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RESUMEN

El 4cido carnésico (AC) es un diterpeno fenolico derivado del romero caracterizado por
su elevada actividad antioxidante. Este estudio pretende evaluar la capacidad radioprotectora del
AC en células expuestas directamente a rayos X (RX) y en células espectadoras que reciben las
seflales de células irradiadas con rayos X, conocidas como células bystander (bys). La capacidad
genoprotectora se evalua mediante ensayos de genotoxicidad (test de micronucleos 7 vivo e in
vitro). La capacidad radioprotectora mediante ensayos de supervivencia celular (MTT,
clonogénico 7 vitro, apoptosis y de determinacion de glutation intracelular), comparando células
radiosensibles (epitelio prostitico humano normal, PNT2) con células radiorresistentes
(melanoma metastasico murino, B16F10). El AC presenta una capacidad genoprotectora en
células expuestas a RX (p<<0,001) y en células RIBE (p<0,01). En células PNT2, consigue un
97% de supervivencia celular, eliminando el 67% de la muerte celular inducida por la radiacion
(p 0,001), disminuyendo la apoptosis (p<0,001) y aumentando la relacion GSH/GSSG
(p<0,01). Sin embargo, en las células B16F10 disminuye la supervivencia celular en un 32%,
aumentando la muerte celular en un 200% (p<<0,001), y en un 100% (p<<0,001) en las células bys
(p<0,01). Ademis, incrementa la apoptosis celular (p<0,001) y disminuye la relacién

GSH/GSSG (p<0,01), expresando un efecto paradéjico radiosensibilizador en estas células.

INTRODUCCION

El acido carnésico (AC) (C20OH2804), es un diterpeno fenodlico presente en especies
vegetales de la familia de las lamiiceas (Rosmarinus officinalis y Salvia officinalis). Es un
compuesto liposoluble caracterizado por su elevada capacidad antioxidante, y se utiliza en
muchas aplicaciones industriales, como la alimentacién, la cosmética, la salud y la nutricion. A
pesar de su potencial econémico, se han realizado pocos estudios sobre sus caracteristicas de

absorcion, transporte, metabolismo y distribucion tisular, que siguen siendo poco conocidas .



Se ha demostrado que el AC posee importantes capacidades radioprotectoras frente al
dafo celular inducido por la radiacion ionizante. Se ha observado que el AC disminuye los
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efectos genotoxicos y citotoxicos inducidos por la radiacién ionizante e incluso por la

radiacion ultravioleta °

cuando se administra en diferentes lineas celulares. Esta capacidad
radioprotectora del AC se ha atribuido a su capacidad antioxidante, mediada por su capacidad
para eliminar los radicales libres inducidos por la accién de las radiaciones ionizantes cuando
interacttia directamente con las células irradiadas (teotia del "blanco") **. Sin embargo, no
hemos encontrado referencias previas que describan este efecto radioprotector en células

receptoras del efecto bystander inducido por la radiacion (RIBE) o que el AC pueda mostrar un

efecto radiosensibilizador paraddjico en determinadas lineas celulares.

Se sabe que el melanoma presenta la tasa de mortalidad mas elevada entre los pacientes
con cancer de piel °. Su incidencia es marcadamente alta entre el grupo étnico blanco. En
Estados Unidos, la tasa de incidencia del melanoma entre la poblaciéon blanca es mucho mayor
que entre la poblacién hispana y la poblacién negra (5 y 19 veces mayor, respectivamente) .
Por ello, es de suma importancia desarrollar nuevos estrategias terapéuticas dirigidos a mejorar
la supervivencia de los pacientes afectados ''">. Ademas, se trata de un cincer agresivo con alta
resistencia al tratamiento con radiaciones ionizantes y quimioterapia . Ta linea celular de
melanoma B16F10 es una linea celular metastasica de ratén que se utiliza frecuentemente como

modelo de investigaciéon de melanomas 1314,

En este trabajo, evaluamos las capacidades genoprotectoras y citoprotectoras del CA
frente a las lesiones inducidas por la radiacién ionizante (RI) cuando actia directamente sobre
las células irradiadas (teorfa del "blanco") e indirectamente sobre las células distantes (efecto
bystander inducido por la radiaciéon, (RIBE)). Ademas, examinamos especificamente la
capacidad radioprotectora del AC sobre las células normales, que paraddjicamente se
transforma en un efecto radiosensibilizador en las células del melanoma. Quizas el analisis de
estos efectos opuestos pueda ayudar a esclarecer los mecanismos responsables de la proteccion
de las células sanas mientras se lesionan significativamente las células neoplasicas, consiguiendo

asf una estrategia de tratamiento deseada para los pacientes con cancer sometidos a radioterapia.

OBJETIVOS

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



1°. Evaluar el efecto radioprotector del acido carnésico frente al dafio biologico inducido
por la radiacién ionizante en las células directamente expuestas y en las células receptoras del
efecto bystander inducido por la radiacién ionizante.

2°. Determinar la existencia de un posible efecto protector antigenotdxico del acido
carnosico frente al dafio cromosémico inducido por los rayos X mediante técnicas
citogenéticas: el ensayo de micronicleos ‘G witro” sobre linfocitos humanos irradiados con
bloqueo citocinético y los ensayos de micronuicleos ‘%z vivo” sobre eritrocitos policromatéfilos
de médula 6sea y en reticulocitos de roedor.

3°. Evaluar la existencia de un posible efecto radioprotector del acido carnésico frente al
dafio citotéxico inducido por la radiaciéon ionizante mediante la determinacién de la
supervivencia celular con el ensayo del MTT y el ensayo clonogénico 7 vitro en células normales
de prostata y en células de melanoma metastasico.

4°. Analizar el posible efecto radioprotector del acido carnésico frente al dafio citotéxico
de la radiacion ionizante mediante la determinacion de la apoptosis celular radioinducida con el
ensayo de la anexina-V y su relacion con el glutation intracelular en células normales de prostata
y en células de melanoma metastasico.

5°. Demostrar un efecto paraddjico radiosensibilizante del acido carndsico sobre las
células de melanoma metastasico y sugerit un posible mecanismo de accién que podria
constituir una nueva via de desarrollo de estrategias de tratamiento en el melanoma; lo que
supondria una nueva forma de abordaje de algunos tipos de cancer tradicionalmente

considerados resistentes a la radioterapia.

MATERIALY METODOS

Para la realizaciéon de este estudio hemos disefiado el siguiente protocolo general,
adaptado en cada una de las técnicas. Para evaluar el efecto diana, es decir, el dafio directo
producido por los rayos X, irradiamos animales/cultivos celulares y hacemos 4 grupos de
comparacion: controles (C), controles irradiados (Ci, efecto directo RI), controles + AC (CA,
descartar toxicidad AC) y controles irradiados + AC (CAi, evaluar efecto del AC frente al dafio
directo de la RI). Por otro lado, para estudiar el efecto bystander (EB), es decir, el dafio
producido por sefiales inducidas por la radiacién ionizante en animales o células receptoras,
extraemos suero o medio de los animales/cultivos que hemos irradiado, y se lo administramos a
los animales o cultivos que no han recibido radiacién. En este caso hemos realizado 3 grupos de

comparacién: los controles bystander (Bys, animales/cultivos tratados con suero/medio



procedente de animales/cultivos no irradiados), grupos bystander irradiado (Bysi,
animales/cultivos tratados con medio/suero procedente de animales/cultivos irradiados) y el
grupo BysCA (efecto bystander + AC).

Hemo sutilizado 8 técnicas, 3 para evaluar la genotoxicidad utilizando ratones Swiss y muestras
de sangre humana: ensayo de micronucleos (MN) in vitro en linfocitos humanos con bloqueo
de la citocinesis, ensayo de MN in vivo: MN en médula 6sea de roedor y MN in vivo mediante
citometria de flujo; y 4 para evaluar la supervivencia celular: test del MTT, ensayo clonogénico,
test de cuantificacion de anexina V y test del glutation. Para investigar la supervivencia celular
utilizamos dos lineas celulares con diferente grado de radioresistencia a la radiacion ionizante:
células epiteliales de prostata humana PNT2, considerada tradicionalmente radiosensible, y la
linea celular de melanoma metastasico murino B16F10, una linea celular altamente
radioresistente.

Todos los procedimientos utilizados para la manipulaciéon de muestras humanas fueron
aprobados por el Comité de Bioseguridad Experimental de la Universidad de Murcia (ID:
472/2021). Todos los procedimientos utilizados en este estudio fueron aprobados por el
Comité de Ftica de la Investigacion de la Universidad de Murcia (CECA: 510/2018) y por el
Gobierno de la Comunidad Auténoma de la Region de Murcia en Espafia (N® A13211208).

EVALUACION DEL EFECTO ANTIGENOTOXICO.

Ensayo de micronucleos in vivo.

Ensayo de micronucleos en médula 6sea de raton (MNPCEs).

El ensayo de microntucleos in vivo en médula 6sea de raton se realizé segun la técnica
descrita previamente por Schmid . Tras 24 h de exposicion a 50cGy de rayos X, los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical, se extrajeron las células de médula 6sea localizadas
del fémur y se realizaron preparaciones microscopicas. Tres especialistas evaluaron el nimero
de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) entre 1000 PCE por ratén en un
estudio doble ciego. Para descartar la toxicidad inducida por la AC, se evalu en cada animal el
numero de eritrocitos normocromaticos, el total de eritrocitos y la proporcion entre eritrocitos

policromatéfilos y normocromaticos.

Citometria de flujo para micronicleos (MN) en reticulocitos (MNRET).
El analisis de citometria de flujo para reticulocitos micronucleados (MNRET) se realiz6

siguiendo la técnica descrita previamente por Balmus et al. '°. Resumidamente, tras 48 h de la



exposicion a 2 Gy de rayos X, se recogieron muestras de sangre por puncion intracardiaca de
cada animal. Las células se centrifugaron y transfirieron 20 pL. de cada muestra a pocillos de
placas de 96 pocillos. Posteriormente se afiadi6 la solucién de CD71-FITC/RNasa y tras su
procesamiento y centrifugado se afiadié 1 pL de ioduro de propidio (PI) a cada pocillo de la
placa. El analisis por citometria de flujo se realizo utilizando un FACS Fortessa con la opcién de
muestreador de alto rendimiento de Becton Dickinson (BD Biosciences, San Jose, CA,
EE.UU.). Se analizaron aproximadamente 190.000 células por ratéon. La frecuencia de
reticulocitos micronucleados (MN-RET) se calcul6 mediante la siguiente férmula: MN-RET

(%) = (MN-RET/RET + MN-RET) x 100.

Ensayo de micronucleos in vitro.

Ensayo de microntcleos en linfocitos con bloqueo citocinético con citocalasina
B (MNCB).

Para el ensayo de MN in vitro, utilizamos linfocitos humanos irradiados procedentes
sangre venosa obtenida de tres donantes jovenes sanos. Las muestras de sangre heparinizada se
expusieron a los rayos X y se realiz6 el ensayo de MN bloqueados por citocalasina B (CBMN)
descrito por Fenech y Motley ' y adaptado por el Organismo Internacional de Energfa
Atomica. Las muestras se cultivaron y se expusieron a irradiaciéon X y al ensayo de micronuicleos
en bloque con citocalasina B (CBMN). En los grupos tratados con AC, se afiadieron veinte
microlitros (20 puL) de una concentracion de 25 pM de soluciéon de AC a 2 mL de sangre. La
frecuencia de MN en células bloqueadas por citocalasina-B (CB) se determiné analizando al
menos 3000 CB en cada uno de los grupos estudiados y expresando sus valores en MN/500
CB. Los portaobjetos se digitalizaron y fueron estudiadas por tres especialistas para confirmar

las imagenes dudosas de CBMN. Todos los experimentos se repitieron seis veces.

EVALUACION DEL EFECTO ANTICITOTOXICO.

Ensayo de citotoxicidad MTT.

Siguiendo la técnica descrita por Charmichael et al. ¥, brevemente, los cultivos celulares
se mantuvieron a 37 °C y 95% de humedad relativa y en una atmésfera de 5% de CO2. El AC
se administré afadiendo 25 pL a cada pocillo de una concentraciéon de 25 uM inmediatamente
antes de la exposicion a rayos X durante 15 min. Posteriormente se afiadi6 MTT y se procedio a

la lectura de absorbancias a las 24 y 48 h para cuantificar la supervivencia celular.



Ensayo de apoptosis con Anexina V.

Para la determinacién de la apoptosis celular mediante citometria de flujo, se utilizé el
kit Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Catalog nos. V13241)
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Espafia, Madrid), que permite medir la apoptosis
temprana mediante la deteccion de la expresion de fosfatidilserina (PS) y la permeabilidad de la
membrana. El procedimiento se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
células tratadas se lavaron una vez con solucién salina fria tamponada con fosfato (PBS) y se
cosecharon. Tras centrifugar y resuspender las células, se afiadieron 5 pl. de anexina V Alexa
Fluor® 488 (componente A) seguidos de la adicién de 1 pI. de 100 pg/mL de PI a cada 100 pL

de suspension celular. Por dltimo realizamos medicion de fluorescencia.

Ensayo GSH.

Se utliz6 el ensayo GSH/GSSG-GloTM (Promega, Madison, MI, EE.UU.) para
determinar y cuantificar los niveles de glutatiéon total (GSH + GSSG), glutation reducido
(GSSG) vy la relacion GSH/GSSG en células PNT2 y B16F10 sometidas a las diferentes
condiciones experimentales tres horas después de la exposicion a 20 Gy de rayos X. El método
se llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante, brevemente, se sembraron con
medio y células en una placa de microtitulacién de 96 pocillos y se dejé que se adhirieran. A
continuacion, las células se trataron con 25 ul de solucién de AC. Se evaluaron las densidades
celulares y se realizaron correcciones mediante el ensayo de Bradford . Las células se
desprendieron del sustrato por tripsinizacioén y se midié su intensidad de fluorescencia. Todos

los experimentos se repitieron seis veces.

RESULTADOS Y DISCUSION.

No se dispone de referencias sobre los efectos AC contra la genotoxicidad producida

por el efecto bystander inducido por radiaciéon (RIBE).

Ensayo de micronudcleos en médula 6sea de ratéon (MNPCEs).

Para el grupo irradiado (Ci), hemos determinado un aumento en la frecuencia de
aparicion de MN en comparacién con los animales control (C) (p < 0,001), lo que expresa el
dafo genotoxico inducido por los rayos X. Sin embargo, cuando se administra AC a los
animales antes de la exposicion a los rayos X (CAi), disminuye la frecuencia de MN (p < 0,001)

comparacion con los animales irradiados (Ci). El grupo tratado con AC e irradiado (CAi)



muestra un Factor de Protecciéon (FP) del 79,9 £ 3,4%, lo que expresa su capacidad

genoprotectora frente al dafio inducido por los rayos X (fig. 1).
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Figura 1. Frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCES) en médula 6sea de raton.

Citometria de flujo para micronucleos (MN) en reticulocitos (RET).
En los animales expuestos a 2 Gy de rayos X (Ci) hemos constatado un aumento en la
frecuencia de MN en comparaciéon con los animales control (C), (p < 0,001), lo que expresa el
dafio genotéxico inducido por los rayos X. La administracion de AC pre-exposicion (CAi)
produce una disminucion en la frecuencia de MN (p < 0,001) en comparacién con los animales
irradiados (Ci), lo que expresa la capacidad genoprotectora del AC frente la radiacién ionizante.
El grupo tratado con AC e irradiado (CAi) mostré un FP de 73,2 £ 3,12%, lo que refleja la
capacidad genoprotectora de la AC frente al dafio inducido por los rayos X. En los grupos
bystander la administracién previa de AC (BysCA) produce una disminucion en la frecuencia de
MN esperada, aunque algo menor que en los grupos irradiados, poniendo de manifiesto el

efecto genoprotector en el EB (figura 2).

*

20
- *
R s et
s
w
e
2 10
=

*
’ -
C Ci CA CAi Bys Bysi BysCA

% MN-RET 33 2,4 3,9 6 5 15,7 81

Figura 2. Frecuencia de reticulocitos en sangre determinada por citometria de flujo 48h después de la

exposicion a radiacion ionizante (% MNRET).

Ensayo de micronucleos in vitro (CBMN).



La exposicion de los animales a 2 Gy de rayos X (Ci) produjo un aumento en la
frecuencia de MN (p < 0,001), lo que expresa el dafio genotdxico inducido por los rayos X. La
administraciéon de AC pre-exposicion a los rayos X (CAi1) produce una reduccion significativa (p
< 0,001) de MN en comparacién con los animales irradiados (Ci). El grupo tratado con AC e
irradiado (CAi) mostré un FP de 41,9 * 3,12%, expresando su capacidad genoprotectora frente

al dafio inducido por los rayos X (fig. 3).
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Figura 3. Frecuencia de microndcleos en cultivos de linfocitos humanos con bloqueo citocinético

La administracién intraperitoneal de suero de animales irradiados con rayos X (Bysi)
produce un aumento de MN (p < 0,01) en comparacién con el grupo tratado con suero de
animales no irradiados (Bys), lo que expresa la capacidad genotoxica del suero de animales
irradiados. Sin embargo, hemos determinado que la administracién intraperitoneal de AC antes
de la administraciéon de suero de animales irradiados (BysCA) produce una reduccién en la
frecuencia de MN (p < 0,01) en comparacién con los animales irradiados y no tratados (Bysi).
Esto expresa la capacidad genoprotectora de la AC, con un FP del 35,5 = 2,5%. Frecuencia de
aparicion de MN en orden ascendente: C = Bys = CA < CAi = BysCA = CAi < Bysi < Ci (p <
0,001) (fig. 3). Nuestros resultados muestran una reduccién significativa en la frecuencia de
aparicion de MN, lo que expresa una capacidad genoprotectora frente a este dafio genotoxico
inducido en las células receptoras. La homogeneidad de los resultados obtenidos, tanto iz vive
como #n vitro, en este estudio nos permitié determinar la capacidad genoprotectora del AC. Esto
pone de manifiesto el efecto genoprotector mostrado en células expuestas directamente a la

radiacién y en células receptoras bystander (RIBE).

Ensayo de citotoxicidad. Ensayo MTT.
En ambas lineas celulares la supervivencia celular es inversamente proporcional a la

dosis de radiacién recibida y al tiempo de incubacion (fig. 4).



Estos resultados son concordantes con resultados obtenidos en otros estudios previamente por
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Alcaraz et a en ambas lineas celulares.
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Figura 4. Curvas de supervivencia celular PNT2 y B16F10 a las 24 y 48 h de radiacion con distintas dosis.

Células PNT?2

No hemos encontrado en la literatura referencias sobre el efecto del AC en las células de
prostata. En las células PNT2, la exposicion a 20 Gy de rayos X (Ci) induce una disminucién de
la supervivencia celular (p < 0,001), retratando la capacidad citotoxica de los rayos X. La
administracion de AC a cultivos celulares PNT2 pre- irradiaciéon (CAi) produce un aumento de
la supervivencia celular (p < 0,001) con respecto al grupo Ci, lo que demuestra la capacidad
citoprotectora del AC frente al dafio inducido por los rayos X. En estas células se establecié un
FP del 97 £ 1,1%, lo que expresa la capacidad radioprotectora del AC, eliminando el 67% de la
muerte celular inducida por la radiaciéon (p < 0,001) (fig. 5).

B e S
i #
#
B '\: ' T 290 #
90 3 '\‘ 903
| 803 — 80 3 — ]
¥ 70 \‘I F '\
5 g\ n} P~
£ .
E 60 g 60 3
=| s0 8| 50
e s
£ I 2| 403
>
s 30 S| 30
] @
A 20 5207
10 3 10 3
L, | |
0Gy 4Gy 6Gy 8Gy 10Gy 0Gy 4Gy 6Gy 8Gy 10Gy
Dosis Dosis
[== control24h ® ca2s -= caso | [ comroizah w- ca2s — caso |

Figura 5. Curvas de supervivencia celular de los cultivos PNT2 tratadas con AC a las 24 y 48 h.

En las células PNT2 receptoras del RIBE, el grupo tratado con medio procedente de

cultivos celulares irradiados con 2 Gy (Bysi) mostré una disminucién de la supervivencia celular



(p < 0,01) en comparaciéon con el grupo control (C), lo que muestra la citotoxicidad inducida
por el medio de cultivo irradiado. Sin embargo, la administraciéon de AC (BysCA) no mostro
diferencias en la supervivencia celular (falta de efecto del AC en EB), lo que sugiere

mecanismos de dafo celular diferentes a los radicales libres en el EB (fig. 6).
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Figura 6. Curvas de supervivencia celular de los cultivos PNT2 tratadas con AC a las 48 h incluyendo RIBE.

Células B16F10

No hemos encontrado referencias en la literatura cientifica sobre el efecto del AC en las
células de melanoma. Sin embargo, diferentes compuestos polifendlicos y diterpenos han
mostrado capacidad antiproliferativa, inhibiendo el crecimiento celular en células B16F10*' y
disminuyendo la invasiéon metastasica in vivo. Esta inhibicién del crecimiento celular aumenta si
estas sustancias se administran antes de la exposicién a radiaciones ionizantes **.
En las células B16F10, la exposiciéon a 20 Gy de rayos X (Ci) induce una disminucién de la
supervivencia celular (p < 0,001), demostrando la capacidad citotoxica de los rayos X. Sin
embargo, contrariamente a lo esperado, hemos determinado que la administraciéon de AC pre-
irradiacion (CAi) produce una disminuciéon de la supervivencia celular (p < 0,001), expresando
un aumento del dafio citotdxico inducido por los rayos X.
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Figura 7. Curvas de supervivencia celular de los cultivos B16F10 tratadas con AC a las 24 y 48 h.
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No se determiné ningun factor de proteccion en estas células, lo que expresa la ausencia
de capacidad protectora del AC para estas células. Por el contrario, se determind una
disminucién de la supervivencia celular del 32,1 * 3,5%, lo que expresa una capacidad
radiosensibilizante del AC sobre la linea B16F10, aumentando la muerte celular en dos veces en

comparacion con las células irradiadas (p < 0,001) (tig. 7).

LLa administracién de AC a estas células antes de afiadir el medio de cultivo celular irradiado
(BysCA) mostré una disminucion de la supervivencia celular (p < 0,05) en comparacion con el
grupo Bysi, lo que expresa un aumento del dafio citotoxico inducido por la radiaciéon X. No se
establecié ningun factor de protecciéon en estas células. Por el contrario, se establecié una
disminucién de la supervivencia celular del 100,1 £ 3,5% respecto al grupo tratado con suero

irradiado (Bysi) que expresa la capacidad radiosensibilizadora del AC sobre las células B16F10
(Fig. 8).
Nosotros hemos obtenido resultados similares con el carnosol y el 4cido rosmarinico *.
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Figura 8. Curvas de supervivencia celular de los cultivos B16F10 tratadas con AC a las 48 h incluyendo RIBE.

Ensayo clonogénico.

No hemos encontrado estudios previos en la literatura cientifica sobre el efecto del AC
sobre la viabilidad celular en células de prostata o melanoma. En las células PNT2, la exposicion
a 4 Gy de rayos X (Ci) produce una disminucién de la fraccion de supervivencia (SF) (p <
0,001) demostrando la capacidad citotéxica de los rayos X. La administracion de AC pre-
irradiacién (CiCA) produce un aumento de la SF en comparacién con el grupo control irradiado
(Ci) (p < 0,01), mostrando la capacidad citoprotectora de AC contra el dafio citotéxico inducido

por la radiacién. Se determiné un FP de 24,4 £ 2,1%, expresando la capacidad radioprotectora
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del AC. En las células PNT2 tratadas con medio de cultivo obtenido de cultivos PNT2
irradiados a 2 Gy (Bysi) la SF disminuye (p < 0,01) lo que muestra la citotoxicidad inducida por
el medio de cultivo celular irradiado. Sin embargo, la administracién de AC sobre estas células

(BysCA) no presenta ningun efecto, expresando una falta de efecto de AC sobre la SF en estas
células Bys (Bysi) (fig. 9).

supervivientes tras someter cada cultivo celular a las distintas condiciones de estudio.

En las células B16F10, la exposicion a 4 Gy de rayos X (Ci) produce una disminucién de

la SF (p < 0,001), lo que demuestra la citotoxicidad inducida por los rayos X. La administracion
de AC pre-irradiaciéon (CiCA) produce una disminucion significativa (p < 0,01) de la SF con
respecto al grupo irradiado (Ci), mostrando un aumento de la capacidad citotoxica del AC en
estas células. No se determiné un FP; por el contrario, en las células irradiadas (Ci) se determiné
una disminucién de la SF superior al 60% £ 5,3%, junto con un factor de radiosensibilizacién y
potenciacion del dafio 32,7 £ 3,1% superior al efecto esperado de los rayos X (Ci). Todo ello
expresa la capacidad paraddjica radiosensibilizadora del AC sobre las células B16F10.
Al analizar el EB la SF de las células B16F10 tratadas con medio de cultivos celulares B16F10
irradiados disminuye en comparacion con las células control (C) (p < 0,01), lo que demuestra la
citotoxicidad inducida por el medio de cultivo irradiado. Estos dos grupos (Bysi y BysCA)
muestran diferencias significativas con respecto a las células control irradiadas (Ci) (p < 0,01),
retratando una mayor supervivencia en estas células que en las células expuestas directamente a
los rayos X (Ci). Todas estas observaciones expresan la pérdida de capacidad protectora o
sensibilizadora del AC sobre las células B16F10 receptoras (fig. 10). Por lo tanto, en las células
B16F10, se estableci6 el siguiente SF en orden descendente: C = CA = Bys = Bysi > BysCA >
Ci > CiCA (p < 0,001).
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Figura 10. Resultados del ensayo clonogénico en las células PNT2 donde se observan las colonias
supervivientes tras someter cada cultivo celular a las distintas condiciones de estudio.

Ensayo de Anexina -V.
La exposicion de las células control a 20 Gy de rayos X (Ci) produce un aumento significativo
de células apoptoticas (p < 0,001), lo que expresa el nivel de dafio celular inducido por la
exposicion directa a RI. Las células PNT2 tratadas con AC y radiacion (CiCA) determinamos
una reduccion de células apoptoticas respecto a las células tratadas solo con radiacion (Ci) (p <
0,001). Esto expresa la capacidad radioprotectora de la AC frente al dafio inducido por los rayos
X. Ademis, la administracion del medio de cultivo irradiado obtenido de cultivos de células
PNT2 irradiadas (Bysi) mostr6 un aumento significativo de la apoptosis (p < 0,01) en
comparacion con las células control (C), expresando un EB inducido en las células receptoras.
La administracién de AC en estas células produjo una disminuciéon del porcentaje de células

apoptoticas (p < 0,01) (fig. 11).
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Figura 11. Porcentaje de células PNT2 y B16F10 en apoptosis 48 h después de la exposicion a 20 Gy de rayos
X.
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En las células B16F10, la exposicion de las células control irradiadas (Ci) produce un aumento
significativo de células apoptoticas (p < 0,001), lo que expresa el dafio celular inducido por la
exposicion directa a la RI. Las células tratadas con AC y radiaciéon (CiCA) presentan una
reduccion significativa de células apoptoticas (p < 0,01). Sin embargo, puede observarse que el
porcentaje de células apoptoticas sigue siendo cinco veces superior al determinado en las células
control (C) o en las células no irradiadas tratadas con AC (CiCA) (p < 0,001). La administracion
de medio de cultivo irradiado obtenido de cultivos de células B16F10 irradiadas (Bysi) mostro
un aumento significativo de la apoptosis (p < 0,01) expresion del EB. Sin embargo, la
administracion de suero irradiado previamente tratado con AC (BysCA) no mostré una
diferencia significativa en el porcentaje de células apoptdticas en comparacién con el grupo no

tratado con AC (Bysi) (fig. 11).

Ensayo GSH.

Muchos autores han relacionado la radiosensibilidad o radiorresistencia de las células
con el glutation * por lo que nos propusimos evaluar la concentracién de glutatién en las dos
lineas celulares estudiadas. En conjunto, el glutation y su precursor la cisteina (Cys) son los
principales antioxidantes intracelulares con capacidad para contrarrestar eficazmente las ERO

inducidas por la RI y reducir el estrés oxidativo.
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Figura 12. Gréfica comparativa de niveles de GSH de ambas lineas celulares, PNT2 y B16F10.

La evaluacién del contenido celular total de GSH mostré diferencias estadisticamente
significativas entre las dos lineas celulares estudiadas. Las células B16F10 presentaron una

cantidad mucho mayor de GSH total que las células PNT2 (p < 0,001) (B16F10 > PNT2, p <
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0,001). En las células B16F10, las diferencias observadas entre los distintos grupos no
fueron estadisticamente significativas (fig. 12). Numerosos autores han atribuido la
resistencia de las células al tratamiento con sustancias quimioterapéuticas y radiacion
ionizante a la cantidad de glutatién intracelular. Esta gran diferencia en la cantidad de
glutation intracelular total en las células B16F10 podtia explicar la mayor radiorresistencia
de estas células en nuestro estudio.
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Figura 13. Ensayo ratio GSH-GSSG: concentraciones totales de glutation de los distintos grupos estudiados en
las células PNT2 y B16F10.

En concordancia con diversos autores, la irradiaciéon produce una disminucién de
la ratio en ambas lineas celulares. La administracion de AC incrementa la ratio GSH-
GSSG en las células PNT2,, lo que expresa un efecto protector aditivo del AC con el
glutatiéon intracelular. Sin embargo, en las células de melanoma el AC provoca una
disminucién de la ratio en células irradiadas (CiAC), lo que expresa el mayor dafio
inducido al tratar con AC (fig. 13). En nuestro estudio, una diferencia importante entre
los dos tipos celulares estudiados es la capacidad unica de los melanocitos para producir
melanina. En los melanocitos, la Cys tiene un destino adicional debido a su implicacién
con una de las vias de melanogénesis para formar feomelanina **. La activacion de la via
de sintesis de la feomelanina o un aumento de la concentracién intracelular de Cys y/o de
los niveles de GSH aumenta su utilizacién en la sintesis de la feomelanina, en detrimento
de su disponibilidad para otras actividades celulares. Nosotros sugerimos que el AC
podria actuar mediante un mecanismo, ya descrito para el acido cafeico y el acido
rosmarinico, como un activador de la melanogénesis via feomelanina, que obligarfa al
GSH a consumirse en la producciéon de feomalanina, provocando una deplecion del
glutation intracelular disponible que dejaria desprotegida a la célula para hacer frente al

estrés oxidativo.
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Nuestros resultados muestran que el AC en estas situaciones permitirfa alcanzar uno de los
grandes objetivos de la radiobiologia clasica: proteger a las células sanas a la ver que aumenta el

dafio en las células neoplasicas cuando ambas estan dentro del mismo campo de radiacion.

CONCLUSIONES.

1*. Kl 4cido carndsico es un potente agente genoprotector disminuyendo la apariciéon de
micronucleos tanto zz vivo como in vitro en las células irradiadas y en las células receptoras del

efecto bystander inducido por radiacion ionizante.

2%, El 4cido carndsico aumenta la supervivencia celular en las células de prostata expuestas a la
radiacion ionizante. Sin embargo, no presenta este grado de proteccion en las células receptoras
del efecto bystander inducido por la radiacién, lo que sugiere la existencia de mecanismos
citotoxicos diferentes a la produccion de radicales libres como mecanismo lesivo en estas células

receptoras

3*. El acido carndsico actia como un agente radioprotector en las células de prostata (aumenta
la supervivencia celular, reduce la apoptosis celular e incrementa la ratio GSH/GSSG). Sin

embargo, en las células de melanoma no se han determinado estos efectos protectores.

4*. El acido carnésico muestra un efecto paraddjico en las células de melanoma metastasico
actuando como un potente agente radiosensibilizante al reducir la supervivencia en estas células.
Hemos sugerido que la activacién de la melanogénesis producida por el acido carndsico en estas
células impedirfa la utilizaciéon del glutatién intracelular en la eliminacién de los ROS
radioinducidos aumentando asi el dafio celular. Esta situacion podtia suponer un nuevo
mecanismo de accién que permitirfa crear nuevas aplicaciones terapéuticas que ofrezcan
proteccion a las células sanas al mismo tiempo que lesionen a las células neoplasicas, incluso en

el caso de algunos canceres tradicionalmente considerados radiorresistentes como el melanoma.
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