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RESUMEN

Se ha estudiado las propiedades del acido rosmarinico (AR), sustancia
caracterizada por sus propiedades antioxidantes, en dos lineas celulares: células epiteliales
normales de préstata humanas (PNT2), células de melanoma metastasico de ratén
(B10F10) y sobre el efecto Bystander inducido por radiacion ionizante (RIBE). Se han
irradiado con diferentes dosis de rayos X (0-10 Gy), antes y después de la administracion
de acido rosmarinico. Se ha determinado la supervivencia celular (SC) a través del ensayo
del MTT. Los resultados muestran un descenso significativo de la SC en los cultivos
irradiados y en las células receptoras del RIBE (p<0,001). EI AR aumenta la SC en las
células radiosensibles PNT2 (p<0,001); sin embargo, muestra un efecto
radiosensibilizante en las células radiorresistentes B16F10 (p<0,001); y, no presenta
ningun efecto protector en las células receptoras RIBE. Asi, los radicales libres

radioinducidos no constituyen un factor importante en la induccion del efecto bystander.

INTRODUCCION

La radiacién ionizante (RI) en Medicina constituye una herramienta empleada en
multiples procedimientos diagnosticos y terapéuticos. Sin embargo, dependiendo de las dosis
de RI administradas, los tejidos van a sufrir procesos de desnaturalizacién de proteinas,
pudiendo aparecer lesiones tras un periodo de latencia que oscila entre horas y meses (1). El
efecto Bystander inducido por Radiacién Ionizante (RIBE) estudia el origen del dafio
biolégico por parte de células que son expuestas directamente a la RI sobre células no
irradiadas mediante sefiales biologicas, produciendo como resultado modificaciones
funcionales o estructurales. El fundamento molecular de los RIBE aun no se ha dilucidado
en su totalidad. Las principales hipotesis plantean que las células diana sufren un cambio en
su estado redox (con reacciones de oxido-reducciéon que producen transferencias de
electrones) generando sefiales que son recibidas por células que no son objetivo de la RI, y
que se transmiten a través de comunicaciones intercelulares mediadas por gap (conexina 43)

o0 a través de mecanismos de difusién. De esta manera, los RIBE parecen estar directamente
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relacionados con las especies reactivas de oxigeno (ERO) que se producen tras la irradiacion
de células diana, y que inician una cascada de sefiales intercelulares provocando alteraciones
en las células proximas; entre las que podemos encontrar roturas de cadena doble de ADN

(Figura 1) (2).
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Figura 1. Mecanismo de accion del efecto Bystander inducido por Radiacién Ionizante (RIBE)

Otra alteracion, igualmente relevante, es la induccion a la apoptosis en células que no
son propésito de la RI. El ciclo celular esta regulado por las CDK (quinasas dependientes de
ciclina), cuya actividad esta regulada, a su vez, por ciclinas y otras quinasas. De manera que,
el dafio en el ADN por la RI, se origina por un fallo en los puntos de control de la sefializacién
de las CDK en la progresion del ciclo celular; error que se produce por el retraso en la
activaciéon o supresion de la actividad de dichas quinasas. Al producirse la lesion que no
permite la reparacion del ADN,; se inicia el proceso de apoptosis celular, cuya finalidad es
optimizar la funcién del tejido, mediante la eliminacién de células aberrantes, y eliminar el
riesgo de cancer que suponen las células inestables y alteradas. En su evolucion intervienen
multiples factores de transcripcién que participan en la via intrinseca de la apoptosis (p53,
proapoptéticos como los SMAC y el citoctomo C) y la via extrinseca (CD95/APO-1/FAS,
TNF, TRAIL, caspasa-8) que generan estrés en las células dafiadas por la radiacién y que,
finalmente, se traducira como una sefal de peligro para la supervivencia en las células vecinas
receptoras del efecto Bys (3). Actualmente, no se puede afirmar si el RIBE es una respuesta
que genera dafos biolégicos adversos y que, deberfan evitarse o, si es el resultado de un

intento de proteccion celular. No obstante, si se puede afirmar que la irradiacion de las células



produce que la p53 suprima la expresion de los agentes antioxidantes, como la enzima
glutatiéon peroxidasa-1, que se producen de manera fisiologica, y que se generen ROS cuyo

estrés oxidativo conduce hacia la apoptosis y hacia una mayor sefializaciéon de RIBE.

Debido 2 esta accion directa e indirecta de 1a R, se hace necesario el desarrollo de
sustancias radioprotectoras como el acido rosmarinico (AR). El AR es una sustancia que se
puede extraer de diversas plantas: romero (Rosmarinus officinalis, de la familia Lamiaceae) al
que le debe su nombre y que fue la primera planta donde se aislo, la albahaca (Perilla frutescens)
o la menta, (Melissa officinalis). A través de numerosos estudios (4), se han encontrado
multiples beneficios para la salud por sus capacidades antioxidante, antiinflamatoria (inhibe
enzimas como la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, la cascada del complemento y mediadores
proinflamatorios) antiviral, antibacteriana, analgésica, inmunomoduladora y anticancerigena,
entre otras. Hstas caracteristicas hacen que el AR sea un compuesto de interés farmacoldgico,
puesto que el tratamiento con radioterapia acaba generando toxicidad en las células normales
(5), y en este ambito, los efectos proapoptoticos, antiproliferativos y antioxidantes del AR,
pueden proteger al paciente de la capacidad mutagénica de la RI. Por estas razones, nos
centraremos en la capacidad antioxidante del AR para inducir la produccién de enzimas
antioxidantes como el glutatiéon peroxidasa (6), caracterizada por reducir el estrés oxidativo
derivado de la exposicion a la RI, asi como su capacidad eliminadora de radicales libres (7)
como el radical hidroxilo ((*OH) y el anién superdxido ((*O2-). Para ello, someteremos a dos
lineas celulares (células PNT?2 de prostata y células B16F10 de melanoma) a RI con rayos X,
y comprobaremos la radioproteccién que puede ofrecernos el AR a través de la
disponibilidad de glutatiéon y la reduccion de ROS. Por consiguiente, el objetivo de este
trabajo sera evaluar la capacidad radioprotectora del AR mediante la determinacion de la
supervivencia celular a través de un ensayo de supervivencia celular (MTT) frente al dafio
inducido por la exposicion a rayos X en cultivos de células normales de prostata humana
(PNT2) consideradas una estirpe celular de elevada radiosensibilidad frente al dafio inducido
por la RI en células de melanoma metastasico murino (B16F10) caracterizadas por una
elevada radiorresistencia y, por ultimo, producir un efecto bystander inducido por la RI

(RIBE) para poder analizar el efecto del AR en estas células.

CONTENIDO

LINEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO
Se seleccionaron dos lineas celulares diferentes segun su grado de radiosensibilidad:
células tradicionalmente consideradas radiosensibles (células epiteliales de prostata humana

(PNT-2)) y células de melanoma B16F10 caracterizadas por su radiorresistencia. La linea



celular de epitelio prostatico (PNT2) fue obtenida de La Colecciéon Europea de Cultivos
Celulares Autenticados (ECACC, Salisbury, R.U.). Estas células fueron cultivadas en medio
de cultivo RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF),
2mM de glutamina, estreptomicina y penicilina (100ug/ml y 100 UI/ml, respectivamente).
La linea celular de melanoma metastasico de raton (B16F10) fue amablemente proporcionada
por el Dr. V. Hearning (NIH, Bethesda, MA, EE.UU.) y cultivada con medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM)/F12K (1:1), (Sigma-Aldrich St. Louis; EE.UU.)
suplementado con 10% de SBF, 4mM de glutamina, penicilina (100 UI/ml) y estreptomicina
(100pg/ml). Ambos cultivos se mantuvieron a 37°C, con una humedad relativa de 90 — 95%
y una atmosfera de CO2 de 5% (PNT-2) Y 7,5% (B16F10) en una incubadora Cytoperm. A
lo largo del estudio, se realizaron pruebas para confirmar la ausencia de la especie bacteriana

Mycoplasma.

Los grupos de estudio en los que se pretendia analizar la capacidad radioprotectora
del AR, después de 48 horas de incubacion, se les renové el medio de cultivo con 200 uL. de
medio nuevo y se disolvi6 25 uL. de 4acido rosmarinico en tampon fosfato salino (PBS) a una

concentracién de 20 y 40 uM en el medio de cultivo fresco.

IRRADIACION DE LAS LINEAS CELULARES

Se ha utilizado la unidad de control modelo, Smart 583 E, con un tubo de rayos X
modelo Smart 200 E de la marca YXLON Internacional AS, Copenhague, Dinamarca. Este
equipo esta ubicado en el Servicio de Radioproteccion y Residuo, SAI (Servicio de Apoyo a
la Investigacion), de la Universidad de Murcia. Las caracteristicas de las exposiciones
radiolégicas fueron las siguientes: 200 kV, 4.5 mA, tasa de dosis de 1.3 cGy/s a una DFO:
35 cm y dosis total de 10 Gy para el analisis del MTT. La dosis de radiaciéon fue
continuamente controlada dentro de la cabina de rayos X mediante un dosimetro universal
UNIDOS® con camara de ionizacion Farme® TW30010 (PTW-Freiburg, Freiburg,
Alemania) y la dosis de radiacion final se confirmé usando dosimetros de termoluminiscencia

(TLDs) (GR-200; Conqueror Electronics Technology Co Ltd., Shenzhen, China).
ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR CON MTT

Después de 24h de incubacion, los grupos experimentales de ambas lineas celulares
en lo que se estudiaba el efecto del AR, se les afiadié dos concentraciones diferentes de esta
sustancia (20 y 40 uM) y 15 minutos después, se procedio a la irradiacién con diferentes dosis
de rayos X (0, 4, 6, 8 y 10 Gy). Finalmente, se incubaron las muestras durante 24 y/o 48
horas para evaluar la radioproteccion o citoprotecciéon producidas mediante el ensayo de

viabilidad celular.



El ensayo de MTT se realiz6 segin la técnica descrita por Carmichael et al. (8) y Alley
etal. (9). En primer lugar, se centrifugaron las placas a 1000 r. p. m. durante 10 minutos para
poder eliminar el medio de los cultivos celulares y se reemplazo el medio eliminado con 200
ul de medio fresco suplementado con SBF en cada pocillo. Se anadieron 50 pl de MTT (8
mg/ml) en cada pocillo y se us6 una estufa a 37°C y un 5% de CO2 para incubar durante 4
horas. Una vez se concluy6 este periodo de tiempo, se repiti6 la centrifugacion con el fin de
eliminar el medio y el MTT que no se haya metabolizado. Por dltimo, se afiadié DMSO (100
ul) para que se solubilice el formazan que se produjo por las células, se agité durante 30
minutos a temperatura ambiente y con un espectrofotémetro Multiskan MCC/340P con un

sistema de doble longitud de onda (de 560 y de 690 nm) se realiz6 la lectura.
PRODUCCION DEL EFECTO BYSTANDER INDUCIDO POR

RADIACION IONIZANTE (RIBE)

Con el fin de desarrollar el efecto Bystander en las lineas celulares objeto de estudio,
utilizamos el protocolo de "transferencia del medio de cultivo celular" desde células irradiadas
a células no expuestas a RI. Para este protocolo, las células PN'T2 y B16F10 fueron sembradas
hasta su confluencia. Seguidamente, antes de iniciar la exposiciéon a rayos X, se renovoé el
medio de cultivo en todos los grupos estudiados (células no irradiadas sin AR, células no
irradiadas con AR, células irradiadas sin AR, y células irradiadas con AR); 4 horas después de
la irradiacion se recolecté este medio de cultivo, en donde se deberian de encontrar los
factores que pueden inducir efectos Bys inducidos por la RI. Dicho medio se centrifugd a
200 G y se transtiri6 a placas de 96 pocillos que contenian células PN'T2 y B16F10 receptoras
que ya estaban en confluencia. En el “grupo BysAR” se habian afiadido 25 L. de una solucion
25 pM de AR disuelta en PBS (Figura 2). Las células Bys se mantuvieron en cultivo con este
medio durante 48 h y se analizaron de igual forma que los ensayos MTT utilizados para el

estudio del efecto directo inducido por los rayos X.
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Con motivo de establecer la viabilidad celular, se comparé la absorbancia en las

muestras tratadas frente a la absorbancia en los controles no tratados. De manera que:

Viabilidad celular = (absorbancia del cultivo celular tratado | de absorbancia control) x 100

Todos los datos obtenidos se presentan como media * desviacion estandar (SD) para,
al menos, seis repeticiones para cada muestra preparada.
Finalmente, para calcular la radioproteccién obtenida al tratar a los cultivos celulares

con acido rosmatinico, utilizamos la férmula del Factor de Proteccion:

Factor de Proteccion = ((Mic— MiRA) / Mic) x 100

En donde: Mic es el % de mortalidad de los controles irradiados y MiRA es el % de

mortalidad de los cultivos tratados con AR.
ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadistico se realizé en la Catedra de Bioestadistica del Departamento de
Ciencias Sociosanitarias de la Universidad de Murcia. Consistié en un analisis de varianza de
medidas repetidas con el fin de comparar los porcentajes de supervivencia celular en los
cultivos con las diferentes concentraciones de sustancias y complementado con contraste un
contraste de igualdad de pares con el método M.D.S. (Minima Diferencia Significativa).
Todos los analisis han sido realizados transformando logaritmicamente los datos para poder

ajustarnos a las condiciones del ANOVA.



RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS EN LINEA CELULAR PNT2

Supervivencia celular en cultivos control tras la exposicion a R.I.

Las células se expusieron a diferentes dosis de rayos X (0, 4, 6, 8 y 10 Gy) y se
incubaron los cultivos celulares durante dos periodos de tiempos: 24h y 48h. De esta forma,
se comprobd que a mayor dosis de rayos X y a mayor tiempo de incubacion tras la exposicion
a RI, fue menor la supervivencia de las células. En relacién a esto, se observo que, en las
células sometidas a una dosis de 10 Gy, la proporcion de células supervivientes disminuy6 de
forma estadisticamente significativa un 30,8% (a las 24 horas de la exposicién) y un 38,8% (a

las 48horas) (p<0,001) (Grafica 1).
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Supervivencia celular en cultivos celulares tratados con AR

Se trataron los cultivos celulares PNT2 con 25 pl de soluciones de 20 y 40 pM de
acido rosmarinico y se incubaron durante dos periodos de tiempo: 24 y 48 horas. Asi, a las 24
horas de incubacion, no se aprecié una disminucion en la supervivencia de las células PNT2
con respecto a los cultivos control sin acido rosmatinico. Sin embargo, a las 48 horas si se
observo una disminucion del 5,77% de la supervivencia en los cultivos tratados con 20 uM
de 4cido rosmarinico, mientras que en los cultivos tratados con 40 pM de acido rosmarinico
no hubo cambios respecto a los cultivos controles (Grafica 2). Estos resultados muestran
una ausencia de toxicidad del AR sobre las células PNT2 tratadas en las concentraciones

utilizadas y en los periodos de estudio seleccionados.
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Supervivencia celular en cultivos tratadoscon AR e irradiados con R.I.

Tras administrar a los cultivos celulares las soluciones de acido rosmarinico, se
irradiaron enlas mismas dosis de rayos X que las células controles, y se incubaron durante los
dos periodos de incubacién estudiados: 24 y 48 horas. Asi, se obtuvieron resultados de mayor
supervivencia al tratar a las células PNT2 con acido rosmarinico respecto a los controles
irradiados sin dicha sustancia. De esta forma, en la dosis de radiaciéon mas alta (10 Gy) yla
soluciéon mas alta de AR (40 uM), se comprobd que la supervivencia celular fue un 21,7%
supetior respecto a las células control irradiadas (en los cultivos incubados durante 24 horas
dpsde la irradiacion). Estos resultados muestran un aumento estadisticamente significativo
de la supervivencia celular tras la administracion de AR en comparaciéon con los cultivos
celulares controles irradiados (p<<0,001) lo que expresaria la capacidad radioprotectora del

AR sobre las células PNT2 irradiadas con rayos X, (Grafica 3).
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A las 24 horas de incubacion tras la irradiacion:

El Factor de Proteccion determinado para los cultivos tratados con acido rosmarinico
durante 24 horas y expuestos a la dosis mas alta de radiacion (10 Gy) fue del 59,4% para las
células tratadas con AR de 20 pM, y del 70,4% en las células tratadas con AR de 40 uM.

De igual forma, durante el periodo de incubacion celular de 48 horas tras la irradiacion,
en la dosis de radiacion mas alta (10 Gy) y en la solucién mas alta de AR (40 uM), la
supervivencia celular fue un 29,1% superior a loscultivos de células de control irradiados. En
ambas concentraciones, se mostré un aumento estadisticamente significativo de la
supervivencia celular en comparaciéon con las células de control irradiadas (p<0,001)),

(Grafica 4).
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A las 48 horas de incubacidn tras la irradiacion:

El Factor de Proteccion determinado para los cultivos tratados con acido rosmarinico
durante 48 horas y expuestos a la dosis mas alta de radiacion (10 Gy) fue del 73,4% para las
células tratadas con AR de 20 pM, y del 75% en las células tratadas con ARde 40 M con una
p>0,001, lo que expresaria la capacidad radioprotectora del AR sobre las células PNT2
irradiadas.

RESULTADOS EN LINEA CELULAR B16F10

Supervivencia celular en cultivos controlestras la exposicion a R.I.

Primero, se comprobé la supervivencia celular de las células B16F10 sin tratar con

ningunasustancia. Para ello las sometimos a diferentes dosis de rayos X (0, 4, 6, 8 y 10 Gy) y



se incubaron los cultivos celulares durante dos periodos de tiempos: 24h y 48h. De esta
forma,se comprobd que a mayor dosis de rayos X y a mayor tiempo de incubacién tras la
exposiciona RI, menor fue la supervivencia de las células. En relacion a esto, se vio que en
las células sometidas a una dosis de 10 Gy, la proporcion de células supervivientes disminuyé
de formaestadisticamente significativa un 33,1% (a las 24 horas de la exposicion) y un 41%

(a las 48 horas) (p<0,001) (Grafica 5).
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Grafica 5. Curvas de supervivencia de cultivos celulares B16F10 sin sustancias a rayos X (p<0,001)

tras incubacion de 24 y 48 horas.

Ssupervivencia celular en cultivos celularestratados con AR

La administracién de AR a los cultivos celulares de células B16F10 controles, que no
se han irradiado, no produjo una disminucién significativa de la supervivencia celular en los
cultivos tratados mostrando una ausencia de toxicidad del AR sobre las células en las

concentraciones ensayadas y durante los dos periodos de incubacion estudiados (24h y 48h).

Supervivencia celular en cultivos tratados con AR e irradiados con R.I.

Tras administrar las disoluciones de AR a las células B16F10, se irradié con las
mismas dosis de rayos X que a los cultivos de células controles, y se incubd durante dos
periodos de tiempo diferentes: 24h y 48h. Sin embargo, la adicién de AR no protegi6 a las
células de melanoma de la R.I. Asi, después dela incubacion durante 24 horas y fijandonos en
la mayor dosis de radiaciéon que se administré (10 Gy), la supervivencia celular disminuy6 en

un 18% en las células tratadas con una disolucién de 20 uM con respecto a los cultivos



controles, mientras que aumento en un 6,6% en las células tratadas con la solucion de 40 uM.
De este modo, aunque no hubo diferencias significativas cuando comparamos los
porcentajes de supervivencia celular con los cultivos controles irradiados, si que obtuvimos
un resultado inesperado de efecto radiosensibilizador de la solucién de 20 uM de AR sobre la

linea celular B16F10 (p<0,001) (Grafica 6).
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Grafica 6. Curvas de supervivencia de cultivos B16F10 controles Vs tratados con AR (20 pM
y 40 uM), adiferentes dosis de rayos X, evaluados después de 24 horas de incubacién tras la
irradiacién (p<0,001).

De manera que, a las 24 horas de incubacion tras la irradiacion: El Factor de Proteccion
para los cultivos de células B16F10 tratados con AR y expuestos a la dosis mas alta de
radiacion (10 Gy) fue cero (0%) para la solucién de 20 pM (no tiene capacidad protectora
contra la radiaciéon X), y de 19,9% para la solucién de 40 uM.

Posteriormente, se determinaron los resultados tras 48 horas de incubacién: la
supervivencia celular para la maxima radiaciéon de 10 Gy y para la solucion de 20 pM de AR
mostré un incremento del 0,2% comparado con los cultivos controles que, por el contrario,
con la solucién de 40 uM disminuyé un 25% respecto a los cultivos controles. Asi, segun
estos resultados no se obtuvo ningun efecto radioprotector, sino que, por el contrario, se
apreciéun efecto radiosensibilizador estadisticamente significativo de la disolucién de 40 pM
de AR en las células de melanoma B16F10 tratadas e irradiadas (p<<0,001) que expresaria un

efecto radiosensibilizante del AR en las células B16F10 irradiadas con rayos X, (Grafica 7).
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Grafica 7. Curvas de supervivencia de cultivos B16F10 controles Vs tratados con AR (20 pM y 40 pM),
adiferentes dosis de rayos X, evaluados después de 48 horas de incubacioén tras la irradiacion (p<0,001).

A las 48 horas de incubacidn tras la irradiacion:

El Factor de Proteccion para los cultivos tratados con AR y expuestos a la dosis mas
alta de radiacién (10 Gy) fue de 0,48% para la solucion de 20 pM y de cero (0%) para la
solucion de 40 pM mostrando asi la ausencia de cualquier efecto radioprotector del AR sobre

estas células.

RESULTADOS EN CULTIVOS CELULARES PNT2 Y B16F10 CON
EFECTO BYSTANDER (RIBE)

Porcentaje de supervivencia celular RIBE en PNT2 con AR

Se expusieron células de cultivo PNT2 sin irradiar (RIBE) a un medio compuesto
por células PNT?2 irradiadas con rayos X incubadas en un periodo de 48 horas. De la misma
manera se procedié con células PNT2 sin irradiar tratadas con una concentracién de 25 pM de
AR (RIBE + 25 pM de AR). Ambos cultivos se incubaron durante 48 horas. Asi, se pudo
comprobar el efecto RIBE producido y analizar si el AR tiene la capacidad de proteger del
efecto Bystander. Nuestros resultados mostraron que el efecto RIBE producia una
disminucién estadisticamente significativa (p<<0,001) de la supervivencia celular de PNT2
respecto a los cultivos controles de un 20% para la mayor dosis de radiacion (10 Gy); sin
embargo, el AR no mostré capacidad radioprotectora puesto que no modificé la
supervivencia celular respecto a los resultados de los cultivos sometidos al RIBE (p<0,001),

(Grafica 8).
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También expusimos a células de cultivo B16F10 sin irradiar (RIBE) a un medio

compuesto por células B16FF10 irradiadas con rayos X incubadas en un periodo de 48 horas.

Seguidamente, se hizo lo mismo con células B16F10 sin irradiar tratadas con una

concentracion de 25 uM de AR (RIBE + 25 pM AR). Ambos cultivos se incubaron durante

48horas. De esta forma, se pudo comprobar el efecto RIBE producido y analizar si el AR

tiene la propiedad de proteger del efecto Bystander. Nuestros resultados expusieron

resultados similares que en el cultivo celular PNT2: el efecto RIBE produce una disminucién

estadisticamente significativa (p<<0,001) de la supervivencia celular respecto a los cultivos

controles de un 20% para la mayor dosis de radiacion (10 Gy), pero el AR no tiene capacidad

radioprotectora al no mejorar la supervivencia celular respecto a los resultados de los cultivos

expuestos al RIBE (p<<0,001) (Tabla VIII), (Grafica 9).
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En nuestro estudio, se ha experimentado con el AR, una sustancia con amplia evidencia de su
capacidad de genoproteccion y radioproteccion. Diferentes estudios describen esta caracteristica
antioxidante del AR (disminuyen ROS radioinducidos y aumentan la disponibilidad del glutation).
Los trabajos de Dickey y cols, sobre el efecto de esta sustancia en ratas, describieron una
disminucién del estrés oxidativo en el higado (10) y en el rindén (11) al comparar los resultados con
cultivos celulares controles. Dentro del contexto de la R.I ionizante, un estudio que sometio a rayos
gamma a muestras de sangre periférica heparinizada obtenida de dos mujeres donantes jovenes y
sanas no fumadoras (12), tratadas con AR antesde la irradiacion y estudiadas a través de un ensayo
de micronucleos sobre linfocitos humanos; los resultados obtenidos fueron similares a los
recogidos en nuestro trabajo, mostrando efectos radioprotectores con actividad antimutagénica.
Por otro lado, un estudio previo de Alcaraz et al. (2019) (13) también intentd analizar la capacidad
antioxidante y antimutagénica del AR a través de un estudio dmicronucleos, pero en este caso,
irradiando las muestras (sangre de dos mujeres jovenes y sanas) con rayos X; se document6 una
reduccién del dano genotdxico de la radiacion ionizante de un 58% al utilizar AR, lo que supone

una reduccién significativa del dafio genotdxico que producen los rayos X.

Los datos obtenidos en este estudio sobre la supervivencia celular de las dos lineas empeladas
(PNT2 y B16F10) al administrarles AR, nos permite afirmar la capacidad radioprotectora del acido
rosmarinico que se ha observado en estudios similares. Sin embargo, en la linea B16F10 no hemos
encontrado este efecto radioprotector, sino que se evidencié un efecto radiosensibilizador
paraddjico del AR con una disminucién significativa de la supervivencia celular. Este efecto
paraddjico sélo descrito en las células de melanoma B16F10 se podria explicar mediante el
conocimiento de la disponibilidad de glutation intracelular en las células de melanoma, y es que,
durante el proceso de la melanogénesis, se consume dicho glutatiéon para que la feomelanina pueda
formarse. Asi, en el estudio de Olivares et al. (6) se describe que, aunque no se ha encontrado
bibliograffa sobre los efectos del AR en la melanogénesis, si que hay referencias sobre el acido
cafeico (y el AR es un dimero de este acido) en las cuales se demuestra que es capaz de aumentar
la melanogénesis y, por lo tanto, puede llevar al agotamiento intracelular de glutation y con ello a
su deplecion y consecuente aumento de ROS producidos por la RI en las células de melanoma
B16F10 (14); esto podtia producir la disminucién de la supervivencia celular; lo que podtia ser

utilizado en una nueva linea de tratamiento contra el melanoma.

En cuanto a nuestro objetivo de evidenciar que el AR también tiene efecto radioprotector en
las células Bys, hemos podido determinar que el AR no tiene esta capacidad radioprotectora aunque
si la tenga en las células directamente expuestas a RI. Esto podria deberse a que los radicales libres

que son generados por la RI participan significativamente en la formacion de senales en las células



que estan directamente expuestas a los rayos X, pero que, en cambio, estos radicales libres
radioinducidos no debentener una implicacion relevante en las sefiales que reciben las células bys o
receptoras de las células irradiadas, en concordancia a lo previamente mencionado por Harada etal.,
(15). Sin embargo, también podria explicarse por las propias caracteristicas del AR, ya que ain con
su potente capacidad antioxidante frente a la cascada de radicales libres radioinducidos
inmediatamente tras la exposicién a la RI, no es capaz de prevenir los eventos mas tardios
producidos en la cascada de reacciones posteriores en la peroxidacion lipidica que dan lugar a
radicales lipoperéxido que se producen cuando se liberan cantidades masivas de ROS tras la
exposicion a RI, como se ha puesto de manifiesto en estudios previos de nuestro grupo de
investigaciéon en donde se describe la capacidad de secuestro de radicales hidroxilo y anién

superoxido pero no de radicales lipoperoxido del AR (7).
CONCLUSIONES

El AR presenta una importante capacidad radioprotectora al elevar la supervivencia celular de
las células PNT2 irradiadas con rayos X que se atribuye fundamentalmente a su capacidad
antioxidante eliminadora de radicales libres radioinducidos; mientras que muestra una capacidad
radiosensibilizante al disminuir la supervivencia celular de las células B16F10 irradiadas que se
atribuye, fundamentalmente, a su capacidad de promover la utilizacién del glutation intracelular
hacia la melanogénesis e impidiendo su utilizacién en la eliminacién de radicales libres
radioinducidos. Se ha demostrado el efecto bystander inducido por la RI (RIBE) mediante la
disminucioén significativa de la supervivencia celular en las células receptoras al ser expuestas sélo
al medio de cultivo obtenido de células directamente irradiadas con rayos X. Sin embargo, el AR
no muestra capacidad protectora en las células receptoras del efecto RIBE en las células estudiadas
(PNT2 y B16F10), posiblemente, porque la disminucién de la supervivencia celular no esta
producida de forma significativa por los radicales libres radioinducidos en las células expuestas

directamente a la RI.
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