,8 £7*
Acido Rosmarinico 50 uM 100,0+£9,2 | 722+6,1 | 72,48 |682+64 | 68,8+6*
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Figura D14. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares
tumorales de préstata murino TRAMPC1tratadas con AR (25 uM y 50 pM) y
expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de
incubacién ((*): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de Proteccion (FP) obtenido en las muestras tratadas con acido
rosmarinico durante 24 horas e irradiadas con la dosis mas alta (10 Gy) fue del 36% para las
células tratadas con acido rosmarinico al 25 uyM y del 44,2% con el tratamiento de acido

rosmarinico al 50 yM.

Después de 48 horas de incubacion, los resultados obtenidos para los cultivos de
células TRAMPC1 tratadas a las dos concentraciones de AR (25 y 50 uM) mostraron una
menor supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A la mayor
dosis de radiacién y a la mayor concentracion utilizada en este estudio, la supervivencia celular
fue del 20% menor respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A ambas
concentraciones, se ha determinado una reduccién estadisticamente significativa de la
supervivencia celular en comparacion con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que
expresa una ausencia de capacidad protectora frente al dafo citotdxico inducido por la

radiacion ionizante (Tabla D9; Figura D15).
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Tabla D9. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratados con AR (25 uM and 50 uM) y expuestos a diferentes

dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacién.

Dosis de 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Radiacién
Control 100,0 £+ 4,5 54,3+5,2 35,3 5,5 35+6,6 23,0+ ,2
Acido Rosmarinico | 100,0 + 8,4 41,0 £69,1 19,7+84 14,3+04 | 52+1*
25uM
Acido Rosmarinico | 100,0 + 9,3 5,7+6,9 6,3+1,5 34129 3,157
50uM
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Figura D15. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares

tumorales de prostata murino TRAMPC1 tratadas con AR (25 pM y 50 uM) y
expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de
incubacién ((*): (p <0,001) versus control irradiado).

Cuando las células se irradiaron con la dosis mas alta de 10 Gy y se incubaron

durante 48 horas, no se determina ningun factor de proteccion ya que se pone de manifiesto un

efecto radiosensibilizante del acido rosmarinico sobre las células TRAMPC1.

- MEZCLAS DE APIGENINA Y ACIDO CARNOSICO (APl + CARN)
La administracion simultanea de cantidades de igual concentracién (equimolar) de
Apigenina y CARN 20 ul de 15 yM (15 uM API+15 uM CARN) y 25 uM (25 uM API+25 uM

CARN) se evalué para valorar la supervivencia celular. Después de 24 horas de incubacion, la

mezcla equimolar 15 yM no condujo a una disminucién de la supervivencia celular; sin

embargo, la mezcla equimolar 25 yM provocé una reduccion del 11% de la supervivencia

celular con respecto a las células control no tratadas. Tras 48 horas de incubacion, no se

observo disminucién en la supervivencia celular a la concentracion mas baja (15 uM), pero se
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observé una disminucion del 27,5% en la supervivencia celular con la mezcla 25 yM en

comparacioén con los cultivos controles.

Después de la irradiacion de las células con la dosis mas alta de 10 Gy y la
incubacion durante 24 horas, los resultados obtenidos con los cultivos celulares TRAMPCA1
tratados conjuntamente con las dos sustancias en ambas concentraciones mostraron una
mayor supervivencia celular que alcanzo un 53% en comparaciéon con las células controles
irradiadas. A ambas concentraciones, se demostré un aumento significativo en la supervivencia
celular en comparacion con los cultivos controles (p <0,001); lo que expresa una capacidad
radioprotectora de la mezcla API+CARN frente al dafio citotdxico inducido por la radiacién
ionizante (Tabla D10; Figura D17)

Tabla D10. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales
de préstata murino TRAMPC1 tratados con 15 uM y 25 uyM de mezcla (APl + CARN) y

expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacion.
Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 1000+58 | 888+7,1|643+72|61,1+54 |472+52
15 uM (APl + CARN) | 100,0+82 | 915+7,4 | 882+9,1|892+76|732+7,8"
25 uM (API + CARN) | 100,0+8,1 | 955+7,3 | 851+6,5| 96,1+2,7 | 100,0 +8,4*
API+CAR-24h TRAMP-C1
(%)

Supervivencia celular
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Figura D18. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales
de préstata murino TRAMPC1tratadas con 15 uM y 25 uM de mezcla (APl + CARN)
y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de
incubacién ((*): (p <0,001) versus control irradiado).
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Después de de la irradiacion de las células con la dosis mas alta de 10 Gy y una
incubacion de 24 horas, el FP obtenido de los cultivos celulares tratados con la mezcla de
apigenina y CARN fue del 102% para una concentracion equimolar de 15 yM y del 97 % para

las mezcla a una concentracién de 25 pM.

Cuando se irradiaron con la dosis de radiacién mas alta de 10 Gy después de 48 horas
de incubacion, los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con las mezclas 15 yM y 25 yM
mostraron un aumento de la supervivencia celular de hasta un 77% para la mezcla equimolar
mas alta en relacién con los controles irradiados y no tratados. A ambas concentraciones, se
ha determinado un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia celular en
comparacién con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa una
capacidad radioprotectora de la mezcla estudiada frente al dafio citotdxico inducido por la

radiacion ionizante (tabla D11; Figura D18).

Tabla D11. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de préstata
murino TRAMPC1 tratados con 15 pM y 25 pM de mezcla (APl + CARN) 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

51,8 +8,2

353+74

351+5,6

23,2+5,2

15 uM (APl + CARN)

100,0 £ 8,2

705+74

70,2+ 9,1

70,8+7,6

73,2+8,9"

25 uM (APl + CARN)

100,0+7,7

88,573

92,1+£6,5

86,1+2,7

100,0 £10,4*
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Figura D18. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de préstata murino
TRAMPC1tratadas con 15 uM y 25 yM de mezcla (APl + CARN) y expuestas a diferentes dosis de
rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacion ((*): (p <0,001) versus control irradiado).
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Cuando los cultivos celulares se irradiaron con la dosis de radiacion mas alta de 10 Gy
y se incubaron durante 48 horas, el FP obtenido de las células tratadas con apigenina y acido

carnosico fue del 217% para la mezcla 15 uyM y del 334% cuando se utilizé la mezcla 25 yM.

-  MEZCLAS DE APIGENINA Y ACIDO ROSMARINICO (API + AR)
Cuando la apigenina y el acido rosmarinico se coadministraron en concentraciones

equimolares de 20 ul de (15 uM API + 15 uM AR) y (25 uM API + 25 uM AR), se observd una
disminucién en el porcentaje de supervivencia celular tras 24 horas de incubacién. Para la
mezcla 15 yM, la supervivencia celular se redujo en un 20,4%; mientras que la mezcla 25 yM
produjo una reduccion del 47,43%. Después de 48 horas de incubacion y el tratamiento a las
mismas concentraciones (mezclas 15 pM y 25 yM), la disminucion de la supervivencia celular
para la mezcla 15 yM fue del 40,9%, mientras que la mezcla 25 pM produjo una reduccion de
62,5%,

En los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con mezclas (API + AR) e irradiados, los
resultados obtenidos de cultivos para el periodo de incubacion de 24 horas tratados con las dos
mezclas (15 pM y 25 yM) se observo una mayor supervivencia celular en relacion con los
controles irradiados. Se ha determinado un aumento estadisticamente significativo de la
supervivencia celular del 53% para ambas concentraciones cuando las células se irradiaron
con 10 Gy de radiacion. (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora de la mezcla

API + AR frente al daio citotoxico inducido por los rayos X (Tabla D12, Figura D20).

Tabla D12. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales
de préstata murino TRAMPC1 tratados con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y
expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacién.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+5,8 88,0+7,1|642%7.2 612+54 | 472+51
15 uM (Apigenin+AR) 100,0+8,9 |875+8,1|100,0+124 | 93,8+8,4 | 100,0 + 8,5*
25 uM (Apigenin+ AR) 100,0+8,2 | 875+7,3|875+7,9 946+75|100,0+7,8*
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Figura D20. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de
prostata murino TRAMPC1 tratadas con 15 yM y 25 uyM de mezcla (APl + AR) y expuestas
a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacion ((*): (p
<0,001) versus control irradiado).

Después de 24 horas de incubacién, el FP obtenido con cultivos celulares
TRAMPC1 tratados con ambas concentraciones de la mezcla de APl + AR e irradiados con la

dosis de radiacion mas alta (10 Gy) fue del 112%.

Para la dosis de radiacion mas alta administrada en este estudio (10 Gy), y después de
48 horas de incubacion, los resultados obtenidos para los cultivos celulares TRAMPC1 tratados
con las mezclas equimolares 15 yM y 25 uM de API + AR mostraron también un aumento igual
en la supervivencia celular. La supervivencia celular aumenté en un 77% para ambas mezclas
equimolares y a la dosis de radiaciéon mas alta administrada en este estudio (10 Gy). El analisis
estadistico ha determinado un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia
celular del as muestras tratadas con APl y AR en comparacion con cultivos controles de células
irradiadas y no tratadas, lo que expresa una capacidad radioprotectora de la mezcla utilizada

frente al dano citotéxico inducido por los rayos X (p <0,001) (Tabla D13; Figura D21).
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Tabla C13. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales
de préstata murino TRAMPC1 tratados con 15 pM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y
expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacién.

Dosis de Radiacién | 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+45|515+82 [351+74 |353%56 232+52
15 uM (API1 + ROS) | 100,0+8,4 | 1000+6,4 [ 83,5+8,1 | 85,5+6,3 100,0 £ 7,3*
25uM (API+ROS) | 100,0+6,1 | 100,0+7,4 | 100,0+8,4 | 100,0+9,80 | 100,0 + 8,3*
APIHAR-48h TRAMP-C1
(%)

Supervivencia celular
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Figura D21. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de
préstata murino TRAMPC1 tratadas con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y expuestas
a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacioén ((*): (p
<0,001) versus control irradiado).

Tras la irradiacion con la dosis mas alta (10 Gy) y después de un periodo de

incubacion de 48 horas, el FP obtenido en las células tratadas con las mezclas equimolares 15

uMy 25 uM de APl y AR fue 334%.
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IV.6. Resultados.
RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CELULAS DE MELANOMA
METASTASICO DE RATON (B16F10).
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IV.6. Resultados.

RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CELULAS DE MELANOMA
METASTASICO DE RATON (B16F10).

- Porcentaje de supervivencia celular en los cultivos B16F10 controles tras la

exposicion a rayos X

Los resultados de supervivencia celular de las células B16F10 no tratadas con

ninguna sustancia pero irradiadas con varias dosis de rayos X (0 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy y 10 Gy)

mostraron una disminucién progresiva en el numero de células viables determinandose una

relacién inversamente proporcional a la dosis de radiacion y all periodo de incubacién posterior

a la irradiacion (p <0,001), determinandose que la viabilidad celular disminuye al aumentar la

dosis de radiacion y al aumentar el periodo de incubacion estudiado. La supervivencia celular

tras 24 horas de incubacioén se redujo en un 33,1% con la dosis de radiacion mas alta utilizada

(10 Gy) y del 41% tras 48 horas de incubacién a la misma dosis de radiacion (p <0,001); lo que

expresa el dafo citotdxico inducido por la radiacién ionizante y la importancia del tiempo post-

irradiacién necesario para poder evaluar la muerte celular inducida por los rayos X (Tabla E1;

Figura E1).

Tabla E1. Porcentaje de supervivencia celular (%) de cultivos de células B16F10
irradiadas con rayos X tras los dos periodos de incubacién post-irradiacién estudiados.

Tiempo/ Dosis de Radiacién 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 | 66,945,7*
48 horas 100+25|74,7+ 83 |72+6,8 |660+74 | 59,0459"
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Figura E1. Curvas de supervivencia celular de cultivos celulares controles
de melanoma metastasico B16F10 ((#): (p <0,001) frente a las células

- SUSTANCIAS ENSAYADAS

control irradiadas).

La figura E2 muestra el efecto de la administracién de las diferentes sustancias y

mezclas ensayadas sobre las células metastasicas de melanoma B16F10. Se utilizaron

diferentes concentraciones de sustancias y mezclas (25 yM y 50 pM) para analizar su

capacidad radioprotectora. Los resultados obtenidos después de tratar los cultivos de células

B16F10 con estas sustancias e incubar posteriormente los cultivos celulares durante 24 h se

resumen en la Figura E2.

196



1V. Resultados

CONTROL-24h

(%)
100 ;

90
80 3
70
60 3
0
o’
30
20

Supervivencia celular

10 3
03

CONTROL

|fB1sF1n_‘

DMSO

APIG

AP+CARN

825 microM

100

100

100

100

API+AR

CARN

ROSM

78,7

487

329

B850 micraM

100

100

94,7

L

64

3re

23,5

Concentracion

Figura E2. Porcentaje de supervivencia celular de cultivos de células tras la

administracion de las diferentes sustancias estudiadas en células de melanoma
B16F10, después de un periodo de incubacion de 24 h (DMSO: dimetilsulféxido,
API: apigenina, CARN: acido carnésico, AR: acido rosmarinico).

Los resultados obtenidos después de tratar los cultivos de células B16F10 con estas

sustancias e incubar los cultivos celulares durante 48 h se muestran en la Figura E3.
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Figura E3. Porcentaje de supervivencia celular de cultivos de células control tras

Concentracion

la administracion de las diferentes sustancias estudiadas en células de
melanoma B16F10 después de un periodo de incubacion de 48 h (DMSO:

dimetilsulfoxido, API: apigenina, CARN: acido carnésico, AR: acido rosmarinico).
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- APIGENINA
El tratamiento de las células B16F10 no irradiadas con 20 pl de una solucion 25

UM de apigenina durante un periodo de incubacion de 24 horas no produjo disminucién en la
supervivencia celular en comparaciéon con los cultivos control mostrando ausencia de
capacidad citotoxica de la apigenina. Los cultivos celulares B16F10 tratados con las dos
concentraciones (25 uM y 50 uM) de apigenina y expuestos a rayos X han mostrado una mayor
supervivencia celular que las células controles irradiadas. A la dosis de radiacion mas alta (10
Gy) se ha determinado un incremento de la supervivencia celular del 21% y del 33% en las
células tratadas con apigenina e irradiadas (tras 24 y 40 horas respectivamente) en
comparaciéon con las células controles irradiadas, determinandose a ambas concentraciones
estudiadas un aumento estadisticamente significativo de la supervivencia celular (p<0,001); lo
que expresa una capacidad radioprotectora de la Apigenina frente al dafo citotdxico inducido

por los rayos X sobre las células B16F10 (Tabla E2; Figura E4).

Tabla E2. Porcentaje de supervivencia celular (%) de las células B16F10 tratadas con
Apigenina 25 pM y 50 pM y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas tras 24
horas de incubacién.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 100Gy

Control

100,0+9,5

86,7+74

80,6 + 8,2

73,2+6,8

66,9+77

Apigenina 25 yM

100,0+ 74

100+ 7,1

91,4+6,5

88,9+5.3

85,7 +5,2*

Apigenina 50 yM

100,071

100 £ 8,1

100,0+5,7

100,0+6,2

100,0 +6,9"
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Figura E4. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con apigenina 25 pM y 50 uM e irradiadas con diferentes dosis de
rayos X, evaluadas tras 24 horas de incubacién ((#): (p <0,001) versus control
irradiado).
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El Factor de Proteccion (FP) obtenido en los cultivos de células B16F10 a las 24
horas de incubacién tratados con apigenina 25 yM y expuestos a la dosis de radiacion mas alta
de 10 Gy es 56,8%; vy, del 100% cuando las células se trataron con la solucion de apigenina 50

MM e incubada durante el mismo periodo.

Tras 48 horas de incubacion en la administraciéon de las dos concentraciones
de apigenina (25 y 50 yM), los resultados mostraron también un aumento en la supervivencia
celular en comparacién con cultivos controles irradiados. Se obtuvo un aumento del 14% en la
supervivencia celular para la mayor concentraciéon de apigenina (50 uM) a la dosis de radiacion
mas alta empleada (10 Gy); mientras que el aumento fue del 24% para la concentracién mas
baja (25 uM). A ambas concentraciones de apigenina estudiadas, se ha determinado un
aumento estadisticamente significativo de la supervivencia de células de melanoma B16F10
cuando se comparan con cultivos de células controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa
una capacidad radioprotectora de la apigenina frente al dafo citotoxico inducido por la
radiacion ionizante (Tabla E3; Figura E5).

Tabla E3. Porcentaje de supervivencia celular (%) de las células B16F10, tratadas con
Apigenina 25 pM y 50 uM y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después
de 48horas de incubacion.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy

Control 100,01+ 0 74,7+83 |72,0+6,8 |660+74|590+5,9
Apigenina 25 uM 100,0+9,11100,0+8,1 | 832+78|746+75|833+7,9*
Apigenina 50 uM 100,0+8,4 | 100,0+8,7 | 90,7+8,1|829+75|735+7,9*
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Figura E5. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con apigenina 25 uM y 50 uyM e irradiadas con diferentes dosis de rayos
X, evaluadas después de 48 horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control
irradiado).

El Factor de Protecciéon (FP) obtenido de cultivos celulares B16F10 tratados
con apigenina 25 uM después de la exposicion a la dosis de radiacion mas alta (10 Gy) fue del
59% tras 48 horas de incubacion y del 35% cuando se utilizo una concentracion de apigenina
50 uM.

- DIMETILSULFOXIDO (DMSO)

La administracion de DMSO al 0,1% y 0,2% a los cultivos de células B16F 10 incubadas
durante 24 horas produjo una disminucion de la supervivencia celular del 19% y 156%

respectivamente respecto a los controles no tratados.

Tras 24 horas de incubacién de células B16F10 con las dos concentraciones de
DMSO estudiadas (0,1% y 0,2%) y la exposicion a la mayor dosis de radiacion (10 Gy), se
observé una mayor supervivencia celular del 21,8% con respecto a células controles irradiadas
con la menor concentracion de DMSO estudiada (0,1%); mientras que se obtuvo una
supervivencia celular del 10% respecto a los cultivos de control irradiados para la
concentracion mas alta de DMSO (0,2%). A ambas concentraciones de DMSO estudiadas, se
puso de manifiesto un aumento estadisticamente significativo en la supervivencia de células de

melanoma B16F10 en comparacién con cultivos de células controles irradiados (p <0,01); lo
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que expresa una capacidad radioprotectora del DMSO frente al dafio citotoxico inducido por la

radiacion ionizante (Tabla 4;

Figura EB).

Tabla E4. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas
después de 24 horas de incubacién.

Dosis de Radiacién

0 Gy

4 Gy

6 Gy

8 Gy

10 Gy

Control

100,0+9,5

86,7+74

80,6 + 8,2

73,2+6,8

66,9+77

DMSO 0,1%

100,0+5

100,0+8

94,7+ 3

88,03

88,7 + 2¢

DMSO 0,2%

100,07

100,0 1

89,02

876+4

77,0 £ 4A
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Figura E6. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestas a diferentes dosis de rayos X,
evaluadas después de 24 horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control
irradiado).

El Factor de Proteccion (FP) obtenido de cultivos celulares B16F10 tratados con
DMSO al 0,1% y expuestas a 10 Gy de radiacién fue del 65,8% tras 24 horas de incubacién,
mientras que se establecié un FP del 30,5% para cultivos tratados con la mayor concentracion

de DMSO (0,2%), a la misma dosis de radiacién y el mismo periodo de incubacion.

Después de 48 horas de incubacion tras la irradiacion con rayos X, se observo una
mayor supervivencia celular del 6,1% con respecto a los controles irradiados cuando se

administré la solucion de DMSO al 0,1% a una dosis de radiacion de 10 Gy, mientras que a la
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concentraciéon mas alta de DMSO (0,2%) produjo una supervivencia celular del 7% menos que
los controles irradiados a 10 Gy (Tabla E5; Figura E7). Con 48 h de incubacion, la
supervivencia celular obtenida para cultivos de células de melanoma B16F10 tratados con las
dos soluciones de DMSO (0,1% y 0,2%) no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con la supervivencia celular obtenida en cultivos celulares
controles irradiados; lo que expresa la ausencia de capacidad radioprotectora del DMSO en
estas concentraciones frente al dafio inducido por la radiacién ionizante en este periodo de
incubacion estudiado (48 horas) (Tabla E5; Figura E7).

Tabla E5. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con DMSO 0,1% y 0,2% 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+1,2

74,7+83

72,0+6,8

66,0+74

59,0+5,9

DMSO 0,1%

100,0 £ 6,1

650+7,5

71971

725+64

65,1+6,9

DMSO 0,2%

100,0+7.4

58,4+7,0

61,9+64

60,1+8,0

52,0 £8,1

DMSO-48h

B16F10

(%)
100
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Figura E7. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 tratadas
con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de
48 horas de incubacioén ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de Proteccidon (FP) obtenido para cultivos celulares B16F10 de 48

horas tratados con DMSO al 0,1% y expuestos a la dosis mas alta (10 Gy) fue del 14,8%;
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mientras que se determina una ausencia de capacidad protectora cuando se utilizé 0,2% de
DMSO.

- ACIDO CARNOSICO

El tratamiento de cultivos de células B10F16 con 20 microlitros de soluciones 25
MM y 50 uM de acido carnésico durante 24 horas de incubacién produjo una disminucion de la
supervivencia celular del 51,3% y 62,1% respectivamente con respecto a cultivos de control.
Después de 48 horas de incubacion a las mismas concentraciones de acido carnédsico (25 uM y
50 uM), y 17,1%,
respectivamente, en comparacion con los cultivos de células controles no tratadas, mostrando

la supervivencia celular disminuyd adicionalmente en un 14,2%

un grado de toxicidad del acido carnosito en estas células B10F16 (Figura E1;E2).

Tras 24 horas de incubacion de las células B16F10 irradiadas y tratadas con
ambas concentraciones de &cido carndsico (25 y 50 uM), se observé que la supervivencia
celular aumentaba un 15,5% para la concentracién mas baja (25 yM) y un 33,1% para la
concentracion mas alta (50 uM) de acido carnésico cuando se comparan con los cultivos
celulares controles irradiados, para la dosis de radiacion mas alta (10 Gy) en este estudio. A
ambas concentraciones de CARN 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 CARN frente al dano citotéxico inducido por la radiacién ionizante (Tabla E6; Figura E8).

Tabla E6. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con CARN (25 yM y 50 uM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas
después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+9,5 | 86,774 80,6+82 |732+6,8 66,9+7,7
Acido Carnésico 25 uM | 100,0 +8,4 | 100,0+8,1 [ 100,0+7,6 | 100,0+7,9 82,3+9,2*
Acido Carnésico 50 uM | 100,0+7,9 | 100,0+8,4 [ 100,0 8,2 | 100,0 + 9,1 100+ 0,2*
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Figura E8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 tratadas
con CARN (25 yM y 50 uM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas
después de 24 horas de incubacién ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

El Factor de Proteccion (FP) obtenido para cultivos celulares B16F10 tratados con
acido carnosico 25 uyM y expuestos a la dosis mas alta (10 Gy) fue del 46,5% tras 24 horas de

incubacion y del 100% cuando se utilizo solucion de CARN 50 uM.

Después de 48 horas de incubacion tras la irradiacion, el tratamiento de las células
B16F10 la supervivencia celular disminuyd en un 19% y 2% para las concentraciones 25 uM y
de 50 uM respectivamente, en comparacion con las células controles irradiadas. En ambas
concentraciones de CARN no se han determinado diferencias estadisticamente significativas
con las obtenidas en los cultivos de células controles irradiados (Tabla E7; Figura E9). Por el
contrario, la administracion de CARN mostré un efecto de radiosensibilizacion, incrementando

el dafio citologico inducido por la radiacion ionizante (Figura E9).

Tabla E7. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con CARN (25 pM y 50 uM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas
después de 48 horas de incubacioén.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy
Control 100,00 747+83 |720+6,8|66,0+74 59059
Acido Carnésico 25 uM | 100,0+6,9 | 100,0+7,9 | 77,7 +7,1 | 62,3+6,2 | 39,8 + 6A
Acido Carnosico 50 uM | 100,0 + 8,4 | 100,0+9,1 | 76,1+7,4 | 71,2+6,2 | 56,5+ 6,7
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Figura E9. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con CARN (25 uM y 50 pM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X,
evaluadas después de 48 horas de incubacion ((O): (p <0,001) versus control
irradiado).

El Factor de Proteccion (FP) obtenido de los cultivos celulares B16F10 tras 48
horas de incubacion tratados con las dos concentraciones de acido carndsico probadas (25 M
y 50 uM) y expuestos a la dosis de radiaciéon mas alta (10 Gy) fue cero, no determinandose

capacidad de proteccion.

- ACIDO ROSMARINICO (AR)

La administracion de las dos concentraciones acido rosmarinico (25 uM y 50 uM) e
incubadas durante 24 horas produjo una disminucion significativa en la supervivencia celular en
comparacién con los cultivos controles no tratadas. La supervivencia celular disminuyd un
67,1% a la concentraciéon mas baja (25 pyM) y un 76% cuando se administré la mayor
concentracion (50 uM) de AR (Figura E1). Después de 48 horas de incubacion, y a las mismas
concentraciones de AR usadas (25 yM y 50 pM), hubo una mejoria en la supervivencia celular
(ligeramente mas alta que a las 24 horas) de 55,6% y 55% para las soluciones 50 pM y 25 uM,

respectivamente, en relacion con los cultivos control (Figura E2).
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Los cultivos celulares B16F10 tratados con ambas concentraciones de acido
rosmarinico (25 uM y 50 uM) e irradiados con 10 Gy tras 24 horas de incubaciéon muestran una
disminucion de la supervivencia celular en un 18% con la concentracion 25 uM; mientras que
con la concentracion de 50 yM se observa un ligero aumento del 6,6% en comparacion con los
controles irradiados. En estos cultivos no se han determinado diferencias estadisticamente
significativas cuando se compararon con los valores de supervivencia celular obtenidos en los
cultivos controles irradiados, lo que expresa ausencia de capacidad prote4ctora del AR frente al
dafo citotéxico inducido por la radiacion ionizante. Pero ademas, los resultados obtenidos con
la solucion AR 25 uM en B16F10 mostraron un efecto radiosensibilizador aumentando el dafio

provocado por los rayos X (Tabla E8; Figura E10).

Tabla E8. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con AR (25 pM y 50 pM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas
después de 24 horas de incubacion.

Dosis 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

A. Rosmarinico 25 uM

100,0 £ 6,1

61,0+6,3

46,5+5,5

489+71

48,9+6,8*

A. Rosmarinico 50 uM

100,0+9,2

70,0+ 7,1

73,047

73,0+9,2

73,5%6,9
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Figura E10. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con AR (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).
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El Factor de Proteccion (FP) obtenido en las muestras B16F10 tratadas con
acido rosmarinico 25 yM e irradiados a la dosis mas alta (10 Gy) fue del 0% tras 24 horas de
incubacion; el AR a la concentracion 25 uM no muestra capacidad radioprotectora; sin embargo,
cuando las células se trataron con 50 uM de acido rosmarinico, se irradiaron con 10 Gy y se

incubaron durante 24 horas, se obtuvo un FP del 19,9 %.

En los cultivos tratados con ambas concentraciones (25 y 50 yM) de &cido
rosmarinico con 48 horas de incubacion celular tras la exposicion a los rayos X se ha
determinado una menor supervivencia celular en comparacion con los cultivos de control
irradiados. A la concentracion de 50 uM se registré una disminucion del 25% de supervivencia
celular en comparacion con los cultivos de control irradiados; determinandose diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001); lo que expresa la ausencia de capacidad protectora
alguna del acido rosmarinico frente al dafio inducido por los rayos X. Ademas, los resultados
obtenidos muestran una disminucion estadisticamente significativa de la supervivencia celular
en las muestras tratadas con AR respecto a los cultivos controles irradiados (p<0,001); lo que
expresa un efecto de radiosensibilizacion a la concentracion de 50 yM de AR en células de
melanoma metastasico B16F10 aumentando el dafo citotoxico inducido por la radiacion

ionizante.

Tabla E9. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con AR (25 uM y 50 uM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas
después de 48 horas de incubacion.

Dosis Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+0 74,7+83 |72,0+6,8 66,0+7,4 | 59,0459
A. Rosmarinico 25 uM 100,0 £ 8,5 81,0+94 |63,0+78 56,8 +7,3 | 58,2 6,9
A. Rosmarinico 50 uM 100,0+10,3 583+9,5 |632+84 36,4 +8,1 | 34,0 +7*
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Figura E11. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 tratadas
con AR (25 pM y 50 uM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de
48 horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control irradiado).

Los cultivos celulares incubados durante 48 horas tratados con &cido rosmarinico
25 yM e irradiados con la dosis de radiacién mas alta de 10 Gy produjeron un Factor de
Proteccion (FP) del 0,48% y cero (0%) cuando se trataron con AR 50 uM e irradiados con una
dosis de 10 Gy, poniendo de manifiesto la ausencia de capacidad radioprotectora del AR en las
células B10F16.

- MEZCLAS DE APIGENINA Y ACIDO CARNOSICO (API + CARN)

Las mezclas de apigenina y acido carndsico (APl + CARN) a concentraciones de
15 yM (15 pM API + 15 yM CARN) y 25 uM (25 uyM API + 25 yM CARN) se administraron a
cultivos celulares y se evalud su efecto radioprotector. Tras 24h de incubacion de las células
B16F10 tratadas simultaneamente tanto con apigenina como con acido carnédsico a las dos
concentraciones indicadas anteriormente no mostraron ninguna disminucién en supervivencia
celular con la mezcla 15 pM, mientras que se observo una disminucién en supervivencia celular
del 23% en el cultivo de células B16F10 tratadas con la mezcla 25 yM. De forma similar, tras
48 horas de tratamiento a las mismas concentraciones de la mezcla (15 pM y 25 uM) no se
observo disminucion de la supervivencia celular a la concentracién de la mezcla mas baja (15

uM) (Fig. E30) pero mostré una disminucion de la supervivencia celular del 21,9% con la
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concentracion de la mezcla 25 yM en comparacién con los cultivos de controles no irradiados
(Figura E1y E2).

En los cultivos irradiados, tras 24 horas de incubacion de las células B16F10 con el
tratamiento conjunto de apigenina y acido carndsico a las dos concentraciones (15 uM y 25 uM)
y la irradiacién a la dosis mas alta utilizada en este estudio (10 Gy), se observo una
disminucién en la supervivencia celular en comparacién con cultivos celulares control irradiados.
Se observé una disminucion del 46,9% para la combinacién 15 yM mientras que la
combinaciéon 25 yM produjo solo un 3% de disminucién de la supervivencia celular. No se
determind ningun efecto radioprotector para esta mezcla (Tabla E10; Figura E12); sin embargo,
por el contrario, los resultados obtenidos mostraron un efecto radiosensibilizador de la mezcla
de 15 uyM (APl + CARN) sobre células de melanoma B16F10 ya que se han determinado
diferencias estadisticamente significativas determinandose una disminucién de la supervivencia
celular en las muestras tratadas con esta mezcla respecto a los cultivos controles tratados (p
<0,001); lo que expresa un efecto radiosensibilizante de esta mezcla frente al dafo citotéxico
inducido por la radiacion ionizante (Tabla E10; Figura E12) que en cierta forma es similar al

efecto mostrado por la administracion de CARN 15 uM administrado de forma aislada.

Tabla E10. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con 15 pM y 25 uM de mezcla (APl + CARN) y expuestos a diferentes dosis de
rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+9,5|867+7,4|806+8,2|732+6,8|669+7,7
15 uM (APl + CARN) | 100,0+6,9 | 79,0+9,2 | 452+7,8 | 343+84 | 20,0 +9,1*
25 uM (API + CARN) | 100,0+8,1|92,8+7,9|1909+53|77,0+£6,2 | 639+75
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Figura E12. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales
B16F10 tratadas con 15 uM y 25 uM de mezcla (APl + CARN) y expuestas a
diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubacién ((#): (p
<0,001) versus control irradiado).

Los cultivos celulares B16F10 tratados simultdaneamente con 15 pM y 25 uM de
acido carnésico y apigenina e irradiados con una dosis de radiacion de 10 Gy tras 24 horas de
incubacion produjeron un Factor de Proteccion (FP) del 0%, es decir, ausencia de capacidad

radioprotectora alguna para ambas combinaciones.

Los cultivos celulares B16F10 tras 48 horas de incubacion, tratados
simultdneamente con ambas combinaciones de apigenina y acido carndésico (15 uMy 25 uM) y
e irradiados con la dosis de radiacién mas alta (10 Gy), mostraron una disminucién de la
supervivencia celular respecto a las células controles irradiadas. La supervivencia celular de los
cultivos tratados con la combinaciéon 15 pM disminuyd en un 8,3%; mientras que los tratados
con la combinacion 25 pM produjeron una disminucion del 45,8% en la supervivencia celular.
No se ha determinado efecto radioprotector alguno para esta mezcla (Tabla E11; Figura E13).
Por el contrario, los resultados obtenidos mostraron una reduccién estadisticamente
significativa de la supervivencia celular en las células tratadas con esta mezcla ren
comparacion con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa un efecto
radiosensibilizante de la mezcla que incrementa el dafio citolégico inducido por la radiacién
ionizante de la mezcla de 25 pyM (API + CARN) en células de melanoma B16F10 (P <0,001).
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Tabla E11. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con 15 uM y 25 uM de mezcla (APl + CARN) y expuestos a diferentes dosis de

rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacion.

Dosis Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,00 74,7+83|720+6,866,0+74|590+£5)9
15 uM (API + CARN) | 100,0+7,9]1985+8,1181,3+92|649+75|50,7+8,3
25 uM (AP1 + CARN) | 100,0+7,7 | 91,8+6,9 |1 61,9+53[240+74 | 13,12+ 12*

API+CARN-48h

B16F10
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Figura E13. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + CARN) y expuestas a diferentes
dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacién ((#): (p <0,001)
versus control irradiado).

El factor de proteccion (FP) de los cultivos de células B16F10 a las 48 horas de

incubacion tratados simultdneamente con ambas combinaciones de apigenina y &cido

carnosico (15 yM y 25 uM) e irradiadas con la dosis de radiacion mas alta utilizada en este

estudio (10 Gy) es del 0% cero; poniendo de manifiesto la ausencia de capacidad

radioprotectora de cualquiera de las combinaciones utilzadas(15 pM o 25 yM).
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-  MEZCLAS DE APIGENINA Y ACIDO ROSMARINICO (API + AR)

Se administraron mezclas de apigenina y acido rosmarinico a concentraciones de
15 uM (15 yM API + 15 yM AR) y 25 uM (25 pM API + 25 uM AR) a los cultivos celulares y se
evaludé su efecto radioprotector. Tras 24h de incubacion de las células B16F10 tratadas
simultaneamente a ambas concentraciones de la mezcla y no irradiadas se observé una
disminucién supervivencia celular. Las células tratadas con la mezcla 15 yM mostraron una
reduccion de la supervivencia celular del 21,3%, mientras que las células expuestas a la
mezcla de 25 yM mostraron un 36% de reduccion de la supervivencia celular en comparacion
con los cultivos controles (Figura E1). Después de 48 horas de incubacion, los cultivos
celulares B16F 10 tratados con las mismas concentraciones de la mezcla de apigenina y acido
rosmarinico que antes (15 uyM y 25 uM) no produjeron ningun cambio significativo en la
supervivencia celular a la concentracion mas baja (15 uM), sin embargo, se observé una
disminucién del 36% en el porcentaje de proliferacion celular cuando las células se expusieron

a la mezcla de 25 yM en comparacion con cultivos control de las mismas células (Figura E2).

En los cultivos celulares irradiados, tras 24 horas de incubacién de las células
B16F10 con el tratamiento conjunto a ambas concentraciones de apigenina y acido rosmarinico
(15 uM y 25 yM) e irradiadas con 10 Gy mostraron una mayor supervivencia celular respecto a
los controles irradiados en la combinaciéon 15 uM. La supervivencia celular observada para los
cultivos en la mezcla 15 yM aumentd en un 9,1%; por otro lado, una reduccion del 0,4% en la
supervivencia celular se observo con la combinacion de 25 yM (Tabla E12; Figura E14). No se
determinaron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras tratadas con esta
mezcla respecto a los cultivos controles irradiados, lo que expresa la ausencia de capacidad

radioprotectora alguna de esta mezcla frente al dafio inducido por la radiacion ionizante.

Tabla E12. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10
tratados con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y expuestos a diferentes dosis de rayos
X, evaluadas después de 24 horas de incubacion.

Dosis de Radiacién 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy

Control 100,0+9,5|86,7+74|806+82 |732+68|669+7,7
15 uM (API + AR) 1000+8,1|79,0+£8,7 | 745+11,1|685+9,2 | 76,0+8,9
25 uM (API + AR) 100,0+8,5|862+79|675+76 |81,0+8,1|665+95
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Figura E14. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con 15 pM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y expuestas a diferentes dosis de
rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubacion ((#): (p <0,001) versus control
irradiado).

Se obtuvo un Factor de Proteccion (FP) del 27,5% con cultivos de células
B16F10 tratados con la combinacion de apigenina y acido rosmarinico al 15 yM e irradiados
con la dosis de radiacion mas alta (10 Gy) tras 24 horas de incubacién; mientras que se
registro un FP del 0% para las células tratadas con la combinacion 25 yM, por lo que, no se

observo capacidad radioprotectora a esta concentracion,

En los cultivos de células B16F10 tras 48 h de incubacion, se observo una disminucion
de la supervivencia celular en comparacion con los cultivos celulares de control irradiados a
ambas concentraciones de apigenina y acido rosmarinico estudiadas (15 uyM y 25 puM) e
irradiadas con 10 Gy. La supervivencia celular disminuyo en un 22,6% cuando las células se
trataron con la mezcla 15 pM y del 13,1% en la mezcla 25 yM. El analisis estadistico ha
determinado diferencias estadisticamente significativas de los cultivos tratados con la mezcla e
irradiados en comparacién con los cultivos controles irradiados (p<0,001); lo que expresa no
so6lo la ausencia de cualquier efecto radioprotector de la muestra; sino que pone de manifiesto
un efecto radiosensibilizador en donde la administracion de la mezcla API+AR aumenta el dafio
citotoxico inducido por la radiacién ionizante en células de melanoma B16F10 (Tabla E13,
Figura E15).
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Tabla E13. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales
B16F10 tratados con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y expuestos a diferentes dosis
de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubacién.

Dosis de Radiacion 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Control 100,0+ 0 74,7+83 720 +6,8 | 66+74 59,0+5,9
15 uM (APl + AR) 100,0+9,1 | 60,0+8,3 | 46,3+7,5 | 36,6+7,6 | 36,4+8,2*
25 M (API + AR) 100,0+7,5|724+82|46,2+8,1 | 40,1+6,9|459+8,3*

API+AR-48h B16F10
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Figura E15. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10
tratadas con 15 yM y 25 uM de mezcla (APl + AR) y expuestas a diferentes dosis
de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubacién ((#): (p <0,001) versus

control irradiado).

Se observo un Factor de Proteccion (FP) del 0% en los cultivos celulares B16F10
tras 48 horas tratados con ambas concentraciones de apigenina y acido rosmarinico (15 uM y
25 uM) y expuestos a la dosis de radiacion mas alta utilizada en este estudio (10 Gy). Las

mezclas utilizadas no producen efecto radioprotector alguno.
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IV.7.Resultados

ENSAYO DE DETERMINACION DEL GLUTATION INTRACELULAR
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IV.7.RESULTADOS
ENSAYO DE DETERMINACION DEL GLUTATION INTRACELULAR)

Los resultados obtenidos en la realizacién de la curva estandar de la concentracion
total de glutation intracelular se muestran en la Figura G1. La determinacion realizada por
triplicado muestra una buena linealidad hasta la concentracion de 8 uM para mostrar cierto grado
de saturacién a concentraciones mayores mostrando una pendiente correcta para la técnica
utilizada. Los resultados obtenidos en la repetitibilidad del ensayo muestran una reproducibilidad
aceptable.

Dado que los resultados obtenidos nunca superan las 500.000 unidades, se

encuentran dentro de la zona lineal de la curva dosis respuesta obtenida y permite considerar al

método utilizado como una técnica validada para la determinacion de Glutation propuesta.
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Figura G1. Determinacién de Glutatién intracelular:
curva estandar de glutatiéon intracelular

La determinacion del Glutation total (GSH total) obtenidas en ambos tipos celulares
estudiados (PNT2 y B16F10) muestra una mayor concentraciéon de GSH total en las células
tumorales de melanoma murino (B16F10) que en las células epiteliales normales de prostata
humana (PNT2), ya que llega a doblar su concentracién y alcanza diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001), situacion que se mantiene en los dos periodos estudiados (1 hora y 3
horas) (Figuras G2).
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Figura G2. Determinacion de Glutation intracelular total en las células PNT2
y B16F10 a diferentes periodos (*: (p<0,001) frente a la concentracién en células
PNT2)
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La irradiacién de las células con 20 Gy de rayos X produce un aumento del
contenido total de glutation y una disminucién del GSSG oxidado en las células PNT2 para los dos
tiempos estudiados (1h y 3h). Como consecuencia se aprecia el incremento de GSH reducido que
podria ser interpretado como un mecanismo de defensa celular frente al dafio citotéxico inducido
por la radiacion ionizante. En principio podria interpretarse que la irradiacion con rayos X estimula
las actividades de la GR y de la GPX y que en estas células el desvio de GSH a eliminar quinonas
y producir pseudofeomelaninas no es posible, por lo que no habria posibilidad de drenar o desviar
concentraciones de glutatién hacia estos pigmentos. Sin embrago en las linea celular B16F10,
mientras que para el tiempo 1h también ocurre el mismo efecto que en las células no tumorales
aumentando el contenido total de glutation pero al mayor tiempo estudiado (3h) observamos el
efecto contrario con un ligero descenso del glutation total, sin ser estadisticamente significativos
(Figura G3 y G4).
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Figura G4. Determinacién de Glutation intracelular total en las células
PNT2 y B16F10 irradiadas con 20 Gy de rayos X.
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Figura G3. Determinacién de Glutation intracelular total en las células
PNT2 y B16F10 controles e irradiadas con 20 Gy de rayos X.
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Al contrario de lo que se podria esperar, los niveles de GSH total en las células no
disminuyen por efectote la exposicion a rayos X, al menos en los tiempos post-irradiacion

estudiados.

La irradiacion produce cambios significativos en las células B16F10 como puede
establecerse también de los resultados obtenidos con las células PNT2. Estos resultados estan en
concordancia con la conocida mayor radiorresistencia de las células de melanoma a la radiacion

ionizante.
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Figura G5. Determinacion de Glutation oxidado GSSG intracelular
total en las células PNT2 y B16F10 controles e irradiadas con 20 Gy de
rayos X.

La concentracion de GSSG determinada para el grupo control irradiado es
ligeramente inferior que la observada en el grupo control no irradiado en ambas lineas
celulares PNT2 y B16F10 para el menor tiempo estudiado (1h) y para el mayor tiempo (3h) en
las células no tumorales PNT2. Sin embargo, para las células tumorales B16F10 al mayor
tiempo estudiado (3h), observamos un ligero aumento de GSSG oxidado, sin significacion

estadistica (Figura G5).
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Figura G6. Determinacion de los ratios GSH/GSSG en las células PNT2
y B16F10 controles e irradiadas con 20 Gy de rayos X.

En los cultivos celulares PNT2 y en todos los periodos estudiados (1h, 3h y 24h)
hemos determinado un incremento significativo de la ratio GSH/GSSH producido por la
exposicion a 20 Gy de rayos X; manteniendo la misma tendencia disminuyendo a las 3h e

incrementandose significativamente hasta un 23% tras 24h (Figura G6).

En los cultivos celulares B16F10 determinamos una ratio de GSH/GSSH
significativamente mayor que la determinada en las células PNT2 (p<0,001). Las células no
irradiadas presentan una tendencia similar a la descrita en las células PNT2 con un incremento
significativo a las 24 h (p<0,001). Sin embargo las células de melanoma irradiadas con 20 Gy
de rayos X presentan una ratio menor a la hora de la exposicion que se mantiene hasta las 3h

y que disminuye significativamente hasta las 24h (p<0,001) (Figura G6).
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Figura G7. Determinacién de los ratios GSH/GSSG en las células PNT2
controles y tratadas con acido rosmarinico (AR) e irradiadas con 20 Gy
de rayos X.

La administracién de acido rosmarinico en las células PNT2 no presenta ningun
efecto sobre el GSH/GSSG que presentan las células controles; sin embargo, en las células
irradiadas con 20 Gy de rayos X provoca significativo de la ratio GSH/GSSG (p<0,01) lo que
implicaria un intento de disminuir el efecto lesivo inducido por la radiacion ionizante (Figura
G7).

Por el contrario, en las células B16F10, la administracion de acido rosmarinico
(AR) provoca la disminucion estadisticamente significativa del ratio GSH/GSSG (p<0,01), lo
que podria expresar que produce un nivel significativamente menor de glutation libre
intracelular para disminuir el dafio inducido por la radiaciéon ionizante. En este mismo sentido, la
administracion del AR en las células de melanoma irradiadas con 20 Gy no consigue aumentar
el ratio GSH/GSSG (p<0,01) que podria implicar una escasa disponibilidad del glutation
intracelular para eliminar los radiacales librres intrac elulares producidos por la radiacion

ionizante (Figura G8).

222



1V. Resultados

(“o)

Ratio GSH/GSSG

BB16f10

50

OB16F10 IRRA

44

OCont +AR

38

Birr+AR

45

B16F10

Figura G8. Determinacion de los ratios GSH/GSSG en las células
B16F10 controles y tratadas con acido rosmarinico (AR) e irradiadas

con 20 Gy de rayos X.
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V. DISCUSION.

La radiacion ionizante tiene muy importantes aplicaciones en medicina, especialmente
en el diagndstico por la imagen, la medicina nuclear y la radioterapia; sin embargo, los efectos
biolégicos lesivos inducidos por la exposicién del tejido corporal normal a la radiacién ionizante
suponen una de sus limitaciones mas importantes. Por ello, siempre se exige un equilibrio
riesgo-beneficio para el paciente cuando se aplica radiacién ionizante en entornos o
aplicaciones médicos. Este desafio radiobioldgico ha estimulado el interés en el desarrollo de
agentes quimicos que podrian utilizarse como agentes radioprotectores para los tejidos
normales contra el efecto tdxico radioinducido (radioprotector) o mejorar el dafo por radiacién a
los tumores (radiosensibilizadores) mientras se preservan los tejidos normales durante la
radioterapia. Ademas, el creciente uso industrial de la energia nuclear, el riesgo de accidentes /
eventos nucleares y ataques nucleares realizados potencialmente por terroristas, y el aumento
de profesionales expuestos a la radiacion han aumentado el interés en este aspecto de la
radiobiologia (WEISS, 1997; PRASAD et al.,, 2004; ALCARAZ et al., 2011). Numerosos
estudios han intentado proporcionar guias sobre cémo reducir el dafio inducido por la radiacion
ionizante en los pacientes que reciben radioterapia, trabajadores expuestos profesionalmente y
victimas de accidentes por radiacion (ALCARAZ et al., 2010, 2011). Ademas, hay muchos
articulos en la literatura cientifica que intentan demostrar las capacidades protectoras de
diferentes sustancias contra el dafo inducido por la exposicion a la radiacién ionizante
(KONOPACKA y REZESZOWSKA-WOLNY, 2001; GREENROD Y FENECH, 2003, LEE et al.,
2004).

La absorcion de radiacion ionizante por parte del organismo depende del tipo y de la

calidad de la radiacién, pero también de la sensibilidad del tejido irradiado. La radiacion es de
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naturaleza aleatoria y la energia depositada por la longitud de la trayectoria en el tejido
biolégico crea una multitud de ionizaciones y excitaciones en las que las moléculas de agua
que siempre estan involucradas. Estas ionizaciones causan al menos dos tipos de alteraciones
moleculares: por efectos directos impredecibles o estocasticos o no deterministas; y otros, por
efectos indirectos, no estocasticos o deterministas. Pero a través de ambos, muchos
constituyentes moleculares diferentes de las células y de la matriz extracelular se ven
alterados; y transfieren su energia a particulas cargadas dando lugar a diferente especies
moleculares que conducen a la formacién de especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas
a partir de la hidrdlisis del agua (ALCARAZ et al., 2009a).

Cuando las radiaciones ionizantes (RI) interactian con los tejidos biologicos, se
generan grandes cantidades de radicales libres del oxigeno también conocidos como especies
de oxigeno reactivo (ROS) in vivo por la escisién homolitica del agua corporal (radidlisis). Estas
especies reactivas de oxigeno incluyen los radicales hidroxilo *OH, aniones superéxido, O, -,
HO,* o RO, y electrones hidratados e(aq). El peréxido de hidrégeno enddgeno también se
forma por la reduccién del anién superdxido a través de dos mecanismos: los modelos Haber-
Weiss y Fenton. El radical hidroxilo es el mas citotdxico de todos estos radicales mencionados,
con una vida media estimada de 10° s la alta reactividad de estos radicales implica una
reaccion casi inmediata en su lugar de generacion (SCHWARTZ y TERNS, 1992; MUNNE-
BOSCH et al., 1999; MASUDA et al., 2001). Por lo tanto, en el caso de una generacién masiva
de radicales hidroxilo como sucede durante la irradiacidon con rayos X, el efecto citotdxico se
potencia mediante la interaccion de estos radicales con estructuras celulares ricas en acidos
grasos poliinsaturados, como los fosfolipidos de la membrana celular, donde la exposicién a la
radiacion puede inducir reacciones en cadena de peroxidacion lipidica que desencadenan
reacciones dentro y fuera de la propia membrana (LAMAISON et al., 1991; MUNNE-BOSCH et
al., 1999; SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009; ALCARAZ et al., 2009a; KIANG et al., 2012).

En estas situaciones, las elevadas cantidades de ROS en cualquier sistema biolégico
conducen a un estrés oxidativo y bajo tales condiciones de estrés oxidativo, los sistemas
antioxidantes enddgenos estan abrumados o son defectuosos y pueden verse saturados. Es en
este momento cuando pueden usarse agentes exdgenos con fuerte capacidad de eliminacion
de radicales como complementos para disminuir el dafio biologico inducido por los ROS. Las
capacidades de captacion de estos agentes exdgenos propuestos dependen de su alta afinidad
especifica por unirse a los diferentes radicales libres generados por la radiacion ionizante y al
alto grado de estabilidad de los radicales intermedios formados, lo que requiere que la
disponibilidad biolégica, la solubilidad y la farmacocinética de estos antioxidantes puedan
relacionarse a través de su estructura molecular, propiedades fisicas y biodisponibilidad
(ALCARAZ et al. al., 2010; ZAFIROV y col., 1990; GABOR, 1986; TERENCIO et al., 1991).

La capacidad de las diferentes sustancias antioxidantes para prevenir el dafo

genotoxico y citotdxico inducido por la Rl se mide en términos de su capacidad para eliminar el
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exceso de ROS generado por la radidlisis del agua (ALCARAZ et al., 2009). Anteriormente
hemos utilizamos el ensayo de MN para evaluar las capacidades genoprotectoras de
numerosos compuestos y sustancias. Ademas, también hemos puesto de manifiesto que
algunos flavonoides puros (por ejemplo, diosmina y apigenina) y algunos extractos polifendlicos
de origen vegetal expresan capacidades radioprotectoras mas elevadas que algunos
radioprotectores tradicionales, como por ejemplo los compuestos que contienen sulfhidrilo
(DMSO y AMF), tanto contra rayos X in vivo (CASTILLO et al., 2000; BENAVENTE-GARCIA et
al., 2002; 2005) como con radiacion gamma in vitro (BENAVENTE-GARCIA et al., 2005).
También hemos puesto de manifiesto como estas capacidades protectoras dependen del grado
de polimerizacion y su grado de solubilidad en agua o en grasa (hidro o liposolubilidad,
respectivamente) de las sustancias ensayadas, ya que ambas modifican su biodisponibilidad
(CASTILLO et al., 2000; 2001). De igual forma, y en concordancia con otros autores, hemos
descrito que los extractos antioxidantes polifendlicos procedentes de diferentes plantas como la
hoja de olivo (Olea europaea) y citricos (citroflavonoides) (CASTILLO et al., 2000; 2002; 2010;
BENAVENTE et al., 2002; BENAVENTE-GARCIA et al., 2005;) muestran una gran prometedora
capacidad genoprotectora cuando se administran solos, incluso en mayor medida que cuando

se administran en mezclas que contienen diferentes agentes activos.

En este estudio, se evaluan diferentes sustancias para determinar la capacidad de
genoproteccion frente al dafio cromosémico y genotdxico inducido por las RI, en primer lugar.
Posteriormente, hemos evaluado la capacidad radioprotectora o anticitotoxica de dichas
sustancias y asi, establecer las diferencias mas significativas que muestran en su capacidad de
proteccion frente a las RI; siempre en comparacion con los compuestos radioprotectores de
referencia. Para lograr estos objetivos y permitir comparaciones efectivas, hemos utilizados los
mismos protocolos experimentales utilizados en estudios previos y se han adaptado e

incorporado para este estudio.

Hemos utilizado un conjunto de pruebas o ensayos de micronucleos in vitro e in vivo
como herramientas para la evaluacion de la genotoxicidad asi como de la capacidad de
proteccion de las sustancias frente al dafio cromosémico inducido por la RI; mientras que el
ensayo de viabilidad de células MTT la hemos utilizado para determinar las curvas de
crecimiento celular y de supervivencia celular para la evaluacion la capacidad citotéxica de la
RI asi como de la capacidad radioprotectora celular o anticitotoxica de las sustancias
ensayadas. El ensayo de mutagenicidad in vivo de micronucleos de médula ésea de ratdon
(TAKECHI et al., 1985) y el ensayo de micronucleos con bloqueo de citocinéticos in vitro con
linfocitos humanos irradiados (FECNECH y MORLEY, 1985) son dos ensayos citogenéticos
basados en un aumento en la frecuencia de micronucleos como expresién del dafio genotéxico
y cromosémico inducidos por la RIl.. Estos ensayos son las herramientas analiticas mas
comunes empleadas para evaluar la capacidad mutagénica de un agente genotdxico quimico o

fisico.
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El ensayo de micronucleos bloqueados citocinéticamente con citochalasina B en
cultivos directos de linfocitos humanos irradiados descritos por Fenech y Morley (1985), basado
en algunas observaciones iniciales descritas por Carter (1967), es en la actualidad una de las
mejores pruebas de MN para los fines de detedrminacién de las dosis de radiacion absorbida
en hombre (KORMOS y KOTELES, 1988; RAMALHO et al.,, 1988; PROSSER et al., 1988;
GATENBERG et al., 1991; BALASEM y ALI, 1991; BAN et al., 1993, KIM et al. ., 1993;
WUTTKE et al., 1993; FENECH, 2000; AIEA, 2011). Por su parte, el ensayo de micronucleos
en médula 6sea de raton in vivo, también utilizado en este estudio es uno de los ensayos mas
ampliamente utilizados para evaluar la genotoxicidad y la mutagenicidad a corto plazo
empleado en estudios de citotoxicidad (SCHMID, 1976; MAZUR, 1995b). Utilizando estos dos
ensayos, el efecto radioprotector de diferentes compuestos o agentes pueden evaluarse
mediante el grado en que reducen la frecuencia de aparicion de MN producido cuando los
modelos experimentales se exponen a los diferentes agentes genotdxicos, como la radiacién
ionizante, como hemos llevado a cabo en este estudio (STONE et al., 2004; OECD, 2004,
IAEA, 2011). Previamente, nuestro grupo de trabajo ha utilizado el ensayo de MN para
demostrar que la ausencia de lesiones genotdxicas por radiacién ionizante en pacientes
irradiados durante pruebas diagnosticas de medicina nuclear; pero también, para identificar los
efectos genotdxicos inducidos por dosis mas altas como las utilizadas en tratamientos de
ablacion con yodo radiactivo en el cancer de tiroides o en examenes complejos de

radiodiagnéstico utilizando rayos X.

Recientemente, numerosos investigadores han recomendado la evaluaciéon de la
frecuencia de micronucleos mediante el método de micronucleos bloqueados con citochalasina
B en linfocitos humanos como una herramienta precisa como dosimetro bioldgico en la
exposicion a la radiacion ionizante in vivo (ARMERO et al., 2000; ALCARAZ et al., 2000; AIEA,
2011). Esto es particularmente adecuado tras los cambios técnicos que recomendaron el
estudio de la frecuencia de MN después de la primera division mitética (FENECH, 1993a,
1993b), asi como de las decripciones de numerosos autores que establecieron relaciones
dosis-efecto entre la exposicion de las células en cultivos celulares y diferentes dosis de
radiacién ionizante administradas (ALMASSY et al., 1987; BAN et al., 1993).

En este estudio, la frecuencia de micronucleos espontanea o basal determinada en
linfocitos de sangre total periférica no irradiados es de 0,02 MN / CB. Esta tasa espontanea es
acorde con la observada por otros numerosos autores (BALASEM y ALI, 1991; KIM et al.,
1993); pero algo mas alta que las descritas por otros (KREPINSKY y HEDDLE, 1983;
AGHAMOHAMMADI et al., 1984; FENECH y MORLEY, 1985a, 1985b). La mayoria de los
estudios revisados en la lieteratura cientifica recomiendan que los micronucleos se recuenten
al menos en 500 células bloqueadas por citocinesis con el fin de minimizar las pequenas
diferencias existentes (GATENBERG et al., 1991). En este estudio, la frecuencia espontanea
de MN en las muestras controles es de 10 MN / 500 CB, tambnién acorde con lo descrito en
diferentes estudios previos (KIM et al., 1993; FENECH, 2000).
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En este estudio, una sustancias pro-oxidantes (quercetina) y una sustancia
genotdxica (acido zoledronico), previamente identificada por nuestro equipo trabajo como
genotoxica, se han incorporaron en el ensayo como controles positivos junto con un agente
mutagénico (rayos X). En general, esta incorporacion se ha realizado para complementar la
validacion de la calidad técnica del ensayo bajo las condiciones experimentales en el
laboratorio y sirve como una herramienta esencial de garantia de calidad para determinar que
estos resultados son correctos y reproducibles, apoyando la capacidad radioprotectora de las
sustancias evaluadas (LENARZYK y SLOWIKOWSKA, 1995).

Respecto a las frecuencias espontaneas de MN o basales determinadas para
eritrocitos policromatofilos in vivo, las frecuencias de MN descritas en los diferentes estudios
previamente publicados son siempre inferiores a 5 MN / 1000 PCE en los animales controles
no irradiados, considerandose esta frecuencia , a menudo, como el parametro basico de control
de calidad para tales preparaciones (SCHMID, 1976; ABRAHAM et al.,, 1993, SARMA y
KESAVAN, 1993; MAZUR, 1995a; SINGH et al., 1995a; HENNING et al., 1996; BISHT y UMA
DEVI, 1995). La tasa basal de MN determinada en los animales controles no irradiados en
nuestro estudio es de 3 MN / 1000 PCEs, lo que esta, por lo tanto, dentro de los limites

establecidos de esta técnica.

La revision de la literatura cientifica de los ensayos de MN in vivo muestra
relaciones de dependencia entre la dosis de radiacién y el tiempo post-irradiacion y la
frecuencia de apariciéon de MN en los PCEs. Se pueden encontrar estudios previos en células
de médula 6sea de raton irradiados con diferentes dosis de radiacion gamma (UMA DEVI y
SARMA, 1990, JAGETIA, 1990 y ABRAHAM et al., 1993), otros en eritrocitos policromatofilos
de cerdo (LUDEWIG et al., 1991) y médula 6sea de ratén irradiados con rayos X (LENARCZYK
y SLOWIKOWSKA 1995; MAZUR, 1995b).

Generalmente, las dosis de radiacién utilizadas en la experimentacion in vivo son
diferentes, pero generalmente son relativamente altas: 0,25 Gy (SINGH y col., 1995a,
HENNING et al., 1996), 0,5 Gy (SINGH et al., 1995b; LENARCZYK y SLOWIKOWSKA, 1995),
1 Gy (SARMA y KESAVAN, 1993; BISHT y UMA DEVI, 1995 ; SHIMOI et al., 1996), 2 Gy
(SINGH et al., 1995b; MAZUR, 1995b), 6 Gy (MAZUR, 1995a) e incluso 8 Gy (HENNING et al.,
1996). En la mayoria de los estudios revisados, se aprecian aumentos estadisticamente
significativos de la frecuencia de aparicion de micronucleos inducidos por la exposicion tanto a
rayos X (MAZUR, 2000; 1995a, 1995b) como a radiacion y (BROWN et al., 1982, ABRAHAM et
al., 1993; SARMA y KESAVAN, 1993; SINGH et al., 1995; BISHT y UMA DEVI, 1995; SHIMOI
etal., 1996).

Nuestro estudio muestra la siguiente capacidad genoprotectora de las diversas

sustancias analizadas y pone de manifiesto diferencias estadisticamente significativas entre los
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periodos de pre y postratamiento de las sustancias respecto a la exposicion a la radiacién
ionizante. Asi de mayor a menor capacidad genoprotectora se oberva:

- Antes de la irradiacion X:

Acido rosmarinico (AR) > Procianidina (P90) > Acido carnésico (CAR) = Apigenina
(API) = Vit. E (E) > Carnosol (COL) = Extracto soluble de citricos (CE) > Vit (C) = Aminofistina
(AMIF) > Extracto de té verde (TE) = Rutina (RUT) = sulféxido de dimetilo ( DMSO) (p <0.001)

- Después de la irradiacion X:

Carnosol (COL) > Acido carnésico (CAR) > Procianidina (P90) > Apigenina (API) = Vit.
E (E) > Extracto de Citricos Soluble (CE) > Vit C (C) > Extracto de Té Verde (TE) = Rutina
(RUT) = Acido Rosmarinico (AR) = Dimetilsulféxido (DMSO) (p <0.001)

Hemos determinado diferencias estadisticamente significativas entre los dos periodos
de aplicacion del tratamiento, antes o después de la irradiacién con rayos X. Las sustancias de
caracter lipdfilo o liposoluble presentan un aumento de la actividad genoprotectora cuando se
administran tras la exposicion a radiacion ionizante y probablemente indican que esta
capacidad lipofila proporciona una barrera radioprotectora efectiva, como hemos descrito en
nuestro grupo de trabajo (ALCARAZ et al 2009; 2010).

Nosotros hemos utlizado en este estudio la técnica de MN en eritrocitos
policromatéfilos in vivo (MNPCE) de médula 6sea de raton como una herramienta
complementaria, para confirmar los resultados obtenidos in vitro mediante el ensayo de
linfocitos humanos irradiados. La técnica in vivo permite la evaluacién de las capacidades
genoprotectoras de las sustancias ensayadas teniendo en cuenta las respuestas biolégicas en
los organismos vivos y sus problemas de biodisponibilidad. La prueba de micronucleos in vivo
se disefid fundamentalmente para evaluar la capacidad de sustancias quimicas para producir
aberraciones y rupturas cromosomicas. Estas sustancias normalmente se administran
subcutaneamente a pequefios mamiferos y sus efectos se determinan a partir de frotis de la
médula 6sea de dichos animales. Se ha utilizado para determinar los efectos genotoxicos de
agentes fisicos como Rl (ALMASSY et al., 1987; ALCARAZ et al 2009a,b; 2010) y campos
magnéticos (VIJAYALAXMI y OBE, 2005; ALCARAZ et al., 2015)). El ensayo de MN en
eritrocitos policromatofilos de médula 6sea (PCE) de raton desarrollado originalmente por
Schmid (1975), es actualmente la prueba de genotoxicidad a corto plazo in vivo mas
frecuentemente utilizada, de forma aguda o subaguda. Los eritrocitos policromatofilos
micronucleados (MNPCE) en médula ésea constituyen un método simple y rapido para la
deteccion del dafio cromosomico inducido por agentes tanto quimicos como fisicos (HEDDLE y
SALAMONE, 1981; ALMASSY et al., 1987; MAVOURNIN et al., 1990; MAZUR , 1995a); y los
resultados obtenidos son probablemente los mas significativos para evaluar los riesgos
potenciales de las sustancias ensayadas en el hombre (ASHBY et al., 1997). Un aumento en la
frecuencia de aparicion de micronucleos en los PCE es una indicacién de aneuploidia o

induccion clastogénica. Por esta razéon, estos ensayos de micronucleos se han usado
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ampliamente in vivo e in vitro para detectar las roturas cromosémicas y el retraso en la divison
de los cromosomas durante la mitosis (MORITA et al., 2012; KIERSCH-VOLDERS et al., 1997).

Por esta razén, los resultados obtenidos respecto a la magnitud de la genoproteccion
ofrecida por los diferentes tratamientos ensayados con exposicion previa y/o posterior a rayos
X sugieren la probable existencia de diferentes mecanismos radioprotectores. En los
tratamientos de irradiacion pre-tratamiento, los efectos radioprotectores (actividad anti-
mutagénica) de los compuestos fendlicos se basan tedricamente, como se menciono
anteriormente, en su capacidad de eliminacion de los ROS generados durante la exposicion a
la radiacion, especialmente del radical hidroxilo (*OH), cuya generacién es masiva durante la
irradiacion. A partir de las consideraciones estructurales anteriores, la actividad antimutagénica
de los compuestos ensayados administrados como tratamientos previos a la irradiacion son
coherentes con sus propiedades antioxidantes y afinidades especificas con los radicales libres

citoliticos.

Cuando las sustancias analizadas se afiadieron después de la exposicion a la radiacion
ionizante, los Unicos ROS que probablemente estan presentes en las células, de acuerdo con
la vida media del anién superdxido y de los radicales hidroxilo, son los radicales lipoperoxi (R-
00¢), que son principalmente los responsables del dafio oxidativo cromosémico continuado.
Ademas, la radiacion ionizante potencia la secrecidon de enzimas lisosomales y la liberacion de
acido araquidonico desde las membranas a través de actividades de lipooxigenasa,
ciclooxigenasa y fosfolipasa, aumentando asi las respuestas inflamatorias celulares. Bajo estas
condiciones complejas de estrés oxidativo, es muy dificil determinar los elementos estructurales
responsables de los resultados experimentales obtenidos que expliquen su actividad anti-

mutagénica, aunque algunas consideraciones son posibles (ALCARAZ et al., 2009a).

En este estudio, hemos evaluado la capacidad genoprotectora de la Amifostina, un
farmaco radioprotector aprobado para su uso en clinica. Los estudios preclinicos demostraron
que la amifostina puede proteger selectivamente a casi todos los tejidos normales de los
efectos citotoxicos de algunos agentes quimioterapéuticos y también de la radiacién ionizante
en los tratamientos oncolégicos de radioterapia; aunque su uso esta restringido por problemas
de citotoxicidad (HENSELEY et al., 1999; 2009; LINKS y LEWISI., 1999; MORAIS et al., 1999).
La amifostina es un pro-farmaco inactivo que no puede proteger hasta que se desfosforila al
metabolito activo, WR-1065, por fosfatasa alcalina en el plasma. El pro-farmaco (WR2721) se
acumula preferentemente en los rifiones y en las glandulas salivales, donde se metaboliza al
WR1065 activo. Una vez dentro de la célula, el WR-1065 elimina o limpia de radicales libres
O,, asi como del *OH vy del lipoperoxilo (LOO ), protegiendo asi las membranas celulares y
reduciendo el dano radioinducido del ADN. La amifostina necesita estar presente dentro del
organismo en el momento de la radiacién y en cantidades suficientes (BACQ, 1953; TRAVIS,
1979); los resultados que hemos obtenido en nuestro estudio son consistentes con los

descritos en estudios previos. La ausencia de capacidad protectora cuando se administré
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Amifostina inmediatamente después de la irradiacion en nuestro estudio (tratamiento de
Amifostina después de la irradiacion) y las capacidades genoprotectoras mucho mas bajas que
la obtenida por algunas de las otras sustancias ensayadas en este estudio también confirman
los resultados previamente descritos de la amiphostina. El factor de genoproteccion radiolégica
de la Amifostina es significativamente mas bajo que el obtenido con otras sustancias
ensayadas. Todas las sustancias probadas (flavonoides y compuestos organosulfurados)
parecen actuar a través de una accién antioxidante al atrapar radicales libres en el medio
inducido por la radiacion ionizante, tal como se describe para las sustancias organosulfuradas,

especialmente aquellas que contienen puentes disulfuro (S-S).

La proteccion radiolégica aportada por estas sustancias a las células no
cancerosas frente el dafio inducido por la radiacion (efectos radioprotectores) que hemos
determinado en nuestro estudio se pueden atribuir a varios factores. Los mecanismos precisos
por los cuales los amino-tioles ejercen su accion protectora en los tejidos normales no se
conocen bien, aunque se ha llegado a considerar que estos mecanismos pueden ser multiples:

- A nivel molecular, ejercen su efecto citoprotector eliminando radicales libres del
oxigeno, donando iones de hidrégeno a radicales libres o tioles, uniéndose e inactivando asi
farmacos citotdxicos y sustancias citotoxicas (MAZUR, 1995a).

- Los tumores son relativamente hipovasculares, lo que conlleva una hipoxia
comparativa, y por lo tanto, a nivel fisiolégico, inducida por la disminucién del oxigeno (hipoxia),
hipotermia o shock, bajo pH intersticial y menor expresién de fosfatasa alcalina les hace menos
sensibles al efecto protector de los tioles.

- A nivel celular, estimulan la recuperacion de células madre hematopoyéticas
(MAZUR, 1995a; CULY y SPENCER, 2001).

Otras sustancias organosulfuradas que hemos evaluado son el farmaco tiourea
tiourea, 6-n-propiltiouracilo (PTU) y el dimetil-superéxido (DMSO). La capacidad antioxidante
del DMSO ha sido ampliamente reconocida y se sabe que es un potente neutralizador y
eliminador de radicales libres inducidos por la radiacion, especialmente de los radicales
hidroxilo (*OH). También se cree que sus propiedades radioprotectoras estan mediadas por la
facilitacion de la reparacion de roturas de doble cadena de ADN (KASHINO et al., 2010). El
DMSO resulta mas "liquido" que el agua y, por lo tanto, puede penetrar en lugares del cuerpo a
los que nada puede llegar tan rapido. El enlace DMSO-agua es 1,3 veces mas fuerte que el
enlace agua-agua. Este atributo de la unién con el agua mayor que el de las moléculas de agua
entre si es muy significativo. DMSO sustituye al agua y se mueve rapidamente a través de las
membranas celulares y, por lo tanto, puede eliminar facilmente los radicales libres del oxigeno,
incluso a nivel intracelular (SZMANT., 1975).

En general, se ha demostrado que mas de 300 sustancias diferentes que
contienen compuestos azufrados poseen algun nivel significativo de radioproteccion o

genoproteccion. Estos compuestos poseen ciertas caracteristicas similares que probablemente
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expliquen su capacidad de proteccion contra el dafio inducido por la radiacién ionizante. Estas
caracteristicas incluyen aunque no se limitan exclusivamente a las siguientes (BROWN et al.,
1967; 1982):

1. Son analogos quimicos de la cisteina (un aminoacido que contiene grupos tiol).
Similares a la cisteina con el grupo sulfhidrilo protegido por un fosfato.

2. Estas sustancias tienen su grupo SH separado por dos o tres atomos de
carbono del grupo amino basico.

3. Tienen otro grupo amino separado del primero por tres &tomos de carbono.

4. Precisan una dosis media efectiva alta, aproximadamente de 600 mg / kg.

5. Son solubles en agua destilada a pH 6, que es indicativo de un alto valor de pK.

Sin embargo, el DMSO y el PTU no presentan todas estas propiedades, por lo que
probablemente por ello se expliquen sus factores de genoproteccion significativamente mas
bajos. Desafortunadamente, las dosis radioprotectoras efectivas de todos estos elementos
azufrados suelen ser toxico para los tejidos animales a las dosis recomendadas lo que agrava
el inconveniente que presentan todos ellos y es que, ademas, deben administrarse o estar
presente s en el organismo de forma previa antes de la exposicion a la radiacion ionizante
Nuestro estudio también pone de manifiesto que las tres sustancias azufradas descritas
utilizadas en este estudio (Amifostina, DMSO y PTU) carecen de capacidad genoprotectora

cuando se administran inmediatamente después de la irradiacion.

En principio, todas las sustancias probadas parecen actuar como antioxidantes al
neutralizar los radicales libres inducidos por la radiacién ionizante. De acuerdo con nuestros
resultados, Sarma y Kesavan (1993) describieron que el a-tocoferol (vitamina E) proporciona
sistematicamente una radioproteccién mayor que el acido ascorbico en los tratamientos pre y
post-irradiacion. Los efectos radioprotectores se explicaron por la eliminacion de ROS, pero
debido a que ambas vitaminas estan presentes en el sistema durante la exposicion al
clastégeno utilizado (pre-irradiacion), el mecanismo de accién de las vitaminas como agentes
radioprotectores observado cuando se administraron después de la irradiacion quedd sin

explicacion plausible.

Aunque algunos investigadores han atribuido los efectos radioprotectores de la
vitamina E al aumento de la respuesta inmune, también se ha sugerido la necesidad de realizar
estudios para aclarar el posible mecanismo por el cual los radicales peroxilo generados in vitro
son mas eficientemente reparados por el alfa-tocoferol que por el acido ascérbico; lo que
sugiere un mecanismo que protege las membranas liposémicas contra la peroxidacion lipidica
inducida por la radiacion por la vit E, y que no se consigue mediante la vit. C. Otros autores
describen que esta reduccion de los radicales peroxi generados durante la radiacion por las
vitaminas aplicadas sugiere la existencia de otros tipos de mecanismos de proteccion mas
operacionales (SALAH, et al., 1995; RICARDO da SILVA et al., 1991)
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Nuestros resultados muestran que esta via de eliminacion del radical lipoperoxi es
cuantitativamente mayor cuando los compuestos antioxidantes se administran inmediatamente
después de la exposicion a la radiacion ionizante en aquellas sustancias que tienen una alta
liposolubilidad. La diferenciacién entre actividades anti-radicales (vs anién superdxido y
radicales hidroxilo) y anti-lipoperoxidantes (frente a radicales lipoperoxilo) propuestas por
Pincemail et al (1989) parece razonable, y acordes con nuestros resultados en los modelos de
irradiacion pre y post-irradiacion, por lo que podrian utilizarse para explicar los diferentes
comportamientos de los compuestos ensayados en este estudio, explicados en términos de
procesos de peroxidacion lipidica. La actividad anti-lipoperoxidante de los compuestos
fendlicos y de los flavonoides depende de manera compleja de diversos factores, incluyendo la
naturaleza del sustrato lipidico susceptible a la oxidacion, las condiciones de cultivo celular e
incluso el método utilizado para la evaluacion. Los resultados obtenidos muestran que los
unicos compuestos con una capacidad radioprotectora-antimutagénica significativa
administrados inmediatamente después de la exposicidon a la radiaciéon ionizante son los
compuestos liposolubles (CARN, COL y vitamina E) (ALCARAZ et al., 2013).

Similares resultados de reduccion del dafio cromosémico inducido por la radiacion
ionizante se han descrito utilizando el mismo ensayo de micronucleos en médula 6sea con la
administracion de diferentes antioxidantes como la vitamina E (SARMA y KESAVAN, 1993)
beta-carotenos (ABRAHAM et al., 1993), extractos de ajo fresco (SINGH et al., 1995b) e
incluso aglomerantes del ADN (MAURYA y DEVASAGAYAM, 2011; LOBACHEVSKY et al.,
2011). En estos informes, se han demostrado ampliamente diferentes grados de reduccién en
la ocurrencia de los micronucleos de frecuencia en eritrocitos policromatofilos (MnPCE) de
médula ésea de ratén y linfocitos de sangre periférica humana (CBMN). Més recientemente se
ha descrito la capacidad radioprotectora de la luteolina, un flavonoide derivado de las plantas
de té utilizando el ensayo de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica (MNRET) que

es una variacion de la prueba de micronucleos de médula ésea (LEE et al., 2004).

La radioproteccion proporcionada por algunas sustancias administradas tras la
exposiciéon a la radiacién ionizante tradicionalmente se ha considerado como imposible
(TRAVIS, 1979), ya que ninguno de los compuestos radioprotectores conocidos hasta ese
momento (basicamente los amino-tioles) consiguieron demostrar ningun grado de proteccion.
Algunos de nuestros resultados con las vitaminas C y E son consistentes con los resultados
previamente descritos por Konopacka y Rzeszowska-Wolny (2001), que mostraron un efecto
radioprotector de las vitaminas C y E en linfocitos expuestos a la radiacion de rayos X ya se
hubieran administrados antes o después de la irradiacién. Sin embargo, el efecto maximo se
observa cuando se administra dentro de la primera hora tras la exposicion a la irradiacion.
Describieron, también, que el efecto radioprotector dependia de la concentracién de vitaminas
en el cultivo de linfocitos; estableciendo que las concentraciones superiores administradas
previa a la exposicion de vitaminas C a 1 yg / ml y de vitamina E a 2 yg / ml redujeron con

maxima intensidad la frecuencia de micronucleos inducida por la radiacién ionizante.
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Nuestros resultados obtenidos con las procianidinas (P90) son consistentes con los
resultados obtenidos por otros investigadores ya que confirman que los principales
componentes fenolicos del vino alcohdlico (P90) pueden reducir el dafio en el ADN inducido por
la radiacion ionizante y el peréxido de hidrégeno generado por ella (GREENROD y FENECH,
2003).

Se ha descrito que algunos flavonoides como la luteolina, quercetina y rutina, de las
que se conocen algunas actividades antioxidantes, son capaces de inhibir o minimizar los
efectos perjudiciales causados por la radiacion ionizante a través de la eliminacion de los
radicales libres inducidos por la radiacién (SHIMOI et al. , 1996). Mas recientemente, utilizando
el ensayo de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica (MNRET) de ratas,
describiéndose un significativo efecto radioprotector de la luteolina, un flavonoide derivado del
té (LEE et al.,, 2004). Los mecanismos de accion de estos compuestos parecen estar
influenciados por factores estructurales tales como la presencia o ausencia de azucar en uno
de los grupos hidroxilo (formas glicosiladas), el numero total de posiciones hidroxiladas y la
existencia de grupos hidroxilo metilados. Estos elementos estructurales de los flavonoides son
esenciales para la activacion y/o inhibicién de mdltiples sistemas enzimaticos implicados en las
cascadas enzimaticas en la regulacion metabdlica; p.ej. ciclooxigenasa, lipoxigenasa,
fosfolipasa y prostaglandina sintetasas como hemos descrito previamente (MARTINEZ et al.,
2002b).

Obviamente, el grado de efectividad de lucha y eliminacion de los radicales libres
realizados por nuestras sustancias ensayadas como la Diosmina, RUT, CE y TE que las
caracterizan como agentes radioprotectores depende de sus estructuras quimicas. Es conocida
que la capacidad de captar y eliminar radicales hidroxilo se basa principalmente en la
combinaciéon de estructuras conjugadas en el esqueleto polifendlico, principalmente la
estructura o-dihidroxifenol o catecol; por lo tanto, la presencia en CARN y AR de dos grupos
catecol conjugados con un grupo acido carboxilico aumenta sus actividades antioxidantes en
medios acuosos. De hecho, siguiendo las consideraciones estructurales mencionadas
anteriormente, la actividad antimutagénica de AR y del CARN administrada antes de la
exposicidon a rayos X es consistente con sus propiedades antioxidantes y con sus altas
actividades especificas para eliminar los radicales libres. Esto explicaria la mayor actividad
antimutagénica de AR sobre las encontradas en la AMF y en el DMSO (ALCARAZ et al., 2011).
Las propiedades antioxidantes y la capacidad de captacion de radicales libres de los
flavonoides generalmente se han atribuido principalmente a la presencia de tres elementos
estructurales quimicos principales:

1. La presencia de una estructura orto-difenol en el anillo B del esqueleto flavonoide
(grupo catecol), que confiere una mayor estabilidad al radical aroxilo (ArO - -) formado.

2. El doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C en conjugacion con la funcion 4-

oxo. La presencia de dos anillos de catecol, conjugados con un grupo acido carboxilico es,
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probablemente, el elemento estructural mas importante en la actividad antioxidante de este
compuesto (DEL BANO et al., 2003).

3. La presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 de los anillos C y A,

respectivamente.

Figura D1. Posibles mecanismos de accion de los flavonoides ensayados:

1. La nube de electrones puede interrumpir la reaccién en cadena de los
radicales libres al capturar los radicales libres.

2. El grupo Catechol en el anillo B y el doble enlace en C2-C3 pueden
capturar los radicales libres.

3. Los grupos hidroxilo en las posiciones 3 y S del anillo Cy A
respectivamente pueden facilitar o promover la complejacion de metales.
4. Algunos flavonoides y compuestos fendlicos son conocidos por inhibir la
actividad de la prostaglandina sintetasa.

Las capacidades de eliminacién de radicales libres, las capacidades de complejacién
de metales y las propiedades antioxidantes generales del flavonoide serian, por lo tanto,
establecidas por una combinacion de estos tres elementos estructurales basicos. Ademas,
otros elementos estructurales pueden participar ya que la presencia de tres grupos hidroxilo
adyacentes en la estructura de flavonoides permite la conjugacion de esqueletos de
flavonoides adyacentes para formar polimeros.

Nuestros resultados sugieren claramente que no hay una Unica estructura quimica que
pueda relacionarse, con exclusividad, con la capacidad genoprotectora en los compuestos que
hemos ensayado. Sugieren que los efectos antimutagénicos y genoprotectores observados son
proporcionales a la capacidad antioxidante de cada sustancia, aunque también depende de las
propiedades de biodisponibilidad de la sustancia en el medio del ensayo analizado. Por ello,
hemos observado que los flavan-3-oles muestran la mayor capacidad genoprotectora de todos
los polifenoles analizados como hemos descrito previamente (CASTILLO et al., 2000, 2001);
mientras que otros flavonoides con una gran capacidad antineoplasica y antiproliferativa
muestran una menor capacidad antimutagénica (BENAVENTE-GARCIA et al., 2005;
MARTINEZ-CONESA et al., 2005a; YANEZ et al., 2004). Continuando con la busqueda de

compuestos con altas capacidades antioxidantes, nuestro equipo describié otras sustancias
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con una estructura quimica diferente e incluso con una mayor capacidad genoprotectora frente
al dafio cromosémico inducido por la radiacion tales como el AR y el CARN (DEL BANO et al.,
2006).

En definitiva, los requisitos basicos de un radioprotector/genoprotector ideal incluye que
sean menos téxicos que los actuales (amifostina) y altamente efectivos en niveles de dosis no
téxicos, que sean antioxidantes efectivos y con alta capacidad de eliminacion de radicales
libres junto con una buena biodisponibilidad y propiedades de solubilidad. Deben ser capaces
de actuar a través de mecanismos multiples y no deben estar limitados por el tiempo de
aplicacion. Cuando los agentes protectores se administran antes de la irradiacion, la
capacidad radioprotectora parece estar dictada por la capacidad antioxidante del compuesto,
independientemente de los parametros estructurales que confieren esta propiedad al
compuesto. Cuando estas sustancias se administran después de la exposiciéon a radiacion
ionizante, los radicales hidroxilo y superoxido habrian desaparecido del entorno bioldgico
debido a sus semividas extremadamente cortas causando una cascada de eventos que
conducen a lesiones por radiacion, por lo que se buscan algunas caracteristicas adicionales de
los radioprotectores. Los resultados obtenidos muestran que los antioxidantes lipidicos son
capaces de atrapar radicales peroxi formados en las membranas celulares y, por lo tanto,
producen un mayor grado de proteccién contra el dafno inducido por la radiacion ionizante. De
esta manera, estas sustancias pueden trabajar contra la eliminacién del producto de
peroxidacién lipidica y reducir sus efectos nocivos produciendo productos menos nocivos
cuando reaccionan con los radicales libres asociados con la peroxidacion lipidica (ALCARAZ
2009; 2013).

A partir de los resultados obtenidos puede ser esencial en el futuro inmediato realizar
un analisis genoprotector sobre la administracion simultanea de mezclas de diferentes
sustancias para evaluar sus posibles sinergias radioprotectoras. En esta busqueda, la mezcla
de sustancias radioprotectoras podria proporcionar una mejora o una modificacién de las
capacidades radioprotectoras de las sustancias ensayadas segun el momento de la
administracion (es decir, si se administran antes o después de la irradiacion); o incluso reducir
el efecto citotdxico causado por la administracién de una sola de las sustancias y permitir que
se administre una mayor concentracion del radioprotector. Ello conduciria a seleccionar
diferentes sustancias radioprotectoras segun los objetivos deseados en el desarrollo de
farmacos radioprotectores, es decir, como un profilactico (prevencion), administrado antes de la
exposicion a la radiacion (prevencion); como mitigador de radiacién (proteccion) contra una
exposicion conocida o incluso como un tratamiento administrado después de horas tras una

exposicion accidental a la radiacién (tratamiento).

En este estudio, el efecto genoprotector de las diferentes sustancias ensayadas se ha
complementado mediante el estudio de los efectos citotdxicos de estos compuestos utilizando

el ensayo de viabilidad celular del MTT que nos permite evaluar la supervivencia celular y la
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capacidad radioprotectora de esas sustancias. El ensayo del MTT se ha empleado
ampliamente para evaluar el efecto citotoxico de numerosos y agentes sobre cultivos celulares.
Este ensayo proporciona un medio para medir la actividad de las células vivas a través de la
determinacion de la actividad de las deshidrogenadas mitocondria les. En esta prueba, el 3- (4,
5-dimethythiazol-2-y) -2, 5-diphenyl tetrazolium bromuro (MTT) se reduce metabdlicamente por
la succinato deshidrogenasa mitocondrial a un compuesto insoluble, purpura oscuro (formazéan)
que puede ser cuantificada mediante técnicas de colorimetria. Cualquier factor que inhiba la
actividad deshidrogenasa afectara a la reaccion de color asociada y podra ser cuantificada. Se
ha descrito ampliamente que las células activadas producen mas formazan que las células en
reposo y, por lo tanto, permite la medicion de la actividad celular sometida a diferentes
estimulos (MOSMANN, 1983; CARMICHAEL et al, 1987a,b).

Para el estudio de radioproteccion hemos elegido tres lineas celulares que se
corresponden con dos tipos de células que clasicamente se consideran de muy diferente grado
de radiosensibilidad celular: una, la célula epitelial de préstata, de una radiosensibilidad
conocida que sustenta los tratamientos radioterapicos que se utilizan actualmente clinica con
buenos resultados en el tratamiento del cancer de préstata; y otra, el melanoma, considerado
de una gran radiorresistencia en donde el efecto inducido por la Rl es pequefio (BACQ y
ALEXANDER, 1964). En principio, los resultados que hemos obtenido en este estudio pone de
manifiesto las diferencias significativas del sistema de Glutation intracelular, tradicionalmente
considerado como el principal factor endégeno de radioproteccion celular frente a los radicales
libres inducidos por la RI, en donde hemos determina do el doble de cantidad de GSH en las
células de melanoma B16F10 que en las de prostata normal (PNT2) y que podria explicar en
alguna manera la gran radiorresistenncia de estas células en comparacién con las células de

préstata.

En los estudios de genotoxicidad, la amifostina es un potente agente antimutagénico y
radioprotector, pero las reacciones cruzadas que se producen con la técnica del MTT no han
permitido su empleo en el ensayo de viabilidad celular. Sin embargo, si hemos podido utilizar el
DMSO, un eliminador de radicales libres, con una alta capacidad de eliminaciéon de radicales
hidroxilo in vitro; aunque también se ha descrito que a altas concentraciones es toxico para las
células animales cuando se utiliza en estudios de radioproteccion (MURRAY et al., 1988,
WEISS et al., 1990).

Nuestros resultados en los estudios de citotoxicidad muestran efectos significativos de
las sustancias ensayadas como radioprotectores celulares en todas aquellas sustancias que
han mostrado capacidad genoprotectora (APl, DMSO, AR y CARN), asi como en todas las
mezclas entre estas sustancias tanto en las células epiteliales de prostata humana (PNT2)
como en las células tumorales de prostata murino TRAMPC1. Se ha descrito previamente que
estas sustancias tienen minimos efectos toxicos sobre las células epiteliales prostaticas no

tumorigénicas incluso cuando se han tratado con concentraciones crecientes (JOHNSON,
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2011). Asi, también en los estudios de anticitotoxicidad o radioproteccion hemos obtenido un
efecto radioprotector aumentando los porcentajes de supervivencia celular de forma
significativa frente el dafio celular citotoxico inducido por RI; lo que confirma una capacidad
similar al obtenido en nuestros ensayos de genoproteccion. Los resultados de este estudio
confirman nuestros resultados previamente descritos en las células epiteliales humanas de
préstata (PNT2) (ALCARAZ et al., 2013) e incorporan efectos de radioproteccion en las células
tumorales de préstata murino (TRAMPC1) incluso con mas agentes ensayados y con diferentes
mezclas entre las sustancias estudiadas.

Pero de forma sorprendente hemos determinado una ausencia de capacidad
radioprotectora en la linea celular de melanoma metastasico murino B16F10 por dos de
nuestros mas potentes sustancias radioprotectoras (AR, CARN y en todas las mezclas en las
que intervienen), ya que hemos puesto de manifiesto un significativo efecto de
radiosensibilizacién inducido por el CAR y el AR asi como de las diferentes mezclas en las que
intervienen, que consigue anular cualquier tipo de efecto radioprotector del resto de

componentes de la mezcla utilizada.

En este sentido, las capacidades antitumorales del AR, CARN e incluso del carnosol
(COL) se han descrito previamente en diferentes lineas celulares tumorales humanas y no
humanas (ONG et al., 2011, YESIL-CELIKAS et al., 2010, JOHNSON, 2011), en células de
melanoma humano (RUSSO et al., 2009) y también en la linea celular B16F10 (YOSHIDA et
al., 2005, HUANG et al., 2005, YESIL-CELIKAS et al., 2010; JOHNSON, 2011). Se ha descrito
que el COL inhibe la invasion de células B16F10 de melanoma de ratdén altamente metastasico
in Vitro; llevando a la conclusion de que el COL dirige eventos celulares mediados por MMP en
células cancerosas que le proporcionan un nuevo mecanismo para su actividad
anticancerigena (HUANG et al., 1994). Ademas, Visaniji et al (2006) postularon que la induccion
de la detenciodn del ciclo celular en la fase G2 / M producida por el carnosol y el acido carnésico

se asocia con la alteracion de los niveles de ciclina Ay B1.

Segun nuestra experiencia, en el estudio de la inhibicion del crecimiento de diferentes
tipos de células de melanoma inducidas por sustancias polifendlicas (BENAVENTE-GARCIA et
al., 2005; MARTINEZ-CONESA et al., 2005b; YANEZ et al., 2004), nunca hubiéramos
esperado encontrar una pérdida completa de la capacidad radioprotectora de estas sustancias.
No hemos encontrado ningun tipo de referencia sobre este tema en la literatura cientifica
revisada; y no esta claro el mecanismo o las causas por las que el AR y el CARN podrian
perder su capacidad radioprotectora en las células tumorales de melanoma. Pero, en nuestra
opinion, pero podria ofrecer una nueva aplicacion para proteger selectivamente células sanas
de la RI sin proteger a las células tumorales, cuando ambos tipos de células quedan expuestas
conjuntamente a la Rl en un mismo campo de radioterapia. En este caso, las células normales
podrian beneficiarse de sus efectos radioprotectores y genoprotectores; mientras que, por el

contrario, las células tumorales sufririan un efecto radiosensibilizador que potenciaria el efecto
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lesivo del tratamiento con Rl empleado. Por lo tanto, y de acuerdo con la idea postulada
previamente por Yesil-Celiktas et al. (2010), el AR y el CARN solos o en combinacién con otros
medicamentos contra el cancer podrian ofrecer una buena estrategia para el tratamiento de

una variedad de canceres humanos que son resistentes a la quimioterapia y/o radioterapia.

Dado que el mecanismo por el cual CARN y AR (e incluso el Carnosol) pierden sus
capacidades radioprotectoras en las células de melanoma murino B16F10 es nueva (ALCARAZ
et al., 2013) el mecanismo por el que esto sucede es completamente desconocido. Un posible
mecanismo que podria explicar esta pérdida de actividad radioprotectora podria estar
relacionado con una actividad funcional muy especifica de estas células de melanoma:
melanogénesis. El efecto de algunos extractos botanicos sobre la melanogénesis ha sido
previamente descrito (KIM et al., 2006) demostrando que algunos flavonoides como la
naringina (OHGUCHI et al., 2006), compuestos cafeoilicos como el acido caféico (KUDUGUNTI
et al., 2011) y su dimero el acido rosmarinico (AR) (LEE et al., 2007, SANCHEZ-CAMPILLO et
al., 2009) estimulan la melanogénesis en células de melanoma metastatico B16F10 de ratén.
También hemos descrito previamente un aumento estadisticamente significativo de la actividad
y expresion de la tiroxinasa en las células de melanoma B16F10 de ratén tras 48 horas de
estimulaciéon con AR cuando se comparan con los niveles de los correspondientes en las
células controles. De hecho, al inspeccionar visualmente los sedimentos celulares de las
muestras de los cultivos de células de melanoma B16F10 tratadas con AR, se observa un color
mas oscuro en comparacion con las muestras control y que podria explicarse por el aumento
en el contenido de melanina en las células tratadas (SANCHEZ-CAMPILLO et al., 2009 ). De
acuerdo con todo ello, postulamos que el AR inducen el incremento de la actividad
melanogénica (aumento del contenido de melanina y expresién de tiroxinaza) de forma
dependiente a la concentracion AR administrada, probablemente, como se ha descrito
anteriormente, a través de la sefializacion de activacion de la proteina quinasa A (LEE et al,,
2007).

Tradicionalmente se considera que el sistema redox de Glutation (GSH) intracelular es
esencial para la produccién y la atenuacién de la producciéon anormal de melanina, y, ademas,
que el glutatidon participa en la regulacion de la sintesis de melanina durante la melanogénesis.
Por otra parte, en Radiobiologia se considera que el glutation (GSH) y las enzimas
relacionadas con el GSH, incluyendo la gamma-glutamato cisteina ligasa (gamma-GLC) y
glutation S-transferasa (GST) son importantes componentes de las defensas antioxidantes
responsables de mantener el equilibrio interno redox intracelular con elevada capacidad para
eliminar las radicales libres (ROS) inducidos por la Rl (PANICH et al., 2012; ALCARAZ et al.,
2013)

Se ha descrito previamente que la administracién del éster del acido caféico (dimero
del AR) para participar en la melanogénesis da como resultado la deplecién del GSH

intracelular, asi como el aumento de los radicales libres (ROS) en las células de melanoma
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B16F10, y la induccion de apoptosis en células B10F16 con la inhibicién del crecimiento del
tamafio tumoral B16F0 in vivo. También se ha descrito una disminucién concomitante de la
actividad alanina-aminotransferasa y un aumento en los niveles de malondialdehido (MDA)
celular que muestran una capacidad muy disminuida de la peroxidacion lipidica y también con
una disminucién del contenido de tiol libre en higado y rindn (KUDUGUNTI et al., 2011). Todo
ello, mostraria efectos similares a los inducidos por la RI de forma generalizada, pero en esta
situacién producida por el AR que podria tener un efecto aditivo o sinérgico con la exposicion a
RI.

De forma similar, es conocido que la linea celular B16F10 altamente metastasica tiene
una actividad de superoxido-dismutasa (SOD) mas baja (eliminacion de radicales superdxido)
que ofras lineas menos metastasicas (KWEE, et al., 1991). En definitiva, la administracion del
éster del acido caféico modifica todos estos mecanismos de proteccion del Glutation
intracelular durante la melanogénesis; que, por otra parte es el responsable mas importante de

la capacidad radioprotectora "enddégena"” de las células expuestas a radiaciones ionizantes.

Por lo tanto, en este estudio, en las células epiteliales prostaticas normales (PNT2), y
en las prostaticas tumorales (TRAMPC1) el AR y el CARN actuan como agentes antioxidantes
que eliminan el exceso de radicales libres inducidos por la RI sumandose al sistema de
defensa redox intracelular. Sin embargo, en las células de melanoma B10F16, la
administracion del AR y del CARN activa la melanogénesis y conduce a la redistribucion de los
equilibrios enzimaticos del glutation y de la cisteina ligasa para facilitar la produccion de
melanina que podria comprometer el sistema de defensa redox intracelular de GSH. Es decir,
el AR obliga al glutation a ser utilizado en el proceso de melanogénesis disminuyendo la
disponibilidad del mismo para eliminar los radicales libres inducidos por la radiacion ionizante ;
provocando con ello una situacion de “deplecion” funcional de glutation intracelular que pudiere
hacer frente al dafo citotoxico de los radicales libres inducidos por la radiacion ionizaste. Esto
implica una reduccion en los niveles de eliminacion de los radicales superéxido junto con una
pérdida de parte de las capacidades antioxidantes de AR y del CARN, lo que causa una
elevacién de los elementos intermedios tales como peréxido de hidrégeno intracelular que
conduce a una mayor intensidad del dafio celular. El efecto final de todo esto se presentaria
como un aumento en la capacidad de dafio inducida por la RI, y por lo tanto, su expresion
como un potente efecto paraddjico de estas sustancias antioxidantes solo en las células de
melanoma (ALCARAZ et al, 2013; 2015).

El acido rosmarinico (RA) es un éster de acido caféico y acido 3,4-dihidroxifenilactico
que se encuentra comunmente en especies de Boraginaceae y la subfamilia Nepetoideae de
Lamiaceae, principalmente, la Rosmarinus officinalis L (DEL BANO et al, 2003). El AR tiene
una serie de actividades biolégicas interesantes, que incluyen efectos antivirales,
antibacterianos, antiinflamatorios y antioxidantes. La presencia del AR en plantas medicinales,

hierbas y especias tiene efectos beneficiosos para la salud. En las plantas, se supone que el
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AR actua como un compuesto de defensa constitutivamente acumulado preformado. Los
extractos de plantas que contienen AR también tienen un excelente potencial como
antioxidantes para la conservacion de alimentos (DEL BANO et al, 2003; 2006). Se han
descrito efectos como la eliminacion de radicales libres de oxigeno. Los estudios mas recientes
confirman que los caffeoyl ésteres como el AR muestran una alta actividad antioxidante
especifica, retrasan el agotamiento de la vitamina E, disminuyen la produccion de
lisofosfatidilcolina proinflamatoria y previenen la oxidacion del LDL, que es compatible con su
funcion antiinflamatoria y antiateroesclerética en condiciones fisiopatolégicas (SANCHEZ
CAMPILLO et al., 2009).

El acido carndsico es un bencenodiol abietane dieterpeno natural que se encuentra en
el romero (Rosmarinus officinalis) y la salvia comun (Salvia officinalais) (DEL BANO et al.,
2006). Las hojas secas de romero o salvia contienen de un 1,0 a un 2,5% de acido carndsico.
Es importante tener en cuenta que el acido carndsico que espontaneamente se oxida a
carnosol, por lo que son dos sustancias que suelen estar presentes de forma conjunta. El acido
carndsico es conocido por potenciar la actividad anticancerigena de la vitamina D3 y sus
analogos (DANILENKO et al., 2003), inhibir la proliferacién de las células de leucemia mieloide
humana HL-60 y U937 (STEINER et al., 2001), promover la sintesis de factor de crecimiento
nervioso en células de glioblastoma humano T98G (KOSAKA y YOKOI, 2003), e inhibe las
funciones de las células endoteliales, y promocionado como un nuevo agente potencial

quimioprotector del cancer (BERTL et al., 2004).

El AR y el CARN que hemos utilizado en este estudio son extractos naturales obtenidos
del romero (Rosmarinus officinalis) que es una planta labiada reconocida por contener
compuestos fitoquimicos con alta actividad antioxidante y utilizados ampliamente como planta
aromatica, con caracter culinario e interés en diversas aplicaciones de la medicina tradicional o
natural. Entre estos compuestos del romero, los compuestos fotoquimicos mas significativos
son los diterpenos fendlicos, tales como acido carnésico, carnosol, rosmarol, y algunos acidos
fendlicos, como el acido rosmarinico (DEL BANO et al, 2006; ALCARAZ et al 2009).

La actividad antioxidante de los extractos de romero depende de su composicion
fendlica y ha sido evaluada por diversos métodos en diferentes sistemas lipidicos y acuosos.
En los sistemas lipidicos, los extractos con un alto contenido de acido carndsico son mas
efectivos (ARUOMA et al., 1992; HOPIA et al., 1996; DEL BANO et al., 2003), mientras que en
los sistemas acuosos, el acido rosmarinico muestra la mayor actividad antioxidante (FRANKEL
et al., 1996; DEL BANO et al., 2003).

La mayoria de las sustancias analizadas en este estudio son antioxidantes y son
componentes habituales de la dieta humana que se consumen de forma diaria durante dentro

de ciertos rangos de dosis durante varias décadas de la vida y que se han considerado
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carentes de toxicidad alguna (HERTOG et al.,, 1993; HOLLENBERG, et al., 2004, COOK y
SAMMAN, 1996; AHERNE y O'BRIEN, 2002). Incluso, algunos autores han propuesto que una
combinacion de antioxidantes dietéticos podria ser util para proteger los tejidos normales contra
el dano por radiaciéon ionizante, sin importar lo pequefo que éste sea; sugiriendo que las
cantidades de antioxidantes individuales que se incluirian en la mezcla dependerian de las
dosis de radiacion (diagnéstico o tratamiento) que se van a aplicar, la biodisponibilidad y las
propiedades de liposolubilidad de las sustancias, asi como de la concentraciéon de las
sustancias, ya que algunas de ellas pueden mostrar en ocasiones una actividad pro-oxidante,

que aumentaria el dafio inducido por la radiacion ionizante.

En concordancia con Prasad et al (2002), hemos descrito que se debe realizar un
ensayo clinico para evaluar el valor radioprotector de los antioxidantes entre los pacientes que
reciben radiacion ionizante en las exploraciones de radiodiagnéstico y, también, su aplicacion
en los trabajadores profesionalmente expuestos a radiaciéon ionizante utilizando el estrés
oxidativo y el dafio cromosémico como puntos finales biolégicos que permitan evaluar el interés
de estas sustancias en reducir los efectos indeseables y lesivos de la Rl (ALCARAZ et al.,
2013).

Sin embargo, los efectos de la suplementacién con antioxidantes en oncologia pueden
tener consideraciones diferentes e incluso ser lesivos para el paciente (ALCARAZ et el., 2009).
Aunque algunos estudios han sugerido que los antioxidantes pueden proteger los tejidos
normales de la quimioterapia o el dafio inducido por la radiacién ionizante, otros han afirmado
que no se debe recomendar administrar complementariamente antioxidantes durante la
quimioterapia y/o la radioterapia porque en realidad pueden proteger no sélo a las células
sanas sino también a las células tumorales y aumentar su supervivencia tumoral.
Posiblemente, los estudios sobre sustancias como el AR y el CARN podrian ayudar a aclarar
los mecanismos intrinsecos que podrian proteger a las células sanas normales mientras que
lesionan exclusivamente a las células neoplasicas presentando con ello una nueva estrategia
para los pacientes con cancer sometidos a radioterapia. Dado que los mecanismos
radioprotectores y la diversidad celular son variados, el conocimiento efectivo de los mismos
podria aportar criterios selectivos de utilizacion de estas sustancias para conseguir esta

especificidad del efecto y la seleccidn de las lesiones soélo en las células tumorales.

245



V. Discusion

246



VI. Conclusions

VI. Conclusiones.

247



VI. Conclusiones

248



VI. Conclusions

VI. Conclusiones

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

12. No existe una unica estructura quimica ni un unico mecanismo de accién relacionado
con la capacidad genoprotectora y con la radioprotectora En este estudio la actividad
antioxidante, la hidro o liposolubilidad de las sustancias, su presencia en el medio
biolégico antes de la irradiacion y su disponibilidad biolégica son caracteristicas

relacionadas con esta actividad protectora.

22 El acido carnésico y el acido rosmarinico, ambas sustancias extraidas del romero
(Rosmarinus Officinalis) presentan la mayor capacidad radioprotectora de todas las
sustancias analizadas tanto en los ensayos in vitro como in vivo y administrados en
cualquier periodo en relacion con la radiacién ionizante (periodos pre y post-

irradiacion).

32, Algunas sustancias con intensa capacidad genoprotectora y radioprotectora pueden, en
ocasiones, provocar un incremento del dafio radioinducido produciendo, por tanto, un
paraddjico mayor efecto lesivo sobre algunas células tumorales como ocurre en el
melanoma; poniendo de manifiesto mecanismos especificos o individuales de cada
sustancia que permitirian esclarecer nuevos mecanismos y potenciar el desarrollo de
agentes que protegiendo a las células sanas lesionen exclusivamente las células
neoplasicas. Ello supondria alcanzar una estrategia idonea para los pacientes con
cancer sometida a radioterapia, incluso en el tratamiento de canceres humanos que

son resistentes a radiacion ionizante.
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VIl. RESUMEN

Introducciodn: la radiacion ionizante constituye una importante herramienta diagndstica
y terapéutica ineludible en la medicina y en la industria moderna; sin embargo, sus grandes
beneficios se ven limitados por el dafio inducido en los tejidos normales. En la vida cotidiana, la
exposicion a radiacién ionizante es habitual con el fondo radiactivo natural pero también puede
ocurrir en otros entornos y aplicaciones tales como la obtencion de una imagen radiografica,
una exploracién de medicina nuclear, el tratamiento antitumoral en oncologia radioterapica, la
fabricacion de equipos radioldgicos, la obtencién y produccién de radionuclidos, la investigacion
biomédica, la utilizacidon de reactores nucleares, o el uso de las radiaciones en el campo militar
y los riesgos de accidentes y ataques terroristas. Una buena opcidon seria desarrollar
contramedidas contra los efectos indeseables de las radiaciones ionizantes; lo cual conduce a
la busqueda de una radioproteccion quimica que complemente la estrategia ALARA adoptada
para las personas que trabajan con radiaciones ionizantes para reducir los riesgos de lesiones
deterministas y no deterministas radioinducidas.

Un radioprotector quimico ideal deberia tener una alta efectividad contra el daro
biolégico inducido por las radiaciones ionizantes con ausencia de toxicidad propia. En un
intento de modificar la tendencia farmacologica existente de sintetizar artificialmente estos
radioprotectores, durante los Ultimos afios se estan desarrollando agentes o sustancias
procedentes de productos naturales. Dentro estos productos de origen natural, algunos que
proceden de plantas muestran una gran efectividad y, hoy dia, se consideran de futuro muy
prometedor ya que se basan en la busqueda de mecanismos protectores especificos para cada
situacion de exposicion que permitiria obtener los beneficios deseados reduciendo o

eliminando el riesgo de estas lesiones radioinducidas indeseables.

Objetivos: comparar el efecto genoprotector y radioprotector de algunas sustancias
antioxidantes extraidas del romero (Rosmarinus officinalis) (acido carndsico y &acido
rosmarinico) frente al dafo biolégico inducido por la radiaciéon ionizante con el de otros
compuestos antioxidantes y determinar un posible efecto paraddjico de estas sustancias que
siendo intensos radioprotectores cuando se administran a células normales y tumorales se
caracterizan por una intensa accion radiosensibilizante cuando se administran a células de

melanoma metastasico.

Material y método: se estudia el efecto genoprotector de diferentes sustancias
mediante dos ensayos de micronucleos para cuantificar la actividad antimutagénica mediante la
reduccidon de la frecuencia de micronucleos in vitro en linfocitos humanos irradiados y
bloqueados con citochalasina B e in vivo sobre eritrocitos policromatéfilos de médula 6sea de
ratén. Para determinar su efecto radioprotector sobre la supervivencia celular se ha utilizado el
ensayo de viabilidad celular (MTT) en cultivos de células PNT2 (células epiteliales normales de

préstata humana), células TRAMPC1 (epiteliales tumorales de préstata murino) y en células
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B16F10 (melanoma metastatico murino), que se administraron antes de la exposicion a
diferentes dosis de rayos X (0 Gy. 2Gy, 4Gy, 6Gy, 8Gy y 10Gy). El analisis estadistico en los
ensayos de genoproteccién ha consistido en comparaciones entre grupos realizando contrastes
de igualdad de medias mediante analisis de varianza. Asimismo, se ha realizado un analisis de
regresion y correlacion lineales y polindmicos. Consideramos los resultados estadisticamente
significativos cuando p era menor de 0,05 (p<0,05). Ademas, se ha determinado el Factor de
Protecciéon (FP) o capacidad de proteccidon de una sustancia radioprotectora ensayada tanto
administrada antes como después de la exposicién a la radiacion ionizante, expresada como
porcentaje de proteccion siguiendo la férmula: FP (%) = (Feontrol = Ftratado / Feontrot) X 100. En los
ensayos de radioproteccion o viabilidad/supervivencia celular se ha realizado un analisis de la
varianza de medidas 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.). Los analisis
fueron realizados transformando logaritmicamente los datos para ajustarse a las condiciones
del ANOVA.

Resultados: nuestros resultados muestran una capacidad genoprotectora de las
diferentes sustancias ensayadas, destacando el acido rosmarinico y el acido carnésico, que
consiguen una reducciéon estadisticamente significativa de la frecuencia de aparicion de
micronucleos (p<0,001) como expresion de su capacidad antimutagénica, presentando un
factor de proteccién que alcanza un maximo del 62% en la administraciéon preirradiacién de
dichas sustancias.

De igual forma, para estas sustancias y en las diferentes mezclas y concentraciones en
las que se han utilizado se determina una capacidad radioprotectora en la supervivencia celular
que alcanza con la dosis de 10 Gy un Factor de Proteccion del 100%, eliminando el 40% de la
muerte celular radioinducida en células de préstata humana normales (PNT2) (p<0,001); asi
como del 77% de la muerte celular radioinducida en las células tumorales de préstata
(TRAMPC1) (p<0,001) en las que se cuantifica un factor de proteccion del 334%.

Sin embargo, en la linea celular de melanoma metastasico (B16F10) mientras que el
resto de sustancias ensayadas mantienen su intensa actividad radioprotectora, el acido
carndsico y el acido rosmarinico carecen de cualquier efecto radioprotector provocando una
disminucién significativa de la supervivencia celular que oscila entre el 20-40% segun la
concentracion y la mezcla analizada (p<0,01), careciendo de factor de proteccion y
mostrandose como sustancias radiosensiblizantes frente al dafo citotéxico inducido por los

rayos X administrados.

Conclusiones: no existe una Unica estructura quimica ni un Unico mecanismo de
accion relacionado con la capacidad radioprotectora de las sustancias ensayadas. La actividad
antioxidante, su disponibilidad bioldgica, y su hidro o liposolubilidad y su presencia en el medio
biolégico son caracteristicas relacionadas con esta actividad protectora.

Sin embargo, algunas sustancias, como el acido carnésico y el acido rosmarinico, con

intensa capacidad radioprotectora pueden producir, en ocasiones, un incremento del dafio
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radioinducido, produciendo, por tanto, un mayor efecto lesivo paraddjico como ocurre en
células de melanoma poniendo de manifiesto circunstancias o mecanismos especificos o
individuales que podrian permitir esclarecer nuevos mecanismos y potenciar el desarrollo de
agentes que puedan proporcionar proteccion a las células sanas normales al tiempo que dafen
exclusivamente a las células neoplasicas, presentando asi una nueva estrategia para los
pacientes con cancer sometidos a radioterapia, incluso para el tratamiento de canceres

humanos que son resistentes a la radiacion ionizante.

VIl. Abstract

Introduction: ionizing radiation is an important diagnostic and therapeutic tool,
unavoidable in medicine and modern industry; nonetheless, its major advantages are limited by
the damage it may induce in normal body tissues. In everyday life, exposure to background
ionizing radiation is natural but exposure to ionizing radiation also occurs in other settings and
applications such as the procurement of radiographic images, nuclear medicine techniques,
antitumor treatment in radiotherapeutic oncology, the manufacture of radiological equipment,
the procurement and production of radionuclides, biomedical research, the utilization of nuclear
reactors, or the military use of radiation and the risk of accidents and terrorist attacks. A
sensible option would be to develop countermeasures against the undesirable side-effects of
ionizing radiation; leading to the search for a chemical radioprotector which complements the
ALARA strategy adopted by those who work with ionizing radiation, in order to reduce the risk of
deterministic and non-deterministic radio-induced lesions.

An ideal chemical radioprotector should be highly effective against the biological
damage caused by ionizing radiation while being void of toxicity. In an attempt to modify the
pharmacological tendency to artificially synthesize such radioprotectors, recently, agents or
substances are being developed from sources of natural products. Among these naturally
occurring products, those sourced from plants show an excellent effectiveness and, at the
present time, are thought to have a very promising future since they are based on the search for
protective mechanisms specific to each type of exposure which would enable the harnessing of

desirable benefits while reducing or eliminating the risk of unwanted radio-induced lesions.

Aims: to compare the genoprotective and radioprotective effects of certain antioxidative
substances extracted from rosemary (Rosmarinus officinalis) (carnosic acid and rosmarinic
acid) against ionizing-radiation-induced biological damage with those of other antioxidative
compounds and determine the possibly paradoxical effect of these substances whereby despite
being potent radioprotectors when applied to normal and tumour cells, they display an intense

radiosensitizing action when applied to metastatic melanoma cells.

Material and method: the genoprotective effect of various substances was studied in
two micronucleus assays in order to quantify the antimutagenic activity via micronucleus

frequency reduction in vitro in irradiated Cytochalasin B-blocked human lymphocytes and in vivo
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in mouse bone marrow polychromatophilic erythrocytes. To determine the radioprotective effect
on cellular survival, a cellular viability assay (MTT) was performed on PNT2 cell cultures
(normal human prostate epithelial cells), TRAMP-C1 cells (transgenic murine prostate epithelial
adenocarcinoma cells) and in B16F10 cells (metastatic murine melanoma), which were applied
prior to exposure to a range of different X-ray doses (0Gy, 2Gy, 4Gy, 6Gy, 8Gy and 10Gy). The
statistical analysis of the genoprotective assays consisted of group comparisons whereby
means contrasts were performed via analysis of variance. Likewise, a lineal and polynomic
regression and correlation analysis was performed. The results are considered statistically
significant when p is less than 0.05 (p<0.05). Furthermore, the Protection Factor (PF) or
protective capacity of the radioprotective substances tested was determined for administration
both prior and subsequent to ionising radiation exposure. This is expressed as a percentage of
the protection provided according to the formula: PF (%) = (Fcontrol - Fireated / Feontrol) X 100. A
repeated measures ANOVA was performed for the radioprotection or cellular survival/viability
assays in order to compare the percentages of cell survival for cultures containing different
concentrations of the compounds, complemented by a paired-means contrast via Fisher’s least-
significant-difference method (L.S.D.). These analyses were performed on data transformed

logarithmically in order to adjust them to ANOVA requirements.

Results: the results show that the substances tested have a genoprotective capacity
with an emphasis on rosmarinic acid and carnosic acid which achieved a statistically significant
reduction in micronuclei frequency (p<0.001), thus displaying their antimutagenic capabilities.
The aforementioned substances presented a Protection Factor which reached a maximum of
62% in the case of pre-exposure application.

Likewise, these substances, both alone and in the varying mixtures and concentrations
at which they were utilized, a radioprotective capability was determined in terms of cell survival,
which reached a Protection Factor of 100% at doses of 10 Gy, eliminating 40% of the radio-
induced cell death in normal human prostate cells (PNT2) (p<0.001); as well as 77% of the
radio-induced cell death in transgenic mouse prostate cancer cells (TRAMPC1) (p<0.001) for
which a Protection Factor of 334% was found.

However, in the metastatic melanoma cell line (B16F10), while the remaining
substances tested maintained an intense radioprotective activity, both carnosic acid and
rosmarinic acid completely lacked any radioprotective effect, wherein a significant decrease in
cell survival was produced, varying from 20-40% depending on the concentration and mixture
analysed (p<0.01). Likewise, they also failed to provide any Protective Factor and proved to be

radiosensitizing substances in terms of the cytotoxic effects induced by the X-rays administered.

Conclusions: one sole, unique, chemical structure or action mechanism related with
radioprotective capacity does not exist among the substances tested. Antioxidant activity,
biological availability, hydro- or liposolubility and its presence in the biological environment
before exposure to ionizing radiation are characteristics related with the aforementioned

protective activity.
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Nonetheless, certain substances, such as carnosic acid and rosmarinic acid, which do
display an intense radioprotective capacity, on occasion can produce increased radio-induced
damage, and therefore, a paradoxically greater damage effect as occurs in melanoma cells.
This reveals the existence of circumstances or specific or individual mechanisms which might
enable new mechanisms to be identified and the development of agents providing protection for
normal cells while exclusively targeting neoplasic cells, thus presenting a novel strategy for
cancer patients subject to radiotherapy, including the treatment of human cancers resistant to

ionising radiation.
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