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I. Antecedentes

LA GENOTOXICIDAD DE LOS CAMPOS MAGNETICOS (ELF-
EMF) A TRAVES DEL ENSAYO DE MICRONUCLEOS:
SITUACION ACTUAL.

En un primer acercamiento a los estudios publicados sobre los
efectos biolégicos inducidos por las radiaciones no ionizantes, y mas
especificamente a los denominados campos electromagnéticos (ELF) de
frecuencia extremadamente baja (ELF-EMF), destacan las descripciones de
efectos biolégicos contradictorios y una excesiva complejidad en la
interpretacion de los resultados por las numerosas variables biologicas y fisicas

analizadas durante las ultimas décadas (Alcaraz y cols., 2011).

Sin embargo, la lectura de estos resultados y su interpretacion no
deberian realizarse sin unas premisas basicas que acerquen al investigador al
conocimiento mas especifico del campo bioldgico y/o fisico con el que se va a
encontrar. Una vez realizado este acercamiento, la interpretacion parece
simplificarse hasta, incluso, permitir algunas conclusiones bien sustentadas por
estos mismos estudios cientificos, aparentemente contradictorios. Si aplicamos
este acercamiento previo al posible efecto genotéxico o dano cromosémico de
los campos magnéticos determinado a través de la técnica de micronucleos
(MN), nos encontramos con 3 premisas iniciales antes de interpretar sus
resultados: 1) conocer algunas caracteristicas del ensayo de MN; 2) delimitar
las variables estudiadas de los campos magnéticos que nos interesan; 3) por
ultimo, como deben interpretarse los resultados de estos ensayos de MN. Asi,

siguiendo este esquema:
1. Caracteristicas del Ensayo de Micronucleos

Los micronucleos (MN) son cuerpos pequefos (1,6-2,4 micras),
redondos u ovales que se encuentran inmersos en el citoplasma celular y
visiblemente separados del nucleo principal, pero al que se parecen en forma,

estructura y coloracion (Almassy y cols., 1987). Pueden originarse de
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fragmentos cromosdmicos acéntricos que no pueden incorporarse a los
nucleos de las células hijas durante la divisidbn celular por carecer de
centromero (Sasaki y Norman, 1966; Heddle y Carrano, 1977), o pueden ser
también cromosomas completos que quedan fuera del nucleo celular durante la
mitosis por un fallo en el eje mitético o por configuraciones complejas de
cromosomas que causan problemas durante la anafase (Schmid, 1975; 1976).
Estos ensayos no dejan lugar a dudas sobre el dafo producido, pues lo
observado como MN es claramente una pérdida de ADN. La prueba no detecta
agentes que no produzcan pérdidas en el material genético o restos
cromosémicos en anafase; tampoco es util su empleo en células que no se

dividen.

Se utilizan dos tipos diferentes de ensayos de micronucleos:
ensayos “in vitro” y ensayos “in vivo”. Aunque tienen diferentes caracteristicas
técnicas, su objetivo y utilidad son idénticos: determinando el incremento en su
frecuencia de aparicion se pone de manifiesto el dafio cromosémico y, por
tanto, la capacidad genotéxica y mutagénica de las diferentes sustancias
quimicas o agentes fisicos ensayados. Estos ensayos de MN tienen algunas
caracteristicas diferenciales que son importantes para la interpretacion de los

resultados obtenidos:

a) Ensayo de MN “in vivo”: constituye el test sobre eritroblastos
policromatofilos de médula 6sea de roedor, generalmente raton o rata, ideado
originalmente como prueba de deteccion para evaluar el efecto de los farmacos

sobre el material genético.

Estos micronucleos comenzaron estudiandose sobre células de la
serie blanca en frotis de médula d6sea de los animales expuestos;
posteriormente en los eritroblastos totales y en normocromatéfilos para llegar
finalmente a los eritroblastos policromatdéfilos como el test habitual mas
utilizado hoy dia, tal y como fue disefiado por Schmid en 1975 (Schmid, 1975;

1976) y constituye probablemente el test de genotoxicidad “in vivo® mas
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utilizado hasta el dia de hoy (Shimoi y cols., 1996; Benavente-Garcia y cols.,
2002) (Figura 1).

PCE

NCE CE
€. e)

PCE MNPCE

MNPCE

Figura 1. Fotomicrografia de médula 6ésea de ratdn tefiida con la técnica de May-
Grinwald-Giemsa (1000X)(PCE: eritroblasto policromatéfilo; MNPCE: eritroblasto
policromaté6filo con micronicleo; NCE: eritroblasto normocrométéfilo) ( Alcaraz y cols.,
2011).

Recientemente se ha incorporado el analisis de reticulocitos en
sangre periférica (Okudan y cols., 2010) como una variante del test ya que
permite estudiar la frecuencia de aquellos eritroblastos policromatdfilos con MN
en su interior formados en la médula 6sea cuando ya han madurado y salen de

la médula ésea a circular en sangre periférica.

Estos test “in vivo”, también denominados estudios cortos de
genotoxicidad, se utilizan habitualmente tras la administracion de una dosis
unica del agente problema (sustancia quimica o agente fisico) para evaluar su
genotoxicidad. Sin embargo, manteniendo las condiciones del test, también
permiten evaluar exposiciones crénicas, ya que los animales pueden utilizarse

entre la 92 y 122 semana de vida exclusivamente para seguir las caracteristicas
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basicas del test (Schmid, 1975; 1976). Otra variante del test de MN utilizada “in
vivo”, en biosistemas vegetales, es la prueba MN-tradescantia (trad-MCN)
desarrollada por Ma (1979) (Ma, 1979; 1981) para MN en tétradas de célula
madre de polen y que se ha utilizado para estudios de genotoxicidad para

evaluar contaminantes ambientales (Ma y cols., 1984).

b) Ensayo de MN “in vitro”: inicialmente desarrollados en linfocitos
humanos por Countryman y Heddle en 1976. A lo largo del tiempo se han ido
realizando numerosas modificaciones técnicas que han ido dotando al test de
sensibilidad y especificidad progresivamente a lo largo de los ultimos 30 afios.
Al principio se afadio fitohemaglutinina para inducir la divisién celular, después
se analizaron en células con citoplasma destruido (Hogstedt, 1984; Prosser y
cols., 1988), luego en células con citoplasma conservado (Hogstedt, 1984;
Almassy vy cols., 1987), posteriormente con estimulacion mediante
bromoiodouridina (Prosser y cols., 1988), con tinciones de acridina (Hayashi y
cols., 1983) y finalmente con Fenech (Fenech y Morley, 1985) se describieron
las técnicas con bloqueo citocinético mediante cytochalasina B que permitian
estudiar los MN sélo tras la primera divisibn mitética, incrementando
significativamente su sensibilidad. A partir del afo 2000, a propuesta de
Fenech (Fenech y Morley, 2000) y de la Agencia Internacional de la Energia
Atémica (AIEA) (International Atomic Energy Agency, 2001) se ha utilizado
como técnica habitual de rutina en dosimetria bioldégica, comenzando a
homogeneizarse sus técnicas de aplicaciéon en los diferentes laboratorios
(Fenech y cols., 2003), constituyendo hoy la técnica mas utilizada de MN “in
vitro” para evaluar la genotoxicidad de los diferentes agentes fisicos (Fenech,

2007; International Atomic Energy Agency, 2011) (Figura 2).
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CB MN

Figura 2. Fotomicrografia de un cultivo de linfocitos humanos con bloqueo citocinético
teflido con la técnica de May-Griinwald-Giemsa (400X) (L: linfocito; CB: células
binucleadas con bloqueo citocinético; CBMN: células binucleadas con bloqueo

citocinético con micronucleo en su citoplasma; E: restos de eritrocitos hemolizados)
(Alcaraz y cols., 2011).

Se han desarrollado diferentes variantes de la técnica inicial
describiéndose tests de MN para su determinacién en células exfoliadas de
mucosa bucal (CHOMN) (Stich y cols., 1982; Stich y Rosin, 1983), en células
epiteliales de colon y de canceres intestinales (Heddle y Carrano, 1977), en
esperma de rata (Lahdetie y Parvinen, 1981), y en semen humano (Liming,
1985). También puede considerarse una variante del ensayo de MN el test
Cometa, cuyo principio basico es la migracion del ADN en una matriz de
agarosa bajo condiciones de electroforesis. Al estudiarse la célula al
microscopio (por fluorescencia o tincion del material nuclear), presenta la

apariencia de un cometa, con una cabeza (region nuclear) y una cola (formada
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por fragmentos nucleares que han emigrado en direccion al anodo) de la que

deriva su nombre de Cometa (Stronati y cols., 2004; Albert y cols., 2009).

Los mas utilizados son los que han desembocado en el CBMN
actual (Fenech, 2007; International Atomic Energy Agency, 2011). Sin
embargo, estos ensayos solo tienen una duracién de 72 horas de cultivo
celular, por lo que no permiten exposiciones cronicas a campos magnéticos
para mostrar su capacidad genotoxica. Por ello, se reconoce que su utilidad es
basicamente en estudios “cortos” o exposiciones cortas al agente fisico

estudiado.

2. Campos magnéticos.

Los campos eléctricos (EF), existen en cualquier sitio donde haya
cargas eléctricas presentes, tanto si fluye o no la corriente eléctrica; las
unidades se expresan como voltios por metro (V/m). Por el contrario, los
campos magneéticos (MF) se producen cuando una corriente eléctrica esta
fluyendo a través de un cable; en este caso, las unidades se expresan en Tesla
(T). Los campos magnéticos también se pueden medir en amperios por metro
(A/m) o en Gauss (G) (1 G= 0,1 miliT o 100 microT). Los campos eléctricos de
lineas de conduccidn eléctrica, asi como los transformadores y las aplicaciones
eléctricas se protegen y aislan facilmente teniendo poca capacidad de penetrar
en los tejidos bioldgicos (Valberg y cols., 1997). Por el contrario, los campos
magnéticos asociados a los EF pueden penetrar faciimente a través de los
diversos tejidos biologicos; de ahi que sean dificiles de aislar, proteger o
eliminar completamente (Valberg y cols., 1997; Vijayalaxmi y Gunter, 2005).
Todo ello, unido al conjunto de la evidencia experimental, ha llevado a proponer
que, en general, los efectos bioldgicos derivados de la exposicidn ocupacional
o residencial a campos electromagnéticos (EMF) de muy bajas frecuencias
(ELF) se deben a su componente magnético (Jammet y cols., 1990; Vijayalaxmi
y Gunter, 2005).
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La humanidad ha estado disfrutando de las ventajas de la
electricidad en casa y en los lugares de trabajo durante mas de 100 afios y, en
estos momentos, resulta imposible imaginarse la vida sin su uso. La
electricidad se suministra en frecuencias de 60 y 50 Hz en los Estados Unidos
y en Europa/Paises asiaticos, respectivamente. Siendo rigurosos, en términos
de ingenieria eléctrica, los campos electromagnéticos del tipo considerado ELF,
hacen referencia a frecuencias comprendidas entre los 30 y los 300 Hz;
mientras que, en la literatura referente a la biologia y la salud laboral, las
frecuencias relativas a campos ELF abarcan desde 0 a 3000 Hz (Vijayalaxmi y
Gunter, 2005; Alcaraz y cols., 2011) y constituyen la mayor area de interés para
valorar el efecto genotéxico de los campos magnéticos. En esta revisidon
delimitamos el estudio a los campos magnéticos de “frecuencia
extremadamente baja” (ELF-EMF) y a los campos magnéticos con aplicaciones

diagndsticas.

3. Interpretacién béasica del test.

El ensayo de MN muestra una lesién cromosdémica que constituye
una pérdida de ADN y por ello expresa siempre un dafio genético; y, como
consecuencia, la sustancia o agente fisico que lo produce se considera con
capacidad mutagénica y se considera un agente genotoxico (Schmid, 1975;

1976; Fenech, 2007; International Atomic Energy Agency, 2011).

Sin embargo, si el test de MN no muestra dafio genotdxico, su
interpretacion nunca es la AUSENCIA de genotoxicidad de dicho agente. Se
puede NO determinar aumento de MN por numerosas variables técnicas
(Fenech y cols., 2003); aunque la mas evidente es el umbral de sensibilidad del
propio ensayo de MN (Alcaraz y cols., 2002; 2009; 2011; Fenech y cols., 2003;
Navarro y cols., 2004). La utilizacion de dosis del agente estudiado por debajo
del umbral de sensibilidad del test imposibilita la deteccion de un posible efecto
genotoéxico (Fenech y cols., 2003; Navarro y cols., 2004; Alcaraz y cols., 2011).
El ejemplo mas caracteristico lo constituye el umbral de sensibilidad que
presenta el test de MN con las radiaciones ionizantes y que se ubica hoy dia en
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20-30 cGy (Fenech, 2007; International Atomic Energy Agency, 2011). Todos
los ensayos de micronucleos que pretendan demostrar un efecto genotéxico de
las radiaciones ionizantes utilizando una dosis inferior a 20-30 cGy no
revelarian ningun incremento de MN y podrian llegar a concluir que las
radiaciones ionizantes no tienen ninguna capacidad genotoxica ni mutagénica

al no mostrar un incremento de la frecuencia basal de MN.

Con estas premisas previas hemos realizado una revision
exhaustiva de la literatura cientifica para recoger los resultados previos que
relacionan los diferentes test de MN con los campos magnéticos de “frecuencia

extremadamente baja”, denominadas habitualmente ELF-EMF.

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas mas significativas de
los estudios publicados desde 1994 hasta la actualidad y que han utilizado
diferentes tipos de ensayos de MN “in vivo” para determinar la capacidad
genotodxica inducida por diferentes tipos de campos magnéticos, asi como el
flujo o la intensidad de los mismos (mT) y el tiempo de exposicion de los
animales estudiados. De los 8 estudios analizados, 6 (75%) concluyen que
existe un incremento significativo de la frecuencia de aparicion de MN en los
animales expuestos “in vivo”. Tal efecto estaria inducido directamente por los
campos magnéticos ensayados y los autores concluyen que los campos
magnéticos utilizados tienen una significativa capacidad mutagénica y una
evidente capacidad genotdxica por si mismos. Algunos de estos estudios han
podido utilizar exposiciones cronicas, exponiendo a los animales varias horas
diarias, en algunos casos durante semanas a los campos magnéticos
ensayados (Ferreira y cols., 2006; Udroiu y cols., 2006; Erdal y cols., 2007;
Celikler y cols., 2009; Okudan y cols., 2010; Reddy y cols., 2010; Montoya y
cols., 2011) aunque en ocasiones se han utilizado campos tan bajos como 5 uT
(Okudan y cols., 2011).

Estos tests “in vivo” se caracterizan por permitir la exposicion
corporal total de los animales expuestos, permitiendo valorar la respuesta

biolégica del organismo completo frente al agente fisico estudiado. En estos
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momentos, los ensayos de MN constituyen el test de genotoxicidad mas
utilizado dentro de los tests o ensayos cortos sobre genotoxicidad. Sin
embargo, siguiendo las condiciones bioldgicas impuestas para la aplicacion del
test, solo se puede utilizar entre la 92 y 122 semana de vida de los animales
(Schmid, 1975; 1976), lo que limita no sélo sus posibilidades de uso como
técnica detectora de genotoxicidad, sino que afiade una limitacion significativa
a su empleo en las técnicas de exposiciones cronicas a campos magnéticos de

los animales estudiados.

10
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Tipo Celular

Eritroblastos médula 6sea
SINGH, P [39] 1997 i 50 Hz 21mT 3 dias Sl
(MO) ratén
i } . 3Teslasy 4,7 i
SUZUKI, Y [40] 2001 Eritroblastos MO ratén Estatico 1,2y 3dias S
Teslas
FRAHM, J [41] 2006 Macréfagos de raton 50 Hz 0,05;0,1; 0,5; 1 mT | 12h,1diay 2dias | NO
Higado/sangre perif./ MO 24 h/dia ,21 dias
UDROIU, I[42] | 2006 ) 50 Hz 0,65mT . Sl
ratéon (intradtero)
ERDAL, N [44] 2007 Eritroblastos MO rata 50 Hz 1mT 4 hy 4h/45 dias Sl
OKUDAN, N [11] | 2010 | Reticulocitos y MO ratén 50 Hz 0,004 - 0,005 mT 40 dias S|
] EMF Pulsados <
REDDY, SB [46] @ 2010 Eritroblastos MO raton 1mT 14, 28,42y 56 dias | NO
1000 Hz
MONTOYA,I [47] | 2011 Eritroblastos MO ratén 50 Hz 0,2mT 7,14,21y 28dias | Sl

Tabla 1. Resumen de resultados de estudios que investigan la potencial genotoxicidad inducida por exposicion “in vivo” a ELM-EMF, analizada

mediante los ensayos de micronucleos. Leyenda: MO: medula 6sea; mT: militeslas; MN SI/NO: Se obtuvo, o no, incremento significativo del

nimero de microntdcleos (Alcaraz y cols., 2011)

11
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En la Tabla 2 se exponen las caracteristicas mas significativas de
los estudios publicados desde 1994 hasta la actualidad y que han utilizado
diferentes tipos de ensayos de MN “in vitro” para determinar la capacidad
mutagénica y el dafio cromosdmico inducido por diferentes tipos de campos
magnéticos, asi como el flujo o la intensidad de los mismos (mT) y el tiempo de
exposicidon de las células estudiadas. De los 26 estudios revisados 14 (53,8%)
concluyen que no se produce un incremento significativo de la frecuencia de
aparicion de MN en las células expuestas “in vitro”; mientras que otros 12
(46,2%) estudios describen un incremento de MN y concluyen que los campos
magnéticos aplicados tienen una significativa capacidad mutagénica teniendo,

por ello, una evidente capacidad genotdxica.

Sin embargo, entre los autores que describen una ausencia de
efectos de los campos magnéticos, el 42,8% (6/14 estudios) han realizado
algun tipo de analisis de sinergia o adicion con otros agentes mutagénicos y
describen un incremento sobre la frecuencia de MN esperada si tales agentes
se emplean de forma combinada con la exposicion a campos magnéticos. Asi,
si se utilizan de forma combinada la exposicibn a campos electromagnéticos
con la exposicion a rayos X o radiacion gamma (Simko y cols., 1998; Nakahara
y cols., 2002), con bleomicina (Cho y cols., 2007), benzo(a)pyrene (Simké y
cols., 2001; Cho y cols., 2003), bencendiol y bencentriol (Pasquini y cols.,
2003) o vinblastina (Verheyen y cols., 2003) se observa un significativo
incremento de MN mayor que el inducido por dichos agentes en ausencia de
los campos magnéticos. Estos resultados son interpretados por los diferentes
autores como un incremento de MN inducido por los campos magnéticos, que
actuarian como un cocarcinégeno (Nakahara y cols., 2002), un promotor o un
inductor (Simko y cols., 1998) de las lesiones cromosdémicas inducidas por los

agentes mutagénicos ensayados.

12
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. Células L Densidad L,
Autor Ano i Exposicion- ELF . Duracion MN
estudiadas Flujo (mT)
SCARFI, MR [48] 1994 Linfocitos humanos EMF Puls. 50 -500 Hz 2,5 (pico) 1,2y 3dias NO
Epiteliales traquea ;
PAILE, W [49] 1995 X 50 Hz 0,03-1 3y4dias Sl
rata
Epiteliales traquea ;
LAGROYE,| [50] 1997 . 50 Hz 0,1 1dia NO
rata
. Liquido amniético
SIMKO, M [51] 1998 a 50 Hz 0,1-1 12y3dias | NO
humano
Escamosas de cancer
SIMKO, M [51] 1998 50 Hz 0,1-1 1,2y 3dias Sl
humano
) Liquido amniotico .
SIMKO, M [52] 1998 a 50 Hz 1 1,2y 3 dias Sl
humano
SCARFI, MR [53] 1999 Linfocitos humanos 50 Hz 0,05-1 3 dias NO
) Liquido amniotico
SIMKO, M [54] 1999 EMF-H -50 Hz 1 24h,48h672h | Sl
humano
) Embrionarias de ;
SIMKO, M [55] 2001 50 Hz 1 1,2y 3dias NO
hamster
ZENI, O [56] 2002 Linfocitos humanos EMF Pulsados-50 Hz 2,5 3 dias Sl
NAHAHARA, T [57] 2002 Ovario hamster EMF Estaticos >10000 4 dias NO
PASQUINI, R [58] 2002 Células Jurkat 50 Hz 5 1h-1ldia Sl
VERHEYEN, G [59] 2003 Linfocitos humanos 50 Hz 0,08y 0,8 3 dias NO
CHO, YH [60] 2003 Linfocitos humanos 60 Hz 0,8 1ldia NO
Linfocitos humanos y
STRONANTI, L [29] 2004 50 Hz 1 2h NO
Cometa
TESTA, A [61] 2004 Linfocitos humanos 50 Hz 1 2 dias NO
SCASSELLATI, G [62] | 2004 Linfocitos humanos 50 Hz 5 30,606 120 m Si
WINKER, R [63] 2005 | Fibroblastos humanos 50 Hz 1 10 h Sl
Fibroblastos humanos ;
SCARFI, MR [64] 2005 50 Hz Intermitente 1 1dia NO
y Cometa
FATIGONE, C [65] 2005 Trad-MN 50 Hz 1 1h,6hyi12h SI
CHO, HY [66] 2007 | Fibroblastos humanos 60 Hz 0,8 28h,88hy240h | NO
SIMI, S [67] 2008 Linfocitos humanos RM Diagnésticos 1500 1120 h Sl
Linfocitos humanos y
ALBERT, GC [30] 2009 60 Hz 0,2 4h NO
Cometa
) . Ocupacion
CELIKLER,S [45] 2009 Linfocitos humanos 50 Hz ) 19 + 7 afios Sl
al-Industria
Neuroblastoma
LUUKKONEN,J [69] 2011 50 Hz 0,1 24 h NO
humano
LEE, JW [70] 2011 Linfocitos humanos RM Diagndsticos 3000 22,45,67y8Im | Sl

Tabla 2. Resumen de resultados de estudios que investigan la potencial genotoxicidad

inducida por exposiciéon “in vitro” a ELM-EMF, analizada mediante los ensayos de
micronucleos. Leyenda: mT: militeslas; MN SI/NO: Se obtuvo, o no, incremento
significativo del nimero de micronucleos (Alcaraz y col., 2011)
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En resumen, el 69,2% de los estudios publicados con estas
técnicas de MN “in vitro” aplicadas basicamente en exposiciones cortas,
utilizando campos electromagnéticos de muy baja frecuencia (ELF-EMF) en
periodos muy cortos (horas-dias), muestran algun tipo de efecto genotdxico
estadisticamente significativo, bien sea directo (por si mismo) o indirecto (como
promotor, inductor o cocarcindégeno) inducido por los campos magnéticos sobre

las células estudiadas.

En nuestra opinidén (Alcaraz y cols., 2011), la utilizacion de los
ensayos de MN presenta dos limitaciones importantes para evaluar la
genotoxicidad de un agente fisico, que se derivan de las caracteristicas
intrinsecas de la propia técnica: 1) tienen un umbral de sensibilidad (umbral de
deteccion) muy alto, por lo que los agentes o dosis que no sean intensamente
genotdxicos podrian ser indetectables; 2) tienen un periodo de deteccion corto
(horas en los ensayos “in vitro”; semanas en los ensayos “in vivo”), por lo que
los ensayos que precisen largos periodos de exposicidon, como podria ser la
exposicién cronica a campos magnéticos, no llegarian a alcanzar una dosis
genotoxica suficiente para superar el umbral de determinacién del efecto
genotoxico. El conocimiento de la propia historia del empleo del test de MN
como detector o cuantificador biolégico en la determinacion del efecto
genotéxico de la radiacion ionizante es imprescindible para la interpretacion de
los resultados obtenidos con los campos magnéticos. Asi, al principio de uso de
estas técnicas (anos 1980-1990) el umbral de capacidad de deteccién de los
efectos genotdxicos inducidos por radiaciones ionizantes estaba en 50 cGy; a
principios de este siglo se ubicd en los 30 cGy. En estos momentos, tras las
ultimas modificaciones del test de MN mas avanzado (CBMN) con células
bloqueadas con Cytochalasina B en la primera division mitética, el umbral de
deteccion se encuentra en 20-30 cGy (Fenech, 2007; International Atomic
Energy Agency, 2011). Si intentaramos determinar el efecto genotdxico en
cualquier situacion clinica, experimental u accidental, por debajo del umbral de
dosis de 20-30 cGy el test no mostraria incremento significativo de MN y
posiblemente podriamos concluir (como numerosos autores han hecho)

(Navarro y cols., 2004; Serna y cols., 2008; Alcaraz y cols., 2009; 2011) que
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tales dosis de radiaciones ionizantes no tienen ninguna capacidad genotoxica,
ya que no dafnarian el material genético al no incrementar la frecuencia de MN

en las células o animales estudiados.

Expresado de otra forma, un test negativo de MN no excluye la
posibilidad de que exista un dafio genético inducido por los campos
magnéticos. Sin embargo, un test de MN positivo muestra una pérdida de
material genético y por tanto una lesion o dafo genético manifiesto. Dado que
el test de MN no deja lugar a dudas sobre el dafio producido, y éste es una
pérdida de DNA, existe suficiente evidencia para continuar nuevas experiencias
que vayan identificando las variables fisicas de los campos magnéticos que

inducen este dafno cromosomico (Alcaraz y cols., 2011).

Si se analizan los datos expuestos en las Tablas 1y 2, se puede
observar, en términos generales, que estos estudios muestran que cuanto mas
intensos son los campos magnéticos utilizados y mayor es el tiempo de
exposiciéon empleado (células/animales), mayor es la capacidad para poner de
manifiesto un incremento de MN, mostrando una probable capacidad
genotoxica de los campos en las condiciones analizadas. En este sentido,
cuando se realizan tratamientos conjuntos con otros agentes mutagenos
parece que los ELF-EMF muestran mas facilmente un efecto genotdxico al

posibilitar un efecto aditivo o sinérgico entre dichos agentes.

Los estudios que se han publicado, muestran algunos resultados
que ayudan a la seleccién de variables o situaciones de interés médico o
biolégico, y que precisaran nuevos estudios o confirmaciones de tales
resultados. Algunos autores, obtienen un dafo genotdxico relacionado
directamente con el tiempo de exposicion a campos magnéticos (Winker y
cols., 2005; Fatigoni y cols., 2005) o presentan una clara respuesta dosis-
dependiente (Simi y cols., 2008). La utilizacion médica de la Resonancia
Magnética, aumenta el numero de MN y podria ser genotdxica también (Simi y
cols., 2008; Lee y cols., 2008). Aunque el daifo genético podria ser reparado y
el exceso de MN podria llegar a desaparecer a las 24 h de la finalizacion de la
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exploracion de resonancia; en ocasiones, el numero de MN puede alcanzar un

maximo y permanecer constante a lo largo del tiempo (Winker y cols., 2005).

Se han propuesto algunos mecanismos fisicos por los que las
ELF-EMF podrian interactuar con las células para producir un efecto bioldgico:
1) la transferencia de energia induciria la aceleracion de iones y proteinas
cargadas que alterarian la membrana celular y sus receptores para proteinas;
2) el campo eléctrico ejerceria en el interior del cuerpo humano fuerzas sobre
las cargas eléctricas 0 momentos eléctricos; 3) los campos podrian interactuar
con el momento magnético de las particulas ferromagnéticas y de los radicales
libres complejos; 4) también podrian inducir alteraciones resonantes que
conducirian vibraciones o transiciones orbitales en las biomoléculas complejas;
5) cambios temporales o cronoldgicos inducidos por los campos provocarian
cambios espaciales y alterarian la relacion sefal-ruido en algunos sistemas.
Sin embargo, también se ha propuesto que los potenciales efectos bioldgicos
inducidos por los ELF-EMF no estarian soportados, si existieran, por ninguno

de estos mecanismos fisicos conocidos (Valberg y cols., 1997).

No obstante, desde el punto de vista bioldgico, esta ampliamente
aceptado que los ELF-EMF son incapaces de transferir energia a las células en
cantidades suficientes para romper los enlaces quimicos y con ello lesionar
directamente el ADN (Valberg y cols., 1997; Vijayalaxmi y Gunter, 2005). Por
esta razon, los ELF-EMF no se consideran agentes genotoxicos directos. Su
contribucién al desarrollo del cancer y de otras lesiones podria explicarse al
inducir acontecimientos indirectos o secundarios en el organismo (Valberg y
cols., 1997; Vijayalaxmi y Gunter, 2005). Numerosos estudios describen
mecanismos a través de los cuales los ELF-EMF pueden ejercer sus efectos
biolégicos: originando situaciones de estrés oxidativo (Okano, 2008; Yocus y
cols., 2008; Amara y cols., 2009; Kocacic y Somanathan, 2010; Emre y cols.,
2011; Garj-Vrhovac y cols., 2011), incrementando la produccién o la actividad
de radicales libres (Simké y cols., 1998), activando enzimas antioxidantes
(Politawski y cols., 2010), modulando la activacion de otros enzimas
(Vijayalaxmi y Gunter, 2005), reforzando la proliferacién celular (Verheyen y

16



I. Antecedentes

cols., 2003), alterando el ciclo celular (Erdal y cols., 2007) o incrementando la

apoptosis celular (Emre y cols., 2011; Garj-Vrhovac y cols., 2011).

En estos momentos esta en discusion el auténtico significado de
este incremento de MN como resultado de un test o ensayo de genotoxicidad.
Actualmente se acepta que un incremento en el nivel o numero de alteraciones
cromosomicas puede ser indicativo de un incremento en el riesgo de padecer
cancer. Por ello, algunos autores resaltan que estos estudios deberian ser
cuidadosamente considerados en la evaluacion de un posible dafio genético
tras la exposicion a campos magnéticos (Alcaraz y cols., 2011; Navarro y cols.,
2004; Serna y cols., 2008). Sin embargo, los resultados de otros estudios
epidemiologicos que se han publicado indican que estas alteraciones
cromosémicas no tienen necesariamente que ir asociadas con un incremento
demostrado de riesgo de cancer (Navarro y cols., 2004; Serna y cols., 2008).
Por ello, aun cuando el test detecta un incremento de la frecuencia de MN, y
por tanto, incremento en el dafo cromosdémico de los animales o células
expuestas, queda por determinar cudles podrian ser las consecuencias
bioldgicas reales en cuanto al riesgo de padecer una lesion tardia, y que
estarian sin establecer todavia (Navarro y cols., 2004). En estos momentos, el
incremento de MN podria considerarse como un biomarcador predictivo de
susceptibilidad que manifestaria un incremento de riesgo para algunas
enfermedades (El-Zen y cols., 2011). Con todo, lo que se pone de manifiesto
es que, al menos una de las posibles vias de promocion de cancer, como es el
incremento de las lesiones del material genético, esta relacionada con la

exposicion a campos magnéticos débiles de muy baja frecuencia (ELF-EMF).

En conclusion, desde el punto de vista del investigador, no
parecen resultados contradictorios. Existen numerosas evidencias cientificas
que revelan una capacidad genotoxica de los campos magnéticos determinada
mediante los ensayos de MN, en diferentes condiciones experimentales que
pretenden simular condiciones de exposiciones humanas. La via de lesiones
cromosomicas es posible, aunque no se ha encontrado un claro mecanismo de

accion que produzca estas lesiones. Asi mismo, queda por determinar cuales
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serian las consecuencias biolégicas que este incremento de lesiones

cromosoémicas podrian tener para la salud.

Nosotros pretendemos utilizar la experiencia de nuestro grupo de
investigacion en el estudio de la capacidad genotoxica de las radiaciones
ionizantes y de la capacidad genoprotectora de diferentes sustancias

antioxidantes en el estudio de los campos magnéticos (ELF-EMF).

Utilizaremos los dos tipos de ensayos de micronucleos conjuntamente: “in vivo”

e “in vitro”:

El primero consiste en el test de MN “in vivo” sobre eritrocitos
policromatofilos de médula ésea de raton para determinar; primero una posible
capacidad genotoxica (mutagénica) de los campos magnéticos ELF-EMF, a los
que posteriormente aplicaremos diferentes sustancias antioxidantes en la
busqueda de una reduccion o modificacion del posible efecto, y el segundo
sometido a radiacion ionizante, al que igualmente aplicamos diferentes
sustancias antioxidantes preirradiaciéon y postirradiacion para determinar, si ello

es posible, algun tipo de efecto radioprotector.

El segundo consiste en el test de MN “in vitro” sobre linfocitos
humanos; al primer grupo se somete a radiacion ionizante y se trata con dichas
sustancias antioxidantes antes y después de la irradiacion. Por ultimo,
analizaremos el efecto de las exploraciones de diagndstico de Resonancia
Magnética sobre la frecuencia de MN determinados en linfocitos ciurculantes

de los pacientes estudiados.

Un posible efecto protector de las sustancias antioxidantes seria
debido a su capacidad eliminadora de radicales libres. Por ello, se recogen a
continuacion algunas caracteristicas especificas de los radicales libres, que son

de interés en el trabajo de investigacion.
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2. RADICALES LIBRES

La radiacion ionizante induce daino en los tejidos vivos a través de
una serie de eventos moleculares clasicos tales como los efectos fotoeléctrico,
Compton y formacién de pares que dependen de la energia que transporta.
Debido a que los tejidos humanos contienen un 80 % de agua, el mayor dafio
radioinducido se debe a la formacion de radicales libres acuosos generados por
la accién indirecta de la radiaciéon sobre el agua. Los radicales libres mas
importantes resultantes de la radiolisis del agua son OH", H', e,q, HO2, H30%,
etc. (Dragaric y Dragaric, 1971; Pradhan y cols., 1973; Scholes, 1983). Estos
radicales libres reaccionan con macromoléculas celulares tales como DNA,
RNA, proteinas, membranas y causan disfuncion celular y mortalidad. Estas
reacciones no son selectivas y tienen lugar tanto en las células tumorales como

en las células normales cuando quedan expuestas a la radiacién ionizante.

El efecto lesivo en una célula inducido por la radiacién ionizante
puede ser potenciado o atenuado por diferentes factores tales como la
presencia de oxigeno, de compuestos sulfhidrilos y de otras moléculas del
entorno celular (Bacq, 1965; Pradhan y cols., 1973). En presencia de oxigeno,
los eaq Yy los atomos de hidrégeno reaccionan con el oxigeno molecular para
producir radicales tales como HO* O," asi como otros radicales libres acuosos
(Baraboi y cols., 1994; Biakov y Stepanov, 1997). El aumento de la sensibilidad
de las células a la radiacion ionizante en presencia de oxigeno comparado con
el mismo hecho pero en ausencia de oxigeno, se denomina "efecto oxigeno" y
es conocido desde hace mucho tiempo: la relacion entre la dosis de radiacion
requerida para obtener una supervivencia celular en ausencia de oxigeno y la
dosis requerida para obtener el mismo efecto bajo condiciones oxigenadas es
de 2,5-3 para radiacion X y gamma. Este “efecto del oxigeno” se modifica solo
con la presion parcial del mismo en los tejidos y es independiente de la dosis
de radiacion ionizante administrada. El dafio oxidativo en el material genético
de la célula, por ejemplo DNA, juega un papel importante en los procesos de
mutagénesis y carcinogénesis radioinducidos. Los radicales de oxigeno

altamente reactivos producidos por la radiaciéon ionizante causan lesiones en el
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DNA que pueden llevar a la muerte celular en una lesion “letal” o a las
mutaciones en las lesiones denominadas “subletales”. Enzimas como la
superoxido-dismutasa, la glutation-peroxidasa y la catalasa protegen a las
células de los mamiferos del dafo oxidativo radioinducido (Fridovich, 1978;
Utsumi y cols., 1998).
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Grarica 1. Mecanismos de acclon ae las sustancias raaloprotectoras (Alcaraz y cols., ZUl3).
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Durante el crecimiento tumoral, las células tumorales proliferan
muy rapidamente por lo que generalmente necesitan un mayor aporte vascular,
describiéndose 3 zonas diferenciadas en su crecimiento: una externa, con
suficiente aporte sanguineo y adecuada presion parcial de oxigeno; otra
intermedia, con menor perfusion y mayor grado de hipoxia; y, una tercera
interna constituida por el centro tumoral, mal perfundida y con zonas de
necrosis celular entre otras razones por ser zonas andxicas y mal irrigadas

localmente (Nair y cols., 2001).

Esta situacion conlleva una diferente sensibilidad celular a la
radiacion ionizante en cada una de esas zonas que se ha explicado en funcion
de la diferente presion parcial de oxigeno en las mismas y la diferente
potenciacion que se consigue con el “efecto oxigeno”. Clasicamente, se ha
considerado ésta como la causa de los escasos resultados que se obtienen en
el tratamiento radioterapico de algunos tumores. Para paliar este problema es
necesario administrar dosis mas elevadas de radiacion que permitan controlar
el crecimiento tumoral. Sin embargo, esto clinicamente no es posible, ya que
los tejidos normales adyacentes al tumor estan bien perfundidos, bien
vascularizados y permanecen bien oxigenados y, por tanto, son mas sensibles
al daino radioinducido, por lo que se necesita proteger las células normales
adyacentes al tumor de la posible lesién radioinducida. Asi, la identificacion de
agentes radioprotectores es un objetivo importante de los oncdélogos
radioterapicos y de los radiobidlogos. Los estudios sobre agentes quimicos
radioprotectores comenzaron hace mas de 50 afos en USA con el principio del
“Proyecto Manhattan”. Debido a que la literatura disponible es enorme, nuestra
revision se centra solo en aquellos agentes que tienen relevancia clinica y
presentan un mecanismo de proteccion radiolégica conocido (Nair y cols.,
2001).
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3. RADIOPROTECTORES

CLASIFICACION DE LOS RADIOPROTECTORES

Los agentes radioprotectores pueden ser clasificados en 3 grupos:

1. Radioprotectores: son compuestos generalmente sulfhidrilos y otros
antioxidantes (Livesey y Reed, 1987). En estos se incluyen muchos

mieloprotectores, enteroprotectores y cerebroprotectores.

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

intensificando la resistencia global no especifica de un organismo.

3. Absorbentes: los absorbentes protegen a los organismos de la radiaciéon
ionizante y de los agentes quimicos a nivel interno. Suelen considerarse asi las
drogas que previenen la incorporacién de radioiodo por la glandula tiroides y
disminuyen la absorcion de radionucleidos ("*’Cs, *°Sr, #°Pu) en el medio

interno biologico.

La bibliografia cientifica disponible sobre radioprotectores es
extensa. Nuestra revision esta centrada en diferentes radioprotectores (en
funcion de su estructura molecular, su actividad terapéutica o su actividad o

funcion metabdlica) frente al dano inducido por la radiacion ionizante (Tabla 3).
En nuestro estudio utilizaremos 4 sustancias con actividad

radioprotectora: dos de ellos (DMSO y PTU) son sustancias azufradas con

puentes quimicos clasicamente considerados como los primeros
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radioprotectores conocidos; los otros dos (EC y P) son sustancias polifenolicas

o flavonoides con significativa capacidad antioxidante.

RADIOPROTECTORES

MECANISMO DE ACCION

COMPONENTES SULFHIDRILO: cisteina,
cisteamina, glutation, AET, WR-2721 y otros

componentes WR.

“Captadores” de radicales libres, donantes

de atomos de hidrégeno.

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.

Inhibicion de proteasas (a través del
sistema renina-angiotensina),
antioxidacion, inhibicion de la sintesis de

colageno.

AGENTES CITOPROTECTORES: mesna,

dexrazoxane, amifostina (WR-2721).

Toxicidad reducida de farmacos
quimioterapicos, disminucion de la

toxicidad urotelial y nefrotoxica.

METALOELEMENTOS: cloruro de
manganeso, sales de cadmio, subnitrato de

bismuto, etc.

Induccidon metalotionina.

INMUNOMODULADORES: interferon-
gamma, polisacaridos AM5 y AM218,
lactobacillus sensibles al calor, Broncho-

Vaxom, trealosa de dicorinomicolato, AS101.

Estimulacion inmune, incremento de la

produccién de citoquinas

LIPOPOLISACARIDOS Y
PROSTAGLANDINAS

Sintesis de prostaglandinas, niveles
elevados de AMP c, reparacion DNA.

EXTRACTOS DE PLANTAS Y
COMPONENTES AISLADQOS: curcmina,

orientina, vicinina.

“Captadores” de radicales libres,

antioxidacion.

Tabla 3. Diferentes radioprotectores y su mecanismo de accion (Nair y cols., 2001).
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1. Compuestos Sulfhidrilos

Desde un principio los estudios se dirigieron hacia los compuestos
sulfhidrilos. Analogos de la cisteina y de la mercaptoetilamina constituyeron los
pioneros compuestos que fueron ensayados en radioproteccion. La sintesis de
aminoetilisotiourea tuvo un importante desarrollo y la investigacion sobre sus
mecanismos radioprotectores ayudé a tener una mejor comprension de las
caracteristicas estructurales de los compuestos sulfhidrilos que son
fundamentales en radioproteccion (Livesey y Reed, 1987). Los compuestos
mas efectivos fueron aquellos que presentaban grupos sulfhidrilos en los 2 6 3
ultimos carbonos de un extremo de la cadena y un fuerte grupo amino basico
en el otro. Un gran numero (> 4000 sustancias) de este tipo de compuestos
fueron sintetizados en el Centro de Investigacion de la Armada de Walter Reed
en Estados Unidos. La mayoria de ellos, casi todos, fueron toxicos con dosis
muy pequefas y no aptos para uso humano; ademas, era necesario que
estuvieran dentro del organismo antes de la exposicidon a radiacion para poder
obtener un efecto protector. La sintesis de WR-2721, amifostina o acido etiofos
[S-2-(3-aminopropilamino) etilfosforotioico] fue un importante avance en el
desarrollo de diferentes drogas radioprotectoras: WR-3689, WR-151327, WR-
638, WR-77913 y WR-44923 y que son otros importantes radioprotectores de
este mismo tipo de sustancias (Glowe y cols., 1984; Weiss, 1997). Todos son
solubles en agua, lo que facilita su administracion; su estructura quimica difiere
s6lo en cuanto a la longitud del grupo aminoalquilo; y se caracterizan por la
presencia o ausencia de un grupo metilo en el extremo terminal y/o un grupo

hidroxilo en la cadena alquilo.

Entre los mejores radioprotectores de este tipo se encuentran los
aminotioles, de tal forma que los aminotioles fosforilados fueron los mas
eficaces en cuanto a actividad, tolerancia y duracion de la accién. Sin embargo,
la mayoria tuvieron importantes efectos secundarios tales como nauseas,
vomitos e hipotension (Maisin y cols., 1993; Maisin, 1998). La busqueda de
radioprotectores no toxicos e incluso inocuos ha constituido una linea prioritaria

de investigacion en radiobiologia.
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Entre la variedad de radioprotectores sulfhidrilos, el unico que ha
proporcionado un gran numero de ensayos clinicos y que esta actualmente en
uso clinico como adyuvante en radioterapia clinica es el WR-2721
(Wasserman, 1994; Tannehill y Mehta, 1996). La radioproteccion selectiva de
células normales conseguida por esta droga se ha relacionado con su diferente
absorcidn segun sea realizada por tejidos tumorales o normales y por los
mecanismos de conversion en un compuesto sulfhidrilo activo (WR-1065) en
los tejidos normales por accién de la fosfatasa alcalina (Travis, 1979;
Wasserman, 1994; Valles y cols., 1995; Tannehill y Mehta, 1996).

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

El WR-2721 se ha utilizado también para reducir la toxicidad del
tratamiento con cisplatino en pacientes con cancer de mama metastasico
(Ramnath y cols., 1997) pero ademas, protege contra la toxicidad retardada de
la radiacion sobre érganos pélvicos sin interferir con el efecto beneficioso de la
radioterapia, disminuyendo la toxicidad hematolégica y la induccién de lesiones
sobre las mucosas irradiadas (Capizzi y Oster, 1995). En pacientes bajo
radioterapia o quimioterapia por cancer de pulmon no resecable, el WR-2721
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reduce la nefrotoxicidad relacionada con la administracion de cisplatino y la

esofagitis radioinducida (Tannehill y cols., 1997).

2. Antioxidantes y “Captadores de radicales libres”

Se ha descrito que muchos alcoholes alifaticos (incluidos el
etanol, el etilenglicol, el glicerol, etc.) son buenos “captadores” de radicales
libres y podrian actuar como radioprotectores en clinica. Sin embargo, los
resultados ponen de manifiesto que son soélo utiles a nivel experimental o
académico pero no en clinica humana debido a la enorme toxicidad que
presentan a concentraciones utiles como sustancias radioprotectoras.
Metodiewa y cols. (1.996) han publicado 2 compuestos (Tempace y Troxyl),
derivados de 2, 2, 6, 6-tetrametil piperidine, que actuan como captadores del
ion superdxido y como inhibidores de la utilizacién del hierro y, ademas, como
conductores de ascorbato en la Reaccion de Fenton. Estos 2 compuestos
podrian ser mejorados para considerarlos prometedores antioxidantes y
radioprotectores en un entorno clinico; aunque todo ello esta pendiente en
estos momentos de un incremento en el numero de ensayos y de sus

aplicaciones farmacoldgicas (Metodiewa y cols., 1996; Nair y cols., 2001).

Algunos estudios han puesto de manifiesto que muchos nitroxidos
solubles en agua muestran proteccion radiolégica en animales cuando los
compuestos se administran antes de la exposicion a la radiaciéon (Hahn y cols.,
1994; 1998). El Tempol, un nitroxido de bajo peso molecular, presentd una
difusion libre a través de la membrana celular y actu6 como un sinérgico o
imitador de la superéxido-dismutasa (Hahn y cols., 1999). También se han
descrito que nitroxilos con 6 anillos de piperidina, incluido el tempol, presentan
mayor capacidad reductora que aquellos nitroxilos con 5 anillos. En todos los
casos, se ha descrito que la “captacion” de radicales libres y la induccidon de
hipotensién (disminucion del flujo sanguineo capilar) e hipoxia en la médula
O6sea serian los mecanismos que explicarian su capacidad radioprotectora
(Hahn y cols., 1994; 1998; 1999).
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Algunos antioxidantes como las vitaminas A, C y E también
parecen presentar efectos de “radioproteccion” porque el dano radioinducido
simula el incremento del estrés oxidativo que se asocia con la toxicidad activa
del oxigeno (Wilson, 1983; Konopacka, 1996). Se ha demostrado que el selenio
(como Na,SeO3) y la vitamina E actuan solos e, incluso, de forma aditiva como
agentes radioprotectores y quimioprotectores (Borek y cols., 1986). El selenio
confiere proteccidén por inducir o activar sistemas celulares de captacién de
radicales libres y por aumentar la descomposicidén del peroxido; mientras que la
vitamina E parece que ofrece proteccion por un mecanismo complementario
(Borek y cols., 1986). Las vitaminas liposolubles A, E y K, presentan una
concentracion local elevada en compartimentos celulares especificos y podrian
ser suficientemente elevados como para ejercer un efecto protector, a
diferencia de la mayoria de compuestos sulfhidrilos hidrosolubles tales como
las cisteaminas (Borek y cols., 1986). Harapanhalli y cols., (1.994) ha descrito
que el aceite de soja da una significativa proteccion contra la '*°IdU y contra los
efectos del Polonio radiactivo que se ha explicado en funcion de la presencia
de vitamina A. Un derivado hidrosoluble de la vitamina E, el tocoferol
monoglucosido, se ha mostrado muy efectivo en la proteccion del DNA “in vitro”
y también “in vivo” en ratones tras su administracion, via oral o intraperitoneal,

frente a la radiacion gamma (Nair y cols., 1999).

La Melatonina (N-acetil-5-metiloxitriptamina), una hormona de la
glandula pineal involucrada en la regulacion del eje neuroendocrino, es un
“captador” de radicales libres altamente eficiente y considerado de una elevada
capacidad antioxidante (Pieri y cols., 1994; Reiter, 1995; Pierrefiche y Laborit,
1995; Vijayalaxmi y cols., 1996). Cuando se administra a ratones antes de la
exposicion a la radiacion, la melatonina ofrece una radioproteccion significativa
por la disminucion de la frecuencia de aberraciones cromosoémicas en las
espermatogonias y espermatocitos y por la reduccion de la frecuencia de

micronucleos en las células de médula 6sea (Badr y cols., 1999).

Un derivado del etinilestradiol, llamado E-838, se ha descrito
como un efectivo radioprotector para el sistema hematopoyético en estudios
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experimentales con ratones (Yang y cols., 1998). Presenta un significativo
efecto protector en las unidades formadoras de colonias del bazo y en las
células nucleadas de la médula 6sea de ratones irradiados, lo que se interpreta
como una potencial aplicacion clinica en la leucopenia inducida por radioterapia
(Yang y cols., 1998). Sin embargo, estos compuestos, si bien son altamente
efectivos en estudios "in vitro", pueden encontrar poco uso en su aplicacion
clinica porque no discriminan entre células normales y células tumorales (Nair y
cols., 2001).

Muchos extractos de plantas, preparaciones de hierbas vy
sustancias fitoquimicas también se han descrito por su accion radioprotectora
en estudios “in vitro” e “in vivo” (Shinoda, 1995; Kumar y cols., 1996; Zhang y
cols., 1997; Chaudhary y cols.,, 1999; Hsu y cols.,, 1999; Uma Devi y
Ganasoundari, 1999; Uma Devi y cols., 1999; Kamat y cols., 2000; Castillo y
cols., 2001; Castillo y cols., 2002; Benavente-Garcia y cols., 2002; Acevedo,
2005; Alcaraz y cols., 2006; Del Bafio y cols., 2006). Sin embargo, hasta el
momento, no han sido publicados ensayos clinicos para demostrar su eficacia
en clinica humana. Su capacidad radioprotectora se ha atribuido generalmente

a sus propiedades antioxidantes y eliminadoras de radicales libres.

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

Los Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina
(IECAs) y los Antagonistas del Receptor tipo | de la Angiotensina Il (ARA-2)
también se han descrito como efectivos en la profilaxis de la lesién renal y
pulmonar radioinducida en animales de experimentacion irradiados (Ward y
cols., 1993; Oikawa y cols., 1997; Moulder y cols., 1998 a,b; Molteni y cols.,
2000). La variedad de IECAs investigados como radioprotectores incluyen
penicilamina, pentoxifilina, captopril, enalapril, etc. Los diferentes estudios han
revelado que el bloqueo del receptor tipo | de la angiotensina Il es suficiente
para tratar la lesion renal y pulmonar radioinducida porque el sistema renina-
angiotensina podria estar fundamentalmente involucrado en la patogénesis de

estas lesiones (Ward y cols., 1993; Oikawa y cols., 1997; Moulder y cols., 1998

29



I. Antecedentes

a, 1998b; Molteni y cols., 2000). El captopril (D-3-mercapto-2-metilpropanoil-L-
prolina) es ampliamente utilizado como farmaco antihipertensivo (Gauras y
Gauras, 1987) y ha sido utilizado para eliminar la reaccion precoz del pulmén
inducida por la irradiacion fraccionada del hemitérax en ratas (Ward y cols.,
1993). La accion terapéutica del captopril se ha adscrito parcialmente a la
prevencion del incremento radioinducido de la presion arterial pulmonar,

consiguiendo un edema menos severo en el pulmon irradiado.

La lesién pulmonar radioinducida conlleva severas neumonitis,
fibrosis intensa y se ha asociado con una disminucion significativa de la enzima
convertidora de angiotensina y de la funcién activadora del plasminégeno, asi
como con un marcado incremento de las prostaglandinas. Los IECAs eliminan
o disminuyen estas reacciones. El captopril (IECA) y los ARA-2 parecen
proteger el parénquima pulmonar de una respuesta inflamatoria intensa y
posterior fibrosis pulmonar en animales irradiados. Aunque la penicilamina es
un débil inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, es un fuerte
agente antifibrético y mostré unas propiedades antiinflamatorias moderadas
(Ward y cols., 1983). Los IECAs que contienen grupos sulfhidrilos son mas
efectivos que aquéllos que no los tenian. El efecto radioprotector del captopril
podria estar relacionado con una inhibicion del sistema de la angiotensina Il y
por sus propiedades farmacoldgicas combinadas tales como antioxidacion,
“eliminadora” de radicales libres e inhibidor de proteasas (Molteni y cols.,
2000).

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

lesion gastrointestinal radioinducida (Moulder y Fish, 1.997).
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4. Agentes citoprotectores utilizados en Quimioterapia

Un numero de agentes citoprotectores han sido desarrollados
para proteger a las células normales, pero no a las tumorales, de la toxicidad y
del dafio asociado con la quimioterapia y la radioterapia del cancer. Mesna
(acido 2-mercaptoetanesulfénico), Desrazoxane y Amifostina son 3 de los
agentes protectores aprobados ya por la Administracion de Alimentos y Drogas
de los Estados Unidos y poseen una potencial actividad quimioprotectora y
radioprotectora en el tratamiento del cancer (Henseley y cols., 1999; Links y
Lewis, 1999; Morais y cols., 1999; Highly y cols., 1999; Kleta, 1999; Khojasteh y
cols., 2000). Mesna disminuye la incidencia de toxicidad urotelial inducida por
la quimioterapia en el tratamiento del cancer; eliminando la toxicidad urotelial
asociada con altas dosis de ifosfamida y ciclofosfamida (Henseley y cols.,
1999; Morais y cols., 1999; Highly y cols., 1999; Kleta, 1999; Khojasteh y cols.,
2000). ElI Dexrazoxane se ha encontrado utii como adyuvante en la
quimioterapia de tumores basada en la doxorrubicina (Henseley y cols., 1999;
Links y cols., 1999; Morais y cols., 1999) aunque la toxicidad cardiaca y la
proteccion también de las células tumorales son algunas de las limitaciones del
uso de dexrazoxane (Henseley y cols., 1999). La Amifostina reduce la
nefrotoxicidad en pacientes que reciben quimioterapia basada en cisplatino
(Henseley y cols., 1999; Links y cols., 1999; Morais y cols., 1999). Sin
embargo, el uso clinico de estos radioprotectores en muchos ensayos clinicos
con radioterapia mostréo efectos muy variados y una eficacia clinica muy

limitada (Shueng y cols., 1998; Tan y cols., 1999).

5. Metaloelementos y Metalotionina

La metalotionina, proteina de bajo peso molecular de 60
aminoacidos (de los cuales una tercera parte es cisteina), ha mostrado un
efecto protector contra la radiacion ionizante en animales y en células
expuestas ya que su administraciéon provoca un incremento de la sintesis de
esta proteina en varios tejidos (Bakka y cols., 1982; Matsubara y cols., 1987;
Kagi y Schaffer, 1988; Renan y Dowmaw, 1989; Satoh y cols., 1989; Murata y
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cols., 1995; Miko y cols., 1998). Esta involucrada en la regulacion del
metabolismo de los metaloelementos ya que contribuye a la detoxificacion del
exceso de metaloelementos y a la captacion de radicales libres (Matsubara y
cols., 1987). Por otro lado, la administracion oral de bismuto subnitrato a
ratones redujo los efectos letales y las lesiones en médula ésea inducidas por
una irradiacién corporal completa; esta proteccion se ha atribuido a una sintesis
inducida de metalotionina en las propias células de la médula ésea inducida por
la administracion del bismuto (Satoh y cols., 1989). Igualmente, el
pretratamiento de los ratones con cloruro de manganeso y sales de cadmio
incrementd el nivel de metalotionina en varios tejidos disminuyendo los efectos
letales de una irradiacién corporal total (Matsubara y cols., 1987). Sin embargo,
la induccién de metalotionina por los metaloelementos es también érgano/tejido
especifico, y el tratamiento con cloruro de manganeso no produce un
incremento de los niveles de metalotionina en la piel o intestino delgado, por lo
gue no se observa ningun efecto beneficioso en estos tejidos cuando han sido
expuestos a la radiacion (Murata y cols., 1995). El wolframio, vanadio y las
sales de molibdeno tienen un efecto similar a la insulina ya que incrementan los
niveles basales de fructosa-2,6-bifosfato contrarrestando los efectos del
glucagon, de la fructosa-2,6-bifosfato y de la actividad de la 6-fosfofructo-2-
kinasa, estimulando el flujo glucolitico (Fillat y cols., 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 toxicos protegen a
los animales expuestos de los efectos letales inducidos en el sistema
hematopoyético (Zaporowska y Wasilewski, 1992; Sato y cols., 1999).

6. Citoquinas e Inmunomoduladores

Varios inmunomoduladores utilizados habitualmente en clinica
junto con la radioterapia y/o quimioterapia para controlar el crecimiento tumoral
tanto en animales de experimentacion como en clinica humana presentan
efecto radioprotector. El interferon gamma induce una respuesta inmune en
humanos mediante la activacién de las células T, la expresiéon del complejo

mayor de histocompatibilidad de clase Il y del receptor para la porcién Fc de la

32



I. Antecedentes

inmunoglobulina en los monocitos. En un estudio clinico randomizado se ha
descrito que la administracién de interferon gamma recombinante provoca una
estimulacion inmune en los pacientes que han conseguido la remision completa
de un cancer de pulmon de células pequenas tras la radioterapia y la

quimioterapia (Pujol y cols., 1993).

Los polisacaridos asociados a proteinas, tales como AMS vy
AM218, lactobacillus destruidos mediante calor, extractos bacterianos y la
trealosa dicorinomicolato sintética también tienen propiedades
inmunomoduladoras. Estos compuestos, ademas, también han mostrado tener
accion radioprotectora (Real y cols., 1992; Fedorocko y cols., 1992; Fedorocko
y Mackova, 1996; Guenechea y cols., 1997; Furuse y cols., 1997; Landauer y
cols., 1997). El extracto bacteriano Broncho-Vaxom, cuando se administra en
combinacion con indometacina (un inhibidor de la produccion de
prostaglandina) en el ratéon antes de una irradiacion letal, presenta una sinergia

en el efecto radioprotector conseguido (Landauer y cols., 1997).

El tricloro de amonio-(dioxietilén-0,0’) telurico (AS101) es un
componente sintético que exhibe propiedades inmunomoduladoras y una
minima toxicidad en ensayos clinicos con pacientes de cancer (Kalechman y
cols., 1995a; 1995b). EI AS101 presentd un efecto protector de Ila
hematopoyesis en ratones irradiados y ratones tratados con diversas drogas
quimioterapicas. Los estudios han revelado que la administracion de AS101
aumento los niveles de suero amiloide A (SAA) en el suero de los ratones
tratados e incremento los niveles de SAA, factor B y ceruloplasmina en el suero
de pacientes tratados con AS101. Se demostré que la Interleukina-1 (IL-1),
Interleukina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) son mediadores
importantes en los cambios de las concentraciones del SAA inducido por
AS101 (Kalechman y cols., 1995a; 1995b). Las citoquinas IL-1, IL-6, TNF-a y el
factor de la célula stem parece que intervienen de forma importante en la
radioproteccion por AS101, ya que la administracion de anticuerpos contra los
receptores de éstos, parece la via de que el AS101 incremente la supervivencia
de los ratones irradiados con dosis letales (Kalechman y cols., 1995a,b).
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Incluso, la administracion intraperitoneal de IL-1 consiguié proteger a ratones

de los efectos letales de la radiacion gamma (Neta y cols., 1986; Neta, 1988).

7. Lipopolisacéaridos y Prostaglandinas

Se ha descrito que los lipopolisacaridos son agentes protectores
frente a las lesiones radioinducidas en intestino y médula ésea de ratén
provocadas por una exposicion corporal total a la radiacion (Riehl y cols.,
2000). La administracion parenteral de lipopolisacarido, 2-4 horas antes de la
exposicion a la radiacion, produce un aumento del numero de criptas que
persisten a los 3,5 dias tras una irradiacion corporal total de 14 Gy de radiacién
gamma. Diversos estudios con inhibidores de la cicloxigenasa en ratones
mutantes con un gen ausente para la cicloxigenasa-2 puso de manifiesto que el
lipopolisacarido ofrecia proteccion a través de una via dependiente de la
prostaglandina (Riehl y cols., 2000), determinandose que la prostaglandina y la
OK-432 protegen a los animales contra estas lesiones radioinducidas (Joshima
y cols., 1992; Walden y Farzaneh, 1995).

Las prostaglandinas son sintetizadas en casi todos los tejidos
como respuesta a un amplio rango de estimulos tales como hormonas,
traumatismos, inflamaciones y reacciones alérgicas; influenciando un namero
de funciones celulares asociadas con circunstancias normales y patologicas
(Needleman y cols., 1986). Se ha descrito que las prostaglandinas ofrecen
proteccion en muchos tejidos, incluidos el intestino, médula ésea, foliculos
pilosos y epitelio germinal masculino (Walden y cols., 1987; Hanson y cols.,
1988). Hanson y cols., (1995) ha publicado la accion radioprotectora del
misoprostol (un analogo de la prostaglandina E1) que protege de forma
selectiva las células normales mientras que carece de efecto en las células
tumorales: en lineas celulares consigue la reparacion de DNA de forma
eficiente y en lineas con escaso nivel de este efecto es dependiente del ciclo

celular lo que explicaria este efecto ambivalente (Van Buul y cols., 1999).
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8. Ligandos de union al DNA

El papel de Hoechst 33342 se ha investigado como radioprotector,
al detectarse una radioproteccién mediada por el incremento en la transferencia
de electrones y que, incluso puede ser aumentada por la adicion de sustancias
“‘donadoras” de electrones que sustituyan al ligando (Martin y cols., 1996;
Martin y Anderson, 1999). El Hoechst 33342 une el surco menor de DNA en
lugares discretos caracterizados por 3-4 pares de base AT consecutivas (Martin
y Holmes, 1981; Harshman y Dervan, 1985). Algunos estudios han mostrado
que, aunque la maxima proteccion es actuando contra las roturas
radioinducidas de las cadenas en sus sitios de union, hay también alguna
proteccion adicional en la que interviene la reduccion realizada por el ligando
unido de forma transitoria y oxidando las moléculas de DNA (Denison y cols.,
1992; Martin y Anderson, 1999).

FLAVONOIDES

NATURALEZA Y BIOSINTESIS

Actualmente existe la tendencia al uso de sustancias de origen
natural con efectos beneficiosos para la salud a través de la dieta. En la dieta
‘mediterranea” se presentan con frecuencia compuestos con dicha
potencialidad. En el mundo vegetal, los flavonoides (del latin flavus, amarillo) o
compuestos polifendlicos constituyen un importante grupo de sustancias
organicas que han permitido desarrollar en los ultimos afios diversas lineas de
investigacién cientifica con interesantes descubrimientos. Constituyen el grupo
mas amplio de los fenoles naturales y le dan los colores (rojos, azules,
amarillos) a las flores y a las hojas de otofio. La luz no es esencial para su
formacion, pero influye cuantitativamente. Su color depende del pH, son

incoloros o blancos a pH acido y de color amarillo intenso a pH basico.
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Dentro de las plantas comestibles esta presente 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. De las cuales se estan
consolidando como fuentes de sustancias polifendlicas naturales: los citricos,

sobre todo el limén, el romero, el olivo, la uva, la granaday el té.

Los citricos son la fuente mas importante de flavonoides, siendo la
base de productos farmacéuticos como la diosmina-hesperidina (daflon®,
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 liméon y que presenta una

estructura molecular congruente con alta capacidad antioxidante.

Asimismo, se ha estudiado la capacidad radioprotectora de otros
flavonoides presentes en “citrus” como la Diosmina, la Rutina y el Extracto
Citrico (CE-50). Por otra parte, el efecto de determinadas vitaminas y
precursores como son la Vitamina C o Acido Ascoérbico (presente en “citrus”),
la Vitamina E (8-tocoferol) y los B-carotenos como precursores de la vitamina
A. (Alcaraz y col., 2009)

La Quercetina, es el polifenol-flavonoide probablemente mas
estudiado. La quercetina es el derivado aglicon de la rutina, cuya forma
esterificada es una de las bases mas utilizada en la sintesis de farmacos con

propiedades vasoprotectoras periféricas y, en general, del sistema circulatorio.

El romero es, posiblemente, la planta labiada con mayor
presencia de compuestos polifendlicos con actividad antioxidante. Ademas de
esta capacidad antioxidante el romero se 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
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compuestos diterpénicos, el Carnosol y el Acido Carnésico; y el Acido
Rosmarinico, un acido polifendlico procedente de la condensacion del acido
cafeico con otras estructuras; y la hispidulina-7-O-glucésido, un flavonoide muy
caracteristico de esta planta. La actividad antioxidante de los extractos de
romero depende de su riqueza en compuestos fendlicos, que puede ser
determinada por varios métodos en medios acuosos y lipidicos. En medios
lipidicos, los extractos con mayor contenido de diterpenos fendlicos son los
mas efectivos, mientras que en medio acuoso el acido rosmarinico presenta la

mayor capacidad antioxidante. (Del Bafio y cols., 2009)

El olivo presenta una composicién caracteristica en compuestos
polifendlicos que no presentan otras plantas mediterraneas, distribuidos
principalmente en cinco grupos de sustancias: oleuroperésicos, flavonas
(Apigenina, entre otras.), flavonoles (rutina), flavan-3-ols (catequina) y
compuestos fendlicos (Hidroxitirosol, acido cafeico, etc.). Algunos
compuestos polifendlicos presentes en el olivo han demostrado capacidad

antioxidante y se utilizan en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

Los compuestos presentes en el aceite de oliva virgen, también
presentes en las hojas de olivo, presentan propiedades antiinflamatorias
agudas y cronicas en modelos realizados en ratas, siendo capaces de captar
aniones superoxido (O,) y disminuir su produccion celular, lo cual puede
explicar algunos de los efectos protectores observados en estudios
epidemioldgicos realizados sobre enfermedades cardiovasculares.

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

antioxidantes. (Alcaraz y cols., 2010)

También se han estudiado una serie de sustancias procedentes
de la uva como son las procianidinas (P55 6 GSE-PS, P120 6 GSE-ly P90,), el
Acido Gallico y un Extracto Soluble de Semilla de Uva. Estas sustancias
presentan importantes propiedades antioxidantes y son, precisamente, las
causantes de los efectos beneficiosos del vino tinto descritos en diferentes
estudios. (Alcaraz y cols., 2001; 2002)

De gran actualidad es el Té Verde por sus propiedades
antineoplasicas y antioxidantes y, por ello, la luteina se ha descrito como un
elemento protector en diferentes test de micronucleos sobre médula ésea de
ratén (Singh, 1995a; 1995b; Alcaraz y cols., 2000).

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

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

La estructura quimica de los flavonoides surgié de forma indirecta
durante la busqueda de nuevos productos y se ha detectado su presencia en
multiples especies del reino vegetal. En un principio llamaron la atencién de los
investigadores y fueron clasificados como vitaminas naturales (vitamina P),

pero rapidamente se desech¢ esta idea.

La formaciéon de flavonoides parece estar asociada con procesos
de lignificacion en hojas y lefios y con procesos de luz ultravioleta por las flores
(Bate Smith, 1962; Thompson y cols., 1972) asi como con los diversos tipos de
estrés, sobre todo los sistemas inducidos a través de infecciones fungicas vy
microbianas (Loschke y cols., 1983; Schemeelzer y cols., 1984; Grab y cols.,
1985; Dixon y cols., 1986; Ebel 1986), considerandose actualmente los
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flavonoides como el sistema inmunolégico de las plantas. Estos efectos se han

atribuido a su influencia sobre el metabolismo del acido araquidénico.

PROPIEDADES Y USOS DE LOS FLAVONOIDES

Estda ampliamente aceptado que la fruta fresca y los vegetales
tienen muchas propiedades beneficiosas para la salud. Existe una considerable
bibliografia y un heterogéneo conjunto de pruebas epidemiolégicas que
establecen una conexion entre aquéllos que consumen una dieta rica en fruta
fresca y vegetales con una disminucion de las enfermedades cardiovasculares
(Salah y cols., 1.995). Se ha asumido también que los polifenoles, elementos
activos constituyentes de la dieta que contribuye a estos efectos protectores,
son nutrientes “antioxidantes” aunque en trabajos mas recientes se han
senalado como agentes que, a través de otros mecanismos diferentes,
contribuyen a acciones anticancerigenas o cardioprotectoras (Martinez, 2004).
Segun otros autores la vitamina B1 protege a los linfocitos humanos de los

dafios genéticos inducidos por la radiacion X (Konopacka y Rogolinski, 2004).

Estos compuestos tienen incluso aplicacion en la estabilizacion de
los alimentos debido a su capacidad para protegerlos frente a procesos de

peroxidacidén organica u oxigénica.

1. Actividad Antioxidante

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

la aparicion de nuevos radicales hidroperéxidos y peroxidos diversos.
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Este conjunto de radicales (superdxido, hidroxilo y peroxidos
lipoides) pueden actuar sobre los sistemas biologicos de forma claramente
citotoxica. Estos compuestos interaccionan con moléculas esenciales para la
vida, como acidos nucleicos o proteinas, sobre las que producen
modificaciones oxidativas que conducen a alteraciones en la expresion
genética, mutaciones y modificaciones en la funcion de recambio proteico,
proceso fundamental cuya eficacia esta supeditada a la actividad funcional de
los potenciales sistemas de reparaciéon (Saez-Tormo y cols., 1994; Del Bano y
cols., 2006; 2010).

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

de reacciones de propagacion de dichos radicales. (Alcaraz y cols., 2010)

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

La capacidad antioxidante de un flavonoide, considerada en
funcion de los estudios cinéticos de las reacciones de formacion y
descomposicién del radical aroxil flavonoide, se encuentra estrechamente
ligada a la particular estructura de estos polifenoles. En la Grafica 2 se
muestran los tres grupos estructurales mas importantes para determinar esta
capacidad. (Bors y cols., 1990a; 1990b; Benavente-Garcia y cols., 1997;
Redondo y cols., 1999).
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A: El O-dihidroxi (catecol), estructura en el anillo B que confiere
una gran estabilidad al grupo aroxilo posiblemente, a través del enlace de

hidrogeno que participa en la deslocalizacion del electrén captado.

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

responsable de la deslocalizacién del anillo B.

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

flavonoide.

(A)

(B)

(€)

Gréfica 2. Grupos funcionales flavonoides con alta capacidad Antioxidante.
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Obviamente, la capacidad antioxidante de cualquier flavonoide
estara determinada por una combinacion de estos elementos estructurales. Sin
embargo, esta capacidad no sera similar ni mostrara el mismo grado de
efectividad en cada uno de los radicales mencionados anteriormente sino que
dependera de los diferentes mecanismos de accion que tienen lugar en cada

caso concreto.

Estos mecanismos estan influenciados por factores estructurales
diferentes a los descritos, tales como: presencia o ausencia de radicales
glicosilados en la estructura del flavonoide (glicésidos o aglicones), la posiciéon

del glicésido y el numero y posicion de los hidroxilos libres y esterificados.

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

bioldgico

Muchas de las especies de citrus acumulan gran cantidad de
flavonoides durante el desarrollo de sus diferentes 6rganos (Castillo y cols.,
1992; 1994; Benavente-Garcia y cols., 1993). Los flavonoides descritos en las

especies del género citrus pueden clasificarse en tres grupos:

e FLAVONAS (FLO).
e FLAVONONAS (FLA).
e FLAVONOLES (FOL).

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

son los flavonoides mas abundantes en todas las especies del género citrus.

Estos compuestos son intermediarios en la ruta biosintética
(Lewinsohn y cols., 1989; Benavente-Garcia y cols., 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.
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c) Propiedades antioxidantes de los flavonoides de origen citrico

El elemento estructural fundamental que permite a los flavonoides
de origen citrico la captacion o complejacion del singlete oxigeno es la
combinacion entre la conjugacion del anillo B (catecol) con la funcion 4-oxo y la

presencia del doble enlace 2=3 asi como, la presencia del grupo 3-hidroxilo.

Los flavonoides son excelentes captadores del radical hidroxilo.
En funcion de las investigaciones realizadas por diversos autores (Pincemail y
cols., 1985; Darmon y cols., 1987; Cillard y Cillard, 1988; Fenech y cols., 2005),
parece definirse un orden de efectividad basado también en consideraciones

estructurales y que, en orden creciente de actividad, seria:

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

R=H 6 CH3; ; (FOL=FLAVONOL, FLO=FLAVONA, FLA=FLAVONONA)

Esta ordenacion esta basada en la capacidad de inhibicién de la
formacion del radical hidroxilo, y muestra la importancia del modelo binario de
sustitucion en el anillo B, aun tratandose de hidroxilos esterificados con grupos
metilo. Resulta significativa la actividad que puede ejercer el grupo hidroxilo en

el anillo B en posicién 3 en compuestos monosustituidos (Flavonoles).

La actividad antioxidante de distintos flavonoides citricos respecto
a su potencial como captadores del radical superdxido ha sido estudiada
utilizando diferentes métodos y con diferentes correlaciones estructurales.
Estas actividades estan influidas significativamente por la concentracion de
flavonoides en el medio, incrementando de “0” a la maxima actividad, o estando
a punto de llegar a la autooxidacion del flavonoide en el caso de algunos

flavonoles (Darmon y cols., 1.990).

De cualquier modo, el elemento estructural dominante es la

configuracion del anillo C, particularmente la presencia del grupo 3-hidroxilo
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activando el doble enlace 2=3. S6lo cuando la concentracion de flavonoide es
menor a 3 uM, la presencia de los grupos hidroxilo en el anillo B es significativa
para determinar las propiedades antioxidantes de estos compuestos (Sichel y
cols., 1991).

La presencia del doble enlace 2=3 (Flavonas) proporciona a la
estructura del flavonoide una mayor reactividad, razon por la cual la apigenina
(Flavona) es un moderado antioxidante mientras que la naringina (Flavonona)

no muestra practicamente actividad frente al radical superéxido.

Diferentes autores han demostrado que los flavonoides son
excelentes agentes captadores de radical hidroxilo (Pincemail y cols., 1985;
Cillard y Cillard, 1988;). Del mismo modo que en los casos anteriores, parecen

poseer un grado de efectividad que resulta en funcion de su estructura.

Una amplia serie de estudios muestran que los flavonoides son
buenos antioxidantes de diversos radicales lipidicos (Pincemail y cols., 1985;
Torel y cols., 1986; Cillard y Cillard, 1988; Bors y cols., 1990a; 1990b; Das y
Pereira, 1990; Wang y Zheng, 1992; Morel y cols., 1993). La reactividad de
cada flavonoide esta en funcién de la naturaleza de los diferentes radicales
libres que puedan formarse en el medio (Bombardelli y Morazzoni, 1993). Dicha
actividad depende de una amplia serie de factores, entre ellos, la naturaleza del
sustrato organico susceptible de oxidacién, las condiciones operativas e

incluso, el método utilizado en la evaluacion de este potencial.

2. Propiedades Anticancerosas

Debido a su capacidad de absorcion de luz ultravioleta, los
flavonoides pueden proteger al DNA de este tipo de radiacion. Estos efectos
son una de las funciones fisiolégicas atribuidas a los flavonoides en el reino
vegetal (Stapleton y Walbot, 1994), aunque también puede generalizarse a las

células animales, particularmente, de mamiferos. Experimentos recientes en
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plasma a temperatura ambiental sobre el DNA irradiado con UV-B demuestran
los efectos protectores de la naringina y de la rutina (Kooststra, 1994).
Paralelamente, los flavonoides son capaces de neutralizar los radicales libres
que se generan alrededor del DNA celular y que pueden producir mutaciones.
Esta capacidad de absorber los radicales libres, bien de una forma directa o
bien a través de acciones moduladas por enzimas enddgenos, es la
responsable de los efectos protectores de los flavonoides en experiencias
realizadas sobre ratones irradiados con radiacion gamma (Shimoi y cols.,
1994).

Ademas, los flavonoides también podrian proteger al DNA
interaccionando directamente con los carcinogenos que escapan a los
procesos de detoxificacidon, como ocurre en las aberraciones cromosomicas

inducidas por Bleomicina (Heo y cols., 1994).

Se ha demostrado en ensayos “in vivo” e “in vitro” que algunos
flavonoides inhiben el desarrollo tumoral. Los mecanismos intracelulares por
los que los flavonoides llevan a cabo estos procesos son poco conocidos pero
se sabe que los flavonoides podrian actuar tanto a nivel de la membrana
celular como a nivel de diferentes enzimas intracelulares; en este ultimo caso,
los flavonoides pueden afectar la actividad de varios enzimas implicados en la
transduccion del mensaje genético (kinasas, fosfolipasas, fosfodiesterasas) y
que, a su vez, regulan otros enzimas importantes en el crecimiento y la

proliferacion celular.

Asi pues, algunos de los procesos postulados en relacion a la
inhibicion del desarrollo tumoral son: el proceso de glicolisis, la inhibicion del
transporte de acido lactico o interacciones con diferentes ATP-asas de

membrana.

Finalmente, se ha visto que los flavonoides pueden fortalecer los

efectos de las terapias sobre el cancer, por ejemplo: la quercitina aumenta en
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gran medida la actividad inhibidora del crecimiento de la adriamicina (Scambia
y cols., 1994; Critchfield y cols., 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

antitromboética, detectandose efectos beneficiosos sobre patologias coronarias.

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

Otras actividades farmacolégicas son, en primer lugar,
interferencia sobre el mecanismo de los edemas y; en segundo lugar,
interferencia con el fendbmeno 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
inhibicién de los transportadores de aminas donde los flavonoides actuan como
antagonistas de estos sobre la membrana plasmatica (Sher y cols., 1.992). El
mecanismo vasodilatador producido por los flavonoides se ha considerado una

consecuencia de la inhibicion de la proteinkinasa C (Duarte y cols., 1993).
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4. Efectos sobre la agregacion plaquetaria

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

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

intracelular del calcio (Ozaki y cols., 1993).

5. Efectos sobre la enfermedad coronaria

In vitro, los flavonoides inhiben la oxidacién del LDL (lipoproteina
de baja densidad) reduciendo las tendencias trombdéticas que induce. El
consumo de flavonoides muestra una relacion inversa con la aparicion de
infartos de miocardio. Existen evidencias de que la oxidacion por radicales

libres de LDL juega un importante papel en la aterogénesis. Los flavonoides,
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como se ha mencionado antes, son “bloqueadores” de radicales libres como
aniones superoxido y radicales peréxido y pueden, por tanto, interrumpir las
reacciones inductoras de radicales libres. In vitro, algunos flavonoides
(incluyendo los flavonoides obtenidos de citrus) inhiben la modificacion
oxidativa del LDL por macréfagos, fundamentalmente, inhibiendo la generacion
de hidroperoxidos y protegiendo el o-tocoferol presente en la oxidacién
lipoproteica. Esta disminucién de la velocidad de oxidacion de ciertos
compuestos permite reducir las complicaciones ateroescleréticas (Hertog y
cols., 1993).

Por otra parte, los citricos flavonoides ejercen una aparente
accién reguladora sobre la agregacion y concentracion eritrocitaria (accion
sobre el hematocrito). Sus dos principales efectos se producen sobre la
viscosidad de la sangre y sobre el flujo sanguineo (Robbins, 1976). Los
compuestos metiloxidados presentan una accion antiadhesiva altamente
significativa sobre los eritrocitos e inhiben la velocidad de sedimentacion
eritrocitaria (VSG) mientras que, los glicésidos hidroxilados aceleran la
agregacion 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 circulacion. Tales acciones parecen ser selectivas y
similares a las de la polilisina que, con preferencia, agrega eritrocitos “viejos”
con menos carga que los eritrocitos jovenes que tienen altas cargas negativas.
Los perfiles hematolégicos en suero de los pacientes con enfermedades
coronarias muestran valores significativamente altos de colesterol; en estos
pacientes, el tratamiento con flavonoides metoxilados puede ser beneficioso, si
bien, debe establecerse un control médico sobre el aumento de la viscosidad

sanguinea.

6. Actividad antiinflamatoria, antialérgica y analgésica

La posible actividad de los flavonoides como agentes

antiinflamatorios y antialérgicos fue descrita por Gabor en 1986. Estudios mas

recientes (Galati y cols., 1994; Tordera y cols., 1994) muestran una relacion
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dosis/actividad de hesperidina-diosmetina (y otros flavonoides) con una
influencia sobre el metabolismo del acido araquidénico y la secrecion de
histamina. Estos flavonoides inhiben significativamente la secrecion de enzimas
en los lisosomas (inhibicién de lipooxigenasa, cicloxigenasa y fosfolipasa-A2).
La inhibicion del acido araquidonico en las células inflamadas puede
proporcionar menos sustrato “araquidénico” para los ciclos de la lipooxigenasa
y cicloxigenasa, generando una menor cantidad de endoperoéxidos,
prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos asi como, una menor cantidad
de acidos hidroperoxi, acido hidroxieicosatrienoico y leucotrienos. Tales efectos
repercuten en la reduccion del nivel de histamina que actua en la primera fase

de los procesos inflamatorios.

Otra actividad de los flavonoides relacionada con la disminucion
del nivel de histamina es su actividad antialérgica (Middleton y cols., 1981). Asi,
la quercetina (flavonol), ha demostrado un efecto inhibitorio dosis/dependiente
y un efecto antagonico del calcio en la inhibicién de secrecion de histamina en
la fiebre del heno. Otros flavonoides citricos (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 secrecion de histamina en mastocitos de rata (Matsuda,
1991).

7. Actividad antimicrobiana

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

simple, polio, parainfluenza, respiratorio sincitial).

Parece existir una dependencia directa entre la concentracion de

quercetina y la disminucion de la velocidad infectiva de cada uno de los virus
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citados anteriormente, en funcion, de la formacion de complejos flavonoides-

virus que son los responsables de la disminucién de la capacidad de infectar.

En suma, la investigacion dentro de la actividad antiviral de los
flavonoides procedentes de plantas naturales esta poco desarrollada y es
posible que existan compuestos en la naturaleza que tengan una relacion
estructural correcta y propiedades farmacocinéticas adecuadas que hagan de
los flavonoides, mejores agentes antivirales que las drogas sintéticas

actualmente utilizadas.
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II. Objetivos

Il. Objetivos.

Los objetivos propuestos en esta memoria de Tesis Doctoral son los

siguientes:

1°.

20,

3°.

Determinar un posible efecto genotéxico de los campos
electromagnéticos propuestos mediante el ensayo de
micronucleos in vivo, sobre eritroblastos policromatdfilos de
médula 6sea de roedor, e in vitro, sobre linfocitos humanos con

bloqueo citocinético mediante citochalasina B.

Comparar la capacidad genotdxica observada entre los campos
electromagnéticos ensayados y el efecto gentdxico inducido por la

irradiacion con rayos X.

Evaluar un posible efecto protector de algunas sustancias
antioxidantes con capacidad radioprotectora, sobre el efecto
genotoxico inducido por los campos electromagnéticos
ensayados.
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1. MATERIAL
ANIMALES

En este experimento hemos utilizado ratones Swiss machos entre
9 y 11 semanas de vida, de 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 proporciond alimento
y agua “ad libitum”. Todos los animales se obtuvieron y cuidaron durante el
estudio en el Servicio de Apoyo a la Experimentacion (SAl) de la Universidad
de Murcia (Licencia REGAES300305440012).

En todo momento se han seguido las recomendaciones éticas
internacionales sobre el uso y manipulacién de animales de laboratorio para

investigacion biomédica (Guidelines on the Use of Living Animals in Scientific

Investigations).

Figura 3. Instalaciones del SAl y caracteristicas de los animales utilizados.
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MUESTRAS DE SANGRE

Las muestras de sangre se obtuvieron de voluntarios sin
enfermedad conocida y por ello, considerados supuestamente sanos. Las
muestras de sangre se recogieron en tubos conicos estérilies VENOSAFE™
(Terumo Europe NV, Leuven, Bélgica) preparados al vacio que contenian

heparina (Heparin sodium 5%; Lab Rovi, Madrid).

Los donantes eran no fumadores, ni padecian enfermedades
conocidas; no presentaban antecedentes de exposicibn a agentes
clastogénicos y se consideraban supuestamente individuos sanos. Todo
voluntario expres6 su consentimiento informado para el uso de su muestra
sanguinea en esta investigacion. Los donantes comprometidos se
corresponden con dos mujeres de 18 y 20 anos. Las muestras de sangre
fueron extraidas por la mafanas del dia de la experimentacién y utilizada
inmediatamente para el ensayo de micronucleos citogenético (MN) siguiendo el

protocolo propuesto.

Figura 4. Obtencion de las muestras

sanguineas.

v,
' r

EQUIPOS UTILIZADOS
1. Cabina de flujo laminar de presion positiva

Se ha utilizado una cabina de flujo para conseguir un puesto de
trabajo estéril. Esta cabina de flujo laminar elimina las particulas del aire para

asegurar uniformidad y flujo libre de contaminacion del aire utilizado.
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| ] —
' Ql---" Figure 5. Cabina de flujo laminar usada para la

_-'h"—*—— manipulacién 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
Proteccion Radiolégica y de Gestion de Residuos del S.A.l (Servicio de Apoyo
a la Investigacion) de la Universidad de Murcia (Figura 6).

Figura 6. Equipo de rayos
X utilizado.

56



111. Materiales y métodos

3. Electrometro

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

dosimetria de termoluminiscencia.

| mem m——

Figura 7. Electrémetro con sonda
utilizado en este estudio.

4. Equipo de HPLC

Para el analisis cromatografico de las sustancias ensayadas se ha
utilizado un equipo Hewlett-Packard (HP), HPLC 1100 System (Agilent
technologies, Sta. Clara, USA) equipado con detector de diodos; como fase
estacionaria se utilizé una columna A C18 LiChrospher 100 (250 x 4 mm id) con
un tamafo promedio de particulas de 5 micras. La temperatura utilizada fue de

30 °C, el flujo de 1ml/min y la longitud de onda empleada de 280 nm.

Figura 8. Equipo de cromatografia

liguida de alta resolucién (HPLC)
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5. Microscopio 6ptico

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

Figura 10. Analisis morfométrico utilizando andlisis de imagenes para la identificacién de

células binucleadas (BN) y binucleadas con micronucleados (MNBN).

Ademas, las imagenes se escanearon para conservar una calidad
de imagen de alta resolucién en un equipo Leica SCN400 F. Esta técnica ha
permitido un estudio doble ciego “on line” para evaluar el objetivo biolégico
(frecuencia de Micronucleos) a través de la utilizacién de la imagen digital
mediante el programa Digital Hub Management Web Service System de la

Universidad de Murcia.
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Figura 12. Vista aumentada de un campo en el microscopio virtual digital para su estudio

genotoéxico.

6. Dosimetro de Termoluminiscencia (TLDs)

La determinacion de la dosis de radiacion ionizante administrada

a las muestras de sangre estudiadas es un paso fundamental para establecer

el efecto bioldgico buscado en este estudio y ademas permite la realizacion de

la curva dosis-respuesta. Los dosimetros de termoluminiscencia se usaron para

comprobar las dosis absorbidas administradas a las muestras estudiadas. Los

TLDs han sido utilizados extensamente durante varias décadas y estan
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aceptados como la técnica mas apropiada para realizar mediciones de dosis de
radiacion ionizante. Los TLDs son cristales de Fluoruro de Litio sensibles a la
radiacién tratados con Mg, Cu, P (GR-200r, Conqueror Electronics Technology
Co. Ltd, China) fueron colocados por pares en bolsas de plastico transparentes
de 8x16 mm que fueron selladas y protegidas térmicamente del exterior. Las
bolsas fueron codificadas y etiquetadas con tinta indeleble. El pequefio tamaro
de los dosimetros facilita su proximidad a las muestras de sangre en el equipo
de irradiacion. Los TLDs tienen forma redondeada (pastilla) de 4-5 mm de
diametro y 1 mm de espesor. Un total de 50 dosimetros se colocaron por pares
en 24 bolsas individuales Una de estas bolsas contiene dosimetros que no

fueron expuestos a radiacién ionizante y se utilizaron como controles.

Figura 13. Dosimetros de

termoluminiscencia

Los dosimetros fueron procesados en un lector automatico
Harshaw 5500 TDL con un sistema programable de calefaccion mediante
inyeccion de nitrégeno caliente, a través de una programacion tiempo-
temperatura adaptada al perfil de los diferentes materiales termo luminiscentes.
Basado en la experiencia de CIEMAT, para los cristales (LiF: Mg, Cu, P)
utilizados, fue definida una lectura ciclica de los distintos temas del detector a
una velocidad linear de calefacciéon de 15 °C/s desde 50 °C hasta 275 °C. La
temperatura fue mantenida a esta temperatura durante 12,7 segundos para un
total de periodo de lectura de 26,7 segundos. Este ciclo asegura la completa
lectura del detector hasta dosis altas como 1 Gy asegurando su reutilizaciéon
posterior. Los dosimetros de termoluminiscencia fueron proporcionados
(CIEMAT) del Ministerio de Industria y Energia quien también monitorizé las
lecturas de los TLDs para determinar la dosis de radiacién en este trabajo. La
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evaluacion de las dosis esta basada en los andlisis 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.

SUSTANCIAS ENSAYADAS
1. Extracto citrico soluble (CE)

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

analisis.

Extraccién y cristalizacién de compuestos tipo flavonona y flavona a
partir de frutos inmaduros de especies citricas:

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

guardo para la realizacién de los correspondientes ensayos de radioproteccion.
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Analisis cromatografico (HPLC) del extracto citrico:

El extracto citrico (CE) obtenido, se disolvio en DMSO, en una
concentracion analitica de 2 mg/ml. La disolucion fue filtrada a través de una
membrana de nylon de 0,45 micras. El equipo de HPLC utilizado fue un modelo
Hewlett-Packard, serie HP 1100, equipado con un detector de array de diodos.
Como fase estacionaria se utilizé una columna C18 LiChrospher 100 (250 x 4
mm) con un tamafo promedio de particula de 5 micras. La temperatura fue de
30°C, el flujo de 1 mi/min y la longitud de onda empleada de 280 nm para las

flavononas y 340 nm para las flavonas.

Se emplearon como fases moviles: (A) acido acético:agua (1:99),
(B) metanol y (C) acetonitrilo. Se utilizd un método compuesto de etapas

isocraticas y de gradiente lineal:

Tiempo |% (A)|% (B) |% (C)
0 70 23 7
40 70 23 7
55 55 25 20
65 55 25 20
75 70 23 7

Tabla 4. Resultados del analisis cromatogréfico del CE.

El contenido absoluto de cada uno de los principales flavonoides
presentes en el CE se detalla en la Tabla n° 1. Las flavononas naringina,
hesperidina y neohesperidina, son los flavonoides mas abundantes; no
obstante, la presencia de otras flavononas como la eriocitrina y neoeriocitrina y
de ciertas concentraciones de flavonas, resulta muy significativa en referencia a
su potencial actividad biolégica. Resulta importante resaltar la presencia del
glicosido de la flavona luteolina, los dos de la flavona diosmetina (diosmina y
neodiosmin), asi como del neohesperidésido de la flavona apigenina, la

rhoifolin.
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Tiempo de retencion

Polifenoles %Absoluto
(min.)

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

Tabla 5. Tiempo de retenciéon y contenido absoluto por HPLC de los principales

flavonoides presentes en el extracto de frutos de Citrus sp. (CE) (ver HPLC adjunto).

Grafica 3. Analisis cromatografico de los componentes del Extracto Citrico Soluble (CE)
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Es un extracto citrico soluble en agua y, por ello, se ha administrado
disuelto en el agua de bebida a una concentracion del 0,2 % a los 7 dias de
haber comenzado el tratamiento con CE, este grupo de 6 animales se va a
someter a una exposicion de rayos X con una dosis de 50 cGy junto al resto de
animales irradiados o bien “ad libitum” en los animales expuestos a campos
magnéticos de 200 pT. En el grupo de animales tratados postirradiados, estos
van a ser sometidos a irradiacién e inmediatamente después a la irradiacion, se

les va a administrar la sustancia “ad libitum”.

3. Procianidina (P90)

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

a -30 °C hasta su uso y andlisis.

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

Los compuestos polifendlicos fueron extraidos de las semillas de
uva molidas mediante una mezcla agua-metanol (25:75, v/v) en una proporcién
del 10 % peso/volumen, en atmésfera de nitrégeno durante una hora y a
temperatura ambiente. El medio de extraccion se filtré a través de un soporte
filtrante de polipropileno y la solucién de extraccion se evapord en un rotavapor
a vacio a una temperatura maxima de 40 °C hasta sequedad, obteniendo un
soélido de color marron-rojizo. El sélido obtenido puede considerarse un extracto
crudo de polifenoles y se denomindé P55. El sdlido llamado P55 se lavo
inicialmente con n-hexano con objeto de eliminar todas las sustancias
liposolubles de naturaleza no polifendlica caracteristicas de este material

vegetal. El sdlido lavado se secd a vacio hasta la completa eliminacion del
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disolvente utilizado. Este sélido lavado se suspendié en agua con objeto de
separar los compuestos polifendlicos de mayor peso molecular insolubles en
agua. La suspension se realizo al 5 % peso/volumen, a temperatura ambiente y
durante 6 horas, filtrandose a continuacion el material insoluble. Este material
se filtré y seco a vacio a una temperatura maxima de 40 °C. El sdélido seco
obtenido, pulverulento y de color rojo, se denominé P120. La solucion acuosa
conteniendo los compuestos polifendlicos de menor peso molecular se paso a
través de una columna de Amberlita XAD 2, con objeto de retener dichos
compuestos, separandolos del resto de componentes hidrosolubles no
polifendlicos del extracto. Se utilizO metanol para la desorcion de los
polifenoles. El metanol se elimind por destilacién a vacio en un rotavapor a una
temperatura maxima de calefaccion de 40 °C, obteniéndose finalmente un
sélido seco cristalino de color anaranjado oscuro, al que se denominé P90 y
que, se guardd para la realizacion de los correspondientes ensayos de

radioproteccion.

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

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

este estudio sélo se utiliza el P90.

Se emplearon como fases maoviles: (A) acido acético:agua (10:90)

(B) metanol y (C) acetonitrilo. Se utiliz6 un método de gradiente lineal:
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Tiempo (min) |% (A) |% (B)| % (C)
0 90 10 0
45 30 70 0
60 22 78 0
70 100 0
75 0 0 100
85 0 0 100
95 90 10 0

Tabla 6: Resultados del analisis cromatografico del extracto de uva.

El esquema de la pagina siguiente muestra un cromatograma

HPLC caracteristico de un extracto de semillas de uva, correspondiendo

concretamente al extracto denominado P90. La distribucion relativa (valores

cuantificados por normalizacion de é&rea) de los principales compuestos

(numerados del 1 al 11) del extracto, aparece descrita en la Tabla n° 2.

En el extracto P90, los polimeros =C4 (90,92 %) presentan una

mayor concentracion que en P55. Sin embargo, los mondémeros se encuentran

en menor proporcion, siendo la (+)-catequina (2,11 %) mas abundante que la (-

-epicatequina (1,06 %). La distribucion de las demas procianidinas mostré

ligeras diferencias respecto del extracto P55, siendo los principales los dimeros
B4 (0,96 %), B3 (0,71 %), B1 (0,52 %), B2 (0,48 %) y el derivado esterificado

con acido gallico en posicion 3 del dimero B1 (0,52 %).

Pico tr Flavan-3-ols % Valor Relativo P90
G 97 Acido gallico 0,83
1 343 B3 (dimero) 0,71
2 37,6 (+)-catequina 2,11
3 40,6 B1 (dimero) 0,52
4 454 T2 (trimero) 0,11
5 499 B4 (dimero) 0,96
6 54,0 B2 (dimero) 0,48
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7 59,1 B2-3’-O-gallato 0,16

8 629 (-)-epicatequina 1,06

9 644 B1-3-O-gallato 0,52

10 674 C1 (trimero) 0,20

11 744 Polimeros > C4 unidades 90,92
Otros -- Otros dimeros/trimeros flavan-3-ols

Tabla 7. Tiempo de retencibn y contenido absoluto por HPLC de los principales

flavonoides presentes en el extracto de semillas de uva P90 (ver HPLC adjunto).

I Time (min)

Gréafica 4. HPLC del esxtracto de Procianidina

El flavonoide P90 es insoluble en agua, por lo que, se ha disuelto
en dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, Madrid) en una relacion de 30 mg de
flavonoide/0,1 ml de DMSO. De la disolucion resultante se obtienen 0,6 ml (180
mg de flavonoide/0,6 ml de DMSO) que es la dosis total administrada a cada
uno de los animales.

La administracion de esta sustancia se ha realizado “ad libitum”.
De esta forma, se ha procedido tanto en el grupo de animales tratados
preirradiacion como en el grupo de animales tratados postirradiacion. En los
animales expuestos a campos magnéticos de 200 pT y en los irradiados con 50

cGy la administracion de la sustancia también fue realizada “ad libitum”.
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4. Dimetilsulféxido (DMSO)

El dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, USA) es una sustancia de
amplio uso en cultivos celulares y que se ha utilizado como disolvente de
numerosos flavonoides. Por haberse utilizado como disolvente y por sus
caracteristicas estructurales y antioxidantes ha debido de considerarse como
un grupo de animales independientes. Su estructura quimica es la siguiente:
C2H60S.

El DMSO se ha utilizado al 5 %: 50 g de DMSO se han disuelto en
1000 ml de H20 destilada y ha sido almacenado a 4 °C hasta su utilizacion. Su
inclusidon dentro de los grupos estudiados es doble: por un lado, es necesario
conocer los posibles efectos sobre el procedimiento utilizado ya que se ha
incorporado como agente indispensable para la solubilizacion de algunos
flavonoides; por otro lado, su estructura presenta puentes disulfuro que
clasicamente se aceptan como protectores frente a la radiacién ionizante.
Ademas, es un agente antioxidante que obliga a la discriminacion de sus
posibles efectos, ya que pueden solaparse con el de los flavonoides que

vehiculiza.

5. Propiltiouracilo (PTU)

El 6n-2n-propiltiuracilo (PTU) (Sigma, Madrid) se ha utilizado tras
disolver 20 mg de PTU/ml de disolucién 0,15 N de NaOH, ajustando su pH a
8,5-9 mediante CIH 1N. De la disolucion resultante, se extraen 25 ml que se
diluyen en 225 ml de agua y se complementa con sacarosa al 1%. Esta
solucién se prepara a diario durante la realizacion de este grupo de trabajo. El
PTU se ha administrado disuelto en el agua de bebida a una concentracion del
0,2% durante 7 dias previos a la irradiacion en el grupo de animales tratados
preirradiacion. A los 7 dias de haber comenzado el tratamiento con ECS, este
grupo de 6 animales va a ser sometido a una exposicion de rayos X con una
dosis de 50 cGy junto al resto de animales irradiados. En el grupo de animales
tratados postirradiados, estos van a ser sometidos a irradiacion e,
inmediatamente después de la irradiacion, se les va a administrar la sustancia

“ad libitum”.
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2. METODOS

Este estudio se ha dividido en dos experimentos que pretenden
evaluar un posible efecto genotdxico “in vivo” e “in vitro”, realizado sobre
eritroblastos policromatoéfilos de médula 6sea de raton (Schmid, 1975); y en
linfocitos procedentes de sangre humana (IAEA, 2011), producido por dos tipos
de radiaciones diferentes: campos magnéticos y radiaciones ionizantes. Para
dicha evaluacion, hemos utilizado el test de micronucleos, en donde el
incremento del numero de micronucleos expresaria el dafio genético inducido

por la radiacion.

1. El primer estudio “in vivo” realizado sobre PCEs de médula

O0sea deroedor.

El protocolo seguido se muestra en la siguiente figura:

Exposicion a Irradiacién con

ELF-EMF X-rays

Antes Rx g

EC | P | PTU | DMSO

28 dias A
Cex | EC | P | PTU | DMSO Después Rx
EC | P | PTU | DMSO
Grupos No expuestos y No irradiados
EC | P | PTU | DMSO EC | P | PTU | DMSO
28 dias administrado 7 dias Antes Rx
| dia Después Rx

Figura 14. Protocolo de estudio de PCEs de médula 6sea de raton
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Expuestos a campos magnéticos:

En este experimento se estudia la posible existencia de dafo
genotdxico en 162 ratones Swiss machos de idénticas caracteristicas a los del
experimento con radiacién ionizante, pero expuestos a un campo magnético de
200 pT y que se han mantenido en unas condiciones constantes, donde la
exposicidon se ha realizado en una camara especial, con las condiciones
ambientales controladas y con iluminacién diurna-nocturna controlada, a
efectos de mantener los ciclos circardianos de forma idéntica pero introducido
bajo una estructura que genera el campo magnético (Fig. 15). El tiempo de
exposicion fue de 0, 7, 14, 21 y 28 dias en grupos de 6 ratones para cada uno
de los grupos estudiados (Fig.16).

Para este estudio, se ha construido un dispositivo experimental
(Fig. 15) consistente en tres bobinas iguales de 100 vueltas con hilo de cobre
de 1 mm de diametro. Cada bobina tiene un diametro de 60 cm y una anchura
de 2 cm. A la frecuencia de 50 Hz, el campo creado por una bobina en su

centro resulta:

B(enuT)~0,2 x|

Las tres bobinas estan dispuestas sobre un mismo eje a 30 cm de
distancia una de otra. Alimentando las tres bobinas con la misma intensidad
(conexién en serie) se consigue una region cilindrica de unos 30 cm de
diametro y 60 cm de longitud donde la variacién espacial del campo esta por
debajo de + 10%. Para alimentar las bobinas se ha construido una fuente de
intensidad variable a 50 Hz .

Figura 15. Dispositivo experimental para la exposiciéon aun campo magnético.
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En el experimento realizado, el sistema se ha alimentado con 700
mA lo que producia un campo magnético de 200 + 20 uT en toda la zona en
donde se coloca la jaula con los animales. En la Figura 15 se muestra el campo
magnético medido en el eje del sistema tomando como origen la posicion de la
bobina central. La construcciéon de este sistema de exposicion la ha realizado la
Catedra de Electromagnetismo de la Universidad de Murcia (Prof. José

Margineda).

En este experimento de exposicion a campos magnéticos, los

grupos de experimentacion realizados han sido los siguientes:

1.- Un primer grupo constituido por 6 ratones que no se han sometido a ningun

tipo de exposicidén y que se ha considerado como GRUPO CONTROL.

2.- Un segundo grupo constituido por 24 ratones que fueron expuestos a un
campo magnetico de 200 uT en lotes de 6 ratones utilizando el sistema que se
ha descrito anteriormente y en donde cada uno de los grupos ha estado
expuesto al campo magnético durante un periodo de tiempo diferente: 7 dias (1
semana), 14 dias (2 semanas), 21 dias (3 semanas) y 28 dias (4 semanas) y
que ha sido considerado como GRUPO EXPUESTO A CAMPOS
MAGNETICOS.

3.- Un tercer grupo constituido por 54 ratones que fueron tratados con las
sustancias que se pretende evaluar para determinar un posible efecto protector
frente al dafno genotdxico producido por nuestro campo magnético. A su vez,

este grupo se divide en los siguientes lotes de animales:

a) Grupo formado por 24 ratones que, en lotes de 6 animales,
fueron tratados con las cuatro sustancias a estudiar pero que no fueron
expuestos a un campo magneético, considerandose por tanto, como GRUPO
TRATADO NO EXPUESTO A CAMPOS MAGNETICOS. Este grupo se
considera como grupo control para cada una de las sustancias ensayadas y
servira para determinar el efecto genotéxico de dichas sustancias directamente

sobre el animal sin el efecto del campo magnético.
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b) Grupo formado por 30 ratones que, en lotes de 6 animales,
fueron un grupo expuesto sin ser tratado y los tratados con las cuatro
sustancias a estudiar y todos fueron expuestos durante 28 dias (4 semanas) a
un campo magneético de 200 pT, considerandose este grupo como GRUPO
TRATADO EXPUESTO A CAMPOS MAGNETICOS.

. Tres bobinas de 100 vueltas.
. Diametro de 60 cm.
. Distancia entre bobinas de 30 cm.

.50 Hz.

. Centro bobina B (uT) = 0°2 x T (mA).

. Zona de aplicacion: 60 x 30 x 30 cm.
B=B,+10 %

200+ 20 uT.

Figura 16. Dispositivo experimental para la exposicién a un campo magnético de 50Hz.

- Swiss 9 semanas, 20 gr de peso.
-Exposicion corporal total.

- Cada grupo formado por 6 animales
-Tiempo de permanencia dentro del campo:

Figura 17. Exposicion corporal
0,7, 14, 21, 28 dias. total de los ratones durante 7, 14,
21, 28 dias.
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En este grupo de experimentacién, las sustancias quimicas

ensayadas son las siguientes:

- 6-n-propil-2-thiouracil (PTU) obtenido de Sigma Chemical (Madrid, Esparia).
- Extracto flavonoide citrico soluble compuesto por una mezcla de flavonas,
flavononas y flavonoles (CE) obtenido a partir de la extraccion descrita por
NUTRAFUR, S.A (Alcantarilla, Murcia).
-Procianidina (P90) obtenido a partir de la extraccion descrita por NUTRAFUR,
S.A (Alcantarilla, Murcia).
- Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, USA).

Estas sustancias han sido administradas por via oral a una

concentracion del 0,2% en todos los grupos de animales.

La irradiacion con rayos X, en exposicién corporal total, con los
animales inmovilizados y conscientes, y se ha realizado con un aparato Andrex
SMART 200E (Xylon International, Hamburg, Alemania) a 120 kV, 4,5 Ma, DFO
de 74.5 cm a temperatura ambiental, con una tasa de dosis de 102 mGy/min.
La dosis se monitorizé con un Dosimetro Universal UNIDOS con una camara
de ionizacion PTW Farmer TW 30010 (PTW-Friburg, Feiburg, Alemania)
ubicada en el interior de la cabina y confirmada con dosimetria de TLD y una

dosis total administrada de 50 cGy (Figs. 28) para cada animal irradiado.

Figura 18. Detalles de la exposicién de los ratones a campos magnéticos.
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Los grupos de experimentacion realizados han sido los siguientes:

1.- Un primer grupo constituido por 6 ratones que no se han sometido a ningun

tipo de radiacion y que se ha considerado como GRUPO CONTROL.

2.- Un segundo grupo constituido por 6 ratones que se han irradiado con una
dosis de 50 cGy de rayos X utilizando el equipo cuyas caracteristicas se han
descrito anteriormente y que se ha considerado como GRUPO IRRADIADO
CON RAYOS X.

3.- Un tercer grupo constituido por 72 ratones que se han tratado con las
diferentes sustancias para determinar la existencia de un efecto protector frente
al dafio genotdxico producido por la radiacion X. A su vez, este grupo se divide
en los siguientes lotes de animales:

a) Grupo formado por 24 ratones que, en lotes de 6 animales
para cada una de las sustancias ensayadas, fueron tratados con la sustancia
pero no fueron irradiados con rayos X; considerandose, por ello, como GRUPO
TRATADO NO IRRADIADO. Este grupo se considera como grupo control para
cada una de las sustancias ensayadas y servira para determinar el efecto
genotéxico de la misma directamente sobre el animal sin el efecto de la
radiacion.

b) Grupo formado por 24 ratones que, en lotes de 6 animales
para cada una de las sustancias ensayadas, fueron tratados antes de ser
sometidos a la exposicion con rayos X con las diferentes sustancias;
considerandose por ello, como GRUPO TRATADO PREIRRADIACION.

c) Grupo formado por 24 ratones que, en lotes de 6 animales
para cada una de las sustancias ensayadas, fueron tratados con las sustancias
via oral “ad libitum” inmediatamente después de ser sometidos a la exposicidon
con rayos X; considerandose por ellob como GRUPO TRATADO
POSTIRRADIACION.
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Las sustancias antioxidantes administradas han sido las mismas
que las ensayadas en los animales expuestos a los campos magnéticos de

extemada baja frecuencia.

TEST DE MICRONUCLEOS SOBRE MEDULA OSEA DE RATON

La evaluacién de los dos experimentos realizados se ha llevado a
cabo mediante la utilizacién del test de micronucleos “in vivo” sobre médula
Osea de raton, un test ampliamente utilizado para la determinacién “in vivo” del
efecto genotdxico y mutagénico de diferentes agentes quimicos vy fisicos y que

fue descrito originalmente por Schmid en 1975.

Técnica: Los animales utilizados en este experimento se han
sacrificado por descerebracion traumatica para proceder a la exéresis de la
médula ésea de ambos fémures, segun la técnica descrita por Von Ledebur y
Schmid (1973) y Schmid (1975) cuyos pasos se describen detalladamente a
continuacion:
1.-Los animales se sacrifican por dislocacion cervical e, inmediatamente, se

disecan los fémures, limpiandolos de todo resto de musculos y tendones.

2.-Se cortan las epifisis de los fémures y mediante una jeringa de insulina
(24G), se hace fluir suero bovino fetal (Sigma, Madrid) por la diafisis femoral de
forma que arrastre la médula 6sea que contiene, la cual se recoge en tubos

conicos de 15 ml de capacidad.

3.-Usando una pipeta Pasteur con bulbo de goma, se pipetea enérgicamente el

contenido del tubo hasta obtener una suspensién celular sin grumos.

4.-Se deja reposar durante 5 minutos y se centrifuga, posteriormente, a 1000

rpom durante 5 minutos, en centrifuga Centromix 549 (Selecta, Madrid).

5.-Segun el volumen de sedimento obtenido, se extrae el sobrenadante con
una pipeta Pasteur hasta dejar aproximadamente 0,2 ml; posteriormente, se

agita bien hasta obtener una suspensién homogénea.
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6.-Se hace una extension dejando caer a unos 2-3 cm una gota del liquido

obtenido a modo de frotis sanguineo.
7.-Se dejan secar al aire durante 24 horas.
8.-Se tifien con May-Grunwald puro (Analema, Vorquimica S.L, Vigo) durante 3

minutos.

9.-Se retira el 50% del colorante y se reemplaza por agua destilada, dejandolo

en esta solucion durante 2 minutos.

10.-Sin lavar, se tifien con una solucion de Giemsa (Probus, Madrid) diluido 1:6

en tampon fosfato 100M, pH 6,2 y, se mantiene durante 2 minutos mas.

11.-Se lavan los preparados sumergiéndolos uno por uno en agua destilada.

12.-Se limpia la parte inferior del portaobjetos con Xilol (Probus, Madrid) y las

preparaciones se dejan secar al aire.

13.-Se montan con cubreobjetos, quedando dispuestas para su estudio

microscoépico.

Figura 19. Técnica de diseccion de ambos fémures para la obtencién de su médula 6sea.
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Figura 20. Detalle de los fémures disecados y tras la extraccion de su médula 6sea.

Determinacion de la frecuencia de micronucleos.
Las preparaciones de médula Osea obtenidas en todos los
experimentos realizados se han analizado por dos observadores

independientemente utilizando microscopia optica.

Para el recuento y analisis de micronucleos (MN) se ha empleado
sistematicamente una magnificacion de 400 aumentos y, en los casos de
comprobacién y/o discriminacion, se han utilizado 1000 aumentos con aceite de

inmersion.

En los experimentos se han obtenido dos preparaciones de cada

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

los animales estudiados.

El recuento se ha realizado desconociendo las caracteristicas de
la preparacion observada, obteniéndose un unico valor para cada punto que va
a corresponder con la media de las lecturas para cada una de las muestras.

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

citotdxico de los tratamientos fisicos y quimicos.

Figura 21. Detalle de la médula 6sea en un momento de su obtencién, y procedimiento

de obtencién de los frotis para el estudio de los MN en PCEs.
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2. El segundo estudio “in vitro” realizado sobre linfocitos

humanos con bloqueo citocinético.

En este segundo experimento “in vitro” hemos irradiado con rayos
X (2 Gy) un grupo de muestras de sangre obtenida de voluntarios
supuestamente sanos. Posteriormente hemos estudiado el posible efecto
protector de sustancias flavonoides frente a los rayos X administradas en dos
momentos diferentes (preirradiacion y postirradiacion). De cada muestra
sanguinea obtenemos varias preparaciones que se estudian al microscopio
optico por dos observadores diferentes a doble ciego. En cada preparacion
contamos 500 células binucleadas determinando el numero de MN/500 CB

existente.

En las muestras sanguineas irradiadas con rayos X. En la figura
22 se muestra el protocolo seguido con las muestras sanguineas en el ensayo

de micronucleos con bloqueo citocinético.

En las muestras expuestas a campos magnéticos las muestras
sanguineas se expusieron durante 2 h en un campo magnético de 2 T y cuyas
muestras ralizadas por triplicado se han denominado Grupo expuesto al campo
magnético y que se compara con las muestras controles, no expuestas ni

irradiadas.

Posteriormente, otro grupo de muestras sanguineas recibieron 25
pl de una concentracion 20 uM de las sustancias antioxidantes estudiadas (CE,
P y DMSO) y 25 ul de una concentracion al 2 % de PTU, 14 minutos antes del
comienzo de la exposicion durante 2 h en el campo magnético de 2 T
estudiado. A este grupo de muestras se ha denominado GRUPO TRATADO Y
EXPUESTO A CAMPO MAGNETICO.

Los resultados obtenidos se han comparado con otro lote de

muestras sanguineas que habiéndoles sido administradas las sustancias

antioxidantes ensayadas (CE, P, PTU, DMSO) no han sido ni expuestas a
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ningun campo magnético ni han sido irradiados; por lo que se les denomina
GRUPO TRATADO Y NO EXPUESTO A CAMPOS MAGNETICOS.

Expuestos a Irradiados con
ELF-EMF | rayos X

& ‘ Antes rayos X ;
i [cE|p|PTU| DMSO |
2h

| cex [ cE| P | PTU | DAMSO | | Después de rayos X
| CE [ P | PTU | DMSO

Grupos no expuestos ni irradiados

CE | P | PTU | DMsO | | cE | ? | pTU | DMISO
15 mn antes/después de
exposicion/irradiacion

Figura 22. Protocolo de estudio de MN en linfocitos humanos con blogueo citocinético

Expuestas a 2 Gy de rayos X. En este ensayo de radiacién

ionizante, los grupos de experimentacion realizados han sido los siguientes:

1.- Grupo formado por muestras sanguineas no irradiadas que
determinan la frecuencia de presentacién espontanea de MN/500 CB y se les
denomina GRUPO CONTROL

2.- El GRUPO CONTROL IRRADIADO, formado por muestras

sanguineas irradiadas con 2 Gy en exposicion unica para determinar la

aparicion de MN como consecuencia directa de la exposicion a los rayos X.
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3.- GRUPO TRATADO CON SUSTANCIAS Y NO IRRADIADO,
corresponde a las muestras sanguineas a las que se les ha administrado las
sustancias antioxidantes, pero no han sido irradiadas. Se utilizara para

determinar la posible genotoxicidad de éstas.

4.- GRUPO TRATADO CON SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES
ADMINISTRADAS PREIRRADIACION. Pretende estudiar un posible efecto
protector de estas sustancias frente al dafio inducido por la radiacién ionizante

administradas antes de la radiacion.

5.- GRUPO TRATADO CON SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES Y
ADMINISTRADAS POSTIRRADIACION. Pretende estudiar un efecto protector
de las sustancias frente al dafo inducido cuando se administran después de la

radiacion ionizante.

TEST DE MN EN LINFOCITOS HUMANOS

Este ensayo se basa en la utilizacion de la técnica de
micronucleos en cultivos de linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica y
bloqueados citocinéticamente en su primera division mitética con citochalasina
B, descrito por Fenech (1986, 1990, 2000) y considerado como el
procedimiento mas adecuado para el analisis citogenético del dafno genotdxico

inducido por radiacién ionizante de forma sistematica (IAEA, 2001).

La técnica utilizada es la siguiente:

Preparacién del Medio de Cultivo

El medio de cultivo utilizado estda compuesto por:

Medio HAM F10: 85%
Suero Bovino Fetal (SBF) (Sigma-Aldrich, Madrid): 15%
Fitohemaglutinina (PHA)(Sigma-Aldrich, Madrid): 16ug/ml
Glutamina: 1pg/ml

Antibioticos (Sigma-Aldrich, Madrid):
Penicilina sddica: 100 Ul/ml

Estreptomicina: 100 ug/mli
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Sales inor ganicas/Concentracion (mg/l)

KCI 285
NaHPO, 154
KH2PO, 83
CaCl, -2H,0 44
MgSO,-7H,0O 153
FeSO,-7H,0 0.834
CuS0O4-5H,0 0.00249
ZnSO,x 7TH,0O 0.0288
NaHCOs3 1200
Otros componentes/Concentr acion (mg/I)
D-glucose 1100
Na-pyruvate 110
Phenol red 1.2*

Aminoacidosg/Concentracion (mg/l)

L-alanine
L-arginine-HCI

L-asparagine
L-aspartic acid
L-cysteine
L-glutamine
L-glutamic acid
Glycine
L-histidine.HCI-H,O
L-isoleucine
L-leucine
L-lysine-HCI
L-methionine
L-phenylalanine
L-proline
L-serine
L-threonine
L-tryptophan
L-tyrosine
L-valine

9
211

13
13
25
146
14.7
7.51
21
2.6
13
29
4.48
5
115
10.5
3.57
0.6
1.81
35

Vitaminas/Concentracion (mg/l)

Biotin

0.024

Tabla 7. Composicién del medio Ham 10.

D-Ca-pantothenate
Choline chloride
Folic acid
Myo-inositol
Nicotinamide
Pyridoxine-HCI
Riboflavin
Thiamine-HCI
Vitamin B12
Hypoxanthine
Thymidine
Lipoic acid

0.715
0.698
1.32
0.541
0.615
0.21
0.376
1
1.36
4.1
0.73
0.2

* Liquid media contain 10 mg/| of
phenol red
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Para realizar la técnica de micronucleos, vamos a cultivar 1 ml de
cada muestra de sangre heparinizada (irradiada o no y/o tratada o no) en
frascos de cultivo de 25 cc en una estufa a 37 °C y ambiente enriquecido con
CO; al 5 % durante 72-76 horas junto con 9 ml de medio de cultivo preparado
como se ha comentado anteriormente. Esto es realizado en cabina de flujo

laminar.

Transcurridas 44 horas de cultivo anadimos 150 pl de la
disolucion de Cytochalasina B (Cyt B) a cada cultivo. Estos 150 ul de
disolucion, contienen 30 pug de Cyt B (3 pg/ml).

Posteriormente, continuamos el cultivo durante otras 28-32 horas,
siendo el tiempo total de cultivo hasta 72-76 horas. Transcurrido este tiempo
trasvasamos el contenido de los frascos de cultivo a tubos coénicos de 15 ml y

lo centrifugamos durante 5 minutos a 1000 rpm (Heraeus, Minifuge T, Madrid).

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

condiciones que las descritas anteriormente.

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

3 0 4 veces, hasta obtener un sobrenadante transparente.

De este modo, aislamos los linfocitos que resuspendemos en un
volumen apropiado de fijador (0,5 ml) y realizamos las preparaciones
microscopicas colocando la suspension celular gota a gota sobre portaobjetos
enfriados previamente y que, posteriormente, se van a secar en corriente de

aire suave.

A las 24 horas, podemos proceder a la tincibn de las

preparaciones por inmersion:
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1°) En una solucién de May-Grunwald puro (Merck, Darmstadt,

Alemania) durante 3 minutos.

Figura 23. Detalle de la cabina en el interior del equipo de rayos X. Obsérvese la

colocacion de los animales inmovilizados y conscientes para unairradiacion corporal

total; y, la colocacion de las muestras sanguineas durante la exposicion a rayos X.

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

3°) Posteriormente y sin lavarlas, las pasamos a solucion Giemsa

(Merck, Darmstadt, Alemania) durante 2 minutos mas.
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4°) Finalmente, lavamos las preparaciones sumergiéndolas

individualmente en tampon fosfato 100 mM pH 6,2 y las secamos al aire.

5°) Para terminar, las preparaciones microscopicas se montan con
cubreobjetos quedando definitivamente preparadas para su estudio a

microscopia optica.

Figura 24. Preparaciones microscoépicas tras la tincion con May-Griinwald y Giemsa

obtenidas en este estudio.

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

b) Preparacion de la Cytochalasina B.

c) Preparacion de la Solucion Hipotdnica de Cloruro Potasico.
d) Preparacion del Tampon Fosfato.

e) Preparacién de la Solucion Fijadora.

a) Preparacion de la Fitohemaglutinina

La Fitohemaglutinina o PHA (Sigma-Aldrich, Madrid) se obtuvo en
presentaciones de 1 y de 5 mg que era guardada a 2-8 °C hasta su utilizacién.
Para utilizarla, la PHA previamente debia estar disuelta en medio de cultivo
Ham F10 en ambiente estéril a razon de 1 mg de PHA/ml de Ham F10 vy

almacenada a -20°C para su conservacion.
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Habitualmente, preparamos 100 ml de medio de cultivo y como se
precisan 16 ug PHA/ml, suministrabamos 1.600 yg 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 afiadiamos 1°6 ml de la disolucion
de PHA previamente preparada. Su funcion es el estimulo de la division o
proliferacion celular de los linfocitos que, en condiciones normales, no se

dividen.

b) Preparacion de la Cytochalasina B

La Cytochalasina B (Cyt B) (Sigma-Aldrich, Madrid) realiza el
bloqueo de la citocinesis mediante bloqueo tras la primera divisiéon mitética; es
la sustancia que anadiamos a cada uno de los cultivos a las 44 horas del

mismo en cabina estéril.

La Cyt B se obtuvo en presentaciones de 1 y de 5 mg y era
almacenada a una temperatura de -20 °C hasta su utilizacion. Para ser
utilizada, la Cyt B debia ser disuelta previamente en dimetilsulféxido (DMSO) al
100 % en ambiente estéril. Dicha disolucion se realizaba a razén de 1 mg de
Cyt B por cada 0,5 ml de DMSO.

Posteriormente y en cabina estéril, esta disolucion era alicuotada
en tubos de 1 ml de capacidad a razén de 0,1 ml de disolucién/tubo al que se
afadian 0,9 ml de PBS quedando alicuotas que presentaban la siguiente
proporcion: 0,9 ml de PBS, 0,1 ml de DMSO y 200 ug de Cyt B. Finalmente,
estas alicuotas eran almacenadas a -80°C y solo se descongelaban en el
momento de ser utilizadas, es decir, para su adicion al cultivo.

La concentracion de Cyt B que se afiadia al cultivo es de 3 ug/ml.
Como cada cultivo tiene 10 ml, debemos afadir 30 ug de Cyt B, para lo que se

precisan 150 pl del contenido de cada tubo previamente preparado.
c) Preparacién de la Solucion Hipotdnica de Cloruro Potasico

La disolucion 0,075 M de cloruro potasico (CIK) se prepara con
5,59 g de CIK (Probos, Madrid) en 1 | de agua destilada. Esta disolucion
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hipoténica tiene como objetivo aumentar el tamano de las células binucleadas

permitiendo una mejor visualizacion de las mismas al microscopio optico.

d) Preparacion del Tampon Fosfato
La disolucion de tampon fosfato 10 mM con un pH de 6,2 se ha obtenido
diluyendo en 1 | de agua bidestilada:

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

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

87



111. Materiales y Métodos

ANALISIS ESTADISTICO

El anadlisis estadistico ha consistido en comparaciones entre
grupos realizando contrastes de igualdad de medias mediante analisis de
varianza. Se han determinado ecuaciones polindmicas mediante analisis de
regresion y correlacion polinomicas y también se han aplicado analisis de
regresion y correlaciéon lineales. Se han considerado con significaciéon

estadistica cuando se ha obtenido una p menor de 0,05 (p < 0,05).

El estudio estadistico se ha realizado en colaboracion con la
Catedra de Bioestadistica de la Universidad de Murcia, utilizando el paquete
BMDP Statistical Software, Inc. (Version 1988; IBM PC/DOS).

Ademas, para cuantificar la capacidad protectora de las

sustancias ensayadas hemos utilizado otros 2 parametros diferentes:

1. Factor de Proteccion (FP): la capacidad de proteccién de una
sustancia radioprotectora, expresada como porcentaje de proteccion, descrito

por Sarma y Kesavan (1993), se expresa mediante la féormula:

En la que: FP es la magnitud de proteccion expresada en %,
Fcontrol es la frecuencia de micronucleos en las muestras controles
irradiadas, y Ftratadas es la frecuencia de micronucleos en las muestras

irradiadas y tratadas.

2. Factor Reductor de Dosis (FRD): el Factor Reductor de Dosis
definido como el cociente entre la dosis de radiacion necesaria para producir un
efecto dado en presencia de un compuesto radioprotector y la dosis de
radiacion necesaria para producir el mismo efecto en ausencia de dicho

compuesto (Travis y cols., 1979), que se expresa mediante la formula:

88



111. Materiales y Métodos

FRD =

Dosis con RP para obtener X MN

Dosis sin RP para obtener X MN

donde: FRD es el Factor Reductor de Dosis, RP es la sustancia

empleada, y X MN es el numero de micronucleos producidos.
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IV.1. Resultados morfoldgicos
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IV.1. RESULTADOS MORFOLOGICOS

Los diferentes tipos celulares que se han estudiado para determinar la

frecuencia de micronucleos se exponen a continuacion.
ANALISIS DE MICRONUCLEOS SOBRE MEDULA OSEA DE RATON

Un frotis caracteristico de los componentes celulares en la médula 6sea

de raton puede observarse en las Figuras 25-30.

NCE

PCE

PCE

PCE

MNPCE

NCE

PCE

PCE

Figura 25. Imagen microscopica panoramica de un frotis de médula 6sea de raton: (NCE)
eritroblastos normocromatofilos, (PCE) eritroblastos policromatéfilos y (MNPCE) dos

eritroblastos policromatéfilos con microntcleos en su interior (400X).
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Figura 26. Frotis de médula 6sea de raton (NCE: eritroblasto normocromatéfilo; PCE:

eritroblasto policromatéfilo; MNPCE: micronucleo en eritroblasto policromatofilo) (600X).
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Figura 27. Microfotografia de un frotis de médula 6sea (400X).
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Figura 28. Detalle de las caracteristicas crométicas de las diferentes células estudiadas.
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Figura 29. Frotis de médula 6sea de raton (NCE: eritroblasto normocromatéfilo; PCE:

eritroblasto policromatéfilo; MNPCE: microntcleo en eritroblasto policromatéfilo) (400X).
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Figura 30. Diferentes tipos celulares estudiados en el frotis de médula 6sea con

presencia de micronucleos en su citoplasma (1000X).
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ANALISIS DE MICRONUCLEOS SOBRE LINFOCITOS HUMANOS
IRRADIADOS CON BLOQUEO CITOCINETICO

Un frotis caracteristico de los componentes celulares en el cultivo de
linfocitos con bloqueo citocinético se muestra en las figuras 31 y 32.

* cB

CB ‘ 'CB CB
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CB Er. Fad
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CB MN

Figura 31. Fotomicrografia de un cultivo de linfocitos humanos con bloqueo citocinético
tefiido con latécnica de May-Griinwald-Giemsa (400X)(L: linfocito; CB: células
binucleadas con bloqueo citocinético; CBMN: células binucleadas con bloqueo

citocinético con micronucleo en su citoplasma; E: restos de eritrocitos hemolizados.
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CB
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Figura 32. Fotomicrografia de un cultivo de linfocitos humanos con bloqueo citocinético
tefiido con la técnica de May-Griinwald-Giemsa (400X)(L: linfocito; CB: células
binucleadas con bloqueo citocinético; CBMN: células binucleadas con bloqueo

citocinético con micronucleo en su citoplasma; E: restos de eritrocitos hemolizados.
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IV.2. Ensayo “in vivo” de micronucleos sobre médula

Osea de ratdn
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RESULTADOS DE LA EXPOSICION A CAMPOS
MAGNETICOS

1. RESULTADOS DE MICRONUCLEOS “IN VIVO” EN ANIMALES
EXPUESTOS A ELF-EMF (50Hz)

GRUPO CONTROL

Los animales del grupo control y, por ello, no expuesto a ningun
campo magnético presentan una frecuencia de aparicion de micronucleos que
oscila entre 1 y 5 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, con una media de 3,1 MN/1000 PCEs. Dicho valor se
considera la frecuencia de base o frecuencia de aparicién espontdnea de MN

en PECs de los animales sometidos a estudio (Grafica 5).

GRUPOS EXPUESTOS A CAMPO MAGNETICO (ELF-EMF)

Los animales expuestos a un campo magnético de 200 uT se han
distribuido en 4 grupos diferentes de animales dependiendo del tiempo de
exposicion que han permanecido incluidos en dicho campo (1, 2, 3 y 4

semanas):
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- Grupo expuesto durante 7 dias al campo magnético (1
semana): los animales del grupo expuesto al campo magnético durante 7 dias
presentan una frecuencia de aparicion de micronucleos que oscila entre 9y 12
MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una
media de 11 MN/1000 PCEs (Grafica 5).
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Grafica 5. Grupo expuesto durante 7 dias a campos de 200 pT ((*): (p<0,001) respecto al

grupo control).

- Grupo expuesto durante 14 dias al campo magnético (2
semanas): los animales del grupo expuesto a campos magnéticos durante 14
dias presentan una frecuencia de aparicion de micronucleos que oscila entre 7
y 9 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una
media de 8 MN/1000 PCEs (Gréfica 6).
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Grafica 6. Grupo expuesto durante 14 dias a un campo magnético de 200 pT ((*):

(p<0,001) respecto al grupo control).

- Grupo expuesto durante 21 dias al campo magnético (3

semanas): los animales del grupo expuesto a campos magnéticos durante 21

dias presentan una frecuencia de aparicion de micronucleos que oscila entre 8

y 12 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una

media de 10 MN/1000 PCEs (Grafica 7).
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Grafica 7. Grupo expuesto durante 21 dias a un campos magnéticos de 200 uT. ((*):

(p<0,001) respecto al grupo control).

- Grupo expuesto durante 28 dias al campo magnético (4

semanas): los animales del grupo expuesto a campos magnéticos durante 28

dias presentan una frecuencia de aparicion de micronucleos que oscila entre 7

y 11 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una

media situada en 9 MN/1000 PCEs (Gréafica 8).
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Grafica 8. Grupo expuesto durante 28 dias a un campo magnético de 200 uT. ((*):

(p<0,001) respecto al grupo control).

En su conjunto, los resultados obtenidos de los diferentes grupos

de animales expuestos al campo ELF-EMF de 200 uT se puede observar en la

Grafica 5; pudiéndose determinar un incremento en la frecuencia de aparicion

de micronucleos en todos los grupos de animales expuestos al campo

magnético de extremadamente baja frecuencia estudiado (ELF-EMF 50 Hz).

103



IV.Resultados
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Grafica 9. Grupos de animales expuestos a un campo ELF-EMF de 200 uT durante

diferentes periodos ((*): (p<0,001) respecto al grupo control de animales no expuestos).

Se han determinado diferencias significativas en todos los
animales expuestos al campo magnético de 200 uT y en todos los periodos
estudiados respecto al grupo control de animales no expuesto (p<0.01); sin
embargo no se han determinado diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de animales expuestos al campo magnético en los diferentes
periodos estudiados (1, 2, 3 y 4 semanas), situacién que se podra expresar de

la siguiente forma:
C<1S=~2S=~3S=~4S(p<0,01)

Estos resultados muestran un incremento de la frecuencia de
MN/1000 PCEs estable y continuado de la frecuencia de MN/1000 PCEs, pero
en donde no se ha determinado efecto acumulativo o sinérgico alguno entre el
incremento del tiempo de exposicion al campo ELF-EMF ensayado y el

incremento de la frecuencia de aparicion de MN en los animales expuestos.
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Estas diferencias estadisticamente significativas muestran la
capacidad genotoxica del campo ELF-EMF de 200 pT y 50 Hz ensayado en los

animales expuestos.
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2. RESULTADOS DE MICRONUCLEQOS “IN VIVO” EN ANIMALES
TRATADOS CON SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES.

3.1. GRUPOS EXPUESTOS AL CAMPO MAGNETICO ESTUDIADO (ELF-
EMF).

1. Animales tratados con Extracto Citrico Soluble (CE)

Los animales tratados con extracto citrico soluble (CE) y no
expuestos al campo magnético presentan una frecuencia de aparicion de
micronucleos que oscila entre 2 y 6 MN/1000 PCEs como valores minimo y
maximo respectivamente, con una media de 4 MN/1000 PCEs. No se aprecian
diferencias significativas con los animales controles cuya frecuencia de
aparicion de MN es de 3,1 MN/1000 PCEs. Esta situacion podria expresarse
diciendo que la administracion de CE no induce dafio cromosomico o
genotéxico en los animales tratados con CE, y que por ello la sustancia

ensayada (CE) no tiene actividad genotdxica (Grafica 10).

0

Control

|MN/1000 PCEs 3,1 4

Gréfica 10. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con CE.
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El lote de animales tratados con extracto citrico soluble y
expuesto a campos magnéticos de 200 uT ha presentado una frecuencia de
aparicion de MN entre 6 y 13 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente. La media de aparicion de micronucleos en este lote de
animales expuesto es de 10 MN/1000 PCEs; lo que supone un incremento
significativo (p<0,01) de la frecuencia de aparicion de MN en los animales

tratados con la misma sustancia pero no expuestos a 200 uT (Grafica 11).
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Grafica 11. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con CE y expuestos a

200 pT. ((*):(p<0,01) respecto al grupo control).

Estos resultados pueden expresarse de la siguiente forma:
C =ECS <ECS ¢ren (p<0,01)

Estos resultados muestran un efecto genotoxico inducido por la
exposicion de los animales tratados con CE y expuestos al campo magnetico
empleado de 200 uT, en funcién del incremento de aparicion de MN en los

animales expuestos.
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En estos animales se ha determinado un incremento significativo
de la frecuencia de MN aparecida que muestra un Factor Sensibilizante (FS)
del 150% respecto a la frecuencia de aparicion en los animales controles
tratados con CE y no expuestos, y del 223% respecto al de los animales del

grupo control.

2. Animales tratados con Procianidinas (P90).

En los animales tratados con P90 y no expuestos al campo
magnético se ha determinado una frecuencia de aparicion de micronucleos
que oscila entre 2 y 7 MN/1000 PCEs, como valores minimo y maximo
respectivamente, presentando una media de 4 MN/1000 PCEs, y en los que no
se aprecian diferencias significativas respecto a la frecuencia de apraricion de
MN presentada en los animales controles cuya frecuencia de aparicion de MN
fue de 3,1 MN/1000 PCEs. Esta situacion muestra que la administracion de
P90 no induce dano genotdxico detectable en los animales tratados con P90
(Grafica 12).
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Gréafica 12. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con P90.
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El lote de animales tratados con P90 y expuestos al campo
magnético de 200 uT ha presentado una frecuencia de aparicion de MN que
oscila entre 5 y 13 MN/1000 PCEs como frecuencias minima y maxima
respectivamente. La frecuencia media de aparicion de micronucleos en este
grupo expuesto es de 9 MN/1000 PCEs; lo que supone un incremento
significativo de la frecuencia de aparicion de MN en los animales tratados con P
y expuestos a 200 pT, respecto de los animales controles tratados con la
misma sustancia pero no expuestos y de los animales controles no expuestos
(p<0,01).
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Gréafica 13. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con P90.

Estas diferencias pueden expresarse como:
C = P90 < P90 ¢ ey (p<0,01)

Estos resultados ponen de manifiesto el dafio genotoxico inducido
por la exposicién de los animales tratados con P90 en el campo magnético
estudiado en funcién del incremento en la frecuencia de MN en los animales

expuestos.
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En estos animales tratados con P90 y expuestos a 200 uT se ha
determinado un incremento significativo de la frecuencia de aparicion de MN
que muestra un Factor Sensibilizante (FS) del 125% respecto a la frecuencia
de aparicion determinada en los animales controles tratados con P90 y no

expuestos a 200 pT, y del 190% respecto al grupo control.

3. Animales tratados con Dimetilsulféxido (DMSO).

Los animales tratados con DMSO y no expuestos al campo
magnético han presentado una frecuencia de aparicién de micronucleos que
oscila entre 3 y 7 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, con una media de 5,25 MN/1000 PCEs. No muestran
diferencias significativas con los animales controles no expuestos cuya
frecuencia media de aparicion de MN fue de 3,1MN/1000 PCEs. Estos
resultados podrian expresarse diciendo que la administracion de DMSO no
induce dano cromosomico o genotoxico alguno en los animales tratados con
DMSO (Gréafica 14.
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Gréfica 14. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con DMSO
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El lote de animales tratados con DMSO y expuesto al campo
magnético de 200 puT ha presentado una frecuencia de aparicion de MN que
oscila entre 5 y 14 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente. La frecuencia media de aparicion de micronucleos en este
lote de animales expuesto es de 9,75 MN/1000 PCEs; lo que no supone un
incremento significativo (p<0,01) de la frecuencia de aparicion de MN en los
animales tratados con DMSO y expuestos a 200 pT respecto de los animales
controles y de los animales tratados con la misma sustancia pero no expuestos
a 200 pT (Grafica 15).

12 *

10 {
8 ]
6 1 ]
. T L -
5 I ]
0 Control DMSO DMSO ELF-MF

| MN/1000 PCEs 3,1 5,25 9,75

Gréfica 15. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con DMSO. ((*):

(p<0,01) respecto al grupo control).

Estos resultados pueden expresarse de la siguiente forma:

C ~ DMSO < DMSO ;e (p<0,01)
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Estos resultados ponen de manifiesto el dafio genotoxico inducido
por la exposicion de los animales tratados con DMSO y expuestso al campo
magnético estudiado, en funcion del incremento de MN en los animales

expuestos.

En estos animales tratados con DMSO y expuestos a 200 uT se
ha determinado un incremento significativo de la frecuencia de aparicién de MN
que muestra un Factor Sensibilizante (FS) del 215% respecto a la frecuencia
de aparicion determinada en los animales controles tratados con DMSO y no

expuestos a 200 uT, y del 85,7% respecto al grupo control.

4. Grupo tratado con 6n-2n-Propylthiouracilo (PTU)

Los animales tratados con PTU y no expuestos al campo
magnético han presentado una frecuencia de aparicién de micronucleos que
oscila entre 5 y 8 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, con una media de 6 MN/1000 PCEs. De forma que no
muestran diferencias estadisticamente significativas con los animales controles
cuya frecuencia de aparicion de MN fue de 3,1MN/1000 PCEs. Esta situacién
podria expresarse diciendo que la administracion de PTU no induce daio

cromosomico o genotoxico en los animales tratados con PTU (Gréafica 16).
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Gréafica 16. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con PTU.

El lote de animales tratados con PTU y expuesto al campo
magnético de 200 uT ha presentado una frecuencia de aparicion de
micronucleos entre 9 y 12 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente. La media de aparicion de micronucleos en este lote de
animales expuesto es de 10 MN/1000 PCEs; lo que supone un incremento
significativo (p<0,01) de la frecuencia de aparicion de MN en los animales
tratados con PTU y expuestos a 200 pT respecto de los animales controles y
de los animales tratados con la misma sustancia pero no expuestos a 200 pT
(Grafica 17).
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Grafica 17. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con PTU ((*): (p<0,01)

respecto al grupo control).

Estos resultados pueden expresarse pueden expresarse como:

C<= PTU < PTU wreu (p<0,01)

Estos resultados ponen de manifiesto el efecto genotdxico

inducido por la exposicion de los animales tratados con PTU y expuestos al

campo magnético ensayado, en funcién del incremento de MN que se ha

determinado en los animales expuestos.

En estos animales se ha determinado un incremento significativo

de la frecuencia de aparicién de MN que muestra un Factor Sensibilizante (FS)

del 223% respecto a la frecuencia de aparicion en los animales controles

tratados con PTU y no expuestos y del 67%

grupo control.

respecto de los animales del
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En su conjunto, estos resultados obtenidos en los diferentes
grupos de animales tratados con las sustancias antioxidantes ensayadas y

expuestas al campo ELF-EMF se muestran en la Grafica 18.
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Gréfica 18. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los grupos de animales tratados con las
sustancias antioxidantes ensayadas y su relacion con la exposicion al campo ELF-EMF

ensayado ((*): (p<0,01) respecto a los animales controles).

Estos resultados permiten determinar que la administracion a
animales de las sustancias antioxidantes ensayadas no muestran diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo control, por lo que las
sustancias administradas no tienen efecto genotdxico sobre los animales

tratados, pudiendose expresar:

C =2=CE = P90 == DMSO = PTU
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De igual forma, los resultados obtenidos permiten determinar
diferencias estadisticamente significativas entre los animales expuestos al
campo ELF-EMF ensayado respecto al grupo control no expuesto (p<0.01). Sin
embargo, los grupos expuestos al campo ELF-EMF y tratados con las
sustancias antioxidantes no muestran diferencias significativas respecto al
grupo control expuesto al campo ELF-EMF. Ello se podria expresar de la

siguiente forma:

C < Cerremr = CEgLrevr = P90g remr = DMSOg  r.emr = PTUg Fevr
(p<0,01)

De igual forma, los resultados obtenidos muestran la ausencia de
capacidad genoprotectora que presentan las sustancias antioxiantes
ensayadas al no conseguir disminuir la frecuencia de aparicion de MN/1000
PCEs inducida por el campo magnético ELF-EMF ensayado y que expresaria
el dafio cromosomico inducido por dicho campo sobre el material genético de

los animales expuestos. Ello podria expresarse como:

CeLremr = CEg remr = P90g r.emr = DMSOg r.emr = PTUg r.enr
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3. RESULTADOS DE MICRONUCLEQOS “IN VIVO” EN ANIMALES
EXPUESTOS A RAYOS X

GRUPO CONTROL

Los animales del grupo control no irradiado presentan una
frecuencia de MN que oscila entre 1 y 5 MN/1000 PCEs como frecuencia
minima y maxima respectivamente, con una frecuencia media de 3,1 MN/1000
PCEs. Dicho valor correspondera a la frecuencia de base o de aparicion
espontanea de MN/1000 PCEs en los animales utilizados en este gurpo

expuesto a rayos X.

Los animales controles irradiados con 500 mGy muestran un
incremento en la frecuencia de aparicion entre 16 y 24 MN/1000 PCEs como
frecuencia minima y maxima respectivamente, presentando una frecuencia
media de 18,7 MN/1000 PCEs.

El analisis estadistico de estos resultados determina la existencia
de diferencias significativas entre la frecuencia de MN/1000 PCEs en los
animales irradiados respecto de la frecuencia determinada y los animales no
irradiados; mostrando que la exposicidén a la irradiacion ionizante induce un
incremento significativo de MN/1000 PCEs en los eritroblastos policromatdfilos
de los animales irradiados con rayos X y que expresaria el daio cromosoémico

en los animales expuestos (Grafica 19).
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Gréafica 19. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales controles e irradiados con

rayos X ((*): (p<0,001) respecto de los animales controles no irradiados).

Este incremento significativo de la frecuencia de aparicion de
MN/1000 PCEs muestra el dafo cromosdmico y genotdxico inducido por la
exposicion de rayos X en los animales irradiados, y que podria expresarse de

la siguiente forma:

C>Cry (p<=0,001)

GRUPOS EXPUESTOS A RADIACION IONIZANTE TRATADOS CON
DIFERENTES SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES

1. Animales tratados con Extracto Citrico Soluble (CE)

Los animales tratados con CE presentan una frecuencia de
aparicion de 3 a 5 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, presentando una frecuencia media de 4 MN/1000 PCEs; y en
los que no se determinan diferencias significativas respecto a animales

controles no irradiados cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de
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3,1MN/1000 PCEs (Grafica 20); lo que mostraria la ausencia de efecto

genotodxico inducido por el CE.

El lote de animales tratados con CE y posteriormente
irradiados con 500 mGy de rayos X ha presentado una frecuencia de aparicion
de micronucleos entre 7 y 10 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, con una media de 8 MN/1000 PCEs, lo que supone un
descenso significativo (p<0,001) de la frecuencia de aparicion de MN respecto
de los animales controles irradiados, cuya frecuencia de aparicion fue de 4
MN/1000 PCEs (Grafica 20).

El lote de animales irradiados y posteriormente tratados con
CE ha presentado una frecuencia de aparicion de micronucleos entre 8 y 12
MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una
media es de 10 MN/1000 PCEs, lo que supone un descenso significativo
(p<0,001) de la frecuencia de aparicion de MN en los animales irradiados con
500 mGy y posteriormente tratados con CE respecto de los animales controles
tratados con la misma sustancia pero no irradiados, cuya frecuencia de
aparicion fue de 4 MN/1000 PCEs (Grafica 16).
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Grafica 20. Frecuencia de MN/1000 PCEs en el grupo de animales tratado con CE. ((*):

(p<0,001) respecto al grupo control irradiado).
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Grafica 21. Factor de Proteccion obtenido en los animales expuestos a rayos X

dependiendo del momento de administraciéon de la sustancia ensayada (CE).

El Factor Protector obtenido cuando el CE se administra antes de
la exposicion a la irradiacion es del 57 %, y cuando se administra
inmediatamente después de la exposicién a la irradiacion es del 46,5 %
(Grafica 21).

2. Animales tratados con PROCIANIDINAS (P90)

Los animales tratados con P90 presentan una frecuencia de
aparicion de 3 a 6 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, presentando una frecuencia media de 4 MN/1000 PCEs; y en
los que no se determinan diferencias significativas respecto a animales
controles no irradiados cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de
3,1MN/1000 PCEs (Grafica 22); lo que mostraria la ausencia de efecto

genotoéxico inducido por el CE.

El lote de animales tratados con P90 y posteriormente
irradiados con 500 mGy de rayos X ha presentado una frecuencia de aparicion
de micronucleos entre 8 y 10 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo

respectivamente, con una media de 9 MN/1000 PCEs, lo que supone un
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descenso significativo (p<0,001) de la frecuencia de aparicion de MN respecto
de los animales controles irradiados, cuya frecuencia de aparicion fue de 4
MN/1000 PCEs (Grafica 22).

El lote de animales irradiados y posteriormente tratados con
CE ha presentado una frecuencia de aparicion de micronucleos entre 10 y 12
MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una
media es de 11 MN/1000 PCEs, lo que supone un descenso significativo
(p<0,001) de la frecuencia de aparicion de MN en los animales irradiados con
500 mGy y posteriormente tratados con CE respecto de los animales controles
tratados con la misma sustancia pero no irradiados, cuya frecuencia de
aparicion fue de 4 MN/1000 PCEs (Grafica 18).

25
20 T
15
10 I
5 —
0 1
Control Control P P
Irradiado Preirradiacion Posirradiacion
MN/1000 PCEs 3,1 18,7 9 11

Gréfica 22. Frecuencia de MN/1000 PCEs en el grupo de animales tratado con P90. ((*):

(p<0,001) respecto al grupo control irradiado).
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Grafica 23. Factor de Proteccion obtenido en los animales expuestos a rayos X

dependiendo del momento de administraciéon de la sustancia ensayada (P90).

El Factor Protector obtenido cuando el P90 se administra antes de
la exposicion a la irradiacion es del 51 %, y cuando se administra
inmediatamente después de la exposicion a la irradiacion es del 41,2 %
(Grafica 23).

3. Grupo tratado con 6n-2n-Propylthiouracilo (PTU)

Los animales tratados con PTU y no irradiados presentan un
intervalo desde 3 a 5 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, presentando una frecuencia media de 4,6 MN/1000 PCEs, y
por lo tanto, no muestran diferencias significativas con los animales controles
no irradiados cuya frecuencia media de apariciéon de MN fue de 3,1MN/1000
PCEs (Grafica 24); lo que mostraria la ausencia de efecto genotéxico inducido
por el PTU.

El lote de animales tratados con PTU y posteriormente
irradiados con 500 mGy de rayos X ha presentado una frecuencia de aparicion
de micronucleos entre 12 y 15 MN/1000 PCEs como frecuencia minima y

maxima respectivamente, cuya media es de 13 MN/1000 PCEs, lo que supone
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un incremento significativo (p<0,001) de la frecuencia de aparicion de MN
respecto de los animales controles tratados con la misma sustancia pero no

irradiados cuya frecuencia de aparicién fue de 4,6 MN/1000 PCEs (Grafica 24).

El lote de animales irradiados y posteriormente tratados con
PTU e irradiados con 500 mGy de rayos X ha presentado una frecuencia
media de aparicion de micronucleos entre 18 y 22 MN/1000 PCEs, cuya media
es de 20 MN/1000 PCEs, lo que supone un descenso significativo (p<0,01) de
la frecuencia de aparicion de MN respecto de los animales controles irradiados
cuya frecuencia de aparicion fue de 3,1 MN/1000 PCEs. (Gréfica 20).

25 * *

20 T

15

10 —]
0 PTU PTU
Control CIrradiado . . . .,
Preirradiacion Posirradiacion
MN/1000 PCEs 3,1 18,7 13 20

Grafica 24. Frecuencia de MN/1000 PCEs en el grupo de animales tratado con PTU ((*):

(p<0,01) respecto al control irradiado).

El Factor Protector obtenido cuando el PTU se administra antes
de la exposicién a la radiacion es del 30 %, sin embargo, no hay ninguna
capacidad genoprotectora cuando se administra el PTU a los animales tras la

exposicion a la irradiaciéon (Grafica 25).
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Gréfica 25. Factor de Proteccion obtenido en los animales expuestos arayos X

dependiendo del momento de administracion de la sustancia ensayada (PTU).

4. Grupo tratado con Dimetilsulfoxido (DMSO)

Los animales tratados con DMSO y no irradiados presentan un
intervalo desde 4 a 6 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, presentando una frecuencia media de 5,1 MN/1000 PCEs vy,
por lo tanto, no muestran diferencias significativas con los animales controles
no irradiados cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de 3,1MN/1000
PCEs.

El lote de animales tratados con DMSO y posteriormente
irradiado con 500 mGy de rayos X ha presentado una frecuencia de aparicion
de micronucleos entre 12 y 15 MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo
respectivamente, cuya media es de 14 MN/1000 PCEs, lo que supone un
incremento significativo (p<0,001) de la frecuencia de aparicién de MN respecto
de los animales controles tratados con la misma sustancia pero no irradiados

cuya frecuencia de aparicion fue de 5,1 MN/1000 PCEs.

El lote de animales irradiados y posteriormente tratados con
PTU ha presentado una frecuencia de aparicién de micronucleos entre 19 y 22
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MN/1000 PCEs como valores minimo y maximo respectivamente, con una

media es de 22 MN/1000 PCEs, lo que supone un incremento significativo

(p<0,01) de la frecuencia de aparicion de MN en los animales postratados e

irradiados con 500 mGy respecto de los animales controles tratados con la

misma sustancia pero no irradiados cuya frecuencia de aparicion fue de 4
MN/1000 PCEs (Grafica 26).
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Gréfica 26. Frecuencia de MN/1000 PCEs en el grupo de animales tratado con DMSO

dependiendo del incremento de administracion del DMSO. ((*): (p<0,05) respecto al grupo

control irradiado).
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Grafica 27. Factor de Proteccion obtenido en los animales expuestos a rayos X

dependiendo del momento de administracion de la sustancia ensayada (DMSO).

El Factor de Proteccion obtenido cuando el DMSO se administra

antes de la exposicion a la radiacién es del 25 %; sin embargo el DMSO

cuando se administra inmediatamente después de la irradiacion no muestra

ninguna capacidad protectora (Grafica 27).

En su conjunto, estos resultados obtenidos en los diferentes

grupos de animales tratados con las sustancias antioxidantes ensayadas y

expuestos a 500 mGy de rayos X se muestran en la Grafica 23. Estos

resultados permiten determinar que las sustancias antioxidantes ensayadas

muestran un efecto radioprotector y que este efecto radioprotector es diferente

dependiendo del momento de administracion de las sustancias ensayadas.
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Grafica 28. Frecuencias de MN/1000 PCEs en los diferentes grupos tratados segun el
momento de administracion de las sustancias ensayadas. (1): p<0,001 respecto con los
controles no irradiados; (2): p<0,001 respecto a los controles irradiados; (3): p<0,01

respecto a controles irradiados.

Asi, cuando las sustancias se administran inmediatamente antes
de la exposicion a la radiacion ionizante, la frecuencia de MN/1000 PCEs
muestra diferencias estadisticamente significativas y podria expresarse de

mayor a menor frecuencia:
CRX > DMSORX = PTURX > CERX = P90Rx (p<0,001)
Sin embargo, cuando estas sustancias se administran
inmediatamente tras la exposicion a la radiacion ionizante, las diferencias

significativas varianponiéndose de manifiesto pérdida de la capacidad

genoprotectora de las sustancias azufradas, pudiéndose expresar como:

CRX = DMSOsz PTURX > CERX = PQORX (p<0,001)
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Los resultados obtenidos sobre el Factor de Proteccion de las
sustancias ensayadas varian segun el momento de su administracion. Asi,
cuando las sustancias se administran antes de la exposicién a la radiacién
ionizante estaria entre el 57 %-60 % del P90 y de CE hasta el 30 %-25 %
obtenido por el PTU y DMSO.

Sin  embargo, cuando las sustancias se administran
inmediatamente tras la exposicion a radiacién ionizante el Factor de Proteccion
se situa entre el 40 %-50 % del CE y P90, y la ausencia de proteccion de las
sustancias administradas (PTU y DMSO) cuando se administran durante este

periodo (Grafica 29).

P

PROTECCION (%)

FACTOR DE

CE

P90

PTU

DMSO

M Tratado Preirradiacidon

57

30

25

B Tratado Posirradiacidn

46,5

11

-17

Gréfica 29. Factor de proteccién determinado en los diferentes grupos de animales
estudiados segun el momento de administracion de las sustancias (preirradiacion: antes

de lairradiacion; postirradiacion: inmediatamente después de la irradiacién).
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IV.3. E nsayo “in vitro” de micronucleos sobre

linfocitos humanos con bloqueo citocinético
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RESULTADOS EN LINFOCITOS HUMANOS IRRADIADOS CON
BLOQUEO CITOCINETICO CON CITOCHALASINA B.

MUESTRAS CONTROLES

En las muestras de sangre controles no irradiadas (CONTROL)
observamos 99 células positivas/500 CB. Una de las células binucleadas
presentaba dos micronucleos, mientras que las células restantes presentaban
solo un micronucleo en su citoplasma. La frecuencia de micronucleos oscilaba
entre 5 y 15 MN/500 CB con una media de 10 MN/500 CB. Este valor
correspondera a la frecuencia basal o frecuencia de presentacion espontanea

de micronucleos en nuestras muestras (Tabla 8, Grafica 30).

MUESTRA | CELULAS POSITIVAS MNCB TOTAL MN | MEDIA MN
1IMN 2MN 3 MN
CONTROL 1 11 11 11
CONTROL 2 7 6 1 8
CONTROL 3 13 13 13
CONTROL 4 5 5 5
CONTROL 5 9 9 9
10
CONTROL 6 15 15 15
CONTROL 7 12 12 12
CONTROL 8 10 10 10
CONTROL 9 11 11 11
CONTROL 10 6 6 6

Tabla 8. Frecuencia de aparicion de MN/500 CB en las muestras controles no irradiadas

ni expuestas a campos magnéticos (Muestas Controles).
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3.1 MUESTRAS EXPUESTAS AL CAMPO MAGNETICO (ELF-EMF)

Los resultados del anadlisis obtenido de las muestras controles
mantenidas durante 2 h en un campo magnético de 2 Teslas (Cexp)
presentaron una frecuencia de micronucleos que oscilaba entre 16 y 21
MN/500 CB con una media de 18 MN/500 CB. Este valor es significativamente
mayor que la frecuencia de aparicion de micronucleos en las muestas controles
que era de 10 MN /500 CB (p<0,001); y supone un incremento significativo de
la frecuencia de MN en las muestras expuestas al campo magnético estudiado,
lo que podria poner de manifiesto la capacidad genotéxica del campo

magnético, (Grafica 30).

25 *
20
15
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0
Control 2 horas
|MN/500 CB 9 18

Gréfica 30. Muestras expuestas durante 2 h al campo magnético de 2 Teslas ((*): (p<0,01)

respecto al grupo control).

3.2 MUESTRAS EXPUESTAS A RADIACION IONIZANTE

Las muestras controles irradiadas con 2 Gy (Crx) presentaban un
incremento estadisticamente significativo del numero de células positivas

respecto a la frecuencia de MN/500 CB determinados en los controles no
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irradiados, con un total de 250 células positivas/5000 CB, de las que 242

presentaban un micronucleo, 6 presentaban dos micronucleos y 2 presentaban

tres micronucleos. Asimismo, observamos un aumento de la frecuencia de

presentacion de micronucleos que oscilaba entre 11 y 32 MN/500 CB como

valores minimo y maximo respectivamente con una media de 26 MN/500 CB
(p<0,001) (Tabla 9; Grafica 31).

MUESTRA

CELULAS POSITIVAS

I1MN 2MN 3MN

MNCB

TOTAL MN

MEDIA MN

Cl1

29

29

29

Cl2

25

22

29

Cl3

31

31

31

Cl4

23

21

26

30

29

31

Cl6

29

29

29

Cl7

32

32

32

Cl8

27

27

27

Cl9

13

11

15

Cl 10

11

11

11

26

Tabla 9. Frecuencia de aparicién de MN en las muestras sanguineas irradiadas con 2 Gy.
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Gréfica 31. Frecuencia de MN/500 CB en las muestras controles no irradiadas
(CONTROL) y en las muestras controles irradiadas con 2 Gy de rayos X (*):(p<0,001)

respecto alos controles no irradiados).

3.3 RESULTADOS DE MICRONUCLEOS “IN VITRO” EN LINFOCITOS
HUMANOS EXPUESTOS/IRRADIADOS CON BLOQUEO CITOCINETICO Y
TRATADOS CON SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES,

MUESTRAS EXPUESTAS AL CAMPO MAGNETICO ESTUDIADO (2 T).

1. Muestras tratadas con Extracto Citrico Soluble (CE)

En las muestras tratadas con CE se ha determinado una frecuencia de
presentacion de MN que oscilo entre 8 y 11MN/500 CB con una media de 10
MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran diferencias
significativas con las muestras controles cuya frecuencia media de aparicion de
MN fue de 10 MN/500 CB.

En las muestras tratadas con CE vy expuestas durante dos horas al
campo magnético de 2 T se ha determinado una frecuencia de presentacion de
MN que oscilé entre 16 y 20 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion
de MN de 18 MN/500 CB, lo que supone que no existen diferencias
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significativas respecto de sus muestras controles expuestas al campo magnetic
outilizado cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de 17 MN/500 CB.
Resultados que ponen de manifiesto la ausencia de un efecto protector sobre la

frecuencia de micronucleos esperada por la exposicién al campo magnético

25 *
20 I
15 —— ———
10 —— ———
5 — —
0
Control C ELF-MF CE ELF-MF
MN/500 CB 10 18 18

Gréfica 32. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con CE ((*):(p<0,01)

respecto al grupo control no expuesto).

Estos resultados pueden expresarse como:
C = CE < C ELF-EMF == CE ELF-EMF (p<0,01)

Estos resultados ponen de manifiesto el efecto genotdxico

inducido por la exposicion al campo magnetico ensayado.

En estas muestras se ha determinado un incremento significativo de la
frecuencia de MN determinada que muestra un Factor Sensibilizante (FS) del
180 % respecto en la frecuencia de aparicion de las muestras controles

tratadas con CE y no expuestos, asi como de los controles no expuestos.
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2. Animales tratados con Procianidinas (P90).

En las muestras tratadas con P90 se ha determinado una
frecuencia de presentacion de MN que oscilo entre 8 y 13MN/500 CB con una
media de 11 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran
diferencias significativas con las muestras controles cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

En las muestras tratadas con P90 y expuestas durante dos horas al
campo magneético de 2 T se ha determinado una frecuencia de presentacion de
MN que oscil6 entre 15y 21 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion
de MN de 16 MN/500 CB, lo que supone que no existen diferencias
significativas respecto de sus muestras controles expuestas al campo magnetic
outilizado cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de 17MN/500 CB.
Resultados que ponen de manifiesto la ausencia de un efecto protector sobre la

frecuencia de micronucleos esperada por la exposicién al campo magnético

25 k k
20 I
15 —
10 I— —
5 I I—
0
Control C ELF-MF P90 ELF-MF
|MN/500 cB 10 10 18

Grafica 33. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con P90 ((*):(p<0,01)

respecto al grupo control no expuesto).
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Estos resultados ponen de manifiesto el efecto genotoxico
inducido por la exposicion al campo magnetico ensayado y que podria

expresarse como:
C = Pgo < C ereve = Pogo erewe (p<0,01)

Estos resultados ponen de manifiesto el dafio genotoxico inducido
por la exposicion de loas muestras tratadas con P90 en el campo magnético

estudiado.

En esta muestras tratados con P90 y expuestos a 2 T se ha
determinado un incremento significativo de la frecuencia de aparicion de MN
que muestra un Factor Sensibilizante (FS) del 125% respecto a la frecuencia
de aparicion determinada en las muestras controles tratadas con P90 y no

expuestos a 2 T, y del 190% respecto al grupo control.

3. Animales tratados con Dimetilsulféxido (DMSO).

En las muestras tratadas con DMSO se ha determinado una
frecuencia de presentacion de MN que oscilé entre 8 y 15 MN/500 CB con una
media de 12 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran
diferencias significativas con las muestras controles cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

En las muestras tratadas con DMSO y expuestas durante dos horas al
campo magnético de 2 T se ha determinado una frecuencia de presentacion de
MN que oscil6 entre 18 y 23 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion
de MN de 19 MN/500 CB, lo que supone que no existen diferencias
significativas respecto de sus muestras controles expuestas al campo
magnetico utilizado cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de

17MN/500 CB. Resultados que ponen de manifiesto la ausencia de un efecto
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protector sobre la frecuencia de micronucleos esperada por la exposicion al

campo magnético.

- % %
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Gréfica 34. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con DMSO ((*):(p<0,01)

respecto al grupo control).

Estos resultados ponen de manifiesto el efecto genotdxico
inducido por la exposicidon al campo magnético ensayado y que podria

expresarse como:
C = DMSO < C ELF-EMF = DMSO ELF-EMF (p<0,01)

Estos resultados ponen de manifiesto el dafio genotodxico inducido
por la exposicion de las muestras tratadas con DMSO en el campo magnético
estudiado.

En esta muestras tratados con DMSO y expuestos a 2 T se ha
determinado un incremento significativo de la frecuencia de aparicion de MN
que muestra un Factor Sensibilizante (FS) del 125 % respecto a la frecuencia
de aparicion determinada en las muestras controles tratadas con P y no

expuestos a 2 T, y del 190 % respecto al grupo control.
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4. Grupo tratado con 6n-2n-Propylthiouracilo (PTU)

En las muestras tratadas con PTU se ha determinado una
frecuencia de presentacion de MN que oscilé entre 9 y 14 MN/500 CB con una
media de 12 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran
diferencias significativas con las muestras controles cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

En las muestras tratadas con DMSO y expuestas durante dos
horas al campo magnético de 2 T se ha determinado una frecuencia de
presentacion de MN que oscilé entre 18 y 23 MN/500 CB con una frecuencia
media de aparicion de MN de 18 MN/500 CB, lo que supone que no existen
diferencias significativas respecto de sus muestras controles expuestas al
campo magnetico utilizado cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de
17MN/500 CB. Resultados que ponen de manifiesto la ausencia de un efecto
protector sobre la frecuencia de micronucleos esperada por la exposicion al

campo magnético

25 X X
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Grafica 35. Frecuencia de MN/1000 PCEs en los animales tratados con PTU ((*):(p<0,01)

respecto al grupo control).
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Estos resultados ponen de manifiesto el efecto genotoxico
inducido por la exposicion al campo magnetico ensayado y que podria

expresarse como:
C=PTU<C ELF-EMF = PTU ELF-EMF (p<0,01)

Estos resultados ponen de manifiesto el dafio genotodxico inducido
por la exposicion de las muestras tratadas con DMSO en el campo magnético

estudiado.

En esta muestras tratados con DMSO y expuestos a 2 T se ha
determinado un incremento significativo de la frecuencia de aparicion de MN
que muestra un Factor Sensibilizante (FS) del 125% respecto a la frecuencia
de aparicion determinada en las muestras controles tratadas con P y no

expuestos a 2 T, y del 190% respecto al grupo control.

En resumen, estos resultados obtenidos en los diferentes grupos
de animales tratados con las sustancias antioxidantes ensayadas y expuestas

al campo ELF-EMF se muestran en la Grafica 15.

Estos resultados permiten determinar que las sustancias
antioxidantes ensayadas no muestran ningun efecto genotdxico sobre los

animales tratados, pudiendose expresar:
C=CE=P=>~DMSO =~ PTU

De igual forma, los resultados obtenidos permiten determinar un
efecto genotdéxico estadisticamente significativo que podria expresarse de la

siguiente forma:

C < CeLrevr = CEeLremr = Petrevr = DMSOeg r.emr = PTUg remvr

(p<0,01)

De igual forma, los resultados obtenidos muestran la ausencia de
capacidad genoprotectora que presentan las sustancias antioxiantes

ensayadas al no conseguir disminuir la frecuencia de aparicion de MN/1000
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PCEs inducida por el campo magnético ELF-EMF ensayado y que expresaria
el dafio cromosomico inducido por dicho campo sobre el material genético de

los animales expuestos.

MUESTRAS EXPUESTAS A RADIACION IONIZANTE (2 Gy).

1. Muestras tratadas con Extracto Citrico Soluble (CE)

- En las muestras tratadas con CE se ha determinado una
frecuencia de presentacion de MN que oscilé entre 8 y 12 MN/500 CB con una
media de 10 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran
diferencias significativas con las muestras controles no irradiadas cuya
frecuencia media de aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con CE antes de la exposicién a la
radiacion se ha determinado una frecuencia de presentaciéon de MN que oscilod
entre 13 y 20 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN de 16
MN/500 CB, lo que supone un incremento significativo (p<0,05) de la frecuencia
de aparicion de MN respecto de sus muestras controles tratadas con la
misma sustancia pero no irradiadas cuya frecuencia media de aparicion de
MN fue de 10 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con CE después de la exposicion a
la radiacion se ha determinado una frecuencia de presentacion de MN que
oscilé entre 16 y 22 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN
de 19 MN/500 CB, lo que supone un incremento significativo (p<0,01) de la
frecuencia de aparicion de MN respecto de sus muestras controles tratadas
con la misma sustancia pero no irradiadas cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.
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Gréfica 36. Frecuencia de aparicion de MN/500 CB en las muestras tratadas con CE. ((*):

(p<0,001) respecto a los controles no irradiados).

- En las muestras tratadas con CE antes de la exposicién a la
radiacion se ha determinado una frecuencia media de aparicion de
micronucleos de 16 MN/500 CB. El analisis estadistico de la frecuencia de MN
en estas muestras irradiadas y tratadas previamente con CE, refleja una
disminucion significativa (p<0,001) respecto de las muestras controles
irradiadas (26 MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento con CE antes de
la exposicidn a la radiacién disminuye la frecuencia de MN esperados y

supone, por tanto, una proteccioén frente al dafio inducido por la radiacion.

- En las muestras tratadas con CE después de la exposicion a
la radiacién se ha determinado una frecuencia media de aparicion de MN de 19
MN/500 CB vy el analisis estadistico de la frecuencia de MN en estas muestras
irradiadas y tratadas posteriormente con CE-50, refleja una disminucion
significativa (p<0,05) respecto de las muestras controles irradiadas (26
MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento postirradiacion con CE-50
disminuye la frecuencia de MN esperados y supone, por tanto, una proteccion

frente al dafio inducido por la radiacion.
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El Factor de Proteccion (FP) de las muestras tratadas con CE
antes de la irradiacion oscil6 entre el 23,08 % y el 50 % como valores minimo y
maximo respectivamente; sin embargo, el FP de las muestras tratadas con CE
después de la exposicion a la radiacién vario entre el 15,4 % y el 38,5 % como
valores minimo y maximo respectivamente. Al utilizar diferentes
concentraciones, consideramos el valor medio de los MN obtenidos pre y
postirradiaciéon que fueron de 16 y 19 MN/500 CB, respectivamente. Por tanto,
se calculd un FP Preirradiacion medio del 38,46 % mientras que el FP
Postirradiacion medio fue del 26,92 % y estos valores son los que tomamos

para su representacion.
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Grafica 37. Factor de Proteccion obtenido en las muestras tratadas con CE.

El Factor Reductor de Dosis (FRD) de las muestras tratadas con
CE preirradiacion es de 3,331 mientras que el FRD obtenido en las muestras

tratadas postirradiacion es de 2,52.

142



IV.Resultados

3,5

2,5

1,5

0,5

CE Preirradiacién CE Posirradiacion
FRD 3,331 2,52

Grafica 38. Factor Reductor de Dosis obtenido para las muestras tratadas con CE segln

el momento de su administracion

FRD
Preirradiacion Postirradiacion
3,331 2,52

Tabla 10. Factor Reductor de Dosis obtenido para las muestras tratadas con CE segun el

momento de su administracion.

2. Muestras tratadas con Procianidinas (P90)

- En las muestras tratadas con P90 se ha determinado una
frecuencia de presentacion de MN que oscilé entre 6 y 12 MN/500 CB con una
media de 9 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran
diferencias significativas con las muestras controles no irradiadas cuya
frecuencia media de aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con P90 antes de la exposicién a la
radiacion se ha determinado una frecuencia de presentacién de MN que oscild
entre 7 y 25 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN de 12

MN/500 CB, lo que supone que no existen diferencias significativas respecto de
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sus muestras controles tratadas con la misma sustancia pero no

irradiadas cuya frecuencia media de apariciéon de MN fue de 9 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con P90 después de la exposicion
a la radiacion se ha determinado una frecuencia de presentacion de MN que
oscilo entre 10 y 22 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN
de 16 MN/500 CB, lo que supone que no existen diferencias significativas
respecto de sus muestras controles tratadas con la misma sustancia pero

no irradiadas cuya frecuencia media de aparicion de MN fue de 9 MN/500 CB.
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Grafica 39. Frecuencia de MN/500 CB en las muestras tratadas con P90 ((*): (p<0.001)

respecto alas muestras controles irradiadas).

- En las muestras tratadas con P90 antes de la exposicion a la
radiacion se ha determinado una frecuencia media de aparicion de
micronucleos de 12 MN/500 CB. El analisis estadistico de la frecuencia de MN
en estas muestras irradiadas y tratadas previamente con P90, refleja una
disminucion significativa (p<0,001) respecto de las muestras controles
irradiadas (26 MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento con P90 antes
de la exposicidn a la radiacion disminuye la frecuencia de MN esperados y

supone, por tanto, una proteccion frente al dafio inducido por la radiacion.
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- En las muestras tratadas con P90 después de la exposicion a la
radiacion se ha determinado una frecuencia media de aparicion de MN de 16
MN/500 CB vy el analisis estadistico de la frecuencia de MN en estas muestras
irradiadas y tratadas posteriormente con P90, refleja una disminucion
significativa (p<0,001) respecto de las muestras controles irradiadas (26
MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento postirradiacién con P disminuye
la frecuencia de MN esperados y supone, por tanto, una proteccion frente al

dano inducido por la radiacion.

El Factor de Proteccion (FP) de las muestras tratadas con P90
antes de la irradiacién fue del 53,85 %; sin embargo, las muestras tratadas con

P90 después de la exposicion a la radiacion presentaron un FP del 38,46 %.
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Grafica 40. Factor de Proteccion determinado en las muestras tratadas con P90, segun el

momento de su administracion.

El Factor Reductor de Dosis (FRD) de las muestras tratadas con
P90 preirradiacion es de 5,833 mientras que el FRD obtenido en las muestras

tratadas postirradiaciéon es de 3,331.
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P Preirradiacion

P Posirradiacidn

FRD 5,833

3,331

Grafica 41. Factor Reductor de Dosis obtenido para las muestras tratadas con P90

segln el momento de su administracién.

FRD

Preirradiacion Postirradiacion

5,833

3,331

Tabla 11. Factor Reductor de Dosis obtenido para las muestras tratadas con P90 segun

el momento de su administracion.

3. Muestras tratadas con Dimetilsulféxido (DMSO)

- En las muestras tratadas con DMSO se ha determinado una

frecuencia de presentacion de MN que oscil6 entre 10 y 12 MN/500 CB con una

media de 11 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran

diferencias significativas con las muestras controles no irradiadas cuya
frecuencia media de aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con DMSO antes de la exposicion a

la radiacion se ha determinado una frecuencia de presentacion de MN que
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oscilo entre 12 y 34 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN
de 26 MN/500 CB, lo que supone un incremento significativo (p<0,001) de la
frecuencia de aparicién de MN respecto de sus muestras controles tratadas
con la misma sustancia pero no irradiadas cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 11 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con DMSO después de la
exposicion a la radiacién se ha determinado una frecuencia de presentacion
de MN que oscilé entre 11 y 32 MN/500 CB con una frecuencia media de
aparicion de MN de 25 MN/500 CB, lo que supone un incremento significativo
(p<0,001) de la frecuencia de aparicion de MN respecto de sus muestras
controles tratadas con la misma sustancia pero no irradiadas cuya
frecuencia media de aparicion de MN fue de 11 MN/500 CB.

0 * *
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0 DMSO DMSO
Control CIrradiado . L, . .
Preirradiacion Posirradiacion
| MN/500 CB 10 26 26 25

Gréafica 42. Frecuencia de MN/500 CB en las muestras tratadas con DMSO e irradiadas

((*): (p<0,01) respecto a las muestras controles irradiadas).

- En las muestras tratadas con DMSO antes de la exposicidon a
la radiacibn se ha determinado una frecuencia media de aparicion de
micronucleos de 26 MN/500 CB. El analisis estadistico de la frecuencia de MN
en estas muestras irradiadas y tratadas previamente con DMSO, refleja que no

existen diferencias significativas respecto de las muestras controles
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irradiadas (26 MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento preirradiacion
con DMSO no disminuye la frecuencia de MN esperados y no supone, por

tanto, una proteccion frente al dano inducido por la radiacion.

- En las muestras tratadas con DMSO después de la
exposicion a la radiacion se ha determinado una frecuencia media de
aparicién de MN de 25 MN/500 CB y el analisis estadistico de la frecuencia de
MN en estas muestras irradiadas y tratadas posteriormente con DMSO, refleja
que no existen diferencias significativas respecto de las muestras controles
irradiadas (26 MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento postirradiacion
con DMSO no disminuye la frecuencia de MN esperados y no supone, por

tanto, una proteccion frente al dano inducido por la radiacion.

El Factor de Proteccién (FP) de las muestras tratadas con
DMSO antes de la irradiacion oscilé entre —17,69 % y 53,85 %, como valores
minimo y maximo respectivamente; sin embargo, el FP de las muestras
tratadas con DMSO después de la exposicidon a la radiacion varioé entre —23,08
% y 57,69 % como valores minimo y maximo respectivamente. Al utilizar
diferentes concentraciones, consideramos el valor medio de los MN obtenidos

pre y postirradiacion que fueron de 26 y 25 MN/500 CB, respectivamente.
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Grafica 43. Factor de Proteccion determinado en las muestras tratadas con DMSO, segln

el momento de su administracion.
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El Factor Reductor de Dosis (FRD) de las muestras tratadas con

DMSO preirradiaciéon es de 1,608 mientras que el FRD obtenido en las

muestras tratadas postirradiacion es de 1,695.
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DMSO Preirradiacidon

DMSO Posirradiacidon

FRD

1,608

1,695

Grafica 44. Factor Reductor de Dosis obtenido para las muestras tratadas con DMSO

segun el momento de su administracion.

4. Muestras tratadas con Propiltiouracilo (PTU)

- En las muestras tratadas con PTU se ha determinado una

frecuencia de presentacion de MN que oscil6 entre 10 y 12 MN/500 CB con una

media de 11 MN/500 CB vy, por tanto, se puede decir que no muestran

diferencias significativas con las muestras controles no irradiadas cuya
frecuencia media de aparicion de MN fue de 10 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con PTU antes de la exposicion a la

radiacion se ha determinado una frecuencia de presentacién de MN que oscilé

entre 12 y 34 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN de 26

MN/500 CB, lo que supone un incremento significativo (p<0,001) de la

frecuencia de aparicion de MN respecto de sus muestras controles tratadas
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con la misma sustancia pero no irradiadas cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 11 MN/500 CB.

- En las muestras tratadas con PTU después de la exposicion
a la radiacion se ha determinado una frecuencia de presentacion de MN que
oscilé entre 11 y 32 MN/500 CB con una frecuencia media de aparicion de MN
de 25 MN/500 CB, lo que supone un incremento significativo (p<0,001) de la
frecuencia de aparicion de MN respecto de sus muestras controles tratadas
con la misma sustancia pero no irradiadas cuya frecuencia media de
aparicion de MN fue de 11 MN/500 CB.
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Gréfica 45. Frecuencia de MN/500 CB en las muestras tratadas con PTU e irradiadas ((*):

(p<0,01) respecto a las muestras controles irradiadas).

- En las muestras tratadas con PTU antes de la exposicion a la
radiacion se ha determinado una frecuencia media de aparicion de
micronucleos de 20 MN/500 CB. El andlisis estadistico de la frecuencia de MN
en estas muestras irradiadas y tratadas previamente con PTU, refleja que no
existen diferencias significativas respecto de las muestras controles
irradiadas (26 MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento preirradiacion
con PTU no disminuye la frecuencia de MN esperados y no supone, por tanto,

una proteccion frente al dafo inducido por la radiacion.

150



IV.Resultados

- En las muestras tratadas con PTU después de la exposicion
a la radiacién se ha determinado una frecuencia media de aparicion de MN de
25 MN/500 CB y el analisis estadistico de la frecuencia de MN en estas
muestras irradiadas y tratadas posteriormente con PTU, refleja que no existen
diferencias significativas respecto de las muestras controles irradiadas (26
MN/500 CB), lo que significa que el tratamiento postirradiacion con PTU no
disminuye la frecuencia de MN esperados y no supone, por tanto, una

proteccion frente al dafno inducido por la radiacion.

El Factor de Proteccion (FP) de las muestras tratadas con PTU
antes de la irradiacion oscilé entre 25% y el 30 % como valores maximo y
minimo respectivamente; sin embargo, el FP de las muestras tratadas con PTU

después de la exposicidon a la radiacion es de 0%.

El Factor Reductor de Dosis (FRD) de las muestras tratadas con
PTU preirradiacion es de 1,608 mientras que el FRD obtenido en las muestras

tratadas postirradiacion es 0.

En resumen, los resultados obtenidos en los diferentes cultivos
celulares tratados con las sustancias antioxidantes ensayadas y expuestas a 2
Gy de rayos X se muestran en la Grafica 36. Estos resultados permiten
determinar que las sustancias ensayadas muestran un efecto radioprotector y

que es diferente segun el momento de administracién de las sustancias.
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Grafica 46. Frecuencia de aparicion de MN/500 CB en los diferentes grupos tratados
segun el momento de administracién de las sustancias ensayadas; (1):(p<0,001)

respecto alos controles irradiados; (2):(p<0,01) respecto a los controles irradiados.

Asi, cuando las sustancias se administran antes de la exposicion
a la radiacion ionizante, la frecuencia de MN/500 CB varia y podria expresarse

de mayor a menor frecuencia:

Crx> DMSORgx =~ PTURrx > CEgx = Pgrx (p<0,001)

Sin  embargo, cuando las sustancias se administran
inmediatamente después de la exposicion a rayos X, las frecuencias de

MN/500 CB aportan resultados diferentes, y podrian expresarse:

Crx = DMSORrx = PTURrx > CErx = Pgx (p<0,001)

Los resultados obtenidos sobre el Factor de Proteccion de las
sustancias ensayadas también varian segun el momento de su administracion.
Asi, cuando las sustancias se administran antes de la exposicion a radiacién
ionizante estaria entre el 25 % y el 57 % segun la sustancia ensayada (Gréfica

37). Sin embargo, cuando las sustancias se administran tras la exposicion a
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rayos X el Factor de Proteccion se situa en el 46,5 % para el CE, y el 0%
determinado para las sustancias azufradas (PTU y DMSO) (Gréfica 37).
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Grafica 47. Factor de Proteccion determinado en los diferentes grupos tratados segun el

momento de administracion de las sustancias ensayadas.

153



IV.Resultados

ANALISIS ESTADISTICO

ENSAYO DE MICRONUCLEOS “IN VIVO” SOBRE MEDULA OSEA DE
RATON

- Exposicién a campos electromagnéticos de extremada baja
frecuencia ELF-EMF

La frecuencia de MNPCEs/1,000 PCEs en nuestros animales
controles es de 3,1+1,1. La exposicion a 50 Hz ELF-EMF produce un aumento
de MNPCEs/1000 PCEs) mostrando que C < 7d = 14d = 21d = 28d (p<0,01),
lo que expresa que los ELF-EMF utilizados tienen efecto genotoxico, aunque
no se aprecia diferencias significativas durante los diferentes tiempos

ensayados entre si (Grafica 5).

La frecuencia de MNPCEs/1.000 PCEs en los animales tratados
con las sustancias antioxidantes no muestra diferencias con la frecuencia de
los animales controles no expuestos, lo que expresa ausencia de genotoxicidad

de dichas sustancias.

La administracion de las sustancias durante 28 dias en los
animales expuestos a ELF-EMF muestra un incremento de MNPCEs respecto
a los animales controles; pero no muestra diferencias respecto a los animales
expuestos a ELF-EMF, pudiendo expresarse como C < Cgx = P90¢x = CEex =
DMSOe¢x = PTU¢ (p<0,01), lo que muestra una ausencia de efecto protector de
las 4 sustancias ensayadas.

- Exposicion arayos X

La irradiacién con rayos X produce un aumento de MNPCEs/1000
PCEs en los animales irradiados respecto de los animales controles; que
podria expresarse como: C < Cgrx (p<0,001); y que muestra el dafio genotoxico

inducido por la radiacion ionizante.

El analisis estadistico ha puesto de manifiesto diferencias

estadisticamente significativas entre los animales expuestos a radiacion
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ionizante y los expuestos a ELF-EMF pudiendo expresarse como ELF-EMF <
RayosX (p<0,01); lo que muestra mayor capacidad mutagénica de la radiacion

ionizante que la presentada por los ELF-EMF ensayados.

Los animales tratados con las sustancias antioxidantes e
irradiados con rayos X muestran un descenso en la frecuencia de

MNPCEs/1000 PCEs respecto a la presentada por los animales irradiados y no
tratados, tanto si las sustancias se administran antes de la irradiacion: Crx >
PTUrx = DMSORrx (p<0,01) > CErx = P90grx (p<0,001); como después
de la irradiacion Crx = PTUgrx = DMSORryx > CEgrx = P90gx (p<0,01).
Estos resultados muestran que la capacidad de protecciéon de las 4 sustancias
antioxidantes es mayor cuando las sustancias se administran antes de la

irradiacion alcanzando hasta el 70 % de reduccion del dafio genotdxico

inducido por la radiacion ionizante.
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ENSAYO DE MICRONUCLEOS “IN VITRO” EN LINFOCITOS HUMANOS
CON BLOQUEO CITOCINETICO CON CITOCHALASINA B

Exposicion a campos electromagnéticos de extremada baja frecuencia
(ELF-EMF).

La frecuencia de MN/500 CB en las muestras sanguineas
controles es de 10+£2,5 MN/500 CB. La exposicion a ELF-EMF 50Hz produce

un incremento de MN/500 CB mostrando que C < Cg r.emre (p<0,01), lo que

expresa que los ELF-EMF estudiados tienen efecto genotéxico.

La frecuencia de aparicion de MN/500 CB en las muestras
sanguineas tratadas con las sustancias antioxidantes NO muestra diferencias
significativas con la frecuencia de MN/500 CB de las muestras controles no

expuestos, lo que expresa la ausencia de genotoxicidad de dichas sustancias.

La administracion de las sustancias antes de la exposicion a ELF-
EMF en las muestras sanguineas muestra un incremento de MN/500 CB

respecto a las muestras controles, pero no muestra diferencias respecto a las
muestras controles expuestras a ELF-EMF, pudiéndose establecer que: C <
Cerrevr = P90g reve = CEg pm = DMSO g em = PTU g em (P<0,01);
lo que determinaria la ausencia de efecto protector de las 4 sustancias

ensayadas.
Irradiacion con rayos X

La irradiacion con rayos X produce un incremento de MN/500 CB
que podria expresarse como: C < Cgx (p<0,01); y que muestra el dafio

genotoxico inducido por la radiacion ionizante.

El analisis estadistico ha puesto de manifiesto diferencias

estadisticamente significativas entre las muestras expuestas a radiacion

ionizante y las expuestas a ELF-EMFpudiéndose expresarse como: ELF-EMF

< Rayos X (p<0,01); lo que muestra la mayor capacidad mutagénica de la

radiacion ionizante que la presentada por los campos ELF-EMF ensayados.
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Las muestras tratadas con sustancias antioxidantes e irradiadas
con rayos X muestran un descenso estadisticamente significativo en la
frecuencia de MN/500 CB respecto a la presentada por las muestras irradiadas
y no tratadas, tanto si las sustancias se administran antes de la irradiacion
(Crx > PTURx =~ DMSORgx (p<0,01) > CEgx = P90rx (p<0,001)); como
después de la irradiacion (Crx = PTUrx = DMSOgx > CErx = P90gx
(p<0,001). Estos resultados muestran que la capacidad de proteccion de
estas 4 sustancias antioxidantes es mayor cuando las sustancias se
administran antes de la irradiacion alcanzando hasta un 53,9 % de reduccion

del dafio genotodxico inducido por la radiacion ionizante.
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V. Discusion

1. Experiencias con radiacion ionizante

La radiacion ionizante tiene aplicaciones muy importantes en la
medicina, incluyendo el diagndstico radiolégico, medicina nuclear y la
radioterapia (radiacion Oncoldgica), sin embargo, los efectos bioldgicos
perjudiciales inducidos por la exposicion abierta de los tejidos del cuerpo a la
radiacion ionizante se ha reconocido desde hace tiempo. Por lo tanto, siempre
hay una relacién beneficio riesgo cuando se aplica la radiacion ionizante en los
entornos médicos. Este desafio radiobiolégico ha estimulado el interés en el
desarrollo de agentes quimicos que podrian ser utilizados como agentes de
proteccion para los tejidos normales contra el efecto dafino (radioprotector) o
mejorar el dafio por radiacion a los tumores (radiosensibilizador) sin afectar los
tejidos normales durante la radioterapia y durante los escenarios de exposicion
a la radiacion. Por lo tanto, el aumento del uso industrial de la energia nuclear,
el riesgo de accidentes/eventos nucleares y ataques nucleares mediados por
terroristas, y los profesionales expuestos a la radiacion ha aumentado el interés
en este aspecto de la radiobiologia (Weiss, 1997; Prasad y cols., 2004; Alcaraz
y col., 2011).

Numerosos estudios han intentado proporcionar guias sobre la
manera de reducir los dafios causados por las radiaciones ionizantes a los
pacientes que reciben radioterapia, los trabajadores y las victimas de
accidentes de radiacion (Alcaraz y cols., 2010; 2011) y exposiciones a
radiacion profesional. Ademas, hay muchas publicaciones en la literatura
cientifica que se esfuerzan por demostrar las capacidades de proteccion de
diversas sustancias contra los dafios inducidos por la exposicion a la radiacion
ionizante (Konopacka y Rezeszowska-wolny, 2001; Greenrod y Fenech, 2003;
Lee y cols., 2004).

La absorcién de la radiacién ionizante en el cuerpo no depende
solo del tipo de radiacion y la calidad de ésta, sino también de la sensibilidad

del tejido que esta siendo irradiado. La radiacion es de naturaleza aleatoria y la
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energia depositada por longitud de onda en el tejido biolégico crea una multitud
de ionizaciones y excitaciones en el que las moléculas de agua estan siempre
implicadas. Esto provoca por lo menos dos tipos de alteraciones moleculares:
por los efectos directos imprevisibles o estocasticos en muchos componentes
moleculares diferentes de las células y la matriz extracelular, y por transferir su
energia a las particulas cargadas (proceso de dos pasos) numero de especies
moleculares que conducen a la formacion de las especies reactivas de oxigeno

(ROS) generados a partir de la hidrdlisis de agua (Alcaraz et al., 2009a).

Cuando las radiaciones ionizantes (Rl) pasan a través de los
tejidos bioldgicos grandes cantidades de radicales libres de oxigeno, también
conocidos como especies reactivas del oxigeno (ROS), se generan in vivo
mediante la escision del agua corporal (radiolisis). Estas especies reactivas de
oxigeno son los radicales hidroxilo OHe, aniones superoxido, O, -, HO,* 0 RO,
y electrones hidratados e(aq). El peroxido de hidrégeno enddgeno también se
forma por reduccién del anion superdxido a través de dos mecanismos: los
modelos de la Haber-Weiss y Fenton. El radical hidroxilo es el mas citotoxico
de todos estos radicales mencionados, con una vida media estimada de 10-9
segundos, la alta reactividad de estos radicales implica reaccion inmediata en
el lugar de generacion (Schwartz y Charranes, 1992; Munné-Bosch y cols.,
1999; Masuda y cols., 2001). Por lo tanto, en el caso de una generacion masiva
de radicales hidroxilo durante la irradiacion de rayos X, el efecto citotdxico se
potencia a través de la interaccion de estos radicales con las estructuras
celulares ricas en acidos grasos poliinsaturados (PUFA), tales como
fosfolipidos de membrana celular, donde las reacciones de activacion a la
exposicion de la radiacion puede inducir reacciones en cadena de peroxidacion
de lipidos, tanto dentro como fuera a la membrana (Lamaison y cols., 1991;
Munné-Bosch y cols., 1999; Alcaraz y cols., 2009a; Sanchez-Campillo y cols.,
2009; Kiang y cols., 2012).

Altas cantidades de ROS en cualquier sistema biolégico conduce
a estrés oxidativo y bajo tales condiciones de estrés oxidativo, cuando los
sistemas antioxidantes enddgenos estan saturados o los agentes exdgenos
defectuosos, se pueden usar como complementos potentes captadores de

radicales libres. Las capacidades de barrido de estos agentes propuestos
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dependen de alta afinidad especifica por los diferentes radicales libres y un alto
grado de estabilidad de los radicales intermedios formados que requiere que
tanto el sistema operativo y antioxidantes estén relacionados a través de su
estructura molecular, propiedades fisicas y la biodisponibilidad (Gabor, 1986;

Zafirov y cols., 1990; Terencio y cols., 1991; Alcaraz y cols., 2010).

La capacidad de diferentes sustancias para prevenir el dafo
genotoxico y citotoxico se mide en términos de su capacidad para absorber el
exceso de ROS™ generado por la radidlisis del agua (Alcaraz y cols., 2009).
Anteriormente se utiliz6 la prueba de MN para evaluar las capacidades
genoprotectoras de varios compuestos. Ademas, también hemos demostrado
que algunos flavonoides puros (por ejemplo, diosmina y apigenina) y algunos
extractos polifendlicos de origen vegetal expresaron mayores capacidades
radioprotectoras que algunos radioprotectores tradicionales, por ejemplo,
compuestos de sulfhidrilo (DMSO y AMF), contra los rayos X tanto “in vivo”
(Castillo y cols., 2000; Benavente-Garcia y cols., 2002; 2005) e irradiacion-y “in
vitro” (Benavente-Garcia y cols., 2005). Hemos descrito como estas
capacidades de proteccidon dependen del grado de polimerizacién y la
solubilidad (hidrofobicidad) de las sustancias ensayadas, para modificar su
biodisponibilidad (Castillo y cols., 2000; 2001). Informes de otros autores
demuestran que los extractos antioxidantes polifendlicos procedentes de
diferentes plantas tales como hoja de olivo (Olea europaea) y citricos
(citroflavonoides) (Castillo y cols., 2000; 2002; 2010; Benavente y cols., 2002;
Benavente-Garcia y cols., 2005) proporcionan alta proteccion cuando se

administra sola.

El ensayo de mutagenicidad “in vivo” de micronucleos de médula
O0sea del raton (Takechi y cols., 1985) y el ensayo “in vitro” de bloqueo
citocinético de micronucleos con linfocitos humanos irradiados (Gabor, 1986)
son dos ensayos citogenéticos basados en el aumento de la frecuencia de
micronucleos. Estos ensayos son las herramientas analiticas mas comunes
empleadas para evaluar la capacidad mutagénica de una sustancia quimica o

agentes genotoxicos fisicos.
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El ensayo del bloqueo citocinético de micronucleos realizado en
cultivos directos de los linfocitos humanos descritos por Fenech y Morley
(1985), que fue fundado en algunas observaciones iniciales hechas por Carter
(1967), parece, en la actualidad a ser una de las mejores pruebas de MN para
los fines del establecimiento de dosis de radiacion absorbidas en los seres
humanos (Kormos y Koteles, 1988; Ramalho y cols., 1988; Prosser y cols.,
1988; Balasem y Ali, 1991; Gatenberg y cols., 1991; Ban y cols., 1993; Kim y
cols., 1993; Wuttke y cols., 1993; Fenech, 2000; OIEA, 2011). El ensayo de
micronucleos en médula 6sea de raton “in vivo” es uno de los ensayos mas
ampliamente utilizados para evaluar la genotoxicidad y mutagenicidad en

estudios de toxicologia a corto plazo (Schmid, 1976; Mazur, 1995b).

El uso de estos dos ensayos y el efecto protector de los diferentes
compuestos se pueden evaluar en los modelos experimentales mediante el
analisis de la medida en que reducen la frecuencia de MN producido cuando
los modelos de prueba estan expuestos a diferentes agentes genotoxicos, tales
como la radiacion ionizante, como llevadas a cabo en este estudio (OCDE,
2004; Stone y cols., 2004; IAEA, 2011). Anteriormente, el equipo utilizé la
prueba de MN para demostrar que las lesiones genotdxicas no fueron
inducidas en pacientes de medicina nuclear siguiendo procedimientos
diagnosticos y terapéuticos, y también para identificar los efectos genotdxicos
en dosis mas altas en comparacion con las dosis utilizadas en los tratamientos
de ablacion para el cancer de tiroides o examenes de radiodiagndstico

complejos.

Recientemente, varios investigadores han aceptado la evaluacién
de la frecuencia de micronucleos por el método de micronucleos con bloqueo
citocinético en linfocitos humanos como una herramienta bastante precisa
como un dosimetro bioldgico “in vivo” de la exposicidén a la radiacion ionizante
(Alcaraz y cols., 2000; Armero y cols., 2000; OIEA, 2011). Esto se convirtié en
la aceptacion de la recomendacién del estudio de micronucleos después de la
primera division mitotica (Fenech, 1993a, 1993b), y también de la obra de

diversos autores que establecen relacion dosis-efecto sobre la exposicién de
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los cultivos celulares a diferentes dosis de radiacion ionizante (Almassy y cols.,
1987a; Ban y cols., 1993).

En este estudio, la frecuencia espontdnea o basal de
micronucleos que se encuentra en los linfocitos de sangre periférica no
irradiadas fue de 0,02 MN/célula binucleada. Esta tasa espontanea es
consistente con el observado por algunos autores (Balasem y Ali, 1991; Kim y
cols., 1993), pero algo mayor que el observado por otros (Krepinsky y Heddle,
1983; Aghamohamadi y cols., 1984; Fenech y Morley, 1985a, 1985b). Sin
embargo, la mayoria de los estudios revisados recomiendan que los
micronucleos se deben contar en al menos 500 células bloqueadas
citocinéticamente con el fin de minimizar estas diferencias (Gatenberg y cols.,
1991). En este estudio, la frecuencia de MN espontanea en las muestras
control fue de 10 MN/500 CB, coherente con la descrita en varios estudios

anteriores (Kim y cols., 1993; Fenech, 2000).

En cuanto a la frecuencia de MN espontanea o basal establecida
en eritrocitos policromaticos “in vivo”, las frecuencias de MN son siempre
menos de 5 MN/1000 PCE en los animales control no irradiados y, a menudo
se considera como el parametro de control de calidad de estas preparaciones
(Schmid, 1976; Abraham y cols., 1993; Sarma y kesavan, 1993; Bisht y Uma
Devi, 1995; Mazur, 1995a; Singh y cols., 1995a; Henning y cols., 1996). La tasa
de MN basal determinada en animales control no irradiados en este estudio fue
3 MN/1000 PCE por lo tanto esta dentro de los limites aceptados de esta

técnica.

Una extensa revision de la literatura sobre los ensayos de MN “in
vivo” retrata tanto la dosis y la respuesta en funcion del tiempo de induccion de
micronucleos por irradiacion. Por lo tanto, uno puede encontrar un trabajo
anterior sobre células de médula ésea de ratones irradiados con diferentes
dosis de radiacion gamma (Jagetia, 1990; Uma Devi y Sarma, 1990; Abraham y
cols., 1993), otros en los eritrocitos policromaticos de cerdo (Ludewig y cols.,
1991) y la médula 6sea de ratén (Lenarczyk y Slowikowska 1995; Mazur,

1995b) irradiados con rayos-X.
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En general, las dosis de radiacion utilizados en la experimentacion
son diferentes, pero son por lo general relativamente altas; 0,25 Gy (Singh y
cols., 1995; Henning y cols., 1996), 0,5 Gy (Lenarczyk y Slowikowska, 1995;
Singh y cols., 1995b), 1 Gy (Sarma y Kesavan, 1993; Bisht y Uma Devi, 1995;
Shimoi y col, 1996), 2 Gy (Mazur, 1995b; Singh y cols., 1995b), 6 Gy (Mazur,
1995a) e incluso 8 Gy (Henning y cols., 1996).

En estudios se ha demostrado, aumento significativo en la
frecuencia de micronucleos inducidos por la exposicion a ambos, rayos-X
(Mazur, 1995a; 1995b; 2000), y rayos-y (Brown y cols., 1982; Abraham y cols.,
1993; Sarma y kesavan, 1993; Bisht y Uma Devi, 1995; Singh y cols., 1995;
Shimoi y col., 1996).

El uso “in vivo” de eritrocitos policromaticos micronucleados

(MNPCEs) en médula 6sea de ratdbn como herramienta, complementa los
resultados “in vitro” obtenidos con el bloqueo citocinético de micronucleos
ensayado en linfocitos humanos irradiados. La técnica “in vivo” permite la
evaluacion “in vivo” de la capacidad de proteccibn de las sustancias
ensayadas, teniendo en cuenta las respuestas biolégicas en los organismos
vivos y las cuestiones de biodisponibilidad. El ensayo de micronucleos “in vivo”
fue ideado principalmente para la deteccion de productos quimicos para sus
efectos en cromosomas. Las sustancias de ensayo se aplican normalmente
subaguda para los mamiferos pequenos y sus efectos se leen en frotis directos
en las preparaciones de médula ésea. Fue utilizado anteriormente para
determinar los efectos genotoxicos de los agentes fisicos tales como RI
(Almassy y cols., 1987) y los campos magnéticos (Vijayalaxmi y OBE, 2005). El
ensayo de MN en eritrocitos policromaticos de médula 6sea (PCE) en ratones
que fue desarrollado originalmente por Schmid (1975), es actualmente
probablemente el uso mas frecuente de pruebas de genotoxicidad “in vivo” a
corto plazo. Los micronucleos en eritrocitos policromatéfilos (MNPCEs) en
células de médula 6sea proporcionan un método sencillo y rapido para la
deteccion de dafio cromosomico inducido por agentes quimicos y fisicos
(Heddle y Salamone, 1981; Almassy y cols., 1987; Mavournin y cols., 1990;
Mazur, 1995a) y los resultados obtenidos en esta prueba son probablemente
los mas significativos en términos de potencial de riesgo humano (Ashby y
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cols., 1997). Un aumento en la frecuencia de MNPCEs es una indicacion de la
induccion de aneuploidia o clastogénico. Por esta razon, los micronucleos han
sido ampliamente utilizados “in vivo” e “in vitro” para detectar la rotura
cromosomica y la pérdida de cromosomas (Kiersch-Volders y cols., 1997;
Morita y cols., 2011).

Por esta razon, los resultados obtenidos con respecto a la
magnitud de la proteccion ofrecida por los diferentes tratamientos que se
administran antes y después de la exposicién de rayos X sugieren la probable
existencia de diferentes mecanismos de radioproteccion en cada caso. En los
tratamientos preirradiacion, los efectos radioprotectores (actividad anti-
mutagénica) de compuestos fendlicos se basa tedricamente, como se
menciond anteriormente, en la capacidad de eliminacion contra el ROS
generado durante la exposicidn a la radiacion, especialmente el radical
hidroxilo (*OH), cuya generacion es masiva durante la irradiacion de rayos X. A
partir de las consideraciones estructurales anteriores, la actividad anti-
mutagénica de los compuestos ensayados dadas como tratamientos de
preirradiacion es consistente con sus propiedades antioxidantes y afinidades

especificas a los radicales libres.

Cuando las sustancias ensayadas se afnaden después de la
irradiacion con rayos X, la probabilidad de que ROS este presente en las
células, de acuerdo con la vida media de anién superoxido y radicales hidroxilo,
son los radicales lipoperoxy (R-OQ¢), que son principalmente responsables del
dafo oxidativo cromosomico continuo. Ademas, la radiacion ionizante aumenta
la secrecion de enzimas lisosomales y la liberacion de acido araquidénico de
las membranas a través de lipo-oxigenasa, la ciclooxigenasa y actividades
fosfolipasa lo que aumenta la respuesta inflamatoria celular. Bajo estas
condiciones de estrés oxidativo complejas, es muy dificil determinar los
elementos estructurales responsables de los datos experimentales obtenidos
para la actividad antimutagénica de diferentes tratamientos de postirradiacion,

aunque algunas consideraciones son posibles (Alcaraz y cols., 2009a).
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Todas las sustancias ensayadas (flavonoides y compuestos
organicos de azufre) parecen actuar a través de su accion antioxidante al
eliminar los radicales libres en el medio inducido por la radiacidn ionizante
cuando se aplica a los compuestos organicos de azufre sustancias

especialmente con puentes disulfuro (SS).

La proteccion selectiva de las células no cancerosas contra el
dafo por radiacion (efectos radioprotectores) encontrado ha sido atribuida a
varios factores. Los mecanismos precisos por los cuales los aminotioles
ejercen su accidn protectora sobre los tejidos normales no se conocen bien, a
pesar de que estos mecanismos pueden ser multiples. Por lo tanto, hay varios
mecanismos propuestos o combinaciones de mecanismos para explicar el

efecto protector de los agentes de tiol:

- A nivel molecular ejerce su efecto citoprotector eliminando los radicales libres
de oxigeno, mediante la donacion de iones de hidrogeno a los radicales o tioles
libres y la unién e inactivacién de los farmacos citotoxicos (Mazur, 1995a).

- Los tumores son relativamente hipovasculares lo que a nivel fisioldgico,
induce el agotamiento de oxigeno (hipoxia), hipotermia o shock, bajo pH
intersticial y una menor expresion de la fosfatasa alcalina.

- A nivel celular, estimula la recuperacion de las células madre

hematopoyéticas (Mazur, 1995a; Culy y Spencer, 2001).

Otras sustancias organicas de azufre evaluadas fueron la tiourea,
6-n-propiltiouracilo (PTU) y dimetilsulféxido (DMSO). La capacidad antioxidante
de DMSO ha sido ampliamente reconocida y se sabe que es un potente
neutralizador y eliminador de los radicales libres inducidos por la radiacion,
especialmente radicales hidroxilo (*OH). Sus propiedades radioprotectoras
también se cree que estan mediadas a través de la facilitacion de la reparacion
del ADN de doble filamento roto (Kashino y cols., 2010). DMSO resulta que es
mas "liquido" que el agua y por lo tanto puede penetrar en los lugares del
cuerpo mas rapido. El enlace DMSO-agua es 1,3 veces mas fuerte que el
vinculo agua-agua. Este atributo de unién con agua mejor que las moléculas de

agua en si mismas es altamente significativo. EIl DMSO como sustituto para el
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agua, se mueve rapidamente a través de las membranas celulares y por lo
tanto pueden recoger facilmente los radicales libres, incluso en el nivel

intracelular (Szmant y cols., 1975).

En general, mas de 300 sustancias diferentes que contienen
azufre se ha demostrado que poseen un cierto nivel de proteccion radiologica.
Estos compuestos poseen ciertas caracteristicas peculiares, con caracteristicas
similares que probablemente representan su capacidad para proteger contra el
dafio inducido por la radiacion ionizante. Estas caracteristicas incluyen, pero no

se limitan a:

1. Son analogos quimicos de cisteina (un grupo tiol que contiene
aminoacidos). Similar a cisteina con el grupo sulfhidrilo protegido por un
fosfato.

2. Estas sustancias tienen su grupo SH separados por dos a tres atomos
de carbono del grupo amino basico.

3. Después de haber otro grupo amino separado de la primera por tres
atomos de carbono.

4. 600mg/ kg dosis media real.

Soluble en agua destilada a un pH de 6, lo cual es indicativo de un alto
valor de pKa. (Brown, 1967; Brown et al, 1982).

Sin embargo DMSO y PTU no representan todas estas
propiedades que probablemente representan los factores de proteccion
significativamente mas bajos. Desafortunadamente, las dosis eficaces
radioprotectoras son generalmente téxicas para los tejidos animales en las
dosis recomendadas y se deben administrar antes de la exposicién a la
radiacion. Ademas, se encontraron diferencias significativas en la
radioproteccidén en la administracion después de la irradiaciéon de sustancias.
Por ejemplo, cuando la amifostina se administré inmediatamente después de la

exposicion a los rayos X, que no tenia ningun efecto protector ni DRF.
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En principio, todas las sustancias ensayadas parecen actuar
como antioxidantes mediante la neutralizacion de los radicales libres inducidos

por la radiacién ionizante. De acuerdo con nuestros resultados.

Otros autores son de la opinion de que esta reduccién de los
radicales peroxi generados durante la radiacion por las vitaminas aplicadas
sugiere que algun otro tipo de mecanismo de proteccion esta en

funcionamiento (Ricardo Da Silva y cols, 1991; Salah y cols., 1995)

Los resultados obtenidos sugieren que esta via de eliminacion
radical lipoperéxido es cuantitativamente mayor cuando los compuestos
antioxidantes se administran inmediatamente después de la exposicion a la
radiacion ionizante. La distincion entre las actividades antirradicales (vs anién
superoéxido y radicales hidroxilo) y antilipoperoxidante (vs lipoperoxy radicales)
propuestas por Pincemail y cols., (1989) parece razonable, de acuerdo con los
datos obtenidos en los modelos pre y postirradiacion, y podria ser utilizado para
explicar los diferentes comportamientos de los compuestos ensayados en
términos de los procesos de peroxidacion de lipidos. La actividad
antilipoperoxidante de compuestos fendlicos y flavonoides depende de manera
compleja de diversos factores, incluyendo la naturaleza del sustrato de lipidos
susceptibles a la oxidacion, condiciones de cultivo celular e incluso el método
utilizado para la evaluacion. Los resultados obtenidos muestran que los unicos
compuestos con una capacidad radioprotector antimutagénica significativa

fueron los compuestos liposolubles.
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Resultados similares con respecto a la reduccidn del dafio
cromosoémico inducido por radiacidn ionizante por estas sustancias se han
descrito en la literatura usando la misma prueba de micronucleo de médula
O0sea con la administracion de antioxidantes como la vitamina E (Sarma y
kesavan, 1993), p-caroteno (Abraham y cols., 1993), los extractos de ajo fresco
(Singh y cols., 1995b) e incluso otros aglutinantes (Lobachevsky y cols., 2011;
Maurya y Devasagayam, 2011). Los acontecimientos recientes en lo que se
refiere al desarrollo radioprotector ha demostrado en la capacidad

radioprotectora de la luteolina, un flavonoide derivado de plantas de té
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utilizando el ensayo de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica

(MnRETS) que es una variacion de la médula ésea de micronucleos.

La radioproteccion conferida por sustancias después de la
exposicion a la radiacién ionizante no se ha considerado tradicionalmente
posible (Travis, 1979) ya que ninguno de los compuestos radioprotectores
entonces conocidos (basicamente la aminotioles) fueron capaces de demostrar
esta capacidad. Algunos de nuestros resultados son consistentes con los
informes de los Konopacka y Rzeszowska-Wolny (2001), que mostré un efecto
radioprotector de vitaminas C y E hacia linfocitos expuestos a la radiacion de
rayos X si se administra antes o después de la irradiacién. Sin embargo, se
observa el efecto maximo cuando se administra dentro de las primeras horas

después de la irradiacion.

Los resultados obtenidos con las procianidinas (P90) son
consistentes con los resultados obtenidos por otros investigadores y afirman
que los principales componentes fendlicos en el vino alcohdlico (P90) pueden
reducir el dafo del ADN inducido por radiaciéon ionizante y peroxido de

hidrogeno (Greenrod y Fenech, 2003).

En los estudios llevados a cabo, se han encontrado reducciones
similares de la radiacion inducida por daio en los cromosomas, utilizando el
ensayo de micronucleo “in vitro” y en ensayos de médula 6sea de ratdén “in
vivo” debido a la administracién de antioxidantes como la vitamina E (Sarma y
Kesavan, 1993), g-caroteno (Abraham y cols., 1993), extractos de ajo (Singh y
cols., 1995b) e incluso aglutinantes de ADN (Zimmer y Wahnert, 1986; Denison
y cols., 1992; Wang y Zheng, 1992; Martin y cols., 2004; 1996). En estos
informes, se han demostrado ampliamente diferentes grados de reduccion en la
ocurrencia de la frecuencia de micronucleos en eritrocitos policromaticos
(MnPCEs) de médula ésea de raton y linfocitos de sangre periférica humana
(CBMN).

Algunos flavonoides como la luteolina, quercetina y rutina,
conocidas por presentar algunas actividades antioxidantes se han demostrado
capaces de inhibir o minimizar los efectos perjudiciales causados por la
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radiacion ionizante a través de la compactacion de los radicales libres
inducidos por la radiacion (Shimoi y col., 1996). Mas recientemente usando el
ensayo de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica (MnRETs) de
ratas, se ha demostrado el efecto radioprotector de luteolina, un flavonoide
derivado de té (Lee y cols., 2004).

Los mecanismos de accion de estos compuestos estan
influenciados por factores estructurales tales como la presencia o ausencia de
azucar en uno de los grupos hidroxilo (formas glicosiladas), el numero total de
posiciones hidroxilados, y la existencia de grupos hidroxilo metilados. Estos
elementos estructurales de los flavonoides son esenciales para la activacion
y/o inhibicién de multiples sistemas de enzimas que participan en las cascadas
de enzimas en la regulacion metabdlica, por ejemplo, ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, fosfolipasa y sintetasas de prostaglandina (Martinez y cols.,
2002b).

Las propiedades antioxidantes y la capacidad de captacion de
radicales libres de los flavonoides en general se han atribuido principalmente a

la presencia de los tres principales elementos estructurales quimicos:

1. La presencia de la estructura de ortodifenol en el anillo B del esqueleto
de flavonoides (grupo catecol), que confiere una mayor estabilidad a la
aroxiloradical formado (AROs).

2. El doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del anillo C en conjugacion con
la funcidon 4-oxo. La presencia de dos anillos de catecol, conjugados con
un grupo de acido carboxilico es, probablemente, el elemento estructural
mas importante en la actividad antioxidante de este compuesto (Del
Bano y cols., 2003b).

3. La presencia de grupos hidroxilo en las posiciones 3 y 5 de los anillos C

y A, respectivamente.
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Figura 49. Posibles mecanismos de accién de los ensayos de flavonoides:

1. La nube de electrones puede romper la cadena de reaccion de los radicales libes atrapando
radicales libres.
El grupo Catecol en el anillo B y doble esqueleto C2-C3 puede capturar radicales libres.
Los grupos Hidroxil en las posiciones 3y 5 del anillo Cy A respectivamente pueden falcilitar o
promover la complejacidon de metales.

4. Algunos compuestos flavonoides y fenoles son conocidos por inhibir la actividad de la

sintesis de prostaglandinas.

Las capacidades de eliminacion de radicales libres, las
capacidades de complejacion de metales y las propiedades generales de los
flavonoides antioxidantes vendrian por lo tanto determinadas por una
combinacion de estos tres elementos estructurales basicos. Ademas, otros
elementos pueden participar como la presencia de tres grupos hidroxilo
adyacentes en la estructura flavonoide que permite la conjugacién de

esqueletos flavonoides adyacentes para formar polimeros.

Los resultados sugieren que ninguna estructura quimica uUnica
puede estar relacionada unicamente con las capacidades genoprotectoras de
los compuestos ensayados. Esto sugiere que los efectos observados
antimutagénicos de alguna forma, son proporcionales a la capacidad
antioxidante, a pesar de que también son dependientes de las propiedades de
biodisponibilidad de la sustancia de ensayo en el medio de ensayo. En
consecuencia, se observd que la flavan-3-oles mostré la capacidad de
proteccion mas alta de todos los polifenoles ensayadas (Castillo y cols., 2000;
2001), mientras que otros flavonoides con una alta capacidad antiproliferativa y
antineoplasicos mostraron una menor capacidad antimutagénica (Yanez y

cols., 2004; Benavente-Garcia y cols., 2005; Martinez-Conesa y cols., 2005a).
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Cuando se administran agentes protectores antes de la irradiacion
de muestras de sangre, la capacidad radioprotectora parece estar dictada por
la capacidad antioxidante del compuesto, independientemente de los
parametros estructurales que confieren esta propiedad para el compuesto. Sin
embargo, cuando el tratamiento se administra después de la irradiacion de
muestras de sangre, la eficacia radioprotectora parece ser debida a la lipofilia

del compuesto, ademas de sus propiedades antioxidantes.

Los requisitos basicos de un radioprotector ideal son ser menos
toxico y altamente eficaz a dosis no toxicas, con efecto antioxidante y la
capacidad de captacion de radicales libres junto con wuna buena
biodisponibilidad y propiedades de solubilidad. Ellos deben ser capaces de
actuar a través de multiples mecanismos y no estar limitados por el tiempo de

aplicacion.

Cuando estas sustancias se administran después de la exposicion
a la radiacion ionizante, los radicales hidroxilo y superdxido han desaparecido
del entorno biolégico debido a sus vidas medias extremadamente cortas,
causando una cascada de eventos que conducen a la lesion por radiacion, por
lo tanto, se buscan algunas de estas caracteristicas adicionales en los
radioprotectores. Los resultados obtenidos muestran que los lipidos
antioxidantes son capaces de atrapar los radicales peroxi formados en las
membranas celulares y produciendo de ese modo un mayor grado de
proteccion contra el daio inducido por la radiacién ionizante. De esta manera,
estas sustancias pueden trabajar en contra de la eliminacién del producto en la
peroxidacién de lipidos y reducir sus efectos perjudiciales mediante la
produccion de productos menos dafiinos cuando reaccionan con los radicales

libres asociados con la peroxidacion de lipidos.

Cuando los compuestos polifendlicos se afiaden después del
tratamiento de rayos-X, la unica ROS que estara presente en las células de
acuerdo con la vida media de anion superoxido y radicales hidroxilo son los
radicales lipoperoxido R-OOe, que son responsables del dafio oxidativo

cromosomica continuo. Ademas, la radiacién ionizante aumenta la secreciéon de
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la enzima lisosomal y libera acido araquidonico de las membranas a través de
lipo-oxigenasa, ciclo-oxigenasa y actividades fosfolipasa, el aumento de la
respuesta de las células inflamatorias. Las lipoxgenasas y ciclooxigenasas
estan involucradas en otros procesos tales como la formacion de endoperoxido,

prostaglandinas, leucotrienos, etc
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Figura 50. Esquema representativo de localizacién y mecanismos de accién por los
cuales las sustancias antioxidantes reducirian el dafio inducido por laradiacion

ionizante.
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2. EXPERIENCIAS CON CAMPOS MAGNETICOS (ELF-
MF)

Nuestro objetivo fundamental ha sido utilizar la experiencia de

[{H

nuestro equipo de investigacion en el uso del test de micronucleos, tanto “in
vivo” como “in vitro”, en la determinacion del dafio cromosoémico inducido por la
radiacion ionizante en el analisis y determinacion de un posible efecto
genotdéxico similar inducido por la exposicibon a campos magnéticos de

frecuencia extremadamente baja.

Nuestro primero objetivo ha sido establecer un protocolo

experimental que permitiera detectar un posible efecto genotdxico por la
exposicion a este tipo de campo magnético. En la introduccion hemos
comentado las dos limitaciones mas importantes del test de MN en su

utilizacion experimental:

1. Sensibilidad limitada con un umbral de deteccién (20 cGy con
respecto a la radiacion ionizante).

2. Limitacién a estudios de exposiciones cortas (s6lo horas o
semanas, dependiendo de las caracteristicas del ensayo de
MN utilizado).

3. Ademas, la revision bibliografica de la literatura cientifica
afade una tercera caracteristica: escasa, pequefia o limitada
capacidad genotdxica de los campos magnéticos ELF-EM con
multiples resultados positivos y/o negativos descritos de forma

intermitente, en funcion del protocolo experimental ensayado.

Por todo ello, en nuestra primera experiencia hemos seleccionado
el grado maximo de exposicidn que nos ha sido posible en funciéon de las

técnicas que disponemos:

1. La técnica de Micronucleos en médula ésea de ratdon permite
la exposicion de los animales entre la 92 y 122 semana de vida

segun los requisitos del test; permite en ratones un maximo de
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4 semanas de experimentacion continuadas frente a sélo unas
2-4 horas del test “in vitro” sobre linfocitos humanos con
bloqueo citocinético.

2. El maximo campo magnético obtenido (200 uT), con la menor
variabilidad (£10%), lo hemos utilizado en exposicion corporal

total durante 24 horas continuadas.

En estas condiciones nuestros resultados muestran un incremento
significativo en la frecuencia de apariciéon de MN en los PCEs de médula ésea,
que expresa el daio cromosomico inducido por el campo electromagnético
ensayado en nuestras condiciones experimentales. Nuestros resultados
confirman los resultados previamente descritos por Udroiu y cols., (2006) al
emplear campos magnéticos de 650 mT en exposiciones continuas intrautero
de embriones de rata durante 21 dias; con los descritos por Singh y cols.,
(1997) en pequefias exposiciones de 2,1 mT en ratas durante 3 dias, con solo
1mT en exposiciones de 4 horas diarias durante 45 dias (Erdal y cols., 2007) o
4-5 microteslas en ratones expuestos durante 40 dias (Okudan y cols., 2011).
También apoyan los resultados obtenidos en exposiciones con densidad de
fluio mucho mayores (3 - 4,7 T) en médula de ratén expuesto de 1 a 3 dias
(Suzuki y cols., 2001).

Por el contrario, sélo Fralem y cols., (2006) y Reddy y cols.,
(2010) no describen ningun incremento en la frecuencia de micronucleos tras

una exposicion corta de 2 dias 0 56 dias a un campo de 1 mT.

Nuestros resultados también muestran que el incremento en la
aparicion de MN no presenta un caracter acumulativo con el tiempo de
exposicion. Las exposiciones durante los periodos estudiados (1, 2, 3 y 4
semanas) no muestran diferencias significativas entre si, mostrando un
incremento continuado de la frecuencia de MN determinada pero no un
incremento progresivo o acumulativo no parece dependiente del tiempo de

exposicion utilizado.

Nuestros resultados parecen mostrar una respuesta organica a

una estimulaciéon cronica que permanece estable durante el tiempo de
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exposiciéon y que, posiblemente pueda cesar tras la exposicion como han
descrito algunos autores (Lee y cols., 2011) en pacientes expuestos a
Resonancia Magnética. Sin embargo, no hemos encontrado referencias previas
en la literatura cientifica en animales de experimentacion comparable que

permita confirmar esta situacion.

Posteriormente, hemos pretendido comprobar nuestros resultados
con el otro test de MN en linfocitos con bloqueo citocinético. La manipulacion
de las muestras de sangre, desde la obtencion en el donante sano hasta la
realizacidn del cultivo sélo permite unas 4 horas de tiempo maximo para su uso

experimental sin un deterioro apreciable de la muestra sanguinea.

Estas caracteristicas de manipulacion del test, han limitado en
nuestro medio el tiempo de exposicion a 2 horas en el interior del campo
magnético. Sin embargo, el campo magnético maximo disponible alcanza una
intensidad 10 veces mayor (2 T) que el ensayo con el test de médula 6sea ‘in
vivo” (200 mT).

Los resultados que hemos obtenido confirman los previamente
descritos en médula 6sea; ya que determinamos un incremento significativo de
la frecuencia de aparicion de MN en las muestras expuestas durante 2 horas a
un campo de 2 T, lo que expresaria el daifo cromosémico inducido por el
campo magnético utilizado y, por tanto, también la capacidad genotdxica del

mismo en estas condiciones experimentales.

Nuestros resultados confirman el efecto genotoxico descrito por
otros autores al utilizar el test de MN sobre linfocitos expuestos a campos
magnéticos ELF-MF con 5 mT (Scasselatti y cols., 2004), 1500 mT (Simi y
cols., 2008) o 3000 mT (Lee y cols., 2011), 2,5 mT (Zeni y cols., 2002); y en el
test de MN sobre otro tipo de células como las epiteliales de traquea en rata
(Paile y cols., 1995), escamosas de cancer humano (Simkd y cols., 1998),
liquido amnidtico humano (Simké y cols., 1999b), células Jurkat (Pasquini y
cols., 2002), fibroblastos humanos (Winker y cols., 2005); e, incluso utilizando
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otras técnicas de MN utilizadas para valoraciones medio-ambientales sobre

células vegetales (Trad-MN) (Fatigone y cols., 2005).

Nuestros resultados también parecen apoyar los resultados de
genotoxicidad previamente descritos en trabajadores expuestos cronicamente a
campos magnéticos durante actividades industriales (Celikler y cols., 2009), o
en exposiciones con fines diagndsticos en pacientes estudiados con

Resonancia Magnética (Simi y cols., 2008; Lee y cols., 2011).

Nuestro seqgundo objetivo trata de relacionar el efecto

genotodxico inducido por la radiacion ionizante con el posible efecto genotoéxico,
si lo podiamos detectar, inducido por la exposicion a los campos magnéticos de

extremadamente baja frecuencia ELF-MF.

Nuestros resultados muestran diferencias significativas entre la
capacidad genotdxica inducida por las radiaciones ionizantes respecto a la
inducida por los campos magnéticos utilizados en este estudio. Sin embargo, lo
que expresan nuestros resultados con claridad es que si la interpretacién de los
resultados obtenidos en la irradiacién con rayos X es adecuada; los resultados
obtenidos en la exposicion a estos campos magnéticos de extremadamente
baja frecuencia también inducen lesion cromosémica y dafno genotdxico;
abriendo todas las posibilidades de interpretacion en el significado y posibles

consecuencias que estas lesiones puedan inducir en el organismo expuesto.

Numerosas teorias e hipotesis se han descrito durante las ultimas
décadas que pudieran constituir posibles mecanismos de accion mediante los
cuales pudieran explicarse estos efectos biolégicos sobre las células, tejidos y

organismos expuestos a estos campos magnéticos ELF-MF.

Muchos investigadores han publicado en revistas internacionales
de prestigio haber observado efectos celulares (Nordenson y cols., 1984; 1988;
1994; Cohenetal 1986a; 1986b; Rosenthal y Obe, 1989; Garcia-Sagredo y
Monteagudo, 1991; KhalilandQassem, 1991; Lai y Singh, 1997a, 1997b y
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1997c¢) y, de hecho en todo el organismo con efectos ELF-EMF (Milham, 1982;
NRPB, 1992, Theriault y cols., 1994), lo que inevitablemente da lugar a la
pregunta sobre el mecanismo subyacente por lo que los ELF-EMF ejercen su
efecto. Nuestro conocimiento de la fisica no es suficientemente adecuado para
determinar mecanismos; somos expertos en citogenética. Sin embargo,
podemos enunciar un conocimiento basico de las distintas ideas y modelos que
han sido propuestas para explicar los efectos biolégicos que se han observado.
Por ello, sélo pretendemos enumerar los mecanismos mas significativos que se

han propuesto.

Una de las principales areas de controversia involucra efectos
"térmicos" vs "no térmicos". Todos los sistemas vivos poseen energia térmica
cinética, que es la energia de fondo del movimiento de las moléculas dentro de
las células que estan involucrados en los procesos vitales. Esta universalmente
aceptado que la kT dentro de una célula es inferior a la de los campos
electromagnéticos ELF, y si se observa un efecto, probablemente habria que
descartar cualquier modelo térmico como una explicacion para cualquier efecto
biolégico. Esto significaria que se ha de buscar un modelo "no térmico", que es
donde surgen los problemas y controversias. En nuestro estudio, en
condiciones medioambientales totalmente controladas, no se ha producido
ninguna variacion térmica que pudiera explicar estos efectos bioldgicos (Abdul
Wahab, 2005).

Se ha propuesto otra serie de modelos innovadores en el
transcurso de las ultimas décadas. Uno de los que ha recibido una atencion

especial son los modelos basados en la resonancia.

Resonancia ciclotron de iones (modelo de Liboff)

El término “ciclotron” en si se deriva de la llamada acelerador
ciclotrén - una herramienta familiar en la fisica atomica desde la década de
1930 - en el que las particulas cargadas se mueven en el interior de una
camara evacuada montado entre los polos de un iman. Bajo la influencia de la
MF, la particulas circulan en espiral a una frecuencia fija (la frecuencia de

ciclotrén) mientras que reciben impulsos de aceleracion regulares a partir de un
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campo eléctrico aplicado en el mismo punto en cada orbita de modo que su
energia aumenta de una manera resonante (Hombre, 1992; Abdul Wahab,
2005).

El modelo de resonancia implica la accion combinada de los
campos geomagnéticos estaticos y ELF- MF (GMFs). Liboff (1985) propuso por
primera vez el modelo ICR como un mecanismo que podria facilitar el
movimiento de iones tales como Ca*" a través de canales de la membrana en
presencia de la GMF y un débil ELF- MF sintonizado a la frecuencia de ICR.
Para el valor tipico de la GMF sobre la superficie de la tierra (50 ILT), las
frecuencias de resonancia de muchos iones biolégicamente importantes tales
como Na*, K*, y Ca™ caen dentro de la gama ELF. Esto ha dado base para
asumir que una resonancia ciclotron podria provocar a los fendmenos
observados. Muchos autores desarrollaron el tema de resonancia en
magnetobiologia (Liboff y cols., 1987; Smith y cols., 1987; Parkinson y Hanks,
1989; Liboff y Parkinson, 1991; Durney y cols., 1992; Gait y cols., 1993;
Coulton y cols., 1993). Sin embargo, no han recibido con reconocimiento claro
debido a la falta de una correcta justificacion fisica. Aunque, por otro lado,
estos experimentos mostraron el papel esencial de los iones, especialmente
Ca™, en magnetobiologia (Abdul Wahab, 2005).

Modelo de resonancia paramétrico o pulsos quantum

Lednev (1991) propuso este modelo, en el que combinan estatica
y campos ELF que afectan a los niveles de energia vibracional y las
probabilidades de transicion de iones determinada (por ejemplo, Ca*" iones
unidos a calmodulina). Shuvalova y cols., (1991) han descrito los datos sobre el
efecto de los campos combinados en la tasa de fosforilacion dependiente de
calmodulina en la miosina, que parece apoyar las predicciones del modelo
Lednev. Sin embargo, otro estudio que utilizd6 una técnica éptica para estudiar
Ca™ de unién a la calmodulina para colorantes metalocrémicos, no encontré
ningun efecto de los campos estaticos y variables en el tiempo combinados
bajo las condiciones de resonancia descritos por el modelo de Lednev
(Bruckner-Lea y cols., 1992). Blanchard y Blackman (1994) afirmaron que el
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modelo original Lednev contenia errores matematicos que daban lugar a una
prediccion incorrecta en la probabilidad de transicion de iones entre los niveles
de energia. Su revisién del modelo Lednev, presenté un razonable buen ajuste
de los datos sobre los efectos inhibitorios combinados estaticos y EMF en el
crecimiento de neuritas en cultivos de células PC-12 estimuladas por el factor
de crecimiento nervioso (Blackman y cols., 1994). Estas diferencias en el
modelo de Lednev original, exigen nuevas investigaciones; sin embargo,
independientemente de los detalles, otros autores se han opuesto firmemente a
este modelo Adair (1992a).

Modelo resonancia ién ciclotrén de Zhadin y Fesenko

Zhadin y Fesenko (1990) propusieron este modelo en el que los
niveles de energia de rotacion de iones enlazados son bombeados por un
combinado estatico y ELF-MFs. Argumentos similares, a los presentados
contra del modelo Lednev se podrian plantear contra el modelo Zhadin y
Fesenko (1990). Ademas, la tasa de transicién de un i6n enlazado a un estado
excitado que se predijo mediante el modelo Zhadin y Fesenko es tan baja que
una transicion se producira solo una vez en varios meses segun los niveles de

los campos magnéticos ambientales .

Modelo de resonancia estocastico

El concepto de resonancia estocastica se presentd por primera
vez en el documento de Benzi y cols., (1981); se ha propuesto como un posible
mecanismo mediante el cual los campos electromagnéticos débiles podrian ser
detectados en los sistemas biologicos (Kruglikov y Dertinger, 1994). La
Resonancia estocastica seria el fendmeno por el cual la adicién de un nivel
Optimo de ruido a una entrada de informacion que se transporta débil para
ciertos sistemas no lineales puede aumentar el contenido de informacion en
sus salidas. Por ejemplo, en algunos sistemas, como los receptores de radio,
subir el volumen para poder escuchar una sefal débil en medio de tanto ruido
por lo general, s6lo da lugar a subir el ruido también. Sin embargo, en otros
sistemas, el aumento de la cantidad de ruido ambiental en realidad aumenta

(hasta cierto punto) la relacion de sefnal-ruido a través de una cooperacion no
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lineal complicada entre el sistema y el detector. Este efecto, conocido para
operar en las neuronas y los laseres, se ha denominado resonancia
estocastica. Las fluctuaciones del ruido podria ser estocastico (es decir,
totalmente al azar), pero la OFA deteccion de la sefal deseada puede ser

maximizado mediante la regulacion del ruido.

En este sentido, los experimentos preliminares con células de
cangrejos de rio han dado pruebas de la deteccion mejorada de los estimulos
débiles en la presencia de ruido aleatorio (Wiesenfeld y Moss, 1995). Se ha
sugerido que la resonancia estocastica seria la base para este efecto, y tal vez
estaria presente en muchos otros ejemplos de deteccion de la sefial débil en
los sistemas sensoriales (Douglas y cols., 1993). También se ha argumentado
que la resonancia estocastica es un mecanismo plausible para la deteccidon de
campos electromagnéticos peridodicos en condiciones en las que la relacion de
senal-ruido es menor (Kruglikov y Dertinger, 1994). En estos momentos, esta
hipétesis merece una evaluacion y pruebas experimentales en sistemas

bioldgicos que permitan confirmar estos resultados.

Magnetita biogénica

Las magnetitas biogénicas son cristales microscopicos naturales
de magnetita que estan dentro del cuerpo de algunos animales y bacterias, y
que son capaces de ser magnetizados. Un campo magnético externo influiria
en tales cristales por lo que tiendrian a cambiar su orientacion. Por
consiguiente, los cristales ejercerian presion sobre el tejido adyacente y
causarian una respuesta biolégica. En numerosos casos, es posible explicar
por este motivo la recepcion bioldgica de un campo magnético deébil estatico.
Una serie de cadenas de particulas de magnetita de dominio unico, de tamafio
uniforme, incrustados en el tejido etmoidal en la parte frontal del craneo de
peces de salmon se ha utilizado para una navegacion precisa (Kirschvink y
cols., 1992). Cristales microscopicos de magnetita se encuentran también en el
cerebro de algunas aves que son conocidas por navegar bien en el GMF
(Kirschvink y cols., 2001). Trazas de la magnetita también se han encuentrado

en bacterias magnetotacticas (Blakemore, 1982; Torres de Araujo, 1986).
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Contaminacién magnética

La contaminacion ferromagnética es una de las ideas de la zona
de magnetobiologia propuesta por Kobayashi y cols., (1995). Estos autores
sugirieron que las pequefias particulas magnéticas contaminantes estan
presentes no solo en el polvo del aire, sino también depositadas en la
superficie de los dispositivos de laboratorio; y penetran en plasticos, vidrios,
productos quimicos e incluso en agua purificada. Su tamafio medio es de
aproximadamente 10° cm. Las particulas se componen de elementos que
poseen una capacidad de magnetizacion espontanea. Los autores han descrito
que los procedimientos de laboratorio de rutina, como vertido o/y aclarado, dan
lugar al enriquecimiento de los cultivos celulares por contaminantes. EI numero
de particulas en los cultivos podria ser 10 veces mas que en las células. Los
autores postularon que la particula magnética absorbida por una membrana
celular podria transferir su energia a las estructuras adyacentes biofisicas

pudiendo con ello, por ejemplo, activar los canales idnicos mecanicamente.

Estos mecanismos propuestos para explicar los efectos
magnetobiologicos estan muy fragmentados y no resuelven el problema
biolégico basico. De hecho, muchos organismos unicelulares, en el que la
magnetita esta ausente, son capaces de reaccionar a los campos magnéticos.
La respuesta en muchos casos es de caracteristicas complejo “no lineal”,

dependiendo de los parametros del campo ensayado

Otros mecanismos de interaccion propuestos

La evidencia actual sugiere que los procesos celulares pueden ser
influenciados por los campos electromagnéticos débiles (Nair y cols., 1989;
Adey, 1990; Anderson, 1991; Tenforde, 1992). También se considera
establecido que los efectos representan una perturbacion débil del estado
homeostatico, y que los campos electromagnéticos parecen provocar un estrés
al que la célula se puede adaptar, en la mayoria de los casos, sin
consecuencias catastréficas. Sin embargo, no hay dudas de cambios en la

membrana citoplasmatica, que representa el limite entre el ambiente externo y
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el interior del organismo. Estos cambios son medibles y caracterizan la
respuesta celular a ciertos campos electromagnéticos débiles (Azanza y Del
Moral, 1993; Goodman y cols., 1995). Lawrence y Adey (1982) han descrito
que en la membrana celular existen receptores estratégicamente situados,
donde actuan como detectores de mensajes eléctricos y quimicos que llegan a
la superficie celular; la transduccién de ellos y su transmisién al interior de la
célula. A través de estos receptores las membranas celulares desempefarian
un triple papel en la deteccién de la sefal, su amplificacién y la transduccién al

interior de la célula.

Asi, la cuestidn mas importante estaria en la comprension de las
vias por las que las senales ELF-EMF pueden influir en la membrana y en las
funciones celulares por los que estos campos son transducidos dentro de la
membrana celular. Una posibilidad es considerar las vias bioquimicas
complejas que se han descrito como mecanismos por los que una ceélula viva
se comunica con su entorno extracelular. Clasicamente se ha descrito que
Tenforde (1993), la unién de una sustancia mensajera a un receptor especifico
dentro de la membrana desencadena una cascada de eventos que involucra
cambios conformacionales en proteinas asociadas a la membrana. Estos
eventos, a su vez conducen a la transduccién de senales y a la amplificacion
en la produccién de segundos mensajeros citoplasmaticos y efectores internos
como conexion Ca™ y quinasas que regulan la transcripcion del ADN vy la
biosintesis de proteinas (Aikon & Rasmussen, 1988; Luben 1991; Tenforde,
1993). Por ello, del mismo modo, la interaccién de los campos EMF con las
membranas bioldgicas podria, en principio, dar lugar a alteraciones en cada

componente del proceso de sefnalizacion que se produce en las células vivas.

Una hipotesis, Tenforde (1993), es que los campos y las
corrientes inducidas, en particular por una EMF aplicada, inician eventos
electroquimicos dentro de la membrana celular, que son elementos importantes
de la transduccion de la senal primaria y producirian un proceso de
amplificacion. Estos eventos bioquimicamente intermediados, producirian

respuestas frente al segundo mensajero que desencadenarian cambios en la
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biosintesis de macromoléculas, y tal vez, alteraciones en el crecimiento celular,

la diferenciacién celular, y en las capacidades funcionales (Tenforde, 1993).

Al examinar las respuestas “in vivo” e “in vitro” de las células a los
campos electromagnéticos de extremada baja frecuencia existe un creciente
consenso respecto a la secuencia de acontecimientos que llevan a la
transduccion celular de sefiales EMF y su amplificacion a nivel celular. Luben y
cols., (1982) han descrito que los campos electromagnéticos pulsados con
frecuencias de repeticion de EMF inhiben la produccion de monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc) en las células 6seas en su respuesta a la hormona
paratiroidea (PTH) en los receptores de superficie. Por otra parte, Cain y cols.,
(1987) describieron que la accion PEMF puede provocar la incapacidad de la
uniéon PTH-receptor para activar la subunidad alfa de la proteina G; lo que
interfiere con la secuencia de sucesos que activan la adenilato ciclasa en la
interfase de la membrana citoplasmatica. Byus y cols., (1984) en linfocitos
humanos describieron que la exposicion a campos de microondas con
modulacién de amplitud en frecuencias ELF provoca la inhibicién de las no-

AMPc-quinasas dependientes de las histonas.

Algunos otros modelos de interaccion se han propuesto para
explicar posibles interacciones entre los campos electromagnéticos y los
sistemas bioldgicos; pero ninguno ha obtenido mayor relevancia como modelo
de trabajo: 1) las corrientes parasitas eléctricas, inducidas por la alternancia de
MF (Lerchl y cols., 1990; Schimmelpfeng y cols., 1997); 2) la interferencia de
los estados cuanticos de los iones y electrones enlazados (Binhi, 1997, 1997a);
3) excitaciones coherentes (Frohlich y Kremer, 1983), y 4) reacciones de
radicales libres magnetosensibles y otros mecanismos de "Spin" (Grundler y
cols., 1992).

Muy recientemente, Simko y cols., (2004) han propuesto un
mecanismo de genotoxicidad tras la exposicion a campos electromagnéticos
que se deberian a mecanismos inducidos secundarios, tales como la

produccion de radicales libres, los cuales deben ser inducidos por diferentes
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vias de transducciéon de senales. Los radicales libres serian productos
intermedios en los procesos naturales y son liberados durante el metabolismo
celular normal. Estos productos intermedios se producen en la respiracion
mitocondrial y constituyen también una caracteristica clave en el proceso de
fagocitosis celular. Especulan sobre la base de estudios en ratas que los
campos electromagnéticos pueden ser un estimulo para inducir un "estado
activado" de la célula, como la fagocitosis; que aumentaria la liberacion de
radicales libres, y a su vez, conduciria a los eventos genotdxicos. Se prevé que
la exposicidn a campos electromagnéticos aumentaria los niveles de radicales
libres que éstos podrian causar lesiones agudss y cronicas en diferentes
procesos celulares. Las vias que se proponen serian: 1) la activacion directa de
macrofagos (u otras células) por la exposicién a corto plazo a los CEM conduce
a la produccion de radicales libres; 2) Un aumento en el tiempo de actividad de
los radicales libres producidos por los EMF que conduciria a la persistencia de
elevadas concentraciones localizadas de radicales libres. 3) la exposicion a
CEM a largo plazo podria conducir a un aumento crénico de nivel de radicales
libres, causando posteriormente una inhibicién de la secrecién de melatonina.
Tomados en conjunto, que describen que podrian conducir a una mayor
incidencia de dafio en el ADN vy, por tanto, a un aumento del riesgo de

desarrollo de tumores.

A pesar de todos estos mecanismos descritos, también se ha
propuesto que los potenciales efectos biologicos inducidos por los ELF-EMF no
estarian soportados, si existieran por ninguno de estos mecanismos fisicos

conocidos (Valsers y cols., 1997; Alcaraz y cols., 2012; 2013).

Con todo lo anterior, siguiendo con nuestra experiencia con las
radiaciones ionizantes, hemos podido ensayar algunas sustancias
antioxidantes que disminuyen el efecto genotdxico inducido por éstas al
conseguir eliminar los radicales libres radioinducidos y considerados como el
mecanismo lesivo conocido mediante el cual causarian estas lesiones las

radiaciones ionizantes (Alcaraz y cols., 2009; 2010).
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Pensabamos que si también conseguiamos disminuir la
frecuencia de MN inducidos por los campos magnéticos ELF-EMF mediante la
administracion de alguna de estas sustancias antioxidantes, podriamos poner
de manifiesto que también su capacidad lesiva (0 mecanismo de accién) podria

ser a través de la produccién de radicales libres.

Desde el punto de vista biolégico, esta ampliamente aceptado que
los ELF-EMF son incapaces de transferir energia a las células en cantidades
suficientes para romper los enlaces quimicos y con ello lesionar directamente el
ADN (Valberg y cols., 1997; Alcaraz y cols., 2013). Por esta razén, los ELF-
EMF no se consideran agentes genotdxicos directos. Su contribucion al
desarrollo del cancer y de otras lesiones podria explicarse al inducir
acontecimientos indirectos o secundarios dentro del organismo vivo (Valberg y
cols., 1997; Vijayalaxmi y Obe, 2005).

Numerosos estudios describen mecanismos a través de los
cuales los ELF-EMF pueden ejercer sus efectos bioldgicos: originando
situaciones de estrés oxidativo (Okano, 2008; Yocus y cols., 2008; Amara y
cols., 2009; Kocacic y Somanathan, 2010; Emre y cols., 2011; Ganj-Vrhovac y
cols., 2011), incrementando la produccion o la actividad de radicales libres
(Simké y cols., 1998), activando enzimas antioxidantes (Politanski y cols.,
2010), modulando la activacién de otras enzimas (Vijayalaxmi y Obe, 2005),
reforzando la proliferacion celular (Verheyen y cols., 2003; Trillort y cols., 2012),
alterando el ciclo celular (Erdal y cols., 2007) o incrementando la apoptosis

celular (Emre y cols., 2011; Garj-Vrhovac y cols., 2011).

Nosotros hemos estudiado sustancias antioxidantes con
significativa capacidad antimutagénica y genoprotectora contra el dafio
cromosémico inducido por la radiacidén ionizante, esperando encontrar un

efecto protector similar contra el dafio genotoxico inducido por ELF-EMF.

Si la produccion de radicales libres o el incremento de su actividad
o incluso la induccién de un estrés oxidativo fueran la causa o el mecanismo
responsable mediante el cual los campos ELF-EMF tienen capacidad
genotdxica, nosotros hubiéramos encontrado un efecto protector similar al

descrito previamente frente al dafio genotdxico inducido por la radiacién
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ionizante. Sin embargo, nuestro estudio ha puesto de manifiesto que estas
sustancias no tienen ninguna capacidad genoprotectora contra el dafo
cromosomico inducido por ELF-EMF, sugiriendo por ello que probablemente se
produce por un mecanismo de accion lesivo diferente (Alcaraz y cols., 2012;
2013).

En estos momentos esta en discusion el auténtico significado de
estos incrementos inducidos por agentes fisicos y quimicos en la frecuencia de
MN como resultados de los diferentes tests o ensayos de genotoxicidad.
Actualmente se acepta que un incremento en el nivel o numero de alteraciones
cromosomicas (y en nuestro caso eso es lo que significa el incremento de MN)
puede ser indicativo de un incremento en el riesgo de padecer cancer. Por ello,
algunos autores resaltan que estos estudios deberian ser cuidadosamente
considerados en la evaluacion de un posible dafio genotoxico tras la exposicidon
a campos magnéticos (Navarro y cols., 2004; Serna y cols., 2008; Alcaraz y
cols., 2011). Sin embargo, los resultados de otros estudios epidemioldgicos
indican que estas alteraciones cromosdmicas no tienen necesariamete que ir
asociadas con un incremento demostrado de cancer (Navarro y cols., 2008).
Por ello, aun cuando el test detecta un incremento en la frecuencia de MN, y
por tanto, incremento en el dafo cromosomico de los animales o de las células
expuestas, queda por determinar cudles podrian ser las consecuencias
bioldégicas reales en cuanto al riesgo de padecer una lesion tardia, y que
estarian sin establecer todavia (Navarro y cols., 2004; Alcaraz y cols., 2013).
En estos momentos, el incremento de MN podria considerarse como un
biomarcador predictivo de susceptibilidad que manifiesta un incremento de

riesgo para padecer algunas enfermedades (El-Zen y cols., 2011).

Con todo, lo que muestran nuestros resultados es que al menos
una de las posibles vias de promocion de cancer, como es el incremento de las
lesiones en el material genético, esta relacionada con la exposicidon a campos
magneéticos débiles de extremada baja frecuencia (ELF-EMF) (Alcaraz y cols.,
2012; 2013).
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VI. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas en esta memoria de Tesis Doctoral son los

siguientes:

1. Se ha determinado un efecto genotdxico inducido por los campos
electromagnéticos ensayados, ya que el incremento de la frecuencia de

micronucleos muestra el dafio cromosémico producido.

2. La capacidad genotoxica inducida por los campos electromagnéticos ensayados
es menor que la inducida por las dosis de radiacion administrada, y no
muestra un efecto acumulativo con el incremento del tiempo de exposicion en

ellos.

3. Las sustancias antioxidantes con capacidad genoprotectora frente al dafio
inducido por radiacion ionizante no muestra efecto protector frente al dafio
genético inducido por los campos electromagnéticos ensayados; lo que sugiere
un mecanismo lesivo diferente a la produccion de radicales libres para inducir

el dafio cromosdmico determinado.
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VII. Resumen

VIl. Resumen.

Se estudia un posible efecto genotdéxico inducido por campos
electromagnéticos de extremada baja frecuencia (ELM-EMF) mediante el
aumento de lesiones cromosomicas inducidas determinadas por el incremento
de la frecuencia de aparicion de micronucleos tanto in vivo, sobre eritroblastos
policromatdfilos en médula 6sea de roedor, como in vitro sobre linfocitos
humanos con bloqueo citocinético con citochalasina B; comparandolo con el
dano genotdxico inducido por rayos X. Posteriormente se han administrado
sustancias antioxidantes con capacidad radioprotectora (dimetilsulféxido, 6-n-
propil-2-tiouracilo, procianidinas y un extracto de flavonoides citricos) para
cuantificar un posible efecto protector también en el dano inducido por la
exposicion a los campos electromagnéticos ensayados. Nuestros resultados
muestran un efecto genotdxico inducido por los campos electromagnéticos
ensayados que no disminuye con la administracion de los antioxidantes y
sugieren un mecanismo lesivo sobre el material genético diferente al de la
produccion de radicales libres inducido por los campos electromagnéticos

ensayados.
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VIl. Abstract.

A possible genotoxic effect induced by extremely low-frequency
electromagnetic fields (ELM-EMF) on chromosome damage determined by
measuring the increase in the induction of micronuclei formation both in vivo, in
rodent bone marrow polychromatophilic erythroblasts, and in vitro, in cytokinesis-
blocked human lymphocytes, is presented; comparing these with the genotoxic
damage induced by X-rays. Subsequently, antioxidant substances with
radioprotective capacities (dimethylsulphoxide, 6-n-propyl-2-thiouracil,
procyanidins and an extract of citrus flavonoids) were administered in order to
quantify the possible protective effects of these substances against the damage
induced by exposure to the electromagnetic fields tested. Our results shows a
genotoxic effect induced by electromagnetic fields that does not decrease with
administration of antioxidants and thus suggest a different mechanism of
damage on genetic material produced by free radical from that caused by the

electromagnetic field tested.
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