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I. INTRODUCCIÓN 

 

RADIOPROTECTORES EN MEDICINA 

 

La radiación ionizante (RI) constituye una herramienta terapéutica y de diagnóstico 

ineludible en la medicina actual y también en la industria moderna; sin embargo, sus grandes 

beneficios están restringidos debido al daño inducido por la radiación en los tejidos normales. 

Estos daños o lesiones reducen considerablemente las dosis terapéuticas que pueden 

administrarse a los tumores, disminuyendo así la ganancia o el beneficio terapéutico que se 

podría llegar a obtener. Por ello, el uso de la radiación ionizante en medicina siempre se ha 

racionalizado sobre la base del riesgo de su utilización versus el beneficio que le aporta al 

paciente. En la vida cotidiana, la exposición a radiación ionizante es habitual con el fondo 

radiactivo natural pero también puede ocurrir en otros entornos y aplicaciones tales como la 

obtención de una imagen radiográfica, una exploración de medicina nuclear, el tratamiento 

antitumoral en oncología radioterápica, la fabricación de equipos radiológicos, la obtención y 

producción de radionúclidos, la investigación biomédica, la utilización 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 RI se ha entrelazado ineludiblemente con las actividades 

humanas, la mejor opción posible consiste en desarrollar contramedidas frente a la RI que sean 

aceptables para reducir el daño que pueda ocasionar estas RI en sus diferentes aplicaciones. 

Los tres principios cardinales de la protección radiológica son: (a) la utilización de materiales de 

protección física (blindajes) de las áreas no expuestas directamente a la RI, especialmente los 

órganos radiosensibles como la médula ósea, las gónadas y la glándula tiroides; (b) 



 4

incrementar la distancia entre la fuente de radiación y los trabajadores profesionalmente 

expuestos o los pacientes tratados; y (c) la reducción del tiempo de exposición a la RI. Durante 

las últimas décadas, se ha adoptado la estrategia o criterio ALARA para reducir las 

preocupaciones cada vez mayores sobre la aparición de mutaciones somáticas y hereditarias 

inducidas por la RI (PRASAD et al., 2004; ALCARAZ et al., 2011). 

 

A pesar de que estas medidas físicas de protección radiológica han servido y continúan 

siendo útiles, todavía quedan muchas limitaciones en el uso de las RI en sus diferentes 

aplicaciones. En primer lugar, el blindaje de plomo y otras medidas físicas de protección 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 órganos 

más radiosensibles del organismo humano) contra el daño inducido por RI. En segundo lugar, 

aumentar la distancia entre la fuente de RI y las personas expuestas puede no ser práctico o 

posible para muchos trabajadores, pacientes o incluso astronautas expuestos a radiación 

ionizante artificial o natural. Finalmente, reducir el tiempo de exposición tampoco es relevante o 

posible en numerosas circunstancias para la población, 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 opción posible sería desarrollar contramedidas frente a la 

RI que sean aceptables para reducir el daño que puedan ocasionar estas RI durante su uso; lo 

cual conduce a la búsqueda de una radioprotección química que complemente la estrategia 

ALARA adoptada para las personas que trabajan directamente con RI 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 radiodiagnóstico 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 

utilización en clínica. Aunque tanto en el diagnóstico 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 día 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 utilización de las RI en oncología radioterápica también es uno de los campos 

médicos en donde se experimentan efectos secundarios adversos inducidos por las RI; los 

tejidos sanos incluidos en los volúmenes irradiados sufren daños tanto deterministas 

(depilación, eritema, mucositis, alteraciones gastrointestinales) como no deterministas (cáncer y 

otras lesiones genéticas). Dado que a mayor dosis de RI administrada o absorbida en un tejido 
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tumoral mayor será la capacidad del control local de la enfermedad, es evidente la necesidad y 

la tendencia actual de aplicar cada vez dosis más altas a todos los tumores. Pero junto con ello, 

este incremento de la dosis de RI administrada al tumor va acompañado 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 RI que se precisaría para alcanzar un 

mayor grado de curación tumoral. Por ello, en oncología radioterápica se intenta mejorar el 

índice terapéutico por diferentes vías para minimizar el daño inducido por la RI: por un lado, 

mediante avances tecnológicos con el desarrollo de nuevas técnicas de imagen; por otro, 

mediante la utilización de herramientas informáticas con fusión de imágenes para determinar  

más adecuadamente el volumen tumoral y las zonas de afectación tisular del tumor; y además 

con el desarrollo de técnicas de planificación tridimensional y de tratamientos con intensidad 

modulada. Pero junto con todo lo anterior, también resulta de gran interés el poder modificar la 

respuesta biológica de los tejidos a la RI que permita mejorar el índice terapéutico (SORIANO y 

MONTORO, 2013). 

 

En este último punto, cobra especial interés la utilización de sustancias capaces de 

proteger a los tejidos sanos, de modo que disminuyan los efectos secundarios producidos por 

su inclusión en los volúmenes de tratamiento radioterápico. Teniendo en cuenta esta tendencia 

actual, se hace evidente la necesidad de desarrollar nuevas sustancias radioprotectoras 

efectivas; y, lo que en muchas ocasiones es más complicado, que siendo atóxicas puedan 

proteger potencialmente del daño citotóxico inducido por la RI de los efectos genotóxicos o 

teratogénicos disminuyendo la generación de radicales libres radioinducidos. Todo ello 

obviamente, sin afectar a la terapia antitumoral sobre el tejido neoplásico tratado (SORIANO y 

MONTORO, 2013). En este sentido, y en diferentes ocasiones, hemos descrito que estas 

sustancias radioprotectoras también pueden proteger a las células neoplásicas del efecto 

terapéutico lesivo de las RI, por lo que podría ser contraproducente su utilización sin conocer 

adecuadamente los mecanismos específicos o vías de actuación por los que cada sustancia 

radioprotectora pueda ejercer su efecto (ALCARAZ et al, 2009; 2011) 

 

Es difícil 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 farmacológica actual de sintetizar artificialmente un 

radioprotector ideal se esta ensayando durante los últimos años 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 día, se consideran que tienen un futuro muy prometedor. Desde hace 

años, 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 número de enfermedades como el 

cáncer, la diabetes y algunos desórdenes neurovegetativos. Si se tiene en cuenta esta 
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capacidad antioxidante o eliminadora de radicales libres, es fácil interpretar que estas 

sustancias también pueden reducir los daños producidos por las RI, al disminuir los efectos de 

los radicales libres inducidos por su interacción con los organismos vivos. Hoy día, la OMS 

estima que aproximadamente el 80% de la población mundial depende de la utilización 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 últimas décadas se han producido algunas situaciones de 

emergencias radiológicas que han puesto de manifiesto también el interés de utilizar 

sustancias radioprotectoras. El incidente de Chernobyl en 1986, con la irradiación externa 

debido a la gran cantidad de material radiactivo depositado sobre el suelo (principalmente 137Cs) 

y a la ingestión dietética de numerosos radionúclidos en productos alimentarios (121I, 134Cs y 
137Cs  en leche y verduras) recomendaron la ingesta de Ioduro potásico vía oral para minimizar 

la captación tiroideas de las sustancias radiactivas. Los liquidadores del reactor de Chernobyl 

fueron alimentados con una dieta especial (llamada biofactor antioxidante) que contenía rutina 

como el ingrediente principal persiguiendo disminuir significativamente los factores 

clastogénicos inducidos por la RI (EMERIT, 1995). Para los habitantes próximos a la central 

nuclear se consideró 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 ofreció protección significativa frente a la incidencia de 

cáncer de vejiga en los supervivientes de la bomba atómica en Japón y frente a otros tipos de 

cáncer, supuestamente inducidos por la sobreexposición a la radiación o por su exposición de 

forma crónica (NAGANO, 2000). En estos casos de emergencias radiológicas, las sustancias 

radioprotectoras de interés son capaces de mitigar los efectos adversos de la RI una vez 

producida la exposición, ya que se han de administrar después de verse expuesto a la RI dado 

que es imposible predecir un desastre de estas características. En estos casos, se buscan 

agentes o sustancias capaces de reparar el daño celular radioinducido, estimular el sistema 

inmune e incluso secuestrar radionúclidos para propiciar un aclaramiento y una excreción 

rápida fuera del organismo (SORIANO y MONTORO, 2013). 

 

La constatación de la falta de seguridad de algunas naciones que poseen fuentes de 

alta actividad radiológica descrita en sus informes por el Organismo Internacional de la Energía 

Atómica (OIEA o IAEA), junto con el asesinato en noviembre de 2006 de Alexander Litvinenko, 

un exagente de la KGB, son sólo dos ejemplos de cómo se podrían utilizar las radiaciones 

ionizantes como armas radiológicas en ataques terroristas. Según Kimery y Mayers (2003) la 

posibilidad de un ataque nuclear o radiológico no puede ser descartada en el escenario político 

actual. Si hubiese un accidente nuclear, el personal de primera fila que deberían actuar en la 

intervención serían los más afectados ya que las lesiones a nivel fisiológico que podrían sufrir 

darían lugar a un mal funcionamiento de su sistema inmunológico y, finalmente, incluso podrían 

presentar complicaciones infecciosas graves. Todo ello, además, sumándose a los efectos 
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lesivos inducidos como el calor desprendido a los posibles traumatismos mecánicos o de 

presión que añadirían lesiones a la población afectada. Numerosas lesiones subletales 

actuarían de forma sinérgica para llegar incluso a ser letales. En estimaciones de la OIEA hay 

unas 10.000 unidades de radioterapia y fuentes radiológicas industriales, así como unos 300 

equipos grandes productores de RI en todo el mundo. Estas fuentes representan una seria 

amenaza puesto que los materiales radiactivos pueden ser robados y utilizarse como 

dispositivos de dispersión radiológica o dispositivos de exposición radiológica (SORIANO y 

MONTORO, 2013). Además, si se hicieran ataques de forma deliberada en los reactores 

nucleares, en las industrias radiológicas o en unidades militares, las consecuencias podrían ser 

devastadoras para la población. La RI que emana de las fuentes radiactivas podría afectar al 

ganado, a los depósitos de agua, flora y fauna regionales y por consiguiente a un gran número 

de productos alimentarios. Debido al temor de ataque terrorista radiológico numerosos países 

poseen reservas de IK, Ca-DPTA, DPTA-Zn o azul de Prusia, como reservas nacionales 

estratégicas para actuar ante este tipo de emergencias radiológicas. Algunos países 

almacenan agentes específicos (2,3-dimercaptopropano-1-sulfonato) o incluso productos 

extraídos de extractos herbáceos también para este tipo de situaciones (SORIANO y 

MONTORO,  2013). 

 

Numerosos autores han puesto de manifiesto que las sustancias radioprotectoras son 

necesarias en el ámbito de las primeras actuaciones mitigar los efectos indeseables de las RI. 

En relación con la selección 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 radiológico y por tanto para la protección del personal en casos de 

emergencia por desastres radiológicos (ARORA et al., 2008). Sin embargo, no existe, al día de 

hoy, una sustancia radioprotectora ideal para uso militar; solo una amplia lista de posibles 

agentes radioprotectores. SEED (2005) describió, teniendo en cuenta diferentes escenarios en 

los que actúan los cuerpos de intervención (bomberos, policías, militares), una lista de 

características deseables en un agente radioprotector entre las que destacarían su capacidad 

para: 

- Reducir, preferentemente en un factor de 10, la dosis de radiación que produce 

ineficacia en el trabajo o en el combate. 

- Ofrecer una protección duradera, al menos de varios días. 

- 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 protección contra los efectos agudos y crónicos de diferentes tipos de 

radiación. 

 

Además, su efecto no debería decaer con el uso continuado (habituación); ni 

ser tóxico incluso a dosis repetidas; debería ser fácilmente administrable (tabletas, 

cápsulas, inhaldor, parche cutáneo, hisopo); actuar en un amplio rango de tiempo para 
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ofrecer una protección duradera; poseer un efecto rápido tras su administración; ser 

eficaz incluso tras dosis repetidas; y, siendo químicamente estable, poseer una larga 

vida útil. Por último, también es muy importante que debe ser eficaz incluso cuando se 

administre después de la exposición a la RI puesto que es imposible predecir con 

certeza el momento en el que ocurrirá la exposición. 

 

Por otra parte, las misiones tripuladas en el espacio suponen viajes largos 

fuera de la protección 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 radiación cósmica, despertando el interés científico de las aplicaciones de los 

radioprotectores en el espacio. Desde hace años se conoce que los astronautas que 

se exponen a la radiación cósmica 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 RI causados por los 

eventos de las partículas solares lo constituye el tejido hematopoyético (ESPOSITO, 

2001). Aunque también, más especiíficamente, se ha relacionado con la aparición de 

cataratas, cáncer y una disminución de la esperanza de vida debido al aumento de 

exposición a la RI 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 RI producidas durante las posibles erupciones solares 

(ARORA et al, 2008). Este radioprotector provoca algunas reaccionas adversas graves 

indeseables por sí mismo. También se ha descrito que el aceite de oliva mejora la 

eficacia de reparación del ADN en los astronautas expuestos. Incluso, un derivado de 

la soja, inhibidor de la serín-proteasa, ha demostrado actividad anticitotóxica en las 

células siendo eficaces en la radioprotección frente a los cambios asociados a la RI 

(KENNEDY et al.,1993; 2006). También extractos de frutas derivados del arándano y la 

fresa han demostrado proteger frente a la radiación cósmica. Se ha descrito que 

diferentes compuestos herbales y varios ingredientes dietéticos podrían proteger a los 

astronautas en una misión 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 obstáculos para la realización de dicho viaje (ARORA et al., 2008). 

 

 

EFECTO LESIVO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES  

 

La radiación ionizante induce daño en los tejidos vivos a través de una serie de eventos 

moleculares clásicos producidos a través de los efectos fotoeléctrico, Compton y formación de 

pares que dependen de la energía que transporta. Debido a que los tejidos humanos contienen 

un 80 % de agua, el mayor daño radioinducido se debe a la formación de radicales libres 

acuosos generados por la acción indirecta de la radiación sobre el agua. Los radicales libres 

más importantes resultantes de la radiolisis del agua son OH, H, eaq
-, HO2, H3O

+, etc. 
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(DRAGARIC y DRAGARIC, 1971; PRADHAN et al., 1973; SCHOLES, 1983). Estos radicales 

libres reaccionan con macromoléculas celulares tales como el DNA, RNA, proteínas, 

membranas, etc., y causan disfunción y mortalidad celular. Estas reacciones no son selectivas 

ni específicas 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 radiación ionizante puede ser potenciado 

o atenuado por diferentes factores tales como la presencia de oxígeno, de compuestos 

sulfhidrilos y de otras moléculas propias del entorno celular (BACQ et al., 1953; PRADHAN et 

al., 1973). En presencia de oxígeno, los eaq
- y los átomos de hidrógeno reaccionan con el 

oxígeno molecular para producir radicales tales como HO, O2
 así como otros radicales libres 

acuosos (BARABOI et al., 1994; BIAKOV y STEPANOV, 1997). El aumento de la sensibilidad 

de las células a la radiación ionizante en presencia de oxígeno comparado con el mismo hecho 

pero en ausencia del oxígeno (denominado "efecto oxígeno") es conocido desde hace mucho 

tiempo. Esta relación entre la dosis de radiación requerida para obtener una supervivencia 

celular en ausencia de oxígeno y la dosis requerida para obtener el mismo efecto bajo 

condiciones oxigenadas es de 2,5-3 para radiación X y gamma. Este “efecto oxígeno” cambia 

con la presión parcial del mismo en los tejidos y es independiente de la dosis de RI 

administrada. El daño 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 oxígeno altamente reactivos producidos por la RI causan lesiones en el DNA 

que pueden llevar a la muerte celular en una lesión “letal” o a las mutaciones en las lesiones 

denominadas “subletales”. Enzimas como la superóxido-dismutasa, la glutation-peroxidasa y la 

catalasa protegen a las células de los mamíferos del daño oxidativo radioinducido (FRIDOVICH, 

1978; UTSUMI et al., 1998).  

 

Durante el crecimiento tumoral, las células tumorales proliferan muy rápidamente por lo 

que generalmente necesitan un mayor aporte vascular, describiéndose 3 zonas diferenciadas 

en su crecimiento: una externa, con suficiente aporte sanguíneo y adecuada presión parcial de 

oxígeno; otra intermedia, con menor perfusión 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 anóxicas y mal irrigadas por la vascularización local (NAIR et al., 

2001).  Esta situación conlleva una diferente sensibilidad celular a la radiación ionizante en 

cada una de esas zonas que se ha explicado en función de la diferente presión parcial de 

oxígeno en las mismas y de la diferente potenciación que se consigue con el “efecto oxígeno”. 

Clásicamente, se ha considerado ésta la causa de los escasos resultados que se obtienen en 

el tratamiento radioterápico de algunos tumores. Para paliar este problema es necesario 

administrar dosis más elevadas de radiación para controlar el crecimiento tumoral. Sin embargo, 

esto clínicamente no es siempre posible, ya que los tejidos normales adyacentes al tumor están 

bien perfundidos, bien vascularizados y permanecen bien oxigenados y, por tanto, son más 

sensibles al daño radioinducido por lo que se necesita proteger a las células normales 
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adyacentes al tumor de la posible lesión radioinducida. En estos casos, la identificación de 

agentes radioprotectores es un objetivo importante de los oncólogos radioterápicos y de los 

radiobiólogos. Los estudios sobre agentes químicos radioprotectores comenzaron hace más de 

50 años en USA con el principio del “Proyecto Manhattan” . (NAIR et al., 2001). Debido a que la 

literatura disponible es enorme, nuestra revisión se centra sólo en aquellos agentes que tienen 

relevancia clínica y presentan un mecanismo de protección radiológica conocido . 

 

 

 

Figura A1. Secuencia de eventos después de la exposición a la radiación. El cuadro está dividido 
en tres partes por líneas discontinuas que sugieren eventos y reacciones que pueden ser 

modificados por los protectores de radiación (arriba), mitigadores de radiación y tratamiento 
(adaptado de CITRIN et al., 2010) 

 

 

CLASIFICACIÓN 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). En estos se incluyen muchos agentes mieloprotectores, 

enteroprotectores y cerebroprotectores. 
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2. Adaptógenos: los adaptógenos actúan como estimuladores de la radiorresistencia. 

Estos son protectores naturales que ofrecen protección química frente a niveles bajos de 

radiación ionizante. Se obtienen generalmente de células vegetales y animales y tienen escasa 

toxicidad química. Suelen influir en el sistema regulador de los organismos expuestos, 

movilizando el origen endógeno de la radiorresistencia, la inmunidad e intensificando la 

resistencia global no específica de un organismo. 

 

3. Absorbentes: los absorbentes protegen a los organismos de la radiación ionizante y 

de los agentes químicos a nivel interno. Suelen considerarse así las drogas que previenen la 

incorporación de radioiodo por la glándula tiroides y disminuyen la absorción de los 

radionucleidos (137Cs, 90Sr, 239Pu) en el medio biológico  interno. 

 

La bibliografía científica disponible sobre radioprotectores es extensa. Nuestra revisión 

está centrada en diferentes radioprotectores (en función de su estructura molecular, su 

actividad terapéutica o su actividad metabólica) frente al daño inducido por la radiación 

ionizante (Tabla A1). 
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RADIOPROTECTORES MECANISMO DE ACCIÓN 

COMPONENTES SULFHIDRILO: cisteína, cisteamina, 

glutatión, AET, WR-2721 y otros componentes WR. 

“Captadores” de radicales libres, 

donantes de átomos de hidrógeno. 

ANTIOXIDANTES: tempace, Hoechst 33342, vitaminas 

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

INHIBIDORES ENZIMA CONVERTIDORA DE 

ANGIOTENSINA (IECAs): captopril, elanopril, 

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

Inhibición de proteasas (a través del 

sistema renina-angiotensina), 

antioxidación, inhibición de la síntesis 

de colágeno. 

AGENTES CITOPROTECTORES: mesna, 

dexrazoxane, amifostina (WR-2721). 

Toxicidad reducida de fármacos 

quimioterápicos, disminución de la 

toxicidad urotelial y nefrotóxica. 

METALOELEMENTOS: cloruro de manganeso, sales 

de cadmio, subnitrato de bismuto, etc. 
Inducción metalotionina. 

INMUNOMODULADORES: interferón-gamma, 

polisacáridos AM5 y AM218, lactobacillus sensibles al 

calor, Broncho-Vaxom, trealosa de dicorinomicolato, 

AS101. 

Estimulación inmune, incremento de 

la producción de citoquinas. 

LIPOPOLISACÁRIDOS Y PROSTAGLANDINAS 
Síntesis de prostaglandinas, niveles 

elevados de AMP c, reparación DNA. 

EXTRACTOS DE PLANTAS Y COMPONENTES 

AISLADOS: curcumina, orientina, vicinina. 

“Captadores” de radicales libres, 

antioxidación. 

 

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

 

 

1. Compuestos Sulfhidrilos  

En un principio, los estudios se enfocaron hacia los compuestos sulfhidrilos. Los 

análogos de la cisteína y de la mercaptoetilamina constituyeron los compuestos pioneros 

ensayados en radioprotección. La síntesis de aminoetilisotiourea tuvo un importante desarrollo 

y la investigación sobre sus mecanismos radioprotectores ayudó a tener una mejor 

comprensión de las características estructurales de los compuestos sulfihidrilos que son 

fundamentales en radioprotección (LIVESEY y REED, 1987). Los compuestos más efectivos 

fueron aquellos que presentaban grupos sulfhidrilos en los 2 ó 3 últimos carbonos de un 

extremo de la cadena y un fuerte grupo amino básico en el otro. Un gran número (>4000 

sustancias) de este tipo de compuestos se sintetizaron en el Centro de Investigación de la 

Armada de Walter Reed de Estados Unidos. La mayoría de ellos, casi todos, fueron tóxicos 

desde el principio a dosis muy pequeñas por lo que resultaron no aptos para uso humano; 

además, rápidamente se puso de manifiesto que debían estar dentro del organismo antes de la 

exposición a la RI para poder conseguir algún efecto radioprotector. La síntesis del WR-2721, 

amifostina o ácido etiofos [S-2-(3-aminopropilamino) etilfosforotioico] es el avance más 
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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 administración; su estructura química 

difiere sólo 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 más eficaces en cuanto a actividad 

radioprotectora, tolerancia y duración de su acción. Sin embargo, la mayoría tienen importantes 

efectos secundarios tales como náuseas, vómitos e hipotensión (MAISIN et al., 1993; 1998). 

Desde este momento, la búsqueda de radioprotectores no tóxicos e incluso inocuos ha 

constituido una línea prioritaria de investigación en radiobiología. 

 

Entre la variedad de radioprotectores sulfhidrilos, el único que ha proporcionado un 

gran número de ensayos clínicos y que está actualmente en uso clínico como adyuvante en 

radioterapia clínica es el WR-2721 (WASSERMAN, 1994; TANNEHILL y MEHTA, 1996). La 

radioprotección selectiva de células normales conseguida por esta droga se ha relacionado con 

su diferente absorción según sea realizada por tejidos tumorales o normales y por los 

mecanismos de conversión en un compuesto sulfhidrilo activo (el WR-1065) en los tejidos 

normales por acción 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 hematológica y renal 

al igual que disminuye la frecuencia de neuropatías y alteraciones en las mucosas inducidas 

por la RI. Esta sustancia permanece hoy en día como uno de los compuestos más 

prometedores en el presente de la radioterapia para proteger los tejidos normales debido a su 

relativamente inocua y útil administración en clínica. La dosis máxima tolerada del WR-2721 en 

una sola dosis es sólo de 740 mg/m2 de superficie corporal cuando se administra en un periodo 

de 15 minutos antes de comenzar la exposición a la radiación ionizante. Esta droga 

proporciona una efectiva radioprotección sólo cuando es administrada inmediatamente antes 

de la exposición a la radiación porque tiene una vida media plasmática de menos de 10 

minutos (TANNEHILL y MEHTA, 1996). Además, 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 cáncer de mama metastásico (RAMNATH et al., 1997) pero 

además, protege contra la toxicidad retardada de la radiación sobre órganos pélvicos sin 

interferir con el efecto beneficioso de la radioterapia, disminuyendo la toxicidad hematológica y 
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la inducción de lesiones sobre las mucosas irradiadas (CAPIZZI y OSTER, 1995). En pacientes 

bajo radioterapia o quimioterapia por cáncer de pulmón no resecable, el WR-2721 reduce la 

nefrotoxicidad relacionada con la administración de cisplatino y la esofagitis radioinducida 

(TANNEHILL et al., 1997). 

 

2. Antioxidantes y “Captadores de radicales libres” 

Se ha descrito que muchos alcoholes alifáticos (incluidos el etanol, el etilenglicol, el 

glicerol, etc.) son buenos “captadores” de radicales libres y podrían actuar como 

radioprotectores en clínica. Sin embargo, los resultados ponen de manifiesto que son sólo 

útiles a nivel experimental o académico pero no en clínica humana debido a la enorme 

toxicidad que presentan a las concentraciones útiles como sustancias radioprotectoras. 

Etodiewa et al. (1996) han descrito 2 compuestos (Tempace y Troxyl), derivados de 2, 2, 6, 6-

tetrametil piperidine, que actúan como captadores del ión superóxido y como inhibidores de la 

utilización del hierro y, además, como productores de ascorbato en la Reacción de Fenton. 

Estos 2 compuestos podrían ser mejorados para considerarlos prometedores antioxidantes y 

radioprotectores en un entorno clínico; aunque todo ello está pendiente en estos momentos de 

un incremento en el número de ensayos y del análisis de sus aplicaciones farmacológicas 

(METODIEWA et al., 1996; NAIR et al., 2001). 

 

Algunos estudios han puesto de manifiesto que muchos nitroxidos solubles en agua 

muestran capacidad de protección radiológica en animales cuando los compuestos se 

administran antes de la exposición a la radiación (HAHN et al., 1994; 1998). El Tempol, un 

nitroxido de bajo peso molecular, presenta una difusión libre a través de la membrana celular y 

actua como un sinérgico o imitador de la superóxido-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 sólo 5 anillos. En todos los casos, se ha 

descrito que la “captación” de radicales libres y la inducción de hipotensión (disminución del 

flujo sanguíneo capilar) e hipoxia en la médula ósea serían los mecanismos que explicarían su 

capacidad radioprotectora (HAHN et al., 1994, 1998, 1999). 

 

Algunos antioxidantes como las vitaminas A, C y E también presentan efectos de 

“radioprotección” porque el daño radioinducido induce el incremento del estrés oxidativo que se 

asocia con la toxicidad activa del oxígeno y puede ser reducida con la utilización de estas 

vitaminas (WILSON, 1983; KONOPACKA, 1996). Se ha demostrado que el selenio (como 

Na2SeO3) y la vitamina E actúan solos e, incluso de forma aditiva, como agentes 

radioprotectores y quimioprotectores (BOREK et al., 1986). El selenio confiere protección por 

inducir o activar sistemas celulares de captación de radicales libres y por aumentar la 

descomposición del peróxido de oxígeno; mientras que la vitamina E parece que ofrece 

protección por algún otro mecanismo complementario (BOREK et al., 1986). Las vitaminas 

liposolubles A, E y K, presentan una concentración local elevada en compartimentos celulares 

específicos y podrían ser suficientemente elevados como para poder ejercer un efecto 
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radioprotector, a diferencia de la mayoría de compuestos sulfhidrilos hidrosolubles tales como 

las cisteaminas (BOREK et al, 1986). Harapanhalli (1994) ha descrito que el aceite de soja da 

una significativa protección contra la 125IdU y contra los efectos del Polonio radiactivo que se ha 

explicado en función de la presencia de vitamina A entre sus componentes. Un derivado 

hidrosoluble de la vitamina E, el tocoferol monoglucósido, se ha mostrado muy efectivo en la 

protección del DNA “in vitro” y también “in vivo” en ratones tras su administración, vía oral o 

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

 

La Melatonina (N-acetil-5-metiloxitriptamina), una hormona de la glándula pineal 

involucrada en la regulación 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 exposición a la radiación, la melatonina ofrece una 

radioprotección significativa por la disminución de la frecuencia de aberraciones cromosómicas 

en las espermatogonias y espermatocitos y por la reducción de la frecuencia de micronúcleos 

en las células de médula ósea (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 ósea de ratones irradiados, lo que se 

interpreta como una potencial aplicación clínica 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 aplicación clínica porque no discriminan 

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

 

Gran número de extractos de plantas, preparaciones de hierbas y sustancias 

fitoquímicas también se han descrito por su acción 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-GARCÍA et al.,2002; ACEVEDO, 2005; 

DEL BAÑO et al., 2006; ALCARAZ et al., 2006; 2009; 2011; 2013; 2015 ). Sin embargo, hasta 

el momento, no han sido publicados ensayos clínicos para demostrar su eficacia en clínica 

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 I de la Angiotensina II (ARA-2) también se han descrito como efectivos en la 

profilaxis de la lesión renal y pulmonar radioinducida en animales de experimentación 

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 I de la angiotensina II es suficiente para tratar la lesión renal y pulmonar 

radioinducida porque el sistema renina-angiotensina podría 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 fármaco antihipertensivo (GAURAS y GAURAS, 1987) 

y ha sido utilizado para eliminar la reacción precoz del pulmón inducida por la irradiación 

fraccionada del hemitórax en ratas (WARD et al., 1993). La acción terapéutica del captopril se 

ha adscrito parcialmente a la prevención del incremento radioinducido de la presión arterial 

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

 

La lesión pulmonar radioinducida conlleva severas neumonitis, fibrosis intensa y se ha 

asociado con una disminución significativa de la enzima convertidora de angiotensina y de la 

función activadora del plasminógeno, así 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 antifibrótico y mostró unas 

propiedades antiinflamatorias moderadas (WARD et al., 1983). Los IECAs que contienen 

grupos sulfhidrilos son más efectivos que aquéllos que no los poseen. El efecto radioprotector 

del captopril podría estar relacionado con una inhibición del sistema de la angiotensina II y por 

sus propiedades farmacológicas combinadas tales como la antioxidación, la capacidad 

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

 

El uso de fármacos IECAs y ARA-2 abre nuevas posibilidades en radioterapia con altas 

dosis de radiación ya que permite un control de los efectos indeseables relacionados con la 

misma. Sin embargo, la acción de estos fármacos parece ser “específica de tejido”, porque se 

ha descrito que el captopril no ha proporcionado protección alguna en animales irradiados con 

lesión gastrointestinal radioinducida (MOULDER y FISH, 1997). 

 

4. Agentes citoprotectores utilizados en Quimioterapia 

Un número de agentes citoprotectores se han desarrollados para proteger las células 

normales, pero no a las tumorales, de la toxicidad y del daño asociado con la quimioterapia y la 

radioterapia del cáncer. El Mesna (ácido 2-mercaptoetanesulfónico), Desrazoxane y Amifostina 

son 3 de los agentes protectores aprobados ya por la Administración de Alimentos y Drogas de 

los Estados Unidos y poseen una potencial actividad quimioprotectora y radioprotectora en el 

tratamiento del cáncer (HENSELEY et al., 1999; LINKS y LEWIS, 1999; MORAIS et al., 1999; 

HIGHLY et al., 1999; KLETA, 1999; KHOJASTEH et al., 2000). El Mesna disminuye la 

incidencia de toxicidad urotelial inducida por la quimioterapia en el tratamiento del cáncer 

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 protección 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 clínico de estos radioprotectores en 

muchos ensayos clínicos con radioterapia muestra efectos muy variados y una eficacia clínica 

muy limitada (SHUENG et al., 1998; TAN et al., 1999). 

 

5. Metaloelementos y Metalotionina 

La metalotionina, proteína de bajo peso molecular de 60 aminoácidos (de los cuales 

una tercera parte es cisteína), ha mostrado un efecto protector contra la radiación ionizante en 

animales y en cultivos celulares ya que su administración provoca un incremento de la síntesis 

de esta proteína 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). Está involucrada en la regulación del metabolismo de los metaloelementos 

ya que contribuye a la detoxificación del exceso de metaloelementos y a la captación de 

radicales libres (MATSUBARA et al., 1987). Por otro lado, la administración oral de nitrato de 

bismuto a ratones redujo los efectos letales y las lesiones en médula ósea inducidas por una 

irradiación corporal completa; esta protección se ha atribuido a una síntesis inducida de 

metalotionina en las propias células de la médula ósea inducida por la administración del 

bismuto (SATOH et al., 1989). Igualmente, el pretratamiento de los ratones con cloruro de 

manganeso y sales de cadmio incrementó el nivel de metalotionina en varios tejidos 

disminuyendo los efectos letales de una irradiación corporal total (MATSUBARA et al., 1987). 

Sin embargo, la inducción de metalotionina por los metaloelementos es también órgano/tejido 

específico, 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 ningún efecto 

beneficioso en estos tejidos cuando han sido expuestos a la radiación (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 

glucagón, de la fructosa-2,6-bifosfato y de la actividad de la 6-fosfofructo-2-kinasa, estimulando 

el flujo glucolítico (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 tóxicos 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 clínica junto con la radioterapia 

y/o quimioterapia para controlar el crecimiento tumoral tanto en animales de experimentación 

como en clínica humana presentan también un efecto radioprotector. El interferón gamma 
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induce una respuesta inmune en humanos mediante la activación de las células T, la expresión 

del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II y del receptor para la porción Fc de la 

inmunoglobulina en los monocitos. En un estudio clínico randomizado se ha descrito que la 

administración de interferón gamma recombinante provoca una estimulación inmune en los 

pacientes que han conseguido la remisión completa de un cáncer de pulmón de células 

pequeñas tras la radioterapia y la quimioterapia (PUJOL et al., 1993; ACEVEDO, 2005). 

 

Los polisacáridos asociados a proteínas, tales como AM5 y AM218, lactobacillus 

destruidos mediante calor, extractos bacterianos y la trealosa dicorinomicolato sintética también 

tienen propiedades inmunomoduladoras. Estos compuestos, además, también han mostrado 

tener acción 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 combinación con 

indometacina (un inhibidor de la producción de prostaglandina) en el ratón antes de una 

irradiación letal, presenta una sinergia en el efecto radioprotector esperado (LANDAUER et al., 

1997). 

 

El tricloro de amonio-(dioxietilén-0,0’) telúrico (AS101) es un componente sintético que 

exhibe propiedades inmunomoduladoras y una mínima toxicidad en ensayos clínicos en 

pacientes con cáncer (KALECHMAN et al., 1995a,b). El AS101 presentó un efecto protector de 

la hematopoyesis en ratones irradiados y ratones tratados con diversas drogas quimioterápicas. 

Algunos estudios han descrito que la administración de AS101 aumentó los niveles de suero 

amiloide A (SAA) en el suero de los ratones tratados e incrementó los niveles de SAA, factor B 

y ceruloplasmina en el suero de pacientes tratados con AS101. Se demostró que la 

Interleukina-1 (IL-1), la Interleukina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) 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-α y el factor de las células stems 

parece que intervienen de forma importante en la radioprotección conseguida por el AS101, ya 

que la administración de anticuerpos contra los receptores de éstos, parece la vía por la que el 

AS101 incrementa la supervivencia de los ratones irradiados con dosis letales (KALECHMAN 

et al., 1995a,b). Incluso, la administración intraperitoneal de IL-1 consiguió proteger a ratones 

de los efectos letales de la radiación gamma (NETA et al., 1986; 1988; ACEVEDO, 2005).). 

 

7. Lipopolisacáridos y Prostaglandinas 

Se ha descrito que los lipopolisacáridos son agentes protectores frente a las lesiones 

radioinducidas en intestino y médula ósea de ratón provocadas por una exposición corporal 

total a la radiación (RIEHL et al., 2000). La administración parenteral de lipopolisacárido, 2-4 

horas antes de la exposición a la radiación, produce un aumento del número de criptas que 

persisten a los 3,5 días tras una irradiación corporal total de 14 Gy de radiación gamma. 

Diversos estudios con inhibidores de la cicloxigenasa en ratones mutantes con un gen ausente 

para la cicloxigenasa-2 puso de manifiesto que el lipopolisacárido ofrecía protección a través 
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de una vía dependiente de la prostaglandina (RIEHL et al., 2000), determinándose 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 estímulos tales como hormonas, traumatismos, inflamaciones y reacciones 

alérgicas; influenciando un número de funciones celulares asociadas con circunstancias 

normales y patológicas (NEEDLEMAN et al., 1986). Se ha descrito que las prostaglandinas 

ofrecen protección en muchos tejidos, incluidos el intestino, médula ósea, folículos pilosos y 

epitelio germinal masculino frente al daño inducido por la radiación (WALDEN et al., 1987; 

HANSON et al., 1988). Hanson et al., (1995) han descrito la acción radioprotectora del 

misoprostol (un análogo de la prostaglandina E1) que protege de forma selectiva a las células 

normales mientras que carece de efecto alguno en las células tumorales; en líneas celulares 

consigue la reparación de DNA de forma eficiente y en líneas celulares con escaso nivel de 

respuesta a este efecto se ha considerado dependiente del ciclo celular lo que explicaría este 

efecto ambivalente descrito (VAN BUUL et al., 1999). 

 

8. Ligandos de unión al DNA 

El papel del Hoechst 33342 se ha estudiado como radioprotector al detectarse un 

efecto de radioprotección mediado por el incremento en la transferencia de electrones y que, 

incluso puede ser aumentada por la adición 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 máxima protección es actuando contra las roturas radioinducidas 

de las cadenas en sus sitios de unión, hay también alguna protección adicional en la que 

interviene la reducción realizada por el ligando unido de forma transitoria y oxidando las 

moléculas de DNA (DENISON et al., 1992; MARTIN y ANDERSON, 1999). 

 

MECANISMO DE PROTECCIÓN CONTRA LA RADIACIÓN IONIZANTE 

Los agentes radioprotectores pueden realizar su acción a través de diferentes 

mecanismos de acción entre los que cabe destacar (NAIR et al., 2001): 

1) Supresión de la formación de especies reactivas (radicales libres). 

2) Detoxificación de especies radioinducidas. 

3) Estabilización de agentes tóxicos radioinducidos. 

4) Aumento de los procesos de reparación y recuperación. 

 

Como consecuencia del descubrimiento del “efecto oxígeno”, los primeros protectores 

se pensaron inicialmente para conseguir provocar un cambio radical (una inversión) de dicho 

“efecto del oxígeno”. Así, agentes farmacológicos, capaces de alterar la hemodinámica “in vivo” 

se consideraron radioprotectores por interferir en la distribución de oxígeno dentro de los 
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tejidos irradiados. La obstrucción mecánica de la perfusión sanguínea mediante microesferas 

en la embolización intestinal o renal y la perfusión con dextrano con hemoglobina 

desoxigenada, disminuía significativamente la sensibilidad de los tejidos irradiados (HOLT, 

1975) al alterar la distribución del flujo sanguíneo y, de este modo, la presión parcial de 

oxígeno en los tejidos. Las aminas biogénicas tales como la histamina, serotonina, 

norepinefrina y epinefrina también muestran una acción radioprotectora al inducir una hipoxia 

localizada en las zonas irradiadas. 

 

El consumo químico y bioquímico de oxígeno también puede provocar hipoxia en 

células y tejidos. Este podría ser uno de los mecanismos importantes mediante el que los 

clásicos compuestos sulfhidrilos manifiestan un efecto de radioprotección, ya que al reaccionar 

provocan una reacción de oxidación con disminución del oxigeno molecular. 

 

Incluso, los iones metálicos tales como el Fe+3 pueden catalizar esta reacción de 

oxidación mediante la siguiente reacción (HALLIWELL y GUTTERIDGE, 1999): 

2 Sulfhidrilos + 2 O2     RSSR + H2O2 + O2 

 

Posteriormente, el mecanismo de acción se ha dirigido buscando la hipoxia tiol-

inducida, como sucede con el WR-2721, que ofrece una selectividad en la protección de las 

células normales respecto de las células tumorales (YUHAS, 1982) y que se ha explicado como 

consecuencia del diferencial de oxígeno disponible entre ellas. 

 

La “eliminación” 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 daño inducido por la radiación ionizante. Muchos “captadores” de 

radicales libres son conocidos por interaccionar con radicales libres acuosos y prevenir la 

lesión radioinducida en las células. 

 

Pero además, los radioprotectores pueden también reaccionar con radicales del agua o 

radicales de biomoléculas (X) formados por mecanismos “en cascada” y que perduran más 

tiempo en el medio biológico y conseguir, a través de la cesión de átomos de hidrógeno, para 

reparar las especies radicales generadas por la radiación. 

2 X* + 2 Sulfhidrilo                                                       2 XH + RSSR 

2 Sulfhidrilo + 2 OH-                                                          RSSR + 2 H2O 

 

Las sustancias radioprotectoras pueden también interaccionar con blancos celulares, 

como el DNA, formando mezclas de disulfitos y prevenir el daño de la radiación 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 



I. Introducción 
___________________________________________________________________________________________________ 

 

 21

DNA no presentan ningún efecto protector (KOLLMANN et al., 1973). La actividad 

radioprotectora de un buen número de compuestos tioles se ha correlacionado con la cantidad 

y distribución en las mezclas de disulfitos (ELDJARN y PHIL, 1958). La regeneración de 

proteínas nativas se alcanza por un intercambio del disulfito tiol con el glutation, posiblemente 

catalizado por una tiol transferasa, y posterior acción del sistema redox del glutation unida con 

la glutation reductasa y el NADPH. 

Protein-S-S-R                                                Protein-S + *SR 

Sulfhidrilo + R’SSR                                                              RSSR’ + R’-SH 

RSSR’ + Sulfhidrilo                                                                 RSSR + R’SH 

 

La hipótesis de la mezcla de disulfitos está limitada a la protección de enzimas y 

proteínas y falla para explicar la radioprotección de los ácidos nucleicos ya que el grupo SH 

está restringido sólo a proteínas (NAIR et al., 2001). 

 

Procesos de reparación del DNA y recuperación celular 

Los procesos de reparación o recuperación celular han constituido el objetivo de 

numerosos estudios que se han visto enormemente incrementados al utilizar agentes 

radioprotectores. La diana más importante que puede ser lesionada por la radiación ionizante 

es el DNA de la célula. Los tipos de lesión 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 azúcar. 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 

lesión 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 podrían conducir a la muerte 

celular, al incremento del número de mutaciones radioinducidas o a numerosas alteraciones 

funcionales; aunque sin embargo, también podrían ser reparadas y las células podrían 

recuperarse totalmente de las lesiones inducidas por la RI (ORR, 1984; FRIEDBERG, 1985). 

Algunas sustancias radioprotectoras endógenas se han estudiado para establecer su influencia 

en la recuperación celular de las lesiones ocasionadas por la radiación o por otras sustancias 

químicas (BUMP et al., 1981; BUMP y YU, 1982; ROIZIN et al., 1984; BERTSCHE y SCHORN, 

1986). Los tioles, tales como el glutatión, están involucrados en la reparación de las roturas de 

la cadena simple del DNA. Las células genéticamente deficientes en la síntesis de glutatión o 

células en las cuáles la deficiencia de glutatión está producida por dl-butionina-sulfoxima, por 

hipoxia o por misonidazol carecen de esta capacidad de reparación 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 glutatión sintasa presentan un 

incremento en la cantidad de gammaglutamil cisteína, cistina y otros tioles de bajo peso 

molecular pero aquéllos no pueden sustituir o compensar al glutatión en la reparación de la 

cadena simple de DNA. Muchos compuestos que “estresan” a las células inducen enzimas 
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reparadoras de DNA. Entre estas sustancias se incluye el H2O2, el metil metano sulfonato, los 

compuestos del níquel y el dinitropireno. Se ha descrito que si las células se irradian e 

inmediatamente se tratan con inhibidores de la síntesis protéica o de la división celular, 

muestran un incremento de la resistencia a la radiación. Este fenómeno se ha denominado 

“recuperación potencial del daño letal” (NAIR et al., 2001). De igual forma, los cultivos celulares 

mantenidos en condiciones subóptimas para el crecimiento podrían 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 recuperación celular no son bien 

comprendidos hasta el momento. 

 

Los mecanismos de defensa celular contra el “estrés” oxidativo provocado por la 

radiación o por diversas sustancias químicas obtienen una respuesta de “ayuda” precoz al 

daño radioinducido con una consiguiente “adaptación” al mismo. La respuesta de “ayuda” 

consiste en eliminar las lesiones del DNA y la respuesta de “adaptación” consiste en restaurar 

el metabolismo celular y el funcionamiento normal. En la protección de dianas u objetivos 

vitales, la reparación urgente tiene un papel importante, y comprende la activación o síntesis de 

muchas proteínas, en donde el DNA precursor sintetiza enzimas y precursores de DNA 

(PULATOVA et al., 1999). La ribonucleótido-reductasa en mamíferos es una enzima inducida 

por el DNA dañado y tiene un papel importante en la reparación de la escisión, ya que la 

concentración de deoxirribonucleótidos es importante para la síntesis de cualquier reparación 

(HURTA y WRIGHT, 1992; FILATOV et al., 1996; TANAKA et al., 2000). Las drogas y 

sustancias químicas que estimulan o incrementan la actividad de enzimas que sintetizan DNA 

precursor, tales como la ribonucleótido-reductasa, podrían funcionar también como buenos 

radioprotectores. La administración de los fármacos indralina e indometafeno, antes de la 

exposición a la radiación, en animales (ratones y perros) consiguió una supervivencia más 

elevada que los animales controles al ser sometidos a dosis letales de radiación gamma 

(PULATOVA et al., 1999). En muchos órganos de estos animales se produjo un incremento en 

la actividad de la enzima (ribonucleótido-reductasa) que se interpreta como resultado de la 

activación de DNA, y las enzimas que sintetizan precursores incrementan la extensión de la 

zona de DNA que son reparadas. 

  

Además, los lugares celulares con mayor cantidad de precursores de DNA podrían 

“prevenir” la formación de nuevas lesiones. En este sentido, se ha descrito que la síntesis 

estimulada de deoxirribonucleótidos tanto como la síntesis de DNA y proteínas constituye el 

mecanismo de radioprotección de estas drogas en los animales irradiados “in vivo” 

(PULATOVA et al., 1999). 
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Figura A2. Mecanismos de acción 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 Clínicas 

Dificilmente puede discutirse que los signos clínicos, los síntomas y la condiciónes en 

su conjunto del paciente son muy importantes para el diagnóstico médico de la gravedad del 

síndrome de radiación. Los principales signos y manifestaciones, así como las enfermedades 

principales, están registrados en numerosos libros de texto. Siempre hay que tener en cuenta 

que la ausencia de síntomas no debe ser considerada como exposiciones insignificantes o 

nulas, a menos que se hayan confirmado mediante los respectivos test biológicos. Otra nota 

práctica es que, como no hay síntomas que sean provocados exclusivamente por las 

radiaciones ionizantes, resulta de suma importancia para el diagnóstico diferencial tener en 

cuenta los datos de la anamnesis del paciente o del trabajador irradiado (BACQ y 

ALEXANDER, 1964). 

 

2. Indicadores Hematológicos 

Durante años se han estudiado los cambios en el número de células sanguíneas como 

indicadores hematológicos en sangre periférica de la exposición a RI. La fase temprana tras el 

accidente con RI está caracterizada normalmente por un pico inicial y temporal de granulocitos 

y por la primera caída del número de linfocitos. Estos signos pueden aparecer entre 0,5 y 1 Gy 

de radiación de baja transferencia lineal de energía (LET). La mayor pendiente de caída del 

número de linfocitos y los valores por debajo del mínimo ocurren con una exposición más 

elevada. El número de plaquetas también disminuye al superar 1 Gy, aunque este proceso es 

más lento que la disminución del número 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 hematológicos, sin embargo, permiten juzgar la reactividad del individuo 

tanto en la fase aguda como en la fase de regeneración posterior. La principal ventaja del 

contaje de células sanguíneas es que da una impresión inmediata de la gravedad de un 

accidente, particularmente durante los dos primeros días, 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 circulación sanguínea tal y como ocurrió en varias víctimas del 

accidente de Chernobyl. Ante esta situación, se dió un nuevo enfoque para calcular la dosis 

basado en la cinética de los granulocitos neutrófilos. La supresión aguda de la médula ósea 

podría ser cuantitativamente expresada por los parámetros temporales del contaje de los 

neutrófilos en sangre periférica; así, la también llamada curva de neutrófilos cruza el nivel de 
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500 neutrófilos/ml, “día de 500” o “d500”. El “d500” indica el comienzo, el grado y la duración de 

la pancitopenia que padecerá el paciente accidentado sirviendo como un buen factor 

pronóstico. Así el “d500” constituye un parámetro hematológico cuantitativo de la gravedad del 

síndrome de médula ósea inducido por la radiación aguda y que también se ha asociado con 

un elevado número de producción de cromosomas dicéntricos en linfocitos humanos 

(BARANOV et al., 1995). 

 

Basado en un gran número (aproximadamente 600) de personas lesionadas en 22 

accidentes nucleares, se han desarrollado varios métodos para la evaluación hematológica del 

estado de las personas en el diagnóstico precoz por el contaje de linfocitos periféricos a las 24-

48 horas del accidente; y de granulocitos y plaquetas desde el 4º día después de la exposición. 

Una simulación en ordenador de la granulopoyesis ha permitido el cálculo de las células que 

pueden quedar intactas, lo que ayuda a planear la terapia y construir un pronóstico como un 

“ensayo predictivo” para los siguientes 60 días. Los procedimientos y cálculos están basados 

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

 

3. Ensayos Citogenéticos 

A. Cromosomas de linfocitos en metafase 

El análisis de las aberraciones cromosómicas en linfocitos realizados en sangre 

periférica humana está reconocido por los organismos nternacionales para la determinación 

biológica de las dosis de RI. Es especialmente importante resaltar que, en dosis equivalentes 

menores de 1 Sv, el análisis de las aberraciones cromosómicas puede ser solamente un 

indicador biológico de exposición a la radiación. Este límite viene determinado 

fundamentalmente por el nivel de aberraciones en la población (frecuencia basal espontánea) y 

por el número 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 fisión. Una de las grandes desventajas de este 

método es que se necesita mucho tiempo para su determinación debido a la necesidad del 

cultivo de las células y al recuento manual, requiriendo alrededor de tres días de trabajo muy 

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

 

En el desarrollo posterior de estos análisis de aberraciones cromosómicas, se han 

obtenido nuevos resultados espectaculares con la técnica de hibridación 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 única para combinar información citológica de los cromosomas con información 

molecular sobre la estructura y secuencia del DNA. La hibridación “in situ” permite la 

localización de una secuencia de DNA en particular cerca de los cromosomas en metafase. Si 

se tiñen solamente dos o tres cromosomas, puede encontrarse una relación dosis-efecto lineal-
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cuadrática para las aberraciones cromosómicas en linfocitos circulantes irradiados “in vitro” con 

radiación gamma. 

 

La principal ventaja de esta nueva técnica de tinción es que las aberraciones estables 

pueden ser detectadas mucho después de la irradiación. El rendimiento o eficacia tras una 

dosis dada se ha estimado entre 1,5-2 veces mayor que la técnica de las aberraciones 

cromosómicas dicéntricas. Sin embargo, ciertas limitaciones importantes de la técnica son que 

el valor base de la población 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 así 

como que su uso está limitado principalmente a dosis absorbidas por encima de 2 Gy. Cabe 

destacas las buenas correlaciones encontradas entre la traslocación y las anomalías 

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

 

B. Técnica de micronúcleos 

Micronúcleos en médula ósea de ratón 

Durante los últimos años se ha utilizado un test clásico de toxicología para poner de 

manifiesto el daño cromosómico inducido por la radiación ionizante: el Test de Micronúcleos 

(MN) “in vivo” sobre eritroblastos/eritrocitos de médula ósea de roedores (ratón y rata). 

El test de micronúcleos en médula ósea desarrollado originariamente por Schmid en 1975, es 

probablemente el test “in vivo” más frecuentemente utilizado para poner de manifiesto el efecto 

genotóxico producido tanto por la radiación ionizante como por numerosas sustancias 

químicas. Los eritrocitos policromatófilos con micronúcleos en médula ósea, proporcionan un 

método fiable y relativamente sencillo para la detección del daño cromosómico producido por 

diferentes agentes físicos y químicos (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 micronúcleos 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 citometría de flujo, han multiplicado las posibilidades iniciales del test. Las curvas 

dosis-efecto lineales descritas con el test de médula ósea le dotan de gran fiabilidad en la 

cuantificación del daño genético radioinducido. Muy recientemente, el análisis de reticulocitos 

en sangre humana por citometría de flujo se está convirtiendo en la última incorporación 

técnica que permite una determinación fiable de las dosis de radiación absorbidas (ACEVEDO, 

2005). 
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Micronúcleos en linfocitos humanos irradiados 

En los últimos años, se han ido acumulando un gran número de referencias que indican 

que el recuento de micronúcleos en linfocitos humanos irradiados, constituye una fuente de 

información de los daños citogenéticos derivados de radiaciones ionizantes así como de 

numerosos tóxicos químicos.  

 

Las relaciones dosis-efecto establecidas para radiación ionizante tienen una relación 

lineal o lineal-cuadrática 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 población (frecuencia basal 

espontánea); como consecuencia, las dosis estimadas pueden ser actualmente más fiables. 

Esto último ha sido uno de los objetivos que se propuso el Proyecto HUMN (Micronúcleos 

Humanos) en 1997, dónde más de 35 laboratorios a nivel internacional se propusieron, entre 

otros objetivos, recopilar y comparar las frecuencias basales de micronúcleos en la población 

humana para establecer la frecuencia basal normal y determinar así las principales variables 

demográficas, medioambientales y metodológicas que afectan a este índice (FENECH et al., 

2003), utilizando la técnica de micronúcleos en linfocitos humanos irradiados y 

bloqueados citocinéticamente con Cytochalasina B en la primera división mitótica 

(FENECH y MORLEY, 1986). 

 

La realización relativamente simple del test puede ayudar para la determinación 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 evaluación del daño genotóxico producido por diferentes agentes físicos y 

químicos y las conclusiones han sido que la técnica “cometa” es más sensible que la técnica de 

micronúcleos en la monitorización de la población expuesta a radiación X aunque ambas 

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

 

Las posibilidades de evaluar la frecuencia de aparición de micronúcleos a través de un 

análisis de imagen automatizado y computerizado proporcionaría a esta técnica un mayor 

rango de aplicación y que, todavía 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, 

micronúcleos 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 realización del test de micronúcleos sobre linfocitos humanos irradiados empleando cultivos 

de linfocitos aislados, se ha recomendado que para el trabajo habitual de dosimetría biológica y 

de búsqueda 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 más adecuada para tal fín (IAEA, 

2001; 2011). 

 

C. Condensación prematura de cromosomas 

Esta técnica se basa en la fusión de linfocitos aislados a partir de sangre periférica con 

células mitóticas de ovario de hámster utilizando polietilenglicol (PEG). El daño en sus 

cromosomas condensados prematuramente aparece como un buen indicador de la exposición 

a radiación ionizante. Los efectos de la radiación se manifiestan como “fragmentos”, es decir, 

material cromosómico que excede a las 46 cromátidas de los cromosomas; estos fragmentos 

son contados y se utilizan para estimar el daño citogenético. La condensación prematura de los 

cromosomas (PCC) se ha utilizado como un biodosímetro 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 radiación. La técnica es más utilizada 

para detectar la proporción de células no dañadas por la radiación ionizante. Su umbral de 

sensibilidad parece mayor que la de otras técnicas citogenéticas y el daño inicial puede ser 

determinado inmediatamente después de la exposición. La relación dosis-efecto que se ha 

determinado es una relación  lineal (GREINERT et al., 1995; BLAKELY et al., 1995). 

 

Un paso adicional fue introducido con la coloración de los cromosomas mediante la 

combinación de la técnica FISH con la de PCC. La curva dosis-respuesta para la inducción de 

fragmentos es lineal dentro de las dos horas inmediatamente posteriores a la exposición. Más 

tarde, se ha descrito lineal y/o cuadrática. El método indica que la coloración de los 

cromosomas condensados prematuramente puede ser utilizado para la determinación de la 

dosis de radiación como dosímetro biológico (BLAKELY et al., 1995; IAEA, 2001; 2011). 

 

D. Intercambio de cromátidas hermanas 

Esta técnica no está considerada como una posibilidad práctica para indicar los daños 

de la RI. Puede ser un buen indicador del daño inducido por radiación ionizante pero no 

presenta una aceptable correlación con las dosis de radiación administradas o absorbidas. 

Algunos autores han descrito resultados sobre aumento de frecuencias en los trabajadores de 

Chernobyl y en ciertas poblaciones expuestas al radón (PRABHAVATHI et al., 1995; 

LAZUTKA, 1995; IAEA, 2011). 

 

4. Indicadores Bioquímicos 

Se han hecho considerables esfuerzos en las últimas tres décadas para encontrar 

indicadores bioquímicos del daño inducido por la radiación (como metabolitos o actividades 

enzimáticas) que, supuestamente, aparecerían o cambiarían sus actividades funcionales en 

fluidos corporales tales como la orina o la sangre debido fundamentalmente a procesos 

celulares degenerativos inducidos por la radiación ionizante. Algunos de estos indicadores 

bioquímicos son la deoxicitidina, timidina, pseudouridina, el ácido beta-aminoisobutírico, 

productos de degradación de los ácidos nucleicos, aminoácidos como la cisteína, taurina y 
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creatina, así como, productos del metabolismo proteico. Algunos autores coinciden en que 

estos parámetros dependen de una serie muy variable de condiciones fisiológicas o patológicas 

de cada individuo (edad, sexo, raza, desórdenes metabólicos) que dificultan 

extraordinariamente su empleo como dosímetro o indicador biológico de lesión radioinducida 

(LOHMAN et al., 1995).  

 

El optimismo basado en los resultados obtenidos en animales de experimentación en 

diferentes ensayos, no se pueden conseguir en humanos. Los metabolitos de las aminas 

biogénicas, como el ácido 5-hidroxiindólico, dan normalmente una buena relación dosis-

respuesta aunque a muy altas dosis. Entre estos indicadores bioquímicos se han descrito 

también cambios en la actividad de ciertos enzimas. Se han hecho pruebas con varios enzimas 

que normalmente aparecen en el suero sanguíneo tras serias lesiones en diversos tejidos 

como el músculo, hígado, piel y glándulas 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 

mayoría de estos tests no cumplen los requerimientos de indicadores biológicos en caso de 

accidente radiológico (LOHMAN et al., 1995).  

 

5. Resonancia del Spin Electrónico 

Entre los indicadores a nivel molecular se puede mencionar también la determinación 

de la resonancia del spin electrónico de los radicales libres inducidos por la radiación, 

conservados en tejidos de bajo contenido en agua como el esmalte de los dientes, las uñas o el 

pelo. La relación 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 así como en las víctimas del 

accidente de Chernobyl. Sin embargo, varios puntos de la técnica han sido descritos como 

dependientes de diferentes parámetros: calidad de la radiación, efectos de la tasa de dosis, 

temperatura o naturaleza de la muestra biológica 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 dosimetría biológica radica en la aplicación 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 contaminación radiactiva también han de tenerse en cuenta. Actualmente 

hay dos circunstancias que tienen un especial interés: a) las exposiciones al radón y a sus 

descendientes y b) los radioyodos, generalmente utilizados en Medicina Nuclear. 

 

Debido a que las exposiciones al radón se consideran en la actualidad preocupantes, 

se han hecho algunos acercamientos tanto en los mineros como en la población que vive bajo 

exposiciones másaltas para medir su efecto biológico. Se han descrito frecuencias basales 

aumentadas de diferentes parámetros citogenéticos, pero todavía no se ha obtenido una 
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relación clara dosis-efecto. Una situación similar se ha descrito en trabajadores y soldadores 

tras exposiciones al plutonio (LIVINGSTON et al., 2006). 

 

La estimación de la dosis después de la terapia con radioyodo se ha demostrado 

dependiente de la condición fisiológica y patológica de la glándula tiroides, así como de la 

cantidad de radioisótopo concentrado en dicha glándula. En la enfermedad de Graves-

Basedow la frecuencia de micronúcleos se ve incrementada pero en los adenomas tóxicos no 

se ha encontrado un aumento a pesar de las altas dosis aplicadas (KOTELES et al., 1993; 

KOTELES, 1996). La terapia con yodo radiactivo sí que ha supuesto un incremento de 

micronúcleos 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 daños radioinducidos locales 

Para zonas del cuerpo específicas, daños locales o irradiaciones parciales, que ocurren 

de forma más frecuente, el arsenal de diagnóstico es todavía más 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 clínicas que aparecen en la 

mayoría de los casos: eritema precoz, descamaciones secas y húmedas, daños vasculares, 

necrosis dérmicas y subcutáneas extensas. Con estos elementos cutáneos se puede 

establecer la localización, extensión y gravedad del daño radioinducido. Los diferentes métodos 

descritos deben ser también de valor diagnóstico y aconsejar la necesidad y condiciones de la 

terapia que pretende utilizarse así como diferenciar entre regiones cutáneas dañadas y no 

dañadas para estimar la utilidad de los injertos de piel en esas zonas. Los diferentes métodos 

incluyen en diferentes grados, el análisis de la capa basal de células y de los folículos pilosos y 

la estructura y el diámetro 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 termografía relacionándolos con la dosis de radiación administrada. 

 

La muerte celular radioinducida se ha demostrado dosis-dependiente en los folículos 

pilosos provocando el adelgazamiento del pelo. Se puede medir el porcentaje de pelo 

displásico, el número de aberraciones cromosómicas del epitelio del pelo arraigado, el número 

de células muertas (por apoptosis) en los folículos pilosos y el número de núcleos celulares en 

la médula del pelo. El pelo se puede obtener fácilmente de la mayoría de la superficie corporal. 

De esta forma, se pueden detectar exposiciones parciales del organismo permitiendo la 

localización de la exposición de la forma más exacta posible; incluso parece posible realizar un 

análisis automático del diámetro del pelo (HAMILTON y POTTEN, 1995). 

 

Sin embargo, el sistema indicador más sensible (muerte de las células en el folículo 

piloso, 0’05-1 Gy) puede hacerse sólo utilizando métodos invasivos y su aplicación está 
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limitada en el tiempo (solamente en exposiciones cortas). El sistema que tiene más fácil 

accesibilidad (anchura del pelo, pelo displásico), es menos sensible (1-10 Gy y 2-10 Gy, 

respectivamente) y el efecto biológico necesita un mínimo de 2-3 días para su expresión, 

poniéndose de manifiesto que el tiempo óptimo de determinación está entre los 7 y 14 días 

postexposición. Hasta ahora la experiencia realizada en humanos es muy limitada, por lo que 

debería investigarse la variabilidad entre las diversas partes del cuerpo y la variabilidad 

existente entre individuos. 

 

También se han descrito dos procedimientos de diagnóstico instrumental que pueden 

usarse en casos de sobreexposiciones locales para determinar su gravedad: los métodos 

térmicos y los radioisotópicos. Los dos métodos son más fiables cuando es posible comparar 

un área irradiada con la correspondiente zona simétrica no irradiada. En este sentido, varias 

formas de termografía pueden usarse, primero, para ver si hubo algún daño; y segundo, para 

valorar la extensión del mismo. Tanto la termografía de contacto como la teletermografía 

infrarroja parecen de utilidad parecida (quizás la última es mejor aunque más cara) para el 

diagnóstico de la irradiación parcial del cuerpo, principalmente de las extremidades (KOTELES 

et al., 1987; KOTELES y BENKO, 1994). El método radioisotópico detecta la circulación 

vascular en las regiones cuando se inyecta 99mTc-pertecnectato por vía intravenosa y su 

distribución se determina con cámara de centelleo. Su utilización permitiría objetivar lesiones 

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

 

Estos dos métodos pueden utilizarse complementariamente. Sin embargo, no permiten 

determinar la dosis exacta de RI pero ayudan en la valoración de la severidad clínica del daño 

radioinducido. La termografía es una técnica sensible y frecuente para detectar daños locales 

de radiación y para determinar sus extensiones en las fases donde los síntomas clínicos no son 

evidentes, es decir, en los períodos más precoces y en los latentes (KOTELES y BENKO, 

1994). 

 
 
TENDENCIAS FUTURAS EN INVESTIGACIÓN Y DESARROLLO 

Se están 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 expresión en el locus de la Glicoforina A (ensayos GPA) 

mediante la utilización de anticuerpos monoclonales con marcaje inmunológico. Por supuesto, 

el desarrollo sofisticado en la individualización de células y en la preparación de anticuerpos 

monoclonales con marcaje inmunológico, han hecho posible este tipo de aproximación. Un 

incremento de la frecuencia de células mutantes en los supervivientes de la Bomba-A se ha 

correlacionado con la dosis física estimada mayoritariamente para diferentes grupos de 

población y con más dificultad para individuos aislados. Respuestas similares se han descrito 
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en los eritrocitos de la población irradiada en Chernobyl, describiéndose la persistencia de las 

mutaciones durante años tras la exposición (ACEVEDO, 2005).  

 

 El ensayo del gen del receptor de las células T (TCR) en linfocitos de sangre periférica parece 

aplicable después de la exposición a la radiación 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 contaminación 

ambiental en Goiania (Brasil) y se han descrito aumentos de las frecuencias de mutaciones 

durante años en las personas expuestas entre 1-7 Gy. En casos de pequeñas 

sobreexposiciones ocupacionales, el ensayo HPRT no ha mostrado suficiente sensibilidad 

(ACEVEDO, 2005). 

 

2. Fenómenos Celulares 

Se han ensayado diferentes tipos de alteraciones en la superficie celular como 

indicadores biológicos del daño radioinducido. Se han publicado algunos estudios para 

relacionar la dosis de radiación con movilidades electroforéticas de varias células incluyendo 

eritrocitos y linfocitos. También se han desarrollado pruebas de unión a la lectina. Sin embargo, 

los indicadores basados en las alteraciones de la membrana celular no tienen prácticamente 

importancia y persisten solamente por un tiempo relativamente corto tras la exposición a la 

radiación. 

 

El ensayo de células con electroforesis en gel (“cometa”) es un método sensible 

para la detección de roturas en la cadena simple de DNA de células individuales. Actualmente 

se considera que debería llegar a ser una técnica habitual en la detección de dosis de radiación 

relativamente bajas. La contribución de este ensayo con otros ensayos citogenéticos similares 

permite evitar subestimaciones del daño radioinducido indicando tanto daños ligeros como 

graves en células individuales. Es obvio que el primer paso debe ser la realización 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 daños locales o regionales 

cuando las gónadas masculinas están situadas dentro del campo de radiación. Se han descrito 

cambios en la cantidad, movilidad y morfología de los espermatozoides tras la exposición a la 

radiación ionizante. Debido al tiempo de maduración del esperma adulto, la disminución de la 

cantidad de esperma puede no observarse hasta aproximadamente 45 días después de la 

exposición corporal a la radiación. El método tiene un gran número de inconvenientes, de 

manera que es bastante improbable que ocupe un papel importante en la dosimetría biológica. 

Puede usarse solamente con una parte de los varones de la población y solamente con 
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aquéllos, cuya espermatogénesis está intacta. Por otra parte, el método es invasivo y la 

mayoría de los datos publicados están limitados al ratón; no hay mucha información disponible 

en el hombre (ACEVEDO, 2005). 

 

3. Indicadores Inmunológicos 

El sistema inmune tiene una gran radiosensibilidad, por lo que parece muy útil para 

investigar técnicas de dosimetría biológica sobre todo para exposiciones a dosis bajas de 

radiación. Se han evaluado numerosas técnicas pero, actualmente, no existe un único 

indicador disponible para su uso rutinario en los ensayos previos de exposición a la radiación. 

Esto es debido, en parte, a la complejidad del sistema inmune y al hecho de que la información 

acerca de los factores celulares y plasmáticos implicados en el mecanismo de defensa inmune 

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

 

Los indicadores inmunológicos potencialmente útiles se pueden agrupar según el 

aspecto en el que están basados en: 1) Cuantificación del conjunto de linfocitos; 2) Valoración 

de la función que requiere la interacción de diferentes subpoblaciones de células blancas 

sanguíneas; 3) Producción de anticuerpos y 4) Respuestas mediadas por células como los test 

de hipersensibilidad cutánea y la capacidad para rechazar tejidos extraños u órganos 

trasplantados. Sin embargo, ninguno de ellos se emplea como dosímetro biológico en la 

actualidad (ACEVEDO, 2005). 

 

A pesar de décadas de largas investigaciones e importantes adelantos, se han 

desarrollado solamente unos pocos indicadores biológicos y aún menos, dosímetros biológicos 

que sean realmente aplicables. Algunos son bastante prometedores; hoy en día, entre los más 

útiles y más ampliamente aceptados se encuentran los Ensayos Citogenéticos siendo la 

mayoría de ellos, de uso obligatorio en accidentes radiológicos y propuesto para medir el efecto 

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

 

En este sentido nuestro laboratorio utiliza un test citogenético clásico que expresa el 

daño cromosómico (genotóxico) inducido por la radiación ionizante: el test de micronúcleos del 

cuál, se han descrito dos variantes: 

a) La técnica de micronúcleos “in vivo” sobre eritrocitos policromatófilos de médula 

ósea de ratón. 

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

citocinético. 

 

En nuestro estudio utilizaremos ambos, teniendo en cuenta que el test de micronúcleos 

en linfocitos humanos irradiados con bloqueo citocinético para poner de manifiesto el posible 

efecto protector de diferentes sustancias frente al daño cromosómico inducido por la radiación 

ionizante es considerado hoy día como el test de dosimetría biológica más adecuado en estos 

momentos para el análisis citogenético de rutina (IAEA, 2001; 2011). 
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GRUPO 
INDICADOR 
BIOLÓGICO 

DOSÍMETRO 

 
HEMATOLÓGICOS 

  

● Disminución de linfocitos, granulocitos, plaquetas y eritrocitos. 
● Disminución de células de la médula ósea. + - 

 
CITOGENÉTICOS 

  

● Aberraciones cromosómicas en metafase (dicéntricas, anillos). 

● Aberraciones en interfase. 
● Micronúcleos “in vitro” e “in vivo”. 
● Condensación prematura de cromosomas. 
● Hibridación in situ con fluoresceína (FISH). 

+ + 

● Aberraciones numéricas. 
● Intercambio de cromátidas hermanas. + - 

 
CITOLÓGICOS-MOLECULARES 

  

● Rotura de DNA por electroforesis en gel, “test del cometa”. 
● Alteraciones de unión (lectina, etc.). + + 

● Electroforesis de células. 

+ - 
● Pérdida del gen de expresión en el locus de Glicoforina 
A en eritrocitos. 
● Función, morfología y densidad celular. 
● Capacidad reproductiva. 

 
ESPERMATOGÉNICOS 

  

● Cantidad, movilidad y morfología de esperma. + - 

 
INMUNOLÓGICOS 

  

● Cambio en el recuento de los tipos de linfocitos.                                          

+ - 
● Cambio en las funciones celulares.                                           

● Producción de anticuerpos.                                                       
● Test de hipersensibilidad cutánea  mediada por células.               

 
RESONANCIA DEL SPIN-ELECTRONICO 

  

● Pelo, dientes, uñas.                                                                + + 

 
BIOQUÍMICOS 

  

● Productos metabólicos. 
● Actividades enzimáticas. 
● Capacidad reparativa.                                                                                       

+ - 

 

Tabla A2.  Principales indicadores y dosímetros biológicos utilizados para cuantificar el daño radioinducido 



I. Introducción 
___________________________________________________________________________________________________ 

 

 35

FLAVONOIDES 

 

NATURALEZA Y BIOSÍNTESIS 

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 

“mediterránea” se presentan con frecuencia compuestos con dicha potencialidad en este 

sentido. En el mundo vegetal, los flavonoides (del latín flavus, amarillo) o compuestos 

polifenólicos constituyen un importante grupo de sustancias orgánicas que han permitido 

desarrollar en los últimos años diversas líneas de investigación científica con interesantes 

aplicaciones. Constituyen el grupo más amplio de los fenoles naturales y le dan los colores 

(rojos, azules, amarillos) a las flores y a las hojas de otoño. La luz no es esencial para su 

formación, pero influye en su presencia cuantitativamente en la planta. Su color depende del 

pH, son incoloros o blancos a pH ácido y de color amarillo intenso a pH básico (CASTILLO et 

al., 2000). 

 

Dentro de las plantas comestibles están 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 están consolidando como 

fuentes de sustancias polifenólicas naturales: los cítricos, el romero, el olivo, la uva y el té 

(BENAVENTE-GARCIA et al., 2007). 

 

Los cítricos son la fuente más importante de flavonoides, siendo la base de productos 

farmacéuticos como la diosmina-hesperidina (daflón, 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 limón y que presenta una estructura 

molecular congruente con una alta capacidad antioxidante 

 

Asimismo, hemos estudiado la capacidad radioprotectora de otros flavonoides 

presentes en “citrus” como la Diosmina, la Rutina y el Extracto Cítrico (CE-50). Por otra 

parte, hemos estudiado el efecto de determinadas vitaminas y precursores como son la 

Vitamina C o Ácido Ascórbico (presente en “citrus”), la Vitamina E (δ-tocoferol). También 

hemos incluido la Quercetina, el polifenol-flavonoide probablemente más estudiado. La 

quercetina es el derivado aglicón de la rutina, cuya forma esterificada es una de las bases más 

utilizada en la síntesis de fármacos con propiedades vasoprotectoras periféricas y, en general, 

del sistema circulatorio. 

 

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

polifenólicos con actividad antioxidante. Además 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 Ácido Carnósico; y el Ácido 

Rosmarínico, un ácido polifenólico procedente de la condensación del ácido caféico con otras 

estructuras; y la hispidulina-7-O-glucósido, un flavonoide muy característico de esta planta. La 

actividad antioxidante de los extractos de romero depende de su riqueza en compuestos 

fenólicos, que puede ser determinada por varios métodos en medios acuosos y lipídicos. En 

medios lipídicos, los extractos con mayor contenido de diterpenos fenólicos son los más 

efectivos, mientras que en medio acuoso el ácido rosmarínico presenta la mayor capacidad 

antioxidante (ALCARAZ et al., 2013; 2014). 

 

El olivo presenta una composición característica en compuestos polifenólicos que no 

presentan otras plantas mediterráneas, distribuidos principalmente en cinco grupos de 

sustancias: oleuroperósicos, flavonas (Apigenina, entre otras.), flavonoles (rutina), flavan-3-ols 

(catequina) y compuestos fenólicos (Hidroxitirosol, ácido cafeico, etc.). Algunos compuestos 

polifenólicos 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 crónicas en modelos realizados en ratas, siendo capaces de captar aniones 

superóxido (O2
·) y disminuir su producción celular, lo cual puede explicar algunos de los efectos 

protectores observados en estudios epidemiológicos realizados sobre enfermedades 

cardiovasculares (CASTILLO et al., 2010). 

 

Estudios recientes han mostrado específicamente 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 peroxidación lipídica “in 

vivo” en microsomas hepáticos de rata, e “in vitro” frente al estrés oxidativo del peróxido de 

hidrógeno o la xantina oxidasa, aumentan la resistencia del LDL a la oxidación, y reducen los 

niveles plasmáticos totales de colesterol libre y esterificado. Según estos estudios, el 

hidroxitirosol y la oleuropeina podrían 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 Ácido Gállico 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 antineoplásicas y antioxidantes 

y, por ello, hemos decidido ensayarlo en este trabajo, ya que la luteína se ha descrito como un 
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elemento protector en diferentes test de micronúcleos sobre médula ósea de ratón (SINGH, 

1996). 

 

Además incluimos también en nuestro estudio el Dimetilsulfóxido (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 último, también hemos incorporado al estudio la Amifostina o Ethyol®, único 

compuesto utilizado en clínica 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 características clásicas de protección a partir 

de puentes disulfuros, puede resultar un patrón de comparación de los posibles efectos 

protectores que se puedan encontrar. 

 

La estructura química de los flavonoides surgió de forma indirecta durante la búsqueda 

de nuevos productos y se ha detectado su presencia en múltiples especies del reino vegetal. 

En un principio llamaron la atención de los investigadores y fueron clasificados como vitaminas 

naturales (vitamina P), pero rápidamente se desechó esta idea.  La formación de flavonoides 

parece estar asociada con procesos de lignificación en hojas y leños y con procesos de luz 

ultravioleta por las flores (BATE-SMITH, 1962; THOMPSON et al., 1972) así como con los 

diversos tipos de estrés, sobre todo los sistemas inducidos a través de infecciones fúngicas y 

microbianas (LOSCHKE et al., 1983; SCHEMEELZER et al., 1984; GRAB et al., 1985; DIXON 

et al., 1986; EBEL 1986), considerándose actualmente los flavonoides como el sistema 

inmunológico de las plantas. Estos efectos se han atribuido a su influencia sobre el 

metabolismo del ácido araquidónico. 

 

PRINCIPALES GRUPOS Y ESTRUCTURA 

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A, un anillo B y tres 

átomos de carbono que unen los anillos A y B. Por eso se les conoce como C6-C3-C6. La 

estructura puede conformar un heterociclo (gamma-pironas, que son las más 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 números en los 

anillos A y C, y con números “prima” en el anillo B. La excepción son las auronas, donde la 

numeración 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 azúcares forman O-glicósidos en las posiciones 3, 7, 3´ y 4´, 

siendo los diglicósidos más comunes en 3 y 7 o en 7 y 4´. La C-glicosidación se presenta sobre 
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C6 y C8. Los O-glicósidos dan hidrólisis en tratamiento con ácidos y los C-glicósidos, menos 

abundantes, no son hidrolizados por ácidos. 

 

 

a)                                                               b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) 

 

Figura A3. Estructura general de los flavonoides 
a) Lugares de hidroxilación y metilación. 

b) Lugares de O-glicosilación. 

c) Lugares de C-glicosilación. 

 

CLASIFICACIÓN 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 

coloración 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 común está constituida por el catión 2-fenil benzopirilium o catión flavilium 

(HAYASHI, 1962). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A4. Flavilium 

 

La hidroxilación de esta estructura básica originaría diversos compuestos, que vemos 

representados en las siguientes figuras: 

 

 

Figura A5. Pelargonidina                                       Figura A6. Cianidina 

 

Estas estructuras se encuentran en la naturaleza en su forma glicosilada (antocianinas) 

conteniendo uno o más azúcares enlazados y radicales orgánicos de tipo ácido (HAYASHI, 

1962). En la naturaleza se encuentran compuestos poliméricos similares: las 

protoantocianidinas que pueden convertirse en antocianinas mediante tratamiento ácido en 

caliente (HASLAM, 1975). 

 

b) Flavonas y flavonoles  

El término flavona se aplica al núcleo 2-fenilbenzopirona. Entre los derivados de esta 

estructura base destacan los hidroxiderivados y sus ésteres como los más 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, fisiológico, filogenético y 

farmacológico. Dentro de estos grupos estructurales madre (flavonas, flavonoles), las 

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

glicosilación más frecuentes son el grupo hidroxilo, en posición 7 (en las flavonas) y en posición 

7 y/o 3 para los flavonoles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A8: Estructura química de a) flavonas y b) flavonoles 

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

 

c) Flavononas y dihidroflavonoles 

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

metoxilación de las flavonas les confiere una mayor actividad biológica aunque se encuentren 

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

saturación del enlace entre los carbonos 2, 3 y también en la desaparición de la conjugación 

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 denominación es 3-hidroxiflavanonas. Las posiciones más 

comunes de oxisustitución, alquilación y glicosilación 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 

biosíntesis de flavonoides (BOHM, 1975).  

 

Figura A8. Flavonona                                                           Figura A9. Dihidroflavonol 

 

 

a) b) 



I. Introducción 
___________________________________________________________________________________________________ 

 

 41

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A10. Flavonona/dihidroflavonol 

 

Además de los flavonoides mencionados, se debe considerar la existencia de otros 

tipos de flavonoides: chalconas, dihidrochalconas, auronas, auronoles, isoflavonoides, 

neoflavonoides, bioflavonoides, glicosilflavonoides, así como otros flavonoides cuya estructura 

química es derivada de las ya expuestas. 

 

PROPIEDADES Y USOS DE LOS FLAVONOIDES 

Está ampliamente aceptado que la fruta fresca y los vegetales tienen muchas 

propiedades beneficiosas para la salud. Existe una considerable bibliografía y un heterogéneo 

conjunto de pruebas epidemiológicas que establecen una conexión entre aquéllos que 

consumen una dieta rica en fruta fresca y vegetales con una disminución 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 más recientes se han señalado como agentes que, a través 

de otros mecanismos diferentes, contribuyen a acciones anticancerígenas o cardioprotectoras 

(MARTÍNEZ, 2004). Según otros autores la vitamina B1 protege a los linfocitos humanos de los 

daños genéticos inducidos por la radiación X (KONOPACKA y ROGOLINSKI, 2004). Estos 

compuestos tienen incluso aplicación en la estabilización de los alimentos debido a su 

capacidad para protegerlos frente a procesos de peroxidación orgánica u oxigénica. 

 

1. Actividad Antioxidante 

La formación de radicales libres constituye un proceso asociado de forma natural al 

metabolismo normal de las células aeróbicas. El consumo de O2 inherente al desarrollo celular, 

provoca la generación de una serie de radicales libres oxigénicos que son las especies más 

abundantes y características del fenómeno conocido como “estrés oxidativo”. De igual forma, la 

interacción de estas especies con moléculas de naturaleza lipídica provoca la aparición de 

nuevos radicales hidroperóxidos y peróxidos diversos. 

 

Este conjunto de radicales (superóxido, hidroxilo y peróxidos lipoides) pueden actuar 

sobre los sistemas biológicos de forma claramente citotóxica. Estos compuestos interaccionan 

con moléculas esenciales para la vida, como ácidos nucleicos o proteínas, sobre las que 
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producen modificaciones oxidativas que conducen a alteraciones en la expresión génica, 

mutaciones y modificaciones en la función de recambio proteico, proceso fundamental cuya 

eficacia está supeditada a la actividad funcional de los potenciales sistemas de reparación 

(SÁEZ TORMO et al., 1994). 

 

Resulta evidente la necesidad de incentivar la investigación de los mecanismos por los 

que estos radicales libres pueden ser bloqueados y/o captados. En este aspecto, los 

compuestos fenólicos y, concretamente los flavonoides, han demostrado una importante 

actividad antioxidante frente a estos radicales basada principalmente en sus características 

estructurales; características que permiten, además de la captación electrónica, una gran 

estabilidad en el radical flavonoide formado. Dicha estabilidad es conseguida a través de una 

deslocalización tautomérica impidiendo, de este modo, la cadena de reacciones de 

propagación de dichos radicales. 

 

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

La capacidad antioxidante de un flavonoide, considerada en función de los estudios 

cinéticos de las reacciones de formación y descomposición 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 más importantes para determinar esta capacidad. 

(BORS et al., 1990a,b; BENAVENTE-GARCÍA 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 hidrógeno que participa en la 

deslocalización del electrón captado. 

 

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

deslocalización 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 hidrógeno con el 

grupo 4-ceto. A pesar de esta consideración general, la presencia o ausencia del grupo 5-

hidroxilo puede tener una influencia decisiva en la estabilización de los flavonoides, 

introduciendo un componente esteroisomérico dentro de la capacidad de deslocalización 

electrónica y, por consiguiente, en la estabilidad del radical aroxilo del flavonoide. 
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Figura A11. Grupos funcionales flavonoides con alta capacidad antioxidante 

 

Obviamente, la capacidad antioxidante de cualquier flavonoide estará determinada por 

una combinación de estos elementos estructurales. Sin embargo, esta capacidad no será 

similar ni mostrará el mismo grado de efectividad en cada uno de los radicales mencionados 

anteriormente sino que dependerá de los diferentes mecanismos de acción que tienen lugar en 

cada caso concreto. 

 

Estos mecanismos están influenciados por factores estructurales diferentes a los 

descritos, tales como: presencia o ausencia de radicales glicosilados en la estructura del 

flavonoide (glicósidos o aglicones), la posición del glicósido y el número y posición de los 

hidroxilos libres y esterificados (ACEVEDO, 2005). 

 

b) Efectos y propiedades de los flavonoides con interés clínico y biológico 

Muchas de las especies de citrus acumulan gran cantidad de flavonoides durante el 

desarrollo de sus diferentes órganos (CASTILLO et al., 1992, 1994; BENAVENTE-GARCÍA et 

al., 1993; 2007). Los flavonoides descritos en las especies del género citrus pueden clasificarse 

en tres grupos: 

● FLAVONAS (FLO). 

● FLAVONONAS (FLA). 

● FLAVONOLES (FOL). 

Estudios recientes acerca de la distribución cuantitativa de estos flavonoides en citrus 

han puesto de manifiesto que las 7-O-glicosil flavononas son los flavonoides más 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-GARCÍA 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 cítrico 

El elemento estructural fundamental que permite a los flavonoides de origen cítrico la 

captación o complejación del singlete oxígeno es la combinación entre la conjugación del anillo 

B (catecol) con la función 4-oxo y la presencia del doble enlace 2=3 así como, la presencia del 

grupo 3-hidroxilo. 

 

Los flavonoides son excelentes captadores del radical hidroxilo. En función 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, sería: 

FOL-4’-OH << FLO-4’-OH  FLA-4’-OH  FLA-3’4’-OR  FLO-3’4’-OR < FOL-3’4’-OR 

R=H ó CH3 ; (FOL=FLAVONOL, FLO=FLAVONA, FLA=FLAVONONA) 

 

Esta ordenación está basada en la capacidad de inhibición de la formación del radical 

hidroxilo, y muestra la importancia del modelo binario de sustitución en el anillo B, aún 

tratándose de hidroxilos esterificados con grupos metilo. Resulta significativa la actividad que 

puede ejercer el grupo hidroxilo en el anillo B en posición 3 en compuestos monosustituidos 

(Flavonoles). 

 

La actividad antioxidante de distintos flavonoides cítricos respecto a su potencial como 

captadores del radical superóxido ha sido estudiada utilizando diferentes métodos y con 

diferentes correlaciones estructurales. Estas actividades están influidas significativamente por 

la concentración de flavonoides en el medio, incrementando de “0” a la máxima actividad, o 

estando a punto de llegar a la autooxidación del flavonoide en el caso de algunos flavonoles 

(DARMON et al., 1.990). 

 

De cualquier modo, el elemento estructural dominante es la configuración del anillo C, 

particularmente la presencia del grupo 3-hidroxilo activando el doble enlace 2=3. Sólo cuando 

la concentración de flavonoide es menor a 3 M, 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, razón por la cual la apigenina (Flavona) es un moderado antioxidante 
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mientras que la naringina (Flavonona) no muestra prácticamente actividad frente al radical 

superóxido. 

 

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 función de su estructura: 

FOL-4’-OH << FLO-4’-OH  FLA-4’OH  FLA-3’4’OR  FLO-3’4’OR < FOL-3’4’-OR 

R=H ó CH3 ; (FOL=FLAVONOL, FLO=FLAVONA, FLA=FLAVONONA) 

 

Una amplia serie de estudios muestran que los flavonoides son buenos antioxidantes 

de diversos radicales lipídicos (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 está en función 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 orgánico susceptible de oxidación, las condiciones operativas e incluso, el método 

utilizado en la evaluación de este potencial. 

 

2. Propiedades Anticancerosas 

Debido a su capacidad de absorción de luz ultravioleta, los flavonoides pueden 

proteger al DNA de este tipo de radiación. Estos efectos son una de las funciones fisiológicas 

atribuidas a los flavonoides en el reino vegetal (STAPLETON y WALBOT, 1994), aunque 

también puede generalizarse a las células animales, particularmente, de mamíferos. 

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 

endógenos, es la responsable de los efectos protectores de los flavonoides en experiencias 

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

 

Además, los flavonoides también podrían proteger al DNA interaccionando 

directamente con los carcinógenos que escapan a los procesos de detoxificación, como ocurre 

en las aberraciones cromosómicas 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 podrían actuar tanto a 

nivel de la membrana celular como a nivel de diferentes enzimas intracelulares; en este último 

caso, los flavonoides pueden afectar la actividad de varios enzimas implicados en la 
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transducción del mensaje genético (kinasas, fosfolipasas, fosfodiesterasas) y que, a su vez, 

regulan otros enzimas importantes en el crecimiento y la proliferación celular (BENAVENTE-

GARCIA et al., 2007). 

 

Así pues, algunos de los procesos postulados en relación a la inhibición del desarrollo 

tumoral son: el proceso de glicolisis, la inhibición del transporte de ácido láctico o interacciones 

con diferentes ATP-asas de membrana. 

 

Finalmente, se ha visto que los flavonoides pueden fortalecer los efectos de las 

terapias sobre el cáncer, 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 antitrombótica, detectándose efectos 

beneficiosos sobre patologías coronarias. 

 

Estos efectos fueron descritos por Szent-GyorgyI (1938), quienes consideraron que los 

flavonoides tenían actividad “vitamínica”, denominándola vitamina P. Las lesiones estudiadas 

implicaban pérdida de plasma y sangre a través de los tejidos seguidas de reacción 

inflamatoria. El tratamiento actual de esta patología está basado en la utilización de 

medicamentos con flavonoides, sobre todo, derivados de hesperidina y rutina (más 

exactamente diosmina y metilchalconahesperidina) así como, hidroxietilrutosidos; todos ellos 

actúan primero sobre el endotelio microvascular disminuyendo la hiperpermeabilidad y el 

edema en pacientes con insuficiencia venosa crónica y/o diabetes. Los hidroxietilrutosidos 

mejoran la microcirculación y la perfusión microvascular disminuyendo la agregación 

eritrocítica. Este tratamiento también ha demostrado beneficios en pacientes diagnosticados de 

hemorroides severas (WALDWORTH y FAULDS, 1992). 

 

Otras actividades farmacológicas son, en primer lugar, interferencia sobre el 

mecanismo de los edemas y; en segundo lugar, su interferencia con el fenómeno 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 inhibición de los transportadores de aminas donde los flavonoides actúan como 

antagonistas de estos sobre la membrana plasmática (SHER et al., 1.992). El mecanismo 

vasodilatador producido por los flavonoides se ha considerado una consecuencia de la 

inhibición de la proteinkinasa C (DUARTE et al., 1993). 

 

4. Efectos sobre la agregación plaquetaria 

En este aspecto, los flavonoides metiloxidados (nobiletina y tangeretina) son mucho 

más activos que los compuestos hidroxilados y su acción pueden ser similar a la del ácido 
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salicílico, el cual ha mostrado ser inhibidor de la agregación plaquetaria. Algunos estudios han 

demostrado que tanto la tangeretina como la nobiletina disminuyen la agregación plaquetaria 

en el rango de los 30 M para agregación inducida por ADP y colágeno comparándolo 

favorablemente respecto a quercetina y fisetina; si bien, ni naringina ni hesperidina resultaron 

activas hasta 200 M (BERET y CAZENAVE, 1988). 

 

Otros autores han descrito que los flavonoides tienen diferentes efectos sobre la 

adhesión plaquetaria, la agregación plaquetaria y la secreción de serotonina; si bien, el grado 

de inhibición 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 agregación inducida por colágeno (TZENG et al., 1991). Estos diferentes 

efectos de los flavonoides sugieren que deben de existir varios mecanismos de actuación 

implicados, así 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 serían la 

inhibición de la cicloxigenasa como consecuencia de la depresión de la síntesis del tromboxano 

A2 (TZENG et al., 1991) y la inhibición de la movilización intracelular del calcio (OZAKI et al., 

1993).  

 

5. Efectos sobre la enfermedad coronaria 

In vitro, los flavonoides inhiben la oxidación del LDL (lipoproteína de baja densidad) 

reduciendo las tendencias trombóticas que induce. El consumo de flavonoides muestra una 

relación inversa con la aparición de infartos de miocardio. Existen evidencias de que la 

oxidación 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 superóxido y radicales peróxido y pueden, por tanto, interrumpir las reacciones 

inductoras de radicales libres. In vitro, algunos flavonoides (incluyendo los flavonoides 

obtenidos de citrus) inhiben la modificación oxidativa del LDL por macrófagos, 

fundamentalmente, inhibiendo la generación de hidroperóxidos y protegiendo el -tocoferol 

presente en la oxidación lipoproteica. Esta disminución de la velocidad de oxidación de ciertos 

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

 

Por otra parte, los cítricos flavonoides ejercen una aparente acción reguladora sobre la 

agregación y concentración eritrocitaria (acción sobre el hematocrito). Sus dos principales 

efectos se producen sobre la viscosidad de la sangre y sobre el flujo sanguíneo (ROBBINS, 

1976). Los compuestos metiloxidados presentan una acción antiadhesiva altamente 

significativa sobre los eritrocitos e inhiben la velocidad de sedimentación eritrocitaria (VSG) 

mientras que, los glicósidos hidroxilados aceleran la agregación 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 circulación. Tales acciones parecen ser 

selectivas y similares a las de la polilisina que, con preferencia, agrega eritrocitos “viejos” con 

menos carga que los eritrocitos jóvenes que tienen altas cargas negativas. Los perfiles 
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hematológicos 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 sanguínea. 

 

6. Actividad antiinflamatoria, antialérgica y analgésica 

La posible actividad de los flavonoides como agentes antiinflamatorios y antialérgicos 

fue descrita por Gabor en 1986. Estudios más recientes (GALATI et al., 1994; TORDERA et al., 

1994) muestran una relación dosis/actividad de hesperidina-diosmetina (y otros flavonoides) 

con una influencia sobre el metabolismo del ácido araquidónico y la secreción de histamina. 

Estos flavonoides inhiben significativamente la secreción de enzimas en los lisosomas 

(inhibición de lipooxigenasa, cicloxigenasa y fosfolipasa-A2). La inhibición del ácido 

araquidónico en las células inflamadas puede proporcionar menos sustrato “araquidónico” para 

los ciclos de la lipooxigenasa y cicloxigenasa, generando una menor cantidad de 

endoperóxidos, prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos así como, una menor cantidad 

de ácidos hidroperoxi, ácido hidroxieicosatrienoico y leucotrienos. Tales efectos repercuten en 

la reducción del nivel de histamina que actúa en la primera fase de los procesos inflamatorios. 

 

Otra actividad de los flavonoides relacionada con la disminución del nivel de histamina 

es su actividad antialérgica (MIDDLETON et al., 1981). Así, la quercetina (flavonol), ha 

demostrado un efecto inhibitorio dosis/dependiente y un efecto antagónico del calcio en la 

inhibición de secreción de histamina en la fiebre del heno. Otros flavonoides cítricos 

(hesperidina, tangeretina y nobiletina) tienen una moderada o baja actividad (MIDDLETON y 

DRZEWIWCKI, 1982) en este sentido aunque la hesperidina muestra una significativa actividad 

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

 

7. Actividad antimicrobiana 

Una de las propiedades de los flavonoides más relacionada con sus acciones 

fisiológicas en las plantas es su actividad antifúngica y antiviral. Se ha descrito una importante 

relación 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 replicación de diversos 

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

 

Parece existir una dependencia directa entre la concentración de quercetina y la 

disminución de la velocidad infectiva de cada uno de los virus citados anteriormente, en 

función, de la formación de complejos flavonoides-virus que son los responsables de la 

disminución de la capacidad de infectar.  En suma, la investigación dentro de la actividad 

antiviral de los flavonoides procedentes de plantas naturales está poco desarrollada y es 

posible que existan compuestos en la naturaleza que tengan una relación estructural correcta y 

propiedades farmacocinéticas adecuadas que hagan de los flavonoides, mejores agentes 

antivirales que las drogas sintéticas actualmente utilizadas. 



I. Introducción 
___________________________________________________________________________________________________ 

 

 49

 

RADIOPROTECTORES A BASE DE EXTRACTOS DE PLANTAS  

 

Los radioprotectores se han utilizado en radiobiología para denominar a los agentes 

profilácticos que se deben administrar antes de la exposición a la radiación. Dado que la idea 

de probar productos químicos para agentes radioprotectores comenzó en la década de los 

años 1940, varios compuestos químicos y sus análogos se han sometido a pruebas para 

determinar y cuantificar su capacidad de radioprotección. A pesar de estos esfuerzos, el 

desarrollo de radioprotectores adecuados para la práctica clínica ha sido dificil y desalentador 

debido a razones de la toxicidad severa y otros efectos secundarios insoportables en la 

administración humana. Los estudios pioneros de Patt (1953) y Bacq et al.,(1953) demostraron 

el efecto radioprotector de los aminotioles contra la radiación letal en un gran número de 

especies animales, demostrando por primera vez que estos compuestos podrían ser utilizados 

en humanos. Sin embargo, su utilidad clínica se ve reducida por su alta toxicidad a 

concentraciones fisiológicamente relevantes, su incapacidad para proporcionar protección 

posterior a la exposición a la RI obligando a estar dentro del organismo de forma previa o 

preventiva a la exposición, así como a la incapacidad para diferenciar entre células tumorales y 

células normales cuando ambos tipos se encuentran dentro del campo de radiación (JAGETIA, 

2007). Los problemas de toxicidad de los aminotioles han obligado a la búsqueda de 

contramedidas o sustancias farmacológicas alternativas no tóxicas 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 irradiación (GOEL et al., 2004; PRASAD et al., 

2004; ARORA et al., 2005; 2008). 

 

Muchos fitoquímicos tienen la ventaja de una baja toxicidad y son radioprotectores 

cuando se administran a dosis farmacológicas o de eficacia clínica. Además, los agentes 

naturales tienen claras ventajas prácticas con respecto a la disponibilidad, la idoneidad para la 

aplicación oral y la aprobación reglamentaria, entre otros como hemos puesto previamente de 

manifiesto (ACHEL et al., 2012). 

 

Un enfoque racional de selección de posibles candidatos de plantas para la evaluación 

radioprotectora es primero auditar las propiedades auténticas existentes de las diversas partes 

o extractos de la planta. Las características críticas que pueden conducir a la elección de una 

planta para exploraciones radioprotectoras incluyen propiedades inmunomoduladoras, 

antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, de eliminación 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 continuación, describe algunos de los principales hallazgos de plantas de uso 

medicinal con propiedades radioprotectoras prometedoras que hemos recopilado previamente 

en la literatura científica (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). 
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En este trabajo, pretendemos utilizar algunos sustancias extraidas directamente de 

diferentes plantas cuya estructura química les dota “a priori” de un gran poder antioxidante y, 

por tanto, con una gran capacidad “eliminadora” de radicales libres que les permitría disminuir 

el efecto genotóxico y citotóxico inducido por la radiación ionizante; todo ello, con el objetivo de 

determinar la estructura química más protectora frente al daño inducido por dicha radiación, y 

en su caso, explicar las diferencias que pueden cuantificarse entre ellas con la pretensión de 

sugerir los mecanismos protectores que pudieran explicar las diferencias entre sus 

capacidades genoprotectoras y radioprotectoras. 
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II. 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 daño genotóxico inducido por los rayos X 

mediante dos técnicas de citogenética: el ensayo de micronúcleros “in vitro” sobre linfocitos 

humanos irradiados con bloqueo citocinético y el ensayo de micronúcleos “in vivo” en eritrocitos 

policromatófilos de médula ósea de ratón. 

 

2. Determinar la existencia de un posible efecto radioprotector de diferentes 

sustancias antioxidantes frente al daño citotóxico inducido por la radiación ionizante mediante 

el ensayo  del MTT en células normales y tumorales de próstata y en células de melanoma 

metastásico. 

 

3. Describir un posible efecto paradójico radiosensibilizante del ácido carnósico y el 

ácido rosmarínico sobre las células de melanoma y su posible mecanismo de acción; lo que 

podría ofrecer una nueva estrategia de tratamiento en diferentes tipos de cáncer que son 

tradicionalemnte considerados resistentes a la radioterapia. 
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III. MATERIAL Y MÉTODO. 
 

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 cónicos estériles VENOSAFE™ (Terumo Europe NV, Leuven, Bélgica) 

preparados al vacío que contenían heparina (Heparin sodium 5%; Lab Rovi, Madrid). Los 

donantes eran no fumadores, no padecían enfermedades conocidas y no presentaban 

antecedentes de exposición a agentes clastogénicos. Todo voluntario expresó su 

consentimiento informado para el uso de su muestra sanguínea en esta investigación. Los 

donantes comprometidos se corresponden con dos mujeres de 18 y 20 años. Las muestras de 

sangre fueron extraídas por la mañanas del día de la experimentación y utilizada 

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

 

 

 

 

 

Figura M1. Obtención de 
las muestras sanguíneas. 
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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 proporcionó alimento y agua “ad libitum¨. Todos los animales se obtuvieron y cuidaron 

durante el estudio en el Servicio de Apoyo a la Experimentación (SAI) de la Universidad de 

Murcia (Licencia REGAES300305440012). En todo momento se han seguido las 

recomendaciones éticas internacionales sobre el uso y manipulación de animales de 

laboratorio para la investigación biomédica (Guidelines on the Use of Living Animals in 

Scientific Investigations). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M2. Animales experimentales utilizados. 
 
 
 

LÍNEAS CELULARES 

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

1. -Línea de celulas epiteliales normales de próstata humana PNT2 (HPACC, Reino 

Unido).  

Línea celular epitelial de próstata humana de celulas no tumorales establecida a partir 

del tejido de próstata de un hombre de 33 años, e inmortalizada mediante la transfección de un 

plásmido con el genoma del virus SV40 con un origen de replicación defectivo. La firma 

comercial suministradora es HPACC (Salisbury, Reino Unido). Para el cultivo de esta línea 

celular hemos utilizado el medio RPMI 1640, tamponado a pH 7,2-7,4 y suplementado con SBF 

(10%), glutamina (2 mM), penicilina (100 UI/ml) y estreptomicina (100 μg/ml). Los cultivos se 

han mantenido a 37ºC, con una humedad relativa del 90-95% y una atmósfera con el 5% de 

CO2.  
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Figura M3. Células de la 

línea PNT2 en cultivo 
(Contraste de fases, 

100X) 
 

 

 

 

 

 

 

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

Esta linea celular de carcinoma de próstata murino fue derivada en 1996 de un tumor 

primario desarrollado en la cepa transgenica TRAMP. Estos ratones procedentes de la cepa 

C57BL/6 fueron diseñados para dirigir la expresion especifica en el epitelio prostático del 

antigeno T grande del virus SV40. Todos los machos TRAMP desarrollan, de forma 

espontánea y uniforme tras la pubertad, todo el esprecto tumoral de la próstata, que asemeja 

completamente la patogenia del cáncer de próstata 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 

UI/ml) y estreptomicina (100 μg/ml). Los cultivos se han mantenido a 37 ºC, con una humedad 

relativa del 90-95% y una atmósfera con el 8% de CO2. 

 

 
 
 
 
 

Figura M4. 
Celulas de la 

linea TRAMP-C1 
en cultivo 

(Contraste de 
fases, 100X) 
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-Linea celular de melanoma metastásico murino B16F10.  

Es una variante metastásica de la línea original B16, establecida a partir del melanoma 

que surgió de forma espontánea en 1954 en la piel de la oreja de un ratón de la cepa no híbrida 

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 línea 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 sódico, 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 UI/ml) y estreptomicina (100 

μg/ml). Los cultivos se han mantenido a 37ºC, con una humedad relativa del 90-95% y una 

atmósfera con el 7,5% de CO2. Adopta una morfología fusocelular con frecuentes 

prolongaciones dendríticas, 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 concentración de CO2 adecuados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

EQUIPOS UTILIZADOS 

1. Cabina de flujo laminar de presión positiva  

Se ha utilizado una cabina de flujo laminar para conseguir un puesto de trabajo 

estéril. Esta cabina de flujo laminar elimina las partículas del aire para asegurar uniformidad y 

flujo libre de contaminación del aire utilizado. 
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Figura M6. Cabina de flujo laminar usada para la 
manipulación 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  Protección Radiológica y de Gestión de 

Residuos del S.A.I (Servicio de Apoyo a la Investigación) de la Universidad de Murcia. 

 

 

 

 

 

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

Para la determinación de la dosis de radiación en tiempo real dentro de la 

cabina de irradiación, se ha utilizado un equipo UNIDOSE E equipado con una cámara 

sonda/ionización TW 30010-1 (PTW Freiburg, Alemania). Esta sonda ultra sensible posibilita la 

medición de dosis administradas en nuestras muestras dentro del irradiador de rayos X que se 

confirmaron posteriormente con 

dosimetría de termoluminiscencia.  

 

Figura M8. Electrómetro con sonda 
utilizado en este estudio. 

 

 

 

 

 

 

4. Equipo de HPLC 

Para el análisis cromatográfico 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 utilizó una columna A C18 

LiChrospher 100 (250 x 4 mm id) con un tamaño promedio de partículas de 5 micras. La 

temperatura utilizada fue de 30 ºC, el flujo de 1ml/min y la longitud de onda empleada de 280 

nm.  

 

 

 

Figura M9. Equipo de cromatografía 
liquida de alta resolución (HPLC) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Espectrofotómetro.  

Modelo Multiskan MCC/340 (Servicio de Cultivo de Tejidos, SAI, Universidad de 

Murcia), que realiza medidas de absorbancia en placas múltiples de 96 pocillos de diferentes 

modos (absorbancia, longitudes de onda duales o múltiples, cinética o a intervalos de tiempo), 



III. Material y método 
___________________________________________________________________________________________________ 

 69

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 SAI, de la Universidad de Murcia. 

 

 

Figura M10. Espectrofotómetro 
MULTISKAN MCC/340. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
6. Microscopio óptico 

Para estudiar la frecuencia de aparición de micronúcleos se usaron tres 

microscopios ópticos diferentes: Laborlux 12 (Leitz, Alemania), Hund V200 (Wetzlar, Alemania) 

y Olympus BX40 (Barcelona, España). 

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

 

  

Figura M12. Análisis 
morfométrico 

utilizando análisis de 
imágenes para la 
identificación de 

células binucleadas 
(BN) y binucleadas 

con micronucleados 
(MNBN). 
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Además, las imágenes se escanearon para conservar una calidad de imagen 

de alta resolución en un equipo Leica SCN400 F. Esta técnica ha permitido un estudio doble 

ciego “on line” para evaluar el objetivo biológico (frecuencia de Micronúcleos) a través de la 

utilización de la imagen digital mediante el programa Digital Hub Management Web Service 

System de la Universidad de Murcia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M13. Preparaciones de genotoxicidad  para microscopio 
virtual - digital con base de datos on line. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M14. Vista aumentada de un campo en el microscopio virtual digital 
para su estudio genotóxico. 

 

7. Dosímetros de Termoluminiscencia (TLDs)  

La determinación de la dosis de radiación ionizante administrada a las 

muestras de sangre estudiadas es un paso fundamental para establecer el efecto biológico 

buscado en este estudio y además permite la realización de la curva dosis-respuesta. Los 
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dosímetros de termoluminiscencia se usaron para comprobar las dosis absorbidas 

administradas a las muestras estudiadas. Los TLDs han sido utilizados extensamente durante 

varias décadas y están aceptados como la técnica más apropiada para realizar mediciones de 

dosis de radiación ionizante. Los TLDs son cristales de Fluoruro de Litio sensibles a la 

radiación tratados con Mg, Cu, P (GR-200r, Conqueror Electronics Technology Co. Ltd, China) 

fueron colocados por pares en bolsas de plástico transparentes de 8x16 mm que fueron 

selladas y protegidas térmicamente del exterior. Las bolsas fueron codificadas y etiquetadas 

con tinta indeleble. El pequeño tamaño de los dosímetros facilita su proximidad a las muestras 

de sangre en el equipo de irradiación. Los TLDs tienen forma redondeada (pastilla) de 4-5 mm 

de diámetro y 1 mm de espesor. Un total de 50 dosímetros se colocaron por pares en 24 bolsas 

individuales Una de estas bolsas contiene dosímetros que no fueron expuestos a radiación 

ionizante y se utilizaron como controles.  

 

 

 

 

 

Figura M15. Dosímetros de 
termoluminiscencia 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los dosímetros fueron procesados en un lector automático Harshaw 5500 TDL 

con un sistema programable de calefacción mediante inyección de nitrógeno caliente, a través 

de una programación 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 cíclica de los distintos temas del detector a una velocidad 

linear de calefacción de 15 ºC/s desde 50 ºC hasta 275 ºC. 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 

reutilización posterior. Los dosímetros de termoluminiscencia fueron proporcionados (CIEMAT) 

del Ministerio de Industria y Energía quien también monitorizó las lecturas de los TLDs para 

determinar la dosis de radiación en este trabajo. La evaluación de las dosis está basada en los 

análisis 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 QUÍMICOS Y EXTRACTOS UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO 

 El ácido zoledrónico (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, así como la Phytoheamaglutinina A (PHA), cytochalasina B, 

estreptomycina, penicillina, solución salina fosfato-buffer (PBS), 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyl-2h-tetrazolium bromide (MTT), Vitamina E (δ-tocopherol), suero de albúmina 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 potásico se obtuvieron de Panreac (Madrid, Spain); la heparina sódica al 5 % de Rovi 

Pharmaceutical Laboratories (Madrid, Spain).  El ácido Rosmarinico (95% AR), Rutina y 

Quercetina se han obtenido de Extrasynthese (Extrasynthèse 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), ácido Carnosico (CARN), Estracto Cítrico soluble (CE) Apigenina y P90 se han 

obtenido de Furfural Español S.A. (Nutrafur®, Alcantarilla, Murcia).   

 

Almacenamiento y preparación de los reactivos para su utilización en los ensayos. 

 

MTT  

  El 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2h-tetrazolium bromide (MTT) se mantuvo 

almacenado a 0-5º C en una solución de 8 mg/ml preparado en  solución salina de fosfato 

tamponada (PBS) y almacenada a 4º en ambiente sin luz. El período máximo de 

almacenamiento fue de 1 mes. 

 

Dimetilsulfóxido (DMSO)  

 DMSO (MW 78, 99.5% pureza) se mantuvo a temperatura ambiente. El dimetilsulfóxido 

(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 características estructurales y antioxidantes ha debido de considerarse como un grupo 

de animales independientes. Su estructura química es la siguiente: C2H6OS.  

 

El DMSO se ha utilizado al 5 %: 50 g de DMSO se han disuelto en 1000 ml de 

H20 destilada y ha sido almacenado a 4 ºC hasta su utilización. Su inclusión 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 

solubilización de algunos flavonoides; por otro lado, su estructura presenta puentes disulfuro 

que clásicamente se aceptan como protectores frente a la radiación ionizante. Además, es un 

agente antioxidante que obliga a la discriminación de sus posibles efectos, ya que pueden 

solaparse con el de los flavonoides que vehiculiza. 
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Albúmina Bovina.  

Liofilizados de suero de albúmina bovina (fracción V) con una pureza mínima del 96% 

se almacenó en tubos de 20 mgr/l en PBS esterilizadas mediante filtros a 0-5 ªC. 

 

Ácido Carnósico.  

El ácido carnósico (CARN) es un compuesto fenólico con capacidad antioxidante 

presente en el romero o “rosemary” (“Rosmarinus officinalis”). Se ha disuelto en DMSO a razón 

de 1 mg/ml. El carnosol y el ácido carnósico son los principios activos más 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 peroxidación lipídica en los sistemas 

microsomales y liposomales, y son unos buenos captadores de radicales peróxido y aniones 

superóxido. Además de sus propiedades antioxidantes también presentan propiedades 

anticarcinogéneticas. 

El CARN es un compuesto insoluble en agua, parcialmente soluble en alcoholes y 

soluble en disolventes orgánicos y aceites, por lo que se solubilizó en DMSO en una proporción 

de 1 mg/ ml DMSO. 

               Figura  M16. Carnosol.                                     Figura  M17: Ácido carnósico 

 

Ácido Rosmarínico (AR) 

Ácido Rosmarinico (C18H16O8, peso molecular: 360.31 g/mol) es un ester del ácido 

caféico y 3, 4-dihydroxyphenyl ácido láctico. Está 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 superóxidos e 

inhibir la actividad de la peroxidación lipídica. Su actividad sobre la inhibición de la oxidación de 

diferentes sustancias similares al ácido linoleico sugiere que su liposolubilidad es mayor a la 

del ácido ascórbico, frecuentemente utilizado como un antioxidante soluble en agua (ALCARAZ 

et al., 2009). En nuestro estudio, el AR se ha disuelto en DMSO a una concentración de 1 

mg/ml. 
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Figura M18. Ácido Rosmarínico.  

 

 

 

 

Preparación del ácido Rosmarinico para su administración a los cultivos celulares 

Una solución básica 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 esterilizó 

mediante filtración con una membrana de 0,22 micras. Así, 27 ml medio suplementado con 

factores de crecimiento y fenol se mezclaron con 620 μl de medium con el mismo volumen de 

un stock de 2mM para obtener una solución 50 μM solution (1/50 dilution). Una dilución doble 

de esta solución se preparó asépticamente mezclando volúmenes iguales de medio de 

crecimiento suplementado con rojo sin fenol y solución 50 μM para producir una solución final 

de AR 25 μM. El volumen de cada dilución se preparó en relación con el volumen total 

requerido para ejecutar todo el experimento. 

 

Para la actividad anti-mutagénica in vitro, el AR también se disolvió en solución salina 

fisiológica para obtener una concentración final de 25 μM en 2 ml de sangre humana completa. 

El experimento de control solo recibió la solución 25 μM de AR. Para los cultivos celulares se 

utilizaron 25 y 50 μM administradas antes de la exposición a radiación ionizante e incubación 

de las células. se incubaron.  

 

Apigenina (API) 

La apigenina (Furfural Español S.A., Alcantarilla, Murcia) fue ensayada disuelta en 

DMSO a razón 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 modificación sintética que 

consiste en la adición de potasio constituyendo así lo que, actualmente, conocemos como 

apigenina potásica, cuya estructura química es de C15H9O5K y esta adición de potasio le 

confiere propiedades de hidrosolubilidad permitiéndonos ensayarla también añadiéndola a los 

medios de cultivo pero, en este caso, disuelta en agua en una proporción de 0,5 mg de 

apigenina potásica por cada ml de agua. 

 

  

Figura M19. Apigenina 

 

 



III. Material y método 
___________________________________________________________________________________________________ 

 75

Preparación de apigenina para la adición a cultivos celulares 

Para la adición a cultivos celulares, se preparó una solución 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 pasó a través de membranas de filtro para esterilizar. Debido a 

problemas de obstrucción de poros, se emplearon dos filtros; primero se pasó 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 μm no fue posible. Se introdujeron 27 ml de medio de 

crecimiento suplementado sin rojo fenol en un matraz estéril bajo condiciones asépticas, 620 μl 

de este medio se reemplazaron con un volumen igual de la solución madre 2 mM, produciendo 

una solución 50 μM de apigenina. Se preparó una dilución 1/2 de esta solución 50 μM 

mezclando 9 ml con 9 ml de medio de crecimiento suplementado sin rojo fenol en un matraz 

estéril que produce 18 ml de una solución de apigenina 25 μM. Por lo tanto, se prepararon 

soluciones de trabajo de apigenina de 25 y 50 μM. 

 

Para estudios en animales, la API se administró disuelta en agua potable a una 

concentración del 0,2% durante 5 días antes de la irradiación en el grupo de animales tratados 

previamente a la irradiación. Esto implica una ingesta aproximada de 25 mg / animal. Después 

de 5 días 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 irradiación se expusieron a un 

total de 500 mGy de rayos X antes de administrarlos con API 6 horas después de recibir la 

radiación. Así, 180 mg de la sustancia se administró mediante una inyección de dosis única de 

0,6 ml de una solución de API de 300 mg / ml directamente en la luz gástrica de cada animal 6 

horas después de la exposición a la irradiación X con el animal anestesiado ligeramente con 

éter etílico. 

 

Extracto de té verde (TE) 

El extracto de té verde contiene catequinas, una clase de polifenoles de bajo peso 

molecular que consisten principalmente en monómeros de flavan-3-ol, conocidos por sus 

propiedades fisiológicas y farmacológicas. Las catequinas están presentes principalmente 

como catequina, galato de epigalocatequina, galato de epicatequina y galato de gallocatequina. 

El extracto utilizado para este estudio consistió en un 80% de gallocatequinas, siendo el 

principal activo el epigalocatequina-3-O-gallato, cuya estructura química es C22H18O11; el 

extracto también contiene 0,3% de cafeína, entre otras sustancias. Para uso en cultivo celular, 

el extracto se disolvió en agua a 0,5 mg/ml de agua y se esterilizó por filtración a través de una 

membrana de nailon de 0,45 μM. 

 

Figure M20.  Extracto de té verde 
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Para estudios en animales, el TE se administró disuelto en agua potable a una 

concentración del 0,2% durante 5 días antes de la irradiación en el grupo de animales tratados 

previamente a la irradiación. Esto implica una ingesta aproximada de 25 mg / animal. Después 

de 5 días 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 irradiación se expusieron con 

rayos X se les administraron el TE 6 horas después de recibir la radiación. A estos animales se 

les administró 180 mg de la sustancia mediante una inyección de dosis única de 0,6 ml de 300 

mg / ml de solución de TE directamente en la luz gástrica de cada animal 6 h después de la 

exposición a irradiación X con el animal anestesiado ligeramente con éter etílico. 

 

Amifostina o Ethyol® 

La amifostina, Ethyol® o WR-2721 (Schering-Plough S.A., Madrid), es un 

agente citoprotector de tiofosfato orgánico por su función contra la radiación ionizante cuando 

se administra antes de la radioterapia en el tratamiento de diversas formas de cáncer. Es un 

análogo de la-mercaptoetilamina (MEA); la amifostina se conoce químicamente como S-2 - [(3-

aminopropil) amino] etanotiol dihidrogenofosfato (éster), Es un polvo cristalino blanco soluble 

en agua. Tiene una fórmula empírica de C5H15N2O3PS, con un peso molecular de 214,2. El 

compuesto se usó según 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 solución resultante se esterilizó 

pasando a través de una membrana de nylon de 0,45 micras. Para uso en protocolos de 

hemocultivo, se añadieron 50 μl de la solución esterilizada de 2 ml de sangre humana cultivada 

para obtener una concentración final de 1 mg / ml del compuesto en medio de cultivo. Las 

muestras de sangre de control no recibieron irradiación. 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 irradiación. Finalmente, otro lote de muestras de sangre se expuso a los 

2 Gys de rayos X y la muestra de amifostina se añadió dentro de los 15 minutos después de la 

exposición a la radiación ionizante y se mezcló completamente antes de la incubación celular.  

 

 

Figura M21. Amifostina 

 

 

Ácido Zoledrónico 

El ácido Zoledronico (Zometa® Novartis Farmacéutica, Barcelona, España) pertenece 

al grupo de bisfosfonatos de tercera generación y actúa específicamente en el hueso. Es un 

inhibidor de la resorción ósea osteoclástica. Se compone de un vial en polvo y una ampolla 

disolvente. La dosis recomendada en hipercalcemia es de 4 mg de ácido Zoledrónico solución 

para perfusión, reconstituido y posteriormente diluido (diluido con 50 ml de cloruro sódico al 0,9 

% p/V o solución de glucosa al 5 % p/V), administrados como perfusión intravenosa única 

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/ml de disolución 0,15 N de NaOH, ajustando su pH a 8,5-9 mediante ClH 1N. De la 

disolución resultante, se extraen 25 ml que se diluyen en 225 ml de agua y se complementa 

con sacarosa al 1%. Esta solución se prepara a diario durante la realización de este grupo de 

trabajo. El PTU se ha administrado disuelto en el agua de bebida a una concentración del 0,2% 

durante 5 días previos a la irradiación en el grupo de animales tratados preirradiación. En el 

grupo de animales tratados postirradiados, estos van a ser sometidos a irradiación e, 

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

 

Procianidina (P90)  

Los extractos de semilla de uva, ricos en procianidinas (polímeros 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; además de "Tempranillo" y 

"Monastrel" como variedades de uva tinta. Las uvas fueron recolectadas en su estado óptimo 

de maduración enológica. 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 ºC durante 24-48 horas y se almacenaron a -30 ºC hasta su uso y 

análisis. 

 

Extracción y purificación de compuestos tipo flavan-3-ol (procianidinas) a partir de 

semillas de uva: 

Los compuestos polifenólicos fueron extraídos de las semillas de uva molidas 

mediante una mezcla agua-metanol (25:75, v/v) en una proporción del 10 % peso/volumen, en 

atmósfera de nitrógeno durante una hora y a temperatura ambiente. El medio de extracción se 

filtró a través de un soporte filtrante de polipropileno y la solución de extracción se evaporó en 

un rotavapor a vacío a una temperatura máxima de 40 ºC hasta sequedad, obteniendo un 

sólido de color marrón-rojizo. El sólido obtenido puede considerarse un extracto crudo de 

polifenoles y se denominó P55. El sólido llamado P55 se lavó inicialmente con n-hexano con 

objeto de eliminar todas las sustancias liposolubles de naturaleza no polifenólica características 

de este material vegetal. El sólido lavado se secó a vacío hasta la completa eliminación del 

disolvente utilizado. Este sólido lavado se suspendió en agua con objeto de separar los 

compuestos polifenólicos de mayor peso molecular insolubles en agua. La suspensión se 

realizó al 5 % peso/volumen, a temperatura ambiente y durante 6 horas, filtrándose a 

continuación el material insoluble. Este material se filtró y seco a vacío a una temperatura 

máxima de 40 ºC. El sólido seco obtenido, pulverulento y de color rojo, se denominó P120. La 

solución acuosa conteniendo los compuestos polifenólicos de menor peso molecular se pasó a 

través de una columna de Amberlita XAD 2, con objeto de retener dichos compuestos, 

separándolos del resto de componentes hidrosolubles no polifenólicos del extracto. Se utilizó 

metanol para la desorción de los polifenoles. El metanol se eliminó por destilación a vacío en 
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un rotavapor a una temperatura máxima de calefacción de 40 ºC, obteniéndose finalmente un 

sólido seco cristalino de color anaranjado oscuro, al que se denominó P90 y que, se guardó 

para la realización de los correspondientes ensayos de radioprotección. 

 

Análisis cromatográfico (HPLC) de los extractos de semilla de uva  

Los sólidos de los diferentes extractos obtenidos: P55, P120 y P90, se 

disolvieron en metanol, en una concentración analítica 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 utilizó una columna C18 LiChrospher 100 (250 x 4 mm) con un tamaño 

promedio de partícula de 5 micras. La temperatura fue de 30 ºC, 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 sólo 

se utiliza el P90. 

 

Se emplearon como fases móviles: (A) ácido acético: agua (10:90) (B) metanol 

y (C) acetonitrilo. Se utilizó 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 análisis 
cromatográfico del extracto de uva. 

 

El esquema de la página siguiente muestra un cromatograma HPLC 

característico de un extracto de semillas de uva, correspondiendo concretamente al extracto 

denominado P90. La distribución relativa (valores cuantificados por normalización de área) de 

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

 

En el extracto P90, los polímeros ≥C4 (90,92 %) presentan una mayor 

concentración que en P55. Sin embargo, los monómeros se encuentran en menor proporción, 

siendo la (+)-catequina (2,11 %) más abundante que la (--epicatequina (1,06 %). La distribución 

de las demás procianidinas mostró ligeras diferencias respecto del extracto P55, siendo los 

principales los dímeros B4 (0,96 %), B3 (0,71 %), B1 (0,52 %), B2 (0,48 %) y el derivado 

esterificado con ácido gállico en posición 3 del dímero B1 (0,52 %).  
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Pico tR Flavan-3-ols % Valor Relativo P90 

G 9,7 Ácido gállico 0,83 

1 34,3 B3 (dímero) 0,71 

2 37,6 (+)-catequina 2,11 

3 40,6 B1 (dímero) 0,52 

4 45,4 T2 (trímero) 0,11 

5 49,9 B4 (dímero) 0,96 

6 54,0 B2 (dímero) 0,48 

7 59,1 B2-3’-O-gallato 0,16 

8 62,9 (-)-epicatequina 1,06 

9 64,4 B1-3-O-gallato 0,52 

10 67,4 C1 (trímero) 0,20 

11 74,4 Polímeros  C4 unidades 90,92 

Otros -- Otros dímeros/trímeros  flavan-3-ols  

Tabla M2. Tiempo de retención 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 

 

 

 

 

 

 

 

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

dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma, Madrid) en una relación de 30 mg de flavonoide/0,1 ml de 

DMSO. De la disolución 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 administración de esta 

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

animales tratados preirradiación como en el grupo de animales tratados postirradiación 
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Vitamina E o δ-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 biológica 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 

-tocoferol cuya estructura química es C27H46O2. Para su estudio, se ha preparado una 

disolución en DMSO/etanol al 50 % en una proporción de 0,5 mg de -tocoferol por cada ml de 

DMSO/etanol. 

 

Figura M23: Vitamina 

E o -tocoferol 

 

 

 

 

Rutina. 

La rutina (Merck, Madrid) es otro flavonoide puro, concretamente un flavonol; la 

muestra utilizada contiene un mínimo del 90% absoluto del flavonoide específico por HPLC. Su 

estructura química es C27H30O16. Hicimos una disolución de la rutina en DMSO añadiendo 

0,5 mg de este compuesto por mililitro de DMSO. Se obtiene por extracción hidroalcohólica de 

plantas como saphora japonica, dimorfranda o el vulgarmente conocido como trigo sarraceno. 

La rutina es uno de los flavonoides más utilizados en todo tipo de estudios “in vitro” e “in vivo”, 

por lo que se  considera un patrón de referencia en el estudio de la actividad de los 

compuestos polifenólicos.  

 

 

Figura M24. Rutina 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 característico en la 

posición 3 del esqueleto flavonoide. Carece de azúcares en su estructura, por lo que es un 
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flavonoide “aglicón”. La quercetina se obtiene por hidrólisis ácida con ácido sulfúrico 1N en 

medio hidroalcohólico del flavonoide anterior, la rutina, que es su derivado glicosilado, 

concretamente en la posición 3 antes mencionada; es decir, la rutina es el ramnoglucósido de 

la quercetina.   

Para su utilización en este estudio realizamos una disolución de la quercetina en 

DMSO (1mg/ml). 

 

Figura M25. Quercetina 

 

 

 

 

 

Extracto cítrico soluble (CE) 

El extracto cítrico soluble (CE), caracterizado por su elevada concentración de 

flavononas y flavonas, fue obtenido a partir de frutos inmaduros de varios cultivares 

característicos de tres especies del género Citrus de la Comunidad de Murcia: Citrus limonia 

(limón), Citrus sinensis (naranja dulce) y Citrus aurantium (naranja amarga). Los frutos 

inmaduros fueron recolectados directamente de los árboles tras su abscisión natural, durante la 

fase inicial del desarrollo del fruto. Los frutos recolectados fueron inmediatamente secados a 50 

ºC hasta una humedad (pérdida por secado) inferior al 8 %, siendo almacenados a temperatura 

ambiente hasta su uso y análisis. 

 

Extracción y cristalización de compuestos tipo flavonona y flavona a partir de frutos 

inmaduros de especies cítricas:  

Los frutos inmaduros secos de las especies cítricas mencionadas, se molieron 

para su extracción. La extracción se realizó en una proporción del 5 % peso/volumen, a 

temperatura ambiente y durante tres horas, empleando como solvente de extracción agua-

metanol (20:80, v/v). La suspensión se filtró a través de un filtro con soporte filtrante de 

polipropileno. La solución polifenólica hidro-alcohólica obtenida se concentró en un rotavapor a 

vacío, a una temperatura máxima de 55 ºC, hasta la eliminación del metanol. La solución 

acuosa concentrada se enfrió en agitación durante unas 24 horas, produciéndose la 

cristalización de los compuestos flavonoides extraídos. La suspensión se filtró y el sólido 

obtenido fue lavado con agua y secado en una estufa de vacío a una temperatura máxima de 

55 ºC. Se obtuvo un sólido final pulverulento de color beige al que se denominó extracto cítrico 

y que, se guardó para la realización de los correspondientes ensayos de radioprotección. 
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Análisis cromatográfico (HPLC) del extracto cítrico: 

El extracto cítrico (CE) obtenido, se disolvió en DMSO, en una concentración 

analítica de 2 mg/ml. La disolución 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 utilizó una columna C18 

LiChrospher 100 (250 x 4 mm) con un tamaño promedio de partícula de 5 micras. La 

temperatura fue de 30ºC, 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 móviles: (A) ácido 

acético:agua (1:99), (B) metanol y (C) acetonitrilo. Se utilizó un método compuesto de etapas 

isocráticas y de gradiente lineal:  

 

Tabla M3. Resultados del análisis cromatográfico del CE. 
 

 

 

 

El contenido absoluto de cada uno de los principales 

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

Las flavononas naringina, hesperidina y neohesperidina, son 

los flavonoides más 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 biológica. Resulta importante 

resaltar la presencia del glicósido de la flavona luteolina, los dos de la flavona diosmetina 

(diosmina y neodiosmin), así como del neohesperidósido de la flavona apigenina, la rhoifolin. 

 

Polifenoles      Tiempo de retención (min.)       %Abs

Eriocitrina 8,24 1,72 

Neoeriocitrina 10,12 1,25 

Luteolina-7-O-rutinósido 11,56 0,60 

Luteolina-7-O-neohesperidósido 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 retención y contenido absoluto por HPLC de los 
principales flavonoides presentes en el extracto de frutos de Citrus 

sp. (CE) (ver HPLC adjunto). 
  

Ti
% (A) % (B) % (C) 

0 70 23 7 

40 70 23 7 

55 55 25 20 

65 55 25 20 

75 70 23 7 
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Figura M26. Análisis 
cromatográfico de los 

componentes del Extracto 
Cítrico Soluble (CE) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Es un extracto cítrico soluble en agua y, por ello, se ha administrado disuelto en el agua 

de bebida a una concentración del 0,2 % a los 7 días de haber comenzado el tratamiento con 

CE, este grupo de 6 animales se va a someter a una exposición 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 irradiación e inmediatamente después a la irradiación, 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 período de tiempo y se elimina en pequeñas cantidades a través de la orina. Por este 

motivo, es importante su administración diaria, ya que es más fácil que se agoten sus reservas 

que las de otras vitaminas. Es una sustancia de color blanco, estable en su forma seca, pero 

que en solución se oxida con facilidad, más aún si se expone al calor. Su estructura química 

recuerda a la de la glucosa (en muchos mamíferos y plantas, esta vitamina se sintetiza a partir 

de la glucosa y galactosa). Se llama con el nombre de vitamina C a todos los compuestos que 

poseen la actividad biológica del ácido ascórbico. 

 

La vitamina C se obtiene principalmente de frutas cítricas, como el limón, la naranja, la 

fresa, la mora o la piña, y de verduras, como el tomate, las espinacas, el perejil, la coliflor, el 

brócoli o la lechuga. Su estructura química es C6H8O6. En este estudio hemos realizado una 

disolución del ácido ascórbico en DMSO añadiendo 2,5 mg del compuesto por cada mililitro de 

disolución. 
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Figura M27. Ácido ascórbico. 

 

 

 

 

 

Vitamin E (δ-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 

biológica que se mide por su potencia o uso funcional en el cuerpo. El delta-tocoferol 

(C27H46O2), que tiene una actividad antioxidante muy alta, es la forma de vitamina E que se usó 

en este estudio. Se preparó una solución de 2,5 mg / ml en un disolvente de DMSO / etanol al 

50% (v / v) y se esterilizó por filtración. 

 

Figura M28. Vitamin E (-

tocopherol) 

 

 

El efecto de las diferentes concentraciones de vitamina E antes de la 

exposición a la radiación también se evaluó mediante la adición de 25 µl de la solución de 

prueba a 2 ml de sangre no irradiada antes, una cohorte de estas muestras de sangre no se 

expuso a la radiación y actuó 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 irradiación). 

Al tercer grupo de muestras de sangre de 2 ml previamente irradiadas con 2 Gy de radiación X 

(muestras tratadas con vitamina E después de la irradiación), se añadieron 25 μl de la solución 

de vitamina E de prueba dentro de los 15 minutos posteriores a la irradiación. 
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MÉTODOS 

ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD. 

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON MTT 

 

MANTENIMIENTO Y CONSERVACIÓN DE LOS CULTIVOS 

Las tres líneas utilizadas se mantuvieron por medio de cultivo masivo y fueron 

conservadas por criocongelación.  

El cultivo masivo lo realizamos en frascos de 75 cm2, con el medio adecuado para 

cada línea. Todas las operaciones fueron realizadas en cabinas de flujo laminar vertical, con el 

instrumental adecuadamente esterilizado. El crecimiento celular fue controlado por la 

observación directa de los frascos con un microscopio invertido de contraste de fases, 

cambiando el medio aproximadamente cada dos días, o cuando el indicador de pH señala 

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 37ºC y agitándolos hasta que las células se despegan. 

Seguidamente, añadimos 4 ml de medio frío suplementado con SBF y centrifugamos a 214 g 

durante 10 minutos a 22ºC para eliminar completamente la enzima. Resuspendemos el 

sedimento en 2 ml de medio fresco y procederemos al recuento del número de células vivas en 

cámara hemocitométrica mediante un ensayo de exclusión de colorante (azul tripán) y 

calculáremos el inóculo necesario para nuevos frascos donde propagar el cultivo. De los 

frascos de cultivo, tomamos regularmente muestras de las dos líneas con el fin de comprobar 

la ausencia de contaminación por Mycoplasma spp, mediante fluorescencia directa con el 

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

 

Realizamos la criocongelación cuando los cultivos están próximos a la confluencia. 

Para esta línea celular, procedemos a la tripsinización y centrifugación. Resuspendemos el 

sedimento en medio fresco suplementado con SBF hasta alcanzar una concentración de 1x106 

células/ml y se distribuían en ampollas de criocongelación con un 10% (v/v) de DMSO como 

agente crioprotector. En todos los casos, la criocongelación fue realizada primero en alcohol 

isopropílico que provoca una bajada de temperatura de 1ºC/minuto, hasta alcanzar los -80ºC y 

seguidamente, colocamos las ampollas en nitrógeno líquido para bajar la temperatura hasta -

196ºC para su almacenamiento. 

 

Para restablecer los cultivos a partir de los viales congelados, introducimos el vial en un 

baño a 37ºC para su rápida descongelación. Seguidamente, en la cabina de flujo laminar, 

vertemos el contenido en un tubo de centrífuga adicionando 10 ml de medio de cultivo para 

diluir el DMSO que contiene el medio de congelación. 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 cámara hemocitométrica utilizando como colorante el azul tripán 

y estimular la viabilidad celular tras la congelación. Después de ajustar la concentración, 

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 suplementándolo con mayor proporción de SBF para las 

células con peor recuperación. 

 

Optimización de números 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 exposición a la radiación X. Los 

cultivos celulares se realizaron en placas de fondo óptico de 96 pocillos Nunc® MicroWell de 

capacidad de 300 μl / pocillo. Se incluyeron controles positivos para cada tratamiento y línea 

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 concentración óptima de siembra celular, se sembró el número 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 línea celular, resultó que el número más conveniente para sembrar por 

pocillo era 3.200 células para células PNT2 y TRAMPC1 y 2.500 para células de melanoma 

BF16F10. 

 

CUANTIFICACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR. TEST CON MTT 

Este ensayo se basa en la reducción metabólica 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 método ha sido muy utilizado para medir 

supervivencia y proliferación celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad 

de formazán 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 μl de medio fresco con SBF por pocillo. 

3.- Añadir 50 μl de MTT (8mg/ml) a cada pocillo. 

4.- Incubar durante 4 horas en la estufa a 37º 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.-Añadir 100l de DMSO para solubilizar el MTT formazán producido por las células. 

7.- Agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
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8.- Realizamos la lectura  en un espectrofotómetro 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 determinó 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 concentración de 3200, 

3200 y 2500 células/ml, respectivamente. Veinticuatro horas después de comenzar la 

incubación, las células se trataron con dos concentraciones diferentes de cada una de las 

siguientes sustancias ya sea antes o después de la irradiación y se trataron con las sustancias 

y mezclas ensayadas (Ácido carnósico, apigenina, ácido rosmarínico y DMSO). Las 

preparaciones de las soluciones y sus respectivos volúmenes y concentraciones administradas 

a las células se han descrito anteriormente. 

 

Para los tratamientos previos a la irradiación, tras 15 minutos de la adición 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 irradiación, las células cultivadas 

se expusieron primero a la radiación y posteriormente se realizó la adición de las cantidades 

pertinentes de cada sustancia ensayada para continuar con la incubación 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 determinó 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 

definió con relación 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 ± desviación estándar (SD) para al menos 

seis repeticiones para cada muestra preparada. 

 

Efecto citoprotector del tratamiento combinado de sustancias de prueba: ensayo de 

combinación de dos fármacos 

Para determinar las propiedades sinérgicas de radioprotección se evaluaron también 

tratamientos combinados de las diferentes sustancias ensayadas. Se evaluaron cantidades 

equimolares de ácido carnósico y apigenina para la citoprotección en dos concentraciones 

diferentes, es decir, volúmenes iguales (10 μL de cada sustancia) de dos concentraciones 

diferentes (15 μM y 25 μM) que se adicionaron a los micropocillos que contenían las células, se 

expusieron a la radiación ionizante y se incubaron durante 24 y 48 horas. De manera similar, 
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otros pares sustancias se han realizado: Apigenina y ácido rosmarínico (API + AR) y Apigenina 

y ácido carnósico (API + CARN). La preparación 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 evaluó mediante la viabilidad 

celular y la supervivencia de las células PNT2 mediante un ensayo de MTT para 24, o 48 como 

se describió previamente (CARMICHAEL et al., 1987a,b; ALLEY et al., 1988; MOSSMAN, 

1983). 
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ACTIVIDAD GENOPROTECTORA 

 

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

citocinéticamente con Citochalasina B (CBMN)  

 

Sangre periférica, muestras de linfocitos 

 

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de vacío para recolección de sangre 

VENOSAFE ™ (Terumo Europe NV, Lovaina, Bélgica) estériles que contenían heparina 

(heparina sódica al 5%, Rovi Lab, Madrid). La sangre se dividió en alícuotas en porciones de 2 

ml en crioviales. Las alícuotas de sangre de los donantes se dividieron en dos cohortes para la 

construcción de una curva dosis-respuesta y para la evaluación de la actividad anti-mutagénica 

de algunas de las sustancias de prueba.  

 

Construcción de curvas de respuesta a la dosis 

Los donantes de sangre se dividieron en 2 grupos: 

Grupo 1: catorce crioviales que contenían 2 ml de sangre del donante se usaron para la 

construcción de una curva dosis-respuesta. De estos, 2 viales que contenían 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 

consistió en tubos con partes alícuotas de sangre de 2 ml en crioviales, que se usaron para 

evaluar el efecto antimutagénico de las diferentes sustancias ensayadas (pre y post 

irradiación). Las sustancias de prueba utilizadas incluyeron AR, P90, CARN, API en DMSO, Vit 

E, VIT C, COL, CE, AMFI TE, Rutina, DMSO, Quercetina y Ácido zoledrónico. 

 

 Dos de estas muestras de sangre se usaron como controles experimentales (frecuencia 

de micronúcleos inicial o control no irradiado), control irradiado. Se reservó una muestra de 

sangre para cada sustancia de prueba utilizada, y esto sirvió como control de la sustancia de 

prueba. Estas muestras solo recibieron la sustancia de prueba pero no estuvieron expuestas a 

la radiación. Algunas muestras de sangre se trataron con las sustancias de prueba antes de la 

exposición a la irradiación y se denominaron grupo de prerradiación, el resto se irradió antes de 

la adición de las sustancias de prueba y, en consecuencia, se denominó grupo de 

posradiación. 

 

TÉCNICA DE MICRONÚCLEOS 

Este ensayo se basa en la utilización de la técnica de micronúcleos en cultivos de 

linfocitos obtenidos de sangre periférica humana y bloqueados citocinéticamente en su primera 

división mitótica, descrito por Fenech (1986, 1990, 2000) y considerado como el procedimiento 
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más adecuado para el análisis citogenético del daño genotóxico inducido por radiación 

ionizante de forma sistemática (IAEA, 2001; 2011). La técnica utilizada es la siguiente: 

I. Preparación del Medio de Cultivo 

El medio de cultivo utilizado está compuesto por: 

 Medio HAM F10:                                                          85% 

 Suero Bovino Fetal (SBF) (Sigma-Aldrich, Madrid):     15% 

 Fitohemaglutinina (PHA)(Sigma-Aldrich, Madrid):        16 µg/ml 

 Glutamina:                                                                       1 µg/ml 

 Antibióticos (Sigma-Aldrich, Madrid): 

 Penicilina sódica:                                                          100 UI/ml 

 Estreptomicina:                                                             100 µg/ml 

 

Para realizar la técnica de micronúcleos, 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 CO2 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 añadimos 150 µl de la disolución de 

Cytochalasina B (Cyt B) a cada cultivo. Estos 150 µl de disolución, contienen 30 µgr de Cyt B (3 

µg/ml). 

 

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 cónicos de 15 ml y lo centrifugamos durante 5 minutos a 1000 rpm 

(Heraeus, Minifuge T, Madrid). 

 

A continuación, extraemos el sobrenadante y agregamos 8 ml de solución hipotónica 

de ClK. 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 metílico: Ácido Acético Glacial, 

3:1) que volvemos a centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos. Este último paso es necesario 

(fijación y centrifugación) 3 ó 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 microscópicas colocando la suspensión 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 tinción de las preparaciones por inmersión: 
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1º) En una solución de May-Grünwald puro (Merck, Darmstadt, Alemania) durante 3 

minutos. 

2º) Seguidamente, las pasamos durante 2 minutos por solución de May-Grünwald al 50 

% (50 % May-Grünwald y 50 % agua destilada (Braun, Melsungen, Alemania)). 

3º) Posteriormente y sin lavarlas, las pasamos a solución Giemsa (Merck, Darmstadt, 

Alemania) durante 2 minutos más. 

4º) Finalmente, lavamos las preparaciones sumergiéndolas individualmente en tampón 

fosfato 100 mM pH 6,2 y las secamos al aire. 

5º) Para terminar, las preparaciones microscópicas se montan con cubreobjetos 

quedando definitivamente preparadas para su estudio a microscopía óptica. 

 

 

Figura M29. 
Preparaciones 

microscópicas tras la 
tinción con May-Grünwald 

y Giemsa 
 

 

 

 

 

 

 

II. Preparación de las sustancias añadidas al medio de cultivo 

a) Preparación de la Fitohemaglutinina. 

b) Preparación de la Cytochalasina B. 

c) Preparación de la Solución Hipotónica de Cloruro Potásico. 

d) Preparación del Tampón Fosfato. 

e) Preparación de la Solución Fijadora. 

 

a) Preparación 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 ºC hasta su utilización. Para utilizarla, la PHA previamente 

debía estar disuelta en medio de cultivo Ham F10 en ambiente estéril a razón de 1 mg de 

PHA/ml de Ham F10 y almacenada a -20 ºC para su conservación. Habitualmente, preparamos 

100 ml de medio de cultivo y como se precisan 16 µg PHA/ml, suministrábamos 1.600 µg 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 1’6 mg de PHA añadíamos 1’6 ml de la disolución de PHA 

previamente preparada. Su función es el estímulo de la división o proliferación celular de los 

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

La Cytochalasina B (Cyt B) (Sigma-Aldrich, Madrid) realiza el bloqueo de la citocinesis 

mediante bloqueo tras la primera división mitótica; es la sustancia que añadíamos 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 ºC hasta su 

utilización. Para ser utilizada, la Cyt B debía ser disuelta previamente en dimetilsulfóxido 

(DMSO) al 100 % en ambiente estéril. Dicha disolución se realizaba a razón de 1 mg de Cyt B 

por cada 0,5 ml de DMSO. Posteriormente y en cabina estéril, esta disolución era alicuotada en 

tubos de 1 ml de capacidad a razón de 0,1 ml de disolución/tubo al que se añadían 0,9 ml de 

PBS quedando alícuotas que presentaban la siguiente proporción: 0,9 ml de PBS, 0,1 ml de 

DMSO y 200 µg de Cyt B. Finalmente, estas alícuotas eran almacenadas a -80ºC y sólo se 

descongelaban en el momento de ser utilizadas, es decir, para su adición al cultivo. La 

concentración de Cyt B que se añadía al cultivo es de 3 µg/ml. Como cada cultivo tiene 10 ml, 

debemos añadir 30 µg de Cyt B, para lo que se precisan 150 µl del contenido de cada tubo 

previamente preparado. 

 

c) Preparación de la Solución Hipotónica de Cloruro Potásico 

La disolución 0,075 M de cloruro potásico (ClK) se prepara con 5,59 g de ClK (Probos, 

Madrid) en 1 l de agua destilada. Esta disolución hipotónica tiene como objetivo aumentar el 

tamaño de las células binucleadas permitiendo una mejor visualización de las mismas al 

microscopio óptico. 

 

d) Preparación del Tampón Fosfato 

La disolución de tampón fosfato 10 mM con un pH de 6,2 se ha obtenido diluyendo en 1 

l de agua bidestilada: 

NaH2PO4   2 H2O -----------1,560 g/l 

Na2HPO4   7 H2O -----------2,340 g/l 

 

e) Preparación de la Solución Fijadora 

La solución fijadora utilizada se prepara mezclando 3 partes de Alcohol Metílico con 1 

parte de Ácido Acético Glacial. Esta disolución debe ser preparada en el momento de ser 

utilizada. 

 

III. Criterios de recuento de micronúcleos 

Las preparaciones microscópicas obtenidas de los cultivos de las muestras de sangre 

fueron analizadas microscópicamente por 2 observadores diferentes. Para el recuento y 

análisis de las células hemos utilizado sistemáticamente 400 aumentos y, en los casos de 

comprobación, una magnificación de 1000 aumentos con aceite de inmersión. 

 

El recuento de micronúcleos en las preparaciones microscópicas 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 microscópicas). Por lo que, aunque las cifras de 

micronúcleos las hemos presentado por 500 células bloqueadas (MN/500 CB), el estudio 

corresponde al análisis de 3000 CB para cada uno de los valores mostrados, obtenidos por 2 

observadores independientemente. 

 

El recuento fue realizado a doble ciego, desconociendo las características de la 

preparación observada, obteniéndose un único 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 micronúcleos establecidos por Almassy en 1987.Dichos criterios sobre el 

recuento de micronúcleos son los siguientes: 

● Los micronúcleos deben tener la misma estructura que el núcleo principal. 

● Los micronúcleos deben ser más pequeños que el núcleo principal: no excediendo de 

la mitad del tamaño del núcleo principal o dos veces la longitud normal de un cromosoma. 

● Los micronúcleos deben ser redondos o esféricos y estar separados visiblemente del 

núcleo principal. 

● En contraste con las partículas no nucleares, los micronúcleos no deben mostrar 

refractibilidad a la luz. 

● Los micronúcleos se cuentan sólo en células que tengan conservado el citoplasma. 

● La frecuencia de aparición de micronúcleos ha de seguir la cinética de división 

celular. 

 

 

Figura M30. Imagen de dos linfocitos o células 
binucleadas  con el citoplasma conservado (CB) en dónde 

una de ellas presenta un micronúcleo en el citoplasma 
(MNCB) (MG-G. 400x) 
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TEST DE MICRONÚCLEOS IN VIVO SOBRE MÉDULA ÓSEA DE RATÓN 

 

La evaluación de los dos experimentos realizados se ha llevado a cabo 

mediante la utilización del test de micronúcleos “in vivo” sobre médula ósea de ratón, un test 

ampliamente utilizado para la determinación “in vivo” del efecto genotóxico y mutagénico de 

diferentes agentes químicos y físicos y que fue descrito originalmente por Schmid en 1975.  

 

 

 

Técnica: Los animales utilizados en este experimento se han sacrificado por 

descerebración traumática para proceder a la exéresis de la médula ósea de ambos fémures, 

según la técnica descrita por Von Ledebur y Schmid (1973) y Schmid (1975) cuyos pasos se 

describen detalladamente a continuación: 

1.-Los animales se sacrifican por dislocación cervical e, inmediatamente, se disecan los 

fémures, limpiándolos de todo resto de músculos y tendones. 

2.-Se cortan las epífisis de los fémures y mediante una jeringa de insulina (24G), se hace fluir 

suero bovino fetal (Sigma, Madrid) por la diáfisis femoral de forma que arrastre la médula ósea 

que contiene, la cual se recoge en tubos cónicos de 15 ml de capacidad. 

3.-Usando una pipeta Pasteur con bulbo de goma, se pipetea enérgicamente el contenido del 

tubo hasta obtener una suspensión celular sin grumos. 

4.-Se deja reposar durante 5 minutos y se centrifuga, posteriormente, a 1000 rpm durante 5 

minutos, en centrífuga Centromix 549 (Selecta, Madrid). 

5.-Según 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 

suspensión homogénea. 

6.-Se hace una extensión dejando caer a unos 2-3 cm una gota del líquido obtenido a modo de 

frotis sanguíneo. 

7.-Se dejan secar al aire durante 24 horas. 

8.-Se tiñen con May-Grünwald puro (Analema, Vorquímica S.L, Vigo) durante 3 minutos. 

9.-Se retira el 50% del colorante y se reemplaza por agua destilada, dejándolo en esta solución 

durante 2 minutos. 

10.-Sin lavar, se tiñen con una solución de Giemsa (Probus, Madrid) diluido 1:6 en tampón 

fosfato 100M, pH 6,2 y, se mantiene durante 2 minutos más. 

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 microscópico. 
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           Figura M31. Detalles de la exposición de los ratones a campos magnéticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M32. Técnica de disección de ambos fémures para la obtención de su médula 
ósea. 
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Figura M33. Detalle de los fémures disecados y tras la extracción de 

su médula ósea.  
 

 

Determinación de la frecuencia de micronúcleos.  

Las preparaciones de médula ósea obtenidas en todos los experimentos 

realizados se han analizado por dos observadores independientemente utilizando microscopía 

óptica. Para el recuento y análisis de micronúcleos (MN) se ha empleado sistemáticamente una 

magnificación de 400 aumentos y, en los casos de comprobación y/o discriminación, se han 

utilizado 1000 aumentos con aceite de inmersión. 

 

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 policromatófilos (PCEs) para determinar la frecuencia de aparición de 

micronúcleos 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 características de la preparación 

observada, obteniéndose un único 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 citotóxico de los tratamientos físicos y 

químicos. 
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Figura M34. Detalle de la cabina en el interior del equipo de rayos X. 
Obsérvese la colocación de los animales inmovilizados y conscientes para 
una irradiación corporal total; y, la colocación de las muestras sanguíneas 

durante la exposición a rayos X. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



III. Material y método 
___________________________________________________________________________________________________ 

 

 98 

DETERMINACIÓN DE GLUTATIÓN TOTAL (GSH Y GSSG) 

El glutatión (GSH) es un importante antioxidante tiol tripeptídico (γ-

glutamilcisteinilglicina) en las células que existe en dos formas: reducido como GSH y oxidado 

como glutation disulfuro (GSSG) (MEISTER y ANDERSON, 1983). El GSH esta 

significativamente mas elevado que el GSSG en condiciones fisiológicas. Sin embargo, se ha 

descrito que condiciones patológicas que causan estrés oxidativo provocan una disminución de 

la relación GSH / GSSG (NOCTOR et al., 2002). Por lo tanto, la evaluación de los niveles de 

GSSG en condiciones de inducción de estrés puede proporcionar información valiosa sobre el 

estrés oxidativo que está experimentando un sistema biológico (ASENSI et al., 1999; 

KLEINMAN y MAYOSE, 2000; HERNANDEZ et al, 2000). 

  

Los niveles totales de glutatión se determinaron utilizando el Ensayo de GSH / GSSG-

Glo , un sistema basado en luminiscencia para la detección y cuantificación de glutatión 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 evaluación de las respuestas toxicológicas 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, señales luminiscentes estables que se 

correlacionan con el GSH total, o con la concentración de GSSG de una muestra en el 

cultivo. Tanto el glutatión total como las determinaciones de GSSG se basan en la reacción de 

conversión de GSH-dependiente de una sonda de GSH (luciferina-NT a luciferina) por una 

enzima glutatión-S-transferasa que se acopla a una reacción 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 señal luminiscente es proporcional a la cantidad 

de GSH. La determinación del glutatión total y GSSG se llevan a cabo en reacciones 

paralelas. En una primera reacccion, los reactivos del ensayo miden glutatión total usando un 

agente reductor que convierte todo el glutatión (GSH y GSSG) en un lisado celular a la forma 

reducida, GSH. En una segunda reacción, los reactivos de ensayo se utilizan para medir 

solamente la forma oxidada (GSSG). En este caso, se añade un reactivo que bloquea todo el 

GSH, dejando intacto el GSSG. Esta etapa de bloqueo es seguida por una etapa de reducción 

que convierte la GSSG a GSH para la cuantificación de la reacción luminiscente. Debido a que 

los ensayos se realizan directamente sobre las células en los pocillos, la pérdida de GSH o 

GSSG se reduce al mínimo y con ello la variabilidad. 

Para la realización de la técnica los pasos a seguir son los siguientes: 

1. Las células en una placa de múltiples pocillos se tratan con compuestos de ensayo 

o vehículo: unos pocillos  para la medición del glutatión 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 Generación luciferina se añade a todos los pocillos, y los ensayos se 

mezclan y se incuban durante 30 minutos. 



III. Material y método 
___________________________________________________________________________________________________ 

 99

4. El reactivo de detección de luciferina se añade a todos los pocillos, se mezclan y 

tras una incubación 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 interpolación de las 

concentraciones de glutatión a partir de su comparación con su curva estándar. 

 

La técnica permite: 

‐ Medir glutatión 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 químicas para la 

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

 

B. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS 

El ensayo para la determinación de proteinas está basado en el método de Bradford 

(1976) y consiste en la cuantificacion de la concentración de proteínas solubles. El metodo se 

basa en la adición de un colorante ácido a la solución de proteínas problema y la posterior 

medición a 595 nm con el espectrofotómetro. La comparación de los resultados respecto a la 

curva estándar obtenida permite una medición relativa de la concentración de proteínas. 

La absorbancia máxima para una solución ácida del colorante de Coomassie cambia 

de 465 nm a 595 nm cuando se produce la unión en proteínas. El colorante de Coomassie se 

une principalmente a los residuos de aminoácidos básicos y aromáticos, especialmente la 

arginina. 

En definitiva, el método Bradford se basa en la utilizacion de un colorante hidrofóbico 

(comassie blue G-250) cuyas disoluciones acuosas en presencia de ácido fosfórico 

proporcionan un color pardo que al entrar en contacto con la parte hidrofóbica del interior de 

una proteína se fija a ella. Las proteínas se unen a la sustancia azul para formar un complejo 

proteína-colorante con un coeficiente de extinción mayor que el colorante libre. La 

determinación del contenido protéico de una muestra requiere la comparación del valor de 

absorbancia de la muestra con los obtenidos a partir de cantidades conocidas de proteínas, 

con los que se construye una curva de calibración: a mayor cantidad de proteínas, mayor color 

desarrollado y por lo tanto, mayor absorbancia; es por ello que se considera un cromóforo 

exógeno. Es un método que depende de la interacción relativamente inespecífica entre un 

colorante hidrofobico y las proteínas, por lo que es sensible a la presencia de contaminantes 

tales como los restos de detergentes y líquidos orgánicos, a que 

las proteínas pueden perder su estabilidad y perder su forma nativa, lo que provocaría la pérdid

a de la unión entre el cromóforo y la zona hidrofóbica de las proteínas. Para determinar la 

concentración total de proteína se realiza una curva de calibración empleando una proteína 

patrón que generalmente es la seroalbumina bovina. Se preparan tubos testigos con distintas 

cantidades de proteína y otra disolución llamada “blanco” que sólo contiene agua y reactivo 
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Bradford, mientras que en los tubos testigos se les mantiene constante el reactivo Bradford 

siendo los volúmenes 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 proteínas), de esta manera se construye la gráfica de 

absorbancia vs concentración 

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 estándares de proteína en tampón que van desde 0,1-1,4 mg / ml 

usando un patrón de BSA 

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

 
3. Cogemos 5 µl de cada uno y añadir 250 µl de reactivo de Bradford. A los pocillos de 

blanco, añadir 5 ml de tampón. 

4. Preparamos la muestra desconocida(s) con un concentración aproximada entre 0,1 a 

1,4 mg / ml. 

5. A cada pocillo, añadimos 250 μl 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 continuación, medimos la absorbancia a 595 nm. El complejo proteína-colorante es estable 

hasta 60 minutos. La absorbancia de las muestras deberán ser registrados antes del límite de 

tiempo de 60 minuto y dentro de los 10 minutos de diferencia. 

7. Trazamos la absorbancia neta vs. la proteína concentración de cada estándar. 

8. Determinamos la concentración de proteína de la muestra desconocida (s) mediante 

la comparación de la A595 Net valores en contra de la curva estándar. 

9.Preparamos las diluciones de las muestras de acuerdo con la siguiente tabla. 
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MÉTODO ESTADÍSTICO 

El estudio estadístico ha sido realizado en colaboración con la Cátedra de 

Bioestadística de la Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia, utilizando el paquete 

BMDP Statistical Software, Inc (Versión 1988; IBM PC/DOS). En los ensayos de 

genoprotección ha consistido en comparaciones entre grupos realizando contrastes de 

igualdad de medias mediante análisis de varianza. Asimismo, hemos realizado análisis de 

regresión y correlación lineales y polinómicos. Consideramos los resultados estadísticamente 

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

 

Además, hemos determinado el  Factor de Protección (FP) o capacidad de protección 

de una sustancia radioprotectora, expresada como porcentaje de protección, descrito por 

Sarma y Kesavan (1993), expresada mediante la fórmula: 

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

En donde: 

FP es la magnitud de protección expresada en %, 

Fcontrol es la frecuencia de micronúcleos en las muestras controles irradiadas, y 

Ftratados es la frecuencia de micronúcleos en las muestras irradiadas y tratadas. 

El Factor de Protección ha sido determinado para cada una de las sustanc ias 

ensayadas tanto preirradiación como postirradiación. 

 

En los ensayos de radioprotección o supervivencia celular se ha realizado un análisis 

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 mínima diferencia significativa (M.D.S.). 

Los análisis fueron realizados transformando logaritmicamente los datos para ajustarse a las 

condiciones del ANOVA. 
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IV.1. RESULTADOS MORFOLÓGICOS 

ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS 
CON BLOQUEO CITOCINÉTICO MEDIANTE CITOCHALASINA B 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura MOR1. Fotomicrografía de un cultivo de linfocitos humanos 
utilizando la técnica de bloqueo de citocinético y teñido con May-Grünwald-

Giemsa (400X) (L: linfocitos, CB: células binucleadas bloqueadas por 
citocinesis; CBMN: células binucleadas bloqueadas por citocinesis con 

micronúcleo en citoplasma (flecha), E: restos de eritrocitos hemolizados. 
ENSAYO DE MICRONÚCLEOS EN MÉDULA ÓSEA DEL RATÓN 
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Figura MOR2. Fotomicrografía de células de médula ósea de 
ratón teñidas con May-Grünwald-Giemsa (1000X) (PCE: 

eritrocitos policromáticos, MNPCE: eritrocitos policromáticos 
con micronúcleo, NCE: eritrocitos normocromáticos). 
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RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE CITOPROTECCIÓN O SUPERVIVENCIA 
CELULAR (MTT ASSAY). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura MOR3. Aspecto morfológico de las células PNT2 de epitelio prostático 
observado usando un microscopio de contraste de fase (cultivos celulares de 

control tras 24 horas de incubación 200X). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura MOR4. Células de la línea TRAMP-C1 observado al microscopio de 
contraste de fase (cultivos celulares de control tras 24 horas de incubación. 

(Contraste de fases, 100X) 
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Figura MOR5. Aspecto morfológico 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 POLICROMATÓFILOS DE MÉDULA 

ÓSEA DE RATÓN (MNPCEs) 
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IV.2.RESULTADOS 
 
ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATÓFILOS DE MÉDULA 

ÓSEA DE RATÓN (MNPCEs) 

 

Los resultados obtenidos en la frecuencia de aparición de micronúcleos en eritrocitos 

policromatófilos (MNPCE) de médula ósea obtenidos en los diferentes grupos de animales 

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

 

GRUPO CONTROL 

Los resultados obtenidos en los animales del grupo control no irradiado muestran una 

frecuencia de micronúcleos que oscila entre un mínimo de 1 y un máximo 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 espontánea 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 radiación (lotes de animales no irradiados) no muestra diferencias 

estadísticamente significativas en la frecuencia de aparición de MN/1000 PCEs respecto al grupo 

control no irradiado; lo que expresa que ninguna de las sustancias ensayadas en el estudio tiene 

efecto genotóxico sobre las células estudiadas (Gráfica A1). 
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Gráfica A1. Frecuencia de MNPCEs en células de médula ósea de ratón 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 aparición de micronúcleos que oscila entre 17 y 24 MN/1000 PCEs como valores mínimo y 

máximo respectivamente, con una frecuencia promedio de micronúcleos de 18,7 MN/1000 PCEs. 

 

El análisis estadístico ha determinado diferencias estadísticamente significativas en la 

frecuencia de aparición de MNPCEs entre lotes de animales irradiados y los lotes de animales no 

irradiados, mostrando que la exposición a rayos X induce el incremento significativo de MN en los 

PCEs en los animales irradiados (p <0,001); lo que expresa el daño genotóxico o cromosómico 

inducido por la radiación ionizante (Gráfica A2 y Gráfica A4). 

 
Grupo tratado con ácido rosmarínico (AR) 

El grupo de animales tratados con AR pero no expuestos a rayos X presenta una 

frecuencia de micronúcleos que varia entre 3 y 6 MN/1000 PCEs como valores mínimo y máximo 

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 radiación 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 (Gráfica A2).  El grupo de animales 

irradiados (50 cGy de rayos X) y tratados después de la irradiación con AR presenta una 

frecuencia de MN que oscila entre 14 y 18 MN/1000 PCEs, con una frecuencia media de 

micronúcleos de 16 MN/1000 PCEs (Gráfica A4). 
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El análisis estadístico ha determinado diferencias estadísticamente significativas 

en la frecuencia de aparición de MNPCEs entre lotes de animales tratados con AR antes de la 

exposición a la irradiación con los animales controles irradiados e incluso con los animales 

irradiados e inmediatamente después tratados con AR, mostrando que la administración del AR 

antes de la exposición a radiación ionizante produce una disminución estadísticamente 

significativa en la aparición de micronúcleos en comparación con animales controles irradiados y 

en los animales tratados con AR después de la irradiación (p <0,001); lo que expresa que la 

administración del AR solo muestra capacidad genoprotectora cuando se administra antes de la 

exposición a la radiación (Gráfica A6). 

 

Se ha obtenido un factor de protección del 62% cuando se administra el AR antes 

de la exposición a la radiación y sólo del 14% cuando si se administra inmediatamente después de 

la exposición a los rayos X (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

Grupo tratado con ácido carnósico (CAR) 

El grupo de animales no irradiados tratados con CAR muestra una frecuencia de 

micronúcleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs como valores mínimo y máximo 

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 micronúcleos de 9 MN / 1000 PCEs (Gráfica 

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 

micronúcleos de 11 MN/1000 PCEs (Gráfica A4). 

 

Los resultados estadísticos han determinado diferencias estadísticamente 

significativas en la frecuencia de aparición de MNPCEs entre el grupo de animales tratados con 

CAR (tratados antes y después de la irradiación) y el grupo control de animales irradiados, 

mostrando que la administración de CAR antes y/o después de la exposición a radiación ionizante 

provoca una disminución significativa en la aparición de micronúcleos en eritrocitos 

policromatófilos respecto de los animales controles irradiados (p <0,001); lo expresa que la 

administración del CAR tiene capacidad genoprotectora, ya sea administrado antes o después de 

la exposición a la radiación frente al daño genotóxico inducido por la radiación ionizante (Gráficas 

A2, A4 y A6). 

 

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

administra antes de la exposición a la radiación y del 46% cuando se administra inmediatamente 

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

Los animales no irradiados tratados con API mostraron una frecuencia de 

micronúcleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs como valores mínimo y máximo 

respectivamente, presentando una frecuencia promedio de 3,6 MN/1000 PCEs. El grupo de 

animales tratados con API antes de la exposición 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 (Gráfica 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 (Gráfica A4).  

 

 El análisis estadístico ha determinado diferencias estadísticamente significativas 

en la frecuencia de aparición de MNPCEs entre los grupos de animales tratados con API y el lote 

control irradiado, mostrando que la administración de API antes y/o después de la exposición a 

rayos X produce una disminución significativa en la aparición de micronúcleos en comparación con 

los animales controles irradiados (p<0,01); lo que expresa que  la administración de API tiene 

capacidad genoprotectora, ya sea administrada antes o después de la exposición a la radiación, 

frente al daño genotóxico inducido por la radiación ionizante (Gráfica A6). 

 

Se ha determinado una magnitud o factor de protección del 41% cuando la API se 

administra antes de la exposición a la radiación y del 36% cuando ésta se administra 

inmediatamente después de la exposición a los rayos X (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

Grupo tratado con Diosmina 

Los animales no irradiados tratados con Diosmina mostraron una frecuencia de 

micronúcleos 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 exposición a 50cGy de irradiación 

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 (Gráfica A2). El grupo de animales irradiados con 50 cGy antes de recibir 

Diosmina muestra una frecuencia de MN que varía entre 11 y 14 MN/1000 PCEs y una media de 

13 MN/1000 PCEs (Gráfica A4). 

 

El análisis estadístico ha determinado diferencias estadísticamente significativas 

en la frecuencia de aparición de MNPCEs entre los grupos de animales tratados con Diosmina y el 

grupo control de animales irradiados, mostrando que la administración de Diosmina, tanto  antes 

como después de la exposición a radiación ionizante, produce una disminución significativa en la 

aparición de micronúcleos en comparación con animales controles irradiados (p<0,01); lo que 

expresa que la administración de Diosmina tiene una capacidad de genoprotección, ya sea 

administrada antes o después de la exposición a la radiación, frente al daño cromosómico inducido 

por la radiación ionizante (Gráfica A6). 
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Se ha determinado una magnitud de protección del 30% para la Diosmina cuando se 

administra antes de la exposición a la radiación y del 20% cuando se administra inmediatamente 

después de la exposición a los rayos X (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

Grupo tratado con Extracto Cítrico soluble (EC) 

Los animales no irradiados tratados con EC mostraron una frecuencia de 

micronúcleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs como valores mínimo y máximo 

respectivamente y una frecuencia promedio de 4 MN/1000 PCEs. El grupo de animales tratados 

con EC antes de la exposición 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 (Gráfica A2). El grupo de 

animales irradiados con 50 cGy y posteriormente tratado con EC muestra una frecuencia MN que 

varía entre 8 y 12 MN/1000 PCEs y una frecuencia media de 10 MN/1000 PCEs (Gráfica A4).  

 

El análisis estadístico ha determinado diferencias estadísticamente significativas 

en la frecuencia de aparición de MNPCEs entre los grupos de animales tratados con EC y el grupo 

control de animales irradiados, mostrando que cuando la administración  de EC, antes y/o después 

de la exposición a radiación ionizante, produce una disminución significativa en la aparición de 

micronúcleos en los eritrocitos policromatófilos en comparación con los animales controles 

irradiados (p<0,001); lo que expresa que la administración de EC posee capacidad 

genoprotectora, ya sea administrado antes o después de la exposición a la radiación, frente al 

daño genotóxico inducido por la radiación ionizante (Gráfica A6). 

 

Se ha determinado una magnitud de protección del 57% cuando el EC se administra 

antes de la exposición a la radiación y el 46,5% cuando el EC se administra inmediatamente 

después de la exposición a los rayos X (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

Grupo tratado con extractos de té verde (TE) 

Los animales no irradiados tratados con TE muestran una frecuencia de micronúcleos 

que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs con una frecuencia media de 4 MN/1000 PCEs (Gráfica A1).  

El grupo de animales tratados con TE antes de la exposición 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 

(Gráfica 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 

micronúcleos de 15 MN/1000 PCEs (Gráfica A4). 

 

El análisis estadístico ha determinado diferencias estadísticamente significativas 

en la frecuencia de aparición de MNPCEs entre el grupo de animales tratados con TE y el grupo 

control de animales irradiados, mostrando que la administración de TE,  antes y/o después de la 

exposición a radiación ionizante, provoca la disminución significativa en la aparición de 

micronúcleos en eritrocitos policromatófilos en comparación con los animales controles irradiados 

(p<0,01); lo que expresa que la administración de TE tiene capacidad genoprotectora, ya sea que 
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se administre antes o después de la exposición a la radiación, frente al daño genotóxico inducido 

por la radiación ionizante (Gráfica A6). 

 

Se ha determinado una magnitud de protección del 25% cuando el TE se administra 

antes de la exposición a la radiación y del 20% cuando se administra inmediatamente después de 

la exposición a los rayos X (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

Grupo tratado con Propiltiouracilo (PTU). 

Los animales no irradiados tratados con PTU expresan una frecuencia de 

micronúcleos que varia entre 3 y 5 MN/1000 PCEs y una frecuencia promedio de 4,6 MN/1000 

PCEs (Gráfica A1). El grupo de animales tratados con PTU antes de la exposición a 50 cGy de 

rayos X muestra una frecuencia de MN entre 12 y 15/1000 PCEs como valores mínimos y máximo 

respectivamente y una frecuencia media de MN de 13 MN/1000 PCE (Gráfica 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 

(Gráfica A4). 

 

El análisis estadístico determina diferencias estadísticamente significativas en la 

frecuencia de aparición de MNPCE entre el grupo de animales tratados con PTU antes y después 

de la exposición a la irradiación respecto al grupo control irradiado, mostrando que la 

administración de PTU antes de la exposición a radiación ionizante provoca una disminución 

significativa en la aparición de micronúcleos en comparación con los animales controles irradiados 

y con los animales tratados con PTU después de la irradiación (p <0,01); lo que expresa que la 

administración de PTU muestra capacidad genoprotectora frente al daño inducido por la radiación 

ionizante solo cuando se administra antes de la exposición a la radiación n (Gráfica A6). 

 

Se ha obtenido una magnitud de factor de protección del 30% cuando se administra el 

PTU antes de la exposición a la radiación, pero ausencia de capacidad protectora cuando se 

administra inmediatamente después de la exposición a rayos X (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

Grupo tratado con Dimetilsulfóxido (DMSO). 

Los animales no irradiados tratados con DMSO muestran una frecuencia de 

micronúcleos que varía entre 4 y 6 MN/1000 PCEs y una frecuencia media de 5,1 MN/1000 PCEs 

observada (Gráfica A1).  El grupo de animales tratados con DMSO antes de la exposición 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 (Gráfica 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 (Gráfica A4). 

 

El estudio estadístico determina diferencias estadísticamente significativas en la 

frecuencia de aparición de MNPCEs entre grupo de animales tratados con DMSO antes y después 
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de la exposición a la irradiación respecto al grupo control irradiado, mostrando que la 

administración de DMSO antes de la exposición a radiación ionizante produce una disminución 

significativa de la aparición de micronúcleos en comparación con los animales controles irradiados 

y los animales tratados con DMSO y posteriormente a la irradiación (p<0,01); lo que expresa que 

la administración de DMSO tiene capacidad genoprotectora solo cuando se administra antes de la 

exposición a la radiación  frente al daño genotóxico inducido por la radiación ionizante (Gráfica 

A6). 

 

Se ha determinado una magnitud o factor de protección del 25% cuando se 

administra el  DMSO a los animales antes de la exposición a la irradiación, pero también la 

ausencia de  capacidad genoprotectora cuando el DMSO se administra después de la exposición 

a la irradiación (Gráficas A3, A5 y A7). 

 

 
Resultados del análisis estadístico de eritrocitos policromatófilos 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 exposición a radiación 

ionizante provoca un aumento significativo en la frecuencia de MN; lo que expresa el daño 

genotóxico y cromosómico inducido por la radiación ionizante (Gráficas A2, A4 y A6). 

 

2. Entre los animales controles no irradiados y los animales tratados con las sustancias 

ensayadas y no irradiados no se aprecian diferencias estadísticamente significativas; 

lo que expresa la carencia de efecto genotóxico producido por la administración de las 

sustancias ensayadas (Gráfica A6). 

 

3. Los grupos de animales tratados con AR, CAR, API y EC  antes de la irradiación muestran 

una disminución significativa en la frecuencia de micronúcleos en eritrocitos 

policromatófilos en comparación con el grupo control irradiado (p <0,001) (Gráfica A2). Los 

grupos tratados con Diosmina, TE, DMSO y PTU lo producen también aunque en menor 

grado (p <0,01) (Gráfica A2). En ambos casos las sustancias administradas provocan la 

disminución de la frecuencia de aparición de MN expresando la capacidad genoprotectora 

de cada sustancia frente al daño genotóxico y cromosómico inducido por la radiación 

ionizante (Figura A6). 
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Gráfica A2. Frecuencia de eritrocitos policromatófilos micronucleados 
(MnPCE) en células de médula ósea de ratón tratadas previamente con 
sustancias a ensayar antes de la exposición a dosis bajas de rayos X 
(↓: (p <0.001) frente al grupo de control irradiado; ((*) (p <0.01)  versus 

el grupo de control irradiado) 
 

 

4. Los grupos de animales tratados con AR, CAR, API y EC  inmediatamente después de la 

irradiación muestran una disminución significativa en la frecuencia de micronúcleos en 

eritrocitos policromatófilos respecto al grupo control irradiado (p <0,001) (Gráfica A4), así 

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) 

(Gráfica A4); mostrando que la administración de dichas sustancias producen una 

disminución en la frecuencia esperada de aparición de MN PCEs en los animales 

irradiados con diferente intensidad. Lo que  expresa la capacidad genoprotectora de cada 

una de ellas frente al daño genotóxico o cromosómico inducido por la radiación ionizante 

(Gráfica A6). 
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Gráfica A3. Magnitud de la protección  (FP) de las diferentes 
sustancias administradas antes de la exposición a dosis bajas de 

rayos X. 
 
 
 

Gráfica A4. Frecuencia de micronúcleos en eritrocitos policromatófilos 
(MNPCEs) de médula ósea de ratón.Sustancias administras 

inmediatamente después de la exposición a dosis bajas de rayos X (↓): 
(p <0,001) frente al grupo de control irradiado; ((*): (p <0,01 frente al 

grupo control irradiado). 
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Gráfica A5. Magnitud de la protección (FP) de las sustancias ensayadas administradas 
inmediatamente tras la exposición a rayos X. 
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Gráfica A6. Frecuencia de Micronúcleos en  los tratamientos pre y post irradiación de las diferentes sustancias ensayadas (MNPCE) 
(↓: (p <0.001) versus el grupo de control irradiado; (*): p <0.01 versus el grupo de control irradiado) 
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Gráfica A7. Magnitudes de protección (FP) de los tratamientos pre y post irradiación obtenidas en ratones machos adultos tratados 
con diferentes sustancias e irradiados con 50 cGy de rayos X. 
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IV. 3. Resultados. 
ENSAYO DE MICRONÚCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS BLOQUEADOS 

CITOCINETICAMENTE (CBMN) 
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IV. 3. RESULTADOS 

ENSAYO DE MICRONÚCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS BLOQUEADOS 

CITOCINETICAMENTE (CBMN) 

 

MUESTRAS CONTROLES  

       La frecuencia de micronúcleos determinada en las muestras controles oscila entre 5 y 15 

MN/500 CB con una frecuencia media de 10 MN/500 CB. Este valor, por tanto, corresponde a 

la frecuencia basal o espontánea de micronúcleos en las muestras controles no irradiadas de 

nuestro estudio. En las muestras controles irradiadas la frecuencia de aparición de MN ha 

oscilado entre 24 y 29 MN/500 CB con una frecuencia media de 26 MN/500CB tras la 

exposición a la dosis de rayos X administrada en el estudio  (Figuras CB1 y CB2).  

 

Se han examinado diferentes sustancia antioxidantes para determinar su capacidad 

genoprotectora frente al daño cromosómico inducido por la radiación ionizante en linfocitos de 

sangre periférica humana cuando se administran antes y después de la exposición a la 

radiación (tratamiento de pre-irradiación y tratamiento de post irradiación). Los resultados de 

estos ensayos se presentan a continuación: 

 

- TRATAMIENTO CON ACIDO ROSMARINICO (AR) 

En las muestras tratadas con ácido rosmarínico 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 determinándose 

diferencias estadísticamente significativas con los resultados obtenidos en las muestras 

controles no irradiadas cuya frecuencia de aparición de MN promedio fue de 10 MN/500 CB; lo 

que expresaría ausencia de genotoxicidad del AR a las dosis ensayadas. En las muestras 

tratadas con ácido rosmarínico antes de la exposición a la radiación 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 estadísticamente significativas respecto a 

las muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB); lo que expresa una capacidad 

genoprotectora frente al daño genotóxico o cromosómico inducido por la radiación ionizante 

(Figura CB1). En las muestras tratadas con ácido rosmarínico después de la exposición a la 

radiación, se determina una frecuencia MN que oscila entre 20 y 29 MN/500 CB con una 

frecuencia promedio de aparición de 24 MN/500 CB, lo que representa un aumento significativo 

(p  0.001) en la frecuencia promedio de aparición de MN respecto a las muestras de control 

tratadas preirradiación 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 exposición a los rayos X (Figuras CB1; CB2 

y CB3). 

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en muestras pretratadas con ácido 

rosmarínico antes de la exposición a la irradiación en comparación con las muestras de control 

irradiadas (26 MN/500 BC) muestra diferencias significativas (p  0.001), mostrando una 

disminución significativa en la aparición de MN; lo que expresa la capacidad genoprotectora del 

AR cuando se administra preirradiación. Sin embargo el análisis estadístico de la frecuencia de 

MN en las muestras tratadas con ácido rosmarínico después de la irradiación muestra que no 

hay diferencias significativas en la frecuencia de aparición de MN respecto a las muestras 

controles irradiadas (26 MN/500 CB, pero sí las hay con las muestras tratadas con AR  antes 

de la exposición a rayos X; lo que expresa una ausencia de capacidad genoprotectora del AR 

post irradiación frente al daño genotóxico inducido por los rayos X y establece sus diferencias 

con el momento de administración del AR, ya que esta capacidad protectora existe sólo cuando 

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

 

El factor de protección (PF) de las muestras tratadas con ácido rosmarínico antes 

de la exposición a la irradiación es de 57,7%, mientras que el PF de las muestras tratadas 

después de la exposición a la radiación 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 aparición de 

MN que varía 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 exposición a la radiación, se ha determinado una frecuencia de 

MN que oscila entre 7 y 25 MN/500 CB con una frecuencia promedio de aparición de 12 

MN/500 CB; mostrando una disminución 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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exposición a la radiación se ha obtenido una frecuencia de aparición 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 análisis estadístico determina diferencias estadísticamente significativas en la 

frecuencia de MN de las muestras irradiadas tratadas previamente con P90 en comparación 

con muestras de control irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando una reducción significativa de 

MN (p  0.001); expresando que el tratamiento con P90 antes de la exposición a radiación 

presenta capacidad genoprotectora frente al daño genotóxico inducido por los rayos X (Figura 

CB1). De igual forma, el análisis estadístico muestras irradiadas antes del tratamiento con P90 

refleja una diferencia significativa (p  0.001) en comparación con las muestras de control 

irradiadas (26 MN/500 CB); expresando una capacidad genoprotectora frente al daño 

cromosómico inducido por la radiación ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

El factor de protección (PF) obtenido para las muestras tratadas con P90 

preirradiación es del 53,8%, mientras que  las muestras tratadas con P90 después de la 

exposición a la radiación muestran un PF del 38,5% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6). 

 

- TRATAMIENTO CON ÁCIDO CARNÓSICO (CAR) 

Las muestras tratadas con ácido carnósico 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 

genotóxica propia. En las muestras tratadas con ácido carnósico antes de la exposición a la 

radiación, 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 ácido carnósico 

después de la exposición a la radiación 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 análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con ácido 

carnósico antes de la irradiación muestra diferencias estadísticamente significativas (p  

0.001) con las muestras controles irradiados (26 MN/500 CB); mostrando una reducción 

significativa de MN en las muestras tratadas con P90; expresando la capacidad 

genoprotectora del P90 frente al daño cromosómico inducido por los rayos X. De igual forma 

el análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras inicialmente irradiadas antes 

del tratamiento posterior con ácido carnósico 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 daño cromosómico inducido por la radiación 

ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 
El Factor de Protección (PF) que hemos determinado en las muestras tratadas con 

ácido carnósico previo a la irradiación es del 50%, y un PF si se administra después de la 

exposición 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 

genotóxica en la administración de Apigenina/DMSO administrada. En las muestras pretratadas 

con Apigenina disuelta en DMSO antes de la exposición a la radiación se establece una 

frecuencia promedio de 13 MN/500 CB; mostrando una reducción significativa de MN respecto 

a las muestras controles  irradiadas. En las muestras tratadas con Apigenina disuelta en 

DMSO después de la exposición a la radiación hemos determinado una frecuencia promedio 

de 16 MN/500 CB, mostrando también una reducción significativa de MN respecto a las 

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

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con Apigenin 

disuelta en DMSO muestra diferencias estadísticamente significativas (p  0.001) en 

comparación con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); mostrando una reducción 

significativa en la aparición de MN; lo que expresa una capacidad genoprotectora frente al daño 

genotóxico inducido por la radiación ionizante. El análisis estadístico 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 comparación con las 

muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB); mostrando una reducción significativa en la 

aparición de MN; lo que expresa, también, la capacidad genoprotectora frente al daño 

genotóxico inducido por la radiación ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

El factor de protección (PF) de las muestras tratadas con Apigenina disuelta en 

DMSO antes de la irradiación es del 50%, pero las muestras tratadas con Apigenina disuelta en 

DMSO después de la exposición a la radiación expresaron sólo 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 aparición de MN varia entre 

7 y 13 MN/500 CB con un promedio de 10 MN/500 CB, no determinándose diferencias 

significativas en la frecuencia de aparición de MN con las muestras controles no irradiadas 

cuya frecuencia promedio de ocurrencia de MN fue 10 MN/500 CB; expresando ausencia de 

capacidad genotóxica de la vitamina E sobre las células estudiadas. 

 

En las muestras tratadas con Vitamina E antes de la exposición a la radiación se 

observa una frecuencia promedio de 13 MN/500 CB, lo que muestra una reducción significativa 

en la frecuencia de aparición de MN entre este grupo y las muestras de control irradiadas. En 

las muestras tratadas con Vitamina E después de la exposición a la radiación 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 análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con Vitamina 

E antes de la exposición a la irradiación muestra diferencias estadísticamente significativas (p  

0.001) en comparación con las muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB), mostrando una 

reducción significativa de la frecuencia de aparición de MN y expresando, con ello, la 

capacidad genoprotectora de la vitamina E frente al daño genotóxico inducido por los rayos X.  

De igual forma, el análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras tratadas con 

vitamina E después de la irradiación refleja una diferencia significativa (p  0.001) respecto a 

las muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB), mostrando una reducción también del 

número de MN y expresando, de igual forma, la capacidad genoprotectora frente al daño 

genotóxico inducido por la radiación ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

El Factor de protección (PF) de las muestras tratadas con Vitamina E antes de la 

irradiación es del 50%, mientras que las muestras tratadas con vitamina E después de la 

exposición a la radiación 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 aparición de MN varia entre 8 

y 12 MN/500 CB y una media de 10 MN/500 CB, no determinándose diferencias 

estadísticamente 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 exposición a la radiación 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 irradiación, la frecuencia de aparición de MN varia entre 13 y 16 

MN/500 CB con una frecuencia media de 14 MN/500 CB, mostrando una reducción significativa 

de MN respecto a las muestras controles irradiadas. Las muestras tratadas con Carnosol antes 

de la exposición a la radiación expresaron una frecuencia de MN promedio de 14 

micronúcleos/500 CB, mostrando también una reducción significativa de MN respecto a las 

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

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con Carnosol 

antes de la irradiación presenta diferencias estadísticamente significativas (p  0.001) en 

comparación con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando que el 

tratamiento con Carnosol antes de la exposición a la radiación disminuye la frecuencia 

esperada de aparición de MN y, por lo tanto, expresa una capacidad de genoprotección contra 

el daño genotóxico y cromosómico inducido por los rayos X. De igual forma, el análisis 

estadístico realizado sobre la frecuencia de aparición de MN en las muestras irradiadas que 

fueron posteriormente tratadas con Carnosol muestra diferencias significativas (p  0.001) en 

comparación con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando una reducción 

similar a la anterior en la frecuencia de aparición de MN en las muestras controles irradiadas; 



IV. Resultados 
___________________________________________________________________________________________________ 

 132

expresando la existencia de una capacidad genoprotectora frente al daño genotóxico inducida 

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

 

El Factor de protección (PF) de las muestras tratadas con Carnosol antes de la 

exposición a la irradiación 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 determinándose diferencias significativas en 

la frecuencia de aparición de MN entre este grupo y las muestras de control no irradiadas, lo 

que muestra la ausencia de capacidad genotóxica de la sustancia ensayada. En las muestras 

tratadas con CE antes de la exposición a la radiación, la frecuencia de MN determinada varia 

entre 13 y 20 MN/500 CB con una frecuencia promedio de 16 MN/500 CB, mostrando una 

reducción (p  0.001) en la frecuencia de aparición de MN en comparación con las muestras 

controles irradiadas (Figura CB2). En las muestras tratadas con CE después de la exposición a 

la radiación, la frecuencia MN varia entre 16 y 22 MN/500 CB con una frecuencia promedio de 

aparición de 19 MN/500 CB, lo que también representa una reducción de MN en comparación 

con las muestras controles irradiadas. En las muestras tratadas con CE después de la 

exposición a la radiación se ha determinado una frecuencia media de aparición de 16 MN/500 

CB, lo que también representa una reducción de MN respecto a la esperada en las muestras 

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

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con CE 

antes de la exposición a la irradiación muestra diferencias estadísticamente significativas (p 

0.001) respecto a las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); mostrando una reducción 

significativa de la frecuencia de MN esperados; lo que expresa que el tratamiento con CE antes 

de la exposición a la radiación disminuye la frecuencia de aparición de MN y, por lo tanto, 

ofrece una capacidad genoprotectora frente al daño inducido por los rayos X. En las muestras 

tratadas con CE después de la exposición a la radiación, también se determinan diferencias 

significativas (p0.05) en la frecuencia de MN en comparación con las muestras controles 

irradiadas (26 MN/500 CB), mostrando una reducción de la frecuencia de MN esperados y 

expresando, con ello, una capacidad genoprotectora frente al daño cromosómico inducido por 

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

 

El Factor de Protección (PF) que se ha obtenido de las muestras tratadas con CE 

antes de la irradiación es del 38,5%,mientras que el PF para las muestras tratadas CE después 

de la exposición a la radiación alcanzó 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 determinándose diferencias significativas 
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con las muestras controles no irradiadas, expresando la ausencia de capacidad genotóxica de 

la sustancia ensayada. En las muestras tratadas con Vitamina C antes de la exposición a la 

radiación, la distribución de la frecuencia MN varia entre 12 y 21 MN/500 CB con una 

frecuencia promedio de 16 MN/500 CB que representa una reducción 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 irradiación se ha determinado una frecuencia 

MN que oscila entre 18 y 23 MN/500 CB con una frecuencia media de aparición 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 exposición a la radiación se ha 

determinado una frecuencia media de 16 MN/500 CB, que también representa una reducción 

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

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con vitamina 

C antes de la exposición a la irradiación muestra una disminución estadísticamente significativa 

(p0.001) en comparación con las muestras de control irradiadas (26 MN/500 CB), lo que 

expresa que el tratamiento con vitamina C antes de la exposición a la radiación disminuye la 

frecuencia esperada de MN y, por lo tanto, presenta una capacidad genoprotectora frente al 

daño genotóxico inducido por la radiación ionizante. En las muestras tratadas con Vitamina C 

después de la irradiación también se ha determinado una disminución estadísticamente 

significativa (p0.05) en comparación con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); 

expresando que el tratamiento posterior a la irradiación con vitamina C disminuye la frecuencia 

esperada de aparición de MN y, por lo tanto, ofrece algún grado de genoprotección contra el 

daño cromosómico inducido por la radiación (Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

El Factor de protección (PF) determinado en las muestras tratadas con Vitamina C 

antes de la exposición a la irradiación es del 38,5%, mientras que en las muestras tratadas con 

vitamina C después de la exposición a la radiación 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 determinándose diferencias 

significativa entre estos resultados y los que presentan las muestras controles no irradiadas, lo 

que expresa la ausencia de capacidad genotóxica de la amifostina. En las muestras tratadas 

con amifostina antes de la exposición a la radiación, la frecuencia promedio de ocurrencia de 

MN establecida es de 18 MN/500 CB, determinándose una reducción significativa en la 

frecuencia de MN respecto a las muestras controles irradiadas.  En las muestras tratadas con 

amifostina después de la exposición a la radiación se determinó 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 análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con 

amifostina antes de la exposición a la irradiación refleja una disminución significativa (p0.001) 

en comparación con las muestras irradiadas de control (26 MN/500 CB), expresando que el 

tratamiento con amifostina antes de la exposición a la radiación disminuye la frecuencia 

esperada de MN y, por lo tanto, presenta una capacidad genoprotectora frente al daño 

cromosómico inducido por los rayos X. En las muestras tratadas con amifostina, el análisis 

estadístico 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 irradiación 

con amifostina no disminuye la frecuencia esperada de MN y, por lo tanto, no ofrece ningún 

nivel de protección contra el daño inducido por la radiación (Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

El factor de protección (PF) de las muestras tratadas con amifostina antes de la 

irradiación es del 38,5%; sin embargo, en las muestras tratadas con amifostina después de la 

exposición a la radiación muestran un valor de PF negativo de -3,85% (Figura CB4, CB5 y 

CB6). 

 

- TRATAMIENTO CON EXTRACTO DE TÉ VERDE (TE) 

Las muestras tratadas con TE presentan una frecuencia de distribución de MN entre 9 

y 11 MN/500 CB con un promedio de 10 MN/500 CB, no determinándose diferencias 

significativas en comparación con las muestras controles no irradiadas cuya frecuencia 

promedio de ocurrencia de MN fue 10 MN / 500 CB; expresando la ausencia de capacidad 

genotóxica del extracto de TE ensayado. En las muestras tratadas con TE antes de la 

exposición a la radiación, la distribución de frecuencias media de MN establecida es 20 MN/500 

CB, representando reducción de la frecuencia de MN respecto a las muestras controles 

irradiadas (Figura CB1). En las muestras tratadas con TE después de la exposición a la 

radiación, la frecuencia media de aparición de MN determinada es de 24 MN/500 CB, 

mostrando una reducción en la frecuencia MN sobre las muestras controles irradiadas (Figuras 

CB1; CB2 y CB3). 

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en muestras irradiadas pretratadas con 

TE determina una disminución estadísticamente significativa en la frecuencia de MN (p  0.05) 

en comparación con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); lo que expresa que el 

tratamiento con TE antes de la exposición a la radiación disminuye la frecuencia esperada de 

aparición de MN y, por lo tanto, ofrece capacidad genoprotectora frente al daño inducido por la 

radiación ionizante (Figura CB1). En las muestras tratadas con TE después de la exposición, el 

análisis 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 irradiación con TE no disminuye la 

frecuencia esperada de ocurrencia de MN y, por lo tanto, no ofrece protección contra el daño 

inducido por radiación ionizante (Figuras CB1; CB2 y CB3). 
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El Factor de protección (PF) de las muestras tratadas con TE antes de la irradiación 

es del 23%; mientras que las muestras tratadas con TE después de la exposición a la radiación 

presentan un PF de 7,69% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6). 

 

- TRATAMIENTO CON RUTINA (RUT) 

La frecuencia de aparición 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 aparición de MN fue 10 

MN/500 CB y expresa la ausencia de capacidad genotóxica del extracto ensayado. En 

muestras tratadas con Rutina antes de la exposición a la radiación la frecuencia MN oscila 

entre 15 y 29 MN/500 CB con una frecuencia promedio de aparición de 20 MN/500 CB, lo que 

representa una reducción en la frecuencia de la aparición de MN respecto a las muestras 

controles irradiadas (Figura CB1). Las muestras tratadas con Rutina después de la exposición 

a la radiación expresaron una frecuencia MN que oscila entre 23 y 25 MN/500 CB con una 

frecuencia promedio de aparición de 24 MN/500 CB, que representa una pequeña reducción en 

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

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras irradiadas pretratadas 

con Rutina muestra una disminución estadísticamente significativa (p  0.05) en comparación 

con las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB), lo que expresa que el tratamiento con 

rutina antes de la exposición a la radiación disminuye la frecuencia esperada de aparición de 

MN y, por lo tanto, expresa una capacidad genoprotectora frente al daño cromosómico inducido 

por la radiación (Figura CB1). En las muestras tratadas con Rutina después de la exposición a 

la radiación, el análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras irradiadas antes del 

tratamiento posterior con Rutina no presenta diferencias estadísticamente significativas con las 

muestras controles irradiadas (26 MN / 500 CB); lo que expresa que el tratamiento posterior a 

la irradiación con Rutina no conduce a una disminución en la frecuencia esperada de MN, por 

lo que el tratamiento posterior a la irradiación con Rutina no ofrece protección contra el daño 

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

 

El factor de protección (PF) obtenido para las muestras tratadas con Rutina antes de 

la irradiación alcanza el 15,4%; mientras que en las muestras tratadas con Rutina después de 

la irradiación sólo 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 aparición de MN que 

varia entre 10 y 12 MN/500 CB con un promedio de 11 MN/500 CB, no determinándose 

diferencias estadísticamente 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 exposición a la radiación 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 

aparición de 20 MN/500 CB, lo que representa una reducción en la frecuencia de MN respecto 

a las muestras controles irradiadas (Figura CB1). En las muestras tratadas con DMSO después 

de la exposición a la radiación, la frecuencia de distribución de MN varía entre 11 y 32 MN/500 

CB con una frecuencia promedio de 25 MN/500 CB mostrando una ligera reducción en la 

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

 

El análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con DMSO 

antes de la exposición a la irradiación muestra diferencias estadísticamente significativas en la 

aparición de MN en comparación 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 

exposición a la irradiación disminuye la frecuencia esperada de aparición de MN respecto a las 

muestras controles irradiadas y, por lo tanto, ofrece una capacidad de genoprotección frente al 

daño cromosómico inducido por los rayos X (Figura CB1) En las muestras tratadas con DMSO 

después de la exposición a la radiación no  muestra en estudio estadístico realizado sobre la 

frecuencia de aparición de MN diferencias significativas en comparación con las muestras 

controles irradiadas (26 MN/500 CB); lo que expresa que el tratamiento posterior a la 

irradiación con DMSO no disminuye la frecuencia esperada de aparición de MN y, por lo tanto, 

no ofrece protección contra el daño cromosómico inducido por la radiación ionizante (Figura 

CB2). 

 

El Factor de Protección (PF) de las muestras tratadas con DMSO antes de la 

exposición a la irradiación es del 23%, mientras que el PF cuando el DMSO se administra tras 

la exposición a la radiación alcanza el  posterior a la irradiación 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 determinándose diferencias 

estadísticamente significativas con la frecuencia de MN presentada por las muestras controles 

no irradiadas (cuya frecuencia media de aparición de MN fue 10 MN/500 CB; lo que expresa 

que en las concentraciones utilizadas no presentan efecto genotóxico alguno sobre las células 

estudiadas. Las muestras tratadas con quercetina antes de la exposición a la radiación 

expresan una frecuencia de MN que varia entre 25 y 38 MN/500 CB con una frecuencia media 

de aparición de 31 MN/500 CB, lo que  representa un aumento significativo en la frecuencia de 

aparición de MN sobre las muestras controles irradiadas (Figura CB1). Las muestras tratadas 

con quercetina después de la exposición a la radiación expresaron una frecuencia de MN de 

entre 30 y 36 MN / 500 CB con una frecuencia promedio de aparición 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 análisis estadístico de la frecuencia de MN en las muestras pretratadas con 

quercetina antes de la exposición a la irradiación ha determinado que hay diferencias 

estadísticamente significativas respecto a las muestras controles irradiadas (26 MN/500 CB); lo 

que muestra que el tratamiento previo a la irradiación con quercetina aumenta la frecuencia 

esperada de aparición de MN y, por lo tanto, aumenta la capacidad genotóxica de la radiación 

ionizante no presentando capacidad genoprotectora alguna frente al daño inducido por 

radiación ionizante ADN (Figura CB1). De similar forma, el análisis estadístico de la frecuencia 

de MN en las muestras irradiadas antes del tratamiento con quercetina también determina 

diferencias estadísticamente significativas respecto a las muestras controles irradiadas; lo que 

expresa que el tratamiento posterior a la irradiación con quercetina aumenta la frecuencia 

esperada de aparición de MN y, por lo tanto, no ofrece genoprotección contra el daño inducido 

por radiación ya que éste daño cromosómico se incrementa la administrar la quercetina 

(Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

El factor de protección (PF) de las muestras tratadas con quercetina antes de la 

irradiación es del -34,61%; mientras que las muestras tratadas con quercetina después de la 

exposición a la radiación presentan un PF de -26,92% (Tabla CB1 y Figuras CB4, CB5 y CB6). 

 

-TRATAMIENTO CON ÁCIDO ZOLEDRÓNICO (Z). 

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 

estadísticamente significativas (p<0,001) respecto a las muestras controles no irradiadas (cuya 

frecuencia media de aparición es de MN fue 10 MN / 500 CB) y expresa que Z tiene capacidad 

genotóxica cuando se administra en las concentraciones utilizadas en el estudio. En las 

muestras tratadas con Z antes de la exposición a la radiación 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 exposición a la radiación 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 estadístico, la administración de Z puro (100%) antes de la irradiación 

produce un aumento significativo en la frecuencia de MN (p<0.01) respecto a las muestras 

controles irradiadas, lo que expresa un efecto genotóxico inducido por Z (Figura CB2). La 

administración de Z inmediatamente después de la irradiación 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 genotóxico mayor de la esperada e inducida por Z 

(Figuras CB1; CB2 y CB3). 

 

No se puede determinar ningún Factor de Protección; sin embargo, con la modificación 

de la fórmula podríamos determinar un factor de sensibilización (FS) producido durante un 
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tratamiento combinado de IR + Z que alcanzaría un valor inmediatamente después de la 

irradiación del 35% (Tabla CB1 y Figura CB4, CB5 y CB6). . 

 

FACTORES DE PROTECCIÓN (PFs) 

1. Administración de sustancias antes de la irradiación: factores de protección 

Los valores más altos del factor de protección (PF) para las muestras tratadas antes de 

la irradiación se obtuvieron en el grupo tratado con ácido rosmarínico 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 ácido carnósico, la apigenina disuelta en DMSO y vitamina E, que 

presentaron todos un PF aproximado del 50%. Siguiendo en eficacia o capacidad 

genoprotectora están las muestras tratadas con Carnosol (46,1)%,  con CE, Vitamina C y 

Amifostina (todas con un PF aproximado de 38%). Finalmente seguirían el Extracto de Té 

Verde (23%,) y Rutina (15,3% ). 

 

En las muestras tratadas con Quercetina y ácido zoledrónico se obtuvieron valores del 

factor de protección negativos ya que el tratamiento con esta sustancia aumentó 

significativamente la frecuencia de micronúcleos con respecto a las frecuencias MN en las 

muestras controles irradiadas (Figuras CB4, CB5 y CB6; Tabla CB1). 

 

2. Administración de sustancias después de irradiación: factores de protección. 

Cuando las muestras fueron tratadas con las sustancias a ensayar inmediatamente 

después de la exposición a la irradiación, el Carnosol muestra el PF más alto (46,1%) seguido 

por ácido carnósico (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, ácido rosmarínico 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 ácido zoledrónico presenta  la 

frecuencia más alta de aparición de MN y muestra una falta completa de capacidad 

genoprotectora y que podría considerarse como un agente radiosensibilizante (Tabla CB1 y 

Figura CB4, CB5 y CB6). 
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Tabla CB1. Factores de protección obtenidos cuando se trataron muestras de 

sangre periférica humana con las diversas sustancias de prueba. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
RESULTADOS DEL ANÁLISIS ESTADÍSTICO EN EL ENSAYO MNCB 
 
1. Muestras controles y sustancias ensayadas 

1. El análisis estadístico ha establecido una relación positiva entre la dosis de 

radiación y la frecuencia de aparición de micronúcleos a través de la relación lineal (y = α + β D) 

con un coeficiente de correlación lineal r2 = 0,9974. 

 

2. Las muestras de sangre consideradas como controles irradiadas mostraron un 

aumento significativo (p  0.001) en el número de micronúcleos en relación con las muestras 

controles no irradiados. Esto expresa que la exposición a radiación ionizante aumenta 

significativamente la frecuencia de micronúcleos (Figura CB1 y CB2). 

 

3. Las muestras de sangre no irradiadas tratadas con ácido rosmarínico, P90, ácido 

carnósico, 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 aparición de MN respecto a las muestras controles no irradiadas, lo que expresa 

que la administración de estas sustancias no causa daño genotóxico/cromosómico en 

comparación con las muestras controles. 

TEST-SUBSTANCIA 

PF (%) 

Pre-

irradiación 

 

Post- irradiación 

 

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 
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2 Administración de sustancias antes de la irradiación. 

1. Las muestras de sangre tratadas con ácido rosmarínico, P90, ácido carnósico, 

apigenina disuelta en DMSO, vitamina E, P90, carnosol, CE-50, vitamina C y amifostina, 

antes de la exposición a la irradiación consiguen una disminución estadísticamente significativa 

(p  0.001) de la frecuencia de aparición de micronúcleos respecto a las muestras controles 

irradiadas; lo que expresa que los tratamientos realizados disminuyen la frecuencia esperada 

de aparición de micronúcleos como resultado de la irradiación y, por lo tanto, expresan 

capacidad genoprotectora frente al daño cromosómico inducido por la radiación ionizante 

(Figuras CB1 y CB3). 

 

2. Las muestras de sangre tratadas con extracto de té verde y Rutina antes de 

la irradiación producen también una disminución estadísticamente significativa (p  0.05) de la 

frecuencia de micronúcleos en comparación con las muestras controles irradiadas; lo que 

expresa también que la administración de estas sustancias antes de la exposición a la 

radiación ionizante disminuyen la frecuencia esperada de aparición de micronúcleos como 

resultado de la irradiación y, por lo tanto, expresan una capacidad genoprotectora contra el 

daño cromosómico inducido por la radiación ionizante (Figuras CB1 y CB3). 

 

3. Las muestras de sangre tratadas con quercetina y ácido zoledrónico antes 

de la irradiación muestran un incremento significativo en la frecuencia de micronúcleos 

respecto a las muestras controles irradiadas (p<0,01); lo que expresa no sólo la ausencia de 

cualquier grado de capacidad genoprotectora sino que pueden actuar como sustancias 

radiosensibilizantes, aumentando el daño genotóxico inducido por la radiación ionizante 

(Figuras CB1 y CB3). 

 

3  Administración de las sustancias inmediatamente después de la irradiación. 

1. Las muestras de sangre tratadas con P90, ácido carnósico, apigenina 

disuelta en DMSO, vitamina E y carnosol administradas de la exposición a la radiación 

ionizante muestran una disminución estadísticamente significativa (p  0.001) de la frecuencia 

de micronúcleos respecto a las muestras controles irradiadas; lo que muestra que los 

tratamientos administrados disminuyen la frecuencia de aparición de micronúcleos inducidos 

por la irradiación y, por lo tanto, expresan una capacidad genoprotectora frente al daño 

cromosómico inducido por la radiación ionizante . (Figuras CB2 y CB3). 

 

2. Las muestras de sangre tratadas con EC y vitamina C inmediatamente 

después de la exposición a la radiación muestran una disminución estadísticamente 

significativa (p 0.05) de la frecuencia de aparición de micronúcleos respecto a las muestras 

controles irradiadas; lo que significa que los tratamientos administrados disminuyen la 

frecuencia de aparición de micronúcleos esperados como resultado de la irradiación y, por lo 
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tanto, expresan capacidad genoprotectora frente al daño genotóxico/cromosómico inducido por 

la radiación ionizante (Figuras CB2 y CB3).. 

 

3. Las muestras de sangre tratadas con ácido rosmarínico, amifostina, 

extracto de té verde, Rutina, DMSO, quercetina y ácido zoledrónico después de la 

exposición a la radiación no mostraron una disminución significativa en la frecuencia de 

aparición de micronúcleos respecto a las muestras controles irradiadas. Esto determina que el 

tratamiento con estas sustancias 5 minutos después de la irradiación de las muestras no 

produce una disminución significativa de las frecuencias aparición de micronúcleos como 

resultado de la irradiación y, por lo tanto, expresan ausencia de capacidad genoprotectora 

alguna. Incluso, quercetina y ácido zoledrónico muestran un incremento significativo en la 

frecuencia de micronúcleos respecto a las muestras controles irradiadas (p<0,01); lo que 

expresa no sólo la ausencia de cualquier grado de capacidad genoprotectora sino que pueden 

actuar como sustancias radiosensibilizantes, aumentando el daño genotóxico inducido por la 

radiación ionizante (Figuras CB2 y CB3). 
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Figura CB1.  Frecuencia de Micronúcleos (CBMN) en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas 
administradas antes de la exposición a radiación ionizante (tratamiento pre-irradiación) ((*): (p<0.001) versus muestras controles irradiadas; 

((*): (p<0.01) versus muestras controles irradiadas). 
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Figura CB2.  Frecuencia de Micronúcleos (CBMN) en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas 
administradas después de la exposición a radiación ionizante (tratamiento post-irradiación) ((*): (p<0.001) versus muestras controles 

irradiadas; ((*): (p<0.01) versus muestras controles irradiadas). 
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Figure CB3.  Frecuencia de Micronúcleos (CBMN) en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas administradas antes y 
después  de la exposición a radiación ionizante . 
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Figura CB4.  Factor o Magnitud de Protección  en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas administradas antes de la 
exposición a radiación ionizante. 
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Figura CB5.  Factor o Magnitud de Protección  en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas administradas despues de 
la exposición a radiación ionizante . 
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Figura 6.  Factor o Magnitud de Protección  en linfocitos humanos irradiados tratados con las sustancias ensayadas administradas antes y 
después de la exposición a radiación ionizante (tratamientos pre y post irradiación, respectivamente). 
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  IV. Resultados. 
RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CÉLULAS PNT2 (CÉLULAS 

EPITELIALES DE PRÓSTATA HUMANAS) 
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IV. RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR 
RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CÉLULAS PNT2 (CÉLULAS 
EPITELIALES DE PRÓSTATA HUMANAS) 
 

- Porcentaje de supervivencia celular en los cultivos controles tras la exposición 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 continuación en la figura C1a; la supervivencia celular obtenida en 

la exposición a rayos X de 0 Gy hasta 10 Gy se expone en la figura C1b. Se observa una 

progresiva disminución en el número de células vivas que es inversamente proporcional a la 

dosis de radiación administrada y al período de incubación tras la irradiación utilizado, de tal 

forma que cuanto mayor es la dosis de radiación y cuanto mayor es el período de incubación 

posterior a la irradiación, menor es la supervivencia celular de las células PNT2. Tras la 

exposición a 10 Gy de rayos X, la proporción de células supervivientes se redujo 

aproximadamente en un 30% y en un 40% cuando se examinaron a las 24 y 48 horas tras la 

radiación respectivamente (p <0,001); lo que expresa el daño citotóxico inducido por la 

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

 
Tabla C1. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares controles de 

epitelio de próstata humano normal PNT2 
Tiempo/Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

24 horas 100,0 ± 5,8 92,0 ± 7,0 85,2 ± 7,3 80,4±5,6 70,2±5,2* 
48 horas 100,0 ± 4,3 83,2 ± 8,1 76,3 ± 7,1 73,1±5,4 61,2±4,9* 
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Figura C1a. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares 

controles de epitelio de próstata humano normal PNT2 irradiados hasta 22 
Gy ((#): (p<0,001) versus células controles irradiadas). 

 
 

 
 

Figura C1b. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares 
controles de epitelio de próstata 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 administración de diferentes sustancias y 

mezclas sobre células epiteliales de próstata humanas normales PNT2. En esta búsqueda de 

diferentes sustancias con capacidad de radioprotección celular, utilizaron concentraciones de 

sustancias y mezclas (25 μM y 50 μM). 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. 

 

Figura C2. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células controles 
tras la administración de las diferentes sustancias estudiadas en células PNT2 

después de un período de incubación de 24 horas (DMSO: Dimethysulfoxido; API: 
Apigenina; CARN: ácido carnósico; AR: ácido rosmarínico). 

 

La Figura C3 muestra el efecto de la administración de diferentes sustancias y 

mezclas sobre las células epiteliales de próstata humanas normales PNT2 a las diferentes 

concentraciones de sustancias y mezclas (25 μM y 50 μM) estudiadas para evaluar su 

capacidad de radioprotección 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 administración de las diferentes sustancias 

estudiadas en células PNT2 tras un período de incubación de 48 horas (DMSO: 
Dimethysulfoxido; API: Apigenina; CARN: ácido carnósico; AR: ácido 

rosmarínico). 
 
 

- APIGENINA (API) 

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

con dos concentraciones diferentes de apigenina añadiéndose 20 μl de cada una de las 

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

fracciones de 2 Gy de rayos X. Se evaluó la citotoxicidad después de 24 h de incubación 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 próstata humanas 

normales PNT2, la administración de apigenina a 25 μM y 50 μM produjo una reducción de la 

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

controles no tratados (figura C4).  
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Figura C4.  Efecto de la administración de API sobre los cultivos 
de células PNT2 a diferentes concentraciones, 25 μM y 50 μM 

evaluadas después de 24 h y 48 h incubación. 
 

Después de 24 horas de tratamiento con 20 microlitos de 25 μM y50 μM de 

apigenina y exposición a diferentes dosis de irradiación, se determinó una mayor supervivencia 

celular en comparación con el grupo control irradiado. La exposición a 10 Gy en el grupo 

control irradiado puso de manifiesto una reducción 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 comparación con el los 

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

citotóxico inducido por la radiación (Tabla C2; Figura C5).  

 

Tabla C2. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos de células epiteliales de 
próstata humanas normales PNT2, tratadas con Apigenina 25 μM y 50 μM y expuestas a 

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

Dosis de 
Radiación 

0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control  100,0 ± 5,8 90,0 ± 7,1 85,5 ± 7,2 79,1 ± 5,4 68,1 ± 5,1 
Apigenina 25 µM  100,0 ± 6,7 94,4 ± 7,1 85,4 ± 7,9 85,6 ± 7,6 89,8 ± 8,1* 
Apigenina  50 µM 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 próstata humanas normales PNT2 tratadas con apigenina 25 μM 
y 50 μM e irradiadas con diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 

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

El factor de protección (FP) se obtenido en los cultivos tratados con apigenina e 

incubados durante 24 h y con la dosis de radiación más alta administrada (10 Gy) ha sido con 

apigenina 25 μM del 70%; mientras que las células tratadas con apigenina al 50 μM expresó un 

FP del 100%. 

 

Tras de 48 horas de incubación, las células PNT2 tratadas con las dos 

concentraciones de apigenina (25 y 50 μM) 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 más alta de radiación utilizada. En estas 

concentraciones, se observó un aumento significativo en la supervivencia celular en 

comparación con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa una capacidad 

radioprotectores de la apigenina frente al daño citotóxico inducido por la radiación ionizante  

(Tabla C3; Figura C6). 
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Tabla C3.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de 
próstata humanos normales PNT2 tratados con 25 μM y 50 μM de Apigenina y expuestos 

a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubación. 
 

Dosis de 
Radiación 

0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control  100,0 ± 4,5 83,4 ± 8,2 76,5 ± 7,4 70,1 ± 5,6 60,7 ± 5,2 
Apigenina 25 µM  100,0 ± 6,5 100,0 ± 7,5 100,0 ± 8,8 100,0 ± 7,6 84,7 ± 5,6* 
Apigenina 45 µM  100,0 ± 6,6 100,0 ± 7,1 86,0 ± 8,3 86,6 ± 7,1 83,0 ± 6,3* 

 
 
 

 
 

Figura C6. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata humanas normales PNT2 tratadas con Apigenina 25μM y 50 μM y 
expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de 

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

 El Factor de protección (FP) obtenido para las células PNT2 tratadas con 25 μM de 

apigenina y expuestas a 10 Gy tras de un período de incubación de 48 horas fue del 58,7%; 

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

 

- DIMETILSULFÓXIDO (DMSO)   

La administración de DMSO al 0,1% y 0,2%  a los cultivos de células PNT2 

produjo una disminución de la supervivencia celular del 6,56% y 14,22% respectivamente tras 

24 horas de incubación 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 incubación, el tratamiento con DMSO 
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(0,1% y 0,2%) muestra una disminución respectiva del 0,75% y 15,29% en la supervivencia 

celular en comparación con los cultivos controles no tratados de la misma línea celular (Figura 

C7). En ambos casos la modificación del crecimiento celular no muestra diferencias 

estadísticamente significativas respecto a las muestras controles no tratadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

 
 

A las 24 horas de incubación, los resultados obtenidos en los cultivos de células PNT2 

irradiados mostraron una reducción del 30,8% en la supervivencia celular  respecto a los 

cultivos controles irradiados a la dosis más alta empleada (10 Gy) La administración de las dos 

concentraciones de DMSO estudiadas (0,1% y 0,2%) mostraron una mayor supervivencia 

celular que las células controles irradiadas. Se determinó un incremento del 30,8% en la 

supervivencia celular  respecto a los cultivos controles irradiados a la dosis más alta empleada 

(10 Gy) y un incremento del 17,3% en la supervivencia celular cuando las células se trataron 

con DMSO al 0,2%. Así pues, cuando las células se trataron con DMSO al 0,1% y se irradiaron 

con 10 Gy, no se observó reducción algun aen la supervivencia celular inducida por los rayos X. 

En ambas concentraciones de DMSO estudiadas, se determinó un aumento de la 

supervivencia celular en comparación con los cultivos celulares control irradiados (p <0,001); lo 

que expresa una capacidad radioprotectora frente al daño citotóxico inducido por la radiación 

ionizante (Tabla C4; Figura C8). 

Tabla C4.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de 
próstata 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 incubación. 
Dosis de 

Radiación 
0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control 100,0 ± 5,8 91,0 ±7,1 86,2 ± 7,2 79,4 ± 5,4 69,2 ± 5,1 
DMSO 0,1% 100,0 ± 7,0 100,0 ± 6,3 100,0 ± 5,4 100,0 ± 5,9 100,0 ±3,4*
DMSO 0,2% 100,0 ± 6,5 100,0 ± 7,0 100,0 ± 6,2 95,1 ± 5,4 83,7 ± 6,3* 

 

0,1% 
 
0,2% 
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Figura C8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata 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 
incubación ((#): (p <0,001) versus control irradiado). 

 
 

El Factor de protección (FP) determinado para cultivos tratados con DMSO al 

0,1% después de una incubación de 24 horas y exposición a la dosis de irradiación más alta 

(10 Gy) fue del 100% y del 47% cuando se usó una solución al 0,2% de DMSO y la misma 

dosis de radiación. 

 

 

Tras 48 horas de incubación, 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 comparación con los controles irradiados. En ambas 

concentraciones de DMSO estudiadas, se determinó un aumento de la supervivencia celular en 

comparación con los cultivos celulares control irradiados (p <0,001); lo que expresa una 

capacidad radioprotectora frente al daño citotóxico inducido por la radiación ionizante (Tabla C5; 

Figura C9). 
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Tabla C5.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de 
próstata 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 incubación. 
 

 
 

 
 

Figura C9. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata 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 
incubación ((#): (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 más alta (10 Gy) tras 48 horas de incubación fue del 100% 

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

 

 

- ACIDO CARNOSICO   

La administración de 20 μl de ácido carnósico al 25 μM y 50 μM después de 24 

horas de incubación de las células PNT2 provocó una disminución del 0,21% y del 15,39% en 

la viabilidad de las células PNT2 respectivamente, respecto a la de los cultivos controles no 

Dosis de 
Radiación 

0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control  100,0  ± 4,5 84,5 ± 8,2 77,3 ± 7,4 71,1 ± 5,6 61,2 ± 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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tratados. Tras 48 horas de incubación y a las mismas concentraciones (25 μM y 50 μM), la 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C10. Efecto de la administración de CARN al 25 µM y 50 

µM  en células PNT2 después de 24 h y 48 h de incubación.  
 

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

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

celular en comparación con el control irradiado. A la dosis de radiación más alta (10 Gy) 

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

30,8% en comparación con los cultivos celulares tratadas con ambas concentraciones de ácido 

carnósico, se demostró  así, un aumento significativo en la supervivencia celular en 

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

 

 

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

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

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

Control  100,0 ± 5,8 91,0 ± 7,1 86,2 ± 7,2 79,4 ± 5,4 69,2 ± 5,1 
25µM Ácido Carnósico  100,0 ± 8,2 100,0 ± 7,6 100,0 ± 6,9 100,0 ± 7,5 100,0 ± 9,2* 
50µM Ácido Carnósico 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 próstata humanas normales PNT2 tratadas con CARN (25 µM y 
50 µM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 

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

 

El Factor De Protección (FP) obtenido de los cultivos celulares tratados con las 

dos concentraciones de DMSO e irradiados con la dosis más alta (10 Gy) tras 24 horas de 

incubación fue del 100% para  ambas concentraciones estudiadas (25 μM y 50 μM de ácido 

carnósico). 

 

Tras 48 horas de incubación de los cultivos de células PNT2 tratadas con 25 y 50 

μM de ácido carnósico e irradiados con la dosis de radiación más alta (10 Gy) se observó una 

mayor supervivencia celular en comparación con los cultivos celulares controles irradiados. 

Tras los dos períodos de incubación (24 h y 48 h), la supervivencia celular fue igual, 

obteniéndose un 38,8% mayor de supervivencia celular en comparación 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 ácido carnósico frente 

al daño citológico inducido por la radiación ionizante  (Tabla C7; Figura C12). 
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Tabla C7.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de 
próstata humanos normales PNT2 tratados con CARN (15 µM and 25 µM) y expuestos a 

diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación. 

 

 

 

 
 

Figura C12. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata humanas normales PNT2 tratadas con CARN (25 µM y 50 µM) y 
expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de 

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

 
El Factor de Protección (FP) obtenido de los cultivos tratados con 25 μM y 50 μM 

de ácido carnósico tras 48 horas y la irradiación con la dosis de más alta (10 Gy)  fue del 100% 

para ambas concentraciones de ácido carnósico. 

 

- ACIDO ROSMARINICO (AR) 

La administración de 20 μl de soluciones de AR 25 μM y 50 μM a los cultivos de células 

PNT2 e incubados durante 24 horas no produjo una disminución 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 μM y 50 

μM), se observó una disminución del 5,77% en supervivencia celular de los cultivos tratados a 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 4,5 84,5 ± 8,2 77,3 ± 7,4 71,1 ± 5,6 61,2 ± 5,2 
25 µM CARN  100,0 ± 7,5 100,0 ± 7,4 100,0 ± 9,7 100,0 ± 5,7 100,0 ± 4,9* 
50 µM 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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la concentración de 25 μM, mientras que a la concentración de 50 μM no se observo ninguna 

disminución en la supervivencia celular respecto a los cultivo controles (Figura C13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C13.  Efecto de la administración de AR sobre los cultivos 
de células PNT2 a diferentes concentraciones, 25 μM y 50 μM 

evaluadas después de 24 h y 48 h incubación. 
 

Tras la irradiación y 24 horas de incubación, los resultados obtenidos de los cultivos de 

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

mayor supervivencia celular que los cultivos controles no trtados. A la dosis de radiación más 

alta (10 Gy) y  a la concentración más elevada utilizada en este estudio (50 μM), se observó un 

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

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

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

capacidad radioprotectora frente al daño citotóxico inducido por la radiación ionizante (Tabla C8; 

Figura C140). 

 
 
 

Tabla C8.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de 
próstata humanos normales PNT2 tratados con AR (25 µM y 50 µM) y expuestos a 

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

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 5,8 91,0 ± 7,1 86,2 ± 7,2 79,4 ± 5,4 69,2 ± 5,1 
Ácido Rosmarínico 25 µM  100,0 ± 6,0 94,6 ± 6,3 85,4 ± 5,0 89,2 ± 7,1 86,5 ±7* 
Ácido Rosmarínico 50 µM  100,0 ± 9,2 90,3 ± 7,1 83,7 ± 4,8 94,7 ± 9,4 91,3 ± 6* 
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Figura C14. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células 
epiteliales de próstata humanas normales PNT2 tratadas con AR (25 µM y 50 

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

 
 

 

El Factor de Protección (FP) obtenido en las muestras tratadas con ácido 

rosmarínico a las 48 horas e irradiadas con la dosis más alta (10 Gy) fue del 59,4% para las 

células tratadas con ácido rosmarínico al 25 μM y del 30,5% con el tratamiento  de ácido 

rosmarínico al 50 μM. 

 

 

Tras 48 horas de incubación, los resultados obtenidos para los cultivos de células 

PNT2 tratados a las dos concentraciones de AR (25 y 50 μM) mostraron una mayor 

supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A la mayor dosis de 

radiación y a la mayor concentración utilizada en este estudio, la supervivencia celular fue del 

29,1% mayor que la de los cultivos celulares controles irradiados. A ambas concentraciones, se 

determinó un aumento significativo de la supervivencia celular en comparación con las células 

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

citotóxico inducido por la radiación ionizante (Tabla C9; Figura C15). 
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Tabla C9.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales de 
próstata humanos normales PNT2 tratados con AR (25 µM y 50 µM) y expuestos a 

diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación. 
Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control  100,0 ± 4,5 84,5 ± 8,2 77,3 ± 7,4 71,1 ± 5,6 61,2 ± 5,2 
Ácido Rosmarínico 25 µM 100,0 ± 8,4 100,0 ± 9,1 94,7 ± 7,4 87,1 ± 9,4 88,7 ± 8* 
Ácido Rosmarínico 50 µM 100,0 ± 9,3 90,8 ± 8,9 86,4 ± 8,5 88,0 ± 7,5 99,3 ±5,* 

 
 

 
 

Figura C15. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata humanas normales PNT2 tratadas con AR (25 µM y 50 µM) y expuestas 
a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación ((#): (p 

<0,001) versus control irradiado). 
 

Cuando las células se irradiaron con la dosis más 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 ácido rosmarínico de 25 μM y 50 μM, respectivamente.  

 

- MEZCLAS DE APIGENINA Y ÁCIDO CARNÓSICO (API + CARN) 

La administración simultánea de cantidades de igual concentración (equimolar) de 

Apigenina y CARN 20 μl de 15 μM 25 μM se ha utilizado también para valorar la supervivencia 

celular de las células PNT2. Tras 24 horas de incubación, la mezcla equimolar 15 μM no 

provocó una disminución de la supervivencia celular; sin embargo, la mezcla equimolar 25 μM 

produjo una reducción del 11% de la supervivencia celular respecto a las células controles no 

tratadas. Tras 48 horas de incubación, no se observo una disminución en la supervivencia 

celular a la concentración más baja (15 μM), pero sí se observó una disminución del 27,5% en 
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la supervivencia celular con la mezcla 25 μM en comparación con los cultivos controles no 

tratados (Figura C16). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura C16.  Efecto de la administración de diferentes mezclas de API + 
CARN sobre los cultivos de células PNT2 evaluadas después de 24 h y 

48 h incubación. 
 

Después de la irradiación de las células con la dosis más alta de 10 Gy y la 

incubación 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 alcanzó hasta el 27,3% en comparación con las células 

controles irradiadas y no tratadas. A ambas concentraciones, se ha determinado un aumento 

significativo en la supervivencia celular en comparación con los cultivos controles irradiados (p 

<0,001) lo que expresa una capacidad radioprotectora frente al daño citológico inducido por los 

rayos X (Tabla C10; Figura C17). 

 

Tabla C10.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales 
de próstata humanos normales PNT2 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN) 
y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubación. 

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control 100,0 ± 5,8 91,0 ± 7,1 86,2 ± 7,2 79,4 ± 5,4 69,2 ± 5,1 
15 µM (API + CARN) 100,0 ± 7,8 91,3 ± 9,2 88,2 ± 9,8 89,2 ± 7,6 95,4 ± 7,8* 
25 µM (API + CARN) 100,0 ± 8,1 95,0 ± 7,1 85,2 ± 5,3 96,7 ± 6,8 93,5 ± 8,4* 
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Figura C17. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células 
epiteliales de próstata humanas normales PNT2 tratadas con 15 µM y 25 µM 

de mezcla (API + CARN)  y expuestas a diferentes dosis de rayos X 
evaluadas después de 24 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control 

irradiado). 
 

 

Después de de la irradiación de las células con la dosis más alta de 10 y la incubación 

durante 24 horas, el FP obtenido de los cultivos celulares tratados con la mezcla de apigenina y 

CARN fue del 88,6% a una concentración equimolar de 15 μM y del 81,8% para las mezcla a 

25 μM. 

 

 

Cuando se irradiaron con la dosis de radiación más alta de 10 Gy y se determinó a las 

48 horas de incubación, los cultivos celulares PNT2 tratados con las mezclas 15 μM y 25 μM 

mostraron un aumento de la supervivencia celular del 38,8% para la mezclas equimolares en 

relación con los controles irradiados. A ambas concentraciones, se ha determinado un aumento 

significativo de la supervivencia celular en comparación con los cultivos celulares controles 

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

inducido por la radiación ionizante (tabla C11; Figura C18). 
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Tabla C11.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales 
de próstata humanos normales PNT2 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN) 
y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación. 

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 4,5 84,5 ± 8,2 77,3 ± 7,4 71,1 ± 5,6 61,2 ± 5,2 
15 µM (AP + CARN) 100,0 ± 8,2 70,5 ± 7,4 70,2 ± 9,1 70,8 ± 7,5 73,2 ± 8,9 
25 µM (AP + CARN) 100,0 ± 7,7 88,5 ± 7,3 92,1 ± 6,5 86,1 ± 2,7 100,0±10,4* 

 

 
 

Figura C18. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata humanas normales PNT2 tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API 

+ CARN)  y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 
horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control irradiado). 

 
 

Cuando los cultivos celulares se irradiaron con la dosis de radiación más alta (10 Gy) y 

se incubaron durante 48 horas, el FP obtenido de las células tratadas con apigenina y ácido 

carnósico fue 30,9% para la mezcla 15 μM y 100% cuando se utilizó la mezcla 25 μM. 

 

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

 
Cuando la apigenina y el ácido rosmarínico se coadministraron en concentraciones 

equimolares de 20 μl de (15 μM API + 15 μM AR) y (25 μM API + 25 μM AR), se observó una 

disminución en el porcentaje de supervivencia celular tras 24 horas de incubación. Para la 

mezcla 15 μM, la supervivencia celular se redujo en un 20,4%, mientras que la mezcla 25 μM 

produjo una reducción del 47,43% en la supervivencia celular respecto a los cultivos celulares 
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controles no tratados. Tras 48 horas de incubación y el tratamiento a las mismas 

concentraciones (mezclas 15 μM y 25 μM), la disminución de la supervivencia celular para la 

mezcla 15 μM fue del 40,92%, mientras que la mezcla 25 μM produjo una reducción del 

62,52% de la supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles (Figura C19). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura C19.  Efecto de la administración de diferentes mezclas de 
(API + AR) sobre los cultivos de células PNT2 evaluadas después 

de 24 h y 48 h incubación. 
 

En los cultivos celulares PNT2 tratados con mezclas (API+AR) e irradiados, los 

resultados obtenidos de cultivos para el periodo de incubación de 24 horas tratados con las dos 

mezclas (15 μM y 25 μM) mostró una mayor supervivencia celular en relación con los controles 

irradiados. Se observó un aumento en la supervivencia celular del 30,8% para ambas 

concentraciones cuando las células se irradiaron con 10 Gy de radiación. A ambas 

concentraciones ensayadas, se ha determinado un aumento significativo en la supervivencia de 

las células PNT2 en comparación con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que 

expresa una capacidad radioprotectora frente al daño inducido por los rayos X (Tabla C12, 

Figura C20). 

 

Tabla C12.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares epiteliales 
de próstata humanos normales PNT2 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR) y 
expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubación. 

 
 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 5,8 91,0 ± 7,1 86,2 ± 7,2 79,4 ± 5,4 69,2 ± 5,1 
15 µM (Apigenina+AR) 100,0 ± 8,9 87,5 ± 8,1 100,0 ± 12,4 93,8 ± 8,4 100,0 ± 8,5*
25 µM (Apigenina+AR)  100,0 ± 8,2 87,5 ± 7,3 87,5 ± 7,9 94,6 ± 7,5 100,0 ± 7,8*
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Figura C20. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
de próstata humanas normales PNT2 tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + 
AR)  y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de 

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

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

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

radiación más alta (10 Gy)  fue del 100%. 

 

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

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

mezclas equimolares 15 μM y 25 μM de API + AR mostraron un aumento similar en la 

supervivencia celular que alcanzó el 100%. La supervivencia celular aumentó en un 38,8% 

para ambas mezclas equimolares y a la dosis de radiación más 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 comparación con cultivos 

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

al daño citotóxico 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 próstata humanos normales PNT2 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR) y 
expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación. 

 
Dosis de 
Radiación 

0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control  100,0 ± 4,5 84,5 ± 8,2 77,3 ± 7,4 71,1 ± 5,6 61,2 ± 5,2 
15 µM (API+AR) 100,0 ± 8,4 100,0 ± 6,4 83,5 ± 8,1 85,5± 6,3 100,0 ± 7,3*
25 µM  (API +AR)  100,0 ± 6,1 100,0 ±7,4 100,0 ± 8,4 100,0 ± 9,80  100,0 ± 8,3*

 
 

 
 

Figura C21. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células 
epiteliales de próstata humanas normales PNT2 tratadas con 15 µM y 25 µM de 

mezcla (API + AR)  y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas 
después de 48 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control irradiado). 

 
 

Después de la irradiación con la dosis de radiación más alta de 10 Gy y tras un 

período de incubación de 48 horas, el FP obtenido en las células tratadas con las mezclas 

equimolares 15 μM y 25 μM de API y AR fue 100%.  
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IV.5. Resultados. 
RESULTADOS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CÉLULAS TRAMPC1 

(CELULAS TUMORALES DE PRÓSTATA MURINO). 
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IV..5. RESULTADOS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR 
RESULTADOS DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CÉLULAS TRAMPC1 
(CELULAS TUMORALES DE PRÓSTATA MURINO) 
 

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

Los resultados del análisis 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 continuación en la tabla D1. Se observa una progresiva disminución en el 

número de células vivas que es inversamente proporcional tanto a la dosis de radiación 

administrada como a al período de incubación de las células tras la irradiación; es decir, cuanto 

mayor es la dosis de radiación y cuanto mayor es el período de incubación de las células tras la 

irradiación, menor es la supervivencia celular de estas células. Tras la exposición a 10 Gy de 

rayos X, la proporción de células supervivientes se redujo en un 53% y un 77% cuando se 

examinaron tras 24 y tras 48 horas de incubación tras la irradiación, respectivamente (p 

<0,001); lo que expresa el daño citotóxico inducido por la radiación ionizante y la importancia 

del tiempo de incubación para que estas lesiones radioinducidas de presenten (Tabla D1; Fig. 

D1). 

 
Tabla D1. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 

próstata murino controles TRAMPC1  
Tiempo/Dosis 
de Radiación 

0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

24 horas  100,0± 5,8 88,0 ± 7,0 64,0 ± 7,3 61,2±5,6 47,2±5,2* 

48 horas  100,0± 4,3 51,0 ± 8,1 35,3 ± 7,1 35,1±5,4 23,2±4,9* 
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Figure D1. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 ((*): (p<0,001) versus células controles irradiadas). 

 
- SUSTANCIAS ENSAYADAS 

La Figura D2 muestra el efecto de la administración de diferentes sustancias y 

algunas de sus mezclas sobre las células tumorales de próstata murino TRAMPC1. Las 

diferentes sustancias y mezclas (25 μM y 50 μM) se utilizaron para determinar su capacidad de 

radioprotección.  

Figure D2. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células 
controles después de la administración de las diferentes sustancias estudiadas 

en células TRAMPC1 tras un período de incubación de 24 horas (DMSO: 
Dimethysulfoxido; API: Apigenina; CARN: ácido carnósico; AR: ácido 

rosmarínico). 
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De igual modo las diferentes concentraciones de sustancias y mezclas (25 μM y 

50 μM) estudiadas para evaluar la capacidad de radioprotección celular en TRAMPC1 con 

estas sustancias incubadas durante 48h se presentan en la Figura D3. 

 

Figure D3. Porcentaje de supervivencia celular de los cultivos de células controles 
después de la administración de las diferentes sustancias estudiadas en células 

TRAMPC1 después de un período de incubación de 48 horas (DMSO: Dimethysulfoxido; 
API: Apigenina; CARN: ácido carnósico; AR: ácido rosmarínico) 

 
- APIGENINA 

Para evaluar la capacidad citoprotectora de la apigenina, las células se TRAMPC1 

se trataron con dos concentraciones diferentes de apigenina añadiéndose  20 μl de cada una 

de las soluciones 25 μM y 50 μM de apigenina durante 30 minutos antes de ser expuestas a 2 

Gy de rayos X. Se evaluó la citotoxicidad tras 24 h de incubación de los cultivos celulares. Tras 

24 horas después del tratamiento de las células TRAMPC1 con 25 μM y 50 μM de apigenina y 

su exposición a diferentes dosis de irradiación, se determinó una mayor supervivencia celular 

en comparación con el grupo control irradiado. A 10 Gy, en el grupo control irradiado se 

observo una reducción de la supervivencia celular del 53%. En las células TRAMPC1 y en 

ambas concentraciones estudiadas de apigenina, se ha determinado un aumento 

estadísticamente 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 daño citotóxico de la radiación ionizante administrada (Tabla D2; Figura 

D4).  

Tabla D2. Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos de celulares tumorales de 
próstata murino controles TRAMPC1, tratadas con Apigenina 25 μM y 50 μM y expuestas a 

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

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy 
Control  100,0 ± 5,8 88,0 ± 6,1 64,5 ± 8,2 61,0 ± 4,5 47,1 ± 3,1 
Apigenina 25 µM  100,0 ± 6,7 100 ±1 100 ± 6,8 100 ± 8,5 98 ± 6,1* 
Apigenina 50 µM  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 próstata murino TRAMPC1 tratadas con apigenina 25 μM y 
50 μM e irradiadas con diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 

24 horas de incubación (*): (p<0,001) versus control irradiado). 
 
 

Los factores de protección (FP) se evaluaron para los cultivos tratados con 

apigenina e incubados durante 24 h determinándose que a la dosis de radiación más alta 

administrada (10 Gy) muestra un FP del 112% para la concentración del 25 μM; mientras que 

las células tratadas con apigenina 50 μM expresó un FP de 100%. 

 

 

Después de 48 horas de incubación de las células TRAMPC1 tratadas con las dos 

concentraciones de apigenina (25 y 50 μM), 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 más altas de radiación 

utilizada respecto a los cultivos controles irradiados. El análisis estadístico ha determinado un 

aumento estadísticamente significativo de la supervivencia celular en comparación con las 

células de controles irradiadas (p <0,001); lo que expresa un grado de capacidad 

radioprotectora de la apigenina frente al daño citotóxico inducido por la radiación ionizante 

(Tabla D3; Figura D5). 
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Tabla D3.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1tratados con 25 μM y 50 μM de Apigenina y expuestos a 

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

 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy 
Control  100,0 ± 4,5 51,3 ± 4,2 35,2 ± 1,8 35,1 ± 0,6 23,4 ± 2,0 

Apigenina 25 µM  100,0 ± 6,5 100,0 ± 6,2 100,0 ± 7,8 100,0 ± 7,6 100,1 ± 2,6*
Apigenina 45 µM  100,0 ± 6,6 100,0 ± 4,3 100,0 ± 2,0 100,2 ± 7,1 98,8 ± 4,1* 

 
 

 
 

Figura D5. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células 
tumorales de próstata murino TRAMPC1tratadas con Apigenina 25 μM y 50 
μM y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 

horas de incubación ((*): (p <0,001) versus control irradiado). 
 

 El Factor de protección (FP) obtenido cuando las células TRAMPC1 se trataron con 

25 μM de apigenina y se expusieron a una dosis de radiación de 10 Gy tras un período de 

incubación de 48 horas fue del 334,2%; mientras que para el tratamiento de  50 μM se obtuvo 

un valor del 326,8%. 

 

 

 

- DIMETILSULFÓXIDO (DMSO)  

La administración de DMSO al 0,1% y 0,2% a los cultivos de células TRAMPC1 

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

efecto inhibitorio del crecimiento celular pequeño producido por el DMSO sobre la 

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

con DMSO (0,1% y 0,2%) se observó también una disminución del crecimiento celular del 

0,75 % y 15,29 %  respectivamente en comparación con los cultivos controles no tratados de la 

misma línea celular. 

 

Después de 24 horas de incubación, 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 más alta empleada (10 Gy) y tratados con una concentración del 0,1% y 

del 53% en la supervivencia celular cuando las células se trataron con DMSO al 0,2%.  El 

análisis estadístico ha determinado un aumento estadísticamente significativo de la 

supervivencia celular en estos cultivos tratados con DMSO en comparación con los cultivos 

celulares controles irradiados y no tratados (p <0,001); lo que expresa una capacidad 

radioprotectora del DMSO frente al daño citotóxico inducido por los rayos X  (Tabla D4; Figura 

D7). 

 

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

evaluadas después de 24 horas de incubación. 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy 

Control 100,0 ± 5,8 88,2 ±5,1 64,2 ± 2,0 61,2 ± 0,4 47,1 ± 6,0 
DMSO 0,1% 100,0 ± 7,0 100,0 ± 6,3 100,0 ± 5,4 95,70 ± 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 
próstata murino TRAMPC1 tratadas con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestas a diferentes 

dosis de rayos X, evaluadas tras 24 horas de incubación ((*): (p <0,001) versus control 
irradiado). 

 

El Factor de protección (FP) obtenido para cultivos tratados con DMSO al 0,1% 

después de una incubación de 24 horas y exposición a la dosis de irradiación más alta (10 Gy) 

fue del 76%, que alcanza un FP del 112% cuando se administró una solución al 0,2% de 

DMSO en las mismas condiciones. 

 

 

Después de 48 horas de incubación, 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 más 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 comparación con la de los controles irradiados. En ambas 

concentraciones de DMSO, se han determinado un aumento estadísticamente significativo de 

la supervivencia celular en comparación con las células controles irradiadas  y no tratadas (p 

<0,001), lo que expresa la capacidad radioprotectora del DMSO frente al daño inducido por la 

radiación ionizante  (Tabla D5; Figura D8). 
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Tabla C5.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratados con DMSO 0,1% y 0,2% y expuestos a diferentes 

dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación. 
Dosis de Radiación  0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy 
Control  100,0  ± 4,5 51,25 ± 6,7 35,7 ± 0,4 35,1 ± 0,5 23,8 ± 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* 

 

Figura D8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos 
celulares tumorales de próstata murino TRAMPC1tratadas con DMSO 

0,1% y 0,2% y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas 
después de 48 horas de incubación ((*): (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 más alta (10 Gy) tras 48 horas de incubación fue del 334% 

para ambas concentraciones de DMSO. 

 

- ACIDO CARNOSICO   

La administración de 20 μl de ácido carnósico al 25 μM y 50 μM tras 24 horas de 

incubación a las células TRAMPC1 provocó a una disminución 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 incubación y a las mismas concentraciones (25 

μM y 50 μM), la disminución en las supervivencia celular fue del 18,63% y 33,26% 

respectivamente.  En los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con 25 μM y 50 μM 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 

radiación más alta (10 Gy) utilizada en este estudio, la supervivencia celular en los cultivos 

tratados e irradiados aumentó un 53% en comparación con los cultivos controles irradiados, 

determinándose un aumento estadísticamente significativo de la supervivencia celular en 

comparación con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa una 

capacidad radioprotectora del CARN frente al daño citotóxico inducido por la radiación 

ionizante (tabla D6; Figura D10). 

Tabla D6.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratados con CARN (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes 

dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación. 

 

 
Figura D10. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de 

próstata murino TRAMPC1 tratadas con CARN (25 µM y 50 µM) y expuestas a 
diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación ((*): (p 

<0,001) versus control irradiado). 
 

El Factor De Protección (FP) obtenido de los cultivos celulares tratados con las dos 

concentraciones de CARN e irradiados con la dosis más alta (10 Gy) tras 24 horas de 

incubación fue del 112 % para 25 μM; mientras que del 91% para  50 μM de ácido carnósico. 

 

Tras 48 horas de incubación de los cultivos de células TRAMPC1 tratadas con 25 

y 50 μM de ácido carnósico e irradiados con la dosis de radiación más alta (10 Gy) se observo 

Dosis de Radiación 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 47,2 ± 0,1 
25µM Ácido Carnósico 100,0 ± 8,2 100,0 ± 7,6 100,0 ± 6,9 100,0 ± 7,5 100,0 ± 9,2*
50µM Ácido Carnósico 100,0 ± 7,9 100,0 ± 8,3 100,0 ± 7,5 100,0 ± 9,0 90,2 ±10,2* 
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un incremento de la supervivencia celular en comparación con los cultivos celulares controles 

irradiados. Tras los dos períodos de incubación (24 h y 48 h), la supervivencia celular similar 

entre ambas períodos, obteniéndose un prácticamente 77% de incremento en la supervivencia 

celular en comparación con los controles irradiados y no tratados. En ambas concentraciones 

utilizadas, se demostró un aumento estadísticamente 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 daño inducido por los 

rayos X (Tabla D7; Figura D11). 

 
Tabla D7.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratados con CARN (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes 

dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación. 
 

 
 

Figura D11. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células 
tumorales de próstata murino TRAMPC1 tratadas con CARN (25 µM y 50 µM) 

y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de 
incubación ((*): (p <0,001) versus control irradiado). 

 
 

El Factor de Protección (FP) obtenido de los cultivos tratados con 25 μM y 50 μM 

de ácido carnósico después de 48 horas y la irradiación con la dosis de más alta (10 Gy)  fue 

del 334% para ambas concentraciones de ácido carnósico. 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 2,5 51,3 ± 6,2 35,4 ± 4,4 35,8 ± 4,4 23,2 ± 0,2 
25 µM CARN  100,0 ± 5,5 100,0 ± 7,4 100,0 ± 4,7 100,0 ± 5,7 100,0 ± 4,9* 
50µM CARN  100,0 ± 5,7 100,0 ± 7,1 100,0 ± 6,8 100,0 ± 5,7 98,0 ± 0,0* 
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- ACIDO ROSMARINICO (AR) 

La administración de 20 μl de soluciones de AR 25 μM y 50 μM a los cultivos de células 

TRAMPC1 e incubados durante 24 horas no produjo disminución 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 μM y 50 μM), se observó una 

disminución del 5,77% en supervivencia celular de sólo en los cultivos tratados a la 

concentración de 25 μM, ya que a la concentración de 50 μM tampoco se observo ninguna 

disminución en la supervivencia celular. 

 

 

Tras la irradiación y 24 horas de incubación, los resultados obtenidos de los cultivos de 

células TRAMPC1 tratados con las dos concentraciones de AR (25 μM y 50 μM) mostraron una 

mayor supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A la dosis de 

radiación más alta (10 Gy) y a la concentración más elevada utilizada en este estudio (50 μM), 

se observó 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 

estadísticamente significativo de la supervivencia celular en comparación con las células 

control irradiadas (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora del AR frente al 

daño citotóxico inducido por la radiación ionizante (Tabla D8; Figura D13). 

 

Tabla D8.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratados con AR (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes 

dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación. 
 
 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 5,8 88,0 ± 2,0 64,3 ± 7,2 61 ± 5,4 47,5 ± 6,1 
Ácido Rosmarínico 25 µM 100,0 ± 6,0 71,0 ± 8,8 71,4 ± 5,0 64,5 ±4,1 64,8 ±7* 
Ácido Rosmarínico 50 µM 100,0 ± 9,2 72,2 ± 6,1 72, ± 4,8 68,2 ± 6,4 68,8 ± 6* 
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Figura D14. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares 

tumorales de próstata murino TRAMPC1tratadas con AR (25 µM y 50 µM) y 
expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de 

incubación ((*): (p <0,001) versus control irradiado). 
 

 

El Factor de Protección (FP) obtenido en las muestras tratadas con ácido 

rosmarínico durante 24 horas e irradiadas con la dosis más alta (10 Gy) fue del 36% para las 

células tratadas con ácido rosmarínico al 25 μM y del 44,2% con el tratamiento  de ácido 

rosmarínico al 50 μM. 

 

 

Después de 48 horas de incubación, los resultados obtenidos para los cultivos de 

células TRAMPC1 tratadas a las dos concentraciones de AR (25 y 50 μM) mostraron una 

menor supervivencia celular respecto a los cultivos celulares controles irradiados. A la mayor 

dosis de radiación y a la mayor concentración 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 reducción estadísticamente significativa de la 

supervivencia celular en comparación con las células controles irradiadas (p <0,001); lo que 

expresa una ausencia de capacidad protectora frente al daño citotóxico inducido por la 

radiación ionizante  (Tabla D9; Figura D15). 
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Tabla D9.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratados con AR (25 µM and 50 µM) y expuestos a diferentes 

dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación. 
Dosis de 

Radiación 
0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control  100,0 ± 4,5 54,3 ± 5,2 35,3 ±5,5 35 ± 6,6 23,0± ,2 
Ácido Rosmarínico 
25µM 

100,0 ± 8,4 41,0 ±69,1 19,7 ± 8,4 14,3 ± 0,4 5,2 ± 1* 

Ácido Rosmarínico 
50µM 

100,0 ± 9,3 5,7 ± 6,9 6,3 ± 1,5 3,4 ± 2,9 3,1 ±5,* 

 

 
Figura D15. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares 

tumorales de próstata murino TRAMPC1 tratadas con AR (25 µM y 50 µM) y 
expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de 

incubación ((*): (p <0,001) versus control irradiado). 
 

Cuando las células se irradiaron con la dosis más alta de 10 Gy y se incubaron 

durante 48 horas, no se determina ningún factor de protección ya que se pone de manifiesto un 

efecto radiosensibilizante del ácido rosmarínico sobre las células TRAMPC1. 

 

- MEZCLAS DE APIGENINA Y ÁCIDO CARNÓSICO (API + CARN) 

La administración simultánea de cantidades de igual concentración (equimolar) de 

Apigenina y CARN 20 μl de 15 μM (15 μM API+15 μM CARN) y 25 μM (25 μM API+25 μM 

CARN) se evaluó para valorar la supervivencia celular. Después de 24 horas de incubación, la 

mezcla equimolar 15 μM no condujo a una disminución de la supervivencia celular; sin 

embargo, la mezcla equimolar 25 μM provocó una reducción del 11% de la supervivencia 

celular con respecto a las  células  control no tratadas. Tras 48 horas de incubación, no se 

observo disminución en la supervivencia celular a la concentración más baja (15 μM), pero se 
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observó una disminución del 27,5% en la supervivencia celular con la mezcla 25 μM en 

comparación con los cultivos controles. 

 

Después de la irradiación de las células con la dosis más alta de 10 Gy y la 

incubación durante 24 horas, los resultados obtenidos con los cultivos celulares TRAMPC1 

tratados conjuntamente con las dos sustancias en ambas concentraciones mostraron una 

mayor supervivencia celular que alcanzo un 53% en comparación con las células controles 

irradiadas. A ambas concentraciones, se demostró un aumento significativo en la supervivencia 

celular en comparación con los cultivos controles (p <0,001); lo que expresa una capacidad 

radioprotectora de la mezcla API+CARN  frente al daño citotóxico inducido por la radiación 

ionizante (Tabla D10; Figura D17) 

 

Tabla D10.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales 
de próstata murino TRAMPC1 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN) y 

expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación. 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 5,8 88,8 ± 7,1 64,3 ± 7,2 61,1 ± 5,4 47,2 ± 5,2 
15 µM (API + CARN) 100,0 ± 8,2 91,5 ± 7,4 88,2 ± 9,1 89,2 ± 7,6 73,2 ± 7,8* 
25 µM (API + CARN) 100,0 ± 8,1 95,5 ± 7,3 85,1 ± 6,5 96,1 ± 2,7 100,0 ±8,4* 

 
 

Figura D18. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales 
de próstata murino TRAMPC1tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN)  

y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de 
incubación ((*): (p <0,001) versus control irradiado). 
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Después de de la irradiación de las células con la dosis más alta de 10 Gy y una 

incubación de 24 horas, el FP obtenido de los cultivos celulares tratados con la mezcla de 

apigenina y CARN fue del 102% para una concentración equimolar de 15 μM y del 97 % para 

las mezcla a una concentración de 25 μM. 

 

Cuando se irradiaron con la dosis de radiación más alta de 10 Gy después de 48 horas 

de incubación, los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con las mezclas 15 μM y 25 μM 

mostraron un aumento de la supervivencia celular de hasta un 77% para la mezcla equimolar 

mas alta en relación con los controles irradiados y no tratados. A ambas concentraciones, se 

ha determinado un aumento estadísticamente significativo de la supervivencia celular en 

comparación con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa una 

capacidad radioprotectora de la mezcla estudiada frente al daño citotóxico inducido por la 

radiación ionizante (tabla D11; Figura D18). 

 
Tabla D11.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales de próstata 

murino TRAMPC1 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN) y expuestos a diferentes 
dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación. 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 4,5 51,8 ± 8,2 35,3 ± 7,4 35,1 ± 5,6 23,2 ± 5,2 
15 µM (API + CARN) 100,0 ± 8,2 70,5 ± 7,4 70,2 ± 9,1 70,8 ± 7,6 73,2 ± 8,9* 
25 µM (API + CARN) 100,0 ± 7,7 88,5 ± 7,3 92,1 ± 6,5 86,1 ± 2,7 100,0 ±10,4*

 

Figura D18. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de próstata murino 
TRAMPC1tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN)  y expuestas a diferentes dosis de 
rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación ((*): (p <0,001) versus control irradiado). 
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Cuando los cultivos celulares se irradiaron con la dosis de radiación más alta de 10 Gy 

y se incubaron durante 48 horas, el FP obtenido de las células tratadas con apigenina y ácido 

carnósico fue del 217% para la mezcla 15 μM y del 334% cuando se utilizó la mezcla 25 μM. 

 

- MEZCLAS DE  APIGENINA  Y  ACIDO ROSMARINICO (API + AR) 
Cuando la apigenina y el ácido rosmarínico se coadministraron en concentraciones 

equimolares de 20 μl de (15 μM API + 15 μM AR) y (25 μM API + 25 μM AR), se observó una 

disminución en el porcentaje de supervivencia celular tras 24 horas de incubación. Para la 

mezcla 15 μM, la supervivencia celular se redujo en un 20,4%; mientras que la mezcla 25 μM 

produjo una reducción del 47,43%. Después de 48 horas de incubación y el tratamiento a las 

mismas concentraciones (mezclas 15 μM y 25 μM), la disminución de la supervivencia celular 

para la mezcla 15 μM fue del 40,9%, mientras que la mezcla 25 μM produjo una reducción de 

62,5%, 

 
En los cultivos celulares TRAMPC1 tratados con mezclas (API + AR) e irradiados, los 

resultados obtenidos de cultivos para el periodo de incubación de 24 horas tratados con las dos 

mezclas (15 μM y 25 μM) se observo una mayor supervivencia celular en relación con los 

controles irradiados. Se ha determinado un aumento estadísticamente significativo de la 

supervivencia celular del 53% para ambas concentraciones cuando las células se irradiaron 

con 10 Gy de radiación. (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora de la mezcla 

API + AR frente al daño citotóxico inducido por los rayos X (Tabla D12, Figura D20). 

 
Tabla D12.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares tumorales 

de próstata murino TRAMPC1 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR) y 
expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación. 

 
 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 5,8 88,0 ± 7,1 64,2 ± 7,2 61,2 ± 5,4 47,2 ± 5,1 
15 µM (Apigenin+AR) 100,0 ± 8,9 87,5 ± 8,1 100,0 ± 12,4 93,8 ± 8,4 100,0 ± 8,5* 
25 µM (Apigenin+ AR)  100,0 ± 8,2 87,5 ± 7,3 87,5 ± 7,9 94,6 ± 7,5 100,0 ± 7,8* 
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Figura D20. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR)  y expuestas 

a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación ((*): (p 
<0,001) versus control irradiado). 

 
 
 

Después de 24 horas de incubación, el FP obtenido con cultivos celulares 

TRAMPC1 tratados con ambas concentraciones de la mezcla de API + AR e irradiados con la 

dosis de radiación más alta (10 Gy)  fue del 112%. 

 

 

 Para la dosis de radiación más alta administrada en este estudio (10 Gy), y después de 

48 horas de incubación, los resultados obtenidos para los cultivos celulares TRAMPC1 tratados 

con las mezclas equimolares 15 μM y 25 μM de API + AR mostraron también un aumento igual 

en la supervivencia celular. La supervivencia celular aumentó en un 77% para ambas mezclas 

equimolares y a la dosis de radiación más alta administrada en este estudio (10 Gy). El análisis 

estadístico ha determinado un aumento estadísticamente significativo de la supervivencia 

celular del as muestras tratadas con API y AR en comparación con cultivos controles de células 

irradiadas y no tratadas, lo que expresa una capacidad radioprotectora de la mezcla utilizada 

frente al daño citotóxico 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 próstata murino TRAMPC1 tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR) y 

expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación. 
 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 4,5 51,5 ± 8,2 35,1 ± 7,4 35,3 ± 5,6 23,2 ± 5,2 
15 µM (API + ROS) 100,0 ± 8,4 100,0 ± 6,4 83,5 ± 8,1 85,5± 6,3 100,0 ± 7,3* 
25 µM  (API + ROS)  100,0 ± 6,1 100,0 ±7,4 100,0 ± 8,4 100,0 ± 9,80 100,0 ± 8,3* 

 

Figura D21. Curvas de supervivencia celular de los cultivos celulares tumorales de 
próstata murino TRAMPC1 tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR)  y expuestas 

a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación ((*): (p 
<0,001) versus control irradiado). 

 

Tras la irradiación con la dosis más alta (10 Gy) y después de un período de 

incubación de 48 horas, el FP obtenido en las células tratadas con las mezclas equimolares 15 

μM y 25 μM de API y AR fue 334%.  
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IV.6.  Resultados. 
 
RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA CELULAR EN LAS CÉLULAS DE MELANOMA 
METASTÁSICO DE RATÓN (B16F10). 
 

- Porcentaje de supervivencia celular en los cultivos B16F10 controles tras la 
exposición 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 disminución progresiva en el número de células viables determinándose una 

relación inversamente proporcional a la dosis de radiación y all período de incubación posterior 

a la irradiación (p <0,001), determinándose que la viabilidad celular disminuye al aumentar la 

dosis de radiación y al aumentar el período de incubación estudiado. La supervivencia celular 

tras 24 horas de incubación se redujo en un 33,1% con la dosis de radiación más alta utilizada  

(10 Gy) y del 41% tras 48 horas de incubación a la misma dosis de radiación (p <0,001); lo que 

expresa el daño citotóxico inducido por la radiación ionizante y la importancia del tiempo post-

irradiación 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 períodos de incubación post-irradiación estudiados. 
 

Tiempo/ Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
24 horas 100 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ±8,2 73,2 ± 6,8 66,9±5,7* 
48 horas 100 ± 2,5 74,7±  8,3 72 ± 6,8 66,0 ± 7,4 59,0±5,9* 
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Figura E1. Curvas de supervivencia celular de cultivos celulares controles 
de melanoma metastásico B16F10 ((#): (p <0,001) frente a las células 

control irradiadas). 
 
 

- SUSTANCIAS ENSAYADAS 
 

La figura E2 muestra el efecto de la administración de las diferentes sustancias y 

mezclas ensayadas sobre las células metastásicas de melanoma B16F10. Se utilizaron 

diferentes concentraciones de sustancias y mezclas (25 μM y 50 μM) 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. 
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Figura E2. Porcentaje de supervivencia celular de cultivos de células tras la 

administración de las diferentes sustancias estudiadas en células de melanoma 
B16F10, después de un período de incubación de 24 h (DMSO: dimetilsulfóxido, 

API: apigenina, CARN: ácido carnósico, AR: ácido rosmarínico). 
 

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. 

 

 
Figura E3. Porcentaje de supervivencia celular de cultivos de células control tras 

la administración de las diferentes sustancias estudiadas en células de 
melanoma B16F10 después de un período de incubación de 48 h (DMSO: 

dimetilsulfóxido, API: apigenina, CARN: ácido carnósico, AR: ácido rosmarínico). 
 
 
 

API+AR

API+AR
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- APIGENINA 
El tratamiento de las células B16F10 no irradiadas con 20 μl de una solución 25 

μM de apigenina durante un período de incubación de 24 horas no produjo disminución en la 

supervivencia celular en comparación con los cultivos control mostrando ausencia de 

capacidad citotóxica de la apigenina.  Los cultivos celulares B16F10 tratados con las dos 

concentraciones (25 μM y 50 μM) de apigenina y expuestos a rayos X han mostrado una mayor 

supervivencia celular que las células controles irradiadas. A la dosis de radiación más 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 

comparación con las células controles irradiadas, determinándose a ambas concentraciones 

estudiadas un aumento estadísticamente significativo de la supervivencia celular (p<0,001); lo 

que expresa una capacidad radioprotectora de la Apigenina frente al daño citotóxico 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 μM y 50 μM y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas tras 24 

horas de incubación. 
 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 G y 
Control  100,0 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ± 8,2 73,2 ± 6,8 66,9 ± 7,7 
Apigenina 25 µM  100,0 ± 7,4 100 ± 7,1 91,4 ± 6,5 88,9 ± 5,3 85,7 ± 5,2* 
Apigenina 50 µM  100,0 ± 7,1 100 ± 8,1 100,0 ± 5,7 100,0 ± 6,2 100,0 ± 6,9* 

 
 

 
Figura E4. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 

tratadas con apigenina 25 μM y 50 μM e irradiadas con diferentes dosis de 
rayos X, evaluadas tras 24 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control 

irradiado). 
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El Factor de Protección (FP) obtenido en los cultivos de células B16F10 a las 24 

horas de incubación tratados con apigenina 25 μM y expuestos a la dosis de radiación más alta 

de 10 Gy es 56,8%; y, del 100% cuando las células se trataron con la solución de apigenina 50 

μM e incubada durante el mismo período. 

 

Tras 48 horas de incubación en la administración de las dos concentraciones 

de apigenina (25 y 50 μM), los resultados mostraron también un aumento en la supervivencia 

celular en comparación con cultivos controles irradiados. Se obtuvo un aumento del 14% en la 

supervivencia celular para la mayor concentración de apigenina (50 μM) a la dosis de radiación 

más alta empleada (10 Gy); mientras que el aumento fue del 24% para la concentración más 

baja (25 μM). A ambas concentraciones de apigenina estudiadas, se ha determinado un 

aumento estadísticamente 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 daño citotóxico inducido por la 

radiación ionizante  (Tabla E3; Figura E5). 

 

 

Tabla E3. Porcentaje de supervivencia celular (%) de las células B16F10, tratadas con 
Apigenina 25 μM y 50 μM y expuestas a diferentes dosis de rayos X, evaluadas después 

de 48horas de incubación. 
 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 0 74,7 ± 8,3 72,0 ± 6,8 66,0 ± 7,4 59,0 ± 5,9 

Apigenina 25 µM  100,0 ± 9,1 100,0 ± 8,1 83,2 ± 7,8 74,6 ± 7,5 83,3 ± 7,9*
Apigenina 50 µM  100,0 ± 8,4 100,0 ± 8,7 90,7 ± 8,1 82,9 ± 7,5 73,5 ± 7,9*
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Figura E5. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 

tratadas con apigenina 25 μM y 50 μM e irradiadas con diferentes dosis de rayos 
X, evaluadas después de 48 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control 

irradiado). 
 

El Factor de Protección (FP) obtenido de cultivos celulares B16F10 tratados 

con apigenina 25 μM después de la exposición a la dosis de radiación más alta (10 Gy) fue del 

59% tras 48 horas de incubación y del 35% cuando se utilizo una concentración de apigenina 

50 μM.  

 

- DIMETILSULFÓXIDO (DMSO)   

La administración de DMSO al 0,1% y 0,2% a los cultivos de células B16F10 incubadas 

durante 24 horas produjo una disminución de la supervivencia celular del 19% y 156% 

respectivamente respecto a los controles no tratados. 

 

Tras 24 horas de incubación de células B16F10 con las dos concentraciones de 

DMSO estudiadas (0,1% y 0,2%) y la exposición a la mayor dosis de radiación (10 Gy), se 

observó una mayor supervivencia celular del 21,8% con respecto a células controles irradiadas 

con la menor concentración de DMSO estudiada (0,1%);  mientras que se obtuvo una 

supervivencia celular del 10% respecto a los cultivos de control irradiados para la 

concentración más alta de DMSO (0,2%). A ambas concentraciones de DMSO estudiadas, se 

puso de manifiesto un aumento estadísticamente significativo en la supervivencia de células de 

melanoma B16F10 en comparación con cultivos de células controles irradiados (p <0,01); lo 
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que expresa una capacidad radioprotectora del DMSO frente al daño citotóxico inducido por la 

radiación ionizante (Tabla 4; Figura E6). 

 

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 incubación. 
 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 

Control 100,0 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ± 8,2 73,2 ± 6,8 66,9 ± 7,7
DMSO 0,1% 100,0 ± 5 100,0 ± 8 94,7 ± 3 88,0 ± 3 88,7 ± 2* 
DMSO 0,2% 100,0 ± 7 100,0 ± 1 89,0 ± 2 87,6 ± 4 77,0 ± 4∆ 

 

 

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

 

El Factor de Protección (FP) obtenido de cultivos celulares B16F10 tratados con 

DMSO al 0,1% y expuestas a 10 Gy de radiación fue del 65,8% tras 24 horas de incubación, 

mientras que se estableció un FP del 30,5% para cultivos tratados con la mayor concentración 

de DMSO (0,2%), a la misma dosis de radiación y el mismo período de incubación. 

 

Después de 48 horas de incubación tras la irradiación con rayos X, se observó una 

mayor supervivencia celular del 6,1% con respecto a los controles irradiados cuando se 

administró la solución de DMSO al 0,1% a una dosis de radiación de 10 Gy, mientras que a la 
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concentración más 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 incubación, 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 estadísticamente 

significativas en comparación 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 daño inducido por la radiación ionizante en este período de 

incubación 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 incubación. 

 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 1,2 74,7 ± 8,3 72,0 ± 6,8 66,0 ± 7,4 59,0 ± 5,9 
DMSO 0,1%  100,0 ± 6,1 65,0 ± 7,5 71,9 ± 7,1 72,5 ± 6,4 65,1 ± 6,9 
DMSO 0,2%  100,0 ± 7,4 58,4 ± 7,0 61,9 ± 6,4 60,1 ± 8,0 52,0  ± 8,1 

 

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

 

El Factor de Protección (FP) obtenido para cultivos celulares B16F10 de 48 

horas tratados con DMSO al 0,1% y expuestos a la dosis más alta (10 Gy) fue del 14,8%; 
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mientras que se determina una ausencia de capacidad protectora cuando se utilizó 0,2% de 

DMSO. 

 

- ACIDO CARNÓSICO   

El tratamiento de cultivos de células B10F16 con  20 microlitros de soluciones 25 

μM y 50 μM de ácido carnósico durante 24 horas de incubación produjo una disminución de la 

supervivencia celular del 51,3% y 62,1% respectivamente con respecto a cultivos de control. 

Después de 48 horas de incubación a las mismas concentraciones de ácido carnósico (25 μM y 

50 μM), la supervivencia celular disminuyó adicionalmente en un 14,2% y 17,1%, 

respectivamente, en comparación con los cultivos de células controles no tratadas, mostrando 

un grado de toxicidad del ácido carnosito en estas células B10F16 (Figura E1;E2). 

 

Tras 24 horas de incubación de las células B16F10 irradiadas y tratadas con 

ambas concentraciones de ácido carnósico (25 y 50 μM), se observó que la supervivencia 

celular aumentaba un 15,5% para la concentración más baja (25 μM) y un 33,1% para la 

concentración más alta (50 μM) de ácido carnósico cuando se comparan con los cultivos 

celulares controles irradiados, para la dosis de radiación más alta (10 Gy) en este estudio. A 

ambas concentraciones de CARN utilizadas, se ha determinado un aumento estadísticamente 

significativo de la supervivencia de las células de melanoma B16F10 en comparación con los 

cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa una capacidad radioprotectora 

del CARN frente al daño citotóxico inducido por la radiación ionizante (Tabla E6; Figura E8). 

 

Tabla E6.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10 
tratados con CARN (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas 

después de 24 horas de incubación. 
 

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

Control  100,0 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ± 8,2 73,2 ± 6,8 66,9±7,7 
Ácido Carnósico 25 µM  100,0 ± 8,4 100,0 ± 8,1 100,0 ± 7,6 100,0 ± 7,9 82,3±9,2* 
Ácido Carnósico 50 µM  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 µM y 50 µM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas 
después de 24 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control irradiado). 

 
 

El Factor de Protección (FP) obtenido para cultivos celulares B16F10 tratados con 

ácido carnósico 25 μM y expuestos a la dosis más alta (10 Gy) fue del 46,5% tras 24 horas de 

incubación y del 100% cuando se utilizó solución de CARN 50 μM. 

 

Después de 48 horas de incubación tras la irradiación, el tratamiento de las células 

B16F10 la supervivencia celular disminuyó en un 19% y 2% para las concentraciones 25 μM y 

de 50 μM respectivamente, en comparación con las células controles irradiadas. En ambas 

concentraciones de CARN no se han determinado diferencias estadísticamente significativas 

con las obtenidas en los cultivos de células controles irradiados (Tabla E7; Figura E9). Por el 

contrario, la administración de CARN mostró un efecto de radiosensibilización, incrementando 

el daño citológico inducido por la radiación ionizante  (Figura E9). 

 

Tabla E7.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10 
tratados con CARN (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas 

después de 48 horas de incubación. 
 

Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10Gy 
Control 100,0 ± 0 74,7 ± 8,3 72,0 ± 6,8 66,0 ± 7,4 59,0 ± 5,9 
Ácido Carnósico 25 µM 100,0 ± 6,9 100,0 ± 7,9 77,7 ± 7,1 62,3 ± 6,2 39,8 ± 6∆ 
Ácido Carnósico 50 µM 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 µM y 50 µM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X, 
evaluadas después de 48 horas de incubación ((O): (p <0,001) versus control 

irradiado). 
 
 

El Factor de Protección (FP) obtenido de los cultivos celulares B16F10 tras 48 

horas de incubación tratados con las dos concentraciones de ácido carnósico probadas (25 μM 

y 50 μM) y expuestos a la dosis de radiación más alta (10 Gy) fue cero, no determinándose 

capacidad de protección. 

 

- ACIDO ROSMARINICO (AR) 

La administración de las dos concentraciones ácido rosmarínico (25 μM y 50 μM) e 

incubadas durante 24 horas produjo una disminución significativa en la supervivencia celular en 

comparación con los cultivos controles no tratadas. La supervivencia celular disminuyó un 

67,1% a la concentración más baja (25 μM) y un 76% cuando se administró la mayor 

concentración (50 μM) de AR (Figura E1). Después de 48 horas de incubación, y a las mismas 

concentraciones de AR usadas (25 μM y 50 μM), hubo una mejoría en la supervivencia celular 

(ligeramente más alta que a las 24 horas) de 55,6% y 55% para las soluciones 50 μM y 25 μM, 

respectivamente, en relación con los cultivos control (Figura E2). 
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Los cultivos celulares B16F10 tratados con ambas concentraciones de ácido 

rosmarínico (25 μM y 50 μM) e irradiados con 10 Gy tras 24 horas de incubación muestran una 

disminución de la supervivencia celular en un 18% con la concentración 25 μM; mientras que 

con la concentración de 50 μM se observa un ligero aumento del 6,6% en comparación con los 

controles irradiados. En estos cultivos no se han determinado diferencias estadísticamente 

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 

daño citotóxico inducido por la radiación ionizante. Pero además, los resultados obtenidos con 

la solución AR 25 μM en B16F10 mostraron un efecto radiosensibilizador aumentando el daño 

provocado por los rayos X (Tabla E8; Figura E10). 

 

Tabla E8.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10 
tratados con AR (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X, evaluadas 

después de 24 horas de incubación. 
 

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control 100,0 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ± 8,2 73,2 ± 6,8 66,9±7,7 
Á. Rosmarínico 25 µM 100,0 ± 6,1 61,0 ± 6,3 46,5 ± 5,5 48,9 ± 7,1 48,9±6,8* 
Á. Rosmarínico 50 µM 100,0 ± 9,2 70,0 ± 7,1 73,0 ± 4,7 73,0 ± 9,2 73,5±6,9 

  
 

 
Figura E10. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 

tratadas con AR (25 µM y 50 µM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X, 
evaluadas después de 24 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control 

irradiado). 
 

AR-24h 
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El Factor de Protección (FP) obtenido en las muestras B16F10 tratadas con 

ácido rosmarínico 25 μM e irradiados a la dosis más alta (10 Gy) fue del 0% tras 24 horas de 

incubación; el AR a la concentración 25 μM no muestra capacidad radioprotectora; sin embargo, 

cuando las células se trataron con 50 μM de ácido rosmarínico, 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 μM) de ácido 

rosmarínico con 48 horas de incubación celular tras la exposición a los rayos X se ha 

determinado una menor supervivencia celular en comparación con los cultivos de control 

irradiados. A la concentración de 50 μM  se registró una disminución del 25% de supervivencia 

celular en comparación con los cultivos de control irradiados; determinándose diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,001); lo que expresa la ausencia de capacidad protectora 

alguna del ácido rosmarínico frente al daño inducido por los rayos X.  Además, los resultados 

obtenidos muestran una disminución estadísticamente 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 radiosensibilización a la concentración de 50 μM de AR en células de 

melanoma metastasico B16F10 aumentando el daño citotóxico inducido por la radiación 

ionizante. 

 

Tabla E9.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10 
tratados con AR (25 µM y 50 µM) y expuestos a diferentes dosis de rayos X evaluadas 

después de 48 horas de incubación. 
 

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control 100,0 ± 0 74,7 ± 8,3 72,0 ± 6,8 66,0 ± 7,4 59,0 ±5,9 
Á. Rosmarínico 25 µM 100,0 ± 8,5 81,0 ± 9,4 63,0 ± 7,8 56,8 ± 7,3 58,2 ±6,9 
Á. Rosmarínico 50 µM 100,0 ± 10,3 58,3 ± 9,5 63,2 ± 8,4 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 µM y 50 µM) y expuestas a diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 

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

Los cultivos celulares incubados durante 48 horas tratados con ácido rosmarínico 

25 μM e irradiados con la dosis de radiación más alta de 10 Gy produjeron un Factor de 

Protección (FP) del  0,48% y cero (0%) cuando se trataron con AR 50 μM 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 ÁCIDO CARNÓSICO (API + CARN) 

 
Las mezclas de apigenina y ácido carnósico (API + CARN) a concentraciones de 

15 μM (15 μM API + 15 μM CARN) y 25 μM (25 μM API + 25 μM CARN) se administraron a 

cultivos celulares y se evaluó su efecto radioprotector. Tras 24h de incubación de las células 

B16F10 tratadas simultáneamente tanto con apigenina como con ácido carnósico a las dos 

concentraciones indicadas anteriormente no mostraron ninguna disminución en supervivencia 

celular con la mezcla 15 μM, mientras que se observo una disminución en supervivencia celular 

del 23% en el cultivo de células B16F10 tratadas con la mezcla 25 μM.  De forma similar, tras 

48 horas de tratamiento a las mismas concentraciones de la mezcla (15 μM y 25 μM) no se 

observo disminución de la supervivencia celular a la concentración de la mezcla más baja (15 

μM) (Fig. E30)  pero mostró una disminución de la supervivencia celular del 21,9% con la 

AR-48h 
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concentración de la mezcla 25 μM en comparación con los cultivos de controles no irradiados 

(Figura E1 y E2). 

 

  En los cultivos irradiados, tras 24 horas de incubación de las células B16F10 con el 

tratamiento conjunto de apigenina y ácido carnósico a las dos concentraciones (15 μM y 25 μM) 

y la irradiación a la dosis más alta utilizada en este estudio (10 Gy), se observo una 

disminución en la supervivencia celular en comparación con cultivos celulares control irradiados. 

Se observó una disminución del 46,9% para la combinación 15 μM mientras que la 

combinación 25 μM produjo solo un 3% de disminución de la supervivencia celular. No se 

determinó ningún 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 μM (API + CARN) sobre células de melanoma B16F10 ya que se han determinado 

diferencias estadísticamente significativas determinándose una disminución 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 daño citotóxico 

inducido por la radiación ionizante (Tabla E10; Figura E12) que en cierta forma es  similar al 

efecto mostrado por la administración de CARN 15 μM administrado de forma aislada. 

 

Tabla E10.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10 
tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN) y expuestos a diferentes dosis de 

rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación. 
 
 

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control 100,0 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ± 8,2 73,2 ± 6,8 66,9 ± 7,7 
15 µM (API + CARN) 100,0 ± 6,9 79,0 ± 9,2 45,2 ± 7,8 34,3 ± 8,4 20,0 ± 9,1*
25 µM (API + CARN) 100,0 ± 8,1 92,8 ± 7,9 90,9 ± 5,3 77,0 ± 6,2 63,9 ± 7,5 
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Figura E12. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células epiteliales 
B16F10 tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN)  y expuestas a 

diferentes dosis de rayos X evaluadas después de 24 horas de incubación ((#): (p 
<0,001) versus control irradiado). 

 
Los cultivos celulares B16F10 tratados simultáneamente con 15 μM y 25 μM de 

ácido carnósico y apigenina e irradiados con una dosis de radiación de 10 Gy tras  24 horas de 

incubación produjeron un Factor de Protección (FP) del 0%, es decir, ausencia de capacidad 

radioprotectora alguna para ambas combinaciones. 

 

Los cultivos celulares B16F10 tras 48 horas de incubación, tratados 

simultáneamente con ambas combinaciones de apigenina y ácido carnósico (15 μM y 25 μM) y 

e irradiados con la dosis de radiación más alta (10 Gy), mostraron una disminución de la 

supervivencia celular respecto a las células controles irradiadas. La supervivencia celular de los 

cultivos tratados con la combinación 15 μM disminuyó en un 8,3%; mientras que los tratados 

con la combinación 25 μM produjeron una disminución 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 reducción estadísticamente 

significativa de la supervivencia celular en las células tratadas con esta mezcla ren 

comparación con los cultivos celulares controles irradiados (p <0,001); lo que expresa un efecto 

radiosensibilizante de la mezcla que incrementa el daño citológico inducido por la radiación 

ionizante de la mezcla de 25 μM (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 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN) y expuestos a diferentes dosis de 

rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación. 
 

Dosis Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control  100,0 ± 0 74,7 ± 8,3 72,0 ± 6,8 66,0 ± 7,4 59,0 ± 5,9 
15 µM (API + CARN) 100,0 ± 7,9 98,5 ± 8,1 81,3 ± 9,2 64,9 ± 7,5 50,7 ± 8,3 
25 µM (API + CARN) 100,0 ± 7,7 91,8 ± 6,9 61,9 ± 5,3 24,0 ± 7,4 13,12 ± 12*

 
  
 

 
Figura E13. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 
tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + CARN)  y expuestas a diferentes 
dosis de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación ((#): (p <0,001) 

versus control irradiado). 
 

 

El factor de protección (FP) de los cultivos de células B16F10 a las 48 horas de 

incubación tratados simultáneamente con ambas combinaciones de apigenina y ácido 

carnósico (15 μM y 25 μM) e irradiadas con la dosis de radiación más 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 μM o 25 μM). 
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- MEZCLAS DE  APIGENINA  Y  ACIDO ROSMARINICO (API + AR) 
 

Se administraron mezclas de apigenina y ácido rosmarínico a concentraciones de 

15 μM (15 μM API + 15 μM AR) y 25 μM (25 μM API + 25 μM AR) a los cultivos celulares y se 

evaluó su efecto radioprotector. Tras 24h de incubación de las células B16F10 tratadas 

simultáneamente a ambas concentraciones de la mezcla y no irradiadas se observó una 

disminución supervivencia celular. Las células tratadas con la mezcla 15 μM mostraron una 

reducción de la supervivencia celular del 21,3%, mientras que las células expuestas a la 

mezcla de 25 μM mostraron un 36% de reducción de la supervivencia celular en comparación 

con los cultivos controles (Figura E1). Después de 48 horas de incubación, los cultivos 

celulares B16F10 tratados con las mismas concentraciones de la mezcla de apigenina y ácido 

rosmarínico que antes (15 μM y 25 μM) no produjeron ningún cambio significativo en la 

supervivencia celular a la concentración más baja (15 μM), sin embargo, se observó una 

disminución del 36% en el porcentaje de proliferación celular cuando las células se expusieron 

a la mezcla de 25 μM en comparación con cultivos control de las mismas células (Figura E2). 

 

En los cultivos celulares irradiados, tras 24 horas de incubación de las células 

B16F10 con el tratamiento conjunto a ambas concentraciones de apigenina y ácido rosmarínico 

(15 μM y 25 μM) e irradiadas con 10 Gy mostraron una mayor supervivencia celular respecto a 

los controles irradiados en la combinación 15 μM. La supervivencia celular observada para los 

cultivos en la mezcla 15 μM aumentó en un 9,1%; por otro lado, una reducción del 0,4% en la 

supervivencia celular se observo con la combinación de 25 μM (Tabla E12; Figura E14). No se 

determinaron diferencias estadísticamente 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 daño inducido por la radiación ionizante. 

 
Tabla E12.  Porcentaje de supervivencia celular (%) de los cultivos celulares B16F10 

tratados con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR) y expuestos a diferentes dosis de rayos 
X, evaluadas después de 24 horas de incubación. 

 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control 100,0 ± 9,5 86,7 ± 7,4 80,6 ± 8,2 73,2 ± 6,8 66,9 ± 7,7 
15 µM (API + AR) 100,0 ± 8,1 79,0 ± 8,7 74,5 ± 11,1 68,5 ± 9,2 76,0 ± 8,9 
25 µM (API + AR) 100,0 ± 8,5 86,2 ± 7,9 67,5 ± 7,6 81,0 ± 8,1 66,5 ± 9,5 
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Figura E14. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 

tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR)  y expuestas a diferentes dosis de 
rayos X, evaluadas después de 24 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus control 

irradiado). 
 

 
Se obtuvo un Factor de Protección (FP) del 27,5% con cultivos de células 

B16F10 tratados con la combinación de apigenina y ácido rosmarínico al 15 μM e irradiados 

con la dosis de radiación más alta (10 Gy) tras 24 horas de incubación; mientras que se 

registró un FP del 0% para las células tratadas con la combinación 25 μM, por lo que, no se 

observó capacidad radioprotectora a esta concentración, 

 

En los cultivos de células B16F10 tras 48 h de incubación, se observo una disminución 

de la supervivencia celular en comparación con los cultivos celulares de control irradiados a 

ambas concentraciones de apigenina y ácido rosmarínico estudiadas (15 μM y 25 μM) e 

irradiadas con 10 Gy. La supervivencia celular  disminuyo en un 22,6% cuando las células se 

trataron con la mezcla 15 μM y del 13,1% en la mezcla 25 μM. El análisis estadístico ha 

determinado diferencias estadísticamente significativas de los cultivos tratados con la mezcla e 

irradiados en comparación con los cultivos controles irradiados (p<0,001); lo que expresa no 

sólo la ausencia de cualquier efecto radioprotector de la muestra; sino que pone de manifiesto 

un efecto radiosensibilizador en donde la administración de la mezcla API+AR aumenta el daño 

citotóxico inducido por la radiación 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 µM y 25 µM de mezcla (API + AR) y expuestos a diferentes dosis 
de rayos X evaluadas después de 48 horas de incubación. 

 
Dosis de Radiación 0 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy 
Control 100,0 ± 0 74,7 ± 8,3 72,0  ± 6,8 66 ± 7,4 59,0 ± 5,9 
15 µM (API + AR) 100,0 ± 9,1 60,0 ± 8,3 46,3 ± 7,5 36,6 ± 7,6 36,4 ± 8,2* 
25 µM (API + AR) 100,0 ± 7,5 72,4 ± 8,2 46,2 ± 8,1 40,1 ± 6,9 45,9 ± 8,3* 

 

 

Figura E15. Curvas de supervivencia celular de los cultivos de células B16F10 
tratadas con 15 µM y 25 µM de mezcla (API + AR)  y expuestas a diferentes dosis 
de rayos X, evaluadas después de 48 horas de incubación ((#): (p <0,001) versus 

control irradiado). 
 

Se observó un Factor de Protección (FP) del 0% en los cultivos celulares B16F10 

tras 48 horas tratados con ambas concentraciones de apigenina y ácido rosmarínico (15 μM y 

25 μM) y expuestos a la dosis de radiación más 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) 

 

 

Los resultados obtenidos en la realización de la curva estándar de la concentración 

total de glutatión intracelular se muestran en la Figura G1. La determinación realizada por 

triplicado muestra una buena linealidad hasta la concentración de 8 µM para mostrar cierto grado 

de saturación 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 determinación de Glutatión propuesta. 
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Figura G1. Determinación de Glutatión intracelular: 
curva estándar de glutatión intracelular 

 

La determinación del Glutatión total (GSH total) obtenidas en ambos tipos celulares 

estudiados (PNT2 y B16F10) muestra una mayor concentración de GSH total en las células 

tumorales de melanoma murino (B16F10) que en las células epiteliales normales de próstata 

humana (PNT2), ya que llega a doblar su concentración y alcanza diferencias estadísticamente 

significativas (p<0,001), situación que se mantiene en los dos períodos estudiados (1 hora y 3 

horas) (Figuras G2). 

 

Figura G2. Determinación de Glutatión intracelular total en las células PNT2 
y B16F10 a diferentes períodos (*: (p<0,001) frente a la concentración en células 

PNT2) 
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 La irradiación de las células con 20 Gy de rayos X produce un aumento del 

contenido total de glutatión y una disminución 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 

podría ser interpretado como un mecanismo de defensa celular frente al daño citotóxico inducido 

por la radiación ionizante. En principio podría interpretarse que la irradiación con rayos X estimula 

las actividades de la GR y de la GPX y que en estas células el desvío de GSH a eliminar quinonas 

y producir pseudofeomelaninas no es posible, por lo que no habría posibilidad de drenar o desviar 

concentraciones de glutatión hacia estos pigmentos. Sin embrago en las línea celular B16F10, 

mientras que para el tiempo 1h también ocurre el mismo efecto que en las células no tumorales 

aumentando el contenido total de glutatión pero al mayor tiempo estudiado (3h) observamos el 

efecto contrario con un ligero descenso del glutatión total, sin ser estadísticamente significativos 

(Figura G3 y G4). 
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Figura G4. Determinación de Glutatión intracelular total en las células 
PNT2 y B16F10 irradiadas con 20 Gy de rayos X. 
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Figura G3. Determinación de Glutatión 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 podría esperar, los niveles de GSH total en las células no 

disminuyen por efectote la exposición a rayos X, al menos en los tiempos post-irradiación 

estudiados. 

 

La irradiación produce cambios significativos en las células B16F10 como puede 

establecerse también de los resultados obtenidos con las células PNT2. Estos resultados están en 

concordancia con la conocida mayor radiorresistencia de las células de melanoma a la radiación 

ionizante. 
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Figura G5. Determinación de Glutatión oxidado GSSG intracelular 

total en las células PNT2 y B16F10 controles e irradiadas con 20 Gy de 
rayos X. 

 

 

La concentración de GSSG determinada para el grupo control irradiado es 

ligeramente inferior que la observada en el grupo control no irradiado en ambas líneas 

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 significación 

estadística (Figura G5). 
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Figura G6. Determinación 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 

exposición a 20 Gy de rayos X; manteniendo la misma tendencia disminuyendo a las 3h e 

incrementándose 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 exposición que se mantiene hasta las 3h 

y que disminuye significativamente hasta las 24h (p<0,001) (Figura G6).  
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Figura G7. Determinación de los ratios GSH/GSSG en las células PNT2 
controles y tratadas con ácido rosmarínico (AR) e irradiadas con 20 Gy 

de rayos X. 
 

La administración de ácido rosmarínico en las células PNT2 no presenta ningún 

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 

implicaría un intento de disminuir el efecto lesivo inducido por la radiación ionizante (Figura 

G7). 

 

Por el contrario, en las células B16F10, la administración de ácido rosmarínico 

(AR) provoca la disminución estadísticamente significativa del ratio GSH/GSSG (p<0,01), lo 

que podría expresar que produce un nivel significativamente menor de glutatíon libre 

intracelular para disminuir el daño inducido por la radiación ionizante. En este mismo sentido, la 

administración del AR en las células de melanoma irradiadas con 20 Gy no consigue aumentar 

el ratio GSH/GSSG (p<0,01) que podría implicar una escasa disponibilidad del glutatión 

intracelular para eliminar los radiacales librres intrac elulares producidos por la radiación 

ionizante (Figura G8). 
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 Figura G8. Determinación de los ratios GSH/GSSG en las células 
B16F10 controles y tratadas con ácido rosmarínico (AR) e irradiadas 

con 20 Gy de rayos X. 
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V. DISCUSIÓN. 

 

La radiación ionizante tiene muy importantes aplicaciones en medicina, especialmente 

en el diagnóstico por la imagen, la medicina nuclear y la radioterapia; sin embargo, los efectos 

biológicos lesivos inducidos por la exposición del tejido corporal normal a la radiación ionizante 

suponen una de sus limitaciones más importantes. Por ello, siempre se exige un equilibrio 

riesgo-beneficio para el paciente cuando se aplica radiación ionizante en entornos o 

aplicaciones médicos. Este desafío radiobiológico ha estimulado el interés en el desarrollo de 

agentes químicos que podrían utilizarse como agentes radioprotectores para los tejidos 

normales contra el efecto tóxico radioinducido (radioprotector) o mejorar el daño por radiación a 

los tumores (radiosensibilizadores) mientras se preservan los tejidos normales durante la 

radioterapia. Además, el creciente uso industrial de la energía nuclear, el riesgo de accidentes / 

eventos nucleares y ataques nucleares realizados potencialmente por terroristas, y el aumento 

de profesionales expuestos a la radiación han aumentado el interés en este aspecto de la 

radiobiología (WEISS, 1997; PRASAD et al., 2004; ALCARAZ et al., 2011). Numerosos 

estudios han intentado proporcionar guías sobre cómo reducir el daño inducido por la radiación 

ionizante en los pacientes que reciben radioterapia, trabajadores expuestos profesionalmente y 

víctimas de accidentes por radiación (ALCARAZ et al., 2010, 2011). Además, hay muchos 

artículos en la literatura científica que intentan demostrar las capacidades protectoras de 

diferentes sustancias contra el daño inducido por la exposición a la radiación ionizante 

(KONOPACKA y REZESZOWSKA-WOLNY, 2001; GREENROD Y FENECH, 2003, LEE et al., 

2004). 

 

La absorción de radiación ionizante por parte del organismo depende del tipo y de la 

calidad de la radiación, pero también de la sensibilidad del tejido irradiado. La radiación es de 
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naturaleza aleatoria y la energía depositada por la longitud de la trayectoria en el tejido 

biológico crea una multitud de ionizaciones y excitaciones en las que las moléculas de agua 

que siempre están involucradas. Estas ionizaciones causan al menos dos tipos de alteraciones 

moleculares: por efectos directos impredecibles o estocásticos o no deterministas; y otros, por 

efectos indirectos, no estocásticos 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 energía a partículas cargadas dando lugar a diferente especies 

moleculares que conducen a la formación de especies reactivas del oxígeno (ROS) generadas 

a partir de la hidrólisis del agua (ALCARAZ et al., 2009a). 

 

Cuando las radiaciones ionizantes (RI) interactúan con los tejidos biológicos, se 

generan grandes cantidades de radicales libres del oxígeno también conocidos como especies 

de oxígeno reactivo (ROS) in vivo por la escisión homolítica del agua corporal (radiólisis). Estas 

especies reactivas de oxígeno incluyen los radicales hidroxilo •OH, aniones superóxido, O2• -, 

HO2• o RO2• y electrones hidratados e(aq). El peróxido de hidrógeno endógeno también se 

forma por la reducción del anión superóxido a través de dos mecanismos: los modelos Haber-

Weiss y Fenton. El radical hidroxilo es el más citotóxico de todos estos radicales mencionados, 

con una vida media estimada de 10-9 s la alta reactividad de estos radicales implica una 

reacción casi inmediata en su lugar de generación (SCHWARTZ y TERNS, 1992; MUNNÉ-

BOSCH et al., 1999; MASUDA et al., 2001). Por lo tanto, en el caso de una generación masiva 

de radicales hidroxilo como sucede durante la irradiación con rayos X, el efecto citotóxico se 

potencia mediante la interacción de estos radicales con estructuras celulares ricas en ácidos 

grasos poliinsaturados, como los fosfolípidos de la membrana celular, donde la exposición a la 

radiación puede inducir reacciones en cadena de peroxidación lipídica que desencadenan 

reacciones dentro y fuera de la propia membrana (LAMAISON et al., 1991; MUNNÉ-BOSCH et 

al., 1999; SÁNCHEZ-CAMPILLO et al., 2009; ALCARAZ et al., 2009a; KIANG et al., 2012). 

 

En estas situaciones, las elevadas cantidades de ROS en cualquier sistema biológico 

conducen a un estrés oxidativo y bajo tales condiciones de estrés oxidativo, los sistemas 

antioxidantes endógenos están abrumados o son defectuosos y pueden verse saturados. Es en 

este momento cuando pueden usarse agentes exógenos con fuerte capacidad de eliminación 

de radicales como complementos para disminuir el daño biológico inducido por los ROS. Las 

capacidades de captación de estos agentes exógenos propuestos dependen de su alta afinidad 

específica por unirse  a los diferentes radicales libres generados por la radiación ionizante y al 

alto grado de estabilidad de los radicales intermedios formados, lo que requiere que la 

disponibilidad biológica, la solubilidad y la farmacocinética de estos antioxidantes puedan 

relacionarse a través de su estructura molecular, propiedades físicas y biodisponibilidad 

(ALCARAZ et al. al., 2010; ZAFIROV y col., 1990; GÁBOR, 1986; TERENCIO et al., 1991). 

 

La capacidad de las diferentes sustancias antioxidantes para prevenir el daño 

genotóxico y citotóxico inducido por la RI se mide en términos de su capacidad para eliminar el 
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exceso de ROS generado por la radiólisis del agua (ALCARAZ et al., 2009). Anteriormente 

hemos utilizamos el ensayo de MN para evaluar las capacidades genoprotectoras de 

numerosos compuestos y sustancias. Además, también hemos puesto de manifiesto que 

algunos flavonoides puros (por ejemplo, diosmina y apigenina) y algunos extractos polifenólicos 

de origen vegetal expresan capacidades radioprotectoras más 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-GARCÍA et 

al., 2002; 2005) como con radiación gamma in vitro (BENAVENTE-GARCÍA et al., 2005). 

También hemos puesto de manifiesto cómo estas capacidades protectoras dependen del grado 

de polimerización 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 polifenólicos procedentes de diferentes plantas como la 

hoja de olivo (Olea europaea) y cítricos (citroflavonoides) (CASTILLO et al., 2000; 2002; 2010; 

BENAVENTE et al., 2002; BENAVENTE-GARCÍA 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 evalúan diferentes sustancias para determinar la capacidad de 

genoprotección frente al daño cromosómico y genotóxico inducido por las RI, en primer lugar. 

Posteriormente, hemos evaluado la capacidad radioprotectora o anticitotóxica de dichas 

sustancias y así, establecer las diferencias más significativas que muestran en su capacidad de 

protección frente a las RI; siempre en comparación 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 micronúcleos in vitro e in vivo 

como herramientas para la evaluación de la genotoxicidad así como de la capacidad de 

protección de las sustancias frente al daño cromosómico 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 evaluación la capacidad citotóxica de la 

RI así como de la capacidad radioprotectora celular o anticitotóxica de las sustancias 

ensayadas. El ensayo de mutagenicidad in vivo de micronúcleos de médula ósea de ratón 

(TAKECHI et al., 1985) y el ensayo de micronúcleos 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 micronúcleos como expresión del daño genotóxico 

y cromosómico inducidos por la RI.. Estos ensayos son las herramientas analíticas más 

comunes empleadas para evaluar la capacidad mutagénica de un agente genotóxico químico o 

físico. 
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El ensayo de micronúcleos 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 detedrminación de las dosis de radiación 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 micronúcleos 

en médula ósea de ratón in vivo, también utilizado en este estudio es uno de los ensayos más 

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 aparición de MN producido cuando los 

modelos experimentales se exponen a los diferentes agentes genotóxicos, como la radiación 

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 genotóxicas por radiación ionizante en pacientes 

irradiados durante pruebas diagnósticas de medicina nuclear; pero también, para identificar los 

efectos genotóxicos inducidos por dosis más altas como las utilizadas en tratamientos de 

ablación con yodo radiactivo en el cáncer de tiroides o en exámenes complejos de 

radiodiagnóstico utilizando rayos X. 

 

Recientemente, numerosos investigadores han recomendado la evaluación de la 

frecuencia de micronúcleos mediante el método de micronúcleos bloqueados con citochalasina 

B en linfocitos humanos como una herramienta precisa como dosímetro biológico en la 

exposición a la radiación 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 división mitótica (FENECH, 1993a, 

1993b), así como de las decripciones de numerosos autores que establecieron relaciones 

dosis-efecto entre la exposición de las células en cultivos celulares y diferentes dosis de 

radiación ionizante administradas (ALMASSY et al., 1987; BAN et al., 1993). 

 

En este estudio, la frecuencia de micronúcleos espontánea o basal determinada en 

linfocitos de sangre total periférica no irradiados es de 0,02 MN / CB. Esta tasa espontánea es 

acorde con la observada por otros numerosos autores (BALASEM y ALI, 1991; KIM et al., 

1993);  pero algo más alta que las descritas por otros (KREPINSKY y HEDDLE, 1983; 

AGHAMOHAMMADI et al., 1984; FENECH y MORLEY, 1985a, 1985b). La mayoría de los 

estudios revisados en la lieteratura científica recomiendan que los micronúcleos se recuenten 

al menos en 500 células bloqueadas por citocinesis con el fin de minimizar las pequeñas 

diferencias existentes (GATENBERG et al., 1991). En este estudio, la frecuencia espontánea 

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 

genotóxica (ácido zoledrónico), previamente identificada por nuestro equipo trabajo como 

genotóxica, se han incorporaron en el ensayo como controles positivos junto con un agente 

mutagénico (rayos X). En general, esta incorporación se ha realizado para complementar la 

validación de la calidad técnica del ensayo bajo las condiciones experimentales en el 

laboratorio y sirve como una herramienta esencial de garantía 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 espontáneas de MN o basales determinadas para 

eritrocitos policromatófilos 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, considerándose esta frecuencia , a menudo, como el parámetro básico 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 está, por lo tanto, dentro de los límites 

establecidos de esta técnica. 

 

La revisión de la literatura científica de los ensayos de MN in vivo muestra 

relaciones de dependencia entre la dosis de radiación y el tiempo post-irradiación y la 

frecuencia de aparición de MN en los PCEs. Se pueden encontrar estudios previos en células 

de médula ósea de ratón irradiados con diferentes dosis de radiación gamma (UMA DEVI y 

SARMA, 1990, JAGETIA, 1990 y ABRAHAM et al., 1993), otros en eritrocitos policromatófilos 

de cerdo (LUDEWIG et al., 1991) y médula ósea de ratón irradiados con rayos X (LENARCZYK 

y SLOWIKOWSKA 1995; MAZUR, 1995b). 

 

Generalmente, las dosis de radiación utilizadas en la experimentación 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 mayoría de los estudios revisados, se aprecian aumentos estadísticamente 

significativos de la frecuencia de aparición de micronúcleos inducidos por la exposición tanto a 

rayos X (MAZUR, 2000; 1995a, 1995b) como a radiación γ (BROWN et al., 1982, ABRAHAM et 

al., 1993; SARMA y KESAVAN, 1993; SINGH et al., 1995; BISHT y UMA DEVI, 1995; SHIMOI 

et al., 1996). 

 

Nuestro estudio muestra la siguiente capacidad genoprotectora de las diversas 

sustancias analizadas y pone de manifiesto diferencias estadísticamente significativas entre los 



V. Discusión 
___________________________________________________________________________________________________ 

 232

períodos de pre y postratamiento de las sustancias respecto a la exposición a la radiación 

ionizante. Así de mayor a menor capacidad genoprotectora se oberva: 

- Antes de la irradiación X: 

Ácido rosmarínico (AR) > Procianidina (P90) > Ácido carnósico (CAR) = Apigenina 

(API) = Vit. E (E) > Carnosol (COL) = Extracto soluble de cítricos (CE) > Vit (C) = Aminofistina 

(AMIF) > Extracto de té verde (TE) = Rutina (RUT) = sulfóxido de dimetilo ( DMSO) (p <0.001) 

 

- Después de la irradiación X: 

Carnosol (COL) > Ácido carnósico (CAR) > Procianidina (P90) > Apigenina (API) = Vit. 

E (E) > Extracto de Cítricos Soluble (CE) > Vit C (C) > Extracto de Té Verde (TE) = Rutina 

(RUT) = Ácido Rosmarínico (AR) = Dimetilsulfóxido (DMSO) (p <0.001) 

 

Hemos determinado  diferencias estadísticamente  significativas entre los dos períodos 

de aplicación del tratamiento, antes o después de la irradiación con rayos X. Las sustancias de 

carácter lipófilo o liposoluble presentan un aumento de la actividad genoprotectora cuando se 

administran tras la exposición a radiación ionizante y probablemente indican que esta 

capacidad lipófila 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 

policromatófilos in vivo (MNPCE) de médula ósea de ratón como una herramienta 

complementaria, para confirmar los resultados obtenidos in vitro mediante el ensayo de 

linfocitos humanos irradiados. La técnica in vivo permite la evaluación de las capacidades 

genoprotectoras de las sustancias ensayadas teniendo en cuenta las respuestas biológicas en 

los organismos vivos y sus problemas de biodisponibilidad. La prueba de micronúcleos in vivo 

se diseñó fundamentalmente para evaluar la capacidad de sustancias químicas para producir 

aberraciones y rupturas cromosómicas. Estas sustancias normalmente se administran 

subcutáneamente a pequeños mamíferos y sus efectos se determinan a partir de frotis de  la 

médula ósea de dichos animales. Se ha utilizado para determinar los efectos genotóxicos de 

agentes físicos como RI (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 policromátófilos de médula ósea (PCE) de ratón desarrollado originalmente por 

Schmid (1975), es actualmente la prueba de genotoxicidad a corto plazo in vivo más 

frecuentemente utilizada, de forma aguda o subaguda. Los eritrocitos policromátófilos 

micronucleados (MNPCE) en médula ósea constituyen un método simple y rápido para la 

detección del daño cromosómico inducido por agentes tanto químicos como físicos (HEDDLE y 

SALAMONE, 1981; ALMASSY et al., 1987; MAVOURNIN et al., 1990; MAZUR , 1995a); y los 

resultados obtenidos son probablemente los más significativos para evaluar los riesgos 

potenciales de las sustancias ensayadas en el hombre (ASHBY et al., 1997). Un aumento en la 

frecuencia de aparición de micronúcleos en los PCE es una indicación de aneuploidía o 

inducción clastogénica. Por esta razón, estos ensayos de micronúcleos se han usado 
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ampliamente in vivo e in vitro para detectar las roturas cromosómicas y el retraso en la divisón 

de los cromosomas durante la mitosis (MORITA et al., 2012; KIERSCH-VOLDERS et al., 1997). 

 

Por esta razón, los resultados obtenidos respecto a la magnitud de la genoprotección 

ofrecida por los diferentes tratamientos ensayados con exposición previa y/o posterior a rayos 

X sugieren la probable existencia de diferentes mecanismos radioprotectores. En los 

tratamientos de irradiación pre-tratamiento, los efectos radioprotectores (actividad anti-

mutagénica) de los compuestos fenólicos se basan teóricamente, como se mencionó 

anteriormente, en su capacidad de eliminación de los ROS generados durante la exposición a 

la radiación, especialmente del radical hidroxilo (•OH), cuya generación es masiva durante la 

irradiación. A partir de las consideraciones estructurales anteriores, la actividad antimutagénica 

de los compuestos ensayados administrados como tratamientos previos a la irradiación son 

coherentes con sus propiedades antioxidantes y afinidades específicas con los radicales libres 

citolíticos. 

 

Cuando las sustancias analizadas se añadieron después de la exposición a la radiación 

ionizante, los únicos ROS que probablemente están presentes en las células, de acuerdo con 

la vida media del anión superóxido y de los radicales hidroxilo, son los radicales lipoperoxi (R-

OO•), que son principalmente los responsables del daño oxidativo cromosómico continuado. 

Además, la radiación ionizante potencia la secreción de enzimas lisosomales y la liberación de 

ácido araquidónico desde las membranas a través de actividades de lipooxigenasa, 

ciclooxigenasa y fosfolipasa, aumentando así las respuestas inflamatorias celulares. Bajo estas 

condiciones complejas de estrés oxidativo, es muy difícil 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 

fármaco radioprotector aprobado para su uso en clínica. Los estudios preclínicos demostraron 

que la amifostina puede proteger selectivamente a casi todos los tejidos normales de los 

efectos citotóxicos de algunos agentes quimioterapéuticos y también de la radiación ionizante 

en los tratamientos oncológicos de radioterapia; aunque su uso está restringido por problemas 

de citotoxicidad (HENSELEY et al., 1999; 2009; LINKS y LEWISl., 1999; MORAIS et al., 1999). 

La amifostina es un pro-fármaco inactivo que no puede proteger hasta que se desfosforila al 

metabolito activo, WR-1065, por fosfatasa alcalina en el plasma. El pro-fármaco (WR2721) se 

acumula preferentemente en los riñones y en las glándulas salivales, donde se metaboliza al 

WR1065 activo. Una vez dentro de la célula, el WR-1065 elimina o limpia de radicales libres  

O2, así como del •OH y del lipoperoxilo (LOO •), protegiendo así las membranas celulares y 

reduciendo el daño radioinducido del ADN. La amifostina necesita estar presente dentro del 

organismo en el momento de la radiación 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 administró 
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Amifostina inmediatamente después de la irradiación en nuestro estudio (tratamiento de 

Amifostina después de la irradiación) y las capacidades genoprotectoras mucho más 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 genoprotección radiológica 

de la Amifostina es significativamente más bajo que el obtenido con otras sustancias 

ensayadas. Todas las sustancias probadas (flavonoides y compuestos organosulfurados) 

parecen actuar a través de una acción antioxidante al atrapar radicales libres en el medio 

inducido por la radiación ionizante, tal como se describe para las sustancias organosulfuradas, 

especialmente aquellas que contienen puentes disulfuro (S-S). 

 

La protección radiológica  aportada por estas sustancias a las células no 

cancerosas frente el daño inducido por la radiación (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 acción protectora en los tejidos normales no se 

conocen bien, aunque se ha llegado a considerar que estos mecanismos pueden ser múltiples: 

 - A nivel molecular, ejercen su efecto citoprotector eliminando radicales libres del 

oxígeno, donando iones de hidrógeno a radicales libres o tioles, uniéndose e inactivando así 

fármacos citotóxicos y sustancias citotóxicas (MAZUR, 1995a). 

- Los tumores son relativamente hipovasculares, lo que conlleva una hipoxia 

comparativa, y por lo tanto, a nivel fisiológico, inducida por la disminución del oxígeno (hipoxia), 

hipotermia o shock, bajo pH intersticial y menor expresión de fosfatasa alcalina les hace menos 

sensibles al efecto protector de los tioles. 

- A nivel celular, estimulan la recuperación de células madre hematopoyéticas 

(MAZUR, 1995a; CULY y SPENCER, 2001). 

 

Otras sustancias organosulfuradas que hemos evaluado son el fármaco  tiourea 

tiourea, 6-n-propiltiouracilo (PTU) y el  dimetil-superóxido (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 radiación, especialmente de los radicales 

hidroxilo (•OH). También se cree que sus propiedades radioprotectoras están mediadas por la 

facilitación de la reparación de roturas de doble cadena de ADN (KASHINO et al., 2010). El 

DMSO resulta más "líquido" que el agua y, por lo tanto, puede penetrar en lugares del cuerpo a 

los que nada puede llegar tan rápido. El enlace DMSO-agua es 1,3 veces más fuerte que el 

enlace agua-agua. Este atributo de la unión con el agua mayor que el de las moléculas de agua 

entre sí es muy significativo. DMSO sustituye al agua y se mueve rápidamente a través de las 

membranas celulares y, por lo tanto, puede eliminar fácilmente los radicales libres del oxígeno, 

incluso a nivel intracelular (SZMANT., 1975). 

 

En general, se ha demostrado que más de 300 sustancias diferentes que 

contienen compuestos azufrados poseen algún nivel significativo de radioprotección o 

genoprotección. Estos compuestos poseen ciertas características similares que probablemente 
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expliquen su capacidad de protección contra el daño inducido por la radiación ionizante. Estas 

características incluyen aunque no se limitan exclusivamente a las siguientes (BROWN et al., 

1967; 1982): 

1. Son análogos químicos de la cisteína (un aminoácido que contiene grupos tiol). 

Similares a la cisteína con el grupo sulfhidrilo protegido por un fosfato. 

2. Estas sustancias tienen su grupo SH separado por dos o tres átomos de 

carbono del grupo amino básico. 

3. Tienen otro grupo amino separado del primero por tres átomos 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 genoprotección significativamente más 

bajos. Desafortunadamente, las dosis radioprotectoras efectivas de todos estos elementos 

azufrados suelen ser tóxico para los tejidos animales a las dosis recomendadas lo que agrava 

el inconveniente que presentan todos ellos y es que, además, deben administrarse o estar 

presente s en el organismo de forma previa antes de la exposición a la radiación 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 irradiación.  

 

 En principio, todas las sustancias probadas parecen actuar como antioxidantes al 

neutralizar los radicales libres inducidos por la radiación ionizante. De acuerdo con nuestros 

resultados, Sarma y Kesavan (1993) describieron que el α-tocoferol (vitamina E)  proporciona 

sistemáticamente una radioprotección mayor que el ácido ascórbico en los tratamientos pre y 

post-irradiación. Los efectos radioprotectores se explicaron por la eliminación de ROS, pero 

debido a que ambas vitaminas están presentes en el sistema durante la exposición al 

clastógeno utilizado (pre-irradiación), el mecanismo de acción de las vitaminas como agentes 

radioprotectores observado cuando se administraron después de la irradiación quedó sin 

explicación 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 más eficientemente reparados por el alfa-tocoferol que por el ácido ascórbico; lo que 

sugiere un mecanismo que protege las membranas liposómicas contra la peroxidación lipídica 

inducida por la radiación por la vit E, y que no se consigue mediante la vit. C. Otros autores 

describen que esta reducción de los radicales peroxi generados durante la radiación por las 

vitaminas aplicadas sugiere la existencia de otros tipos de mecanismos de protección más 

operacionales (SALAH, et al., 1995; RICARDO da SILVA et al., 1991) 
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 Nuestros resultados muestran que esta vía de eliminación del radical lipoperoxi es 

cuantitativamente mayor cuando los compuestos antioxidantes se administran inmediatamente 

después de la exposición a la radiación ionizante en aquellas sustancias que tienen una alta 

liposolubilidad.  La diferenciación entre actividades anti-radicales (vs anión superóxido 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 

irradiación pre y post-irradiación, por lo que podrían utilizarse para explicar los diferentes 

comportamientos de los compuestos ensayados en este estudio, explicados en términos de 

procesos de peroxidación lipídica. La actividad anti-lipoperoxidante de los compuestos 

fenólicos y de los flavonoides depende de manera compleja de diversos factores, incluyendo la 

naturaleza del sustrato lipídico susceptible a la oxidación, las condiciones de cultivo celular e 

incluso el método utilizado para la evaluación. Los resultados obtenidos muestran que los 

únicos compuestos con una capacidad radioprotectora-antimutagénica significativa 

administrados inmediatamente después de la exposición a la radiación ionizante son los 

compuestos liposolubles (CARN, COL y vitamina E) (ALCARAZ et al., 2013). 

 

Similares resultados de reducción del daño cromosómico inducido por la radiación 

ionizante se han descrito utilizando el mismo ensayo de micronúcleos en médula ósea con la 

administración 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 reducción en 

la ocurrencia de los micronúcleos de frecuencia en eritrocitos policromátòfilos (MnPCE) de 

médula ósea de ratón y linfocitos de sangre periférica humana (CBMN). Más recientemente se 

ha descrito la capacidad radioprotectora de la luteolina, un flavonoide derivado de las plantas 

de té utilizando el ensayo de micronúcleos en reticulocitos de sangre periférica (MnRET) que 

es una variación de la prueba de micronúcleos de médula ósea (LEE et al., 2004). 

 

La radioprotección proporcionada por algunas sustancias administradas tras la 

exposición a la radiación ionizante tradicionalmente  se ha considerado como imposible 

(TRAVIS, 1979), ya que ninguno de los compuestos radioprotectores conocidos hasta ese 

momento (básicamente los amino-tioles) consiguieron demostrar ningún grado de protección. 

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 radiación de rayos X ya se 

hubieran administrados antes o después de la irradiación. Sin embargo, el efecto máximo se 

observa cuando se administra dentro de la primera hora tras la exposición a la irradiación. 

Describieron, también, que el efecto radioprotector dependía de la concentración de vitaminas 

en el cultivo de linfocitos; estableciendo que las concentraciones superiores administradas 

previa a la exposición de vitaminas C a 1 μg / ml y de vitamina E a 2 μg / ml redujeron con 

máxima intensidad la frecuencia de micronúcleos inducida por la radiación 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 fenólicos del vino alcohólico (P90) pueden reducir el daño en el ADN inducido por 

la radiación ionizante y el peróxido de hidrógeno 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 radiación ionizante a través de la eliminación de los 

radicales libres inducidos por la radiación (SHIMOI et al. , 1996). Más recientemente, utilizando 

el ensayo de micronúcleos 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 acción de estos compuestos parecen estar 

influenciados por factores estructurales tales como la presencia o ausencia de azúcar en uno 

de los grupos hidroxilo (formas glicosiladas), el número total de posiciones hidroxiladas y la 

existencia de grupos hidroxilo metilados. Estos elementos estructurales de los flavonoides son 

esenciales para la activación y/o inhibición de múltiples sistemas enzimáticos implicados en las 

cascadas enzimáticas en la regulación metabólica; p.ej. ciclooxigenasa, lipoxigenasa, 

fosfolipasa y prostaglandina sintetasas como hemos descrito previamente (MARTINEZ et al., 

2002b). 

 

Obviamente, el grado de efectividad de lucha y eliminación 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 químicas. Es conocida 

que la capacidad de captar y eliminar radicales hidroxilo se basa principalmente en la 

combinación de estructuras conjugadas en el esqueleto polifenólico, principalmente la 

estructura o-dihidroxifenol o catecol; por lo tanto, la presencia en CARN y AR de dos grupos 

catecol conjugados con un grupo ácido carboxílico 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 

exposición a rayos X es consistente con sus propiedades antioxidantes y con sus altas 

actividades específicas para eliminar los radicales libres. Esto explicaría 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 captación de radicales libres de los 

flavonoides generalmente se han atribuido principalmente a la presencia de tres elementos 

estructurales químicos 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 conjugación con la función 4-

oxo. La presencia de dos anillos de catecol, conjugados con un grupo ácido carboxílico es, 
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probablemente, el elemento estructural más importante en la actividad antioxidante de este 

compuesto (DEL BAÑO et al., 2003). 

 

3. La presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 de los anillos C y A, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las capacidades de eliminación de radicales libres, las capacidades de complejación 

de metales y las propiedades antioxidantes generales del flavonoide serían, por lo tanto, 

establecidas por una combinación de estos tres elementos estructurales básicos. Además, 

otros elementos estructurales pueden participar ya que la presencia de tres grupos hidroxilo 

adyacentes en la estructura de flavonoides permite la conjugación de esqueletos de 

flavonoides adyacentes para formar polímeros. 

 

Nuestros resultados sugieren claramente que no hay una única estructura química 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 antineoplásica y antiproliferativa 

muestran una menor capacidad antimutagénica (BENAVENTE-GARCÍA et al., 2005; 

MARTÍNEZ-CONESA et al., 2005a; YÁÑEZ et al., 2004). Continuando con la búsqueda de 

compuestos con altas capacidades antioxidantes, nuestro equipo describió otras sustancias 

Figura D1. Posibles mecanismos de acción de los flavonoides ensayados: 
1. La nube de electrones puede interrumpir la reacción 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 5 del anillo C y A 
respectivamente pueden facilitar o promover la complejación de metales. 
4. Algunos flavonoides y compuestos fenólicos son conocidos por inhibir la 
actividad de la prostaglandina sintetasa. 
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con una estructura química diferente e incluso con una mayor capacidad genoprotectora frente 

al daño cromosómico inducido por la radiación tales como el AR y el CARN (DEL BAÑO et al., 

2006).  

 

En definitiva, los requisitos básicos de un radioprotector/genoprotector ideal incluye que 

sean menos tóxicos que los actuales (amifostina) y altamente efectivos en niveles de dosis no 

tóxicos, que sean antioxidantes efectivos y con alta capacidad de eliminación de radicales 

libres junto con una buena biodisponibilidad y propiedades de solubilidad. Deben ser capaces 

de actuar a través de mecanismos múltiples y no deben estar limitados por el tiempo de 

aplicación.  Cuando los agentes protectores se administran antes de la irradiación, la 

capacidad radioprotectora parece estar dictada por la capacidad antioxidante del compuesto, 

independientemente de los parámetros estructurales que confieren esta propiedad al 

compuesto. Cuando estas sustancias se administran después de la exposición a radiación 

ionizante, los radicales hidroxilo y superóxido habrían desaparecido del entorno biológico 

debido a sus semividas extremadamente cortas causando una cascada de eventos que 

conducen a lesiones por radiación, por lo que se buscan algunas características adicionales de 

los radioprotectores. Los resultados obtenidos muestran que los antioxidantes lipídicos son 

capaces de atrapar radicales peroxi formados en las membranas celulares y, por lo tanto, 

producen un mayor grado de protección contra el daño inducido por la radiación ionizante. De 

esta manera, estas sustancias pueden trabajar contra la eliminación del producto de 

peroxidación lipídica y reducir sus efectos nocivos produciendo productos menos nocivos 

cuando reaccionan con los radicales libres asociados con la peroxidación lipídica (ALCARAZ 

2009; 2013). 

 

A partir de los resultados obtenidos puede ser esencial en el futuro inmediato realizar 

un análisis genoprotector sobre la administración simultánea de mezclas de diferentes 

sustancias para evaluar sus posibles sinergias radioprotectoras. En esta búsqueda, la mezcla 

de sustancias radioprotectoras podría proporcionar una mejora o una modificación de las 

capacidades radioprotectoras de las sustancias ensayadas según el momento de la 

administración (es decir, si se administran antes o después de la irradiación); o incluso reducir 

el efecto citotóxico causado por la administración de una sola de las sustancias y permitir que 

se administre una mayor concentración del radioprotector. Ello conduciría a seleccionar 

diferentes sustancias radioprotectoras según los objetivos deseados en el desarrollo de 

fármacos radioprotectores, es decir, como un profiláctico (prevención), administrado antes de la 

exposición a la radiación (prevención); como mitigador de radiación (protección) contra una 

exposición conocida o incluso como un tratamiento administrado después de horas tras una 

exposición accidental a la radiación (tratamiento). 

 

En este estudio, el efecto genoprotector de las diferentes sustancias ensayadas se ha 

complementado mediante el estudio de los efectos citotóxicos 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 citotóxico de numerosos y agentes sobre cultivos celulares. 

Este ensayo proporciona un medio para medir la actividad de las células vivas a través de la 

determinación 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 metabólicamente por 

la succinato deshidrogenasa mitocondrial a un compuesto insoluble, púrpura oscuro (formazán) 

que puede ser cuantificada mediante técnicas de colorimetría. Cualquier factor que inhiba la 

actividad deshidrogenasa afectará a la reacción de color asociada y podrá ser cuantificada. Se 

ha descrito ampliamente que las células activadas producen más formazán que las células en 

reposo y, por lo tanto, permite la medición de la actividad celular sometida a diferentes 

estímulos (MOSMANN, 1983; CARMICHAEL et al, 1987a,b). 

 

Para el estudio de radioprotección hemos elegido tres líneas celulares que se 

corresponden con dos tipos de células que clásicamente se consideran de muy diferente grado 

de radiosensibilidad celular: una, la célula epitelial de próstata, de una radiosensibilidad 

conocida que sustenta los tratamientos radioterápicos que se utilizan actualmente clínica con 

buenos resultados en el tratamiento del cáncer de próstata; y otra, el melanoma, considerado 

de una gran radiorresistencia en donde el efecto inducido por la RI es pequeño (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 endógeno de radioprotección 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 próstata normal (PNT2) y que podría explicar en 

alguna manera la gran radiorresistenncia de estas células en comparación con las células de 

próstata. 

 

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 eliminación de radicales 

hidroxilo in vitro; aunque también se ha descrito que a altas concentraciones es tóxico para las 

células animales cuando se utiliza en estudios de radioprotección (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 (API, DMSO, AR y CARN), así como en todas las 

mezclas entre estas sustancias tanto en las células epiteliales de próstata humana (PNT2) 

como en las células tumorales de próstata murino TRAMPC1. Se ha descrito previamente que 

estas sustancias tienen mínimos efectos tóxicos sobre las células epiteliales prostáticas no 

tumorigénicas incluso cuando se han tratado con concentraciones crecientes (JOHNSON, 
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2011). Así, también en los estudios de anticitotoxicidad o radioprotección hemos obtenido un 

efecto radioprotector aumentando los porcentajes de supervivencia celular de forma 

significativa frente el daño celular citotóxico inducido por RI; lo que confirma una capacidad 

similar al obtenido en nuestros ensayos de genoprotección. Los resultados de este estudio 

confirman nuestros resultados previamente descritos en las células epiteliales humanas de 

próstata (PNT2) (ALCARAZ et al., 2013) e incorporan efectos de radioprotección en las células 

tumorales de próstata murino (TRAMPC1) incluso con más agentes ensayados y con diferentes 

mezclas entre las sustancias estudiadas. 

 

Pero de forma sorprendente hemos determinado una ausencia de capacidad 

radioprotectora en la línea celular de melanoma metastásico murino B16F10 por dos de 

nuestros más potentes sustancias radioprotectoras (AR, CARN y en todas las mezclas en las 

que intervienen), ya que hemos puesto de manifiesto un significativo efecto de 

radiosensibilización inducido por el CAR y el AR así 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 líneas 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 línea 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 invasión de células B16F10 de melanoma de ratón altamente metastásico 

in Vitro; llevando a la conclusión de que el COL dirige eventos celulares mediados por MMP en 

células cancerosas que le proporcionan un nuevo mecanismo para su actividad 

anticancerígena (HUANG et al., 1994). Además, Visanji et al (2006) postularon que la inducción 

de la detención del ciclo celular en la fase G2 / M producida por el carnosol y el ácido carnósico 

se asocia con la alteración de los niveles de ciclina A y B1.  

 

Según nuestra experiencia, en el estudio de la inhibición del crecimiento de diferentes 

tipos de células de melanoma inducidas por sustancias polifenólicas (BENAVENTE-GARCÍA et 

al., 2005; MARTÍNEZ-CONESA et al., 2005b; YÁÑEZ et al., 2004), nunca hubiéramos 

esperado encontrar una pérdida completa de la capacidad radioprotectora de estas sustancias. 

No hemos encontrado ningún tipo de referencia sobre este tema en la literatura científica 

revisada; y no está claro el mecanismo o las causas por las que el AR y el CARN podrían 

perder su capacidad radioprotectora en las células tumorales de melanoma. Pero, en nuestra 

opinión, pero podría ofrecer una nueva aplicación para proteger selectivamente células sanas 

de la RI sin proteger a las células tumorales, cuando ambos tipos de células quedan expuestas 

conjuntamente a la RI en un mismo campo de radioterapia. En este caso, las células normales 

podrían beneficiarse de sus efectos radioprotectores y genoprotectores; mientras que, por el 

contrario, las células tumorales sufrirían un efecto radiosensibilizador que potenciaría el efecto 
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lesivo del tratamiento con RI 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 combinación con otros 

medicamentos contra el cáncer podrían ofrecer una buena estrategia para el tratamiento de 

una variedad de cánceres 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 podría explicar esta pérdida de actividad radioprotectora podría estar 

relacionado con una actividad funcional muy específica de estas células de melanoma: 

melanogénesis. El efecto de algunos extractos botánicos sobre la melanogénesis ha sido 

previamente descrito (KIM et al., 2006) demostrando que algunos flavonoides como la 

naringina (OHGUCHI et al., 2006), compuestos cafeoílicos como el ácido caféico (KUDUGUNTI 

et al., 2011) y su dímero el ácido rosmarínico (AR) (LEE et al., 2007, SANCHEZ-CAMPILLO et 

al., 2009) estimulan la melanogénesis en células de melanoma metastático B16F10 de ratón. 

También hemos descrito previamente un aumento estadísticamente significativo de la actividad 

y expresión de la tiroxinasa en las células de melanoma B16F10 de ratón tras 48 horas de 

estimulación 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 

más oscuro en comparación con las muestras control y que podría 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 expresión de tiroxinaza) de forma 

dependiente a la concentración  AR administrada, probablemente, como se ha descrito 

anteriormente, a través de la señalización de activación de la proteína quinasa A (LEE et al., 

2007). 

 

Tradicionalmente se considera que el sistema redox de Glutatión (GSH) intracelular es 

esencial para la producción y la atenuación de la producción anormal de melanina, y, además, 

que el glutatión participa en la regulación de la síntesis de melanina durante la melanogénesis. 

Por otra parte, en Radiobiología se considera que el glutatión (GSH) y las enzimas 

relacionadas con el GSH, incluyendo la gamma-glutamato cisteína ligasa (gamma-GLC) y 

glutatión 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 RI (PANICH et al., 2012; ALCARAZ et al., 

2013) 

 

Se ha descrito previamente que la administración del éster del ácido caféico (dímero 

del AR) para participar en la melanogénesis da como resultado la depleción del GSH 

intracelular, así como el aumento de los radicales libres (ROS) en las células de melanoma 
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B16F10, y la inducción de apoptosis en células B10F16 con la inhibición del crecimiento del 

tamaño tumoral B16F0 in vivo. También se ha descrito una disminución concomitante de la 

actividad alanina-aminotransferasa y un aumento en los niveles de malondialdehído (MDA) 

celular que muestran una capacidad muy disminuida de la peroxidación lipídica y también con 

una disminución del contenido de tiol libre en hígado y riñón (KUDUGUNTI et al., 2011). Todo 

ello, mostraría efectos similares a los inducidos por la RI de forma generalizada, pero en esta 

situación producida por el AR que podría tener un efecto aditivo o sinérgico con la exposición a 

RI. 

 

De forma similar, es conocido que la línea celular B16F10 altamente metastásica tiene 

una actividad de superóxido-dismutasa (SOD) más baja (eliminación de radicales superóxido) 

que otras líneas menos metastásicas (KWEE, et al., 1991). En definitiva, la administración del 

éster del ácido caféico modifica todos estos mecanismos de protección del Glutatión 

intracelular durante la melanogénesis; que, por otra parte es el responsable más importante de 

la capacidad radioprotectora "endógena" de las células expuestas a radiaciones ionizantes. 

 

Por lo tanto, en este estudio, en las células epiteliales prostáticas normales (PNT2), y 

en las prostáticas tumorales (TRAMPC1) el AR y el CARN actúan como agentes antioxidantes 

que eliminan el exceso de radicales libres inducidos por la RI sumándose al sistema de 

defensa redox intracelular. Sin embargo, en las células de melanoma B10F16, la 

administración del AR y del CARN activa la melanogénesis y conduce a la redistribución de los 

equilibrios enzimáticos del glutatión y de la cisteína ligasa para facilitar la producción de 

melanina que podría comprometer el sistema de defensa redox intracelular de GSH. Es decir, 

el AR obliga al glutatión a ser utilizado en el proceso de melanogénesis disminuyendo la 

disponibilidad del mismo para eliminar los radicales libres inducidos por la radiación ionizante ; 

provocando con ello una situación de “depleción” funcional de glutatión intracelular que pudiere 

hacer frente al daño citotóxico de los radicales libres inducidos por la radiación ionizaste. Esto 

implica una reducción en los niveles de eliminación de los radicales superóxido junto con una 

pérdida de parte de las capacidades antioxidantes de AR y del CARN, lo que causa una 

elevación de los elementos intermedios tales como peróxido de hidrógeno intracelular que 

conduce a una mayor intensidad del daño celular. El efecto final de todo esto se presentaría 

como un aumento en la capacidad de daño inducida por la RI, y por lo tanto, su expresión 

como un potente efecto paradójico de estas sustancias antioxidantes sólo en las células de 

melanoma (ALCARAZ et al, 2013; 2015). 

 

El ácido rosmarínico (RA) es un éster de ácido caféico y ácido 3,4-dihidroxifeniláctico 

que se encuentra comúnmente en especies de Boraginaceae y la subfamilia Nepetoideae de 

Lamiaceae, principalmente, la Rosmarinus officinalis L (DEL BAÑO et al, 2003). El AR tiene 

una serie de actividades biológicas 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 



V. Discusión 
___________________________________________________________________________________________________ 

 244

AR actúa como un compuesto de defensa constitutivamente acumulado preformado. Los 

extractos de plantas que contienen AR también tienen un excelente potencial como 

antioxidantes para la conservación de alimentos (DEL BAÑO et al, 2003; 2006). Se han 

descrito efectos como la eliminación de radicales libres de oxígeno. Los estudios más recientes 

confirman que los caffeoyl ésteres como el AR muestran una alta actividad antioxidante 

específica, retrasan el agotamiento de la vitamina E, disminuyen la producción de 

lisofosfatidilcolina proinflamatoria y previenen la oxidación del LDL, que es compatible con su 

función antiinflamatoria y antiateroesclerótica en condiciones fisiopatológicas (SÁNCHEZ 

CAMPILLO et al., 2009). 

 

 El ácido carnósico es un bencenodiol abietane dieterpeno natural que se encuentra en 

el romero (Rosmarinus officinalis) y la salvia común (Salvia officinalais) (DEL BAŇO et al., 

2006). Las hojas secas de romero o salvia contienen de un 1,0 a un 2,5% de ácido carnósico. 

Es importante tener en cuenta que el ácido carnósico que espontáneamente se oxida a 

carnosol, por lo que son dos sustancias que suelen estar presentes de forma conjunta. El ácido 

carnósico es conocido por potenciar la actividad anticancerígena de la vitamina D3 y sus 

análogos (DANILENKO et al., 2003), inhibir la proliferación de las células de leucemia mieloide 

humana HL-60 y U937 (STEINER et al., 2001), promover la síntesis 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 cáncer (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 fitoquímicos con alta actividad antioxidante y utilizados ampliamente como planta 

aromática, con carácter culinario e interés en diversas aplicaciones de la medicina tradicional o 

natural. Entre estos compuestos del romero, los compuestos fotoquímicos más significativos 

son los diterpenos fenólicos, tales como ácido carnósico, carnosol, rosmarol, y algunos ácidos 

fenólicos, como el ácido rosmarínico (DEL BAÑO et al, 2006; ALCARAZ et al 2009).  

 

 La actividad antioxidante de los extractos de romero depende de su composición 

fenólica y ha sido evaluada por diversos métodos en diferentes sistemas lipídicos y acuosos. 

En los sistemas lipídicos, los extractos con un alto contenido de ácido carnósico son más 

efectivos (ARUOMA et al., 1992; HOPIA et al., 1996; DEL BAÑO et al., 2003), mientras que en 

los sistemas acuosos, el ácido rosmarínico muestra la mayor actividad antioxidante (FRANKEL 

et al., 1996; DEL BAÑO et al., 2003). 

 

 

La mayoría 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 

combinación de antioxidantes dietéticos podría ser útil para proteger los tejidos normales contra 

el daño por radiación ionizante, sin importar lo pequeño que éste sea; sugiriendo que las 

cantidades de antioxidantes individuales que se incluirían en la mezcla dependerían de las 

dosis de radiación (diagnóstico  o tratamiento) que se van a aplicar, la biodisponibilidad y las 

propiedades de liposolubilidad de las sustancias, así como de la concentración de las 

sustancias, ya que algunas de ellas pueden mostrar en ocasiones una actividad pro-oxidante, 

que aumentaría  el daño inducido por la radiación ionizante. 

 

En concordancia con Prasad et al (2002), hemos descrito que se debe realizar un 

ensayo clínico para evaluar el valor radioprotector de los antioxidantes entre los pacientes que 

reciben radiación ionizante en las exploraciones de radiodiagnóstico y, también, su aplicación 

en los trabajadores profesionalmente expuestos a radiación ionizante utilizando el estrés 

oxidativo y el daño cromosómico como puntos finales biológicos que permitan evaluar el interés 

de estas sustancias en reducir los efectos indeseables y lesivos de la RI (ALCARAZ et al., 

2013).  

 

Sin embargo, los efectos de la suplementación con antioxidantes en oncología 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 daño inducido por la radiación 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 sólo 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 podrían ayudar a aclarar 

los mecanismos intrínsecos que podrían proteger a las células sanas normales mientras que 

lesionan exclusivamente a las células neoplásicas  presentando con ello una nueva estrategia 

para los pacientes con cáncer sometidos a radioterapia. Dado que los mecanismos 

radioprotectores y la diversidad celular son variados, el conocimiento efectivo de los mismos 

podría aportar criterios selectivos de utilización de estas sustancias para conseguir esta 

especificidad del efecto y la selección de las lesiones sólo en las células tumorales. 
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VI. Conclusiones 
 

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

 
1ª. No existe una única estructura química ni un único mecanismo de acción 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 

biológico antes de la irradiación y su disponibilidad biológica son características 

relacionadas con esta actividad protectora. 

 

2ª. El ácido carnósico y el ácido rosmarínico, ambas sustancias extraídas 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 período en relación con la radiación ionizante (períodos pre y post-

irradiación). 

 

3ª. Algunas sustancias con intensa capacidad genoprotectora y radioprotectora pueden, en 

ocasiones, provocar un incremento del daño radioinducido produciendo, por tanto, un 

paradójico mayor efecto lesivo sobre algunas células tumorales como ocurre en el 

melanoma; poniendo de manifiesto mecanismos específicos o individuales de cada 

sustancia que permitirían esclarecer nuevos mecanismos y potenciar el desarrollo de 

agentes que protegiendo a las células sanas lesionen exclusivamente las células 

neoplásicas. Ello supondría alcanzar una estrategia idónea para los pacientes con 

cáncer sometida a radioterapia, incluso en el tratamiento de cánceres humanos que 

son resistentes a radiación ionizante. 
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VII. RESUMEN 
 

 

Introducción: la radiación ionizante constituye una importante herramienta diagnóstica 

y terapéutica ineludible en la medicina y en la industria moderna; sin embargo, sus grandes 

beneficios se ven limitados por el daño inducido en los tejidos normales. En la vida cotidiana, la 

exposición a radiación ionizante es habitual con el fondo radiactivo natural pero también puede 

ocurrir en otros entornos y aplicaciones tales como la obtención de una imagen radiográfica, 

una exploración de medicina nuclear, el tratamiento antitumoral en oncología radioterápica, la 

fabricación de equipos radiológicos, la obtención y producción de radionúclidos, la investigación 

biomédica, la utilización de reactores nucleares, o el uso de las radiaciones en el campo militar 

y los riesgos de accidentes y ataques terroristas. Una buena opción sería desarrollar 

contramedidas contra los efectos indeseables de las radiaciones ionizantes; lo cual conduce a 

la búsqueda de una radioprotección química 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 químico ideal debería tener una alta efectividad contra el daño 

biológico inducido por las radiaciones ionizantes con ausencia de toxicidad propia. En un 

intento de modificar la tendencia farmacológica existente de sintetizar artificialmente estos 

radioprotectores, durante los últimos años se están 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 día, se consideran de futuro muy 

prometedor ya que se basan en la búsqueda de mecanismos protectores específicos para cada 

situación de exposición que permitiría 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 extraídas del  romero (Rosmarinus officinalis) (ácido carnósico y ácido 

rosmarínico) frente al daño biológico inducido por la radiación ionizante con el de otros 

compuestos antioxidantes y determinar un posible efecto paradójico de estas sustancias que 

siendo intensos radioprotectores cuando se administran a células normales y tumorales se 

caracterizan por una intensa acción radiosensibilizante cuando se administran a células de 

melanoma metastásico. 

 

Material y método: se estudia el efecto genoprotector de diferentes sustancias 

mediante dos ensayos de micronúcleos para cuantificar la actividad antimutagénica mediante la 

reducción de la frecuencia de micronúcleos in vitro en linfocitos humanos irradiados y 

bloqueados con citochalasina B e in vivo  sobre eritrocitos policromátófilos de médula ósea de 

ratón. 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  

próstata humana), células TRAMPC1 (epiteliales tumorales de próstata murino) y en células 
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B16F10 (melanoma metastático murino), que se administraron antes de la exposición a 

diferentes dosis de rayos X (0 Gy. 2Gy, 4Gy, 6Gy, 8Gy y 10Gy). El análisis estadístico en los 

ensayos de genoprotección ha consistido en comparaciones entre grupos realizando contrastes 

de igualdad de medias mediante análisis de varianza. Asimismo, se ha realizado un análisis de 

regresión y correlación lineales y polinómicos. Consideramos los resultados estadísticamente 

significativos cuando p era menor de 0,05 (p<0,05). Además, se ha determinado el  Factor de 

Protección (FP) o capacidad de protección de una sustancia radioprotectora ensayada tanto 

administrada antes como después de la exposición a la radiación ionizante, expresada como 

porcentaje de protección siguiendo la fórmula: FP (%) = (Fcontrol -  Ftratado  / Fcontrol) x 100. En los 

ensayos de radioprotección o viabilidad/supervivencia celular se ha realizado un análisis 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 mínima diferencia significativa (M.D.S.). Los análisis 

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 ácido rosmarínico y el ácido carnósico, que 

consiguen una reducción estadísticamente significativa de la frecuencia de aparición de 

micronúcleos (p<0,001) como expresión de su capacidad antimutagénica, presentando un 

factor de protección que alcanza un máximo del 62% en la administración preirradiación 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 Protección del 100%, eliminando el 40% de la 

muerte celular radioinducida en células de próstata humana normales (PNT2) (p<0,001); así 

como del 77% de la muerte celular radioinducida en las células tumorales de próstata 

(TRAMPC1) (p<0,001) en las que se cuantifica un factor de protección del 334%. 

Sin embargo, en la línea celular de melanoma metastásico (B16F10) mientras que el 

resto de sustancias ensayadas mantienen su intensa actividad radioprotectora, el ácido 

carnósico y el ácido rosmarínico carecen de cualquier efecto radioprotector provocando una 

disminución significativa de la supervivencia celular que oscila entre el 20-40% según la 

concentración y la mezcla analizada (p<0,01), careciendo de factor de protección y 

mostrándose como sustancias radiosensiblizantes frente al daño citotóxico inducido por los 

rayos X administrados. 

 

Conclusiones: no existe una única estructura química ni un único mecanismo de 

acción relacionado con la capacidad radioprotectora de las sustancias ensayadas. La actividad 

antioxidante, su disponibilidad biológica, y  su hidro o liposolubilidad y su presencia en el medio 

biológico son características relacionadas con esta actividad protectora. 

Sin embargo, algunas sustancias, como el ácido carnósico y el ácido rosmarínico, con 

intensa capacidad radioprotectora pueden producir, en ocasiones, un incremento del daño 
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radioinducido, produciendo, por tanto, un mayor efecto lesivo paradójico como ocurre en 

células de melanoma poniendo de manifiesto circunstancias o mecanismos específicos o 

individuales que podrían permitir esclarecer nuevos mecanismos y potenciar el desarrollo de 

agentes que puedan proporcionar protección a las células sanas normales al tiempo que dañen 

exclusivamente a las células neoplásicas, presentando así una nueva estrategia para los 

pacientes con cáncer sometidos a radioterapia, incluso para el tratamiento de cánceres 

humanos que son resistentes a la radiación ionizante. 

 
 

VII. 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 - Ftreated / Fcontrol) 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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